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1. RESUMEN

El presente trabajo tiene por objeto mostrar los resultados obtenidos para la evaluacion in
vitro de la actividad antibacteriana de las diarilsulfonas empleando cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus de aislamientos clinicos mediante el método de dilucion en agar, para
determinar el grado de resistencia de las mismas frente a los nuevos compuestos, ademas de
presentar los métodos de sintesis y purificacion de los mismos y la caracterizacion del LQM
935A.

Para la sintesis de los compuestos a evaluar, en el caso del LQM 801 se usé la
metodologia reportada en el trabajo correspondiente(Torres Santiago, 2012). Para el LQM 802,
también se tomo de referencia dicha cita, sin embargo, se hicieron cambios en la sintesis debido
al bajo rendimiento en la reportada. En el caso del LQM 935A, se reporta el método de sintesis,
purificacion y la caracterizacion del compuesto por medio de IR y EM.

Para la experimentacion se emplearon muestras de aislamientos clinicos de Escherichia
coli y Staphylococcus aureus escogiéndose al azar 5 cepas de cada microorganismo, las cuales se
purificaron e hicieron pruebas de identificacion. Para la determinacion de la CMI, se utilizaron
dos técnicas: dilucion en agar con los compuestos LQM 801 y LQM 935A, y vertido en placa
para el LQM 802; en ambos casos empleando agar BHI para propagar las cepas y Mitiller-Hinton
para llevar a cabo las pruebas.

Los resultados arrojan que el compuesto LQM 802 fue el Unico que presentd actividad
antibacteriana, teniendo una CMI de 256pg/mL para todas las cepas de Staphylococcua aureus y
de 256 a 512pug/mL para Escherichia coli.
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2. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un microrganismo de gran importancia medica y uno de los
principales agentes patdgenos para el humano. S. aureus forma parte de la familia
Microccocaceae, género Staphylococcus, el cual contiene mas de 30 especies diferentes y
muchas de éstas son habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del hombre. Es un
coco gram-positivo, inmovil. No forma esporas y se encuentra agrupado en forma de racimos. Es
un anaerobio facultativo. EI microorganismo produce catalasa, coagulasa y crece rapidamente en
agar sangre. Sus colonias miden de 1 a 3 mm, producen un pigmento tipico amarillo debido a la
presencia de carotenoides y muchas cepas producen hemolisis a las 24-36 horas. (Bustos-
Martinez, 2006)

S. aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia gama de
enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados en otros sitios.
Causa infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas como osteomielitis y
endocarditis. Es causante de infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto
urinario y es una de las principales causas de infecciones nosocomiales. Provoca intoxicacion
alimentaria al liberar sus enterotoxinas en los alimentos ademas de septicemia.

La bacteria se encuentra general mente en las fosas nasales y en ocasiones en la piel o en
la ropa, y de estos sitios S. aureus puede transmitirse a otras regiones del cuerpo. Si la piel o
mucosas Se rompen por trauma o cirugia, S. aureus que es un patdgeno oportunista, puede
acceder al tejido cercano a la herida provocando dafio local o enfermedades de amplio espectro.

En afios recientes han reemergido las infecciones por S. aureus. Esto se debe en parte a
que la bacteria se ha vuelto resistente a los antibiéticos con los que normalmente se le combate
como los beta-lactamicos, aunado a su diseminacién en la poblacién sana. (Kanafani, 2006)

e Resistencia antimicrobiana

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los
antibidticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes como los MRSA.

La introduccion de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento en las
infecciones causadas por S. aureus abatiéo de manera importante las enfermedades ocasionadas
por este microrganismo. Sin embargo, un afio después de su utilizacion ya se tenian cepas de S.
aureus resistentes a la penicilina.
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Los primeros aislamientos de S. aureus multirresistentes fueron detectados en 1957. A
principios de los 60°s los estafilococos habian adquirido resistencia a la gran mayoria de los
antibidticos disponibles. Actualmente se reporta una resistencia a la penicilina del 80%-93% o
mas, en cepas de S. aureus aisladas de hospitales y de la comunidad.

Debido a la resistencia a la penicilina de las cepas de S. aureus, a finales de los afios 50 se
introdujeron cefalosporinas estables a penicilinasas y penicilinas semisintéticas. Entre éstas
estuvo la meticilina, como antibidtico de eleccion en el tratamiento de S. aureus. Este farmaco
fue introducida en Europa en 1959 y un afio después se detectd la primera cepa S. aureus

meticilina resistente (“methicillin resistant S. aureus”, MRSA). (<enafani 2006)(VelazquezMezay. c., 2005)

El Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (National Nosocomial
Infectious Surveillance System, NNIS) de EUA determind que en pacientes hospitalizados la
prevalencia de cepas MRSA se incrementd del 4% en 1980 a 31.9% en 1996. En 2001 se tenia
un 55% de prevalencia y para el 2004, llegd al 60.7%. En algunos hospitales se han reportado
incidencias hasta del 809, (VelzuezMezay.c., 2005)

En México existe un nimero limitado de estudios sobre la prevalencia de cepas MRSA.
Se estima que ha cambiado del 7% al 30%. En 1993, en el Hospital General de Leon,
Guanajuato, se identifico una resistencia a la meticilina del 24%. Sin embargo, un un estudio
realizado en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional, Siglo XXI-IMSS, se encontr6
que la frecuencia de cepas MRSA vario6 del 17% al 23% de 1997 a 2001. En 2002 bajo al 4% y
en 2003 se tenia un 0%. Esta disminucion se debié probablemente a la implementacion de un
comité de control de infecciones en el hospital. (VezuezMez, 2004)

Escherichia coli

Perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli es quiza el procariota mas
estudiado por el humano. Es una enterobacteria movil fermentadora de lactosa y glucosa, con
produccion de gas y &cidos diversos; su IMViC es (++--). (oneman. 2008)

Forman la mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia facultativa del tubo
digestivo, y se eliminan por las heces. Pueden intervenir en procesos patoldgicos como
patdgenos verdaderos en la produccién de cuadros intestinales con diarrea 0 como oportunistas
en infecciones extraintestinales diversas, cuando se presentan factores predisponentes: 1) Es una
de las causas mas frecuentes de infecciones urinarias (cistitis, pielonefritis y bacteriurias
asintomaticas); 2) También interviene en infecciones biliares (colecistitis), peritoneales
(peritonitis, abscesos abdominales) y meningeas (meningitis); 3) Produce infecciones de las

heridas (abscesos) y mucosas (otitis, sinusitis); 4) Causa procesos generalizados, bacteremias y
sepsis (Pumarola, 1996)
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La Organizacion Mundial de la Salud ha considerado la emergencia y diseminacion de la
resistencia antimicrobiana como un problema prioritario.©"" 2°12 por ello desde septiembre de
2001 se instituydé una medida global para la contencion de la resistencia antimicrobiana, que
incluye como medida fundamental la vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana.

La morbilidad por infecciones del tracto urinario adquiridas en la comunidad es alta, y el
uropatdgeno mas frecuente es Escherichia coli; el tratamiento inicial de esta enfermedad
generalmente es empirico. El aumento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos limita la

administracion de antibioticos baratos y de espectro limitado, lo que afecta el costo y el acceso a
la atencion, (Comeio-uarez 2007)

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1920, su disponibilidad para el uso clinico en
la década de los 40’s y la introduccion de las sulfonamidas en los 50’s, muchos nuevos
antimicrobianos aparecen todos los afios para su uso clinico. Mientras que este gran nimero de
antibioticos permiten una gran flexibilidad al médico en el uso de estos farmacos, también exige
un mayor conocimiento y experiencia para su uso adecuado. (-0P% 2007)(Avila Carrillo)

Por lo anterior, el tratamiento con antibi6ticos ha jugado un papel muy importante en el
manejo de las enfermedades infecciosas en el siglo XXI. Las enfermedades de caracter
bacteriano representan un grave problema de salud en todos los paises, por ello la necesidad de
generar nuevos antibiodticos que permitan el control de enfermedades de este tipo y que produzca
la menor resistencia de las bacterias frente a estos, y al mismo tiempo, ofrecer alternativas de
tratamiento para las personas hipersensibles a los farmacos existentes en el mercado.

En vista de lo anterior, el Laboratorio de Quimica Medicinal y de Biologia Molecular, a
cargo de los doctores Enrique Angeles Anguiano y Andrés Romero Rojas respectivamente, se
han dado a la tarea de sintetizar y probar nuevos compuestos con miras a ser utilizados como
nuevos farmacos y asi ofrecer alternativas de tratamiento més efectivos y al menor costo posible.
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3. GENERALIDADES

3.1 Staphylococcus aureus

S. aureus es uno de los gérmenes causantes de infecciones graves. El cultivo de liquidos y
secreciones corporales permite el aislamiento de esta especie de importancia clinica humana
dentro del género.

S. aureus coagula el plasma descalcificado debido a la produccién de la enzima
estafilocoagulasa, que actla como un agente activo en la coagulacion capaz de convertir el
fibrinbgeno en fibrina. Existe una correlacion positiva entre la presencia de la enzima y la
virulencia de patogeno en humanos. La enzima se encuentra en dos formas:

e Coagulasa libre: proteina extracelular presente en los filtrados de cultivos; reacciona con
el factor reactivo de la coagulasa (FRC) presente en el plasma, para formar
estafilotrombina, actta indirectamente en la conversion de fibrindgeno en fibrina.

e Coagulasa ligada: o factor de aglutinacion no estd presente en filtrado de cultivos.
Convierte el fibrindgeno en fibrina insoluble de forma directa.

