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5. RESUMEN

El presente trabajo muestra la evaluacion de la actividad antimicrobiana de 67 nuevos
compuestos organicos heterociclicos sintetizados en su mayoria a partir de derivados de
benzimidazoles, y otros de hidrazidas, pirazol y piridazina, los cuales, para fines experimentales,

fueron separados con base en su estructura quimica en los grupos A, B, C, D, E, Fy G.

Estos compuestos fueron obtenidos por sintesis organica y proporcionados por el laboratorio L-
121 de la seccion de Quimica Organica de la FES-Cuautitlan. Se determind su posible actividad
antimicrobiana utilizando la técnica de difusién radial en disco, con una cepa de referencia de
Staphylococcus aureus, ATCC 6538, la cual se cultivd en placas de agar Mueller-Hinton

adicionada con 2% de glucosa.

Se utiliz6 como testigo negativo discos impregnados con DMSO y como testigos positivos
antibioticos comerciales los cuales fueron Penicilina G (10 U) y Meropenem (10 ug) marca Bio-
Rad. Para la evaluacién de los compuestos fue necesario disolverlos en DMSO y se

impregnaron en discos estériles de papel filtro, asegurando una concentracion de 4 mg/ disco.

Algunos compuestos (A2, A6, A8, B3, C6, C7, C10, E2, E3) resultaron insolubles por lo que
fueron descartados de la experimentacion, mientras otros compuestos del grupo D, E'y F no

fueron representativos en este trabajo, debido a su baja o nula actividad antimicrobiana.

Los resultados obtenidos fueron comparados con los testigos positivos y se encontré que todos
los compuestos derivados de benzimidazoles de los grupos A, B, C y G mostraron halos de
inhibicion superior que el antibiético comercial Penicilina G (12 mm), con excepcion del

compuesto B10 y G1, los cuales no mostraron actividad.

Algunos compuestos mostraron halos de inhibicién superiores respecto al testigo positivo
Meropenem (halo de 26 mm), como lo fueron A4 (28 mm) AS (32mm) A7 (31mm) A10 (31mm)
B2 (28mm) y C2 (50mm), los cuales se pueden determinar como los mas efectivos y podrian ser

de interés por su potencial efecto antimicrobiano frente a S. aureus.

Con base en los resultados, se analizaron las estructuras quimicas de los compuestos
demostrando que los grupos con estructura similar al benzimidazol presentaron un mayor efecto,
lo que puede radicar en la competencia con las purinas resultante en la inhibicién de la sintesis

de acidos nucleicos y proteinas de las bacterias.

-11-
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Otro factor importante que aumento la actividad antimicrobiana fue la adicion de sustituyentes
fenilo, ya que al comparar el efecto del compuesto C2 con el B2, los dos compuestos se
encuentran sustituidos por este grupo fenilo y fueron los de mayor actividad antimicrobiano en

cada uno de sus respectivos grupos.

Adicionalmente, se pudo observar que puede existir una relacion entre la actividad
antimicrobiana y la presencia de sustituyentes electrodonadores (amino) y electroatractores
(nitro), y que, a su vez, aumenta visiblemente el efecto, dependiendo de la posicion del anillo
que se encuentre sustituida, ya que se pudo observar que la sustitucion en la posicién para del

anillo fenilico, favorece el efecto antimicrobiano tanto para los compuestos A7 y A10.

Como el presente estudio fue experimental y los resultados de los compuestos que se muestran
son una primera aproximacioén y factor predictivo para su eficacia clinica, es necesario realizar
estudios y pruebas mas especificas para poder determinar su mecanismo de accion,

concentracion minima inhibitoria y esclarecimiento de toxicidad.

-12 -

——
| —



6. INTRODUCCION

S. aureus es la principal especie patégena de su género, causa comun de infecciones diversas,
tanto de origen comunitario como hospitalario, es una de las principales causas de bacteriemia
y endocarditis infecciosa, asi como osteoarticular, de la piel, las membranas mucosas y de

tejidos blandos. (Murray, Roshental y Pfaller, 2005).

Se transmite facilmente a las areas no infectadas del cuerpo, lo que se debe principalmente a
su habilidad para colonizar al hospedero humano, a la presencia y expresion de importantes
factores de virulencia y a su capacidad para desarrollar resistencia a varios antibidticos.

(Cervantes, Garcia y Salazar, 2014).

S. aureus constituye un magnifico ejemplo de patégeno en constante evolucion. Desde que se
conoce su papel como agente causal de patologia infecciosa, se ha demostrado su eficaz
adaptacion a las condiciones cambiantes del medio circundante y su evolucién de la resistencia

a los antimicrobianos. (Murray et al., 2005).

Esta resistencia se ve favorecida principalmente por el uso indiscriminado de antibidticos,
generando microorganismos multirresistentes, provocando asi la diseminacion de cepas de S.
aureus en los hospitales, lo que se ha considerado como uno de los mayores retos terapéuticos,
tanto en el plano de la epidemiologia como del tratamiento farmacolégico de las enfermedades

infecciosas. (Rincon et al., 2014).

Actualmente se encuentran farmacos disponibles en el mercado que destacan por la presencia
de agentes con actividad contra bacterias Gram positivas multirresistentes, pero la alta
capacidad de adaptacion de las bacterias las lleva a desarrollar mecanismos de resistencia con
una velocidad preocupante y, aunque la resistencia a estos nuevos agentes es poco comun, la
aparicion de aislamientos resistentes revela la potencial amenaza de la emergencia de
resistencia en el futuro. Es por lo que se ha llevado a cabo la sintesis de una nueva clase de
agentes antimicrobianos derivados de moléculas, de las cuales ya se conoce su efecto, con el
fin de encontrar nuevos agentes con mayor actividad antimicrobiana. Estos han sido evaluados
in vitro, en donde, segun lo reportado, se ha exhibido una actividad buena o moderada, lo que

podria dar lugar a nuevos agentes. (Goker et al., 2005).

Estos derivados juegan un papel muy importante como agentes terapéuticos, ya que exhiben
actividad como antimicrobianos. El fuerte caracter lipofilico de estas moléculas juega un papel

esencial en la produccion de efectos antimicrobianos. (Ansari y Lal, 2009)

-13-
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7. AZOLES, BENZIMIDAZOLES, DIAZINAS E HIDRAZIDAS
7.1 Azoles

La base de los compuestos en estudio esta ampliamente relacionada con los azoles, los cuales
son compuestos heterociclicos aromaticos de cinco miembros, con dos heteroatomos, de los
cuales uno es un nitrégeno de tipo imina y se conocen con el nombre de 1,3-azoles y 1,2-azoles;
también, pueden contener otro heteroatomo que puede ser azufre, oxigeno o nitrégeno como se

muestra en la figura 1. (Héctor, 2014)

N

Z= O (Oxazol)
\ S (Tiazol)
NH, NR (Imidazol)
z

Figura 1. Estructura de 1,3-Azoles, Z indica los posibles heteroatomos.

Los tres compuestos 1,3-azoles, Imidazol, tiazol y oxazol son muy estables; oxazol y tiazol son
solubles en agua, imidazol es sélido a temperatura ambiente con puntos de fusion y de ebullicion
muy superiores a los otros azoles. De los tres, el imidazol es el que tiene una mayor relevancia
bioldgica, se encuentra en el aminoacido histidina y la hormona histamina, como se muestra en

la figura 2, involucradas en las respuestas locales del sistema inmune (Joule y Mills, 2010).

/4N 0]
N
HN /A ( / OH
NH, HN NH,
(A) (B)

Figura 2. Estructuras de (A) histamina, (B) histidina.

Por otra parte, los tres 1,2-azoles, pirazol, isotiazol e isoxazol, como se muestran en la figura 3,

se pueden entender comparandolos con los 1,3- diazoles. (Héctor, 2014).

/ \ Z= O (Isoxazol)
N S (Isotiazol)
/ NH, NR (Pirazol)
Z

Figura 3. Estructura de 1,2-Azoles, Z indica los posibles heteroatomos.
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El pirazol, es un heterociclico aromatico de cinco miembros que tienen dos atomos de nitrégeno
en posiciones contiguas; al igual que el imidazol, es el que tiene una temperatura de fusion y

ebullicion mas alta de los tres 1,2-diazoles. (Joule y Mills, 2010)

Se observa un rapido tautomerismo en el pirazol, lo que facilita la conversion de isémeros de

sustituyentes en posiciones 3 y 5. (Héctor, 2014)

La relevancia de los compuestos derivados del pirazol es muy importante en la industria de los
farmacos ya que se sabe que tanto el pirazol como varios de sus derivados N-sustituidos son
utilizados como agentes terapéuticos en caso de envenenamiento por metanol, también se han

encontrado acciones analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas. (Joule y Mills, 2010)

También existen derivados pirazolicos pertenecientes al grupo de las sulfonamidas, como el
sulfafenazol, figura 4, cuya actividad antibacteriana ha sido probada. (Medina, 2000).
Ny
(0] (o]
\/ |/

\ N
NH

H,N
Figura 4. Estructura de sulfafenazol.

Existen también los benzoazoles aromaticos, como se muestra en la figura 5, son azoles
fusionados a un benceno, los cuales en diversos estudios han demostrado, que sus derivados
sustituidos tienen actividades como antifungicas y antibacterianas altamente potentes. (Goker
et al., 2005)

Benzo-1,3-azoles Benzo-1,2-azoles Benzo-2,1-azoles
R = O (Benzoxazol), Z = O (1,2-Benzisoxazol), Z = O (2,1-Benzisoxazol)
NH, NR (Benzimidazol), NH, NR (Indazol), NH, NR (Indazol)
S (Benzotiazol) S (1,2-Benzisotiazol) S (2,1-Benzisotiazol)

Figura 5. Estructuras de Benzo-1,3-azoles, Benzo-1,2-azoles y Benzo-2,1-azoles. (Héctor, 2014)

-15-

——
| —



7.2 Benzimidazoles

Cuando en el benzoazol los dos heteroatomos son nitrégeno, se trata de un benzimidazol, su
sistema de anillos como nucleo se encuentra en investigacion ya que se podrian desarrollar a

partir de él, nuevos agentes quimioterapéuticos. (Goker et al., 2005)

El benzimidazol, como se muestra en la figura 6, es un compuesto organico aromatico
heterociclico, es un importante compuesto que posee muchas propiedades farmacoldgicas, es

de naturaleza biciclica que consiste en la fusion de benceno e imidazol. (Héctor, 2014)

N

T

N

Figura 6. Anillo de Benzimidazol.

