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RESUMEN

RESUMEN.

En el presente frabajo se describe la aplicacidn del disefio factorial de
experimentos para estudiar los efectos del estado de oxidacion, la
estereoquimica vy la esterificacion del naproxeno (Acido &({+}-6-metoxi-a-metil-2-
naftalenacético) v de tres derivados del mismo sobre la letalidad de Arfernia
salinay la germinacion de Raphanus sativus L.y Triticum vuigare.

Se sintetizaron tres pares de enantidmeros, el Sy A&naproxenato de etiio (4-
metoxi-a-metil-2-nafialenacetato de etilo), el Sy R-naproxol (6-metoxi-B-metil-2-
naftalenetanol) v el §y Racefato de naproxilo {acetato de é-metoxi-f-metii-2-
naftalenetilo}, con el fin de incorporarios junto con el §y Anaproxeno en un
disefio factorial 2%,

Se encontrd que las actividades de los compuestos en estos sistemas
bioldgicos depende del estado de oxidacion y la esterificaciéon, no asi de la
estereoquimica.

Adicionalmente, pudieron estimarse Clso en A. safna, lo que permitic
establecer relacicnes  estructura-actividad  con  pardmetros  fisicoquimicos
disponibies de los compuestos.
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ABSTRACT

ABSTRACT.

In this dissertation is descrived the application of factorial design fo study
the effects of oxidation state, stereochemistry and esterification of naproxen (§
{+)-6-methoxy-a-methyl-2-naphtaleneacetic acid} and three derivatives on the
letality of Arfernia salina and the germination of Raphanus safivus L. and Triticum
vulgare.

Three pairs of enantiomers, S and A~ethyl naproxenate (ethyl é-methoxy-a-
methyl-2-naphtaleneacetate}, 5§ and  Rnaproxol  [é-methoxy-B-methyl-2-
naphtalenethanol} and § and Anaproxyl acetate [é-meihoxy-B-methyl-2-
naphialenethyl acetate) were synthesized with the aim of incorporating them,
atong with §and f-naproxen into a two-level factorial design,

It was found that the activities of the compounds in these biological systems
depend on the oxidation state and esterification, but not on the sterecchemistry,

Aditionally, LCse on A. safina could be estimated, which allowed the
establishment of structure-activity relationships with available physicochemical
parameters of the compounds.
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1. INTRODUCCION,

Los acidos arilpropidnicos son compuestos pertenecientes a la familia de
los Analgésicos Antiinflamatorios No Esteroidales {NSA/Ds, por sus sigias en inglés),
un grupo relativamente heterogéneo de sustancias que han sido cominmente
usadas en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de curso cronico, como
lo son la artritis reumatoidea, la espondilitis anquilosante vy la  osteoartritis
(Goodman, LS., y Giman, A. 1970). El primer compuesto de este grupo
reconocido por sus propiedades terapéuticas es el deido salficlico, compuesto de
origen natural encontrado en la corteza del sauce (Salix afba). A él han seguido
moléculas como la aspiring, el acetaminofen, el naproxeno y el ibuprofenc (figura
1.1). Estos dos Ultimos confienen en si la estructura de dcido arilpropionico, y
poseen la ventaja de ser muy potentes, aungque, Como la aspiring, provocan
lesiones en el tracto gasirointestinal que pueden variar desde irritaciones ligeras
hasta Ulceras gdsticas, ademds de dlterar la funcion plaquetaria vy
consecuentemente el tiempo de sangrado y coagulacidn, entfre otfros efectos
secundarios (Adams, R.G., 1969; Cavallini, L. y Lucchetti, G., 1975}

OH

O OH
-~ ‘
OY Sy
0 0 H
YN

ASPIRINA ACETAMINOFEN

NAPROXENO IBUPROFENO

FIGURA 1.1 ALGUNOS EJEMPLOS DE NSAIDs.

El mecanismo de accién en que se basa la actividad terapeufica de los
NSAIDs consisie en bloquear el metabolismo de el Geido araquiddnico mediante
la inhibicién de la enzima Ciclooxigenasa (E.C. 1.14.9%.1, también conocida como
Prostagiandina  Sintetasa), deteniendo de esta manera la produccidon de
prostaglandinas, sustancias endégenas gue intervienen en procesos pireticos,
inflamatorios v de dolor {Lecomte, M., 1994). Otros posibles mecanismos incluyen
modulacion funcional de las céluias T, inhibicion de la quimiofaxis de las céiulas
inflamatorias, estabilizaciéon de membranas lisosomales y disminucion de la
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liberacion de los radicales superdxido {Rabasseda, X., Mealy, N., y Castarer, J,
1995},

Tanto el naproxeno como el ibuprofeno son de naturaleza quiral, siendo el
enantiémero $ el antipodo farmacoldgicamente activo. Actualmente solo se
tiene disponibilidad comercial del naproxeno como farmaco quiral, ya que el
ibuprofeno se expende como mezcla racémica. Ademds, existen evidencias de
la hepatotoxicidad del enantibmero £ del naproxeno y el ibuprofeno (Caron, G.,
1994).

Los efectos secundarios gastrointestinales de los NSAIDs se deben
mayormente a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, especialmente |a
PGE. vy PGla, que entre otras funciones inducen ala secrecion de moco protector
en el estémago. Por ofro lado, la inhibicién del TXa ocasiona el aumento en It
duracién del sangrado, gue puede derivar en anemid.

Una estrategia utilizada para disminuir & incluso abatir estas reacciones
secundarias adversas ha sido el uso de profdrmacos, sustancias donde se
pretende opfimizar las propiedades farmacéuticas y fisicoguimicas de los
principios activos originales, por medio de la generacién de moléculas con
caracteristicas modificadas, que a través de reacciones que sufran dentro del
organismo generen a la motécula original. Los profdrmacos se dividen en dos
grandes grupos, gue son los derivados bioreversibles y los bioprecursores. Se han
propuesto en referencias anteriores algunos esteres y andlogos del estade de
oxidacién del naproxeno comao profédrmacos del mismo (Kasting, G.B., 1992).

Para que el disefio de los profdrmacos sea vdlido como una estrategia
para modificar ciertas propiedades indeseables de la molécula original, éste
debe contempiar rutas sintéticas sencillas y econdmicas, debe existir en las
motéculas algin grupo funcional susceptible a sufrir reacciones de reduccion,
oxidacion, o hidrdlisis. Una consideracion adicional seria el que estos profarmacos
no presenten actividad intrinseca diferente de la de el compuesto original, y por
lo tanto no posean una probable toxicidad.

Asi. resulia conveniente realizar una evaluacién preliminar de actividad y/o
toxicidad en modelos alternativos al uso de animales, de manera que se puedan
generar datos gue permitan establecer und relacion  estructura-actividad
cuantitativa [QSAR) de los compuestos. La informacion derivada de estos estudios
serd Ut para proponer el disefio de nuevos profarmacos con mejores
caracteristicas de solubilidad y menores efectos toxicos.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 LA REACCION INFLAMATORIA,

El fendmeno de inflamacion representa la respuesta normal ai dafo tisular,
Este dano puede ser originado por lesiones de traumatismo mecdnico, radiacion,
lesion quimica, infecciones, y, finalmente, lesiones de tipo antigeno-anticuerpo,
que constituyen el factor causal mas importante de procesos de tipo crénico. Las
reacciones inflamatorias se dividen en dos tipos principales: agudas y cronicas; sin
embargo, ambas dependen de respuestas celulares y humorales reguladas, entre
las cuales se encuentran la accidn de los leucocitos polimorfonucleares v
infocitos, vy la produccion de proteinas (inmunoglobulinas), eicosancides,
interleucinas y citocings.

Los signos clasicos de una reaccidén inflamatoria aguda sen calor, rubor,
dolor, tumory perdida de la funcion. Inmediatamente después de la lesién inicial
recibida por el tejido aparece una vasodilatacion local, con incremento de riego
sanguineo, que ocasionda enrojecimiento {rubor} y aumento de la temperatura
(cafor). Los mediadores de la dilatacion incluyen la histamina, las cininas y las
prostaglandinas. El incremento de la presidn capilar provocado por la
vasodilatacion incrementa el paso de liquido desde el plasma hacia los tejidos
[tumor. El dolor puede depender de estimulacién de terminaciones nerviosas
sensitivas por sustancias como histamina, serotonina, cininas, etc., y empeora con
el movimiento de la regién inflamada siendo la causa principal de la pérdida de
la funcion. La presencia de prostaglandinas disminuye el umbral de las
terminaciones sensoriales para las sustancias dolorigenas {Bowman, W., v Rand,
M.J., 1985).

Cuando e estimulo inicial de una reaccidn inflamatoria no se eliminag,
entonces el proceso se convierte en cronico. Este estado se ve en transtornos
como la silicosis, la tuberculosis v las enfermedades de tipo autcinmune como son
la artritis reumateidea vy la fiebre reumdtica.

Entre las sustancias mediadoras de la inflamacion, la funcidn de ias
prostaglandinas es de importancia en este contexto, vy se fratard a continuacion.
Las prostaglandinas, al igual que los leucotrienos vy los fromboxanos, pertenecen
al grupo de los eucosanoides, y se sintetizan en los teiidos a partir de acidos
insaturados de cadena larga liberados por accidn de enzimas lisosomicas, en
particular la fosfolipasa A. En la figura 2.1 se muestran las orincipales etapas de la
conversion del acido araquiddnico (5, 8, 11, 14-eicosatetraenocico) a PGEzy PGPz,
donde los pasos A, B y C estan catalizados por la enzima Ciclooxigenasa
(E.C.1.14.99.1, también conocida como Prostaglandina Sintetasa).
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HO 5H HO o
PGE2

A: Pérdida de hidrogeno en C-13
B: Formacion del peroxiacido.
C: Formacidn de endoperdxido. Fijacion de oxigeno en C-15.

FIGURA 2.1 BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS.

2.2 LOS FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (NSAIDs).

El papel de las prostaglandinas en los proceses inflamatorios ha adguirido
considerable importancia a partir del descubrimiento de que ciertos farmacos
utiizados como antiinflamatorios inhiben su sintesis (Vane, J.R., 1971). Antes de
ésto, se habia identificado PGEz2 en el exudado de inflamaciones provocadas por
carragenina en ratas, y una mezcla de prostagle Ainas Ei, Bz, Fi, y Fa, en zonas de
eczema clérgica en el hombre [Bowman, W.C.,y and, M.J., 1985}.

Estos farmacos, conocidos como antiinflamatorios no esteroidales (NSA/Ds,
por sus siglas en inglés) bloguean el metabolismo del dcide araguidonico
mediante la inhibicién de la enzima Ciclooxigenasa (E.C.1.14.99.1}. Ofros
mecanismos posibles de accidn de estos agentes incluyen modulacién de la
funcion de las céiulas T, inhibicidn de la quimiotaxis, estabilizacion de las
membranas liposomales y disminucion de la liberacion de radicales superdxidos,
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o bien eliminacion de ios mismos en el sitio de la inflamacién (Gallin, J.i.,
Goldstein, y .M, Synderman, R., 1988; Abramson, S., 1985, Parke, A.L., loannides, C.,
Lewis, D.F.V., y Parke, D.V., 1991).

Enire los NSAIDs se encuentra una gran diversidad de compuestos, de los
cuales el prototipo es el acido acetilsalicilico, los derivados del dcido antranilico
(como el alclofenaco), la familia de las pirazolonas (como la dipirona) vy la familia
de ltos acidos arilpropidnicos (como el ibuprofeno vy el naproxeno), siendo estos
Ultimos farmacos quirales cuyo enantidomero S es la especie farmacolégicamente
activa, existiendo evidencia de ia hepatotoxicidad de los isémeros # (Caron, G.,
Tseng, G.W., y Kazlauskas, R.J., 1994). (figura 2.2).

Oy COOH CH, 5
CoH o 0 0
ogc:-b Vam T ONg?
chlz N |
cH, O© HN™ ™cp,
Aspirina Alelofenaco Diplrona
Q0
=C.0H

CH, CHa
o
“ OH
HyC CHs HyCO

Ibuprofeno Naproxenc

FIGURA 2.2 ALGUNOS FARMACQOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES.

Estos farmacos, sin embargo, provocan una serie de efectos secundarios,
entre los que se encuentran lesiones gastrointestinales {Rainsford, K.D., y
Whitehouse, M.W., 1974}, nefrotoxicidad (Shelley, J. H., 1978), hepatofoxicidad
(Zimmerman, H.J., 1978) y reacciones aiérgicas; estos efectos estdn relacicnados
directamente con el mecanismo de accion de los NSAIDs, ya que todos los
compuestos de este fipo disponibles a la fecha inhiben tanto la COX-1
[ciclooxigenasa constitutiva de los fejidos, asociada con las funciones normaies
protectoras de las prostagiandinas) como la COX-2 (isczima asociada con los
procesos inflamatorios patologicos} (Griswold, D.E. y Adams, J.L., 1994; Kurumbail,
R.G., Stevens AM., Gierse, JK.,, McDonald, J.J). Stegeman, R.A. Pck, LY,
Gildehaus, D., Miyashiro, J.M., Penning, 7.D., Seibert, K., isakson, P.C. v Stalingsw.C.,
1994; Needleman, P., e Isakson, P.C., 1998). Un agravante o constituye el hecho
de gue estos farmacos son usados con gran frecuencia, en algunas ocasionas en
forma cronica, y de que muchos de ellos se expenden sin necesidad de receta
médica, aumentdndose el riesgo de intoxicacion, ya sea por scbredosificacion o
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por interaccién con ofros fdrmacos. Asi, se ha prohibido la prescripciéon de mds
de un NSAID en combinacion (Rubin A., 1973; PLM, 1994}, o acompafiados de
antiagcidos, anticoaguiantes de la familia de las cumarinas, de metotfrexato o de
ciclosporina, por mencionar algunos ejemplos {Stockley, I., 1981; Miles, S.M., 1994).

2.3 ESTRATEGIAS PARA DISMINUIR EFECTOS ADVERSQOS DE LOS NSAIDs.

Una manera de disminuir estas reacciones secundarias adversas ha sido el
uso de profdrmacos, sustancias donde se enmascara algin grupo funcional, en
este caso el carboxilo de los derivados del dcido arilpropidnico. La mayoria de los
investigadores coinciden en que estas reacciones son el resultado de dos
mecanismos: El contacto directo de los tejidos (mayormente gastrointestinales)
con el grupo carboxilico, y la inhibicidén, ya sed local o sistémica, de la sintesis de
prostaglandinas. Entre los profarmacos se encuentran los llamados Dervados
Bioreversibles, como podrian ser ésteres o amidas de los correspondientes acidos,
que al llegar al organismo son biotransformados a las moléculas originales por la
accién de esterasas piasmdaticas v tisulares (Bundgaard, H., y Nielsen, N.M., 1989;
Shankbag, V.R., Crider, A.M., Gokhale, R., Harpalani, A., y Dick, R.M., 1992).