La funcion de la coagulasa in vivo no ha sido todavia aclarada, aunque esta bien esclarecido
que esta enzima estd implicada en el desarrollo de los abscesos mediante la formacion de una

capa de fibrina alrededor de la lesién, lo que impide la fagocitosis del patogeno. (Hemandez Betancourt,
2010)

Tabla 1. Familia Micrococcaceae (caracteres diferenciales)(™maro'a 1)

Cocos gram +, catalasa + + +
Agrupacién en racimo + +
Agrupacién en tétradas - +/-
Crecimiento en anaerobiosis + -
Fermentacién de la glucosa + -

3.1.1 Morfologia

Es un coco grampositivo de 0.5-1um de didmetro, inmovil, no forma esporas y se
encuentra en forma de racimos. Es un anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones
aerobias. Sus colonias miden de 1 a 3 mm, producen un pigmento tipico amarillo dorado debido
a la presencia de carotenoides, (Bustos-Martinez 2006)
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Figura 1. Tincion de Gram de S. aureus. Figura 2. Colonias de S. aureus en agar sangre.

3.1.2 Propiedades bioquimicas

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo, anaerobio facultativo, de la familia
Microccocaceae, género Staphylococcus, cuyas principales caracteristicas bioquimicas se
indican en la siguiente tabla:

Tabla 2. Identificacion bioquimica de Staphylococcus aureus. *neman. 2008)(Pumarola, 1996)

Gram Cocos grampositivos agrupados en
racimos

Catalasa +
Oxidasa -
Motilidad -
O/F OF
Coagulasa +
Fermentacién manitol +
Ureasa -
Toxina o +
ADNasas termoestables +
Proteina A +
Sensibilidad a la novobiocina +


http://www.google.com.mx/imgres?q=estafilococo+aureus&start=243&um=1&hl=en&qscrl=1&nord=1&rlz=1T4TSHB_enMX334MX336&biw=1280&bih=685&tbm=isch&tbnid=0gSQOwu--wazhM:&imgrefurl=http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus_aureus.html&docid=OCOOz2F5GnvM7M&imgurl=http://fundacionio.org/img/bacteriology/img/Staph_aureus_02.jpg&w=654&h=516&ei=qnnBT5rNLu6FsgKfjbHZCQ&zoom=1&iact=hc&vpx=186&vpy=122&dur=4274&hovh=199&hovw=253&tx=150&ty=106&sig=100057731927488761231&page=13&tbnh=148&tbnw=188&ndsp=22&ved=1t:429,r:10,s:243,i:168
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3.1.3 Patogenia de la infeccion

S. aureus es la especie mas virulenta de su género y la que mayor namero de
padecimientos infecciosos ocasiona al humano. Practicamente no existen tejidos humanos
exentos de ser infectados por los estafilococos dorados, en los cuales se han detectado numerosos

factores de patogenicida

d: (Facultad de Quimica-UNAM)

Tabla 3. Principales factores de patogenicidad de S. aureus.

Formacion de capsula

Proteina A

Constituyentes de

celular

Enzimas:

Catalasa:

Coagulasa

Fibrinolisinas

Hialuronidasa

Lipasas

f-lactamasas

Hemolisinas

Hemolisina a

la pared

Evitar la fagocitosis por los leucocitos PMN.

Al unirse a la regién Fc de la IgG, interfiere en la opsonizaciony
la ingestion de los m.o por los leucocitos PMN, activa al
complemento y estimula reacciones de hipersensibilidad de tipo
inmediato y retardado. La proteina A es inmunogenica.

La pared celular de S. aureus contiene péptidoglucanos y acidos
teicoicos que participan en la adherencia especifica de las
bacterias grampositivas a las superficies mucosas. Los
péptidoglucanos y acidos teicdicos tienen la capacidad de activar
el complemento, inhibir la quimiotdxis de las células
inflamatorias y de estimular la produccion de anticuerpos.

Inactiva el peréxido de hidrogeno y los radicales libres toxicos
formados dentro de las células fagociticas después de la
ingestion del m.o.

Recubre las células bacterianas con fibrina y tornarlas resistentes
a la opsonizacion y la fagocitosis.

Degradan codgulos de fibrina y permite la diseminacion de la
infeccion a los tejidos contiguos.

Hidroliza la matriz intercelular de mucopolisacaridos en los
tejidos.

Contribuyen a la diseminacion
Hay por lo menos 3 tipos. Pueden ser inducibles o constitutivas
y hacen que estos m.o sean resistentes a penicilina, ampicilina,

eritromicina y tetraciclina.

Tiene efectos letales sobre PMN vy lisa eritrocitos. La toxina es
dermoncrética y neurotdxica. Esta toxina es responsable del halo
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de eritrocitos hemolisados en agar sangre.

- Hemolisina Es una esfingomielinasa que tiene actividad contra una variedad
de células.

- 1-hemolisina y 8- Producen lisis celular. La 6-hemolisina acta como surfactante y
hemolisina es capaz de activar a la adenilatociclasa, lo que resulta en la
produccion de AMP ciclico (mecanismo de accidn similar al de

la toxina colérica).

Toxinas
- Leucocidina Exotoxina que ejerce un efecto toxico directo sobre la membrana
de los PMN, provocando desgranulacion del citoplasma, edema
celular y lisis.

- Exfoliatinas o toxinas Consisten en dos proteinas: ET-A y ET-B. Estas proteinas
epidermoliticas. poseen actividad proteolitica y disuelven la matriz
mucopolisacarida de la epidermis, lo que da como resultado la
separacion intraepitelial de las uniones celulares del estrato

granuloso.

- Enterotoxinas Aa E Responsables de las caracteristicas clinicas de la intoxicacion
alimentaria estafilocécica.

3.1.4 Epide miologia

En afios recientes las infecciones por S. aureus han reemergido debido a que la bacteria se
ha vuelto resistente a los antibi6ticos con los que normalmente se le combate. (VelzauezMezay. c., 2005)
Desde hace muchos afios se han reportado brotes epidémicos de S. aureus por todo el mundo en
lugares como hospitales, centros de atencidn y clinicas y, en afios recientes, en la comunidad.

Actualmente se dividen en infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en la
comunidad (Bustos-Martinez, 2006)(Kanafani, 2006)

S. aureus puede producir una variedad de procesos infecciosos que van desde infecciones
cutaneas relativamente benignas hasta enfermedades sistémicas potencialmente fatales. Las
infecciones cutaneas incluyen foliculitis simple, impétigo, furdinculos y carbuncos.

Dentro de las enfermedades sistémicas se encuentra la bacteremia, que puede dar origen a
endocarditis, osteomielitis, pioartritis, y la formacion de abscesos metastaticos, particularmente
en piel, tejido subcutaneo, pulmones, higado, rifiones y cerebro. La meningitis estafilocécica
aparece en pacientes con anormalidades del sistema nervioso central relacionadas con
traumatismos, cirugia, tumores malignos e hidrocefalia. También es un microorganismo asociado



con peritonitis en pacientes sometidos a dialisis peritoneal ambulatoria continua. Las toxinas
estafilococicas también son responsables de
estafilococico de la piel escaldada) y del sindrome del shock toxico. El sindrome del shock
toxico es una enfermedad multisistémica caracterizada por fiebre, hipotension, vértigo
ortostatico, eritrodermia y vomitos, diarrea, insuficiencia renal, cefaleas, escalofrios, faringitis y
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conjuntivitis. (°neman. 2008)

Los factores que pueden predisponer a un individuo a infecciones graves por S. aureus

incluyen los siguientes:

Defectos quimiotacticos de los leucocitos, sean congénitos (p. ej., sindrome de Down,

sindrome de Job) o adquiridos (diabetes mellitus, artritis reumatoide).
Defectos de la opsonizacion por anticuerpos (hipogammaglobulinemia).

Defectos en la destruccion intracelular de las bacterias después de la fagocitosis

(enfermedad granulomatosa cronica).

Lesiones cutaneas (quemaduras, incisiones quirdrgicas, eccema).

Presencia de cuerpos extrafios (suturas, catéteres, protesis).

Infecciones por otros agentes, particularmente virus.

Enfermedades crénicas de base, como tumores malignos, alcoholismo, cardiopatias.
Administracion profilactica o terapéutica de agentes antimicrobianos. (<onemen. 2008)

3.1.5 Diagnéstico

Identificacion mediante medios de cultivo (agar sales manitol)
Prueba de coagulasa.

Aglutinacion en latex.

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)

Identificacion mediante sistemas microestandarizados (AP staph) (Hemandez Betancourt, 2010)

3.1.6 Tratamiento

Aminoglucésidos
Cefalosporinas
Oxacilina

la necrosis epidérmica toxica (sindrome
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3.2 Escherichia coli

E. coli es la especie bacteriana mas comunmente recuperada en los laboratorios clinicos y
ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran todos los tejidos humanos y
sistemas de Organos. E. coli es uno de los organismos comunes involucrados en sepsis
gramnegativa y en shock inducido por endotoxinas. En los hospitales de segundo nivel
representa un problema de salud importante, pues es causa de morbilidad y mortalidad. Aunque
la mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas, algunos tipos causan diarrea, infecciones del
tracto urinario (ITU), enfermedades respiratorias y otras enfermedades. Las infecciones de las
heridas, neumonia en pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y las meningitis en los

neonatos son otras formas comunes de infeccion causada por E. colj.(Keneman. 2008) (Martinez Herera,
2008)(Centers for Disease Control and Prevention)

3.2.1 Morfologia

Es un bacilo gram-negativo cuyo tamarfio varia de 0.5 a 2 um de ancho y de 2 a 4 um de
largo. Es un microorganismo que se mueve por accion de flagelos que se distribuyen en todo el
cuerpo de la bacteria (peritricos). ®'va campos)
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Figura 3. Esquema de Escherichia coli. Figura 4. Tincion de Gram de E. coli.
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3.2.2 Propiedades bioquimicas

Integrante de la familia Enterobacteriaceae y de la tribu Escherichiae, el género
Escherichia incluye 7 especies de las cuales E. coli es la mejor conocida.(Eslava Campos) Es un
anaerobio facultativo cuyas principales caracteristicas bioguimicas se indican en la siguiente
tabla:

Tabla 4. Identificacion bioquimica de Escherichia coli

Oxidasa -
KIA ac/ac
CO, +
H,S -
MR i
VP -
IND +
CIT -

PAD -
URE -
MOV a 36°C
LIS
ARG -/+
ORN +/-
ONPG +

(+, 90% o0 més de cepas positivas; -, 90% 0 mas de cepas negativas; +/-, 50%-90% de cepas positivas; -/+, 50%-90%
de cepas negativas). (Koneman, 2008) (Bailon Lira, 2003)

3.2.3 Patogenia de la infeccion

Es debida a la accion de factores de virulencia y toxinas. Ademas de los factores
generales que tienen los miembros de la familia de las enterobacterias, las cepas de E. coli
responsables de ITU y las gastroenteritis poseen factores de virulencia especializados, como se
muestra en la figura 5.

