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L RESUMEN

Tomando como molécula base a la Horminona (diterpenquinona con
esqueleto de abietano aislada de la rafz de Salvia reptans Jacq.),se levo a cabo un
estudio de Relacion Estructura Quimica-Actividad microbiolégica de los derivados
quimicos de ésta obtenidos mediante Ias reacciones de deshidratacién, acetilacion,
benzoilacién y metilacién. Dichos derivados se caracterizaron por correlacién ds
sus propiedades fisicas y datos espectroscopicos (RMN 'H, RMN ¥C, EMIE, IR)
‘con los reportados en la literatura quimica y asi mismo, se esayaron
microbioldgicamente (por medio de la técnica de sensidiscos o Kirby-Bauer) sobre
cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas de la coleccion ATCC
sugeridas para probar antibidticos y en especial Tetraciclinas con las que presentan
cierta similitud estructural y de las cuales se empied como patrén de referencia a la
Oxitetracictina.

En este estudio se encontré que los detivados obtenidos presentan una
marcada tendencia a actuar s6lo sobre las cepas Gram positivas empleadas. Ademas
se distingue, que al modificar quimicamente las posiciones 7 y 12 de la Horminona
cuando se sustituyen los hidrégenos de los oxhidrilos por grupos funcionales que
contengan oxigeno {acetato o benzoilo), 1a actividad antimicrobiana se incrementa
con respecio a la molécula base. Con respecto y a la Oxitetraciclina, lo anterior
solo sucede cuando el grupo sustituido es el benzoilo. Ademas, si se elimina el
oxhidrilo de la posicion 7, el producto resultante no presenta actividad
antimicrobiana.

También se encontrd que dichos derivados al no ser solubles en agua
presentan problemas de difusion en el agar, por lo cual, los halos de inhibicién en
todos los casos son menores aun a los mostrados por 1a molécula base que también
es insoluble en agua pero, en donde los hidrogenos de los oxhidrilos no se
encuentran sustituidos y por lo tanto presenta mayor hidrofilicidad.
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IL NOTACIONES.

A continuacién se anexa la siguiente lista de notaciones con el objeto
de hacer més sencilla la lectura del presente trabajo.

Ab. rel. Abundancia Relativa

Ac0 Anhidrido Acético

AcOEt Acetato de Etilo .

APT RMN "C; version Atached Proton Text
APTS Acido p-toluensulfonico

ATCC Coleccion de Cepas Tipo Americano
BeCi Cloruro de Benzoilo

CCF Cromatografia en Capa Fina

CeSO, Sulfato Cérico
CHCl, Cloroformo
CH:N, Diazometano

-C=0 Carbonilo

CuSO, Sulfato de Cobre

D Deuterio

EMIE Espectrometria de Masas por Impacto Electrénico
I Horminona

I Producto de Deshidratacién

m Producto de Acetilacién

IR Espectrofotometria de Absorcién al Infrarrojo
v Producto de Benzoilacion

KOH Hidroxido de Potasio

M* Ton Molecular

MCB Minima Concentracion Bactericida

-Me Metilo

Me:SO, Sulfato de dimetilo

Mhz Megahertz

MiC Concentracion Minima Inhibitoria

mL miliLitros

NaHCO, Bicarbonato de Sodio
NaOH Hidréxido de Sodio
Na,SO0, Sulfato de Sodio

I



ppm

Oxhidrilo

Oxitetraciclina

punto de fusion

partes por millon

Piridina

Relacion Estructura-Actividad

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
Oxido de Silicio (Silice)

Tetra Meti! Silano

Espectrofotometria de Absorcion al Ultravioleta
Unidades Formadoras de Colonias

United States Pharmacopeia

Producto de Metilacion
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1. INTRODUCCION

Por milenios las plantas medicinales se han utilizado como una fuente
de alivio de las multiples enfermedades y malestares de! hombre. En los
primeros registros de las civilizaciones China, Indd, Sudamericana,
Centroamericana y Mediterranea, se encuentra la descripcion de los efectos
terapéuticos de varias plantas y mezclas de éstas, cuyos granos, raices y
cortezas' se ingerian o se empleaban en forma de infusiones, ungiientos y
emplastos’. De esta manera nacié la herbolaria, rama de la medicina
encargada del estudio de las plantas con valor medicinal y que en nuestro pais
poseé una enorme tradicion como se observa en el Libellus de Medicinalibus
Indionum Herbis® (Codice Badiano), el cual es un compendio de remedios
tradicionales indigenas.

Al principio €l empleo de preparaciones herbales presentd serios
problemas, entre los que se encontraban: escasa uniformidad, la dosificacion
no se conocia con exactitud, existia la posibilidad de adulteracién y la
presencia de sustancias con actividades biologicas desconocidas, en muchos
casos, fueron responsables de efectos poco deseables®. Luego de varios siglos
de uso empirico, se llevd a cabo el aislamiento y purificacion de los primeros
principios activos (alcaloides™), marcandose una nueva era en ¢l empleo de
las plantas medicinales ya que, poco después, se inicid la sintesis quimica de
los primeros derivados de los productos naturales y con ello, éstos llegaron a
ser el esqueleto base para la produccion de farmacos

La mavoria de los principios activos utilizados hoy en dia en la

industria farmacéutica se han encontrado de manera empirica en productos



naturales (provenientes de especies que han tenido una gran y a veces bien
documentada historia como plantas medicinales®) o por sintesis quimica,
donde se evaluaron cientos de compuestos con la intencion de encontrarles
alguna actividad biolégica que pudiese ser de interés terapéutico™”.

Por otro lado, es conveniente resaltar que en los paises
industrializados, el interés por la investigacion de las plantas medicinales ha
tenido sus altibajos durante las tiitimas décadas®’, en contraste con los paises
del tercer mundo donde continuan siendo fundamentales en los tratamientos
médicos’. Aproximadamente el 25 % de los medicamentos prescritos en la
actualidad son sustancias derivadas de las plantas®, por lo que varnas
compafiias farmacéuticas han mostrado un renovado interés en las mismas
como una fuente de nuevas estructuras para el desarrollo de firmacos. De las
250 000 a 500 000 especies de plantas existentes en el mundo, inicamente un
pequefio porcentaje se ha investigado fitoquimicamente y la fraccién
investigada con fines biolégicos o farmacolégicos es aun menor®. Sin
embargo, cuando a un producto natural se le determina su actividad bioldgica,
comunmente se le modifica quimicamente y se ensaya posteriormente con ¢l
objeto de obtener un compuesto mas activo que produzca las acciones
esperadas®, con una disminucién de los efectos no desables. Uno de cada 10
000 compuestos estudiados se ha logrado convertir en un nuevo firmaco,
después de un periédo de investigacion de aproximadamente 10 afios™.

Dentro de la herbolaria tradicional mexicana la familia Labietae se
utiliza extensamente'™. A esta familia pertenece el género Salvia, muy
abundante en México, caracterizado por ser una fuente de productos naturales
con actividades importantes dentro de la medicina tradicional en el
tratamiento de enfermedades estomacales'" circulatorias” y cardiacas'2"7?,
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y por presentar propiedades antitumorales''*%3%%  sedantes'®'**,

antibacterianas P332 anipicdticas’?,  diuréticas®®,  antivirates®,
antituberculosas® y antihepatotéxicas®”; ademis, al aceite esencial de algunas
especies de Salvia se le ha atribuido efectos tdxicos como son crisis
epiléptiformes y tetaniformes, efectos abortivos en roedores y trastornos
psiquicos y sensoriales en humanos®*2,

En 1993 en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM™
se aisld a partir del extracto n-hexanico de la raiz de Salvia reptans Jacq, la
Horminona (I) (una quinona diterpénica con esqueleto de abietano) la cual en
ese estudio presento actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923. En la literatura quimica se mencionan estudios anteriores de
dicho producto natural en donde presenta actividad citotoxica sobre células
cancerigenas®®, asi como de ser un inhibidor del crecimiento de 7rypanosoma
cruzi®,

Es por eso que, para probar si I, o algunos de sus derivados
presentan una actividad bioldgica latente que se pudiera explotar en un futuro
como un firmaco, se llevd a cabo en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitidan/UNAM el presente trabajo de Tesis, en el cual se reportan los
resultados de un estudio de Relacion Estructura Quimica-Actividad
microbiolégica de varios derivados quimicos de I obtenidos por
Deshidratacion I, Acetilacion T, Benzoilaciéon IV, Metilacion V (ver
Figura 2 de la seccién de resultados), los que se probaron en bacterias Gram
négativas y Gram positivas de Ia coleccion ATCC™, sugeridas como cepas de
prueba para antibioticos y en especial de Tetraciclinas, (ver Tabla 3 de la

seccion de resultados). También se presenta un resumen de la actividad



antimicrobiana de cada derivado (Tablas 4 y 5 seccién de resultados) y se
compara la actividad de cada uno de ellos contra I y la Oxitetraciclina (OT)
(Tetraciclina comercial de amplio espectro).

La vahdacxon de las pruebas se realizé utilizando normas aceptadas
porla US. P entre otras



2.GENERALIDADES

Al reino vegetal se le considera una fucate inagotable de metabolitos
secundarios (alcaloides, terpenoides, esteroides y flavonoides, entre otros)
también conocidos como productos naturales”. Estos son de estructura
relativamente compleja y tienen una distribucion mas restringida que los
compuestos que les dan origen llamados metabolites primarios™**, Una
caracteristica general de los productos naturales es que parecen no tener un

papel biologico activo conocido demtro de la planta®™ ¥4

porque
generalmente se piensa que son materiales de desecho de la misma y algunos
de ellos tienen un objetivo terapéutico o propiedades toxicas para otras

plantas, los animales o para el hombre mismo™®,

Generalmente son largos y tediosos los procesos que conducen a
obtener un compuesto puro y farmacoldgicamente active a partir de las
plantas. Requiere de la colaboraciéon multidisciplinana de botanicos,
quimicos, farmacologos y toxicologos ya que involucra una sofisticada serie
de etapas que comprenden: a) la coleccion, identificacién botanica y el secado
del material vegetal; b) la obtencion de extractos apropiados y su analisis
cromatografico preliminar por Cromatografia en Capa Fina o Cromatografia
de Liquidos de Alta Resolucion, asi como c) su ensayo biologico y
farmacoldgico a modo de observar su actividad bioldgica para posteriormente
llevar a cabo su separacion; d) la verificacion de la pureza y el
esclarecimiento de sus estructuras por métodos quimicos y fisicoguimicos
para sintetizarlos parcial o totalmente y poder preparar derivados y/o

analogos con los cuales investigar la relacidn estructura-actividad biologica a



fin de aislarlos a gran escala y hacerles pruebas farmacoldgicas y

toxicolégicas posteriores®.