Otro fipo de profarmacos se denominan Bioprecursores. Entre éstos se
cuentan los andlogos del estado de oxidacidn, teniendo como ejemplo a los
correspondientes alcoholes y aldehidos de los dcidos arilpropidnicos, ios cuales,
por medio de las correspondientes reacciones metabdlicas, en este caso, de
oxidacion, son susceptivles de transformarse en las moléculas terapéuticamente
activas {figura 2.3).

CHa,  H
> 0
Ar
H CHa. _H
. o)
Ar/<’/
CHy. _H OH

FIGURA 2.3 BIOTRANSFORMACICON DE ANALOGCS
DEL ESTADO DE OXIDACION,

Particularmente, estos bioprecursores al igual que calgunos derivados
bioreversibles han sido propuestos como profdrmacos del naproxeno vy el
ibuprofeno de aplicacion topica {Kasting, G.B., Smith, R.L., y Anderson, B.D., 1992),
y como profarmacos orales con menor toxicidad gastrointestinal (Shanbag, V.R.,
et af 1992, Wallace, J.L., Reuter, B., Cicala, C., McKnight, W., Grisham, M.B., v
Cirino, G.. 1994). En la tabla 2.4 se muestran aigunos de estos compuestes, que
han sido utilizados en bioensayos de penetracion en piel de caddveres humanos.
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TABLA 2.4 ALGUNOS PROFARMACOS TOPICOS DEL
- NAPROXENO.

CH, M

Esteres
COO-Etilo
COO-isopropilo
COO-n-Hexilo

Analogos del Estado de Oxidacidén
CH,OH
CHO

Esteres Reversos
CH,0O-Acetato
CH,0-2-Metilbutirato

La estrategia seguida por estos investigadores fue la siguiente: La
preparacion de derivados bioreversibles con liposolubilidad maximizada y un
minimo incremento en el tamano molecular, a traves de la conversidn de grupos
funcionales polares a formas menos polares, ¢ bien a través de lag adicidon de
cadenas flexibles que fransformaran la cristalinidad de los farmacos originales.
Ademds de esta referencia, la actividad de los compuestos anteriores ha sido
escasamente reportada.

2.4 BSTUDIOS DE ACTIVIDAD FARMACOLOGICA Y TOXICOLOGICA EN
MODELOS ALTERNATIVOS AL USO DE ANIMALES.

Un prerequisito reglamentario para la cceptacidn clinica de nuevos
farmacos v sus derivados es un ensayo exhaustivo de su actividad v toxicidad. El
estudio de actividad farmacologica v toxicoldgica en condiciones controladas
en humanos es costoso y puede poner en riesgo las salud de los voluntarios, porio
que generalmente se recurre a modefos con especies animales {Botting, JH. vy
Morrison, ARR., 1997). Los ensayos de foxicidad en especies de mamiferos no sdlo
estan restringidos por el costo, la complejidad vy duracion de los mismos, sino
tambien por el hecho de que se requieren grandes nimeros de animales, 1o cual
ha sido muy cuestionado por organismos ecologistas y  proteccionistas
infernacionales (Rowan, A.N., 1997; Barnard, N.D., y Kaufman, SR., 1997).

Los ensayos /n vifro con cultivos celulares son mds rapidos v reproducibes
qgue los ensayos i vivo, pero aun asi presentan varias desventajas, entre las que
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se encuentran una cantidad limitada de fuentes celulares, una tendencia de las
células cultivadas a perder su diferenciacion, y por lo tanto una aplicabilidad
limitada de células indiferenciadas, ademds de que los cultivos celulares no son
adecuados para estudiar efectos a largo plazo.

Los bioensayos de toxicidad preliminar con microorganismos, pequeios
crustdceos (como Arfemia salina) y especies vegetales resultan, pues, una
aiternativa factible desde el punto de vista econdmico, ético y practico.

2.4.1 ESTUDIOS CON ESPECIES VEGETALES. LAS AUXINAS.

Los estudios con especies vegetales ofrecen un bajo costo, condiciones de
regulacién poco demandantes, un dlfo grado de reproducibiidad entre
bioensayos y una mayor aceptacion étfica y sociopoliica. Los bicensayos de
germinacién de semillas, particularmente, permiten una evaluacion rapida de los
efectos de agentes farmacéuticos o tdxicos sobre el desarrollo de |la planta.
Varias especies vegetales, entre ellas el berro (Lepidium safivum), el rabano
(Raphanus sativus), la lechuga (Lactuca safiva) y el maiz (Zea mays), han sido
usados para evaluar los efectos toxicologicos de anestésicos y barbituratos
(Lowe, K.C., Davey, M.R., Power, J.B., y Clothier. R.H., 1995], siendo los compuestos
mds liposoiubles los gque demostraron mayor actividad en el caso de los
barbituratos (Kordan, H.K., 1984; Kordan, H.K, 1988; Kordan, HK., y Rengel, 7., 1988).

Los vegetales responden a una variedad de estimulos externos utilizando
hormonas como controladores en sus sistemas estimulo-respuesta. Cuando una
semilla germing, el allo en crecimiento {falluelo} se dirige hacia arriba en busca
de luz ({fototropismo positivo), v la raiz en crecimiento {radicula) se mueve en
direccién contraria, lejos de la luz {geotropismo positive). Los confroladores son
ciertas hormonas sintetizadas en la punta de los talluelos (coleoptilos),
denominadas cuxinas, que se difunden hacia la parte no iluminada (radicuta),
causando elongacion de las células vy, por lo tanto, un crecimiento vertical de la
planta.

En la actualidad, se reconocen cuatre tipos generaies de hormoenas de las
plantas: Las auxinas, las giberelinas, las citocininas y los inhibidores.

Auxing es un términc genérico que se aplica la grupo de compuestos
caracterizados por su capacidad para inducir la extension de las celulas de los
brotes. Por lo general, estos compuestos son dcidos con un nucleo ciclico
nsaturado. La auxina mds imporiante es el doido f-indolacetico (IAA), que se
forma a partir det triptéfano o de la degradacién de glucosidos.

Las anticuxings son compuestos que inhiben la accion de las auxinas,
compitiendo con ellas por sus receptores. Algunos compuestos, dependiendo de
ias circunstancias, pueden actuar o la vez como auxinas © como anfiauxinas,
siendo  la  concentracidn un  factor importante en su  accidon:  Altas
concentraciones de algunas cuxinas, por ejemplo, inhiben el crecimiento,
produciendo deformaciones en hojas, tallos y fiores. Estos compusstos pueden ser
tanto de origen natural o sintético. Aigunos de ellos son usados como herbicidas
selectivos {por ejemplo, para interrumpir el crecimienio de piantas dicotiledéneas
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en campos gue contengan cereales u ofras especies monocotieddneas), en et
desarollo de frutos, defoliacidn, etc. (Weaver, R.J., 1996).

En la figura 2.5 se muestran algunos ejemplos de auxinas, tanto de origen
natural como sintético. Poco después de demostrarse que el IAA era la auxina
mas abundante en las plantas superiores, Zimmerman vy sus colaboradores
{Zimmerman, P.W., 1942; Zimmerman, P.W. y Hitfchcock, A.E., 1942; Zimmerman,
P.W., Hitchcock, A.E., y Wilcoxon, F., 1936) investigaron varios nuevos compuestos
sintéticos, entre ellos el acido o-naftiacético, NAA. Es de relevancia hacer notar
que éste y ofras estructuras poseen nlcleos naftalénicos y resultan muy similares

al naproxeno.
1
|
H

Acln‘ap.Jndolacético [1AA)

R, CCH,C00H
T

Acidop-Naftexlacético
(BNOA)

OCHLOCOH
a

8§
S

Acidop-Natillacético ““'d"oi'sgg’]”“é““

OCHCOCH

9

Acido Fenoxlacético
PO.

O

Aclde Fenllacétlco

AY
COCH
oo "
CH,

Actdo 2.4-Diclorofenoxiacétice Acldo Benzotlazol- Acldo 2,3,84
(2,4-D) 2-oxiacético {BCA) Trimetilbenzeica

E:

=4

FIGURA 2.5 ESTRUCTURAS DE ALGUNAS AUXINAS.

El mecanismo de accion de las auxinas sobre la expansion celular se
desconoce hasta la fecha. Una de las teorias mas satisfacterias es la de que las
auxinas incrementan la plasticidad de ias paredes celulares {Heyn, ANN.J., 1931).
Cuando se incrementa la flexibilidad de las paredes, disminuye la presion de ésta
arededor de la célula y la presidon de turgencia causada por las fuerzas
osmaticas en la savia vacuolar hace que el agua entre a las células, provocando
su expansion. La plasticidad es una deformacion irreversible de las paredes
provocada probablemente por ta ruptura de eniaces cruzados entre Ias
microfibrillas de celulosa de las paredes celulares.

Existe ademds evidencia de que las guxinas, ai igudl gue ofras hormonas,
influyen scbre la sintesis de proteinas, y sobre la accidén de ciertas enzimas.
Thimann {1969) sugirid que las auxinas pueden funcionar mediante la activacién
de un tipo mensajero de RNA, que provoca la sintesis de enzimas especificas.
Dichas enzmas generan ia insercion de nuevos materiales en las paredes
celulares, lo cual da por resuitado su expansion.,

Las auxinas poseen acciones diferentes ¢ la promocion del crecimiento; se
sabe que juegan roles importantes en la division y diferenciacion celular, en el
desarroilo de los frutos, en la formacion de raices nuevas después del corte de la
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planta, y en la caida de las hojas [absicidon}. En condiciones experimentaies, ias
auxinas tienden a inhibir el progreso del envejecimiento de vegetales,
probablemente debido a su efecto estimulante sobre la sintesis de proteinas.

Adicionalmente, existe el antecedente de que algunos compuestos
pertenecientes a los dcidos arilpropidnicos han demostrado tener actividad sobre
la germinacion de numerosas especies vegetales, al actuar como auxinas
(Lehman, P.A., Rodrigues de Miranda, J.F, y Ariéns, EJ., 1974). Ha sido
demostrado, ademds, que existe selectividad en la respuesta de las plantas
hacia las dos formas esterecisoméricas de los mismos (Smith, M.S., Wain, R.L., vy
Wightman, F.. 1952; Jénsson, A., 1961; Aberg, B., 19641},

Por ofro tado, la actividad del naproxeno y sus derivados bioreversibles asi
como sus posibles bioprecursores en plantas no ha sido reportado con
anterioridad. De esta manerg, la inhibicidn de germinacién de semillas pudiera
representar un modelo de bioensayo con el cual se pueden probar de una
manera rapida y eficiente numerosos compuestos de la familia de los dcidos
ariipropidnicos con el objeto de evaluar preliminarmente su  actividad
farmacoldgica y toxicoldgica.

2.4.2 ESTUDIOS CON Arfernia salina.

Por ofro lado, una de las respuestas bioldgicas mds simples de observar es
la letalidad. Como ésta es una respuesta en escala discreta, su tratamiento
estadistico es sencillo (Lien, E.J., 1987). Por lo tanto, un método general de
monitoreo de toxicidad que no requiera de mucha especializaciéon es esencial en
el estudio de compuestos potencialmente activos. Una especie animal que ha
sido usada para este propdsito es Arfermia safing que es un crustdceo halofilico
perteneciente ala subclase Branchiopoda.

Este crustdceo se encuentra en todo el mundo en aguas marinas con un
amplio rango de sdlinidad (10-220 g/L). y sus huevecillos deshidratados se
conservan por largos periodos, lo que lo hace un animal facil de cultivar vy
estudiar, Los bioensayos de toxicidad se realizan en todas las etapas de
crecimiento de la artemia, pero para estudios de concentraciones letales (Dlso &
Clss), generaimente se utiliza la larva de estadio U, que se obtiene sumergiendo
los huevecillos en agua salada por aproximadamente 48 horas. Estas larvas tienen
un color rojizo debido a las reservas de yema, que persiste por 72 horas mds, lo
que indica gue pueden sobrevivir por este tiempo sin necesidad de alimento
(Sam, T.W., 1993). Todas estas ventajas hacen de la prueba con artemia un
bicensayo con animales no marmiferos, simple y efectivo.

El bicensayo con Arfemia salina ha demostrado ser un metodo
conveniente para evaluar actividad de extractos vegetales y toxinas {Mever, B.N.,,
Ferrignl, N.R., Putnam, J.E., Jacobsen, L.B. Nichols, D.E., y MclLaughlin, J.L., 1982),
anestésicos {Robinson, A.B., Manly K.F, Anthony M.P., Catchpool, J.F. y Pauling, L.,
1965}, y morfinanos (Richter, J., y Goldstein, A., 1270). Se ha evaluado su potencidl
predictivo para toxicidad aguda en humanos [Calleja, M. y Persoone, G., 1992;
Calleja, M., Persoone, G. y Geladi, P., 1993), se ha comparado con bioensayos en
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células animales {Lewan, L., Andersson, M., y Morales-Gomez, P., 1992) y se ha
tratado de incluir en un modelo de comparacidn con propiedades fisicas de los
compuestos estudiados (Calleja, M., Geladi, P., y Persoone, G.,1994). Bl método de
cultivo de este crustdceo es ademas facil, rapido, confiable y poco costoso, por
lo que constituye una dlternativa idénea para evaluacion de actividad y
toxicidad de una gran diversidad de compuestos.

2.5 LOS ESTUDIOS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD EN LA EVALUACION
FARMACOLOGICA DE DERIVADOS DEL NAPROXENO.

Los compuestos orgdnicos que comparten caracteristicas estructurales o
funcionales muy probablemente exhiben efectos bioldgicos similares. Desde los
anos 40's a la fecha los cientificos han tratado de expresar cuantitativamente la
relacién enfre la estructura guimica y la actividad biolégica con el propésito de
levar a cabo el disefo de nuevos farmacos de manera racional, en muchos
Ccasos con gran exito.