Quimicamente, es un compuesto estable que puede tener reacciones electrofilicas, nucleofilicas
y ciclocondensaciones, la facilidad y versatilidad de su manipulacién quimica y su potencialidad
para producir compuestos con un amplio espectro de actividad, ha permitido su investigacion en
donde se ha encontrado que varios derivados de benzimidazol actian como agentes

quimioterapéuticos y se han encontrado amplias aplicaciones clinicas. (Bansal y Silakari, 2013)

De manera natural existen moléculas que poseen este sistema de anillos como las coenzimas
de la vitamina B12, en la cual el benzimidazol es una parte integral de la molécula como se

observa en la figura 7. (Ansari y Lal, 2009).

HO o

Figura 7. Estructura de la vitamina B12. En esta molecula el anillo de benzimidazol se encuentra en
forma de dimetilbenzimidazol. (Héctor, 2014)

-16 -

——
| —



Se ha observado que el fragmento de benzimidazol y algunos de sus derivados suprimen el
crecimiento bacteriano; este descubrimiento fue seguido por tentativas de crear nuevas
preparaciones antibacterianas basadas en sus derivados. (Ansari y Lal, 2009).

Existen otras sustancias biolégicas naturales como las bases de purina, como se muestra en la

figura 8, que también incluyen un resto de benzimidazol en su estructura.

HN\\\
N

N
\%N

Figura 8. Estructura del nucleo de las purinas.

Se ha reportado que varios derivados del benzimidazol poseen diferentes actividades
farmacolégicas como antimicrobiano, antimicotico, neuroléptico, para tratamiento contra el
VIH/SIDA, antihelmintico, antihistaminico, antiulceroso, cardiotdnico y antihipertensivo. (Goéker
et al., 2005)

A partir de estos descubrimientos, se ha realizado la sintesis y evaluacion biologica de una
variedad de nuevos derivados de benzimidazol, los cuales dieron como resultado compuestos
con mayor estabilidad, biodisponibilidad y actividad bioldgica, esto con el fin de obtener agentes

terapéuticos mas efectivos. (Ansariy Lal, 2009)

Segun la literatura, se ha demostrado la importancia que tiene las sustituciones en las posiciones
1, 2 y 5 del anillo de benzimidazol para sus actividades farmacolégicas. Se han reportado
benzimidazoles 2-fenil sustituidos con diferentes actividades bioldgicas, como antimicrobianos,

antibacterianos, antitumorales, antivirales y antiinflamatorios. (Goker et al., 2005)

Hasta el momento, el mecanismo por el que los benzimidazoles tienen un efecto antimicrobiano
parece radicar en la competencia por las purinas, que resulta en la inhibicion de la sintesis de

acidos nucleicos y proteinas de las bacterias. (Bansal y Silakari, 2013)
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7.3 Diazinas

Las diazinas son heterociclos aromaticos de seis miembros que contienen dos atomos de
nitrogeno de tipo imina; las diferentes diazinas, de acuerdo con la posicion en la que se
encuentren los atomos de nitrdgeno, son nombradas como pirazina, pirimidina y piridazina.
Como se observa en la figura 9, la molécula de pirazina contiene los atomos de nitrégeno en las
posiciones 1y 4, en segundo lugar, la primidina con los atomos de nitrégeno en la posicion 1y

3, por ultimo, la piridazina con sustitucién en la posicion 1y 2. (Ansari y Lal, 2009)

(j I C
N/ \N ) \N AN
(A) (B) (C)

Figura 9. Estructura de las diferentes diazinas, (A) Pirazina, (B) Pirimidina y (C) Piridazina.

Los derivados de diazinas mas estudiadas son los oxo y aminopirimidinas: tiamina, citosina y
uracilo, que se encuentran como bases en el ADN y ARN; son las diazinas mas importantes las
cuales se muestran en la figura 10. En estos ciclos la presencia de los sustituyentes oxo o amino

favorece la sustitucién electrofilica. (Héctor, 2014)

0 NH,
HsC
NH N
e L
N © N o) N 0
(A) (B) (C)

Figura 10. Estructuras de (A) Tiamina, (B)Citosina y (C) Uracilo.

Las estructuras de diazinas se pueden localizar en muchos farmacos, como en el antibacteriano

trimetoprim como se muestra en la figura 11. (Medina, 2000)

NH, ‘
o)
N| X
HzN/kN/ o/

™~

Figura 11. Estructura de antibiético trimetoprim.
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7.4 Hidrazidas

En quimica organica, las hidrazidas son compuestos que se caracterizan por tener un enlace
covalente nitrégeno-nitrégeno y se caracteriza por tener cuatro sustituyentes en el que al menos
uno es un grupo acilo, la estructura general para una hidrazida se observa en la figura 12 (Héctor,
2014).

Figura 12. Estructura general de hidrazidas.

Se sabe que algunos derivados de hidrazidas poseen actividades antibacterianas como el caso
del acido isonicotinico, también conocida como isoniazida, figura 13, es un farmaco
antituberculoso activo frente a Mycobacterium tuberculosis, es una sustancia con una elevada
actividad ya que ejerce un efecto sobre la proliferacion de bacilos tuberculosos, por lo que es
utilizado para tratar todos los tipos de tuberculosis, se sugiere que produce bacteriostasis por

impedir la formacion de un metabolito esencial para el desarrollo del bacilo (Medina, 2000).
O H
N
AN

NH,

X

a

N

Figura 13. Estructura de la isoniazida.
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8. ANTIMICROBIANOS

Un antimicrobiano se define como cualquier molécula natural (producida por un organismo vivo,
hongo o bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion del
crecimiento de bacterias, virus u hongos. Los antimicrobianos ideales ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcién del microorganismo, tienen elevada potencia
biolégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad

para las células de nuestro organismo. (Pirez y Mota 2006).
Su accién y efecto sobre las células microbianas pueden ser:

1. Microbicida: El sufijo -cida indica muerte, incapacidad de reproduccion
2. Microbiostaticos: este término deriva de la palabra griega stasis que significa detencion,

estos inhiben el desarrollo y la reproduccién
Los mecanismos primarios de accion de los antimicrobianos son cinco:

++ Inhibicion de la sintesis de la pared celular
+ Alteracién de la membrana celular

++ Inhibicion de la sintesis de proteinas

+ Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos

+» Competitividad metabdlica

Segun el espectro de accion, los antibacterianos pueden clasificarse en: a) amplio: aquellos
antibiéticos que son activos sobre un gran numero de especies y géneros diferentes y b)

reducido: antibiéticos activos sobre un grupo minimo de especies. (Medina, 2000).

En la tabla 1 se muestran los principales antimicrobianos y su mecanismo de accion.
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Tabla 1. Mecanismo de accién de principales antimicrobianos (Medina, 2000).

Principales mecanismos de

accion de los antimicrobianos Ejemplos

Mecanismo de Accidn

Penicilina

Son bactericidas y se fijan a los receptores celulares que son PBP
(proteinas fijadoras de penicilina) localizadas en la membrana
citoplasmatica, encargadas de producir la transpeptidacion dando

lugar a lisis de la pared bacteriana.

B-Lactamicos

Inhibicion de la sintesis de la

pared celular

Cefalosporinas
Aztreonam

Carbapanemes

Actuan atravesando las membranas y la pared celular inhibiendo la
accion de las PBP, debido a sus caracteristicas estructurales tienen
un mayor espectro y atraviesan facilmente las paredes bacterianas
de los microorganismos y presentan un alto grado de resistencia a

las B-lactamasas

e Fosfomicina

Afecta la formacion de enlaces glucosidicos, N-acetilglucosamina,

N-acetilmuramico, que se realiza en el interior del citoplasma

e Vancomicina
e Bacitracina
e Cicloserina

e Teicoplanina
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Tabla 1. Mecanismo de accion de principales antimicrobianos (Medina, 2000). (Continuacion)

Principales mecanismos de

accion de los antimicrobianos

Ejemplos

Mecanismo de Accion

Alteracion de la membrana celular

Polimixina B

Colistin

Obtenida de Bacillus polimixa, es un polipéptido que ataca los
fosfolipidos. Es bactericida, afecta a los microorganismos Gram
negativos, pero solo puede usarse en forma tépica.

El colistin es muy similar

Anfotericina B

Nistatina

Son antimicéticos, se unen al grupo esterol de la membrana y, por lo
tanto, solo son activos contra los microorganismos que contienen

estos compuestos en su membrana

Inhibicion de la sintesis proteica.

Cloranfenicol

De amplio espectro, inhibe la sintesis de proteinas, penetra a la
célula por un mecanismo de difusién facilitada y se une de manera
reversible a la subunidad 50 S de los ribosomas, a este nivel
interfiere a la incorporacion de aminoacidos, mediante el bloqueo de

la accion de la peptidil transferasa.

Tetraciclina

Ejercen un efecto bacteriostatico, inhiben reversiblemente la sintesis
proteica, se fijan a la subunidad 30 S, lo que impide el agregado de

nuevos aminodacidos en la cadena peptidica.

Aminoglucésidos

Tienen la propiedad de unirse a los ribosomas en las subunidades
30S y 50S y bloquean la lectura del ARN mensajero en la fase inicial
de la sintesis proteica. Son utiles en el tratamiento de infecciones
debidas a Gram negativos, algunos ademas actuan alterando el
DNA.

Competitividad metabdlica

Sulfamidas
Trimetoprim

PAS (acido para-aminosalicilico)

En general compiten con un precursor de aminoacidos como el
PABA, y asi evitan la sintesis del acido félico que requieren muchos

microorganismos.
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9. RESISTENCIA ANTIBACTERIANA

La resistencia bacteriana a los antibioticos es un problema de salud mundial que se encuentra
en constante evolucion; de manera frecuente se presentan nuevos mecanismos de resistencia

bacteriana a los antibiéticos. (Canton y Morosini, 2011).

Es utilizada como mecanismo de defensa y es un fenémeno que existia antes del descubrimiento
de los antibidticos y de su uso, pero que con su introduccion en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, se ha intensificado debido al fendmeno denominado “presién selectiva” contra las
bacterias, considerado como uno de los factores mas importantes para la aparicion y

diseminacion de la resistencia a los antibiéticos. (Woodford, Turton y Livermore, 2011)

La resistencia se evita mediante el control rapido de las infecciones; las dosis inapropiadas
favorecen el desarrollo de resistencia, incluso dosis mucho mayores pueden no conseguir el
control de la infeccion, al igual que la eleccion de un antibiético que no tenga actividad frente a

ese microorganismo.