2.1 ANTECEDENTES DE LA HORMINONA

En general, las plantas que se utilizan en la medicina tradicional son
las que mas se estudian a nivel mundial con el objeto de encontrar combuattos
farmacoldgicamente activos®, pues dentro de ellas existen una gran diversidad
de metabolitos secundarios y por lo tanto una alta probabilidad de encontrar
derivados en cada una de ellas. Asi por ejemplo, el género Sahvia, actualmente
se investiga extensamente, ya que dentro de él existen especies que se emplean
en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes
enfermedades™ !> De éstas especies se han aislado compuestos
abietanicos' (productos naturales de la serie de diterpenoides cuyo esqueleto
es parecido al del acido abiético™*’ (Figura 1)) que presentan actividades

biolégicas  diferentes  destacando  las  bactericidag?®¥ AP ¢

28,30 15,1627,46

antitumorales“™, entre otras , como se pueden apreciar en la Tabla 1.

Dentro de este tipo de compuestos se encuentra I, 1a cual es una
quinona diterpénica con esqueleto de abictano y de la que Goijman y cols.*
reportaron su actividad bioldgica como un total inhibidor del crecimiento in
vitro de Trypanosoma cruzy, siendo 10 veces mas activa que la tingenona

(triterpeno) con el que se comparo.

Posteriormente, Jonathan y cols.?* informaron del aislamiento de I y
de la 7-O-metilhorminona a partir de Lepechinia bullata, espécimen vegetal
perteneciente un género diferente al Safvia dentro de la familia Jabietae. En
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esa ocasion, probaron su actividad bioldgica dentro del campo
anticancerigeno y observaron que presentaban una marcada accién citotoxica
sobre células de leucemia. Ademas, estos investigadores especularon que la
actividad de estas moléculas se debia a los sustituyentes asociados con los
anillos de Carbono de sus esqueletos y comentaron que la modulacion de la
actividad se podia lograr por modificaciones en la posicién 7, siendo de
interés general para posteriores estudios de relacién estructura-actividad

biolégica como el que se llevé a cabo en este trabajo de Tesis.

Figura 1. Esqueleto de! Acido abiético



Tabla 1 Actividad biolégica de algunos diterpenos abietanicos de tipo

quinoidal.
COMPUESTO AISLADO DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
Horminona Lepechinia bullata™ Citotdxico ¢n células
cancerigenas. Inhibe al
Trvpanosoma cruzi (in vitre).
7-0-Metilhorminona | Zepechinia bullata™ Citotéxico en células
cancerigenas.

Sugiol y ¢l 15-hidroxi-
17-oxoabicta-8.11.13-

Salvia atbocacrulea®

Antibidtico sobre S. aureusy B.
subtilis, Moderada actividad sobre

tricno C. albicons
Conacytona, Icctoxona, | Salvia balloteafora® Tratamico de problemas
Romulogarzona estomacales.
Rosmaquinona, Acido | Salvia canariensis™ Inhibidor del crecimicnto de S.
11-acetoxy-carnosico. aurens'y B. subtilis
Horminona Salvia candidissima'® Sobre cf recepior de unién
radiolipantc cn cercbro de rata
Hypargenina Ay B Salvia hypargeia® Antibidtico sobre §. aureus y
Klebsiella pneumoniae
HypargeninaCy D Salvia hypm'gcin?} Antibibtico sobre B. subtilis
Hypargenina F Salvia hypargeia® Antibiotico sobre 8. epidermidis,
Px. aeruginosa y Micobacterium
Tuherculosis,
Fersuginol, Pisiferal | Salvia microstegia™ Diurético y Antiséplico

Ferruginol, Pisiferal

Salvia millivrrhi:a‘"zg

En afeccionces cardiacas,
hemadticas v Hepatitis.

11, 12-dihidroxi-20-nor-

Satvia officinalis®’

Inactiva a los Virus de 1a

v Salvia Phlomoides™

5(10),8,11,13~ Estomatitis Vesicular (VSV) y al
abictatricn-1-ona. del Herpes Simpie tipo {HSY)
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Como ya se menciond, en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitian, se aislé por primera vez I a pattir de 1a raiz de Salvia reptans
Jacq™® y se probd su actividad biolégica sobre cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomona eruginosa TAC 27853 y Escherichia
coli ATCC 10536. Presentando actividad bactericida tnicamente sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923,

2.2 ESTUDIOS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (REA).
2.2.1 HISTORIA

En el afio de 1868 Crum-Brown y Faser, sospecharon que el curare al
comportarse como una sal cuaternaria de amonio, era responsable de sus
propiedades paralizantes de los musculos, por lo que, examinaron los efectos
bloqueadores neuromusculares de una gran variedad de sales cuaternarias de
amonio simples y de alcaloides en animales concluyendo que la accion
fisiolégica de una molécula estaba en funcién de su constitucién quimica.
Poco después, Richardson noté que la actividad hipndtica de los alcoholes
alifaticos era funcién de su peso molecular, constituyendo estas observaciones

las bases de los posteriores estudios REA' .

2.2.2. FUNDAMENTO DE LOS ESTUDIOS REA.

Los estudios REA consisten simplemente en la concepcién y/o
sintesis a partir del compuesto basc de tantos derivados/analogos como sean
posibles junto con su ensayo o bioensayo posterior con la finalidad de

determinar el efecto de la estructura quimica sobre la actividad y potencia.



Una vez que se han preparado una cantidad suficiente de los mismos, v que se
han acumulado todos los resultados, las conclusiones se obtienen observando
las relaciones de estructura-actividad' para generar modelos que predigan y
establezcan dicha relacion™.

2.2.3. POSIBILIDADES DE LOS ESTUDIOS REA.

Indudablemente, el principal objetivo que se pretende alcanzar al
variar estructuralmente los productos do origen natural o de sintesis, es el
desarrollar mejores farmacos. Al encontrarse el compuesto base desprovisto
de porciones estructurales innecesarias, la nueva molécula suele poseer una
mayor especificidad de accion, lo que permite conocer su mecanismo de
accion mas facilmente, para buscar que las propiedades indeseables
disminuyan o desaparezcan' y una vez hecho esto, sirva de inspiracién a
nuevas variaciones estructurales, obteniendo un compuesto mas alcanzable
desde el punto de vista prictico®. Son varias las posibilidades que se pueden

lograr al llevar a cabo un estudio de este tipo comprendiéndose las siguientes:

1. Mantener o mejorar de la actividad del prototipo®. Supone
que las propiedades quimicas y fisicas esenciales para la accién no se
modifiquen. De aqui, que el estudio de compuestos con actividad
similar y estructuralmente diferentes permita el establecimiento de
relaciones y facilite el conocimiento del modo de accién. En cualquier
caso, al desarrollar farmacos paralelos, se pretende descubrir el

compuesto mas activo, selectivo y menos toxico.
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2. Cambiar e espectro de accion del prototipo™. Dado a que
cada tipo de accion biolégica se debe a un conjunto especifico de
requisitos estructurales indispensables, los cambios en el espectro de
accién del prototipo implican la eliminacion o disminucién de
determinadas caracteristicas o la exaltacion de otras. Presentando
diferentes posibilidades como son:

a. Paso de una accién agonista a otra antagonista.

b. Eliminacién o exaltacion de efectos secundarios.

¢. Separacién de acciones en prototipos multicomponentes.

d. Combinacién, en una estructura, de las acciones de varios

prototipoz‘ii.

3. Modular la conducta farmacocinética del prototipe®. Este
punto es importante ya que, con frecuencia se pueden conocer las
estructuras, fragmentos o grupos funcionales cuyo cambio puede
modificar la distribucidn en el organismo. Esto sélo se puede alcanzar
si se varian las caracteristicas estructurales que condicionan a un
aspecto determinado, sin que dicho cambio influya sobre otros y, sin
que por ello se modifiquen las caracteristicas quimicas responsables
de la accion.

4. Sintetizar un compuesto similar al prototipo con ahorro de
tiempo y dinero®***'*** Eg otra de las posibilidades que presenta
este método, ya que por medio de sintesis quimica se puede obtener
un derivado y/o analogo que presentc la actividad bioldgica deseada,
fo que ahorrara tiempo y dinero debido a que se podra hacer uso de

los mismos métodos de bicensayo que para el prototipo original.
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2.2.4 RECURSOS EMPLEADOS PARA LOS ESTUDIOS REA.

Aunque s6lo a una pequefia parte de la molécula se le puede asociar

la actividad, existen una multitud de modificaciones que se pueden llevar a

cabo'. Es muy dificil hacer el inventario de todos los recursos que se pueden

utilizar para tal fin ya que muchas veces estin basados en la intuicion o

instinto del quimico, sin una base racional aparente o en el desarrollo de

observaciones aisladas o casuales. Sin embargo, se cuenta con los siguientes

procedimientos de manipulacion molecular entre muchos otros:

1. Sustitucion bioiséstera®. Consiste en reemplazar ciertos
grupos del prototipo por sustituyentes con igual influencia sobre la
solubilidad en lipidos de la molécula que los soporta, asi como
similares propiedades estéricas y/o la misma distribucion de cargas.

2. Series de compuestos homélogos®'. Estas series se obtienen
por cambios graduales en la estructura molecular, pudiendo ocurrir
en las propiedades fisicoquimicas del prototipo, las cuales se pueden
correlacionar con cambios graduales en la actividad biolégica.

3. Aprovechamiento del principio de vinilogia®. Consiste en la
reduccién de los dobles enlaces de los compuestos que los presenten
conduciendo a productos con mayor o menor actividad.

4. Formacién y fusion de anillos o cambio de estructuras
ciclicas por otras abiertas manteniendo la geometria del conjunto®.
Supone la formacion de anillos a partir de estructuras lineales o

mediante la fusion de anillos ya existentes.
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5. Formacién de compuestos siameses®. Implica Ia
combinacién estructural de dos firmacos -o la duplicacién de uno-
reuniéndolos en una misma molécula mediante un enlace covalente.

6. Variaciones en las constantes fisicoquimicas de los
sustituyentes®. Implica la prediccion por extrapolacién o
interpolacién, tomando como guia la contribucion de cada
sustituyente al conjunto de las caracteristicas fisicoquimicas
necesarias para una actividad maxima. También se le llama estudio
cuantitativo de relacién estructura-actividad (QSAR).

7. Formacién de sales®. Ofrece grandes posibilidades en el
sentido de modificar el transporte, la distribucion y/o excrecion del

farmaco salinificado.

2.2.5 LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS REA®,

La mas abrumadora de las limitaciones de estos métodos es que el
numero de analogos y/o derivados necesarios para llevarlos a cabo es mucho
mayor a los que pueden sintetizarse ya que siempre habrd mas compuestos
por sintetizar, Ademas, los investigadores pueden definir a la estructura de
diferente modo y asi sintetizar diferentes analogos y/o derivados.

Otra limitacion consiste en que una vez que se ha obtenido la
informacion, no es facil resumirla, aunque ésto en la actualidad se ha visto
disminuido, ya que cada compuesto provee informacion independiente.