11
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Flagella (H antigen)
Capsule (K or Vi antigen)

Lipopolysaccharide (LPS) or
endotoxin

Common antigen

Outer membrane
Periplasmic space

Lipoprotein
Peptidoglycan
Inner membrane
Cytoplasm
i< Pili ; L, .
§_opo.ysaccha,,-de ' Figura 5. Estructura antigénica de las enterobacterias.

— Polysaccharide core (common antigen)
Lipid A (endotoxin)

Tabla 5. Factores de virulencia especializados que se asocian a E. colj.(Madigan. 2000)(Muray, 2002)

ADHESINAS TOXINAS
- Antigenos de Factor de colonizacion - Toxinas termoestables STa y STh
CFA/I, CFA/Il y CFA/LIL. - Toxinas Shiga STX-1y STX-2
- Fimbrias de adherencia agregativa - Hemolisina H1 y HA
AAF/l'y AAF/I1I. - Toxinas termolébiles LT-1'y LT-1I
- Proteinas formadoras de haces (Bfp). - Citotoxinas
- Intimina - Endotoxinas
- PiliP
- Proteina Ipa
- Fimbrias Dr
INVASINAS MOTILIDAD Y QUIMIOTAXIS
- Hemolisinas - Flagelos

- Invasion intracelular por Shigella-like

ATRIBUCIONES GENETICAS PROPIEDADES DE SUPERFICIE
ANTIFAGOCITOSIS
- Transmision de plasmidos - Antigeno O (somatico, estable al calor)
- Factor R y plasmidos de resistencia a - Antigeno H (flagelar, labil al calor)
farmacos - Antigeno K (capsular, polisacarido
- Toxinas y otros plasmidos de labil al calor)
virulencia - LPS
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3.2.5 Epidemiologia

E. coli estd presente en el tracto gastrointestinal, y es causa frecuente de sepsis,
meningitis neonatal, ITU y gastroenteritis. Esta Gltima se da por cinco mecanismos diferentes
que provocan cinco sindromes clinicos distintos. (Konemen. 2008)

(Koneman, 2008)

Tabla 6. Serotipos de E. coli.

E. coli ETEC Elaboracion de toxinas “Diarrea del viajero”.
enterotoxigena secretorias (LT, ST) que no El sintoma
dafan el epitelio mucoso. predominante es una
diarrea acuosa
profusa; acompariada
de contracciones
abdominales  leves.
Puede ocurrir
deshidratacion y
vomitos.
E. coli EPEC Se adhieren a las células Usualmente ocurre en
enteropatdgena epiteliales en microcolonias infantes. Se

localizadas y causan caracteriza por fiebre
lesiones de adhesién y de bajo grado,
borrado. malestar, vomitos y
diarrea, con una
cantidad prominente
de moco pero sin

sangre.
E. coli EIEC Invaden células epiteliales Disenteria; fiebre vy
enteroinvasiva colitis. Los sintomas

son urgencia y
tenesmo; moco con
sangre y leucorrea.

E. coli EHEC Elaboracion de citotoxias Diarrea sanguinolenta

enterohemorragica (SLT). con leucocitos. A
menudo sin fiebre y
con dolor abdominal.
Puede desarrollar el
sindrome urémico
hemolitico.
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E. coli EaggeC Se adhieren a las células Diarrea acuosa,
enteroagregativa epiteliales en un patrén vémito,

similar a pila de ladrillos. deshidratacion y con

menor frecuencia

dolor abdominal.

3.2.4 Diagnostico

Identificacion mediante medios de cultivo (agar Mc Conkey (MC), eosina azul de
metileno (EMB), verde brillante (VB), sulfito-bismuto (SB))

Serologia

Ensayos inmuno-enzimaticos (RIA, ELISA)

Aglutinacion en latex.

Identificacion mediante sistemas microestandarizados (API 20E)

3.2.6 Tratamiento

Cefalosporinas
Aminoglucésidos
Quinolonas
Nitrofurantoina
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4. ANTIMICROBIANOS

Los antimicrobianos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas, que inhiben a
concentraciones bajas el crecimiento de bacterias, hongos o virus. El abuso de los mismos ha
generado que los microorganismos se adapten y desarrollen mecanismos de resistencia contra los
antibidticos.

Sintesis de pared celular O
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Figura 6. Ejemplos de antimicrobianos y sitio de accién en la célula procariota. adigan. 2000)

4.1 Tipos de agentes antimicrobianos

Existen varios métodos de clasificacion para los antimicrobianos o también conocidos
como antibacterianos, el mas usado es el de su estructura molecular. En la siguiente tabla se
mencionan los criterios de clasificacion:
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Tabla 7. Clasificacion y tipos de antimicrobianos.

ORIGEN

NATURALES: Se obtienen a partir de microorganismos
(hongos, bacterias, etc.)

SINTETICOS: Se obtienen totalmente por sintesis quimica.
SEMISINTETICOS: Se obtienen por modificaciones
quimicas de antimicrobianos naturales, con el fin de
mejorarlos.

TIPO DE ACCION

BACTERIOSTATICOS: La misma concentracion no toxica
gue se alcanza en suero y tejidos impide el desarrollo y
multiplicacion de los microorganismos, sin destruirlos,
pudiendo estos multiplicarse nuevamente al desaparecer el
agente antimicrobiano. Sirven para complementar los
mecanismos defensivos del hospedero.

BACTERICIDA: Su accion es letal sobre los
microorganismos.

ESPECTRO DE ACTIVIDAD

AMPLIO: Actian sobre un gran nimero de especies
microbianas (ejemplo: penicilina).

INTERMEDIO: Actdan sobre en nimero limitado de m.o.
(ejemplo: macrdlidos).

REDUCIDO: Actian sobre un pequefio nimero de especies
microbianas (ejemplo: polimixina).

MECANISMO DE ACCION

INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR
(penicilinas, cefalosporinas, cicloserina)

INHIBIDORES DE LA MEMBRANA CELULAR
(polimixinas)

INHIBICION DE LA SINTESIS PROTEICA (estreptomicina,
sulfonamidas, sulfonas)

INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA Y RNA (4cido
nalidixico, sulfonamidas, sulfonas, nitrofuranos)

4.2 Métodos para determinar la actividad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una de las
funciones de los laboratorios de microbiologia clinica. Su realizacion se desarrolla mediante las
pruebas de sensibilidad o antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la
respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera
aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica. El antibiograma define
la actividad in vitro de un antibidtico frente a un microorganismo determinado y refleja su
capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacién bacteriana.
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La informacion que proporciona el antibiograma tiene una gran repercusion clinica y
epidemioldgica ya que, por una parte, condiciona y guia la eleccion del tratamiento
antimicrobiano ante un proceso de naturaleza infecciosa, y por otra puede utilizarse como
estrategia para evitar el uso de determinados antimicrobianos de espectro excesivamente amplio
en determinados casos o favorecer el uso de otros con un adecuado perfil de actividad e impacto
ecoldgico. Por tanto es una herramienta de gran importancia en las estrategias organizativas de
apoyo a la mejor utilizacion de antibiéticos (antibiotic stewardship). 412010

4.2.1 Difusion en agar

También conocido como antibiograma disco-placa o método de Kirby-Bauer es uno de
los métodos que el NCCLS recomienda para la determinacién de la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos. Consiste en depositar, en la superficie de agar MH de una placa de petri
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los
diferentes antibioticos. El disco absorbe agua y el antibiotico difunde al agar radialmente a través
del espesor del agar a partir del disco, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas
18-24 horas de incubacion a 36°C +1°C, los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion. En un punto determinado, la concentracion del antibidtico en el medio es incapaz de
inhibir el crecimiento del microorganismo en estudio, ElI didmetro del area de inhibicién
alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de susceptible (S), intermedio (I) o
resistente (R), de acuerdo a las tablas publicadas en la CLSI. Si las recomendaciones para
realizar este método son fielmente seguidas las categorias se correlacionan bien con los
resultados de otros métodos, como el de dilucién en caldo o dilucién en agar.(Garcia Rodriguez)

4.2.2 Dilusibnen agar

En éste método se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un medio con agar MH. Para
lograr el rango de dilucidn deseado se prepara una serie de placas, cada una con una determinada
concentracion de antimicrobiano. Las placas se inoculan con asa calibrada una vez que haya
solidificado el medio de cultivo de 18-24 horas a 36°C +1°C. Después de la incubacién, se
examina si el microorganismo crece o no en cada una de las placas, con lo cual se determina la
Concentracién Minima Inhibitoria para el antibiético. (Garcia Rodriguez)