La denominada resistencia adquirida ocurre en una bacteria inicialmente sensible a los
antibiéticos por cambios, por mutaciones o por la adquisicion de genes de resistencia durante el
fendmeno conocido como transferencia genética lateral, que es un proceso por medio del cual
un organismo transfiere material genético a otra célula que no es descendiente. (Woodford et al.,
2011).

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los antibiéticos
y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes; este surgimiento representa una
respuesta secuencial a la presion selectiva de una poblacién impuesta por la terapia

antimicrobiana y por el abuso de éste. (Canton y Morosini, 2011)
10. Staphylococcus aureus

S. aureus es un microorganismo de gran importancia médica y desde hace muchos afios se le
ha reconocido como uno de los principales agentes patégenos para el humano. 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
ser humano. Es el principal de su género, ya que se destaca como un importante patéogeno
humano; se encuentra ampliamente diseminado en el ambiente y posee caracteristicas

particulares de virulencia y resistencia. (Bannerman y Peacock, 2007)
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Son bacterias muy resistentes al calor y la desecacién, pueden crecer en medios con elevada
salinidad, estas cualidades son una de las causas que explican algunos aspectos de la

epidemiologia de esta bacteria. (Boucher y Corey 2008).

En los humanos causa una amplia variedad de enfermedades infecciosas como se muestra en
la tabla 2; su principal impacto es ocasionado por las cepas de S. aureus. (Murray, Roshental, y
Pfaller, 2005)

Tabla 2. Enfermedades causadas por S. aureus (Cervantes et al., 2014).

* Piodermas, incluyendo impétigo y paroniquia

Invasion e Superficial  « Infecciones de piel y tejidos blandos, forunculos, celulitis,
directa linfangitis, linfadenitis, etc.
* Piomiositis

e Profundas —
* Artritis séptica

» Osteomielitis

* Bacteriemia con o sin shock o falla multiorganica

Diseminacion por via sanguinea * Formacion de abscesos metastasicos (cerebro, pulmon,

higado, bazo, retroperitoneo, rifidn, tracto genital, etc.)

 Sindrome de piel escaldada

. * Intoxicacion alimentaria
Enfermedades mediadas por

toxinas » Sindrome del shock téxico
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10.1 Morfologia e identificacion

Las bacterias de S. aureus son inmoviles, no forman esporas y la mayoria son anaerobias
facultativas, son bacterias esféricas de casi 1 ym de diametro, son cocos Gram positivos, pueden
encontrarse solos, en pares, en cadenas cortas 0 en racimos, como se muestra en la figura 14
(Murray et al., 2005).

Figura 14. S. aureus, se muestran cocos Gram positivos dispuestos en pares
tétradas y racimos 100 X. (Lépez, 2014)

Inicialmente la deteccion de catalasa permite diferenciar el género Staphylococcus (catalasa
positiva), de los géneros Streptococcus y Enterococcus (catalasa negativos). (Cervantes et al.,
2014).

Una de las caracteristicas para diferenciar a S. aureus de las demas especies, es que produce
la enzima coagulasa, que le permite coagular el plasma, por lo tanto S. aureus es la Unica
coagulasa positivo a diferencia de las demas especies denominadas coagulasa negativa. (Mac
Faddin, 2003).

Un resultado positivo de la prueba de coagulasa constituye, por lo comun, el criterio de
diagndstico definitivo para la identificacion de S.aureus y con frecuencia se utiliza para indicar la

virulencia o patogenicidad. (Cervantes et al., 2014).

Tienen un crecimiento de entre 18 y 24 horas y crece formando colonias lisas, cremosas que
miden de 1 a 3 mm, produciendo un tipico pigmento amarillento debido a la presencia de
carotenoides; también se caracteriza por resistir condiciones ambientales adversas y la
desecacion, asi como cambios de temperatura, lo que explica su patogenicidad. (Murray et al.,
2005)
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Ademas de las pruebas anteriores, S. aureus, a diferencia de S. epidermidis y otras especies
coagulasa negativas, puede fermentar el manitol, el medio utilizado de agar manitol-sal contiene
1% de manitol, NaCl al 7.5%, rojo de fenol y peptonas, por lo que la elevada concentracion salina

inhibe el crecimiento de otras bacterias.

S. aureus puede ser detectado por la presencia de una zona amarilla alrededor de las colonias,
lo que indica la produccién de acido a partir del manitol (Mac Faddin, 2003). En la figura 15 se

describen las pruebas generales para la identificacién de S. aureus.
Cocos Gram
positivos
|
Prueba de
Catalasa
L) 1

(+)

Staphylococcus

)

Streptococcus

Coagulasa /

Fermentacion de
Manitol

(+)

S. aureus )

S. epidermidis
S. aemolitus, etc.

Figura 15. Identificacién de S. aureus (Cervantes et al.,2014).

La tabla 3 muestra algunas de las pruebas bioquimicas para la identificacion de S. aureus, como
las pruebas de fermentacién de azucares. La fermentacion de glucosa permite diferenciar el
género Staphylococcus del género Micrococcus, que es también catalasa positiva, pero no

fermenta la glucosa en anaerobiosis. (Bannerman y Peacock, 2007).

Tabla 3. Pruebas bioquimicas para identificaciéon de S. aureus (Mac Faddin, 2003).

Fermentacion de Azucares

o
o
5]
[72) 49 n ] — n
3 B © .z 8 ke @ 3 3 S o ©
® = £ o el 5] Q °] o = © N
S © ST} (O] ) o © g © = © 5 © 2
@ = S B D 5 ) © = @ [ 5 <
o © o2 o2 T O O - = = N
O &} T o >0
+ + + + A A AG A A A A A

+: positivo, A: Produccién de acido, AG: Produccion de acido y gas.
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10.2 Componentes celulares

Uno de los principales componentes de la pared celular, es el peptidoglicano; asi como los acidos
teicdicos, el peptidoglicano proporciona forma y estabilidad a la bacteria y ésta tiene actividad de
endotoxina, una de las causas de su patogenia; por otra parte, los acidos teicéicos median la
union de S. aureus a las superficies mucosas mediante uniones especificas de fibronectina.
(Cervantes et al., 2014).

La mayoria de las cepas de S. aureus estan recubiertas uniformemente por una proteina
denominada proteina A, que tiene una importante funcién antifagocitaria, ésta sirve como prueba
especifica de aglutinacién con anticuerpos monoclonales, por lo que se utiliza para su

identificacion. (Bannerman y Peacock, 2007)

Otra proteina en la pared celular es la coagulasa, la cual se encuentra de dos formas, coagulasa
libre o ligada. La coagulasa ligada convierte directamente, sin intervencion de factores
plasmaticos, el fibrinégeno en fibrina, produciendo la coagulacién del plasma; por otra parte, la
coagulasa libre requiere unirse a un factor especifico, la protrombina, para activarse y catalizar
la conversion de fibrinbgeno en fibrina. (Calderdon, Espinoza, y Avila, 2002). Otra de los
componentes celulares es la membrana citoplasmatica, la cual esta formada por un complejo de

proteinas, lipidos e hidratos de carbono. (Kaplan y Tenebaum, 1982)

S. aureus esta recubierto por una capa de polisacaridos externos, denominado Slime o capsula
mucoide, que le confiere a la bacteria una mayor capacidad de adherencia, asi como un aumento

del efecto antifagocitico. (Kaplan y Tenebaum, 1982)
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10.3 Patogenicidad

S. aureus, es la especie mas virulenta del género, se caracteriza por poseer componentes
estructurales singulares y de producir numerosas enzimas consideradas factores de virulencia,
esto le confiere éxito de colonizacion y produccion de enfermedades al ser humano. (Kaplan y
Tenebaum, 1982)

Sus factores de virulencia participan en adhesion, adquisicién de nutrientes y evasién de la
respuesta inmune del hospedero. La presencia de capsula es importante a nivel patogénico, ya
que tiene propiedades antifagociticas, ademas, posee diferentes proteinas de superficie que
median la adherencia al tejido del hospedero, estas proteinas reconocen como receptores a

moléculas tales como el fibrindgeno, fibronectina y colageno. (Pahissa, 2009)

Casi todas las cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas que facilitan la
evasion y destruccion tisular, entre ellas, hay cuatro hemolisinas (a, B, y y 0), nucleasas,
proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa, fosfolipasa C y elastasa. La funcién de estas
proteinas es la ayudar a degradar los tejidos locales del hospedero, para convertirlos en

nutrientes para las bacterias. (Dinges, Orwin y Schlievert, 2000)

Las hemolisinas son importantes toxinas citoliticas sobre una variedad de células:

e o hemolisina: tiene efecto letal sobre una variedad de membranas celulares eucariotas,
incluyendo la de PMN humanos, asi como también la de eritrocitos de diferentes especies
animales. Es responsable de la zona de hemdlisis observada alrededor de las colonias
de S. aureus.

e [ hemolisina: es una esfingomielinasa activa sobre diferentes células: leucocitos,
eritrocitos, fibroblastos.

¢ vy ® hemolisinas: se encuentran en algunas cepas de S. aureus y lisan una variedad de
células diferentes.

Algunas bacterias producen proteinas adicionales como la toxina 1 del sindrome del shock toxico
(TSST-1), las enterotoxinas estafilocdcicas (SE), las toxinas exfoliativas (ETA y ETB) y la

leucocidina. (Dinges et al., 2000)

Las toxinas exfoliativas son responsables del sindrome de piel escaldada, actua alterando la
capacidad de adherencia de las células al estrato granuloso y provocando la separacion de las
capas mas superficiales de la epidermis. La descamacion epitelial generalizada que se produce
se ha denominado sindrome de la piel escaldada o sindrome de Ritter, el cual es mucho mas
frecuente en nifos recién nacidos, aunque también se han descrito casos en adultos. (Velazquez,
2005).
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La produccion de toxinas tiene lugar principalmente en bacterias en fase de latencia, lo que

favorece su diseminacion. (Dinges et al., 2000)

Otro de los factores de patogenicidad de S. aureus es la coagulasa. Esta existe en dos formas,
una forma unida (llamada también factor de aglomeracion) y una forma libre. La coagulasa unida
a la pared celular del estafilococo se une a la protrombina, este complejo trasforma el fibrindbgeno

en fibrina insoluble y esto provoca la aglomeracién de los estafilococos. (Velazquez, 2005)

La importancia de la coagulasa en la patogenia de la enfermedad radica en que esta enzima
causa la formacién de una capa de fibrina alrededor del absceso estafilocdcico, localizando la

infeccién y protegiendo a la bacteria de la fagocitosis. (Forbes et al., 2009).