Una tercera limitacién se debe a que los mismos no explican la

diferencias en la potencia entre los diferentes compuestos en términos de nivel
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atdémico. Las predicciones sélidas de un compuesto sin probarfo sélo se
pueden hacer realidad cuando se le tiene bien comprendido.

2.2.6 CLASIFICACION GENERAL DE LOS ESTUDIOS REA*

Una revisién de la literatura publicada durante los pasados quince
afios revela que los métodos de REA se han dividido en dos grandes
categorias. La primera comprende los mdétodos tedricos en los que se
examinan y cuantifican la estructura real o las caracteristicas estructurales
que conducirian a una verdadera relacin estructura-actividad al acoplarse
con la evidencia biolégica. Un método de esta clase se basa en la descripcion
fundamental de la materia por medio de mecanica cuantica. Otros métodos de
REA que constituyen intentos de cuantificacion estructural, comprenden un
método topolégico conocido por conectividad molecular y varios métodos de
cuantificacién de fragmentos moleculares.

Una segunda categoria de métodos de REA se basa en los intentos de
hallar paralelismo entre la actividad bioldgica y las propiedades
fisicoquimicas de las series de moléculas en estudio. Aunque esto puede no
corresponder a un método cuantitativo REA, este tipo de método puede Hevar
a explicaciones (en términos de un modelo fisico) de 1a accién del farmaco y

permitir predicciones en su sintesis.

2.2.7 ESTUDIOS REA Y EL FUTURO*.

Por la disponibilidad de los sistemas computacionales para el

almacenamiento, analisis rpido de los datos y comparacién de los mismos,
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actualmente ha extendido el empleo de los métodos REA como una
herramienta indispensable en el disefio de fairmacos. Estos métodos ayudan
enormemente a los investigadores a desarrollar su sensibilidad en lo referente
a la prediccién de relaciones que se puedan presentar durante el estudio de un
compuesto en particular. Se puede anticipar un empleo todavia mayor de los
métodos tedricos en las décadas venideras con la finalidad de que los
investigadores dirijan sus recursos en el disefio de nuevos, mas seguros y

eficaces farmacos.

2.3 BIOENSAYOS

Una de las necesidades primordiales para llevar a cabo un estudio de
Relacién Estructura-Actividad bioldgica, es la de contar con los medios para
ensayar a los compuestos en estudio, sabiendo cuando ¢l compuesto presenta
actividad o no. Un bioensayo' es el medio por cl cual un sistema biolégico se
define con respecto a un compuesto control, si este ltimo ha tenido la
actividad deseada y si resulta asi, se determina cual es la potencia relativa del
mismo. Algunos bioensayos comienzan como pruebas in vitro por ejemplo, la
inhibicién de una enzima, y otros como pruebas in vivo, €. fa habilidad det
compuesto para prevenir en el ratén la pardlisis inducida, siendo los

bioensayos in vitro mas rapidos y menos costosas.

2.3.1 Bioensayo aleatorio.- No involucra un analisis previo,
todos los compuestos se prueban sin considerar a sus estructuras.
Antes de 1935 (descubrimiento de las sulfas), éste era el tnico

camino que existia para probar la actividad biolégica de los
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compuestos; ahora se emplea en menor grado; sin embargo, aun es
muy importante por tener como finalidad el descubsir farmacos o
compuestos base con estructuras inesperadas o inusuales’, sucediendo
esto con mayor probabilidad cuando se estudian especies o géneros de

plantas de familias raras’.

Las clases de materiales que mas se someten a un bioensayo
comprenden a los productos naturales (microbianos, plantas y marinos). Un
ejemplo de un bioensayo aleatorio es el que se llevod a cabo durante los afios
40’s y 50’s por varias empresas farmacéuticas con muestras de suelos para
investigar nuevos antibidticos. En esta vez, no solo se descubrieron una gran
cantidad de compuestos base, sino que también se encontraron dos nuevos

antibiéticos: la Estreptomicina y Ja Tetraciclina’,

2.3.2 Bioensayo no aleatorio. Es una aproximacion
ligeramente mas estrecha que un bioensayo al azar. En este caso se
pueden probar selectivamente compuestos que tienen un vago
parecido a cierta actividad descubierta por medio de un bicensayo
aleatorio o que contienen diferentes grupos funcionales a los de

compuestos base’.

2.3.3 Consideraciones generales para los bioensayos®,
Deben de ser simples, rapidos, reproducibles y baratos. Considerando
que en el extracto crudo los principios activos generalmente estin
presentes a bajas concentraciones, e} sistema de prueba debe ser por
lo tanto, sensible para poder detectarlos confiablemente. Existe un
rango de posibles blancos para bioensayos incluyends los ensayos de
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extractos crudos sobre animales completos (Tabla 2). Actualmente se
considera como regla en programas de barrido los bioensayos sobre
sistemas subcelulares o cultivos celulares, ya que combinan
reproducibilidad, manejo rapido de la muestra con una alta
sensibilidad y selectividad. Aunque no lo hacen respecto a las
interacciones que cominmente ocurren en los constituyentes de las
plantas como con los taninos que conducen a un gran niimero de
resultados falsos positivos. En tales casos, se deben de remover los
compuestos que interfieren y posterionmente hacer una repeticion del
bioensayo.

Tabla 2. Blancos para Bioensayos.

BLANCOS PARA BIOENSAYOS

Organismos infcriores (microorganismos, inscectos, crustdccos y moluscos)

Sistemas subcelulares aislados (enzimas, receptores)

Cultivos celulares de origen animal o humano,

Orgpanos aislados de vertebrados.

Animales completos.

2.4 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PARA MEDIR SENSIBILIDAD A
LOS ANTIBIOTICOS.

El uso in vitro de las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos son un

intento para predecir como sera la respuesta in vivo de un microorganismo
infeccioso ante un agente antimicrobiano seleccionado® proporcionando una

ayuda indispensable en la seleccion del quimioterapéutico correcto, al brindar
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una estimacién eficiente del mismo y la concentracién en la que se debe
dosificar para inhibir al agente infeccioso™, Se cuentan con diversas prucbas
microbiolégicas para medir sensibilidad entre la cuales se mencionarin las
siguientes:

2.4.1 Prueba de difusion en agar.

2.4.2 Prueba de dilucion en caldo.

2.4.3 Impedancia.

2.4.4 Conductancia.

2.4.1 Pruebas de difusién em Agar. También conocida como de
difusion en disco, antibiograma o “Kirby-Bauer”" es la mas utilizada en los
laboratorios de microbiologia clinica. El método es técnicamente simple,
barato, y si se desarrolla correctamente, es razonablemente confiable*.

Esta téenica es el resultado de la interaccion del antibidtico que se
encuentra depositado en un reservorio, generalmente un disco de papel filtro,
del microorganismo que sera inhibido o no por el antibictico y del medio
sélido (agar) que servira de apoyo al crecimiento de 1a bacteria y a la difusion
del antibidtico.

Al depositarse el disco impregnado con el antibidtico sobre el agar
inoculado con el microorgansimo, se establece una competencia entre el
primero, que difunde a través del medio y el microorganismo que comienza a
crecer. Si el microorganismo es susceptible al antibidtico de prueba, el
resultado es una zona de inhibicién del desarrollo del microorganismo de
borde delineado que se extendera hasta un limite donde la concentracion
alcanzada por el antibictico en ese punto (“concentracién critica™) no sea la
suficiente para inhibir el crecimiento exponencial del organismo que en la
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periferia ha alcanzado la “masa critica” necesaria para superar la

concentracion inhibitoria del antibidtico. Este fendmeno sucede dentro de un

“tiempo

critico”, por lo que el diametro de la zona de inhibicion indicara el

grado de susceptibilidad del organismo al antibiético cuando éste queda como

Unica variable del sistema. A mayor zona de inhibicién. mayor serd la

suscepti

del antibi6tico para inhibir su crecimiento sera menor

bilidad del organismo y, en consecuencia, la concentracién necesaria
57,58

2.4.1.1 Factores que afectan las pruebas de difusién.

a. Eleccion del medio de cultivo™. Debe promover el
crecimiento de los microorganismos probados sin llevar a cabo una
reaccion antagénica de la actividad o de la difusion de los agentes. Se
toma como medio de cultivo estindar al agar Miller-Hinton debido a
que promueve el desarrolio de la mayoria de los aislamientos
bacterianos clinicamente significativos®.

b. Espesor del medio®*, Es importante que este espesor sea
uniforme de 3-4 mum porque si es mas fino, los antibidticos tenderan a
difundir mas en direccion lateral y por lo tanto las zonas de inhibicién
se incrementaran a medida que el espesor del agar disminuye
observandose este efecto mis marcado en placas de agar muy
delgadas.

c. Densidad del inéeulo. La USP* establece que el indeulo
debe ser ajustado a un valor de 25% de transmitancia (a una longitud
de onda de 580 nm), 0 a una turbidez de 0.5 del estindar de Mc
Farland (1.5 x 10° UFC)®. Incrementando la densidad del indculo se
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reducen los tamafios de la zona de inhibicion. Este factor es una de
las principales fuentes de error en las prucbas de susceptibilidad *.

d. Pre-incubacién y predifusion. Una vez inoculado el
microorganismo sobre el agar, se debe dejar un lapso entre 3 y 15
min. para colocar los discos antimicrobiales®’. Una preincubacién de
las cajas antes de que se coloquen los discos hacen que el tamafio de
las zonas de inhibicion disminuyan; la predifusion del agente
antimicrobiano antes de la incubacién tiene el efecto opuesto™.

e. Discos antimicrobiales’*. En el método de Kirby-Bauer
se utilizan los llamados discos de “alto poder” los cuales son discos
comerciales de papel filtro donde la concentracién de antibidtico debe
ser lo suficientemente grande como para producir una difusion
homogénea y facilmente reproducible. Estos se deben colocar usando
pinzas estériles presionandolos ligeramente sobre el agar a fin de
asegurar el contacto con el agar, No se deben recolocar discos una
vez que han hecho contacto con el agar pues la difusion del
antibiético comienza instantaneamente.

f. Incubacidn. Las placas invertidas se deben incubar después
de 15 min. de haberse colocado los discos™ a una temperatura de 35-
37 °C en aire a menos que otra atmosfera sea esencial®®, La USP
recomienda que el tiempo de incubacion de las placas sea de 16 a 24
horas™ aunque el método estandar recomendado requiere que todas
las determinaciones finales se lleven a cabo exactamente a las 18
horas®,

g. Medicion de didmetros. Los didmetros de estas zonas se
deben medir cuidadosamente por la parte posterior de la placa, ante

20



una fuente de luz brillante transmitida a un éngulo de 45°, se debe
quitar la tapa de la caja de petri’ y emplear calibres moviles y
graduados, reglas graduadas en milimetros o plantillas especialmente
preparadas® para poder lograr la reproducibilidad de la lecturas *.