4.2.3 Dilusiénen caldo

En este caso, tubos (macrodilucién) o microplacas con fondo de “U” (microdilucion),
contienen concentraciones crecientes del antibidtico a evaluar. EI microorganismo es inoculado
en los diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la MIC es determinada después de la
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incubacion, de la misma forma descrita anteriormente para el método de dilucidn en agar. (Garcia
Rodriguez)

4.2.4 Epsion test

El principio de éste método es una expansion de la técnica de difusion en disco. En el
método E-test consiste en una tira de plastico no poroso de 6 cmde largo por 5 mm de ancho que
incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones. El protocolo
para preparar el indculo es el mismo que para la difusion en disco. Una vez inoculado la placa de
agar MH con el microorganismo, se coloca la tira de E-test sobre su superficie, produciéndose de
forma inmediata una difusion del antibiotico desde el soporte hasta el agar, creandose de éste
modo a lo largo de la tira un gradiente exponencial de las concentraciones del antimicrobiano.
Tras la incubacion de las placas, se puede observar una zona de inhibicion elipsoidal y simétrica.
Después de la incubacion la MIC sera el valor obtenido en el punto en el que el extremo de
inhibicién intersecciona con la tira, (6@ Rodriguez)

4.2.5 Métodos automatizados

Existen varios sistemas que ofrecen diferentes niveles de automatizacion para el estudio
de susceptibilidad. Utilizan una medicion turbidimétrica o fluorométrica para detectar
crecimiento bacteriano en un medio liquido. La mayoria de ellos, emplea el método de
microdilusion y periodos de incubacion menores que los habituales. Estos métodos son bastante
confiables para el estudio de enterobacterias y otros gérmenes de crecimiento rapido, pero
generalmente no son los adecuados para los de crecimiento lento o con requerimientos
especiales. (Garcia Rodriguez)
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5. DIARILSULFONAS

Las diarilsulfonas son de gran uso en sintesis organica en la industria. Son estructuras
comunes, en compuestos utilizados en diferentes campos como la farmacéutica, agroquimicos y
la ciencia de polimeros. En particular, su inminente actividad en quimica medicinal y sus
bioactividades Gnicas han atraido considerable atencién hacia su sintesis. 2vank 2010

Son farmacos importantes en el tratamiento de diversas enfermedades como la malaria,
leishmaniasis e infecciones en pacientes con padecimientos como lupus eritematoso sistémico.
También poseen actividad antibacterial, antifingica y antitumoral; en afios recientes, se ha
encontrado actividad antirretroviral, MehdiKhodaei, 2010)

5.1 Mecanismo de accion

Se ha detectado que las sulfonas entran en el grupo de antibi6ticos que inhiben la sintesis
de cofactores metabdlicos, especificamente, intervienen en la via del acido folico. El acido folico
deriva del &cido p-aminobenzdico (PABA), del glutamato y de la unidad pteridinica. En su forma
reducida es una coenzima esencial para el transporte de los compuestos de un carbono en la
sintesis de purinas, de la timidina y de algunos aminoacidos y, por consiguiente e indirectamente,
de la sintesis de los acidos nucléicos y de proteinas. Las sulfonas son analogos estructurales del
PABA e interaccionan con la enzima Dihidropteroil sintetasa, a la que inhiben competitivamente.

La toxicidad selectiva antibacteriana es debida a que inhiben pasos metabdlicos inexistentes en el
huésped (Mallén Ramirez, 2001)
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DIHIDRO- ACIDO
PTERIDINA GLUTAMICO
Dihidroptersi ACIDO Dihidrofolico ACIDO
) DIHIDRO- .
PTERQICO intet " | DHIDRO-
sintetasa :
sintetasa Kﬁ FOLICO Dinidrofolato
\ reductaza
SULFOMAMIDAS/
SULFOMAS Y
PABA, ACIDO
TETRAHIDRO-
FOLICO
P&BA; dcido para-aminobenzgico
La zona encerrada en &l cuadrs indica las reacciones que tienen lugar en las células
procariotas exclusivamente

Figura 7. Efectos de las sulfonas sobre la sintesis del acido tetrahidrofolico

5.2 Farmacocinética

Las sulfonas se absorben de forma rapida y completa, con una biodisponibilidad oral
hasta del 93%, logran un pico plasméatico entre las 2 y 8 hrs. Su unién a proteinas es del 70% y
esta presente en casi todos los tejidos (es retenida en piel, masculo, higado y rifiones). Se elimina
por bilis pero hace circuito enterohepatico, se acetila en higado y se excreta por orina. Su vida
media es de 20 a 30 hrs.

5.3 Reacciones adversas
Hematoldgicas

e Anemia hemolitica: se da con dosis mayores a 200 mg/dia o en pacientes con déficit de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

e Metahemoglobinemia.

e Anemia aplésica.

Gastrointestinales

e Anorexia, nauseas y vomitos.
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Renales

e Necrosis tubular aguda.
e Albuminuria.

Hepatotoxicidad

e |ctericia

Dermatolégicas

e Prurito, erupciones cutaneas y fotosensibilidad.
e Dermatitis exfoliativa
e Eritema multiforme

Casos aislados de cefalea, nerviosismo, insomnio, psicosis, vision borrosa, parestesia,
neuropatia periférica reversible, mialgias, artralgias, pancreatitis, hematuria.

5.4 Interacciones

e Se potencia el efecto supresor de la médula désea con otros farmacos (clozapina,
antineoplasicos, interferones, zidovudina).

e El probenecid disminuye la excrecién renal y aumenta la toxicidad.

e Larifampicina aumenta el metabolismo, disminuyendo su eficacia.

e Los anestésicos locales, esteres del PABA (por ejemplo la procaina) liberan PABA, que

puede antagonizar el efecto antibacteriano. Deben evitarse estos anestésicos en pacientes
tratados con sulfonas. (Mallén Ramirez, 2001

En la tabla 8 se muestran algunos ejemplos de sulfonas con actividad bioldgica.
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Tabla 8. Ejemplos de sulfonas con actividad biolégica. Mankre: 2012)

Estructura
N-(3-clorobencil)-3-(4H-1,2,4-triazol-3-
sulfonil)propanamida

Cl

Bis(4-metoxifenil)sulfona

(@]
\\3‘4O
?
CH E
3 0
/
H3C

N-(3-nitrobencil)-3-(4H-1,2,4-triazol-3-
sulfonil)propanamida

N—N
QH)Z/S/WNH

(e}

N-bencil-3-(4H-1,2,4-triazol-3-
sulfonil)propanamida

Actividad biolégica

Antibacteriano
Antifungico

Leishmaniasis
Malaria
Lupus eritematoso sistémico

Antibacteriano
Antifangico

Antibacteriano
Antiflngico
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5.5 Determinacion del PASS (Prediction Activity Sustance Spectral)

El espectro de actividad biologica de un compuesto quimico (PASS por sus siglas en
inglés), es el conjunto de diferentes tipos de actividad bioldgica que reflejan los resultados de la
interaccion del compuesto con diversas entidades bioldgicas. La actividad bioldgica se determina
cualitativamente, lo que sugiere que el espectro de actividad bioldgica representa la propiedad
intrinseca de una sustancia que solo depende de su estructura y caracteristicas fisico-quimicas.
Aunque esto puede ser una generalizacién, ya que se prevé la posibilidad de combinar
informacién de muchas fuentes diferentes en el conjunto de la formacién misma, lo cual resulta
necesario porque no hay una publicacion en particular que recopile de forma exhaustiva todas las
diversas facetas de la accién bioldgica de un compuesto.

PASS es un software disefiado como una herramienta para evaluar el potencial biolégico
general de una molécula organica; proporciona predicciones simultaneas de muchos tipos de
actividad bioldgica sobre la base de la estructura de los compuestos organicos. Asi, PASS puede
ser utilizada para estimar los perfiles de actividad bioldgica de las moléculas virtuales, antes de
su sintesis quimica y los ensayos bioldgicos.

Pa (probabilidad de “ser activo”) estima la probabilidad de que el compuesto en estudio
sea activo (que se asemeje a las estructuras de las moléculas que pertenecen a un conjunto de
“activos” en la formacion del PASS establecido).

PASS estima los perfiles probables de actividad bioldgica de los compuestos en estudio
en funcion de su formula estructural. Se presenta en formato MOLfile o Sdfile. La lista general
de actividades biologicas previsibles se compone de méas de 4,000 términos, incluyendo
farmacoterapia, mecanismos bioquimicos, toxicidad, etc. La prediccion del PASS se base en la
base de conocimientos sobre las reacciones estructura-actividad para mas de 260,000 compuestos

con actividad biolégica conocida. EI promedio de la exactitud generada es del 95%. ®rediction of
Activity Spectra for Substances, 2012)
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Tabla 9. PASS de los compuestos LQM 801, LQM 802 y LQM 935A.

LOM 801 Q
Q 0

"
N=—/O
/

LQM 802

NH,

LQM 935A
O\ //

QQNH

O/ (@)

.

CHj

Pa

0.890 Antiprotozoario(Toxoplasma)
0.715 Antimicobacteriano

0.652 Antileproso

0.627 Antiprotozoario

0.941 Antiprotozoario (Toxoplasma)
0.803 Agonista de interleucina
0.737 Antileproso

0.725 Antimycobacteriano

0.694 Inhibidor de la sintesis de dihidropteroato
sintetasa

0.811 Antiprotozoario (Toxoplasma)
0.579 Antihelmintico (nematodos)
0.577 Antimicobacteriano

0.548 Antileproso

0.518 Inhibidor de la sintesis de dihidropteroato
sintetasa
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6. JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos (o farmacorresistencia), es el fendmeno por el cual
un microorganismo deja de verse afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era
sensible. Los microorganismos resistentes son inmunes a los efectos de los antimicrobianos,
como los antibioticos, de modo que los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas. La resistencia bacteriana es uno de
los retos clinicos mas grandes que hoy prevalecen porque va limitando la prescripciéon de
antibidticos que hasta hace poco eran eficaces. (Resistencia a los antimicrobianos, 2011)(Ortiz
Ibarra, 2009)

Por lo anterior, el presente trabajo busca demostrar la actividad bioldgica de tres nuevas
diarilsulfonas sobre cepas de aislamiento clinico que han estado en contacto con multiples
antimicrobianos y aln conservan sus factores de patogenicidad, y asi encontrar la concentracion
minima inhibitoria a la cual tienen sensibilidad.