Una vez colonizada la superficie tisular, la bacteria construye una biocapa mediada
principalmente por la produccién de una sustancia denominada polisacarido de adhesion
intracelular; ésta protege a S. aureus de los mecanismos de defensa del hospedero y de los
antimicrobianos y explica la dificultad de erradicar las infecciones causadas. Ademas, esta
bacteria puede sobrevivir intracelularmente en las células endoteliales, o que contribuye a la

evasion de los sistemas defensivos. (Togneri et. al 2016)

Otra enzima importante es la hialuronidasa o factor de difusidon, capaz de romper el acido
hialurénico del tejido conectivo y colaborar asi, al menos en teoria, en la difusién del

microorganismo. (Pahissa, 2009).

En la tabla 4, se explican algunas determinantes de patogenicidad y sus propiedades.
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Tabla 4. Determinantes de Patogenicidad en S. aureus (Pahissa, 2009).

Determinantes de Patogenicidad

Propiedades

Componentes de la pared celular

Peptidoglicano

Acidos teicdicos

Activacién del complementa, proporciona estabilidad osmética y estimula la produccion de piégenos
enddgenos y es quimioatrayente leucocitario.

Regula la concentracion cationica de la membrana celular, se une a la fibronectina, tiene funcion
antifagocitaria.

e Proteina A Altera funcién ciliar, estimula respuesta inflamatoria, media el dafio tisular con produccién de
radicales toxicos de oxigeno.
e Capsula Es una adhesina, impide la quimiotaxis y la fagocitosis, inhibe la proliferacion de células
mononucleares.
Enzimas
e Coagulasa Formacion de absceso, convierte el fibrindégeno en fibrina

Estafiloquinasas

Hialuronidasa

Lipasas
Catalasa
Nucleasas
Proteasas

Colagenasa

Degradan la fibrina y contribuyen a la invasion de tejidos vecinos

Invasion histica, hidroliza los acidos hialurénicos en el tejido conectivo, facilitando la diseminacion
de los estafilococos en los tejidos

Invasion, hidroliza los lipidos
Supervivencia en fagocitos
Hidrolisis del ADN

Hidrolisis de proteinas

Hidrolisis de colageno

Toxinas
Hemolisinas (a, B, y y 8)
Leucocidina
Toxina exfoliativa
Toxina del shock Téxico
Enterotoxinas

Rotura de la membrana celular

Alteracion de la permeabilidad celular de fagocitos
Epidermolisis

Shock

Intoxicacion alimentaria
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10.4 Epidemiologia

S. aureus es uno de los principales patégenos mas importantes a nivel mundial. Bacteria
oportunista que forma parte del microbiota, la colonizacion mas frecuente es en la mucosa nasal,
el principal reservorio lo constituye el ser humano enfermo y también existen infecciones
pediatricas nosocomiales debido a su poca madurez inmunoldgica, es mas frecuente la
colonizacién en el hospital, especialmente en pacientes con hemodidlisis, diabéticos tipo 1,
pacientes con lesiones cutaneas, sujetos infectados con VIH/Sida y adictos a las drogas. (Kaplan
y Tenebaum, 1982)

Segun lo reportado por la red hospitalaria de vigilancia epidemiolégica (RHOVE), a través de la
plataforma unica del SINAVE, las infecciones asociadas a la atencién de la salud (IAAS) son un
problema de salud publica de gran trascendencia econémica y social, se asocian con altas tasas
de morbilidad y mortalidad. Se han notificado 61,969 IAAS, de los cuales 34,884 se logro
identificar el agente etiolégico, mostrando que S. aureus es una de las principales causas con
2,459 casos confirmados. (RHOVE, 2019)

Este tipo de infecciones por S. aureus han reemergido debido a que la bacteria se ha tornado
resistente a diversos antibiéticos con los que normalmente se les trata. Actualmente, estos brotes
se dividen como infecciones nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad. (Creench
et al., 2005)

Los diversos estudios con los que se dispone en México, se limitan practicamente a la infecciéon
por S. aureus en el medio hospitalario y al uso de ventiladores mecanicos e intubacion

endotraqueal como causa de infeccién nosocomial. (Velazquez. 2005)

En México, diversos estudios de vigilancia de las infecciones nosocomiales indicaron que de 8.3

a 36% de esas infecciones fueron atribuibles a S. aureus. (Rodriguez, 2005)
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11. JUSTIFICACION

Hoy en dia, las enfermedades microbianas infecciosas siguen siendo un problema mundial,
debido a la resistencia a un gran numero de agentes antimicrobianos, razén por la cual una
variedad de especies clinicamente significativas de microorganismos se ha convertido en un

importante problema de salud publica a nivel mundial.

Una forma de luchar contra este desafio es el uso adecuado de los antibiéticos comercializados
disponibles, el otro es el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos, por lo tanto, siempre
habra una necesidad vital de descubrir nuevos agentes quimioterapéuticos para superar la

aparicion de resistencia e idealmente acortar la duracién de la terapia.

Entre los problemas de resistencia emergentes mas importantes esta S. aureus, que ha ganado
mucha atencion en las ultimas décadas, porque se ha convertido en un importante patégeno
adquirido en el hospital. Las infecciones por S. aureus son muy dificiles de curar, porque esta
cepa es resistente contra casi todos los antibidticos clinicamente disponibles. Esta razon y otros
factores como el alto costo de produccion y la toxicidad de los compuestos sintéticos han llevado

a buscar nuevos antimicrobianos efectivos que sean de gran importancia en la clinica.

En el presente trabajo se evaluan derivados de benzimidazoles, hidrazidas, un pirazol y una
piridazina, frente a S. aureus, de los cuales se sabe que algunas de sus actividades tienen
efectos antimicrobianos, por lo que se pretende identificar de 67 compuestos sintetizados, cuales

tiene efecto antimicrobiano mediante la prueba de difusion radial en disco.
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12. HIPOTESIS

En diversos estudios farmacoldgicos, se ha comprobado la actividad antimicrobiana de
compuestos azélicos, por lo tanto, si los compuestos evaluados en el presente trabajo, derivados
de benzimidazoles, hidrazidas, pirazol y piridazina, muestran actividad antimicrobiana contra S.

aureus, podra ser observado por medio de la prueba de difusion radial en disco.
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13. OBJETIVOS

13.1 Objetivo general:

Evaluar la actividad antimicrobiana de 67 nuevos compuestos derivados de benzimidazoles,
hidrazidas, un pirazol y una piridazina, frente a la cepa de referencia de S. aureus, ATCC 6538,
utilizando el método de difusion radial en disco (antibiograma), para determinar su posible efecto

bactericida o bacteriostatico en comparacion con antibiéticos comerciales.

13.2 Objetivos particulares:

¢ Identificacion de la cepa bacteriana mediante la realizacion de pruebas bioquimicas

o Realizar la prueba de sensibilidad en placa de los compuestos organicos y compararlo
con un control negativo (disco con DMSO) y control positivo (antibiéticos comerciales).

e Realizar un andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los compuestos
organicos analizados y compararlos con los resultados del testigo positivo.

e Realizar una comparacion entre las estructuras quimicas de los compuestos que
generaron mayor actividad antimicrobiana, describiendo un posible mecanismo de

accion.
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14. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Inicio

Acandicionamiento del
material

_., |

Jl

‘ B
intesis de los compuestos Preparacion de la cepa de
organicos referencia de S. aureus

Preparacion de los medios
de cultivo

Y

Y !

Los compuestas fueron
proparcionados por el laboratorio
L-121 de la seccion de Quimica
Organica de la FES-Cuautitlan

aureus ATCC 6538 en caldo

Cultiva bacteriano de S.
Preparacion del caldo nutritive y

agar
Miiller-Hinton, se realizd conform
a las indicaciones del fabricante

nutritive {24 ha 37°C
+2° C en agitacian)

(1 gramo/compuesta)

i

]

Clasificacidn de compuestas con

Y

Esterilizacion en autoclave

Realizacion de pruebas
bioguimicas

base a estructura quimica en los
grupos: A,B,C,D,E,FG.
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Y
Calculos y solubilizacion de

4 (estandarizacién al 0.5 con

Prueba de esterilidad

Preparacion del indculo
(24 horas a 37°C)

nefelémetro de Mc-Farland)

compuestos en DMSO

Y

J
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Realizacion de
antibiogramas/ incubacion
24ha37°Cx2°C

Impregnacién en discos
previamente esterilizados, con
una misma concentracion de 4

mg/disco

Y

Medicidn de halos,
analisis de resultados

]
Y

Fin

Figura 16. Diagrama del disefio experimental

R1: Residuos de papel, envolturas de material
estéril, cubrebocas, guantes, cofia, Basura
municipal.

R2: Puntas para micropipeta con residuos de
DMSO y/o compuestos organicos, colocar en
recinientes para su posterior tratamiento.

R3, R5: Material desechable contaminado con
S. aureus, colocar en recipientes para su
posterior esterilizacién y desecho.

R4: Material reutilizable contaminado con S.
aureus, colocar en recipiente para su
esterilizacion, lavado, secado y
almacenamiento
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14.2 Materiales y reactivos
Medios de cultivo utilizados

+«+ Caldo y Agar Nutritivo, marca BD® Dioxon.

¢ Agar Mueller-Hinton marca BD® Dioxon
Reactivos

% Tincion de Gram: Cristal violeta al 3%, Lugol al 3%, Alcohol-Acetona 1:1, Safranina al 4%,
Aceite de inmersion.

¢ Disolucion de compuestos organicos puros y control negativo: DMSO marca Fermont al
99.9%

Cepa utilizada
s Staphylococcus aureus ATCC 6538
Antibiéticos comerciales

+» Discos de Penicilina G, 10 U marca BIORAD
+ Discos de Meropenem 10 ug, marca BIORAD

14. 3 Compuestos organicos a evaluar

La sintesis de los 67 compuestos organicos fue realizada por el laboratorio L-121 de la seccién
de Quimica Organica de la FES Cuautitlan campo 1 y suministrada por el Dr. Guillermo Penieres
y el Dr. Ricardo A. Luna Mora, proporcionaron 1 g de cada uno de los compuestos puros para la
realizacion del presente trabajo. Estos compuestos fueron clasificados, con fines experimentales
con base a su estructura quimica en un total de siete grupos, los cuales fueron A, B, C, D, E, F
y G como se muestra en la tabla 5, en donde se observa su estructura quimica, asi como
denominacion (IUPAC).