2.4.1.2 Las fallas mas comunes que se cometen con esta

técnica son las siguientes:

1. Utilizar un medio diferente al de Miiller-Hinton, mal preparado, o
sin controlar su pH.

2. No ajustar el indculo.

3. Utilizar un tubo de Mc Farland inexacto como referencia de
turbiedad.

4. Tiempo excesivo entre la preparacion del indculo y su sembrado.

5. Tiempo prolongado entre el sembrado del medio y la aplicacion de
los discos.

6. Retardo de la incubacion después de la inoculacion

7. Emplear indculos mixtos.

La USP* recomienda llevar a cabo la valoracién de antibidticos

mediante el método de penicilindros, el cual es una variacién al descrito

anteriormente pues en lugar de emplear los discos antimicrobiales de papel

filtro, utiliza cilindros de acero inoxidable con longitud de 10 mm + 0.1 mm,

y diametros exterior de 8 mm e interior de 6mm, quc una vez colocados sobre

el agar inoculado, se llenan cuidadosamente con a disolucion del antibidtico a

probar, el cual debe ser forzosamente soluble en agua.
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2.4.2 Prucbas de dilucién®, Consiste en preparar un medio de
cultivo fiquido, donde se adiciona 8l microarganismo y al antimicrobiano a
diversas diluciones. Se incuba por to menos de 18 hr, al término de lo cual se
mide la turbidez que presentan los tubos problema en comparacion con los
patrones preparados y un blanco para calibrar €l espectrofotometro. Este
meétodo da densidades dpticas que indican claramente si hay o no resistencia

al antibidtico en la medida en Ia que hay inhibicion del microorganismo.

24.3 Impedancia. Mediante esta técnica se puede realizar un
seguimiento continuo automatizado de los efectos que tiene el antibidtico
sobre el crecimiento del microorganismo. Este ultimo se puede medir
indirectamente por medio de un conteo bacteriano apoyandose en los cambios
de impedancia eléctrica (medida de 1a resistencia al flujo de la corriente
eléctrica) que se presentan en el medio de crecimiento™* . Estos se presentan
de forma paralela al crecimiento de la bacteria, tomando en cuenta que se
coloca una concentracién bacteriana de 10° UFC, empleandose para medios

de cultivo liquidos mediante el método de dilucion en caldo.

244 Conductancia® Esta técnica proporciona una reduccién
importante en el tiempo de incubacion para establecer la sensibilidad al
antibidtico. Se cred para determinar el MIC y 1a MCB y consiste en
comparar los patrones de conductibilidad eléctrica de un cultivo en ¢l que no
se ha colocado a la bacteria en contacto con ¢! antibidtico con otro al que
contiene el microorganismo y que se le adiciona el quimioterapéutico. Las dos
curvas obtenidas se analizan para establecer la suceptibilidad del

microorganismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL:

Tomando como esqueleto base a la molécula de la Horminona,
producto natural extraido de la raiz de la Salvia rep;tans Jacq. que presentd
actividad bactericida sobre S. aureus (vide supra), se propone la obtencion de
diferentes derivados de la misma, sin la alteracion del esqueleto original, para

posteriormente probar su actividad antimicrobiana,

3.2 PARTICULARES:
1.- Preparacion de diferentes derivados quimicos, a partir de I como son los
productos de: a) Deshidratacién (IX), b) Acetilacion (III), c) Benzoilacion
@AV), d) Metilacion (V).

2.- Identificar a los derivados quimicos por medio de sus propiedades fisicas
(Color, olor, apariencia, pf, solubilidad) y datos espectroscépicos (RMN 'H,
RMN “C, EMIE, IR)

3.- Probar la actividad antimicrobiana de los derivados quimicos obtenidos
sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas de la coleccidén de cepas
ATCC sugeridas para probar antibidticos y en especial Tetraciclinas,
empleando para tal efecto la técnica de Kirby-Bauer o senmsidiscos.
Estableciendo ¢l MIC para cada uno de los derivados y cepas que resulten

sensibles a Jos mismos.

4. Comparar los resultados obtenidos de los derivados contra 1y contra OT.
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4. METODOLOGIA Y RESULTADOS

El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo en dos
fases, en la primera o parte quimica se realizé la sintesis quimica y la
caracterizacion fisica y espectroscépica de los derivados de I (Figura2) y en
la segunda o parte bioldgica se hizo el estudio antimicrobiano de los mismos;
al respecto en la Figura 3 se describe el diagrama de flujo general del trabajo
experimental.

4.1 PARTE QUIMICA.

Los puntos de fusion de los derivados de I se determinaron en un
aparato Fisher-Jones y no estin corregidos. La pureza de los productos y el
avance de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina en
cromatofolios Macherey-Nagel Diiren, usando como revelador una disolucién
de CeSO; al 1% en H,SO, 2N y/o lampara UV a A= 365 nm,

Los productos finales se purificaron por medio de cromatoplacas
preparativas de gel de silice Macherey-Nagel SIL G 200 UV,s,.

Los equipos empleados para los diversos estudios fueron: para
Espectrofotometria de Absorcion de Infrarrojo (IR) un equipo Nicolet FT-IR
55X; utilizando la técnica de pelicula y de pastilla segiin el caso. Para la
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) y
Resonacia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN PC) equipos Varian,
Gemini 200 y VRX-300S, usando CDCl; como disolvente; los
desplazamientos quimicos estin dados en ppm referidos al tetrametilsilano

(TMS) como referencia intemna. Para indicar los patrones de acoplamiento se
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utilizan las siguientes abreviaturas: s = sefial simple, d = sefial doble, t = seilal
triple, q = sefial cuadruple, sa = sefial simple ancha, dd = seiial doble de
doble, smc = sefial mitiple compleja, s/sp = sefial sobrepuesta.

Para la Espectrometria de Masas (EM) se empled un espectrometro
de masas HP 5985-B CG/MS mediante la técnica de impacto electrénico.

Figura 2.Esquema de los Productos de Transformacion de 1.

Oft . QAc
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Figura 3. Diagrama de flujo sobre el trabajo experimental.

[ AISLAMIENTO DE LA HORMINGNA () A PARTIR DE Sadiia leplau.kcq_l

——| MODIFICACION QUIMICA DELA HORMINONA ———

{ pEsHIDRATAGONDD | | ACETLAGONAW) | | BENZOILACTONGY) | | METILACIONW)]

| l

[mcmnmaow DE LOS DERIVADOS (P.£, RMN 'H, RMN 13C, IR, EMIE) J

h

ESTUDIODE LA ACTIVIDAD ANTIMICRGBIANA BE HORMINONA
YDERIVADOS
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DESHIDRATACION DE I (IX).- 300 mg de ¥ se disolvieron en 5 mL
de tolueno, acto seguido se le agregaron unos granulos de acido p-
toluensulfénico y se sometio a reflujo durante 6 horas. El desarrollo de la
reaccion se siguid por CCF (SiO;; n-hexano/AcOEt 8:2); concluido el tiempo
de reaccién el residuo se disolvié en 30 mL de AcOEt y se realizaron lavados
con una disolucion de NaHCO; al 1% (SmL x 3). La fase organica se secd
(Na;SO,) y se evapord el disolvente en el rotavapor. Posteriormente el
producto se separé por medio de una columna cromatografica (Si0; Kieselgel
60G; n-hexano/AcOEt 8:2). Finalmente las fracciones de interés se
purificaron por medio de cromatoplacas o placas preparativas (8i0;, n-
hexano/AcOEt 9.5:0.5) obteniéndose . Cristales color anaranjado, p.f. 167-
169 OC; IR(CHCI;) v em-': 3359.21(0H), 3079.00(C-H sp,), 2926.79(C-H
sps), 2870.83(C-H), 1641.13(CQ), 1633.13(CQ), 1551.35(CC); RMN 'H
(300 Mhz, CDCI,/TMS) Sppm: 7.70 sa(1H, OH), 7.20-6.80 dddd{(ABX, 2H,
H-6 y H-7), 3.52 m(1H, H-15), 3.25 dddd(2H, H-1), 2.50 m(1H, H-5), 1.68
s(3H, H-20), 1.63 d(Me-16" ), 1.58 d(Me-17°), 139 s(3H, Me-18), 1.35
s(3H, Me-19); RMN "C (CDCl;) 5 ppm: 186.00 s(C-14, C=0"), 183.50 s(C-
11, C=0%, 151.17 s(C-12), 140.90 s(C-9), 139.67 d(C-7), 136.00 s(C-8),
122.59 s(C-13), 121.08 d(C-6), 52.08 d(C-5), 40.49 t(C-3), 39.22 s(C-10),
35.14 t(C-1), 33.24 s(C-4), 32.59 s(C-18), 24.06 d(C-15), 22.80 q(C-19),
20.00 q(C-16"), 19.80 q(C-17"), 18.65 t(C-2), 15.16 g(C-20); EMIE (70 ev)
m/z (%Ab. rel): 314(70) M", 299(30) [M-15T, 271(15) [M-431", 245(70)
[271-CoH;], 232(100) [M-CeH,o]

* pueden intercambiarse.
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ACETILACION DE I (II).- 300 mg de I se disolvieron en 10 mL de
AcO y 5 mL de Py, esta disolucién se sometio a bafio de vapor por
aproximadamente 1 hr 15 min. El desarrollo de la reaccién se siguié por CCF
(Si0;; n-hexano/AcOEt 8:2); concluido el tiempo de reaccion el residuo se
disolvié en 30 mL de AcOEt y se le realizaron lavados con disolucion de
CuSO4al 1 % (10 mL x 3 ), a continuacién se lavo la fase organica con agua
(20 mL x 3) y finalmente con una disolucién de NaHCO; al 5 % (10 mL x 3).
El extracto organico se secé (Na;SO, anh) y se le evapor el disolvente a
presion reducida obteniéndose un producto ofeoso que se separd por medio de
una columna cromatografica técnica "flash" (SiO; Kieselgel 60 G, n-
hexano/AcOEt 8:2). Por ultimo el producto se purifico por medio de una
cromatoplaca preparativa (SiOz; n-hexano/AcOEt 8:2). Agujas finas de color
amarillo; pf 99-103 °C; IR(CHCl) v cm-'; 2905(CH), 1765(MeCO),
1730(MeCO), 1650(CQ), 1640(CO); RMN 'H(300 Mz, CDCI/TMS)
Sppm: 5.93 dd (1H, H-7), 3.09 m(1H, H-15), 2.59 dddd(2H, H-1), 2.35
s(3H, C(12)-0Ac), 2.95 s(3H, C(7)-OAc), 1.26 s(3H, H-20), 1.16 dMe-16"
), 1.15 d(Me-17"), 0.87 s(6H, gem C(4), C(3)); RMN *C (CDCL:) & ppm:
198.00 s (C-14, C=0"), 193.50 s(C-11 C=0"), 169.52 s(C-21, MeCO"),
168.22 s(C-23, MeCO"), 153. 03 s(C-12), 139.16 s(C-9), 137.90 s(C-8),
112.30 s(C-13), 64.37 d(C-7), 46.02 d(C-5), 40.06 t(C-3), 39.24 s(C-10),
35.64 t(C-1), 32.96 s(C-4), 32.90 q(c-18), 25.16 t(C-6), 24.70 d(C-15),
21.57 q(C-19), 21.01 q(C-16"), 20.37 ¢(C-17"), 20.22 q(C-20); EMIE (70
ev) m/z (%ADb. rel.): 374(12) M", 332(65)[M-421", 314(100) [M-17-601",
299(60) {314-15)™, 271(20)[299-281", 43(80) C;H™.