Los estudios cuantitativos de relacién estructura actividad (QSAR, por sus
siglas en inglés) han demostrado tener utilidad en I prediccion de actividades
farmacoldgicas, con una reduccidn en el costo y esfuerzo que implica el disefio y
la sintesis de farmacos nuevos. Por ofro lado, estos estudios han sido usados para
propdsitos regulatorios, como una parte importante del andlisis de evaluacion de
riesgo (Nendza, m., Volmer, J., y Klein, W., 1990; Coccini, T., Giannoni, L, Karcher,
W., Manzo, L., y Roi, R.. 1992). Adicionalmente, se han logrado utilizar datos
bioldgicos derivados de bioensayos in vifro para estimar Dlso's por medio de
prodedimientos QSAR sin necesidad de efectuar estudios en animailes (Phillips,
J.C., Gibson, W.B., Yam, J., Andrew, C.L., y Hard, G.C., 1990).

Los modelos cuantitativos cldsicos para estudiar la relacién estructura-
actividad pueden clasificarse en dos categorias: La primera incluye modelos
matemdticos en los cuales la actividad biologica observada se expresa en
funcidn de algunos pardmetros asignados a cada sustituyente o grupo de ia
molécula; los valores de estos pardmetros se obtienen generaimente por medio
de un modelo de regresion lineal mdltiple en el cual se ajustan las actividades
observadas experimentalimente. La segunda categoria incluye a los modelos que
atribuyen la actividad biclogica a las contfribuciones de varios parémetros
fisicoquimicos de las moléculas, en los cuales las constantes también son
obtenidas por medio de andlisis de regresion de los moléculas probadas
biclogicamente.

Fiemplos del primer método se pueden encontrcr en [os trabajos de Free y
wilson (1964). El segundo método es mejor conocido como el modelo de
sustituyentes de Hansch [Hansch, C., y Fujita, T.,1964), o metodo de p-c-n , cuya
ecuaciéon general se muestra a continuacion:

log 1/Cx=-an’+bn+po+cC
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En donde n es la constante que define |la diferencia de logaritmos del
coeficiente de particidon de la molécula derivada y el logaritmo del coeficiente
de particidn de la molécula protofipo, o es la constante de Hammett, que
representa los efectos electronicos de sustituyentes, y @, b, p y ¢ son constantes
estimadas por medio del andlisis de regresién.

A pesar de gue hoy en dia no es frecuente encontrar trabgjos que utilicen
el método clasico de Hansch para andlisis de relaciones estructura-actividad,
existen varios ejemplos recientes en los que los procedimientos convencionales
de QSAR han demostrado ser piedras angulares en el desarrollo de nuevos
compuestos bioactivos, entre ellos el de agentes contfra la migrana (Hara, H.,
Morita, T., Sukamoto, T. y Culter, F.M., 1995}, fungicidas azdlicos (Chuman, H., lto,
A.. Saishoji, T. y Kumazawa, S., 1995), y especiamente compuestos
antinflamatorios no esteroidales (Kuchar, M., Maturova, E., Brunova, B., Grimova,
J., Tomkova, H. y Holubek, K.J., 1988}, que actualmente se encuentran en fase
clinica it o en el comercio (Fujita, T., 1996).

De esta manera, la formulacidn de ecuaciones de correlacidn con base
en bioensayos en plantas y A. saiinag para posibles profdrmacos del naproxeno
constituye una estrategia simple y directa, ya que usualmente estas ecuaciones
incluyen solamente un término para la constante de particidén y algin otro
pardmetro facimente disponible o determinable por métodos experimentales o
matematicos.

2.6 LA UTILIDAD DEL DISENO DE EXPERIMENTOS EN LOS ESTUDICS DE
ACTIVIDAD Y TOXICIDAD DE COMPUESTOS ORGANICOS.

La experimentacion es un método cientifico de investigacion que consiste
en hacer operaciones y practicas destinadas a demostrar, comprobar o
descubrir fendmenos o principios bdsicos, mediante procedimientos ocbjefivos,
adecuados vy precisos. Bl planeamiento cuidadoso de los experimentos puede
dar la informacién apropiada para el andlisis cuantitativo de los factores que
afectan una respuesta. Un experimento disefiado es una prueba o serie de
pruebas en las cuales se inducen cambios en las variables de entrada de un
sistema de manera gue sea posible identificar las causas de los cambios en [a
respuesta de salida (figura 2.6). Algunas variables de entrada x pueden ser
controlables, de manera gue la respuesta y puedda ser correlacionable. Entre 10s
objetivos de un experimento pueden inciuirse: La determinacion de las variables x
que fienen mayor influencia en la respuesta y; del mejor valor de las x gque
influyen en y de modo gue ésta Ultima tenga un valor cercano al valor nominal
deseado, o bien tenga menor variabilidad.

Para gue un experimento se realice en la forma mds eficiente, es necesario
emplear métodos cientificos en su planeacidn. El diserdo estadistico de
expernmenifos es el proceso de planear un experimento para obtener datos
apropiados, que pueden ser analizados mediante métodos estadisticos, con el
objeto de producir conclusiones vdlidas y objetivas (Montgemery, D.C., 1991). Asi,
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puede plantearse un disefio que involucre a uno o varios fattores xen diferentes
niveles de variacion de los mismos.

Variables
Controlablas

—M{ A2 X3...
L
Entradas Salida
| PROCESO | ——» ¥
A

I
z1 72 73,

Variables
Incontrolables

FIGURA 2.6 UN SISTEMA EXPERIMENTAL.

Desde este punto de vista, el disefio de experimentos constituye una
herramienta extremadamente Util en el desarrollo de bicensayos de actividad o
toxicidad de compuestos potenciaimente bioactivos, ya que proporciond
condiciones confroladas, en las que pueden variarse deliberadamente los
factores involucrados en el experimento. Parficularmente, en el caso de los
estudios QSAR esta metodologia es invaluable puesto que proporciona una vision
conjunta y general de las variaciones estructurales de las moléculas involucradas
en el estudio particular (Lien, €.J., 1987; Hansch, C., 1990).

La metodoiogia estadistica es el Unico enfoque objefivo para analizar un
problema gue involucre datos sujetos a errores experimentales. Existen entonces

-5 aspectos en un problema experimental: El disefio del experimento y el andlisis
estadistico de los datos.

Un procedimiento matemdtico usado frecuentemente para andalizar los
datos experimentales obtenidos lo constituye el andlisis estadistice de varianza.
Para un experimento gue involucra un sdlo factor, este procedimiento utiliza una
prueba de hipdtesis en la cual se asume que no existe diferencia entre los
promedios de los fratamientos, lo que ayuda a determinar si el factor fiene un
efecto estadisticamenie significativo sobre ia variable de respuesta. Para disenos
experimentales que involucran mds de un factor, se puede realizar una prueba
de significacidon para los factores individuaies asi como para los efectos de
interaccién de los mismos. Los disefios multifactoriales son entonces mas eficientes
en la experimentacion, ya gue se investigan todas ias posibles combinaciones de
105 niveles de los factores en cada ensayo completo o réplica del experimento.

Al efecto de cada uno de los factores seleccionados se le denomindg
efecto principal En algunos experimentios puede encontrarse que la diferencia
en la respuesta entre los niveles de un factor no es la misma en todos los niveles
de los otros factores; es decir, la variable de respuesta encontrada para un factor
depende del nivel en que se encontraba ofro factor. A ésto se le conoce como
efecto de inferaccion. La ventaja de usar experimentos multifactoriales en
bioensayos de actividad biocldégica estriba entonces en la deteccion de las
interacciones enfre los factores, misma gue por los  procedimientos
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ANIECELENTES

convencionales de andlisis no se puede realizar, dando lugar probablemente a
conclusiones enganosas.

El disefo de experimentos se fundamenta ademds en el método
estadistico de minimos cuadrados, con el cual se puede construir un modelo
probapilistico en el cual se pueda describir la relacién entre las variaples
independientes y la variabie dependiente o de respuesta del experimento. En
este modelo se indica ademds si la relacion entre variables es fineal o curvilinea
{cuadrdiica, efc.)

Las directrices para levar a cabo un experimento disenado son:

Comprensidn y planteamiento del problema.
Eleccion de factores y niveles.

Seleccion de la variable de respuesta.
Eleccidon del disefio experimental.
Realizacién del experimento.

Andiisis de datos.

Conclusicnes y recomendaciones.

N e N

Durante iodo este procesco es necesario tener presente que la
experimentacion es parte importante del proceso de aprendizaje, en la cual se
formulan hipdtesis acerca de un sistema, se realizan experimentos para investigar
dichas hipdtesis, y con base en los resultados se formulan nuevas hipotesis. Esto
sugiere que la experimentacion es iterativa. Bs decir, se suele experimentar
secuencialmente, v por lo general se saben las respuestas ¢ estas preguntas a
medida que la investigacidn avanza.

Austel ha introducide un método para diseno de series en QSAR gque se
basa en ei disefio factorial de experimentos, una técnica gue minimiza el nimero
de compuestos requerido para investigar el efecto de varios pardmetros en la
actividad bioldgica. Este métado permite manejar tanto variables fisicoguimicas
como topoldgicas (Hansch, C., 1990;.

El disefio factorial de andiogos se basa en el diseno factorial de
experimentos 2%, donde & se refiere al nimero de variaciones en la posicidn de los
sustituyentes de las moléculas, o bien al némero de variaciones estructurales. Los
descriptores son expresados usualmente como variables nominales {si/no, +/-,
nivel superior/inferior}, v la prueba es disenada de tal manera gue cada
combinacién ocurre una vez en id serie,

Fste método ha sido aplicado al disefio de series de analgésicos [Austel, V.,
1982), cardiotonicos (Austel, V., 1983), agentes anfiinflarnarorios (Austel, V., 1982) y
analgésicos/ antipiréficos (Gomez-Parra, V., Sanchez, F.y Yague, C., 1986,
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FLANIEAMIENTCO DEL FRUBLEMA

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado que los efectos del ngproxeno y de sus derivados no han sido
reportados para bioensayos en A. safing y en sistemas vegetales, se plantea el
problema de determinar y donde sea posible cuantificar los efectos de variar el
estado de oxidacién, la estereroquimica vy la lipofilio de la molécula modelo de
NAproxeno.

Con base en estos anfecedentes, se decidid hacer la sintesis de fres
derivados del naproxeno {dcido $(+}-6-Metoxi-a-metil-2-naftalenacetico), en
ambas configuraciones, £y S, con el fin de incorporarios en un disefio factorial de
experimentos, a fravés de bioensaycs en A. saling y germinacion de semillas
vegetales, que permita establecer una relacicn estructura-actividad cuantitativa
(QSAR) de los compuestos en sus respectivas configuraciones, ademds de una
evaluacién preliminar de su actividad en estos sisternas experimentales. Estos
dernvados han sido preparados anteriormente vy propuesfos como posibles
profdrmacos tépicos del naproxeno con el fin de mejorar la fiposolubilidad vy
disminuir la irritabilidad de la molécula originat {Kasting, G.B., ef ol 1992).

Estos tres pares de compuestos son:

oSy Rnaproxenato de etiic (S, R -6-metoxi-a-metil-2-naftalenacetato de
etilo).

Sy Rnaproxol (S, R-6-metoxi-B—-metil-2-naftaienetanol].

5 vy Racetato de naproxilo (aceiato de 5 R -6-metoxi-B-metil-2-
naftalenetilo). (Figura 3.1).

CHs CH,

OCH20H3 OH
SoR I
CH,;0 CHLO

S, R naproxenato de etilo 5, R naproxol

5, R acetato de naproxilo

FIGURA 3.1 DERIVADOS DEL NAPROXENO,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El primer compuesto (en su configuracidon S) puede considerarse un
derivado bioreversible, ya que constituye un profdrmaco simple del naproxeno
con una mayor lipofilicidad que debe liberarse al ingresar al organismo por medio
de hidrdlisis con esterasas plasmdaticas vy tisulares,

El segundo compuesto {en su configuracidon §), al ser un andlogo del
estado de oxidacion se considera un bioprecurser, que para ejercer su efecto
requiere sufrir una reaccidén de oxidacion y regenerar gl naproxenc in vivo.

Por ofra parte, el tercer compuesto (en su configuracion 8), al ser un éster
inverso del Snaproxenato de etilo, puede ser incluido en la clasificacién de los
pre-profarmacos o sistema quimicos de fiberacidn (“Soft Drugs”, Bodor, N., 1995),
lo que aparentemente le proporciona un gran potencial. Este compuesto en
teoria necesita primero ser liberado por medio de una hidrdlisis y posteriormente
sufrir una reaccidn de oxidacién que lo convierfa en la molécula original
{naproxeno).

16



HIPOTESIS

4. HIPOTESIS.

Con base en el problema anteriormente planteado, se proponen las
siguientes hipodtesis de frabagjo:

1. La actividad del naproxeno y sus derivados sobre A. saiing, expresada
como el porciento de letalidad, es funcidn de: El estado de oxidacidn, la
estereoquimica vy la esterificacion de los compuestos.

2. La inhibicién de la germinacién de semillas monocotileddneas (trigo,
Trificum vulgare} y dicotileddneas {rdbano, Raphanus sativus L.} es funcidn de: El

estado de oxidacién, la estereoquimica vy la esterificacién del naproxeno Yy SuUs
derivados.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVOS GENERALES.

1. Aplicacion del disefio factorial de experimentos para estudiar la relacién
estructura-actividad cuantitativa (QSAR] del naproxeno y de tres de sus
derivados, en sus respectivas configuraciones Ry S con el fin de estudiar los
efectos del estado de oxidaciéon, la configuracién y la esterificacion de los
mismos en su actividad bioldgica, a través de bioensayos con A safina y de
germinacidon de semillas vegetales, tanto en especies monocotieddneas como
dicotileddneas.

2. Bstudio de la factibilidad de emplear los bioensayos en A. saing v
germinacion de semillas vegetales para probar actividad de derivados del
naproxenao.

3. Establecer relaciones estructura-actividad bioldgica basados en las
hipdtesis derivadas del disefo factorial y métodos cldsicos de QSAR.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Sintesis de tres posibles profdrmacos de aplicacion topica, anteriormente
propuestos en la literatura, en sus configuraciones Sy £

2. Caracterizacion espectroscdpica de los mismaos.

3. Diseno de los experimentos factoriales para los bicensayos en Arfernia salina
y especies vegetales.

4, Realizacion de los experimentos disefados.

5. Aplicacion de métodos estadisticos de los datos obtenidos en los
experimentos, con el fin de detectar efectos de! estado de oxidacion, de ia
configuraciéon y de la esterificacion en la actividad presentada scbre A, safina y
germinacion de semillas, .