36

——
| —



Tabla 5. Estructuras e identificacion de los compuestos organicos (Grupo A).

COMPUESTO

IDENTIFICACION

COMPUESTO IDENTIFICACION

COMPUESTO IDENTIFICACION

H

N>

N
1H-Benzimidazol

Cro-O

2-Fenil-1H-benzimidazol

o~/
©:N/>/\—\\_// N\

2-(4-Dimetilaminofenil)-1H-
benzimidazol

avel

2-(3,4-Dimetoxifenil)-1H-benzimidazol

A3

A4

CO-0 -

2-(2-Aminofenil)-1H-benzimidazol

NH,
H
N

©E%C§ .
N

2-(3-Aminofenil)-1H-benzimidazol

H
N

O
N

2-(4-Aminofenil)-1H-benzimidazol

@m@ As

-(2-Nitrofenil)-1H-benzimidazol

OO0

2-(3-Nitrofenil)-1H-benzimidazol

H

N
CL—O—

N

2-(4-Nitrofenil)-1H-benzimidazol

——

]
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Tabla 5. Estructuras e identificacion de los compuestos organicos Grupo B. (Continuacion)

COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION
H O,N
H
" N B5 B9
N N
O,N O,N
5(6)-Nitro-1H-benzimidazol 5(6)-Nitro-2-(2-nitrofenil)-1H- 2 -(3-Aminofenil)-5(6)-nitro-1H-
benzimidazol benzimidazol
N
B10
¥ B2 B6
2-Fenil-5(6)-nitro-1H-benzimidazol 2 (4-Am|nofen|I )-nitro-1H-
5(6) -Nitro-2-(3- nltrofenll) -1H- benZ|m|dazoI
ben2|m|dazol

/©: >_©7 [ B3 ozN/©:§/>_©7NOZ B7

5(6)-Nitro-2-(4-nitrofenil)-1H-

4 Dimetilaminofenil)-5(6)-nitro- 1H— benzimidazol
benzimidazol
2 \ B4 /©: >_© B8
-(3,4-Dimetoxifenil)- nltro 1H- 2-(2-Aminofenil)-5(6)-nitro-1H-
ben2|m|dazol ben2|m|dazol

——

]
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Tabla 5. Estructuras e identificaciéon de los compuestos organicos Grupo C. (Continuacion)

COMPUESTO IDENTIFICACION

COMPUESTO IDENTIFICACION

COMPUESTO IDENTIFICACION

H

)

HoN N

5(6)-Amino-1H-benzimidazol

6)-Amino-2-fenil-1H-benzimidazol

5(6)-Amino-2-(4-dimetil-aminofenil)-1H-
benzimidazol

orave

5(6)-Amino-2-(3,4- dlmetOX|fen|I) 1H-
ben2|m|dazol

C1

C2

C3

C4

ON
N
D[/ cs
HoN N

5(6)-Amino-2-(2-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

NO,
H
/@EN
H,N N

5(6)-Amino-2-(3-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

H
N
HoN N

5(6)-Amino-2-(4-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

0

5(6 )-Amino-2-(2-aminofenil)-1H-
benzimidazol

29

5(6)-Amino-2-(3-aminofenil)-1H-
benzimidazol

5(6 )-Amino-2- (4 -aminofenil)-1H-
benzimidazol




Tabla 5. Estructuras e identificacion de los compuestos organicos Grupo D. (Continuacion)

COMPUESTO

IDENTIFICACION

COMPUESTO

IDENTIFICACION

COMPUESTO

IDENTIFICACION

Q.0

Fenllammo 1H-benzimidazol

0, -0

2-Fenil-5(6)-fenilamino-1H-benzimidazol

@Q@

-(4- Dlmetllamlnofenll
1H- ben2|m|dazol

6)-fenilamino-

[0}
2-(3,4-Dimetoxifenil)-5(6)-fenilamino-1H-
benzimidazol

D4

@\ /O:N/>_©

5(6)-Fenilamino-2-(2-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

0000

5(6)- Fenllammo 2-(3-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

-0

5(6)-Fenilamino-2-(4-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

3,000

-(2- Ammofenll) 5(6)-fenilamino-1H-
benzimidazol

D5

D6

D7

D8

@\ @iN/: i f

2-(3-Aminofenil)-5(6)-fenilamino-1H-
benzimidazol

D9

SH eSS

2-(4-Aminofenil)-5(6)-fenilamino-1H-
benzimidazol




Tabla 5. Estructuras e identificaciéon de los compuestos organicos Grupo E. (Continuacién)

COMPUESTO

IDENTIFICACION

COMPUESTO

IDENTIFICACION

COMPUESTO IDENTIFICACION

H

N

HO\/\N/E:[N/>
H

5(6)-Etanolamino-1H-benzimidazol

“O\/\H/Q::@

5(6)-Etanolamino-2-fenil-1H-
benzimidazol

“: O /
HOV\NQN/ \

H
2-(4-Dimetilaminofenil)-5(6)-
etanolamino-1H-benzimidazol

OO

2-(3,4-Dimetoxifenil)- etanolamlno-
1H- ben2|m|dazol

E1

E2

E3

O,N
H
N
\/\N N
H

5(6)-Etanolamino-2-(2-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

NO,
H@
N
V
HOV\ /@N
N
H

5(6)-Etanolamino-2-(3-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

N
Joste s

H
5(6)-Etanolamino-2-(4-nitrofenil)-1H-
benzimidazol

H,N
H
N

HO /C[ )_@
\/\N N

2-(2-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-1H-
benzimidazol

E6

E7

E8

NH,
H
oo
HO\/\N N

2-(3-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-1H-
benzimidazol

N
HO\/\N N E10

H
2-(4-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-1H-
benzimidazol




Tabla 5. Estructuras e identificacion de los compuestos organicos Grupo F. (Continuacion)

COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION
H O,N NH,
N
R H
) N N
"ol o R
) o 5(6)-Fenilazo-2-(2-nitrofenil)- 1H- ) ) )
5(6)-Fenilazo-1H-benzimidazol benzimidazol 2-(3-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-
benzimidazol
H NO, /@[H —
N\\N/GEN/ F2 N F6 ©/N\\N N \ / F10
©/ Ny /(I/
, , o N N 2-(4-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-
2-Fenil 5(6)-fenilazo-1H-benzimidazol benzimidazol
5(6)-Fenilazo-2-(3-nitrofenil)- 1H-
benzimidazol
H
jgs
/ NO.
e e R A
5(6)-Fenilazo-2-(4-nitrofenil)-1H-
2- (4 Dimetilaminofenil)-5(6)-fenilazo- benzimidazol
1H- ben2|m|dazol
HoN
@ :
Q A L
/

(3 4-Dimetoxifenil)- fenllazo 1H-

ben2|m|dazol

2-(2-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-
benzimidazol




Tabla 5. Estructuras e identificacion de los compuestos organicos Grupo G. (Continuacion)

COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION COMPUESTO IDENTIFICACION
NO, NO, NO,
NH NH, NH,
G1 G3 G6
[e] o o o
N\N AN M . )J\/\/U\
o ) ) Acetato de (2-(N’-(3-Amino-4- Acido 4-(N’~(3-Amino-4-nitro fenil)
5+(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)-2- nitrofenil) hidrazinocarbonil) etilo hidrazinocarbonilbutanoico
nitroanilina
NO, NO, NO,
NH, NH, NH,
G2 i G4 2 2 G7
N\N N o\/ AN w
| N \H OH
_— L o o , Acido 6-(N’-(3-Amino-4-nitro fenil)
5-(3,6-Dimetil-1,4-dihidro piridazin-1- Propanoato de (3-(N’-(3-Amino-4- hidrazinocarbonil-
il)2-nitroanilina nitrofenil) hidrazinocarbonil) etilo heptanoico
NO, NO,
NH, NH,
(o] o G3

HN
\HMO/\

Acetato de (2-(N’-(3-Amino-4-nitrofenil)
hidrazinocarbonil) etilo

G5
Mv

Pentanoato de (5-(N’- (3-Am|no-4-
nitrofenil) hidrazinocarbonil) etilo




14.3.1 Preparacion de compuestos

Se realiz6 el pesaje de 80 mg de cada uno de los compuestos organicos en tubos Eppendorf
estériles, empleando una balanza analitica y se disolvieron en 200 ul. de DMSO marca Fermont
al 99.9%. Se colocaron los tubos Eppendorf, en un agitador eléctrico marca Vortex-Genie 2 hasta

que se solubilizaron.

En una campana de flujo laminar, con ayuda de una pinza y puntas para micropipetas
previamente esterilizadas, se realizé la impregnacién de los discos estériles con cada compuesto
por triplicado, tomando 10 uL de cada compuesto organico disuelto, obteniendo de esta manera

una cantidad de 4 mg/ disco, como se muestra en los siguientes calculos:

80 mg compuesto 0.4 mg de compuesto
200 uL DMSO 1uL DMSO

x 10 uL compuesto/ disco = 4 mg compuesto/ disco

Se dejaron secar, por 24 horas en cajas Petri de vidrio debidamente identificados, en un sitio seco
y a 25° C (temperatura ambiente). Con la finalidad de tener un control negativo, se prepararon de
la misma manera discos con 10 uL. de DMSO.

De los 67 compuestos organicos, los compuestos A2, A6, A8, B3, C6, C7, C 10, D9, E2, E3
resultaron insolubles, por lo que fueron descartados de la experimentacion. En la tabla 6 se

muestra la identificacion, para fines experimentales, de los compuestos utilizados.

Tabla 6. Identificacion de compuestos por grupos

Grupos Compuestos

A A1 A3 A4 A5 A7 A9 A10

B B1 B2 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10

Cc C1 C2 C3 C4 C5 C8 C9

D D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

E E1 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10

F F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
G G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
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14.4 Acondicionamiento de la cepa y técnica de difusion radial en disco.

Se realiz6 el acondicionamiento de la cepa de S. aureus, ATCC 6538, previamente activada, a
partir del cultivo inicial, el cual fue proporcionado por el laboratorio 6 de Bioprospeccién
Microbiologica de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la FES- Cuautitlan campo
4.

Se realizo tincion Gram, la cual se observé con un microscopio 6ptico a 40x y 100x, para observar
morfologia de la bacteria y descartar posibles contaminantes; también se realizaron otras pruebas
bioquimicas como catalasa, coagulasa, fermentacién de manitol, con la finalidad de asegurar la
identificacion de la bacteria.