* pueden intercambiarse.
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BENZOILACION DE I (IV).- 300 mg de I se disolvieron en 5 mL de
BeCl y 3 gotas de Py. La mezcla se sometié a agitacién durante 24 hr a
temperatura ambiente. El desarrollo de la reaccion se siguié por CCF (SiO;;
n-hexano/AcOEt 8:2); concluido el tiempo de reaccién el residuo se disolvio
en 30 mL de AcOEt y se le realizé un lavado con 10 mL de solucion de
CuSO0; al 1%, a continuacion la fase organica se lavé con H;O0 (20 mL x 3) y
con disolucion de NaOH al 5 % (20 mL x 10). El extracto organico se seco
(Na;SO, anh) y se le evapord el disolvente a presién reducida obteniéndose un
producto oleoso que se separd por medio de una columna cromatografica
técnica "flash” (Si0; Kieselgel 60 G; n-hexano/AcOEt 9:1). Por tltimo el
producto se purifico por medio de una cromatoplaca preparativa (SiO,; n-

hexano/AcOEt 9:1, UV A=365 nm). Cristales color amarillo, p.f: 188-191

oC; IR(CHCl;) v cm-!! 3470.80(0H), 2926.25(CArH), 2856.48(CH),
1742.80(BCQ), 1664.40(CQ), 1603.30(CQ), RMN 'H (300 Mhz,
CDCIy/TMS) Sppm: 8.12-7.58 m (5H, Ap), 4.79 dd(1H, H-7), 2.85 sa(1H,
OH), 2.69 dddd(2H, H-1), 2.01 d(1H, H-6), 1.26 d(6H, Me-16-17), 1.24
s/sp(3H, Me-20), 0.98 s(3H, Me-18), 0.90 s(3H, Me-19), RMN ®C (CDCl;)
& ppm: 188.85 s(C-14, C=0"), 180.55 s(C-11, C=0"), 164.05 s(C-
12,BC=0), 151.50 s(C-12), 149.93 s(C-9), 141.27 s(C-8), 139.00 s(C-13),
134.80-128.00 (C-Ar), 62.95 d(C-7), 45.77 d(C-5), 41.11 t(C-3), 39.54 s(C-
10), 35.74 t(C-1), 33.17 s(C-4), 33.10 q(C-18), 26.05 t(C-6), 25.026 d(C-
15), 21.71 (C-19), 20.44 q(C-16"), 20.28 q(C-17"), 18.76 t(C-2), 18.59 q(C-

* pueden intercambiarse.
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20); EMIE (70 ev) m/z (%Ab. rel): 436(5) M", 418(12.5) [M-H;0}",
403(5) [M-18-151*, 331(12) [M-2CO1*, 105(100) CH,CO™.

METILACION DE I (V).- Preparacion de Diazometano: En un
matraz se colocd una mezcla de 2.5 mL de éter etilico y 0.8 mL de KOH al
50%. Dicha mezcla se enfrié a 5 °C y se le adiciond con agitacion 44.31 mg
(0.43 mmoles) de nitrosometil urea. El matraz se unié a un condensador
colocado para destilacion. La parte baja del condensador llevaba un
adaptador que se estaba sumergido en 10 mL de éter contenidos en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL y que estaban enfriados en una mezcla de hielo-sal. Los
gases forrmados pasaron a través de una segunda porcion de 10 mL de éter
enfriados por debajo de 0 °C. La reaccion del matraz se colocd a bafio de
agua a 50 °C y se llevo al punto de ebullicién del éter con agitacion ocasional.
El éter se destild hasta que comenzd a disminuir el color, lo cual sucedié
después de que dos o tres partes del éter se destilaron (bajo ninguna
circunstancia se debe destilar todo el éter). La disolucién de éter combinada
en ¢l matraz de recepcion contuvo 12.68 mg (0.301 mmoles) de diazometano (
63-70 % de la cantidad tedrica), el cual se secd para su uso poniéndola sobre
pellets de KOH puro durante tres horas.

Al matraz que contenia al diazometano (preparado in situ) se le
agregaron 100 mg (0.301 mmoles) de I disueltos en éter etilico, la mezcla
resultante se sometio a agjtacion durante 24 hr siguiendo el desarrollo de la
reaccién por medio de CCF (SiO.; n-hexano/AcOEt 9:1 y n-hexano/Me,CO
9:1). Transcurrido este tiempo, el residuo de la mezcla de reaccion se disolvié
en una minina cantidad de Me,CO, se soporté en celita y se purificd el
producto esperado por medio de una columna cromatogrifica (SiC; Kieselgel

30



60 G; n-hexano/AcOEt 9.7:0.3). Agujas finas de color amarillo; pf: 130-132
°C; IR(CHCH:) v cm-': 3574.86(0H), 2962.75(CH), 2931.57%(CH),
1640.52(CQ), 1661.93(CQ), 1139.97(COC); RMN 'H (300 Mhz,
CDCl/TMS) dppm: 4.73 dd(1H, H-7), 3.85 s(3H, OMe), 3.16 m(1H, H-15),
2.85 sa(1H, OHD, 2.57 dddd(2H, H-1), 1.93 d(1H, H-6), 1.24 s/sp(3H, Me-
20), 1.17 d(6H, Me-16-17), 0.95 s(3H, Me-18), 0.88 s(3H, Me-19); RMN
BC (CDCly) 5 ppm: 189.72 s(C-14, C=0"), 184.23 5(C-11, C=0"), 157.17
s(C-12), 150,78 s(C-9), 140.40 s(C-8), 135.69 5(C-13), 62.76 d(C-7), 60.72
q(C-12, Me), 45.80 d(C-5), 41.15 t(C-3), 39.27 5(C-10), 35.81 C-1), 33.19
5(C-4), 33.09 q(C-18), 25.97 t(C-6), 24.29 d(C-15), 21.70 g(C-19), 20.50
q(C-16"), 20.30 q(C-17"), 18.84 1(C-2), 18.61 ¢(C-20); EMIE (70 ev) m/z
(%Ab. rel.): 346(48) M™, 328(100) [M-18]", 313(58) [328-Me]', 209(48)
[313-104]".

4.2 PARTE BIOLOGICA.

Consistié en determinar la suceptibilidad de las cepas bacterianas
ennumeradas en la Tabla 3 a los derivados de T (Esquemal) obteniendo los
MIC’s y empleando para tal efecto al agar de Miiller-Hinton como medio de
difusion de los sensidiscos impregnados con los derivados previamente
disueltos en CHCl; (Baker, grado reactivo), colocando como blanco al

disolvente.

* pueden intercambiarse,
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Tabla 3. Cepas probadas con los derivados de 1.

MICROORGANISMO ATCC No.
GRAM ()
Bacillus cereus 11778
Lactobacillus plantarum 8014
Micrococcus luteus 9341
Staphylococcus aureus 6538p
Staphylococcus aureus 25923
Streptococeus faecalis 3043
Streptococcus faecalis 10741
GRAM (-)
Escherichia coli 10536
Escherichia coli 25922
Proteus retigeri 9918
Pseudomona aeruginosa 9027

Prueba preliminar: Se llevé a cabo pesando 8.7 mg de cada derivado
puro y disolviéndolo en ImL de CHCl grado espectroscopico, para
posteriormente impregnar los discos de papel filtro (Watman Cat, 1002 125)
de 0.5 mm de didmetro con 10 pL de estas disoluciones en condiciones
asépticas. Una vez secos los discos, se colocaron en placa de agar Muller-
Hinton (BIOXON) en donde se encontraban inoculadas por estria con hisopo
las cepas a probar (Tabla 3). Se incubaron durante 24 hr a 37 °C yseleyd la
inhibicién en la periferia de los discos con ayuda de un vemier graduado en

milimetros.

Cilculo de los MIC's. Realizadas las pruebas preliminares, las cepas

que resultaron sensibles a los derivados se probaron a diferentes diluciones
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decimales o decuples (8.7 mg/mL), siendo éstas: 1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000 (colocando 10 pL de ¢ada dilucidn por disco). Al encontrar la
dilucién decimal minima capaz de inhibir el crecimiento de las bacterias se
hicieron diluciones dobles o intermedias para establecer con mayor margen de
exactitud la concentracion del derivado que puede impedir el desarrollo del
microorganismo, impregnande los discos con 10 ulL de cada dilucién. Los
resultados obtenidos del espectro antibacteriano de los derivados de I en

téminos de dismetro promedio de los halos de inhibicién y de MIC se

resumen en fas Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Resumen del espectro antimicrobiano de los derivados de 1.

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE DERIVADOS DE HORMINONA
MIC (ug/mlL)
MICROORGANISMO DE I I Iox 1\ v orT
PRUEBA
GRAM (+)
Bacillus cereus 11778 0.870 | - | 0.093 | 0.043 - 0.093
Lactobacillus pl um 8014 - - 10217 | 0,043 - 0.187
Micrococcus luteus 9341 0.870 { - | 0.093 ; 0.087 - 0.021
Staphylococcus avreus 6538p | 0.435 | - | 0.187 | 0.043 | 0.435 | 0.087
Staphylococcus aureus 25923 | 0.435 | - | 0.187 | 0.043 | 0.435 | 0.087
Streptococcus faecalis 8043 8700 | - | 0.217 | 0.435 - -
Streptococcus faecalis 10741 0870 | - | 0.217 | 0.043 - -
GRAM ()
Escherichia coli 10536 - - - - - 0.435
Escherichia coli 25922 0435 | - - - - -
Proteus rettgeri 9918 - - - - - 0.870
Pseudomona aeruginosa 9027 - - - - 87 0.087
La detexminacion de la Concentracién Mimma Inlubnona (MIC) se llevd a cabo sobre
bacterias de la coleccitn ATCC, gunas de ellus para las prucbos
de antibidticos y en especial de Tetraciclinas. Los son p
de tres repeticiones del evento.
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Tabla 5. Resumen de los diametros de halo de inhibicion del espectro
antimicrobiano de los derivados de [.