6. Tratamiento matemadtico de los datos obtenidos con el objeto de enconirar
modelos que expliquen la relacion estructura-actividad encontrada para los
compuestos probados.

7. Establecimiento de relaciones de estructura-actividad bioldgica con
variables fisicoguimicas disponibles de los compuestos.

18
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6.2.2.5 TRIGCQ (Trificum vulgare).
A. ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION.

Las tablas 6.50-6.57 muestran los resultados de cada uno de los factoriales.
Se indican los compuestos que de acuerdo con la prueba de Dunnett resultaron
diferentes con respecto del tratamiento control. En el caso de radicula de trigo,
puede observarse que todos los compuestos estudiados aparentemente se
compeortan biclégicamente como el control; es decir, no se aprecia actividad
apreciable, ya sea inhibitoria o estimuladora del crecimiento. Esto podria indicar
una diferencia en sensibilidad diferencial a los compuestos entre especies
vegetales diferentes, como se esperaria en el caso de las monocotileddneas, que
naturalmente son mucho menos sensibles a la accidn de las auxinas. Por ofro
lado, el $(+)-naproxenato de efilo a la concentracién 1023 M falld marginalmente
el test de significacion de Dunnett para estimulacion de crecimiento. Esto es muy
interesante, porgue podria significar que estos compuestos verdaderamente
funcionan como auxinas, siendo que estas sustancias se caracterizan por inhibir el
crecimiento radicutar a concentraciones mayores, mientras que estimulan et
crecimiento a concentraciones menores. Sin embargo, para poder llegar a una
conciusion vdlida se requeriia un mayor ndmero de repeticiones en el
experimenio. _

Al anadlizar las tablas para In de talluelo de trigo, se puede observar que en
este caso hubo varios compuestos que demostraron tener diferencias
significativas al compararlos con el control, los cudles son el S{+)-naproxeno, el
R-[-)- naproxeno, el &(+)-naproxol y el &(-)-acetato de naproxilo.

B. ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO (REGRESION LINEAL
MULTIPLE) Y LOS MODELOS INDIVIDUALES PARA RADICULA Y TALLUELO DE TRIGO.

Lo tablas 6.58 y 6.59 muesiran los datos obtenidos de la evaluacion
estadistica y comparativos de los modelos pora cada una de las
concentraciones utilizadas v para el andlisis de regresion multiple, para las
variables de respuesta obtenidas en los experimentos {longitud de radicula vy
tailuelo, expresadas como su logaritmo natural). En estas tablas se observa que
para los experimentos con frigo se obliene un modelo significativo para ia
concentracion 102 M, Unicamente en falluelo. El modelo de in de talluelo para
103 M queda en la frontera de la prueba de significacion (o= 0.062), pero debido
a que se encuentra muy cercano al nivel fijado [«=0.05), puede ser considerado
para andlisis. Se observa que los efectos de los factores también se difuminan al
disminuir Ia concentracion de los compuestos (El coeficiente del inverso de iogio
de la concentracion es negativo, lo que implica que a una mayor concentracion,
existe una mayor inhibicién del crecimiento}. £l modelo de regresion lineal
muoliiple gue incluye a los blogues resulta tambien significativo para ambas
variables de respuesta (radicula y talivelo de trigo) y detecta efectos significativos
de la concentracion {logie C), el factor C (esterificacion), la interaccién AB {Entre
el estado de oxidacién y la configuracion) vy la interaccidn ternaria (ABC), para
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inhibicién del crecimiento de radicula, y de la concentracion vy la esterificacién
(C) para inhibicién de crecimiento de talluelo. El efecto de la conceniracidn
resulta significativo segun lo esperado. Los efectos de la esterificacion (C). la
interaccién AB [entre el estado de oxidacién y la configuracion) vy la inferaccion
ternaria resultan dignos de consideracion porque, como ya se habia explicado
antes, resultan significativos e independientes de la concentracidn, y revelan una
dependencia c.mpleja de los tres factores para establecer una relacion
esiructura-actividad de tos compuestos. Ademas es importante hacer notar que
la configuracion resulta un factor involucrado en dos interacciones, que pondria
probablemente de manifiesto una diferencia de actividades entre los distintos
pares de enantidmeros estudiados.

8.1 EFECTOS DEL ESTADO DE OXIDACION (A}

El efecto del estado de oxidacion resultd significativo en los modelos de la
concenkracién 10?7 M tanto para radicula como para talluelo de trigo. Los
coeficientes para este factor son positivos, 1o que indica que los alcoholes
resultaron, en este caso, mdas activos que los dcidos carboxilicos
correspondientes.

B.2 EFECTOS DE LA CONFIGURACION (Bj).

NingUn modelo mostrd significacion en la configuracion, lo que indica una
inespecificidad en la actividad de los compuestos sobre radicula o talluelo de
trigo.

8.3 EFECTOS DE LA ESTERIFICACION (C).

£l efecto de la esterificacion resuitd significativo para ambos modelos
completos (radicula y talluelo), asi como para los modelos de la concentfracion
107 M para radicula vy falluelo.

Los coeficientes para la esterificacion son positivos, lo que indica que |os
compuestos libres son mds activos en radicula y talluelo gue los compuestos
esterificados.

B.4 INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES.

La interaccion entre la configuracion vy el estado de oxidacion [AB) resulto
significativa en el modelo completo para radicula v en el modelo de la
concentracién 102 M, también para radicula. La presencia de esta interaccion
indica que el efecto de la configuracién depende de si los compuestos son
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alcoholes [donde la configuracién R es la mas activa) o dacides (Siendo el
enantidmero $ el de mayor actividad) (figura 6.60).

e C O AR P~ —DC~0P

DESIGN-EASE Analysis
Ln{Radlcula)

422
3.95-. B
B+ —
368 - e
S ;
3.41-. 2/ ""“‘—-\ﬂf
B- B+
343
2 86--
259
- - Ax

Interaccién de A-Est. de ox. y B:Config.

FIGURA 6.60 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA

CONFIGURACION ABSOLUTA.

Por otro lado, la interaccidn entre el estado de oxidacion vy la esterificacion
resulié significativa en tos modelos de la concentracion 102 M tanto para radicula
como para talluelo de trigo. Al igual que lo encontrado anteriormente, existe una
dependencia de ambos factores.
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FIGURA 6.61 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXiDACION Y LA
ESTERIFICACION, PARA RADICULA DE TRIGO.
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La gréfica de interaccion AC para radicula (figura 6.61) indica que los
aicoholes libres son ligeramente menos inhibidores  que los  ésteres
correspondientes, mientras que los &eidos carboxilicos son mdas activos que los
ésteres de los mismaos.

DESIGN-EASE Analysis
Ln(Talluelo}
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339-
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u ;
a 320 -
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a 2 82* - - T
: :
u 2 63—
e
|
[s] 2 44,
)

225-

AT A

Interaccion de A'Est de ox y C'Ester

FIGURA 6.62 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA
ESTERIFICACION, PARA TALLUELO DE TRIGO.

La figura 6.62 muestra el andlisis de la interaccidon AC parg tdlluelo, que
muestra que la esterificacion influye sobre la actividad de los compuesios
dependiendo si son alcoholes o dcidos, siendo los ésteres de los &cidos
carboxiicos menos activos que los &cidos libres, vy teniendo los ésteres de
alcoholes un comportamiento similar a los alcohcles libres.

Adicionalmente, la interacion ternaria resulté significativa tanto en el
modelo completo para radicula como en el modelo de | concentracién 103 M,
también para radicula. La interpretacion de esta interaccion es compleja pero
podria significar gue hay un requerimiento estructural complejo para actividad
biolégica sobre radicula y taliuelo de trigo.

En la figura 6.63 se muestran las graficas de interpretacion para In de
radicula de rabano.

Las grdficas de interpretacion para In talluelo de trigo a las cuatro
conceniraciones se muestran en la figura 6.64.
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FIGURA 6.63 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LN DE RADICULA DETRIGO, A
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6.2.2.6 ESTIMACION DE CEsg DE LOS COMPUESTOS CONTRA RADICULA Y
TALLUELO DE RABANO Y TRIGO.

Para estimar las concentraciones efectivas inhibitorias (CEso}) de los
compuestos sobre la germinacion de las dos especies utilizadas, se considerd el
50% del crecimiento promedio de radicula y talluelo en los fratamientos controt
comao punto de referencia. Asi, se hizo un conteo de las radiculas y talluelos que
habian crecido por debdjo de esta referencia, para las dos especies, v
posteriormente se aplicd la regresidn probit a estos datos. Los intervalos de
confianza también fueron fijados al 95%. Es importante mencionar que los
estimados sélo pudieron redlizarse en los compuestos que demostraron fener
diferencias estadisticamente significativas con respecto del control en la prueba
de Dunnett, y que por lo tanto en el caso de radicula de trigo no se pudo estimar
ninguna concentracion efectiva. Ademas, los estimados no son muy confiables
puesto que fodos resultaron fuera del rango de concentraciones utilizadas en los
experimentos. Los resulfados se muestran en las tablas 6.65 vy 6.66. Debide a la
falta de datos significativos de concentraciones efectivas, no se pudo hacer una
comparacion de actividades de los compuestos, ni cdiculo de indices
eudismicos.

TABLA 6.65. RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION PROBIT DE LOS
COMPUESTOS EN RADICULA Y TALLUELO DE RABANO.

COMPUESTO - oo CE; RADICULA . j
S-(+)-naproxeno 1.32x107 M 2.12x10° M
R-(-}-naproxeno 1.76x102 M n.s.

8-(-)-naproxol .. fn.s.

R-(+)-naproxof n.s. 2.44x10”% M

S-(+)-naproxenato de etilo n.s. n.s.
R-({-}-naproxenato de &tilo n.s. n.s.
S-(-)-acetato de naproxilo 1.446x102 M n.s.
R-{+)-acetatc de naproxilo n.s. n.s.

n.5. No significativo.

TABLA 6.66. RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION PROBIT DE LOS COMPUESTOS

EN TALLUELO DE TRIGO.

COMPUESTO i CEg TALLUELO - )
S-(+)-naproxeno 2.1x10%° M
R-(-)-naproxeno 3.7x10% M

S-(-)-naproxol n.s.

R-{+}-naproxol 2.44x10% M

S-(+)-naproxenato de etilo n.s.
R-(-)-naproxenato de etilo n.s.
S-(-)-acetato de naproxilo 1.72x10% M
R-(+)-acetato de naproxilo n.s.

n.5. No significativo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1 PARTE QUIMICA,

En la tabla 6.3 se muestran las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos sintetizados. Se aprecia consistencia en los valores encontrados de
punto de fusidn y rotacion optica de los compuestos preparados con respecto a
los reportados anteriormente en la literatura {Harrison, 1.T., Lewis, B., Nelson, P.,
Rooks, W., Roszkowski, A., Tomolonis, A. y Fried, J.H., 1970; Bruzzi, G. y Vila Pahi, F. J.,
1977; Kasting, G.B., Smith, R.L. y Anderson, B.D., 1992}, Las rotaciones dpticas de los
pares de enantibmeros poseen valores similares con signos opuestos, 1o que
indica una conservacion de la configuracion absoluta de las materias primas o
fravés de las reacciones. Como unda manera de establecer un controi de calidad
de las materias primas utilizadas (en este caso, $(+)- y A&(-}]- naproxeno), se
determinaron pardmetros tanto fisicoguimicos como espectroscdpicos de ambos
compuestos.

Todas las reacciones se flevaron a cabo de manera sencilla y con buenos
rendimientos. Los productos crudos de las reacciones poseian una pureza gque
permitic su aislamiento por cristalizacion directa desde el medio de reaccidén o
bien por recristalizacion simple a partir del disolvente adecuado.

En la tabla 6.4 se muestran las sefales de espectroscopia de infrarrojo y
masds parg los ocho compuestos,

6.1.1 S(+)- Y R{-}- NAPROXENO.

La espectroscopia de infrarrojo muestra las bandas caracteristicas para OH
del acido carboxilico (~ 3194 cm'), para carbonilo de dacido {1728 cm) vy las
bandas caracteristicas para sisternas aromdaticos, tanto dentro como fuera del
plano (Nakanishi, K., 1982).

Por ofro lado, los espectros de masas de ambos compuestos muestran
iones de relacion m/z 230, gue coincide con el peso molecular de los mismos,
ademdas de un pico base de relacién m/z 185, producido en este caso por una
descarboxilacion {M* - 45) (Silverstein, R.M., Bassler, G.C. y Morrill, T.C., 1991) {Figura
6.1).

CH, +

CHi0 ] l

m/z 185

FIGURA é.1 PICO BASE DEL NAPROXENC.
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En las tablas 6.5 y 6.6 se muestran las asignaciones de resonancia
magnética nuclear de protén y carbono 13 del $-(+)- v el R{-}-naproxeno.

El espectro de resonancia magneéfica nuclear de protdén {'H RMN] de
ambos enantidmeros muestra una sefial amplia en = 9.5 ppm que desaparece
por adicidon de D20, correspondiente al protén del grupo carboxilo {H-15). Se
aprecian ademds una sefal doble a =1.5 ppm que integra para fres hidrégenos
correspondiente al metilo o al carboxilo {H-13), una sefial cuadruple a 3.73 ppm
gue integra para un protdn correspondiente al metine adyacente al carboxilo (H-
11}, una senal simple en aproximadamente 3.79 ppm que integra para ires
protones correspondiente al grupo metoxilo en posicidn 6- del anillo de naftaleno
[H-14), ademds de las sefales caracteristicas de los protones aromdaticos.

El espectro de 13C RMN muestra una sefial de carbonilo a 180 ppm (C-12),
aproximadamente, ademds de sefales a 18 ppm, 45 ppm y 55 ppm,
correspondientes al metilo en posicion « al carboxilo (C-13), al metino adyacente
al carboxilo (C-11), y al metoxilo (C-14}, respectivamente, en adicién a las sefiales
caracteristicas de los carbonos del sistema aromdtico.

6.1.2. 5-(+)- Y R{-)-NAPROXENATO DE ETILO.

Para el caso del S{+}- y & (-)-naproxenato de efilo, el espectro de infrarrojo
muestra senales caracteristicas para carbonilo de éster (1730 cm), para
estiramiento C-O (1180 cm) vy las bandas caracteristicas para  sistemas
aromaticos.