Con esta evaluacion se aspira a contribuir a los estudios preclinicos por los cuales
atraviesa todo principio activo antes de ser comercializado, comprobar la prediccién de la
actividad bioldgica que arroja el programa PASS para cada compuesto a evaluar y si esta resulta
positiva, poder proponer una mejor alternativa de tratamiento frente a microorganismos que
presentan resistencia a los medicamentos ya existentes en el mercado.

Cabe mencionar que de acuerdo al PASS, las diarilsulfonas a evaluar presentan un amplio
espectro de actividad bioldgica. Con este trabajo se pretende dar el primer paso para comprobar
su actividad y que sea el inicio de futuras investigaciones.
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7. HIPOTESIS

Si se inoculan cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en cajas con medio de
cultivo que contenga a las diarilsulfonas a diferentes concentraciones, entonces se podré observar

si los compuestos inhiben el crecimiento bacteriano y determinar la MIC de cada uno.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de las diarilsulfonas empleando cepas de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus de aislamientos clinicos mediante el método de
dilucion en agar para determinar el grado de resistencia de las mismas frente a los nuevos

compuestos.

8.2 Objetivos particulares

Sintetizar y purificar los compuestos LQM 801, LQM 802 y LQM 9352,

Determinar el grado de solubilidad de los compuestos en agua y/o dimetil-sulfoxido
(DMSO)

Realizar pruebas de identificacion a las cepas de S. aureus y E. coli.

Determinar la posible actividad inhibitoria (MIC) de los compuestos LQM’s.

Realizar la caracterizacion del compuesto LQM 9352 mediante espectroscopia de IR y
EM.
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9. MATERIAL Y METODOLOGIA

9.1 Material.

Cajas petri de plastico 75x100 mm.

Asa bacterioldgica metalica calibrada de 1pL.
1 micropipeta de 1mL.

Pipeta graduada de 10mL estéril.

Puntas para micropipeta estériles.

Tubos ependorff de 2mL estériles.

Matraz kitasato de 125, 250 y 500 mL.
Embudo buchner.

9.2 Equipo

Autoclave PRESTO

Incubadora MAPSA

Campana de flujo laminar

Microscopio 6ptico OLIMPUS modelo CHS

Rotavapor BUCHI

Lampara de infrarrojo

Lampara de luz UV

Mel-Temp 11

Espectrometro de infrarrojo NICOLET Is10 Spectrometer Thermo Scientific

9.3 Reactivos

Agar BHI BIOXON e DMSO estéril

Agar MH DIBICO e Cloruro de bario 0.048 M
Medio de citratos de Simmons e Acido sulfirico 1.17 %
BIOXON e Acido sulfanilico

Medio de MR-VP DIBICO e Rojo de metilo

Medio de nitratos DIBICO e KOH al 40%

Medio de KIA BIOXON e o-naftol

Medio SIM BIOXON e Zinc.
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e SSF e Sulfato de sodio anhidro

e Agua destilada esteéril e Cloruro de estafio I

e FEtanol al 70% e Acido clorhidrico

e Acetona e Hidroxido de sodio.

e Acetato del etilo e Bicarbonato de sodio

e Hexano e Sulfito de sodio

e Carbodnactivado e Cloruro de p-toluensulfonil

e Tierra de diatomeas
e Placas de silice de revelado en UV

9.4 Derivados de Diarilsulfonas
Estos compuestos fueron sintetizados en el Laboratorio de Quimica Medicinal:

e LQM 801
e LQM 802
e LQMO35A

9.5 Metodologia
Diarilsulfonas

A continuacién se presentan las estructuras de los compuestos que se usaron en el
presente trabajo con sus respectivas claves de identificacion:
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Tabla 10. Claves de identificacion y estructura de las diarilsulfonas.

CLAVE DEL ESTRUCTURA QUIMICA
COMPUESTO
N o
N\~
LQM 801 HSCQ/ Q
N=o0
/
o‘
N o
N\~
HaC
NH,
(o]
Sy

N4
LQOM 935A Q \©\NH
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9.5.1 Sintesis de los compuestos LQM 801, LQM 802 y LQM 935A.

Se inicia con la preparacion de la materia prima (p-Toluensulfinato de sodio), que se
utilizara para la sintesis de la 4-metilfenil-4-nitrofenilsulfona a la cual se le realizard una
reduccion del grupo nitro para obtener la 4-aminobencen-p-toluensulfona. Finalmente, de este

compuesto se sustituird un hidrogeno del grupo amino para formar el {4-[(4-
metilfenil)sulfonil]fenil}carbamato de etilo.

e Sintesis del p-toluensulfinato de sodio

En la figura 8 se muestra la reaccidn general de la sintesis del p-toluensulfinato de sodio.

H3C

O
R I
o
\\s,\/ + NasO; + napcq 20 N
Cl IR

H;C

Figura 8. Sintesis del p-toluensulfinato de sodio.

Se pesaron cantidades estequiométricas 1:2:2 de las materias primas. Considerando 1009
de producto, se pesaron 117g de cloruro de p-Toluensulfonil, 156.4g de sulfito de sodio, 97.3g de
bicarbonato de sodio y se agregaron 200mL de agua. La mezcla de reaccion se llev6 a una
temperatura de 100°C y se mantuvo en reflujo radiada con luz infrarroja.

Al cabo de 1 hora, se verifica que la reaccion ha terminado mediante cromatografia en
capa fina en un sistema de hexano-acetato de etilo en proporcion 80:20 y se revel6 en luz UV. Se
deposita en cajas petri, las cuales se quedaran aproximadamente 24 hrs en el horno para quitar el

exceso de agua, que es el disolvente que se empe6 en dicha reaccion. Para purificar, lavar con
acetona; se obtiene un sélido blanco.

-117g cloruro de p- ‘
toluen sulfonil 4
-156.4g sulfito de

sodio ==
-97.3g bicarbonato de H
sodio L)

o CCF en hexano- Dejar en horno
3 para quitar

esceso de agua

> e
>

200 mL agua fe oF © ¥ AcOEL 80:20

Lavar con
acetona

100 °C. 1hr
Figura 9. Diagrama de flujo para la sintesis del p-toluensulfinato de sodio.
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e Sintesis del LQM 801 (4-metilfenil-4-nitrofenilsulfona)

Cl o (o) o
. e
~o— a DMSO

—_—
+
IR
H3C
H3C
_/N+\ T
o~ o N=o
o

Figura 10. Sintesis de la 4-metilfenil-4-nitrofenilsulfona (LQM 801)

La figura 10 muestra la reaccion de la sintesis del LQM 801, para la cual se pesaron
cantidades estequiométricas 5:1 de la materia prima. Considerando 15¢g de producto, se pesaron
58.8¢g de p-tuluensilfunato de sodio, 10.5g de 1-cloro-4-nitrobenceno y se disolvieron en 15mL
de DMSO. La mezcla de reaccion se coloca a reflujo utilizando luz infrarroja como fuente de
energia a 200°C. Transcurridas 2 horas se detecta que la reaccion ha terminado por medio de
cromatografia en capa fina en un sistema 80:20 hexano-acetato y se reveld con luz UV,

Purificacion:

Una vez terminada la reaccidn se deja enfriar, se adiciona agua destilada fria al matraz y
se filtra en un embudo buchner para quitar el exceso de sal. El sélido filtrado es el compuesto.
Este se disuelve en acetona y se lava con carbén activado. Este procedimiento se repite 2 0 3
veces hasta obtener un liquido amarillo paja; llevar a sequedad. La recristalizacion se realiza con
una mezcla de acetato-acetona; para verificar la pureza del compuesto de realiza una
cromatografia en capa fina en un sistema 80:20 hexano-acetato y se revela en luz UV.

"

-b8.8 g p-toluensulfinato
de sodio

-10.bg cloronitrobenceno

Diszolverel
CCFen . .. Filt: sblidoen
sistema 80:20 m) Ad.lm?rfa.r i)acetonay lavar
hexano-AcOEt aguatna con carbon

activado

— : AN
/@ @} X Filtrar j

v

15 mL DMSO

200 °C.
2 hrs . .
Recristalizar

con mezcla . Llevara . Repetirel
de AcOEL - sequedad lavado 3 veces

acetona

Figura 11. Diagrama de flujo para la sintesis del LQM 801.
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e LQM 802 (4-[(4-metilfenil)sulfonil]anilina)

La figura 12 muestra la reduccion del grupo nitro del LQM 801 para formar el LQM 802.

(@]
O
\\ /O O
s~ . \\ =
SnCl,, H;0

Y

HaC NaOH, H,0O
HiC
N+:O
/ NH,

o
Figura 12. Sintesis de la 4-[(4-metilfenil)sulfonil]anilina (LQM 802)

Se pesaron cantidades estequiométricas 1:2:4 de las materias primas. Considerando 159
de producto, en un matraz bola de 1L se colocan 10g del compuesto LQM 801, 30g de SnCl, y
40mL de HCI concentrado. La mezcla de reaccion se calienta a reflujo y se mantiene en
agitacion de 20-30min. Transcurrido el tiempo, se hace una cromatografia en capa fina que se
corre en sistema 60:40 hexano-acetona y se revela en luz UV para verificar que ya no hay
materia prima.