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE PERIVADOS DE HORMINONA
DIAMETROS DE INHIBICION PROMEDIO (mm)

MICROORGANISMO DE 1 u I v A\ oT
PRUEBA
GRAM (+)
Bacillus cereus 11778 9.05 - 6.50 | 7.00 - 7.00
Lactobaciilus plantarum 8014 - - 580 | 695 - 7.60
Micrococcus luteus 9341 7.75 - 6.15 | 6.85 - 8.05
Staphylococcus aureus 6538p | 11.9 - 600 | 6.25 ) 7301 1240
Staphylococeus aurcus 25923 | 10.45 - 730 | 6.95 [ 920 11.55
Streptococcus faecalis 8043 1037} - 6.80 | 6.80 - -
Streptococcus faecalis 10741 7.05 - 6.50 | 6.15 - -
GRAM (+) .
Escherichia coli 10536 - - - - - 8.00
Escherichia coli 25922 8.05 - - - - -
Proteus retigeri 9918 - - - - - 9.70
Pseudomona aeruginosa 9027 - - - - 7751 9.25
Los resultad strados son el p dio de tres repeticiones del evento.
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S. DISCUSION

El producto natural Horminona (¥), es muy abundante en la raiz de la
Salvia reptans Jacq. y tiene una gran actividad bactericida sobre S. aureus
ATCC 25923, Teniendo como base lo anterior se realizo un estudio de REA
para determinar la forma en qué se afecta su actividad biologica cuando se
modifica quimicamente su estructura, para ésto, se sintetizaron los
compuestos I, I, IV, y V, los que se purificaron al maximo para asegurar
que los resultados de actividad se debieran solamente a la molécula en
estudio, se identificaron comparando sus propiedades fisicas y
espectroscopicas con las reportadas en la literatura las cuales se discutiran

posteriormente con mayor detalle.

El presente trabajo involucra aspectos quimicos y biologicos, a
continuacion se hace una discusion por separado de cada uno de ellos, para
después tratar de establecer su Relacion entre Estructura-Actividad

respectiva.

5.1 ASPECTO QUIMICO.

Se anexa la espectroscopia de I con la finalidad de hacer clara la

interpretacion de los espectros de los productos sintetizados ( Figuras 4-7).

Producto IL- Cuando se sometio I a reaccidn con Aacido p-
toluensulfénico empleando tolueno como disolvente se obtuve al producto de
deshidratacion correspondiente, éste resultd ser cristalino de color anaranjado

el cual se identificd como 6,7-deshidroroyleanona mediante la correlacion de
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los datos fisicos y espectroscopicos con los reportados en la literatura
quimica®**, Su punto de fusion resultd ser 167-169 °C (166-167, 166-
168.5, 167 °C Lit.). Por otro 1ado, ¢l citado producto en su espectro de RMN
'H a 300 Mhz (Figuras 8-9) presenta una sefial simple ancha en 7.70 ppm
que integra para un protén y que desaparece con D,0O e inequivocamente
corresponde al proton del oxhidrilo en C-12, asi mismo en el desplazamiento
quimico de 4.7 ppm ya no se observa la sefial multiple que integra para un
proton base de oxigeno asignada al H-7 en el producto I, apareciendo una
sefial dddd en el intervalo de 7.20-6.80 ppm debida a la parte AB del sistema
ABX que integra para 2H de la doble ligadura correspondientes al H-6 y H-7.
Las sefiales restantes concuerdan con Jas indicadas en los espectros de I y los
de la literatura quimica. En lo concerniente 2 la RMN "C nomal y APT
(Figura 10) la sefial en 63.1 ppm correspondiente al Carbono metinico (non)
designada para C-7 base de oxhidrilo desaparece y en su lugar se observa en
139.67 ppm una sefial doble tipica de Cspz (non) que corresponde a uno de

los carbonos que ha sufrido la deshidratacici.

En cuanto al IR (Figura 11) se puede contemplar en 3359.2 cm™ 1a
banda indicativa de la existencia de un oxhidrilo en la molécula, a la par se
presenta una banda en 1079.00 cm-! caracteristica de interacciones C-H de
tipo sp; asi como en 2926.79 cm™ las bandas que establecen interacciones C-
H de tipo sp;. Asi mismo en 1641.13 y 1633.13 se manifiestan las bandas de
los carbonilos del sistema quinoidal y en 1551.13 cm™ se revelan las

interacciones para C-C de tipo sp;,
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Respecto a la EMIE (Figura 12) se nota la desaparicion del ion
molecular en 332 referente al peso molecular de I, y se observa un ion
molecular de 314 que corresponde al peso molecular de la 6,7-
deshidroroyleanona, lo que nos explica que se han perdido 18 unidades. El
patrén de fragmentacién para ésta molécula es consistente con el reportado en

la literatura quimica (vide supra).

Producto IIL- Para sintetizar este producto, se hizo reaccionar a I
con Ac0 y Py, obteniéndose un polvo cristalino de color amarillo que se
identificd como Di-O-acetilhorminona por la analogia presentada con respecto
a sus datos fisicos y espectroscopicos con los reportados en la literatura
quimica®®*, Su punto de fusion es de 99-103 °C (122-123 °C Lit). Por medio
de la RMN H' a 300 Mhz (Figuras 13-14) para este derivado se hace
evidente que la sefial del desplazamiento quimico en 3.05 ppm de I
correspondiente al proton del oxhidrilo en C-7 ya no se presenta, apreciandose
en su lugar dos sefiales simples que integran para 3 protones cada una a un
desplazamiento quimico de 2.35 y 2.05 ppm asignadas a los hidrogenos de los
grupos acetilo en posicidn 12 y 7 respectivamente. Las sefiales restantes se
ajustan a las indicadas en los espectros de I y HI (vide supra). En lo referente
a la RMN ®C normal y su versién APT (Figura 15) se exhiben dos sefiales
simples en la region de los carbonilos una en 169.52 ppm y otra en 168.22
ppm correspondientes a los C-21 (par) y C-23 (par) dc los carbonilos de los
acetatos, notando que las sefiales restantes se corroboran con base a las

reportadas en los espectros de 1y del derivado diacetilado.
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En el espectro de IR (Figura 16) para este producto se percibe gue
las bandas en 3600 y 3350 cm™ debidas a la presencia de oxhidrilos en I, ya
no son visibles, resaltandose la aparicién de dos bandas en 1765 y 1730 cm’!
que sugieren sin duda alguna interacciones C-O de tipo carbonilico para los

grupos acetilo.

En la EMIE (Figura 17) el ion molecular de I en 332 ya no es
evidente, apreciindose un pico en 374 que pertenece sin duda alguna al
fragmento masa/carga del derivado monoacetilado (debido a que la forma
diacetilada es tan 1abil que pierde rapidamente un grupo acetato) y por lo
tanto no se pude apreciar el ion molecular para la forma diacetilada. El pico
base representante del fragmento m/z 314 se asigna a la pérdida de M'-17-60
encontrando que el patron de fragmentacion concuerda con el reportado en la

literatura.

Producto IV.- Este producto a su vez se obtuvo cuando I se hizo
reaccionar con BcCl y Py, el compuesto resultante fue cristalino de color
amarillo y su punto de fusion de 93-103 °C, este derivado en su espectro de
RMN 'H a 300 Mhz (Figura 18) presenta: En un intervalo de 8.12-7.58 ppm
una sefial mualtiple que integra para 5 protenes de tipo aromatico
correspondientes al fenilo del benzoilo, la sefial doble de doble en 4.79 ppm
que integra para 1 protén sugiere que sea un proton base de oxigeno, cf cual
se asigna al H-7; la sefial que se encuentra en 3.20 ppm es debida al H-15, y
en 2.85 ppm se contempla una sefial simple ancha que integra para un protén,
la cual intercambia con D,O e indudablemente corresponde al proton del

oxidrilo en C-7 por lo se dice que la benzoilacién no se llevé a cabo en esta
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posicion. Tan;biéx aparece una sefial dddd centrada en 2.69 la cual integra
para los dos protones asignados 3 H-1, asi como en la region de 2.01-1.4 ppm
destacan un conjunto de sefiales que se atribuyen a los protones H-2, H-3, H-
4 y H-6 , para finalmente distinguir en la region de los metilos una sefial doble
que integra para © protones y estd centrada en 126 ppm, ademas de dos
sefiales simples en 0.98 y 0.90 ppm que integran para 3 protones cada una,
dichas sefiales se asignan a los metilos en 16,17,18 y 19 respectivamente. La
sefial simple/sobrepuesta en 1.24 ppm que integra para 3 protones se vincula
al Me-20. En lo relacionado a la RMN "C normal y su version APT (Figura
19) en la regién de los carbonilos se contemplan dos sefiales simples, una en
188.85 ppm y otra en 180.55 que hacen alucion a los carbonos de carbonilo
en C-14 y en C-11 respectivamente, a continuacioén se encuentra en 164.05
ppm una sefial simple que representa al carbono del carbonilo del benzoilo en
posicion 12 y en 151.50 ppm una sefial de Csp, (par) correspondiente a C-12.
En los desplazamientos quimicos de 149.93, 141.27 y 139,00 ppm hay tres
sefiales simples que también describen Csp; (par) asignadas a C-9, C-8 y C-
13 respectivamente y en el intervalo de 134.8-128.00 ppm se manifiesta una
serie de sefiales relacionadas a los carbonos del sistema aromitico del
benzoilo. Mas adelante en 62.95 ppm se encuentra una sefial doble debida a
un carbono metinico (non) designada al C-7 base de oxhidrilo, dle igual modo
la observada en 45.77 ppm (non) se asigna al C-5; los desplazamientos
quimicos de 41.11 y 39.54 ppm, corresponden a los C-3 y C-10. Por lo que
respecta al C-15 sc obtiene una sefial en 25.026 ppm relativa a un carbono
metinico, para por ultimo encontrar en la region de los metilos un conjunto de
sefiales cuddruples que detallan comparativamente a C-16, C-17, C-18, C-19
y C-20 (nones) de los metilos.
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En lo relativo al espectre de IR (Figura 20) la banda en 3470.80 cm’
es caracteristica para avisar de la presencia de OH en la molécula; la de
2926.25 cm™ muestra las interacciones C-H de tipo aromatico y en 2856.48
em las de tipo C-H sp;, ademas, la banda que se presenta en 1752.80
aconseja la presencia del éster del benzoilo y por tltimo las que se encuentran
en 1664.40 y 160330 cm™ que se deben a los carbonilos del sistema

quinoidal.

Por ultimo, en la EMIE a 70 e.v. (Figura 21) al ion molecular se le
encuentra en una relacion de masa/carga de 346 la cual concuerda con el peso
molecular esperado para este derivado, posteriormente se hacen patentes picos
de valor 418, 403 y 331 asignadas a pérdidas de M"-H,0, M"-18-15 y M'-
2CO respectivamente. El pico base corresponde al fragmento tipico de

CeH,COT".