Los espectros de masas de ambos compueastos muestran iones moleculares
de relacién m/z 258, ademas de picos de relacién m/z 230 (M*-28} y m/z 185,
correspondientes a la generacion del dcide carboxfico v descarboxilacion
conhsecuente.

[ CH3 ' CHa + CHs '
o}
LT B | = L O | | OO
myz 258 m/z 230 myz 185

FIGURA 6.2 FRAGMENTACION DEL NAPROXENATO DE ETILO

Ademds, el espectro 'H RMN de ambos enantiomeros [tabla 6.7) muestra
un sisfema ABXs conformado por una senal friple en = 1,15 ppm, que integra para
tres hidrogenos y que corresponde al metiio del grupo etile (H-15), v una sefal
multiple en 4.125 ppm correspondiente al metileno det grupo efilc (H-14). Existe
ademds una sefial doble a = 1.5 ppm que integra para fres hidrégenos
correspondiente al metilo « al carbonitc (H-13). una sefal cuddruple a = 3.85 ppm
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que integra para un proton, correspondiente al metino adyacente al carbonilo
(H-11), una sefal simple en aproximadamente 3.89 ppm que integra para tres
protones correspondiente al grupo metoxilo en posicidn 6- del anillo de naftaleno
[H-16), y las sefales caracteristicas de los profones aromaticos.

El espectro de '3C RMN (tabla 6.8) para estos ésteres muestra una sefal de
carbonilo a 174.7 ppm [C-12}, aproximadamente, ademds de sefiales a 14 ppm
para el metilo del grupo etilo [C-15), 17.6 ppm para el metilo en posicion a al
carbonilo (C-13), una sefial en 42 ppm del metino adyacente al carboxilo, en 55
ppm, correspondiente al carbono del grupo metoxilo, y en é1 ppm del metileno,
adicionalmente a las sefiales caracterisiicas de los carbonos del sistema
aromatico.

6.1.3. S-(-)- Y R[+)-NAPROXOL.

Las bandas de infrarrojo de importancia son las caracteristicas para et
grupo OH de alcohol en 3370 cm, aproximadamente, la banda en 1212 cm! de
estiramiento C-O, ademds de las bandas caracteristicas para el sistema
aromatico.

Los espectros de masas de ambos compuestos muestran iones moleculares
de relacidn m/z 214, cuya pérdida (M* - 31) forma el pico base en m/z 185 vy es
indicador de un alcohol.

El espectro 'H RMN de ambos enanfidmeros {tabla 6.9) muestra una sefat
amplia que corresponde al proton del grupo OH en 1.4 pom para el antipodo Sy
en 1.8 ppm para el R {H-15), una senal doble en 1.34 ppm correspondiente al
meftilo B al grupo naffilo (H-13), una sefial séxtuple en 3.07 ppm, que integra para
un protdn correspondiente con el metino « al naftilo {H-11}), una sefal doble en
3.76 ppm gue se asigna al metilenc a al grupo alcohel (H-12), una sefal simple en
aproximadamente 3.88 ppm que integra para tres protones correspondiente al
grupo metoxilo en posicion é- del anillo de naftaleno (H-14), y los sefales
caracteristicas de los.protones aromdticos.

El espectro de 3C RMN para ios alcoholes [tabla 6.10) muestra sefales a
17.46 ppm para el metilo B al naftilo (C-13), en 42 ppm del carbono del grupo
metino {C-11}, en 55 ppm del metoxilo (C-14), en 68.5 ppm que corresponde al
metfileno adyacente al grupo alcohol (C-12), ademdbs de las sefidles
caracteristicas de los carbonos del sistema aromdtico.

6.1.4, $(-)- Y R-[+)-ACETATO DE NAPROXILO.

Con respecto a los ésteres de acetato de naproxilo, el espectro de
infrarrojo muestra bandas en 1735 cm! correspondientes ai carbonile del acetato,
en 1244.6 cm' de estiramiento C-O, y las bandas caracteristicas para el sistema
aromdatico.

Los espectros de masas de ambos compuestos muestran icnes moleculares
de relacién m/z 258, un pico base en m/z 198 (M* - 60) por pérdida de &cido
acético y un pico de importancia en m/z 185.
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El espectro 'TH RMN de ambos acetatos (tabla é.11) muestra una sefal
cHoble en 1.38 ppm correspondiente al metilo en posicidn 8 al grupo naftilo {H-13),
una senal simple en 2 ppm que integra para tres hidrogenos que pertenecen al
metilo del grupo acetilo (H-15), un sistema ABX constituido por una senal séxtuple
a 3.22 ppm correspondiente al grupo metino (H-11) y una senal muoltiple en 4.235
ppm que corresponde al metileno adyacente al oxigeno del éster {H-12), una
sefal simple en 3.9 ppm del metoxilo en posicién é- del anillo de naftaleno (H-14)
y las sefales de los protones aromaticos.

El espectro de 13C RMN [iabla 6.12) para los acetatos muestra sefiales a 18
ppm para el metilo B al naftilo {C-13), a 20 ppm para el metilo del grupo acetilo
{C-15}, en 38.8 ppm parc el metino (C-11), en 55.3 ppm del carbono del grupo
metoxilo (C-16), en 69.4 ppm del metileno unido al oxigeno (C-12), y en 171 ppm
que corresponde al grupo carbonilo del éster (C-14), ademdas de las sefales
caracteristicas de los carbonos del sisterma aromdtico.
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TABLA 6.3.
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS.

COMPUESTO . |"REN
S(+)Naproxeno +67.25d Polvo blanco
0.35° | (0.281)
R(-)Naproxeno - 154 °C 0.242 -466.82 Polvo blanco
0.36° (0.205)
8-(+)-Naproxenato 95% 80°C 0.68* +48.0 Agujas largas blanco-
de Etilo 0.68° (0.125) nacaradas
R-(-)-Naproxenato 87.5% 79.5°C 0.69% -49.74 | Agujas largas blanco-
de Etilo 0.698" (0.197) nacaradas
S-(-)-Naproxol 80% 91°C 0.35° -17.5%9¢e Cristales blanco-
0.24° (0.341) nacarados
R-(+}-Naproxol 85% g91-g2°C | 0.34° +17.9 Cristales blanco-
0.2° (0.162) nacarados
S-(-)-Acetato de 91% 61°C 0.66* -18.84 Agujas pequefias
Naproxilo 0.63° (0.265) blanco-nacaradas
R-(+)-Acetato de 85% 61°C 0.66° +20.48 Agujas peguefias
Naproxilo 0.6° (0.29) blanco-nacaradas
a: Sisternu L
o: Sistema i

¢ Concentracion en g/100ml..
d: [u]®; reportadao en la literaturq, +66.
e [ui®, reportado en la litergiura, -18.
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TABLA 6.4.

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO Y MASAS.

IR (KBr) v : 3194 (OH, 52.4% T); 1728 (C=0, 3% T); 1604, 1506, 1452 (5
Arom., 28.5, 67.4, 74.9% T) em™,
EM (IE) miz: M* 230 (66%); 185 (100%).

R-(-)-Naproxeno

IR (KBr) v : 3192 (OH, 44.1% T), 1728 (C=0, 6% T); 1604, 1508, 1452 (§
Arom., 23.8, 59.7, 66.5% T) cm".
EM (IE) m/z: M 230 (70%); 185 (100%).

8-(+)-Naproxenato de Etilo

IR (KBr) v : 2880 (Alif,, 100.4% T), 1730 {(C=0, 93.4% T); 1604, 1450 (3
Arom., 99.9%, 100.7% T); 1180 (C-O, 91.8% T) cm™.
EM (IE) miz: M* 258 (25%); 230 {23%); 185 (100%).

R-(-)-Naproxenato de Etilo

IR (KBr) v : 2980 (Alif., 68.8% T); 1730 (C=0,11.7% T); 1604, 1504, 1442 (&
Arom., 55.1, 75.2, 70.0% T); 1182 (C-O, 17.8% T) cm™".
EM (IE) m/z: M* 258 (40%); 185 (100%).

© 8-(-}-Naproxol

IR (KBr) v : 3368 (OH, 57.7% T); 1606, 1502, 1462 (6 Arom., 29.8, 722,
57.1% T); 1212 (C-0, 24.7% T) cm™,
EM (IE) miz: M* 216 (60%); 185 (100%).

R-(+}-Naproxol

IR (KBr) v : 3372 (OH, 91.8% T); 1604, 1458 (5 Arom., 87.9, 91.7% T); 1212
(C-0, 86.9% T) e,
EM (IE) m/z: M’ 216 (35%); 185 (100%).

S-(-)-Acetato de Naproxilo

IR (KBr) v : 2974.3 (Alif., 70.7% T);, 1735.2 (C=0, 34% T); 1605.4, 1500,
1450 (3 Arom., 66, 84, 75.5% T); 1244.6 (C-0, 25.5% TYem,
EM (IE) m/z; M* 258 (47%); 198 (100%); 185 (68%).

R-(+)-Acetato de Naproxilo

IR (KBr} v : 2974.3 (Alif,, 75.7% T); 1735.4 (C=0, 40% T); 1605.6, 1443 (3
Arom., 71, 81% T), 1244 6 (C-0, 25.5% T)em™.
EM (IE) m/z: M* 258 {65%); 198 (100%); 185 (86%).
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CHyO
14

TABLA 6.5 "H RMN PARA EL NAPROXENO.,

|~ Numeraciéh | -&{pam). 7ol Mufi
H-1 7.57
H-2 -
H-3 7.34
H-4 7.57 - .-
H-5 7.002 sa . R AP (P 1H

PR S AL R S I LI ST AP

H-8 - - - -
H-7 7.02 d - H
H-8 7.565 m - 1H
H-9 - - - -
H-10 - - - -
H-11 3.73 c 11437 1H
H-12 - - - -
H-13 1.47 d Ji145=7 3H
H-14 3.79 ] - aH
H-15 ~9.4 sa - 1H

CH,0
14

TABLA 6.6 °C RMN PARA EL NAPROXENO.

Numeracion ’ o seem)
-1 126.13
€-2 134.80
C-3 126.89
C-4 127.19
-5 118.99
C-8 157,64
C-7 . 105.52
C-8 128.84
C-9 133.77
¢-10 129.26
C-11 45.29
c-12 180,95
c-13 18.39
C-14 55.25
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H-3 7.405 dd Jig =87, 45,=1.8 1H
H-4 7.72 s - 1H
H-5 7.1 5 - 1H
H-6 - - - -
H-7 7.13 dd Jr.s =9.5, J;5=2.5 1H
H-8 7.66 m - 1H
H-9 - - - -
H-10 - - - -
H-11 3.825 C Ji1a5=T 1H
H-12 - - - -
H-13 1.56 d Ji14s=7 3H
H-14 4,125 ddc Jax 2dpx= 1.3, J4p=8 2H
H-15 1.18 t Porcion X, J=7.3 3H
H-16 3.91 E - 3H

Numeraczén

C-1
c-2
C-3
C-4
C-5
C-6
c-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
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7.58
H-2 - - - -
H-3 7.35 dd Jiqa =84, S =17 1H
H-4 7.71 d J34=8.4 1H
H-5 7.1-7.155 m - 1H
H-G - - - -
H-7 7.14 dd Jrg =11, Sy 5=2 1H
H-8 7.67 d Jr5=8.4 1H
H-9 - - - -
H-10 - - - -
H-11 3.06 sext. F14257 W J110a=T 1H
H-12 3.757 d Ji1a2=7 2H
H-13 1.34 d J1143=7 3H
H-14 3.89 s - 3H
H-15 1.8 sa - 1H
13

CH,O™ B
14

TABLA 6.10 *C RMN PARA EL NAPROXOL.

Numisrggters RN S5 ppmy s b
C-1 125.73
c-2 138.76
C-3 126.24
C-4 127.03
C-5 118.73
C-8 157.29
C-7 105.48
c-8 ) 128.98
C-9 133.4
C-10 1334
c-11 - 42.19
c-12 68.41
C-13 17.45
C-14 55.11
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H-3 7.324 dd Jos =8.7 J,,=1.8 1H
H-4 7.7 d Jya =8.7 1H
H-5 7.105 s - 1H
H-6 - - -
H-7 7125 dd Jrg =8.4 J; =18 1H
H-8 7.68 d Jrs =8.4 1H
H-9 - - . -
H-10 - - - .
H-11 3.22 sext. J114576.9, Jaxeu=T.2 1H
H-12 4,235 dd Jnszox=T.2, Jpg=11 2H
H-13 1.37 d J11.13=6.6 3H
H-14 - - - .
H-15 2.0 s - 3H
H-16 3.9 s - 3H

Numml’f

C-1
Cc-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
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6.2 PARTE BIOLOGICA.,
6.2.1 GENERACION DEL DISE[?IO DE EXPERIMENTOS PARA A. salina.

6.2.1.1 CONSIDERACIONES PARA LA GENERACION DEL DISENO.

et i b .- .
o ¢ F ORI 1

Para estudiar simultdneamente los efectos del estado de oxidacion, de la
configuracién y de la esterificacién de ios compuestos en la letalidad de larvas
de A. salina, se selecciond un diseno factorial de experimentos de 2 niveles [2X)
para tres factores (29).

Los niveles de cada factor son: Para el estado de oxidacion, el nivel bajo
(-1} corresponde a los alcoholes primarios, mientras que el nivel alto (+1) del
disefio corresponde a los acidos carboxilicos. Para la configuracidn, el nivel bajo
se asignd a la configuracion absoluta £ mientras que el nivel alto fue para fa
configuracién absoluta § de los compuestos. Asimismo, para la esterificacién el
nivel bajo fue considerado para los compuestos libres (dcidos o alcoholes) y ef
nivel alto para los productos de esterificacién de los mismos. Esto se encuentra
ejempilificado en la tabla 6.13.

TABLA 6.13 CODIFICACION PARA LOS
DIFERENTES FACTORES CONSIDERADOS.

Factor ~ Nivel . "] Godificacion | gignacion .. |
A: Estado de Alto +1 cido Carboxilico (Naproxeno)
Oxidacion Bajo -1 Alcohol (Naproxol)
B: Configuracién Alto +1 Configuracion Absoluta 8§
Bajo -1 Configuracion Absoluta R
C: Esterificacion Alto +1 Esterficado
Bajo -1 Grupo Funcional Libre

Debido a que la actividad biolégica varia con la concentracion de los
compuestos, se decidio realizar el experimento con 4 concentraciones diferentes,
con el fin de poder estimar las dosis efectivas [DEs) de fos compuestos. Parg
poder incorporar el efecto de la conceniracidn en sus cuatro niveles, ésta fue
considerada como una variable de blogue. De esta manerq, para cada una de
las conceniraciones se construyd un disefio factorial 22 completo, con ocho
puntos experimentales, y se aleatorizo dentro de cada blogue.