La mezcla de reaccion se neutraliza con una solucién saturada de NaOH hasta llegar a un
pH de entre 6 y 7. Una vez alcanzado el pH, se forma una pasta amarilla. Se afade
aproximadamente el mismo volumen de la pasta de acetato de etilo, agitar vigorosamente 3 veces
y filtrar solo el acetato en tierra de diatomeas. Volver a afadir acetato a la pasta y repetir el
procedimiento 3 o 4 veces (el filtrado obtenido es de color amarillo claro). Juntar todas las
fracciones.

Por Gltimo, volver a afiadir AcOEt y filtrar todo sobre tierra de diatomeas. Enjuagar con
AcOEt. Realizar 3-4 extracciones con AcOEt y correr una cromatografia en capa fina en sistema
60:40 hexano-acetona para verificar que ya no hay compuesto en la fase acuosa. Poner en un
matraz bola las fases organicas y el filtrado del paso anterior para llevarlo a sequedad.
Recristalizar en acetato.
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15gLQM 801 CCF en sistema Neutralizar
30g SnCl2 i —> 60:40hexano-  ———>NaOH (pasta
I =R acetona amarilla)

N

<28tar ___ Acetatode etilo

| Repetir 3 veces

Recristalizaren

Fase acuosa

Figura 13. Diagrama de flujo para la sintesis del LQM 802.

o LQMOI35A ({4-[(4-metilfenil)sulfonil]fenil}carbamato de etilo)

En la figura 14 se representa la reaccidn de sustitucion para obtener el LQM 935A a partir
del LQM 802.

@) O
oo %
/\/CH3 NaHCO M»
¥ Cl ’ ¥ ©OR
HaC HaC
NH, NH
o=(
<O
CHj

Figura 14. Sintesis del {4-[(4-metilfenil)sulfonil]fenil}carbamato de etilo (LQM 935A).

Considerando 1g de producto, en un matraz bola de 100mL agregar 0.7744g del LQM
802, 0.6042mL de cloroformiato de etilo, 0.2630g de bicarbonato de sodio y 4 ml acetona. La
mezcla de reaccidn se pone a reflujo irradiada con luz infrarroja durante 1 hora y media. Realizar
cromatografia en capa fina en sistema 60:40 hexano-acetato para verificar que la reaccion ha
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terminado. Lavar con carbon activado 2 o 3 veces. Reducir el volumen de acetona y filtrar los
cristales que aparecen. El filtrado es un sélido blanco que al correr cromatografia en capa fina y
revelarla en luz UV, se observa que el compuesto esta puro.

0.7744g LOQM 802
0.6042g cloroformiato de etilo
0.2630g NaHCO3

= )
()
4mlLacetona =

————3 lavar 3 veces con
[e oF ©

carbén activado

lhoray
media

CCF 60-40
heexano-acetato

Figura 15. Diagrama de flujo para la sintesis del LQM 935A.

9.5.2 Caracterizacion

Los detalles de la caracterizacién de los compuestos LQM 801 y LQM 802, esta referida
en la cita 18. En este trabajo se caracterizd el LQM 935A, del cual se determiné el punto de
fusion y se obtuvieron los espectros de infrarrojo y masas.

9.6 Cepas
e Las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus son muestras de aislamiento
clinico proporcionadas por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Gustavo
Guerrero de la SS, ubicado en la delegacion Venustiano Carranza en el Distrito Federal.

e Seescogieron al azar 5 cepas de cada microorganismo para trabajar.
e Las muestras no deberdn tener mas de dos pases de aislamiento con el fin de que no se
pierdan los factores de virulencia del microorganismo.
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e Para cada cepa se corrieron pruebas bioguimicas primarias (Gram, catalasa y oxidasa),
secundarias (IMVIiC para E. coli) y especiales (prueba de coagulasa para las cepas de S.
aureus). Una vez identificadas, se siembran por dilucion en agar BHI de 18-24 hrs a
37°C.

9.7 Pruebas de solubilidad

Pruebas realizadas cualitativamente, demuestran que los mejores disolventes para los tres
compuestos son el DMSO vy la acetona; estos resultados se obtuvieron utilizando los disolventes
concentrados, ya que en presencia de agua, el LQM 802 precipita.

Tabla 11. Solubilidad de diarilsulfonas

LQM 801 LQM 802 LQM 935A
Agua - - -
Acetona +++ +++ +++
DMSO ++ +++ +++

9.8 Nefelometro de Mc Farland

Se agregd 0.05mL de BaCl, 0.048M (1.17% p/v BaCl,*2H,0) a 9.95mL de H,SO, 0.18M
(1% v/v) con constante agitacion. Se coloco en un tubo con tapa rosca, se sellé herméticamente
para prevenir la pérdida por evaporacién. Se almacend protegido de la luz a temperatura
ambiente. Se deberd agitar vigorosamente antes de su uso. El tubo puede almacenarse por seis
meses; después de ese tiempo debe ser desechado.

9.9 Preparacién de las diluciones

Existen diversas pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, se eligi6 utilizar las pruebas
de dilucién en agar debido al bajo costo del material y a la ventaja de poder probar varias cepas
en una misma placa; y el vertido en placa porque se observd que el compuesto LQM 802
precipitaba en presencia de agua y no habia el contacto entre el compuesto y la bacteria. Ambas
pruebas nos ayudan a dar un resultado cuantitativo con respecto a la concentracion minima
inhibitoria casi del mismo modo que la del método de dilucion en caldo.
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Para cada compuesto se prepararon 50mL de una solucion stock de una concentracion de
10,240pg/mL segun la Norma M7-A7 de la CLSI, con esta solucidn se procedio a realizar cada
dilucion problema, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 12. Esquema empleado para la preparacion de las diluciones de acuerdo a la Norma M7-
A7 (método de dilucién en agar) V1K 2000)

Concentracion Volumen de la | Volumen de | Concentracion Concentracion
antimicrobiana solucion  stock | DMSO  estéril | antimicrobiana final en el medio
(mg/L) en la|(mL) (mL) obtenida (mg/L) | después de
solucion stock adicionar 19mL
de agar MH
(Mg/mL)
10 240 1 0 10 240 512
10 240 2.5 25 5120 256
10 240 1 3 2 560 128
2 560 2.5 2.5 1280 64
2 560 1 3 640 32
2 560 1 7 320 16
320 2.5 2.5 160 8
320 1 3 80 4
320 1 7 40 2
40 2.5 2.5 20 1
40 1 3 10 0.5
40 1 7 5 0.25

A la tabla anterior, se le hizo una modificacidn para el método de vertido en placa:

37



5 ' ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DIARILSULFONAS SOBRE CEPAS DE
Escherichia coli Y Staphylococcus aureus

Tabla 13. Modificacion a la tabla 12 empleada para la preparacion de las diluciones (método de

vertido en placa)

Concentraciéon | Volumen | Volumen | Concentracion | Volumen | Volumen | Concentracion
antimicrobiana | de la | de antimicrobiana | de la agregado | final en el medio
(mg/L) en la | solucion | DMSO | obtenida dilucion de la después de
solucion stock | stock estéril (mg/L) depositado | suspension | adicionar 9mL
(mL) (mL) enlacaja | bacteriana | de agar MH
(mL) (mL) (Hg/mL)
10 240 1 0 10 240 0.5 0.5 512
10 240 2.5 2.5 5120 0.5 0.5 256
10 240 1 3 2 560 0.5 0.5 128
2 560 2.5 2.5 1280 0.5 0.5 64
2 560 1 3 640 0.5 0.5 32
2 560 1 7 320 0.5 0.5 16
320 2.5 2.5 160 0.5 0.5 8
320 1 3 80 0.5 0.5 4
320 1 7 40 0.5 0.5 2
40 2.5 2.5 20 0.5 0.5 1
40 1 3 10 0.5 0.5 0.5
40 1 7 5 0.5 0.5 0.25

9.10Preparacion de las placas

e Dilucionenagar

A cada caja petri se la afiadio 1mL de la dilucion del compuesto mas 19 mL de agar
Mueller-Hinton; las placas se homogeneizaron con movimientos rotatorios. Se dejaron gelificar y
se mantuvieron en prueba de esterilidad 24 horas a 37°C. Se refrigeraron hasta su uso dentro de
los 2 dias posteriores a su preparacion.

e \ertido enplaca

A cada caja petri se le afiadié 0.5 mL de la dilucion del compuesto, 0.5 mL de la
suspension bacteriana igualada al 0.5 del Nefelometro de Mc Farland y 9 mL de agar Mueller-
Hinton; las placas se homogeneizaron con movimientos rotatorios. Se dejaron gelificar y se
incubaron a 37°C durante 24horas.
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9.11 Inoculacion de las cepas

Se preparo una suspension de cada una de las cepas con SSF esteril ajustada visualmente con
el tubo 0.5 del Nefelometro de Mc Farland. De ésta suspension se tomé 1L con asa calibrada y
se sembrd por dilucién para la técnica de dilucidn en agar; para el vertido en placa se tomo
0.5mL con micropipeta de 1mL y se deposit6 en cada caja.

9.12 Preparacion de un control

Se prepard una placa como control, a esta placa se le agregd 19 mL de agar Muieller-Hinton y
se le adicion6 1mL de DMSO concentrado estéril, para descartar la inhibicidn del crecimiento
bacteriano por el DMSO.

Se prepard una segunda placa como control para la técnica de vertido en placa; a ésta se le
agregé 0.5 mL de la solucion stock, 0.5 mL de DMSO concentrado estéril y 9 mL de agar
Mueller-Hinton. Esta placa, ademas de permitir descartar la inhibicion del crecimiento
bacteriano por el DMSO, también nos sirve para diferir entre el compuesto precipitado y el
crecimiento de las colonias.