ProductoV .- Al reaccionar el diazometano (preparado in situ) con I,
se logro obtener el correspondiente producto de metilacion, el cual resulté ser
cristalino de color amarillo, su punto de fusidén es de 130-132 °C (135-137,
142-144 y 138 °C Lit)) y se identificdé como 12-metithorminona por la
comparacidn de sus datos fisicos y espectroscopicos con los reportados en la
literatura®**™, Del espectro de RMN 'H a 300 Mhz (Figura 22) para este
derivado se nota una sefial doble de doble en 4.73 ppm que integra para 1
proton, que sugiere sea base de oxigeno vy se asigna al H-7, asi como en 2.85
ppm se contempla una sefial simple ancha que integra para un protén, la cual
intercambia con D,0 e indudablemente corresponde al proton del oxhidrilo en

C-7 por lo cual se establece que la benzoilacién no se llevé a cabo en esta
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posicién, aparte de que la sefial correspondiente al H base de oxigeno en
posicion 12 desaparece haciendo evidente en 3.85 ppm una nueva sefial
simple que integra para tres protones en la regién de los hidrogenos de los
carbonos base de oxigeno correspondiente sin duda alguna al grupo metoxilo
en dicha posicién. Si se continua comparando las siguientes sefiales con lo
reportado se observa que concuerdan entre si. De la RMN "C normal y su
version APT (Figura 23) para el presente derivado la sefial correspondiente al
C-12 se ve un poco desplazada; en 60.72 ppm se hace evidente una sefial
cuadruple debida al grupo metoxilo en posicién 12 ademas de que las sefiales

restantes se avalan con las reportadas en la literatura para este producto.

En el espectro de IR (Figura 24) para el mismo producto las bandas
més significativas estan en: 3574, 86 cm™ que hace notable la presencia de
oxhidrilo en V, 2962.75 cm™ se refiere a las interacciones C-H de tipo sp, ¥
en 2931.57 de tipo spy; en 1640.52 cm™ y en 1661.93 cm™ las sefiales son
debidas a los carbonilos del sistema quinoidal y por Ultimo en 1139.97 cm™

las bandas son indicativas de la presencia del grupo éter en la molécula.

Para finalizar, en la EMIE (Figura 25) para este producto se aprecia
su ion molecular en una relacion masa/carga de 346 y es concordante con el
peso molecular esperado para el mismo. Posteriormente se hacen visibles
picos de valor 328 y 313 asignados a pérdidas de M'-18 y 328-15. El pico
base corresponde al valor de 328 y estd representado por M*-H,0. Las
sefiales restantes son andlogas a las reportadas para este derivado en la

literatura.
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5.2 ASPECTO BIOLOGICO.

Este estudio se llevé a cabo con la finalidad de observar si con las
modificaciones quimicas hechas a I se incrementaba, disminuia o mantenia su
actividad antimicrobiana, es decir, si la cantidad requerida del derivado para
establecer el MIC era menor o mayor a la de 1. También, se decidio probar su
actividad sobre bacterias Gram positivas y negativas para demostrar si el
espectro antimicrobiano de los derivados de la Horminona y de I eran

diferentes entre si.

En vista de que I presenta cierta similitud estructural con las
Tetraciclinas, para el estudio REA se empled como patron de comparacion a

la OT, la cual, es una Tetraciclina comercial de amplio uso farmacéutico.

Por ser I 'y sus derivados insolubles en agua y aun en disoluciones
amortiguadoras de NaHCO;/Na,CO; a pH= 9.3, I{;PO/Na,HPO,a pH=4.0 y
Na;HPO, a pH=8.0, el ensayo microbioldgico se llevd a cabo mediante el
método de difusidn en agar, técnica que a diferencia de otras, como la de
dilucidn en caldo, no requiere forzesamente de un patrén de referencia soluble

en agua,

La prueba preliminar se realizé con la finalidad de determinar cual de
fas cepas en cuestion eran sensibles a ¥ v sus derivados, para posteriormente
obtener el espectro antimicrobiano en términos de MIC (Concentracidn
Minima Inhibitoria), valor en el que los compuestos todavia inhiben el

crecimiento del microorganismo de prueba, por lo que se prepararon
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dituciones decimales de los derivados en CHCly (1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000). Una vez encontrada la dilucién decimal minima capaz de inhibir et
crecimiento de las bacterias se prepararon diluciones dobles o intermedias
para establecer con mayor exactitud la concentracion del derivado que

pudiera impedir el desarrollo del microorganismo.

El cilculo de los MIC's se efectud de la siguiente manera: Una vez
encontrada la Gitima dilucién (doble o decimal) donde el derivado todavia
impidio el crecimiento del microorganismo se obtuvo por retroceso la cantidad
colocada en los sensidiscos y se expresd en unidades de concentracion de
pg/mL. Los resultados del ensayo antimicrobiano de los derivados de I en
términos de didmetro promedio del halo de inhibicién y de MIC estin

resumidos en las Tablas 4 y 5.

Por medio de comparaciones del nimero de veces que es mayor o
menor la concentracion de cada derivado con respecto a I y a OT para
obtener el MIC y los halos de inhibicidon (Tablas 6-9), se observé que el
producto I no presentd actividad antimicrobiana contra alguna de las cepas

probadas.

Comparado con I, el producto ITI presenté un espectro de accién mas
reducido, porque fue activo solamente sobre bacterias Gram positivas.
Ademas, la concentracién necesaria de III para establecer los MIC's en todos
los casos fue menor que la requerida para probar L. En relacién a la OT es

importante destacar que XX actua sobre bacterias donde la primera no lo
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hace, como son S. faecalis ATCC 8043 y S. faecalis 10741 y a su vez, la OT
actua sobre cepas donde IE no.

En relacion a los didmetros de los halos de inhibicion, se hace
evidente que los obtenidos con ITI son menores a los de I en todos los casos;
ésto se puede deber a que esta ultima al poseer en su molécula dos grupos
oxhidrilo sea mas hidrofilica que III, en donde los hidrogenos de los
oxhidrilos se sustituyeron por grupos acetato provocando una dificil difusion.
Respecto a la OT se nota facilmente que sus halos de inhibicion son mayores

a los presentados por II. y esto es logico porque OT es soluble en agua.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos con IV, se
observa que sus MIC's son aproximadamente la mitad de los obtenidos con
OT, aunque los halos de inhibicién sean mas pequefios para el primero. Esto
es importante porque si se tiene en cuenta que los halos de inhibicion indican
la sensibilidad de la cepa a un compuesto determinado y ademas de que el
inverso de los diametros de los halos de inhibicion representa el MIC*, los
resultados referentes al derivado IV para Staphylococcus aureus ATCC
6338p y 25923 no cumplen lo anterior debido a que los halos de inhibicion
aparecen reducidos casi a la mitad al igual que la concentracién. Esto podria
pasar porque IV, al igual que los otros derivados no son solubles en agua y
por lo tanto presentan problemas de difusion en el agar. De cualquier modo, el
hecho de que este derivado presente una marcada actividad antimicrobiana,
aun bajo estas condiciones drasticas de trabajo, promete, que si se mejora su
solubilidad (por ejemplo formando sales solubles en agua), podria en un

futuro ser un antibidtico altemativo para combatir a este tipo de
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microorganismos y ademas, porque Staphylococcus aureus ha presentado
problemas de resistencia a los antibidticos comerciales, por lo que IV podria

ser un antibidtico altemativo para dar solucidn a este problema.

También es importante destacar que 1V al igual que I, presento
actividad antimicrobiana (nicamente sobre los microorganismos Gram
positivos probados. Asi mismo, la OT actio sobre cepas donde IV no lo
consiguié como son E. coli 10536, Proteus rettgeri 9918 y Pseudomona

aeruginosa 9027.

Comparando IV contra 1 se advierte que los MIC’s de esta ultima
son mayores aproximadamente quince veces (tomando la maxima y minima
diferencia); por lo que se estima que IV es mas activo que 1 en términos de
MIC, sin embargo los halos de inhibicién para este derivado son menores que
fos de I, puede ser que al sustituir uno de los oxhidrilos de I por un grupo
benzoilo se le reste hidrofilia y por o tanto tenga una menor difusion a través

del agar.

En relacion al producto V se observo que la actividad antimicrobiana
es aun mas reducida que para Il y IV, ya que de todas las cepas probadas
solo actia contra Staphylococcus aureus 6538p y 25923 y contra
Pseudomona aeruginosa 9027. Analizando los resultados mostrados en la
Tabla § para este derivado, se encuentra que los MIC’s de V y de I son
iguales entre si, cosa que no sucede con los halos de inhibicién donde son
mayores los de L, esto de debe a la pobre difusion del derivado en el agar el

cual es menos hidrofilico que I. En comparacion con la QT tanto Ias
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concentraciones como los halos de inhibicién de V son mucho mayores que

los de la primera.

Resulta dificil establecer que exista un uso determinado para los
derivados sintetizados, sin embargo, se puede especular que al ser activos
microbiologicamente I, y IV contra Streptococcus faecalis ATCC 8043 y
10741 donde OT no lo es, podrian ser una altemativa quimioterapéutica para‘
combatir las enfermedades producidas por esos microorganismos. Asi mismo,
al ser mucho mas activo el derivado IV que OT sobre Staphylococcus
aureus, podria ser una solucion para el problema de resistencia que presenta a
los antibidticos comerciales, aunque para todo ello se requiera de diferentes
evidencias (farmacoldgicas, toxicologicas, farmaceéuticas, etc.) que

demuestren su inocuidad como un nuevo farmaco.

Mediante este estudio se demostro que los compuestos I y IV son
mas activos que I en términos de MIC. En donde el derivado IV presenté una
mayor actividad antimicrobiana inclusive que OT para Staphylococcus
aureus, por lo que se cree que se deberia hacer un estudio mas a fondo de las
diferentes partes de esta molécula con el fin de identificar la fraccién activa
mas sencilla de sintetizar y/o que pudiera unirse a antibiéticos comerciales
con el objeto de potencializar su accién.. Por lo anterior se deduce que de los
derivados sintetizados el IV es el mas activo y presenta una actividad
antimicrobiana potencial que deberia probarse sobre otro tipo de
microorganismos (hongos, protozoarios, helmintos, entre otros) con la

finalidad de poder determinar si es ttil desde el punto de vista farmacolégico.
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5.3 RELACIONES ENTRE ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD.

Al sustituir los oxhidrilos de la molécula original o esqueleto base I
por diferentes grupos funcionales se observo que la actividad biolégica se
afectd, al aumentar o disminuir Ja cantidad necesaria del derivado para
establecer el MIC; siendo menores los diametros de inhibicion en todos los
casos debido a los problemas de difusion en el agar que se presentan por

decrecer su solubilidad en agua.

Cuando se elimina en I el oxhidrilo de la posicion 7 (lo que se
consiguid al sintetizar II) el derivado obtenido no presenta actividad
antimicrobiana contra las cepas probadas, tal vez porque se pierde la
semejanza en funcionalidad con respecto a OT. Sin embargo, cuando en esa
posicidn se sustituye un carbonilo (en el caso de I donde se sustituyé un
acetato) o un grupo funcional con oxigeno (como es el oxhidrilo en I), la
actividad aumenta ya que su estructura se asemeja mas a 1a funcionalidad de

las Tetraciclinas.