En la figura 6.14 se muestra la representacion gréfica de cada uno de los
disenos construidos.
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C+ Estenficade

5 B+ C- Libre

ESTERFICACION
CONFIGURAGCION PR

R B8

A- Alcohal A+ Acido
ESTADRO DE OXIDACION

FIGURA é.14 DISENO FACTORIAL 23,

Este diseno factorial se realizd para cada concentracidn de 1as soluciones
de prueba del experimento (figura 6.15).

10°M 10* M 10°M 10° M
FIGURA 6.15 DISENOS FACTORIALES CONSTRUIDOS PARA CADA CONCENTRACION.

Esto llevd a 32 puntos experimentales (8 por cada concentracidn} que se
replicaron 4 veces.

Las cuatro concentfraciones a las que se decidié trabagjar fueron, en este
caso, 10° M a 10¢ M, que aseguraba una concentracion minima de
aproximadomente 200 ug/mL {200 ppm} para la solucién mds concentrada de
cualguiera de los compuestos, dentro de un rango adecuado para realizar la
prueba (Meyer, B.N., Ferrigni, N.R., Putnam, J.E., Jacobsen, L.B., Nichols, D.E. vy
Mclaughiin, J.L.,1982) v poder hacer estimacion de dosis efectivas letales (DEs o
Dlso). El efecto de la concentracién se incorpord como variable de blogue.

De esta manerq, se realizd un andlisls de regresidn lineal miltiple, para
gjustar los datos experimentales en un modelo completo, que incluyera a los
factores y los blogues {concentraciones):

Yim = p+ i+ Aj+ Be+ G+ (ABJ + (AC); + (BClu + {ABCja + gjum
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Donde:

y= Variable dependiente {fraccidon de artemias muertas).

p= Efecto medio general (media de los tratamientos).

1= Efecto de los Blogues (Concentraciones).

A= Efecto del j-ésimo nivel del factor A (Estado de Oxidacion).

Be= Efecto del k-ésimo nivel del factor B (Configuracion).

C= Efecto del I-ésimo nivel del factor ClEsterificacion).

{AB) k= Efecto de la interaccidn entre el j-ésimo nivel del factor A y el k-
ésimo nivel del factor B.

[AC)= Efecto de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor A y el |-
ésimo nivel del factor C.

[BC)u= Efecto de la interaccién entre el k-ésimo nivel del factor B v el I-
ésimo nivel del factor C.

(ABC)w= Efecto de la interaccion enire el j-ésimo nivel del factor A, el k-
ésimo nivel del factor B y el I-ésimo nivel del factor C.

ew= Componente del error experimental,

Ademds, se realizd el disefio factorial de acuerdo a los procedimientos
convencionales (Montgomery, D.C., 1991) para obtener modelos individuales de
efectos fijos para cada concentracidn especifica con la siguiente ecuacién
general:

Y = o+ A+ Bj+ Ci + [ABJij+ {AC]i + (BC)j + [ABC)ix + i

Donde:

y= Variable dependiente (fraccidn de artemias muertas).

p= Efecto medic general (media de los tratamientos).

A= Efecto del i-ésimo nivel del factor A {Estado de Oxidacion).

B= Efecto delj-ésimo nivel del factor B {Configuracion).

Ci= Efecto del k-&simo nivel del factor C(Esterificacidn).

(AB)= Efecto de la interaccidn entre el i-ésimo nivel del factor A v el j-ésimo
nivel del factor B.

[AC)k= Efecto de la interaccion entre el i-ésimo nivel del factor A y el k-
esimo nivel del factor C. .

{BC)x= Efectc de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor B v ef k-
esimo nivel del factor C.

(ABC)x= Efecto de la interaccidén entre el i-ésimo nivel del factor A, el |-
esimo nivel del factor B y el k-ésimo nivei del factor C,

gik= Componente del error experimental.
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En el caso del bioensayo con A. saling, se obtuvo como variable de
respuesta el nimero de ariemias muertas en cada vial, que luego se expresd
como una fraccion de artemias muertas sobre el total de artemias por vial
{Fraccion = muertas/total). con el fin de manejar esta variable como una
proporcidon constante y comparable. Al momento de hacer el tratamiento
matemdtico de los datos obtenidos, la variable de respuesta fue transformada al
arco seno de la raiz cuadrada de la fraccion (Arc Sen {fraccidn]%, fransformacién
recomendada para  mejorar  la  homogeneidad de los  varianzas
(Homosedasticidad) (Monfgomery, D.C.,1991}.

Adicionalmente, con el objeto de contrastar ios efectos de los compuestos
probados con respecto del control sobre la fraccion de artemias muertas, se
realizé también un andlisis de varianza de un criteric de clasificacién,
acompanado de una prueba de Dunnett [Dunnett, CW., 1955). La codificacién
de los compuestos para este andlisis fue la siguiente:

TABLA 6.16 CODIFICACION DE LOS COMPUESTOS PARA EL ANALISIS
DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION.

g

“5-(+)-Naproxeno 14 15 16

R-{-)-Naproxeno 24 25 26

S-(~)-Naproxol 34 35 36
R-(+)-Naproxol 44 45 46
S-(+)-Naproxenato de etilo 53 54 55 56
R-(-)-Naproxenata de etilo 63 64 65 66
S-(-)-Acetato de Naproxilo 73 74 75 76
R-(+)-Acetato de Naproxilo 83 84 85 86

Ademdas, se hicieron estimaciones de concentraciones letales {Cls), que
dan lugar ¢ la generacion de otro disefio factorial con 8 puntos, uno por cada
valor de Clso de tos compuestos probados. Esto permite hacer una comparacion
directa de las actividades enconfradas en los compuestos, de acuerdo con la
figura 6.17.

$-Asstato de naproxil §-Naproxenato de etilg
CL50 CLgo
S-Maproxo! -Naproxeho
CLso CLso
PRACEAD S| " T -Naproxenato de etlo
“ naproxio CLso
CL50
.
R-Naproxol L2
CLs50 R-Naproxena

GLso

FIGURA 6.22. DISENO FACTORIAL GENERADO CON LAS Clse DE LOS COMPUESTOS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1.2 ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION.

Las tablas 6.18-6.21 muestran los resultados de cada uno de los andlisis
factorigles. Se indican los compuestos que de acuerdo a la prueba de Dunnett
resultaron diferentes con rgspecto del control.

Todos los compuestos resultaron con diferencias  estadisticamente
sighificativas a la concentracion 102 M, mientras que a la concentracion 104 M
los naproxenos dejan de tener efectos toxicos contra A. safina. El Onico
compuesto activo a la concentracion 105M es el Sacetato de naproxilo. Esto,
como se verd mas adelante, coincide con lo visto en el andlisis de los modelos, ya
que se aprecia gue los alcoholes son mdas activos que los dcidos
correspondientes contra A. salina, v que los compuestos esterificados son en
general mas activos que sus correspondientes compuestos libres.

6.2.1.3 ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO (REGRESION LINEAL
MULTIPLE) Y DE LOS MODELOS PARA CADA CONCENTRACION,

La tabla 6.22 muestra los coeficientes de regresion estimada para los
modelos obtenidos, tanto individuales como el modelc completo, para cada una
de las concentraciones probadas en A. saling.

El modelo completo de regresidn lineal multiple que incluye a ios bloques
resulta  significative  (p<0.0001) vy detecta efectos significativos de ia
concentracion (logw C), el factor A [Estado de oxidacion) y C [esterificacion).

Los modelos para las concentraciones 103 M, 104 M y 105 M también
resultan significativos (£<0.0001), Conforme cambia la concentracion, los modelos
detectan efectos significativos de diferentes factores, detectdndose efectos
significativos del estado de oxidacidn (A) para el primer modelo, del estado de
oxidacion {A) y la esterificacion [C) para el modelo de 104 M, v de la
esterificacion (C) en el tercer modelo.

A. EFECTO DEL ESTADO DE OXIDACION (A}.

El efecto de el estado de oxidacién {A) resulto significativo en el modeic
completo y en los modelos de 103 M y 104 M. Este efecto es de interés en el
modelo completo que incluye a todas las concentraciones porgue resultg
significative e independiente de [a concenfracidén a fa cual se realice el
experimento.

El efecto del estado de oxidacion tiene un coeficiente negativo, lo que
indica que los alcoholes son mds activos que los dcidos carboxilicos contra A,
saiing.
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B. EFECTO DE LA CONFIGURACION (B).

Ningun modelo presentd significacion en el efecto de la configuracién,
Esto habla de que la prueba de letalidad con A. salino es esterecinespecifica, lo
cual no le resta importancia como indicativa de toxicidad de los compuestos.

Sin embargo, en el modelo para la concentfracidn 104 M resulta
significativa la interaccidn AB (entre el estado de oxidacion y la configuracién),
que se tratard mds adelante.

C. EFECTO DE LA ESTERIFICACION {C).

El efecto de la esterificacion resultd significativo en el modelo completo y
los modelos para las concentraciones de 104 y 105 M. El coeficiente para ia
esterificaciéon es positivo, lo que nos indica gue los derivados esterificados son
mas activos que los compuestos libres, lo que I1dgicamente puede deberse a su
mayor liposolubilidad, y por lo tanto a su mayor faciidad para atravesar
membrana de artemia. Ademds, no se puede dejar de considerar que al pH
utilizado del medio salino en el que se desarrolla la prueba (7.2-7.4) fos acidos
carboxilicos libres se encuentran altamente icnizados, lo que dificultaria su
absorcion por parte del crustdceo.

D. INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES.

Las Gnicas interacciones entre factores que resultaron significativas fueron
la interaccion AB (entre el estado de oxidacién y la configuracién) v la ABC
(interaccion ternaria), Unicamente para el modelo de la concentracién 104 M,

La gréfica de interaccién AB (Figura 6.23} indica que en los alcoholes, Ia
configuracion § es la mds activa, mieniras que al referire a los Acidos
carboxiicos, la configuracion R es la que manifiesta mayor toxicidad confra A.
saina.
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FIGURA 6.23 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO
DE OXIDACION Y LA CONFIGURACION.
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La interaccién ternaria es dificil de interpretar, pues abarca un nimero
grande de combinaciones entre los fres factores. Sin embargo. el hecho que
resulte positiva en al menos uno de los disefios indica una gran complejidad y
exigencia en la relacion esiructura-actividad de los compuestos.

La figura 6.24 muesira los grdficos de interpretacidon obtenidos de cada
uno de los disenos factoriales individuales,
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FIGURA 6.24 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LAS CUATRO
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6.2.1.4 ESTIMACION DE Clso DE LOS COMPUESTOS CONTRA A. saiha.

Para estimar Cls de los compuestos utilizados, se realizd un andilisis de
regresion Probit de la fraccidn de artemias muertas sobre el total, tomando como
referencia un control de artemias redlizado simultGneamente con los tratamientos
de los compuestos. Los infervalos de confianza se fijaron al 95% [a=0.05). Los
resultados se muestran en la tabla 6.25.

TABLA 6.25 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION PROBIT DE LOS COMPUESTOS
CONTRA A. safina.

e COMPUESTO

S-(+)-naproxeno 3.89x10° M®

B R-{-)-naproxeno 9.88x10° m#
S-~(-)-naproxol 6.17x10° M (9.7x10°®, 5.45x10*)
R-(+)-naproxol 6.03x10° M (7x10°%, 7.94x10)®
S-(+)-naproxenato de etifo 5.63x10"* M (1.38x10%, 1.8x104)pP

R-(-)-naproxenato de etilo 4.29x10% M2
S-(-)-acetato de naproxilo 8.11x10° M (5.4x10°°, 1.2x10°)°
R-{+)-acetato de naproxito 1.84x10° M (8.55x10°8, 4.6x10°)°

o No pudo determinarse el intervaio de confionzo.
b. Intervalo de confianza superior, intervalo de confianza inferior (¢=0.05)

De acuerdo con la fabla 6.25, los adlcoholes y sus derivados esterificados
manifiesian una mayor foxicidad contra A. saling que 10s naproxenocs y sus ésteres.
Esto podria indicar gue los naproxoles pueden poseer un grado de actividad o
foxicidad diferente de los compuestos referencia (los naproxenos). por lo que
debe tenerse cuidado al considerar a estos compuestos como profarmacos.

6.2.1.5 ESTIMACION DE RAZONES DE ACTIVIDADES E INDICES EUDISMICOS
CON BASE EN ClLso CONTRA A. salina.

La estimacion de las concentraciones letales contra artemia permitié
establecer una relacion de actividades entfre los diferentes compuestos. Ademds
se infentd hacer una estimacién de los indices eudismicos, de acuerdo con los
procedimientos anteriormente descritos {Lehman, P.A., Rodrigues de Miranda, J.F.
y Aréns, E.J., 1976). Los indices eudismicos son una manera simple de distincién
respecto a la actividad mostrada por farmacos quirales, entre los que se
encuentran los acidos naffifpropidnicos. Pare una accion particular, el isémero
mas activo es considerado como eufdmero, mientras que el isémero menos
activo se denomina disfornero. La razén de actividades, o razén eudismica,
constituye  un indicativo de enantioselectividad. Ei indice eudismico es
sencitamente el logaritmo de las razones eudismicas enconfradas para los
compuestos. De esta manera, es posible encontrar variaciones en actividades
entre ambos enanfiémeros de los cuatro pares de compuestos probados, ain a
pesar de que en los disenos factoriales la configuracion del compuesto no haya
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sido un factor determinante en la actividad contra A. safing. Las relaciones de
actividades e indices eudismicos se presentan en las tablas 6.26 vy 6.27.

TABLA 6.26 INDICES EUDISMICOS CALCULADQOS CON BASE EN ClLso
PARA A. saling.

SeParde T
enantibimeros | - 7
Naproxeno $-(+)-naproxeno 100
R-{-)- naproxeno 38.65
Naproxol 8-(-)-naproxol 97.73 0.9773 -0.0099
R-(+)- naproxol 100 :
Naproxenate | S-(+)-naproxenato 76.19 0.7619 -0.1181
de etilo
R-(-)-naproxenato 100 e
Acetato de S-(-}-acetato 100 22688 0.3558
Naproxilo
R-{+}-acetato 44.076

Como se puede apreciar en la tabla 6.26, los valores estimados de los
indices eudismicos son ne significativos, ya que los Unicos pares de compuestos
donde el valor del indice eudismico es positivo son el $naproxeno y el Sacetaio
de naproxilo, vy este valor es muy pequefio. Anteriormente se habia visto que la
configuracion no fue significativa en los disefios factoridles, por lo que estas
estimaciones confirman el hecho de gue la prueba con A. safing no tiene
especificidad entre enantiomeros.