9.13 Interpretacion

La interpretacion se realizd observando si hay crecimiento o no de las cepas en la superficie
del medio y/o entre el agar (para dilucién en agar y vertido en placa respectivamente), marcando
con una R el crecimiento que denota resistencia y una S si no existe crecimiento, denotando
sensibilidad.
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10. RESULTADOS

10.1 Sintesis de los compuestos LQM 802 y LQM 935A.

A continuacion, en la tabla 13 se muestran los resultados de punto de fusion de los
compuestos LQM 802 y LQM 935A, asi como el porcentaje de rendimiento de las reacciones.

Tabla 14. Puntos de fusién y rendimientos de los compuestos LQM 802 y LQM 935A

COMPUESTO | PUNTO  DE | PUNTO DE | RENDIMIENTO | RENDIMIENTO
FUSION FUSION REPORTADO | EXPERIMENTAL
REPORTADO | EXPERIMENTAL | (%) (%)
(°C) (°C)

LQM 802 177-178 176 49 69.48

LQM 935A NA 190 70-80 70.51

10.2 Caracterizacion espectroscopica
El compuesto fue caracterizado por técnicas de espectroscopia de infrarrojo (IR) y de
masas (EM).

10.2.1 Espectroscopia de infrarrojo (IR)
El espectro de infrarrojo se realizo en fase solida en un equipo NICOLET iS10
Spectrometer Thermo Scientific adaptado con un accesorio Smart Orbit Thermo Scientific.

10.2.2 Espectroscopia de masas (EM)
El espectro de masas se realiz6 en un espectrometro JEOL GCmate, utilizando la técnica
de impacto electronico (IE).
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10.3 Analisis espectroscopico

HsC

Escherichia coli Y Staphylococcus aureus

0
O\s//

LQM 935A

Tabla 15. Carbonos de la estructura del LQM 935A.

‘ ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DIARILSULFONAS SOBRE CEPAS DE

Técnica Observaciones

IR

3320.44 cm™ Enlace NH

2979.37 cm™ Enlace Csp*-H
2100-1750 cm'* Arométicos

1736.85 cm™ Enlace C=0
1531.97 cm™ Enlace C=C

EM

Ci6H17NO,S Formula condensada
319.0878 m/z Masa calculada

9.0 NUmero de insaturaciones
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10.4 Pruebas de identificacién

En la siguiente tabla, se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas que se corrieron
para las cepas de Staphylococcus aureus:

Tabla 16. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de S. aureus.

Prueba Resultado
Gram Cocos gram-positivos agrupados en racimos
Catalasa (+)
Oxidasa )
Coagulasa (+)

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de identificacion
realizadas a las cepas de Escherichia coli:

Tabla 17. Resultados de las pruebas bioguimicas realizadas a las cepas de E. coli.

Prueba Resultado
Gram Bacilos gram-negativos aislados
Catalasa (+)
Oxidasa )
MR (+)
VP ()
Citrato )
KIA ac/ac con produccion de CO,
Indol (+)
Motilidad (+)
Produccion de H,S )
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P/ WA RN A

Figura 16. Resultados del IMViC realizado a las cepas de E. coli. (A: KIA; B: SIM; C: MR-V/P; D: citratos)

10.5 Determinacién de la MIC

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos para el compuesto LQM 801 frente
a las cepas de:

e Staphylococcus aureus

Tabla 18. Resultados de la MIC del compuesto LQM 801 frente a S. aureus.

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA | 0.25 |05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
Y16 | R R R R R R R R R R R |R
23 | R R R R R R R R R R R |R
83 |R R R R R R R R R R R |R
1Yy | R R R R R R R R R R R |R
48 | R R R R R R R R R R R |R

R: resistente

S: sensible
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Figura 17. Ejemplos de placas donde se muestra el crecimiento de S. aureus con el compuesto
LQM 801.

e Escherichia coli

Tabla 19. Resultados de la MIC del compuesto LQM 801 frente a E. coli.

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA | 0.25 |05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
474 | R R R R R R R R R R R |R
6641 | R R R R R R R R R R R |R
6678 | R R R R R R R R R R R |R
6713 | R R R R R R R R R R R |R
7294 | R R R R R R R R R R R |R

R: resistente

S: sensible
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Figura 18. Ejemplos de las placas donde se observa crecimiento de E. coli con el compuesto
LQM 801.

A continuacion se muestran los resultados con el compuesto LQM 802, para las cepas de:
e Staphylococcus aureus

Tabla 20. Resultados de la MIC del compuesto LQM 802 frente a S. aureus.

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA | 025 |05 |1 2 4 8 16 |32 |64 128 |256]512
Y16 | R R |R |R |R |R |R |R |R R S |S
23 | R R |R |R |R |R |R |R |R R S |S
83 | R R |R |R |R |R [R R |R R S [sS
1Y |R R |R |R |R |R |R |R |R R S |[s
48 | R R |R |R |R |R |R R |R R S |[s

R: resistente

S: sensible
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Figura 19. Ejemplos de placas donde se observa la inhibicion de S. aureus con el compuesto
LQM 802.

e Escherichia coli

Tabla 21. Resultados de la MIC del compuesto LQM 802 frente a E. coli.

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA [ 0.25 |05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
474 | R R R R R R R R R R R |R
6641 | R R R R R R R R R R R |S
6678 | R R R R R R R R R R S S
6713 | R R R R R R R R R R R |S
7294 | R R R R R R R R R R R |S

R: resistente

S: sensible
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Figura 20. Ejemplos de placas donde se observa crecimiento e inhibicion de E. coli con el
compuesto LQM 802.

En las siguientes tablas se muestran los resultados obtenidos para el compuesto LQM
935A frente a las cepas de:

e Staphylococcus aureus

Tabla 22. Resultados de la MIC del compuesto LQM 935A frente a S. aureus

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA | 0.25 |05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
Y16 | R R R R R R R R R R R |R
23 | R R R R R R R R R R R |R
83 |R R R R R R R R R R R |R
1Y | R R R R R R R R R R R |R
48 | R R R R R R R R R R R |R

R: resistente

S: sensible
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Figura 21. Ejemplos de placas donde se observa el crecimiento de S. aureus con el compuesto
LQM 935A.

e Escherichia coli

Tabla 23. Resultados de la MIC del compuesto LQM 935A frente a E. coli.

CONCENTRACIONES (pg/mL)
CEPA | 0.25 |05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
474 | R R R R R R R R R R R |R
6641 | R R R R R R R R R R R |R
6678 | R R R R R R R R R R R |R
6713 | R R R R R R R R R R R |R
7294 | R R R R R R R R R R R |R

R: resistente

S: sensible
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Figura 22. Ejemplos de las placas donde se observa el crecimiento de E. coli con el compuesto
LQM 935A.

Para evitar en lo posible confundir los cristales del compuesto con el crecimiento
bacteriano, se corrio un blanco, donde se adicionaron 0.5 mL de DMSO estéril, 0.5mL del stock
y 9 mL de agar MH. A continuacion se muestra la fotografia de la placa que se tomd como
referencia para la lectura de las placas realizadas por la técnica de vertido en placa.

Figura 23. Fotografia de la placa que se us6 como referencia para la lectura de resultados.
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11. DISCUSION

11.1 Sintesis de los compuestos
e Sintesis del p-toluensulfinato de sodio

La sintesis se llevé a cabo empleando un método reportado en la literatura‘Y® B 2008,

cambiando la fuente de energia por radiacién infrarroja. EI tiempo de reaccion reportado es de 4
hrs en calentamiento normal; para este caso, el tiempo fue de 1 hr con rendimientos iguales a los
reportados. Por lo que se recomienda el uso de IR como fuente de energia, ya que los tiempos se
reducen y los rendimientos son similares.

e Sintesis del LQM 801 (4-metilfenil-4-nitrofenil sulfona)

De acuerdo a la bibliografia, la sintesis de diarilsulfonas implica el uso de agentes
oxidantes muy agresivos de dificil manejo y catalizadores organometalicos cuya sintesis y
purificacion resultan complicadas, ademas de que las reacciones se llevan a cabo en varios pasos.
Sin embargo, en este caso, la obtencion del LQM 801 se realiza en un solo paso por sustitucién
nucleofilica aromatica, utilizando DMSO como disolvente e IR como fuente de energia.

Por lo anterior, se puede considerar una técnica de sintesis sencilla, con reactivos y
equipo de facil manejo, ademas de rapida en comparacion con los tiempos reportados.

El uso de luz infrarroja como fuente de energia, pretende ser una variante eficaz en la
sintesis de diarilsulfonas, ya que acorta los tiempos de reaccion que en su mayoria son altos.

e Sintesis del LQM 802 (4-[(4-metilfenil)sulfonil]anilina)

La sintesis del LQM 802 se realizd a partir de la reduccién del grupo nitro de la 4-
metilfenil-4-nitrofenil sulfona, empleando cloruro de estafio Il como agente reductor. Esta
técnica es una modificacion a la reportada por Santiago Torres Gabriela (cita 29), que consistio
en lavar los 6xidos desde el matraz de reaccion con acetato de etilo, con lo cual se obtuvo un
mayor rendimiento.