De entre los grupos funcionales sustituidos, los que poseen oxigeno
en su estructura como son acetato o benzoilo incrementan la actividad
antimicrobiana de ¥ cuando se colocan en la posicion 12, Particularmente si
este grupo es un benzoilo la actividad es mayor si se compara contra OT,
pues ademas de afectar a microorganismos que esta (ltima no ataca, la

concentracion para establecer el MIC es menor que la requerida por Iy OT.

Se advierte que todos los derivados obtenidos excepto I v V tienen

tendencia a actuar solamente sobre las bacterias Gram positivas ensayadas, es
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decir que con las modificaciones quimicas hechas a 1 o espectro

antimicrobiano disminuyd porque este ditimo también actia sobre E. coli
25922 ia cual es una bacteria Gram negativa.

Aun cuando I presenta mayor difusién que T, IV y V, la cantidad

requerida de éste para establecer el MIC es mayor, por lo que se cree que sus

derivados son mas activos aunque presenten problemas de difusion, de los

cuales IV es al que se le considera el ms activo.

Tabla 6. Comparacién de los MIC’s de derivados de I y OT respecto a I.

COMPARACION DE LOS MIC’s DE DERIVADOSDEX Y OT
RESPECTOAL
MICROOORGANISMO DE I {0} m v v oT
PRUEBA
GRAM (+)
Bacillus cereus 11778 1 - 19.35< ] 20.23< - 19.35<
Lactobacillus plantarum 8014 - - -
Micrococcus luteus 9341 1 - 19.35< ] 10.00< - 14142<
Staphylococcus aureus 6538p 1 - {232< | 10.il< ligual] 5.00<
Staphylococcus aureus 25923 1 > 1232<] 10.11< jigual} 5.00<
Streptococcus faecalis 8043 - 140.00<] 20.00< - -
Streptococcus faecalis 10741 - 14.00< | 20.23< - -
GRAM (-)
Escherichia coli 10536 - - - - -
Escherichia coli 25922 - - - - -
Proteus retigeri 9918 - - - - -
Pseudomona aeruginosa 9027 - - - -

Datos adimensionales obtenidos al dividir el mayor valor entre el menor tomando como
referencia a los valores de 1 para cada derivado y tipo especifico de microorgagismo.
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‘Tabla 7. Comparacién de! didmetro de halo de inhibicién de los derivados
de 1y OT respectoal.

COMPARACION DE HALOS DE INHIBICION DE DERIVADOS DE 1

; Y OT RESPECTOA L
‘ MICROOORGANISMO DE I 1 i v \ 4 OT
PRUEBA
GRAM (+)
Bacillus cereus 11778 - 1.39< 1 1.29< - 1.29<
Lactabacillus plantarum 8014 - - -
Micrococcus luteus 9341 - 1.26< | 1.13< 0.96>

1.98< 1 1.90<]| 1.63< | 1.04>

e S I
.

Staphyiecoccus aureus 6538p .

Staphylococcus aureus 25923 - 1.43< | 1.50<| 1.13<| 1.10>
Streptococcus faecalis 8043 - 1.52 [1.52<| - -
Streptococeus faecalis 10741 - 1.08< [ L.l4<) - -
GRAM (-)

Escherichia coli 10536 - - - - -
Escherichia coli 25922 - - - - -
Proteus rettgeri 9918 - - - - -
Pseudomona aeruginosa 9027 - - - -

Datos adimensionales obtenidos al dividir ¢l mayor valor entre ¢l menor tomando como
referencia a los valores de ¥ para cada derivado y tipo especifico de microorganismo.
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Tabla 8. Comparacion de los MIC’s de I y sus derivados con respecto a

OT.
COMPARACION DE MIC’s DE 1 Y SUS DERIVADOS CON
RESPECTO A OT.
MICROOORGANISMO DE OoT 1 1 HI v v
PRUEBA

GRAM (+)
Bacillus cereus 11778 1 [935>] - igual {2.16<{ -
Lactobacillus pl um 8014 1 - - 116> | 4.34<| -
Micrococcus luteus 9341 1 141.42>} - 4.42> | 4.14> -
Staphylococcus aureus 6538p 1 5.0> - | 215> 2.02< | 50>
Staphylococcus aureus 25923 1 5.0> -~ | 2.15>1202<{50>
Streptococcus faecalis 8043 - - -
Streptococcus faecalis 10741 - - -
GRAM (-)
Escherichia coli 10536 1 - - - - -
Escherichia coli 25922 - - - - -
Proteus retigeri 9918 1 - - - - -
Pseudomona aeruginosa 9627 1 - - - - 100>

Dates adimensionales obtenidos al dividir el mayor valor entre el menor tomando como
referencia a los valores de OT para cada derivado y tipo especifico de microorganismo.




Tabla 9.Comparacion de los diametros promedio de halo de inhibicién de

1y sus derivados con respectoa OT.

_ COMPARACION DE LOS DIAMETROS PROMEDIO DE HALO DE
" INHIBICION DE 1 Y SUS DERIVADOS RESPECTO A OT

Pseudomona aeruginosa 9027

MICROOORGANISMODE | OT I 11 m v v
PRUEBA
GRAM (+) 1
Bacillus cereus 11778 1| 135> - | 1.07< | igual -
Lactobacillus plantarum 8014 | 1 - = 1 131< | 10< -
Micrococcus luteus 9341 1 1096>] - | 130< | 0.85< -
Staphylococcus aureus 6538p 1] 104<| - | 206< | 1.98< [169<
Staphylococcus aureus 25923 1 {1.10<] - 1.58< | 1.66< |125<
Streptococeus faecalis 8043 - - -
Streptococcus faecalis 10741 - - -
GRAM (+)
Escherichia coli 10536 1 - - - - -
Escherichia coli 25922 - - - L
Proteus retigeri 9918 1 - - - - -
! - - - - 1.19<

Datos adimensionales obtenidos al dividir ¢} mayor valor entre ¢} menor tomando como
refercricia a los valores de OT para cadu derivado y tipo especifico de microorganismo.
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6. CONCLUSIONES

1. En el estudio de Relacién Estructura-Actividad con los derivados de I se
observé que la REA se ve reflejada claramente en la sustitucién de los

oxhidrilos en 1a posicion 7 y/o 12 de la molécula base.

2. De los derivados sintetizados el IV es el mas activo porque en todos los
casos los MIC's obtenidos son menores a los de los demas derivados e

inclusive a los de los patrones de referencia.

3. Los derivados obtenidos prescntaron una marcada tendencia a actuar sélo
sobre las cepas Gram positivas empleadas. Ademas, al modificar
quimicamente las posiciones 7 y 12 de la Horminona sustituyendo los
hidrogenos de los oxhidrilos por grupos funcionales que en su constitucién
contenian oxigeno, como es el caso del acetato o el benzoilo, la actividad
antimicrobiana se vié incrementada respecto a la molécula base, y en relacion
a la Oxitetraciclina, lo anterior séle sucedié cuando el grupo sustituido era el
benzoilo. Asi mismo si se eliminaba el oxhidrilo de la posicién 7, el producto

resultante no present6 actividad antimicrobiana.

4. Se encontr6 que los .derivados al no ser solubles en agua presentaron
problemas de difusion en el agar, por lo cual, los halos de inhibicién en todos
los casos fueron menores a los mostrados por la molécula base que también es
insoluble en agua pero, en donde los hidrégenos de los oxhidrilos no se han

sustituido y por lo tanto presentaron mayor hidrofilicidad.

52



5. Como las bacterias sobre las que se probaron los derivados de la
Horminona causan enfermedades en el hombre, alguno de los derivados que se
estudiaron podrian ser en el fituro una altemativa quimioterapéutica a las
enfermedades provocadas por dichas bacterias, aunque para ello se requiere
de una serie de trabajos posteriores (farmacolégicos, toxicoldgicos,
farmacéuticos, de quimica cuintica, etc.) que conduzcan a demostrar su

inocuidad como farmaco.

Se sugiere que se lleve a cabo la continuacion de este trabajo
sintetizando otros derivados de I (preferiblemente en forma de sales solubles
en agua). También se deben probar los ya ensayados sobre otro tipo de
microorganismos (hongos, protozoarios, helmintos, entre otros) para poder

encontrar un uso determinado a este tipo de compuestos.
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i Figars 4 ESPECTRO DE RMN'H DETREMINADO A 300 Mhz PARA
i LA HORMINONA.
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Figura 5 ESPECTRO DE RMN C!* DETERMINADO A 75.5 Mhbz PARA
LA HORMINONA
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Figurs ¢ ESPECTRO DE ABSORCION DE iNFRARROQJO PARA

LA HORMINONA.
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Figurs 7 ESPECTRO DE MASAS DETERMINADO A 70 eV (250 °C) PARA

LA HORMINONA.
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Figara®  poppcTmO DE RMN ' DETERMINADO A 300 Mhz PARA LA HORMINONA
DESHIDRATADA.
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Figara9 EPECTRO DE RMN 'H DETERMINADO A 306 Mhz PARA LA HORMINONA

DESHIDRATADA, CON ADICION DE D,0.
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Figara 10 FSPECTRO DE RMN "C DETERMINADA A 755 Mhz PARA LA
DESHIDRATADA.
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" FSPECTRO DE ABSORCION DE INFRARRDJO PARA LA HORMINONA DESHIDRATADA.
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Figura 12 ESPECTRO DE MASAS POR IMPACTO EIECTRONICO A 70 eV (250 °C) PARA 1A

HOKRMINONA DESHIDRATADA.
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Figura 14 ESPECTRO DE RMN '‘H DETERMINADO A 300 Mtz PARA LA HORMINONA

DIACETILADA, CON ADICION DE D;0.
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ESPECTRO DE RMN “C DETERMINADO A 755 Mbz PARA LA HORMINONA

Figara 15 A cETILADA.
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Figara 16  ESPECTRO DE ABSORCION DE INFRARROJO PARA LA HORMINONA DIACETILADA.
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Figura 17 ESPECTRO DE MASAS POR IMPACTO CLECTRONICO A 70 eV (250 °C) PARA LA

HORMINONA DIACETILADA.
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Figers 13 ESPECTRO DE RMN 'H DETERMINADO A 300 Mhz I‘ARA LA HORMINONA
BENZOILADA.
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Figura 19 ESPECTRO DE RMN
BENZDILADA.
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Figura 20 ESPECTRO DE ABSORCION DE INFRARROJO PARA LA HORMINONA BENZOILADA.
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Figura 21 ESPECTRO DE MASAS POR IMPACTO ELECTRONI

HORMINONA BENZOILADA.
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Figura 22 ESPECTRO DE RMN '"H DETERMINADO A 300 Mhz PARA LA HORMINONA METILADA.
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Figura 23 ESPECTRO DE RMN "'C DETERMINADA A 75.5 Mhz PARA LA HORMINONA METILADA,
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Figura 24 ESPECTRO DE ABSORCION DE INFRARROJO PARA LA HORMINONA METILADA.
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Figura 25 ESPECTRO DE MASAS PARA LA
129
HORMINONA METILADA.
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