TABLA 6.27 RAZON DE ACTIVIDADES ENTRE LOS COMPUESTOS.

RAZON S-NAXEN | R-NAXEN]| S- R-NAXOL | S-NAXENATO [:R-NAXEN
NAXOL ) N

S-NAXEN - 2.58 0.0159 | 0.0156 0.1458 0.1111 2.1X107 4.76X10°

R-NAYEN 0.39 - 6.17X10° | 6.04X107 0.0563 0.04295 BATXI0" 1.84X107

S-NAXOL 62.56 1671.88 B 0.9773 9.12 6.95 0.1314 0.2982
T R-NAXOL 64 01 165.50 1.02 . 9.34 741 0.1344 0.3051
SHNAXENATO B.85 17.72 0.11 01071 N 0.76 00144 0.0326
RNAXENATO 899 73.28 0.14 0.1405 1.31 - 0.0189 0.0420
S-ACETATO 475.95 1231.56 7.61 7.43 69,42 52.80 - 2.2688
R-ACETATO 209.78 542 82 3.35 3.28 30.59 23.31 0.4407 .

Por otro lado, al observar [a tabla 6.27, puede faciimente apreciarse que,
independientemente de la configuracion de los compuestos, los alcohales v sus
derivados acetiados son mucho mds letales contra A, salna que los
correspondientes derivados carboxilicos. Los naproxoles, particutarmente, poseen
mas o menos la misma actividad contro artemia, v en general los Onicos
compuestos que se diferencian significativamente en sus actividades son et Sy el
R-naproxeno.

43



RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1.6 GENERACION DEL DISENO FACTORIAL CON BASE EN Clsos CONTRA A.
salina. .

Como ya se explicd anteriormente, la estimacién de las conceniraciones
letales de los compuestos contra A, safina permitid realizar un nuevo disefio
factorial, en donde los factores considerados son los mismos (El estado de
oxidacién A, la configuracion B yia.esterificacion C), siende-ka diferencia el tipo
de variable de respuesta seleccionado, que en este caso es la Clss, expresada
como el inverso negativo del logiw de la concentracidn obtenida en los
bioensayos. La tabla 6.28 muestra los coeficientes para dicho modeio.

TABLA 6.28 COEFICIENTES DE REGRESION PARA EL DISENO FACTORIAL 23 PARA Clso

EN A. saﬁna
RS S T )

B. CONFIGURAGION 0.0803
C: ESTERIFICACION 0.4498"

AB 0.00
AC 0.1009
BC 20,0204
ABC 0.1122%
CONSTANTE 3.6606

* Factor significativo [¢=0.05)

El modelo resulta significativo {p = 0.0119), y detecta efectos significativos
de los factores A (Estado de oxidacion) y C (Esterificacion), ademds de la
interaccidn AC vy la ternaria ABC. Todo esto en franca consistencia con lo
observado en el andlisis de los modelos factoriales anteriores.

El coeficiente del estado de oxidacién es negativo, lo que indica una vez
mas que los alcoholes son mds activos en la prueba de letalidad con A. safing
que los acidos carboxilicos. Por otro lado, el coeficiente de la esterificacion es
positivo, o que nuevamente indica que los derivados esterificados son mds
letales que fos compuestos libres.

DESIGN-EASE Analysis
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FIGURA 6.29 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE CXIDACION Y LA
ESTERIFICACION.

44



RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 6.29 se observa la grafica para la interaccion AC, en la cual se
observa que los alcoholes provocan mayor letalidad en la prueba con A. salinag, y
gue los compuestos esterificados son mds activos que los andlogos libres.

En la figura 6.30 se observa la grdfica de interpretacion para este disefio
factorial.
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FIGURA 6.30 GRAFICA DE INTERPRETACION PARA EL DISENQ FACTORIAL
22 PARA Clso EN A. saina.

6.2.1.7 ESTIMACION DE PARAMETROS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD
CON BASE EN ClLso CONTRA A, safina. B

Todos los derivados sintetizados de configuracion § ya se encuentran
reportados en la literatura. Se han propuesio estos compuestos como posibles
profarmacos para sistemas de liberacién dérmica de antiinflamatorios (Kasting,
G.B., Merrit, EW., Smith, R.L., Walker, D., Mueller, L.G. y Estelle, A.F., 1987; Mueller,
L.G., Estelle, A.F., Kasting, G.B., Merritt, EW., Tulich, L.J., Smith, R.L., Walker, D. vy
Cooper, E.R..1987; Mueller, L.G., 1990).

Debido a que se disponia de informacidn sobre ciertas propiedades
fisicoquimicas de los compuestos { Kasting, G.B., Smith, R.L, y Anderson, B.D.,
1992), como la consfante de particidn octanol/agua vy la constante de flujo
maximo de los compuestos a havés de la piel (4, se decidid buscar
correlaciones de las actividades de los compuestos con dichas propiedades
fisicoquimicas.

A. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. salna Y LA
CONSTANTE DE PARTICICON OCTANCL/AGUA.

Con el objefo de encontrar un modelo que permitiera correlacionar ias
actividades encontradas  para  los compuestos con  dlgin  pardmetro
fisicoquimico disponible, se decidié fratar primero de establecer un modelo para
relacionar la actividad bioldgica con la constante de parficion octanol-agua,
mejor conocida como £({o logPF, si se expresa como su logaritmo). Este pardmetro
ha sido extensamente estudiado por varios autores {Meyer, KH. y Hemmi, H., 1935;
Collander, R., 1954; Hansch, C., 1948) vy se ha fratade de relacionar con otros

45



RESULTADOS Y DISCUSION

parametros fisicoquimicos en estudios de relacidn estructura-actividad de
muchos compuestos (Leo, A, Hansch, C. y Church, C., 1969; Hansch, C. y Fujita, T.,
1964),

Los datos de particién octanol/agua se tomaron de Kasting, G.B., ef o
{1992). Se realizé un andlisis de regresidn por minimos cuadrados de los valores de
log koct [log#”) contra Clso, expresada como el inverso negativo del logaritmo de
la concentracion {illogC). La grafica de la figura 6.31 muestra el modelo.

n
.

logc
+

5 3.50 375 4.00 4,25
koct

FIGURA 6.31 GRAFICA DE KOCT Vs. ILOGC.

Se obtuvo la siguiente ecuacidn cuadrdtica, con fog koct como el término
cuadrdtico.

ilogC = 178.35koct - 23.61koct? - 328.32
(R? gjustada=0.5441, n=8)

Cada uno de ios términos resultaron significativos (p <0.05). A pesar de que
el modelo no resulta ser muy bueno ni tampoco resulta significativo en el andiisis
de varianza (p = 0.0605), es interesante considerar que la relacién entre la
actividad bioldgica y el logP muestra una tendencia parabdiica, tal y como se
ha reportado anteriormente en muchos estudios de esfructura-actividad (Hansch,
C.. Stewart, AR, Iwasa, J., y Deutsch, EW,, 19245; Hansch, C., y Deutsch, EW., 1946;
Singer, J.A. y Purcell, W.P.,, 1967}, En estos estudios mencionan lo que consideran
“toxicidad inespecifica” como una alta correlacidn entre la actividad bioldgica,
con respecto a una séla constante fisica, que usualmente es el logP Esto
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confirma que la prueba de A. salina es referida a una "toxicidad inespecifica”, y
de ahi lg falta de diferenciacion de actividad entre isdbmeros. Sin embargo, esto
no explica la diferencia de actividades entre los naproxenatos de efilo y los
acetatos de naproxito, siendo que su logr reportado es el mismo.

8. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. saliina Y EL PUNTO
DE FUSION.

Otro pardmetro disponible de origen experimental es el punto de fusion, el
cual se ha relacionado con las fuerzas intermoleculares, v por lo tanto con la
estructura molecular, la forma de la red cristaling, la solubilidad v la afinidad de la
molécula por determinados receptores (Lien, E.J., 1987; Hansch, C., 1990; Sloan,
K.B., 1992). También se calculd una ecuacidn por minimos cuadrados {(en este
caso fineal) que tratara de correlacionarse con la actividad bioldgica observada
en artemia. El modelo resultdé mucho mejor, las constantes pudieron explicar el
73% de la variacion de los datos (R? cjustada: 0.7305) y el modelo resulta
significativo at efectuar el andilisis de varianza {p =0.0042),

flogC =-0.02542pf + 6.12
(R? gjustada= 0.7305, n= 8)

En la figura 6.32 se muestra a grdfica cbtenida para el modelo. Puede
apreciarse que al aumentar el punto de fusién disminuye la actividad bioldgica;
aqui aparentemente se explica la diferencia de actividades de los dos tipos de
ésteres [(naproxenato vy acetato). Considerando ésto como de cardcter
predictivo, pudiera realizarse Ia sintesis de nuevos derivados de tipo éster con
bajo pesc molecular y probablemente podria estimarse o compararse su
actividad contra A. saiina.
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[ . e
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FIGURA 6.32 GRAFICA DE PF VS. ILOGC.
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El hecho de que el punto de fusidn resulte significative para explicar la
actividad bioldgica es interesante, puesto que el punto de fusidn, por un lado, es
un pardmetro puramente experimental y que constiftuye una propiedad
caracteristica e invariable de las moléculas, al contrario de la constante de
particion, que, ademds de ser afectada por una serie de factores como la
temperatura y el método utilizado para su determinacién, constituye una variable
puramente artificial ideada para fratar de emular el paso de las moléculas a
fravés de las membranas bioldgicas.

El punto de fusidén, como se ha mencionado anteriormente, [bgicamente se
relaciona con la presencia de fuerzas intermoleculares del compuesto, siendo las
fuerzas de Van der Waals (fuerzas de London) las que mds lo determinan. La
medicion de estas fuerzas se ha correlacionado con |la actividad biolégica de
algunos compuestos anfiviraies (Pressman, D., y Grossberg, A.L., 1968}, y con la
interaccion farmaco-receptor en varios estudios (Befleau, B., y Lacasse, G., 1964;
Belleau, 8., 1965).

Por ofro lado el punto de fusidn es representativo de las fuerzas
infermoleculares y de red cristalina que determinan tanto la solubilidad acuosa
como en disolventes orgdnicos. Yalkowsky y Valvani {1980, 1983} argumentando
gue ia ecuacion derivada por Hansch y colaboradores {Hansch, C., Quinlan, J.E.,
y Lawrence, G.L., 1968}, que incluia Unicamente la constante de reparto, no era
vélida para solutos sdlidos {que poseian una determinada red cristalina que
podia ser representada por la entropia de fusidn), han postulado una ecuacion
genergl que relaciona la constante de reporto vy el punto de fusidon con la
solubilidad acuosa de solutos no electrolitos a 25 °C:

log Sw=-logP-0.01pf + 1.05
(r=0.989, n=155)

Ademds, estos investigadores también postularon ofra ecuaciéon que
determina la solubilidad en octanol, tanto para electrolitos como para no
eiectroiitos:

No Electrolitos: log Xe=-0.01 pf +0.25
{r=0.92, n=34)

Electr~itos: log Xo=-0.011 of +0.15
(r=0.985, n=36)

Estas ecuaciones coinciden en gran medida con lo encontrado en el
modeio de Arfemia salina. La ecuacion postula que la sclubilidad acuosa de un
no electrolifo disminuye conforme aumenta el punto de fusién, encontrdndose
enfonces una concentracion efectiva menor de los compuestos de mayor punto
de fusidn con respecto de los de menor punto de fusion, afectando posiblemente
de este modo su actividad contra artemia. De esta manera, podria decirse gue
la solubilidad y fa liposolubilidad en el medio salino utiizado para lo pruebo
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determina grandemente la actividad de los compuestos probados contra
artemia; sin embargo, es importante mencionar que al pH de la prueba, los
naproxenos (pKa=3.5) se encontraban allamente ionizados y menos disponibles
para su accion contra el crustdceo.

C. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. salina, KOCTANOL
Y PUNTO DE FUSION.

Con la finglidad de encontrar un modelo que explicara mejor Ia aciividad
bioldgica encontrada en A. salina, y teniendo en cuenta los antecedentes
proporcionados por Yalkowsky, s& combinaron ias dos variables anteriores en un
modelo de regresion. La constante de particion se tomd de forma cuadratica
(koct, koct?), debido al comportamiento parabdlico mostrado anteriormente. El
modelo encontrado resultd bastante bueno, explicando la varionza de los datos
en un 97% (R? ajustada=0.9674). Ademdas, en el andlisis de varianza tanfo el
modelo (£=0.0004) como cada uno de los pardmetros (koct= 0.0020, koct?
=0.0C06, p.f=0.0013) resultaron significativos.

ilogC = - 285.3koct + 37.46koct? - 0.0844pf + 547.31
(R? gjustada= 0.9674, n=8)

Esta ecuacion puede muy bien relacionarse con el modelo anterior
encontrado solamente para el punto de fusidn. Anteriormente, existe una
referencia en la cual se encuentran buenas correlaciones entre la solubilidad
acuosa, el logP vy el punto de fusidon, en una variedad de compuestos, con
coeficientes de determinacion arriba de 0.9 [Nouwen, J., y Hansen, B., 1996). Estos
modelos, segln describen los investigadores, poseen una gran capacidad
predictiva. El modelo encontrado con A. salina es enfonces coherente, siendo
que la solubiidad en agua y el coeficiente de particidn son pardmetros de gran
importancia en el estudio de relaciones estructura-actividad, adicionandose el
hecho de que, de acuerdo con Yalkowsky, el incorporar la variabie del estado
fisico de la sustancia (punto de fusidbn) aumenta grandemente la correlacion de
los pardmetros en el modelo para estudiar la actividad.

Como una manera de evaluar el modelo en busca de una dependencia
entre el punto de fusidn y la constante de pariicidn octanol/agua, se obtuvo la
matriz de correlacién entre el punto de fusidn v ia koctancl/agua, en donde se
encontré una colinearidad entre la constante de reparto v el punto de fusion (R?

gjustada =0.9523, p=0.0002).