Una vez confirmada la cepa de trabajo, a partir del cultivo de la resiembra en caldo nutritivo de S.
aureus, se realizdé una suspension bacteriana en solucion salina fisiolégica estéril con 5 mL de
NaCl al 0.9%, lo cual es equivalente a inocular 1.5 X108 unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

Para estandarizar la densidad del inoculd, se utilizo el tubo del 0.5 de la escala de MacFarland.

En la campana de flujo laminar y en condiciones estériles, se procedié a la siembra de la
suspension bacteriana en placas de Agar Mueller—Hinton marca BD BIOXON-Becton Dickinson,
adicionado con glucosa al 2% y 0.5 pyg/mL de azul de metileno, para esto, se sumergio un hisopo
estéril en la suspension, eliminando el exceso de liquido en las paredes del tubo y se sembré por
sembrado masivo sobre toda la superficie de la placa, asegurando una distribucién uniforme del

indculo.

Antes de colocar los discos, se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3-5 minutos,
manteniendo la caja con la tapa cerrada; con ayuda de pinzas y puntas de aguja estériles, se
colocaron los discos sobre la superficie del agar y se presionaron suavemente los discos sobre el
agar para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.

Se colocaron tres discos del compuesto organico en estudio y uno mas de DMSO como control
negativo, manteniendo un espacio uniforme de 25 mm uno del otro (el diametro de los discos
segun las normas de la Organizacién Mundial de la Salud debe ser de 6 mm), para evitar que las
zonas de inhibicion quedaran interrumpidas y fueran debidamente apreciadas.

Se utilizé una placa de medio sélido Agar Mueller-Hinton por compuesto organico y se incubaron
las cajas a 37°C durante 24 horas; después del tiempo de incubacién, se realizé la lectura de los
halos de inhibicion contra una superficie oscura bajo luz reflejada, esto midiendo el diametro de
los halos formados alrededor de cada disco (incluyendo el diametro del disco) con ayuda de un

Vernier, anotando los resultados en mm.
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A partir de los resultados obtenidos, se determiné el promedio de las medidas obtenidas para cada
uno de los compuestos organicos. Los diametros alrededor de cada disco son medidos y su
interpretacion se basa en guias publicadas por la NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) y el organismo es reportado como sensible, intermedio o resistente al
antibiotico evaluado, ademas se compararon con resultados obtenidos de los antibiéticos
utilizados como controles positivos Penicilina G (10 U) marca BIORAD y Meropenem 10 ug,
marca BIORAD. Para el analisis de los resultados se utilizé el programa estadistico GradhPad,
donde se obtuvieron medidas de tendencia central como frecuencia y promedio representados en

graficas.

15. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo fueron evaluados una serie de 67 nuevos compuestos derivados de
benzimidazoles, hidrazidas, un pirazol y una piridazina, para evaluar su posible actividad
antimicrobiana frente a S.aureus. Para tener un punto de referencia, se decidié utilizar como
controles positivos antibiéticos comerciales, los cuales fueron Penicilina G (PE-G) y Meropenem
(MEM), éstos fueron probados frente a S. aureus, mediante la técnica de difusion radial en disco,
dando los resultados que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados de los halos de inhibicion producidos frente a S. aureus con
antibiéticos comerciales (control positivo).

Identificacién Estructura Halo (mm)

Penicilina G (10 U) 12 mm

26 mm
Meropenem (10 pg)
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Para el caso del antibiético MEM, se utilizaron sensidiscos marca BIORAD de 10 ug, como se
puede observar en la figura 17, se obtuvo un halo de 26 mm de diametro, lo cual muestra que la
cepa utilizada fue sensible a este antimicrobiano, esto de acuerdo con los criterios basados en los
manuales del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), donde se ha reevaluado

los puntos de corte de los carbapenems y se considera halos superiores a 220 mm como sensibles.

O PE-G
12 mm

MEM
26 mm

Figura 17. Zonas de inhibicion antibiotica de discos comerciales de Meropenem (MEM) y Penicilina
G (PE-G) en una placa con S. aureus ATCC 6538 en agar Mueller-Hinton.

El MEM es un antibiético semisintético de la familia de los carbapenems, pertenece al grupo de
los B-lactamicos y presenta el mayor espectro de actividad conocido dentro de este grupo de
antibioticos. Actua inhibiendo la formacién de la pared celular, teniendo un efecto bactericida,
interfiere en la sintesis de la pared celular en las fases tercera y ultima de la misma
(transpeptidacién), al unirse de forma preferencial a determinadas proteinas bacterianas
denominadas "proteinas ligandos especificos de las penicilinas" (PBPs, Penicillin-Binding-
Proteins). (Murray, 2005).

Frente a S. aureus el MEM ha mostrado una alta afinidad para la mayoria de PBPs, excepto por
la PBP-3, y se ha demostrado que es un antibiético muy resistente contra B-lactamasas de cocos

Gram positivos, a diferencia de la penicilina.

El anillo de carbapenem, es un azabiciclo formado por la condensacién de un anillo S-lactamico y
otro pirrolidinico de 5 miembros e insaturado. Todos tienen en la posicién 6 un grupo hidroxietilo
en configuracion trans que protege el anillo beta-lactdmico de enzimas betalactamasas, mientras
que en la posicion 3, posee un sustituyente carboxilo, importante para que el anillo pirrolidinico
active al beta-lactamico. Su actividad bactericida se extiende a cocos Gram positivos (Medina,
2000).
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Para el caso de la PE-G se utilizaron sensidiscos marca BIORAD de 10 U, se obtuvo un halo de
12 mm, resultando resistente segun las tablas de CLSI, (R < 28). Su poca actividad antimicrobiana
puede deberse a que no es activa frente a microorganismos productores de S-lactamasa, éstas
son una familia de enzimas producidas por bacterias Gram positivas, como el caso de S. aureus,
que inactivan a los antibidticos beta-lactamicos como la penicilina, al degradar el anillo beta-
lactamico. Como se menciond anteriormente, los compuestos heterociclicos tuvieron que
disolverse en DMSO, el cual es un liquido organico soluble en agua. En el oxigeno de la molécula

de DMSO se encuentran dos pares de electrones que le permiten disolver sustancias polares.

Este compuesto ha sido utilizado para el transporte de algunos farmacos de bajo peso molecular,
como el caso de algunos antibiticos como la penicilina, actia como un sistema de distribucion de
farmacos, sin embargo, esto va a depender del peso molecular, la forma y la carga de la molécula
a transportar, lo que impide que ciertas moléculas sean solubles en él, como ocurrié con algunos

compuestos en la experimentacion, por lo cual no se pudieron trabajar.

El DMSO también se empled como control negativo en este trabajo, en donde se comprobé que
no interfiere con la actividad antibacteriana. Para estandarizar el método, se procedié a emplear
una misma concentracion para todos los compuestos heterociclicos, la cual fue de 0.4 mg/ul, una
concentracién alta en comparacién de los antibidticos comerciales, sin embargo, se decidio
utilizarla para visualizar un posible efecto antimicrobiano sobre S. aureus 'y, de ser asi, en un futuro

realizar estudios para conocer la concentracion de sensibilidad de cada compuesto.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana, se decidio utilizar el método modificado de
Kirby- Bauer para discos de sensibilidad antibiética (DSA), esto debido a que la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) recomienda su utilizaciéon con fines clinicos, debido a su sencillez y

reproducibilidad.

Para este tipo de método, se considera el agar Muller-Hinton como el mejor para pruebas de
susceptibilidad de rutina de bacterias, ya que se ha demostrado la reproducibilidad en ensayos de
susceptibilidad y, por otra parte, al crecimiento satisfactorio para la mayoria de los patégenos

exigentes y la no interferencia con la difusién del antibiético, ademas de ser inerte frente a ellos.

Partiendo de las caracteristicas de las estructuras de los compuestos heterociclicos utilizados, se
puede observar que la mayoria presenta anillos bencénicos, sistema de baja polaridad y de

tamano pequefio que facilita la entrada a las bacterias.

Como primer grupo de compuestos heterociclicos analizados, el cual fue el grupo A, se puede

observar que éstos contienen una molécula de benzimidazol (1H-benzimidazol), en donde se
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encuentran modificaciones en la posicidon 2, adicionando un sustituyente fenilo al cual se le
adicionaron otros sustituyentes en las posiciones orto, meta o para del anillo fenilico, como se
puede observar en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo A.

Estructura base A Identificacion Sustituyente (R) Halo (mm)
Al -H 20 mm
<:> S
A3 \ 20 mm
o
A4 \ 28 mm
HoN _
H (0]
N
A5 4@ 32 mm
/ R
N
NH,
A7 31 mm
NO,
Ao O 20mm
Al10 @Noz 31 mm

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados, los compuestos
identificados como A2, A6 y A8 fueron insolubles en DMSO, por lo que no fueron probados.

Todos los compuestos del grupo tuvieron efecto antimicrobiano frente a S. aureus, mostrando
halos de inhibicion superior al antibiético PE-G (12 mm), como el caso de los compuestos A1, A3
y A9, los cuales tuvieron halos de 20 mm cada uno; algunos otros tuvieron un efecto superior al
antibiético MEM (26 mm), como lo son A4 (28 mm), A5 ( 32 mm), A7 (31 mm) y A10 (31 mm),
como se muestra en la grafica 1, lo que podria ser de interés por su potencial efecto antimicrobiano

frente a S. aureus.

49

——
| —



GRUPO A

iy
o
]

32 31 31
28 M p

w
o
1

26

Halo de inhibicion (mm)
s 9

v,

o
L

L

& ©

v.

o
0
¢

%

K8

Compuestos evaluados

Grafica 1. Diametros de halos de inhibicion (mm) de los compuestos del grupo A, con respecto los
antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).

Analizando su estructura, se puede observar que los compuestos A5 y A7, tiene como sustituyente
en la posiciéon 2, un anillo fenilico que, a su vez, contienen un sustituyente amino en la posicion

orto o para, respectivamente, lo cual aumento visiblemente su actividad.

Estas moléculas tienen caracteristicas similares a las sulfamidas, como se puede observar en la

figura 18, caracterizados por un nucleo de benceno con un grupo amino, como los compuestos en

estudio. o]

» =
2 AN

NH,

Figura 18. Comparacion de las estructuras entre compuestos (A) Molécula de Sulfamida, (B)
compuesto A5 y (C) compuesto A7.