Como se observa en la tabla 14, los puntos de fusion reportados, comparados con los
obtenidos experimentalmente, se encuentran en un rango similar, por lo que se puede decir que
los compuestos sintetizados son los esperados.
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11. 2 Determinacion de la MIC

De acuerdo con el Centro para el Control de Enfermedades Europeo (ECDC), la
resistencia a los antimicrobianos es posiblemente la mayor amenaza que enfrenta el mundo en el
area de enfermedades infecciosas. La resistencia a los antimicrobianos es una consecuencia
natural de la exposicién a éstos y no es un fendmeno nuevo. Incluso utilizando los

antimicrobianos apropiados, las tasas de aparicion de resistencias pueden incrementarse./°™
Health Organization, 2010)

Las sulfonas, sulfonamidas y aminosulfonas son bien conocidas por su importancia en la
quimioterapia. Las sulfonamidas y sulfonas se han utilizado en el tratamiento de la lepra, malaria
y toxoplasmosis. Recientemente se ha demostrado que las aril y diarilsulfonas inhiben la
transcriptasa reversa del VIH tipo |3 S 2011)

El objetivo de este trabajo fue determinar si los compuestos empleados presentan
actividad bioldgica de acuerdo al PASS, por lo que se eligieron estas dos especies bacterianas
como representantes de las gram-positivo (S. aureus) y gram-negativo (E. coli), aunado a que
son las que con frecuencia presentan mayor resistencia a los antibidticos disponibles en el
mercado. Cada prueba se realizd por triplicado para observar reproducibilidad en el método.

Las cepas empleadas para la presente investigacién son de aislamiento clinico; para el
caso de E. coli, provienen de muestras de orina (que son consideradas patdgenas), y las de S.
aureus, proceden de exudados faringeos de pacientes que cursan por la fase aguda de la
enfermedad.

Se decidio emplear cepas de campo y no de referencia porque las primeras son obtenidas
directamente del hospedero, donde mantienen intactos sus factores de patogenicidad; a diferencia
de las ATCC, que si bien son cepas estandarizadas, proceden de una serie de pases, 1o que
ocasiona que las bacterias vayan perdiendo dichos factores.

De acuerdo a los resultados reportados en las tablas 16 y 17 de las pruebas de
identificacion realizadas a cada cepa de las dos especies bacterianas usadas en el presente
trabajo, se corrobor6 que se trata de cepas puras de S. aureus y E. coli.

Como se puede observar en las tablas 18-23, de los tres compuestos empleados, solo el
LQM 802 presenta actividad bactericida contra ambos géneros. En el caso de Staphylococcus
auresus (tabla 20), la MIC, aunque relativamente alta (256pg/ml), es la misma para las 5 cepas;
no asi en el caso de Escherichia coli, que de acuerdo a la tabla 21, en 3 cepas la MIC es de 512
pg/ml, en una de 256 pg/ml y una mas presenta resistencia. Por lo anterior, se pueden inferir dos
cosas: la primera es que este compuesto solo es activo contra bacterias gram (+); o la segunda,
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que aunque tenga actividad contra bacterias gram (-), las cepas de E. coli contengan mecanismos
de resistencia contra las sulfonas.

Esta disminucién de la actividad puede deberse a la supresion de sustituyentes cloro en
posiciones meta y para-, da como resultado una modificacion en la actividad: esta se ve
disminuida e incluso el compuesto se vuelve inactivo, lo que demuestra una estrecha relacion
estructura quimica-actividad biolégica en esta posicion.V*2™ 21 por |o que una prospectiva al
presente trabajo es modificar los sustituyentes de éstas diarilsulfonas para tratar de incrementar
la actividad bactericida de los compuestos.

La resistencia antibiotica es un problema emergente a nivel mundial presente en diversas
bacterias. Este aumento de resistencia antibiotica se debe a la adquisicion de diferentes
mecanismos de resistencia mediante mutaciones a nivel cromosémico o transferencia horizontal
de material genético entre especies relacionadas o diferentes. Una alternativa para evitar este
problema, seria identificar los mecanismos de resistencia implicados como lo recomienda la
Organizacion Mundial de la Salud, ya que permitiria optimizar la vigilancia de resistencia y las
politicas de control y uso de antibiéticos. Mesauito. 2011)

La actividad de un agente antimicrobiano frente a una bacteria depende principalmente de
su capacidad para atravesar la pared bacteriana, paso necesario para acceder a su punto de
accion. Dicha actividad esta en relacion con su naturaleza fisicoquimica y con la estructura de la
barrera que ha de franquear.

La pared celular de las bacterias grampositivas es mas permeable a los antibiéticos que
las de las gramnegativas, lo que puede ser otra explicacién a los resultados obtenidos. La
diferencia esencial entre la pared de las bacterias grampositivas y las gramnegativas radica en la
presencia de estas Gltimas, de una membrana externa que contiene lipopolisacaridos de acidos
grasos saturados. Para el paso de nutrientes, la membrana externa dispone de canales hidrofilicos
constituidos por polimeros de unas proteinas llamadas porinas. Los antibiéticos de bajo peso
molecular y de naturaleza hidrofilica utilizan estos canales para llegar al espacio periplasmico,
mientras que las hidrofdbicas lo hacen previa disolucion en la membrana.

La membrana externa constituye una barrera natural a la libre difusion de antibi6ticos al
interior de la bacteria. La membrana citoplasmica apenas ofrece resistencia al paso de los
antibidticos de menor peso molecular, con independencia de la hidrofobicidad de la molécula,

sin embargo resulta particularmente mas dificil el paso para las moléculas hidrofébicas.™?""
Ramirez, 2001)

Debido a lo anterior, se puede deducir que los compuestos empleados no son activos
contra bacterias gramnegativas, ya que todos presentan carécter hidréfobo, lo que interfiere en su
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penetracion y difusion en la bacteria. A diferencia del LQM 801 y LQM 935A, el LQM 802 es el
anico compuesto que tiene un grupo amino en posicion para-, al cual también se le ha atribuido
una estrecha relacion en esta posicion con la actividad bioldgica.

Considerando que la MIC de los antibidticos disponibles en el mercado va desde 0.006
png/mL (cefalosporinas), los resultados obtenidos no son los ideales, aunque el objetivo de este
estudio es observar si los compuestos son 0 no activos, y con base a los resultados, poder
implementar cambios a la técnica de sintesis para realizar modificaciones en los sustituyentes de
la molécula base, con el fin de incrementar la actividad de las sustancias en estudio.

Para poder confirmar que el LQM 802 presenta actividad antibacteriana y determinar su
espectro de accion, el siguiente paso sera probarlo con otros géeneros bacterianos, por ejemplo
Mycobacterium tuberculosis, que de acuerdo al PASS obtenido y a las referencias, tiene altas
posibilidades de ser activo, al igual que el LQM 801 y LQM 935A.

Debido a que el LQM 802 precipita en presencia de agua, y despues de probar diferentes
técnicas como difusion en disco y la propia dilucion en agar, se toma la decision de realizar el
vertido en placa, debido a que en ésta técnica se garantiza el contacto entre el compuesto y la
suspension bacteriana, no asi en la dilucidn en agar, ya que se observo que el compuesto quedaba
en el fondo de la placa y por tanto nunca se daba el contacto con el microorganismo.
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12. CONCLUSIONES

Se logré la sintesis y purificacion de los compuestos LQM 801, LQM 802 y LQM 935A,
asi como la caracterizacion de éste Gltimo por técnicas fisicas y espectroscopicas (IR y
EM).

Se logré mejorar el rendimiento del LQM 802.

Se determin6 cualitativamente la solubilidad de los compuestos en agua, acetona y
DMSO.

Se realizaron pruebas de identificacion a las muestras de S. aureus y E. coli.

Se evalud la actividad in vitro de 3 diarilsulfonas frente a cepas de E. coli y S. aureus por
el método de dilucion en agar y vertido en placa.

El LQM 802 es el unico compuesto que presenta actividad bactericida principalmente
contra Staphilococcus aureus, arrojando una MIC de 256 pg/ml.

Se deben realizar cambios en los sustituyentes de las diarilsulfonas en cuestion con el fin
de aumentar su capacidad antibacteriana.
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13. PERSPECTIVAS

AUn queda un largo camino por recorrer para las nuevas diarilsulfonas empleadas en este
trabajo, como proponer modificaciones a los sustituyentes para tratar de incrementar la actividad,

y probarlos con otros géneros como el Mycobacterium, donde de acuerdo al PASS, tienen altas
posibilidades de ser eficaces.
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14. ANEXO

ESPECTROSDE IR'Y MASAS
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Espectro de IR del LQM 935A

o ylla | /WA - i
' o ~le 2 o
! 2 7|3 bl H
{ o S| ® Wy o
80- L F -1
| 2 5 g3 [
| = 2 !
761 @ i r
701 3
| a8
2 i el
3 i ]
§os g
E ! q 4 o
{ = m —
§ 601 a ‘5
: | g - I
551 ™ ] 2
| " A s -~
| -~ = g e o
504 . E =z E 3 g
| . ] - @ -
| Sle o & L
457 3 5 g ld e s =
| - - EREG B F~
: S E: R = 2
40- = 412 Ll
I et 1= b
-— oy {= ] o
| ™ ~ a4
I3 g 2 / q
™ -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Hurmete de Ondas {em-1)
Mimero de barridos de la muestra; 94
Numero de barridos del fondo: 32
Resolucion: 4.000
Ganancia de la muestra: 8.0
Velocidad del espejo: 0.4747
Apertura: 150.00 Tiempo de recogida: Lun May 21 15:18:24 2012 (G

57



‘ ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DIARILSULFONAS SOBRE CEPAS DE
Escherichia coli Y Staphylococcus aureus

Espectro de masas del LQM 935A

File: GZV_LQM935-A I  Date Run: 05-22-2012 (Time Run: 16:23:13)
Sample: GZV_LQM935-A I
Instrument: JEOL GCmate
Inlet: Direct Probe Tonization mode: EI+
Scan: 48 R.T.: .56
Base: m/z 319; 48.6%FS TIC: 7740928 #lons: 674
- 319.0888
01
60
% 4
n
20
- B04.9825 l 1 330_?792
S " R e R T
Selected Isotopes : Cy | Hy 17Ny 100451 Error Limit : 50 ppm Unsaturation Limits : 0 to 50
Measured % Base Formula Calculated Error Unsaturation
Mass Mass
319.0888 100.0% C16H17N O4S 319.0878 31 9.0
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