Las sulfamidas son inhibidores competitivos de una enzima clave en la ruta de la sintesis del acido
folico. Un inhibidor competitivo es una molécula tan semejante al substrato normal de una enzima
gue se une a su centro activo, pero que no puede ser transformada en el siguiente intermediario,
por lo que se bloquea la ruta; las sulfamidas a su vez tienen una estructura similar al acido p-
aminobenzoico (PABA), uno de los intermediarios de la ruta del acido félico. Asi al bloquearse la
conversiéon de PABA al siguiente intermediario, las sulfamidas, detienen la produccion de acido

félico y por lo tanto detienen el crecimiento bacteriano.
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Las semejanzas entre las moléculas en estudio y los antibiéticos comerciales, pueden predecir un
posible mecanismo de accion, pero para confirmarlo se deben realizar mas estudios, sin embargo,
analizando su estructura, podria relacionarse un posible efecto sinérgico entre la molécula de
benzimidazol, la cual se conoce su efecto por la competencia por las purinas, y el potencial efecto
que tiene los anillos de benceno con sustituyentes amino, los cuales se sabe que tienen actividad
antimicrobiana. De igual manera, los compuestos A9 y A10 tuvieron halos de inhibicion
representativos, los cuales fueron de 20 mm y 31 mm respectivamente, estos compuestos de igual
manera fueron sustituidos en la posicion 2 con un grupo fenilo que, a su vez, fue sustituido en las
posiciones meta o para, respectivamente, por un grupo nitro. Se puede observar que la sustituciéon
en la posicion para del grupo fenilo, favorece el efecto antimicrobiano tanto para los compuestos
A7y A10.

Para el caso del grupo B, su estructura surge a partir del 5-nitro-1H-benzimidazol, como se muestra
en la tabla 9, contiene también como sustituyente, el fenilo en la posicidén 2, en donde se incluyen
otros sustituyentes en las posiciones orto, meta o para; estas modificaciones a las estructuras

iniciales de cada grupo se repiten para los grupos C, D, Ey F.

Como se puede observar en la grafica 2, se obtuvo un efecto antimicrobiano muy similar para todo
el grupo de compuestos, en comparacion a los antibiéticos comerciales y se puede observar que
tuvieron un mayor efecto al de la PE-G (12mm) , pero menor que con el MEM (26mm) con
excepcion del compuesto B2, en el cual se obtuvo un halo de inhibicién de 28 mm, el que puede
resultar de interés. Este compuesto se encuentra sustituido en la posicion 2 por un grupo fenilo y
su actividad puede deberse a que estos anillos, debido a su baja polaridad, se introducen
facilmente a las células, por lo que se facilita su ingreso a las bacterias y genera un efecto

antimicrobiano.
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Grafica 2. Diametros de halos de inhibicién (mm) de los compuestos del grupo B, con respecto los
antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).
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Tabla 9. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo B

Estructura base A Identificacion Sustituyente (R) Halo (mm)
Bl -H 18 mm
B2 @ 28 mm
[e]
B4 \ 22 mm

o—
B5 22 mm
NO,
H
N
/>—R B6 4@ 21 mm
B7 @Noz 18 mm

HoN

O,N

B8 22 mm

Hz

B9 21 mm

¥y

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados del grupo B, el
compuesto identificado como B3 fue insoluble en DMSO, por lo que no fue evaluado, el
compuesto identificado como B10 no tuvo actividad antimicrobiana.

La estructura inicial de este grupo de compuestos, el cual es el B1, obtuvo un efecto antimicrobiano
con un halo de 18 mm, pero ligeramente menor que el compuesto A1 (20 mm), por lo que se puede
decir que el sustituyente nitro en la posicion 5, no favorece la actividad bactericida, esto puede
observarse en los resultados en donde se obtuvo un mayor efecto con algunos compuestos del

grupo A.

Como se observo en los compuestos del grupo A, los que produjeron un mayor halo de inhibicién

fueron aquellos que presentaron un anillo fenilico que a su vez contienen un sustituyente amino
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en la posicion orto o para y el mismo efecto sucedié en los compuestos B8 y B9, los cuales se
encuentran sustituidos en el anillo fenilico por un grupo amino en las posiciones orto 0 meta,
respectivamente, presentando una inhibicion de 22 mm y 21 mm. Se puede observar, de igual
forma, que la sustitucién en la posicion orto del anillo con un grupo amino, favorece la actividad
antimicrobiana, como sucedié con los compuestos B8 y A5. Como se mencioné con anterioridad,
al analizar la estructura del compuesto A5, el efecto puede deberse a su parecido como las
sulfamidas, lo cual también se presenta para el compuesto B8, como se observa en la figura 19,

lo que podria intuir su posible mecanismo de accion.

HoN H,N
s N
\
/ /
N ON N
(A) (B)

Figura 19. Comparacion de las estructuras entre (A) compuesto A5 y (B) compuesto B8. Se
observa en los dos compuestos, la sustitucion en la posicién orto por un grupo amino.

Con respecto a los compuestos B5, B6 y B7, se puede observar la sustitucion en el anillo fenilico
en las posiciones orto, meta, para, por un grupo nitro, estos tuvieron halos de inhibiciéon de 22 mm,
21 mm y 18 mm, respectivamente, como se muestra en la tabla 6. La posiciéon orto tuvo una

actividad antimicrobiana ligeramente superior.

La actividad bioldgica derivada de la posicion en la cual se encuentra la sustitucion en el anillo
fenilico, puede deberse a que, un sustituyente o grupo presente en el benceno modifica la
reactividad de éste; si se toma al benceno como referencia, se observa que algunos sustituyentes

(OH, CHs NH>) son electrodonadores y las posiciones orto y para, aumentan su actividad.

Para el caso del grupo C, que deriva del 5-amino-1H-benzimidazol, como se muestra en la tabla

10, se diferencia por la adicién de un sustituyente amino en el heterociclo en la posicion 5.
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Tabla 10. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo C

Estructura base C Identificacion Sustituyente (R) Halo (mm)

C1 -H 19 mm

Cc2 @ 50 mm

/
N

c3

N
H
N (o]
/>7R ca < 2 \ 26 mm
N —
N

25 mm

23 mm

c8 27 mm

O,N
HoN )
C5
HoN
Ha

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados, el compuesto
identificado como C10, fue insoluble en DMSO, por lo que no fue evaluado.

Es evidente que la adicidon del grupo amino en la posicién 5 del heterociclo fue mas efectiva para
conseguir un efecto antimicrobiano, obteniéndose mejores resultados en comparacion con la PE-

Gy, en algunos casos, mucho mayor que el antibiético de amplio espectro MEM.

Esto mejora notablemente al adicionar un sustituyente fenilo en la posicion 2 de la estructura,
generando el compuesto C2, el cual produjo un halo de inhibicién de 50 mm, el de mayor efecto

de todos los grupos, lo que significa que su efecto antimicrobiano podria ser potencialmente alto.

Se puede confirmar que la sustitucion en la posicién 2 por un grupo fenilo, favorece la actividad de

los compuestos, ya que al comparar el efecto del compuesto C2 con el B2, como se observa en la
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figura 20, los dos compuestos se encuentran sustituidos por este grupo y los dos compuestos

fueron los de mayor actividad antimicrobiano en cada uno de sus respectivos grupos.

Como se comentd anteriormente, puede deberse a que, al adicionar otro fenilo a la estructura,
disminuye la polaridad de la molécula y ésta se introduce aun mas faciimente a las células; el
incremento en la actividad del compuesto C2 se ve favorecido por la sustitucion del grupo amino

en la posicién 5.

H
H N
N
/> )
oN" N HoN "

(A) (B)

Figura 20. Comparacion de las estructuras: (A) compuesto B2 y (B) compuesto C2. Se observa la
presencia de un sustituyente fenilo en la posiciéon 2, y en la posicion 5 la sustitucion de un grupo
nitro y un grupo amino, respectivamente. Los dos compuestos obtuvieron un halo de 28 mm y 50
mm, respectivamente.

Para el caso del compuesto C1, éste dio una inhibicién de 19 mm, ligeramente superior al B1
(18mm), los resultados de los demas compuestos, C3, C4, C5, C8, C9, como se observa en la
grafica 3, confirman que la sustitucion con el grupo amino se ve favorecida en comparacién con la
sustitucién del grupo nitro en la misma posicidon, ya que al compararlos con los resultados

obtenidos del grupo B, mostraron una mayor actividad antimicrobiana.
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Compuestos evaluados
Grafica 3. Diametros de halos de inhibicién (mm) de los compuestos del grupo C, con respecto

los antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).
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Para el caso del grupo D, que parte del 5-fenilamino-1H-benzimidazol, como se muestra en la

tabla 11, obtuvo muy poco efecto contra S. aureus, ya que los halos que produjeron los

compuestos que lo conforman fueron iguales o menores a los producidos por el antibidtico

comercial Penicilina.

Tabla 11. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo D.

Estructura base A Identificacién Sustituyente (R) Halo (mm)
D2 @ 8 mm
N
= i
) O o
\NH L N D4 \ 9 mm
o—
D10 NH, 12 mm

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados del grupo D.

El compuesto identificado como D9 fue insoluble en DMSO, por lo que no fue evaluado. Los

compuestos identificados como D1, D3, D5, D6, D7 y D8 no mostraron halo de inhibicion.
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Grafica 4. Diametros de halos de inhibicion (mm) de los compuestos del grupo D, con

respecto los antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).

Debido al tamafio de los halos producidos por los compuestos D2 y D4, puede considerarse que

éstos no tuvieron buena actividad antimicrobiana frente a S. aureus, lo que puede deberse a que
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la adicion del grupo fenilamino en la posicion 5 del heterociclico no favorece a las moléculas contra

S. aureus.

El compuesto D10, sin embargo, produjo un halo similar a la Penicilina, por lo que podria ser de
interés como antimicrobiano para bacterias poco resistentes. Como se puede observar, este
compuesto se encuentra sustituido en la posicién 2 por un grupo fenilo que a su vez se encuentra
sustituido la posicién para por un grupo amino y se ha demostrado en los anteriores compuestos
que estas sustituciones tienen un efecto mayor, por lo que se estaria comprobando también en

esta serie.

Los compuestos del grupo E, derivados del 5-etanolamino-1H-benzimidazol, como se muestra en
la tabla 12, mostraron resultados variables, ya que la mayoria de los compuestos no mostraron

halo de inhibicién en los antibiogramas, con excepcién de los compuestos, E1, E8 y E9.

El compuesto E1 mostré un halo de inhibicion como el de la Penicilina, y algunos otros fueron
escasamente efectivos como los compuestos E8 y E9, los cuales mostraron inhibiciones de 11
mm y 9 mm, respectivamente, como se muestra en la grafica 5. Se puede observar que la
sustitucion en la posicion 5 por un grupo etanolamina no favorece la accién antimicrobiana en este
grupo de compuestos, y que ésta disminuye con la adicién de sustituyentes en la posicién 2 con
grupo fenilo, que a su vez se encuentra sustituido por un grupo amino en las posiciones orfo o
meta. Debido al tamafio de su halo, y a su escasa actividad, no representan interés como

antimicrobianos.

Tabla 12. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo E.

Estructura base A Identificacién Sustituyente (R) Halo (mm)
El -H
HoN 12 mm
H
Cre|
| R
HO\/\\NH = N/ NH, 11 mm
E9 9 mm

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados del grupo E.
Los compuestos identificados como E2 y E3 fueron insolubles en DMSO, por lo que no fueron
evaluados. Los compuestos identificados como E4, E5, E6, E7 y E10 no mostraron halo de
inhibicién en el antibiograma.
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Grafica 5. Diametros de halos de inhibicién (mm) de los compuestos del grupo E, con
respecto los antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).

Los compuestos del grupo F, los cuales se generaron a partir del 5-fenilazo-1H-benzimidazol,
fueron completamente solubles en DMSO, sin embargo, ninguno presenté halo de inhibicién, lo
que los hace irrelevantes como antimicrobianos, por lo cual fueron descartados. Esto puede
deberse principalmente a que el grupo fenilazo como sustituyente en el 1H-benzimidazol, no

genera o impide que la molécula reaccione contra el microrganismo en estudio.

El ultimo grupo de compuestos evaluados fue el G, estos se diferencian de los grupos anteriores
ya que su estructura no contienen al benzimidazol, sino a un residuo estructural de nitroanilina,
como se observa en la tabla 13, los cuales mostraron una buena actividad antimicrobiana y, en la
mayoria de los casos, superior al testigo positivo, a excepcién del compuesto G1 que pertenece
a la familia de los azoles, ya que contiene en su estructura un pirazol; este compuesto no mostré
halo de inhibicidn en el antibiograma. Analizando las estructuras del grupo, se puede observar que
el compuesto G2 se diferencia por contener en su estructura una 1,2-diazina, mientras que los

demas compuestos del G3 al G7 contienen al grupo funcional de hidrazida.
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Tabla 13. Resultados de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana compuestos Grupo G.

Estructura base A Identificacion Sustituyente (R) Halo (mm)

G2 18 mm
g (o} (o}
NO
’ G3 "y o en, 22 mm
H
NH, o
G4 §|N o CHs 21 mm
\H ~_"
G5 s 20 mm
R AN O\/CH3

G6 s M 19 mm
HN\” o en,
G7 EN\NWOACH 21 mm

Se muestran los promedios de los halos obtenidos en los antibiogramas realizados del grupo G.
Todos los compuestos del grupo fueron solubles en DMSO; el compuesto G1 no mostré halo de
inhibicion.

Analizando las estructuras, como se menciond, el compuesto G2 contiene una diazina de tipo
piridazina, y present6 una actividad antimicrobiana considerable de 18 mm; se sabe que algunos
antibioticos, como el caso de trimetoprim, contienen en su estructura una molécula de diazina,
ademas de poseer sustituyentes amino, como se muestra en la figura 22 , por lo que podria

intuirse que existe una probable sinergia entre estos sustituyentes en la molécula que podria dar

lugar a un efecto antimicrobiano. NO,
NH2 NH
’ (B) |
(0]
(A)
o
O\
Figura 21. Estructura de: (A) compuesto G2, (B) antibiotico trimetropim.
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Como se comentd anteriormente, el antibidtico Trimetoprim (TMP) inhibe la dihidrofolato
reductasa, enzima que cataliza el ultimo paso de la sintesis de acido félico bacteriano, por lo que

inhibe su crecimiento.

Las demas estructuras que contienen al grupo funcional hidrazida, generaron un efecto similar
entre si, como se muestra en la grafica 6, lo que se esperaba debido a que sus estructuras solo
se diferencian por el tamafo de sus cadenas y porque algunos son ésteres (G3, G4 y G5), mientras
que otros son acidos carboxilicos (G6 y G7). Fue G3 el compuesto que generd el halo de inhibicion
mas grande de la serie, posiblemente debido al tamafo de su estructura. Se sabe que algunos
antibioticos poseen en su estructura un grupo acido carboxilico, como el caso de el antibidtico
acido fusidico, que actua bloqueando la sintesis de proteinas bacterianas, es efectivo
principalmente contra bacterias Gram negativas y es un antibiético bacteriostatico, sin embargo,
es dificil asegurar un posible mecanismo de accién, ya que al ser compuestos nuevos, no han sido
estudiados, por lo que es importante resaltar la necesidad de continuar con estudios que puedan
esclarecer su mecanismo de accién, concentracién minima inhibitoria, asi como dosis efectivas y

rangos de toxicidad .
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Grafica 6. Diametros de halos de inhibicién (mm) de los compuestos del grupo G, con respecto
los antibiéticos Penicilina G y Meropenem (testigo positivo).

Resumiendo, para el caso de los grupos A, B y C todos los compuestos mostraron halos de
inhibicién superior que el del antibiético comercial PE-G, y también para el caso de los compuestos
del grupo G con excepcion del compuesto G1. Los compuestos que mostraron un halo de
inhibicion igual o superior que el antibiético MEM (26 mm), pueden ser considerados como
potenciales antimicrobianos, los cuales fueron A4, A5, A7, A10, B2, C2, C4 y C8, en donde el
compuesto C2 mostro una inhibicion de 50 mm, el compuesto mas representativo en este trabajo,

como se muestra en la grafica 7.
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Compuestos mas representativos
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Grafica 7. Compuestos representativos en comparacion como antibiéticos comerciales PE-G y MEM.

Analizando la estructura de los compuestos, se puede observar que para el caso de los grupos A,
B y C todos parten de una estructura de benzimidazol, y como se muestra en la tabla 14, su
actividad antimicrobiana fue buena, mostrando resultados en la mayoria superiores al testigo
positivo. Se sabe que los benzimidazoles tienen actividad antimicrobiana y que su efecto se debe

a la estructura de anillos que los forman.

Este efecto se ve potencializado con la sustitucidon con un anillo fenilico en posicién 2, que a su
vez contienen un sustituyente amino en la posicidon orto o para, mostrado en los compuestos A5,
A7, B8, B9 lo que aumentd visiblemente su actividad, puede deberse a su gran parecido con las
sulfamidas, las que como se comentd, son inhibidores competitivos de una enzima clave para la

sintesis de acido félico, por lo que detienen el crecimiento bacteriano.

Tabla 14. Resultados de compuestos mas representativos en el estudio.

Grupos

A Halos (mm) B Halos (mm) (o Halos G Halos (mm)

(mm)

Compuestos
A1 20mm B1 18mm C1 19 mm G2 18 mm
A3 20mm B2 28 mm C2 50 mm G3 22 mm
A4 28 mm B4 22 mm C3 25 mm G4 21 mm
A5 32 mm B5 22 mm C4 26 mm G5 20 mm
A7 31 mm B6 21 mm C5 23 mm G6 19 mm
A9 20 mm B7 18 mm Cc8 27 mm G7 21 mm
A10 31 mm B8 22 mm C9 23 mm
B9 21 mm
[ o)



En cuanto a los compuestos C2 y B2, se encuentran sustituidos en la posicién 2 por un grupo
fenilo, lo que favorecié notablemente la actividad de los compuestos, ya que estos dos
compuestos fueron los que presentaron la mayor actividad antimicrobiana, lo que puede deberse
a que al adicionar otro grupo fenilo a la estructura, disminuye la polaridad de la molécula y ésta se
introduce aun mas facilmente a las células, generando efecto antimicrobiano, el cual se ve

favorecido con la sustitucion de un grupo amino en la molécula de benzimidazol.

Para los compuestos del grupo D, se pudo observar que la sustitucion por un grupo fenilamino en
la posicion 5, no favorece la actividad en las moléculas de los derivados de benzimidazol, el mismo
caso ocurrié para el grupo E sustituido en la posicion 5 por un grupo etanolamino, y F, sustituido

por un grupo fenilazo en la misma posicion.

Para el grupo G, que mostré un efecto moderado en todos los compuestos, se puede decir que su
posible mecanismo de accion sea el de la inhibicion en la sintesis de proteinas bacterianas, debido

a su parecido molecular con antibiéticos que producen este efecto.
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16. CONCLUSION

Se logro realizar la evaluacién de la actividad antimicrobiana frente a S. aureus, ATCC 6538, de
los nuevos compuestos organicos mediante la técnica de difusion radial disco, en donde la mayoria
de los compuestos fueron derivados de benzimidazoles, y es posible concluir que los grupos A, B,
C y G tienen una buena actividad antimicrobiana, en la mayoria de los casos, dando halos de

inhibicion superiores a los antibiéticos comerciales PE-G y MEM.

De los compuestos que produjeron halos de inhibicién significativos, y se pudieron determinar
como los mas efectivos, fueron A4, A5, A7, A10, B2, C8 y C2, los cuales parten de una estructura
de benzimidazol, y en donde el compuesto C2 fue el que produjo una mayor inhibicidon con un halo

de 50 mm, lo cual puede ser interesante para su estudio mas profundo.

Como el presente estudio fue experimental y los resultados mostrados fueron una primera
aproximacion y factor predictivo para su eficacia clinica, es necesario realizar estudios y pruebas

mas especificas como esclarecimiento de toxicidad citotoxicidad, mecanismo de accién y CMI.

Sin embargo, con base a su estructura quimica se puede intuir un posible mecanismo de accion
de los compuestos mas representativos, concluyendo que éste puede deberse a la inhibicion en
la sintesis de acido félico y la sintesis de proteinas bacterianas, principalmente. También se puede
concluir, con base a la actividad que mostraron moléculas con similitudes estructurales, que las
sustituciones con grupos electrodonadores (amino) y electroatractores (nitro), y la posicion en la
que se encuentre sustituida, favorecen notoriamente el efecto antimicrobiano, siendo la posicion

para, la mas efectiva.

Partiendo de los resultados obtenidos se destaca la necesidad de realizar estudios mas
especificos y se espera en un futuro seguir investigando estas moléculas para desarrollar su

posible uso e introduccion al ambito clinico.
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