Esto indica gue, aungue el modelo cpqrememen’re es bueno, No resulta un
modelo predictivo muy confiable, al existir interdependencia entre los valores de
punto de fusidn v los de la constanie de reparto.
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D. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. sating, Jn Y PUNTO
DE FUSION.

La constante de flujo maximao a través de la piel {un, ug/cm/h) se refiere o
la cantidad mdaxima de compuesto que penetra la piel en un periodo de 48 a 72
horas. Kasting y colaboradores (Kasting, G.B., Smith, R.L, y Cooper, E.R., 1987} han
desarrollado un métfodo para calcular esta constante en experimenios de
penetracién dérmica utiizando piel humana tomada de caddveres. Estos
investigadores mencionan que la constante de flujp mdximo depende
mayormente de la solubilidad en octanol (Sect} ¥ del peso molecular (PM), o bien
del volumen molecular del compuesto, asumiendo un modelo de membrona
simple. Es inferesante hacer notar que este pardmetro no depende del
coeficiente de particidn (£ ], sino sélo de la liposolubilidad, que en este caso se
representa por medio de la solubilidad en octanol. De esta manera, Kasting
propone unda ecuacién del siguiente tipo:

log sm= Alog Soct - b log PM + C.

Donde el vaior de la constante es igual a D/hip [siendo D el coeficiente de
difusion del compuesto v hip es el grosor del estrato corneo), A tfiene un valor
cercano a fa unidad y b fiene valores experimentales mayores a 3 para
membranas poliméricas, bicapas lipidicas y otros biomembranas [Lieb, W.R. y
Stein, W.D., 1969, Cchen, B.E., y Bangham, A.D., 1972; Lieb, W.R. vy Stein, W.D,,
1986).

€ valor de la constante de flujo mdaximo u» ha sido un pardmetro
importante  en estudios de desarrollo de proférmacos de compuestos
antinflamatorios no esteroidales como el naproxeno vy el ibuprofeno, entre otros
(Kasting, G.B., ef al 1992). Debido a que este pardmeto no depende
directamente de la constante de reparto ocianol/agua, se considerd que podria
buscarse un modelo que lo relacionara con la actividad bioldgica en artemia,
puesto que es un indicativo de penetracion y absorcion de los compuestos.

Asi pues, se calculd el modelo por minimos cuadrados, tomando Jm y pf
como paragmetros lineales. El modelo resultd muy bueno Ip =0.0010, R2
ajustada=0.91], con un minimo de autocorrelacion entre s v el punto de fusién.
Asi, el madelo es significativo y altamente predictivo, al no existir colinearicad de
los pardmeiros usados.

logC = 0.0632.4 -0.0211pf + 50157
[R? gjustada= 0.911, n= 8)

El modelo gue incorporaba a la constante de flujo como un término

cuadrdtico resulté también muy bueno (p =0.0006, R? gjustada=0.97), sin
encontrarse tampoco correlacion entre la constante de fiujo y el punto de fusién.

50



RESULTADOS Y DISCUSION

ilogC = 0.2276.4n - 0.0068.42 - 0.0206%pf + 4.3244
{R2 gjustada=0.9673, n=8)

Sin embargo, el modelo cuadrdtico no mejora considerablemente en
retacion ol modelo lineal, por 1o que el que involucra a la constante de flujo
mdaximo lineal resulta el ideal para utilizarse, debido a su mayor sencillez y alta
capacidad predictiva. Ademds, debido a que se dispone de informacién sobre
propiedades fisicoquimicas de ofros derivados de dcidos naftipropidnicos, seria
interesante comparar las actividades encontradas para estos compuestos con las
que podria predecir el modelo encontrado, con el fin de hacer una evaluacién
subsecuente del mismo.
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6.2.2 BIOENSAYOS PRELIMINARES DE GERMINACION DE SEMILLAS.

6.2.2.1 SELECCION DE SEMILLAS.

Las pruebas preliminares de germinaciéon se redlizaron con el objeto de
seleccionar las semillas que manifestaran menor variabilidad {expresada como su
% C.V.) y mayor porcentaje de germinacion. Inicialmente, se escogieron é
semillas, 3 monocotiteddneas y 3 dicotileddneas.

TABLA 6.33 SEMILLAS SELECCIONADAS PARA EL EXPERIMENTO
PRELIMINAR DE GERMINACION.

Trigo { Triticumn vu!are) T T Lenteja (Lens esculenta)
Maiz (Zea mays) Rabano (Raphanus sativus L.)
Pasto {Axonspus compressus) Frijol (Phaseolus vulgaris)

Las siembras se realizaron empleando Unicamente acetona R.A. como
control. Después de cuatro dias de germinacion, se midieron longitudes de
radiculas v talluelos v se determind el porcentaje de germinacidn. Se
determinaron pardmetros de estadistica descriptiva, como promedio de las
medidas, desviaciones estdndar, coeficientes de variacién e infervalos de
confianza para los datos.

De estos resultados se decidio eliminar de las monocotiledoneas al maiz, ya
gue presentd un porcentaje de germinacidon menor a 20%, y al pasto, ya que su
coeficiente de variacion era ligeramente mayor que el del trigo, ademads de que
las plantulas no tenian un tamano suficiente como para hacer mediciones
confiables de sus radiculas y talluelos.

Entre las dicotileddneas, se decidio eliminar af frijol, ya que también
presentd un porcentaje bajo de germinacién {< 30%); la lenteja fue la que menor
variabilidad y mayor porcentgje de germinacion tuvo, pero se decidid hacer las
pruebas prefiminares con compuestos incluyendo también al rédbano, ya que
existen referencias anteriores gque describen el uso del mismo en ensayos de
toxicidad de anestésicos y barbituratos (Lowe, K.C., Davey, M.R., Power, JB., vy
Clothier, R.H., 1995}.

6.2.2.2 BIOENSAYQOS PRELIMINARES CON NAPROXENO.,
Una vez seleccionadas las semillas, se sembraron con concentraciones
conocidas de Naproxeno {107 M-10+ M} en acetona, ademds de los controles,

segun o metodologia descrita en la parte experimental. Se rediizaron 10
replicados de cada concentracidn y del control, con 5 semillas por replicado.
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Los datos obtenidos sirvieron para hacer una estimaciéon preliminar de la
concentracion efectiva (CEs) del-naproxeno, con el fin de determinar el rango
de conceniraciones en gue se iban a realizar los experimentos factoriales con los
8 compuestos.

Las concentraciones efectivas [CEs} de inhibicidn de crecimiento de
radicula y talluelo se determinaron por medio de la regresion probit, estimando la
concentracion que presentaba un 50% de inhibicion de la longitud presentada
por el control corrido en el mismo experimento (Tabla 6.34}.

TABLA 6.34 PARAMETROS DE REGRESION PROBIT PARA NAPROXENO EN
LA GERMINACION DE SEMILLAS.

Parfmetros de'- . 14
. Regresion 1 N o
R? (radicula) 0.9069 0.9157 0.7725
CEg, Estimada 4.98x10°M 1.98x10°*M 9.39x10*M
(Radicula)
R? {talluelo) 0.9992 0.9188 0.8622
CE;, Estimada 1.41x10'M 5.61x10°M 217 M
(Talluelo)

Con estos datos se selecciond el rdbano, ya que presentaba una mayor
sensibilidad al naproxeno con respecto a la otra especie dicotieddnea {lenteja)
que se probd.

Por otro iado, las dosis estimadas fijaban el rango de concentraciones
desde 107 M, pero se decidid trabajar enfre 102 M y 105 M, debido a que la
cantidad disponible de derivados R era pequena, ademds de que se considerd
que en ese rango se podian obtener diferencias estadisticamente significativas
que permitieran evaluar los efectos principales de los tres factores y sus
interacciones.

6.2.2.3 GENERACION DEL DISENO DE EXPERIMENTOS DE GERMINACION.
A. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO,

Al igual que con los experimentos efectuados con A. saling, se deseaba
estudiar simultGneamente los efecfos del estado de oxidacion, de la
configuracién y de la esterificacion de los compuestos, en este caso en la
inhibicidn del crecimiento de radicula vy “talluelo de las especies vegetales
escogidas, para lo cual se selecciond un disefo factorial de experimentos de 2
niveles (2¥) para tres factores {23).

Los tres factores son, al igual que en los experimentos anteriores, el estado
de oxidacion de los compuestos (factor A}, ia configuracion (B) v la esterificacion
IC). Los niveles de cada factor poseen la misma codificacion.

También se decidid redlizar el experimento con 4 concentraciones
diferentes, con e! fin de poder estimar las concenfraciones efectivas (CEso) de los
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compuestos. Para poder incorporar el efecto de la concentracidn en sus cuatro
niveles, ésta fue considerada como una varable de bloque. De esta manera,
para todas las concentraciones se construyd un disefio factorial 23 completo,
ademds de un disefio para cada concentracidn con ocho puntos
experimentales, y se aleatorizd dentro de cada blogue.

Esto también llevd a 32 puntos experimentales (8 por cada conceniracion)
que se replicaron 4 veces.

Se obtuvieron dos variabiles de respuesta, la longitud de la radicula v ia
longitud del talluelo (expresadas en mm). Estas variables de respuesta fueron
transformados como logaritmos naturales para su andlisis estadistico, debido a la
desigualdad de varianzas observadas con los daftos sin transformar
[Heterosedasticidad). Con la transformacién logaritmo natural se logré mejorar la
homogeneidad de las varianzas (Homosedasticidad].

De esta manera, se realizd un andlisis de regresion lineal mdltiple, para
ajustar los datos experimentales en un modelo completo, que incluyera a los
factores y los bloques (concentraciones):

Yikm = o+ 1+ A+ Bt G+ {ABlk + {AC)H + {BClu + [ABC)ik + ijkim

Donde:

y= Variable dependiente (in longitud de radicula o talluelo).

p= Efecto medio general (media de los tratamientos).

= Efecto de los Bloques (Concentraciones).

A= Efecto del j-ésimo nivel del factor A {Estado de Oxidacién).

B«= Efecto del k-ésimo nivel del factor B (Configuracion).

Ci= Efecfo del -ésimo nivel del factor C(Esterificacion).

(AB)x= Efecto de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor A v el k-
ésimo nivel del factor B.

(AC)y= Efecto de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor A y el -
ésimo nivel del factor C.

(8CJu= Efecto de la interaccion entre el k-ésimo nivel del factor B y el |-
ésimo nivel del factor C.

(ABCjw= Efecto de la interaccién entre el j-&simo nivel del factor A, el k-
ésimo nivel del factor B vy el I-ésimo nivel del factor C.

e= Componente del error experimental.

Ademds, se realizd el disefio factorial para obiener modelos individuales
de efectos fijos para cada concentfracion especifica con la siguiente ecuacion
general:

Yik = g+ A+ Bj+ Cr + (AB)j+ (AC)k + (BC)jk + (ABCik + i
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Donde:

y= Variable dependiente (In longitud de radicula o talluelo).

u= Efecto medio general {media de los fratamientos).

A= Efecto del i-esimo nivel del factor A (Estado de Oxidacidn).

B= Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Configuracion).

Cy= Efecto del k-ésimo nivel del factor C{Esterificacion).

(AB)y= Efecto de la interaccidn entre el i-ésimo nivel del factor A v el j-ésimo
nivel del factor B,

[AC)i= Efecto de la interaccidn entre el i-ésimo nivel del factor A y el k-
ésimo nivel del factor C.

(BC)x= Efecto de la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor B y el k-
ésimo nivel del factor C.

(ABC)y= Efecto de la inferaccion entre el i-ésimo nivel del facior A, el j-
ésimo nivel del factor B y el k-ésimo nivei del factor C.

ega= Componente del error experimental.

Adiciondlmente, con ef objeto de contrastar los efectos de los compuestos

probados con respecio del control sobre el crecimiento de radicula v talluelo, se
realizo un andlisis de varianza de un criterio de clasificacién, acompafiado de
una prueba de Dunnett. Para ello, se codificaron los diferentes compuestos de
acverdo ala fabia 4,35,

TABLA 6.35 CODIFCACION DE LOS COMPUESTOS PARA EL ANALISIS
DE VARIANZA DE UN CRITERIC DE CLASIFICACION.

Compuesto o 10RM L RN
Codificacion. =| .- Codificacién , ¢

S-{+)-Naproxeno 12 13 14 15
R-(-)-Naproxeno 22 23 24 25
S-(-}-Naproxol 32 33 34 35
R-(+)-Naproxol 42 43 44 45
S-(+)-Naproxenato de etito 52 53 54 55
R-(-)-Naproxenato de etilo 62 63 64 65
S-{-)-Acetato de Naproxilo 72 73 74 75
R-(+)-Acetato de Naproxilo 82 83 84 85
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6.2.2.4 EXPERIMENTOS CON RABANO (Raphanus safivusL.).
A. ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION.

Las tablas 6.36-6.43 muestran los resultados de cada uno de los factoriales,
indicandose los compuestos que de acuerdo con la prueba de Dunnett
resultaron con diferencias respecto del control,

Los compuestos que resultaron con diferencias esfadisticamente
significativas con respecto del control para radicula de rdbano son el $(+)-
naproxeno, el /&{-}-naproxenc y e! &(-)-acetato de naproxilo, a la concentracién
de 102M,

Conrespecto aios efectos sobre el crecimiento de talluelo, los compuestos
que muestran un efecto significativo sobre el crecimiento de talluelo de rdbano
son el S{+)-naproxenc y el /{+}-naproxcl, a la concentracién de 102 M, siendo
éste Ulfimo menos active que el naproxeno. El S-(-]-acetato de naproxilo quedd
en el margen de significacion de la prueba, aungue puede apreciarse |a
tendencia de su efecto sobre el crecimiente de talluelo. Se aprecia asi que en
rabano los dcidos carboxificos son en general mds activos que los alcoholes y que
los compuestos libres son mds activos que los esterificados.

B. ANALISIS DE VARIANZA DEL MODELO COMPLETO (| REGRESION LINEAL
MULTIPLE} Y LOS MODELOS INDIVIDUALES PARA CADA CONCENTRACION.

Las tablas 6.44 y 6.45 muestran los datos obtenidos de la evaluacidn
estadistica v comparativa de los modelos obtenidos para cada una de las
concentraciones y para el andlisis de regresidon multiple, para las variables de
respuesta obtenidas en los experimentos (longitud de radicula vy talluelo,
expresadas como su logaritmo natural). En estas tablas se observa que se
obtienen modelos significativos Unicamente para la concentracidn 102 M. Es
decir, los efectos de los factores se difuminan al disminuir la concentracién de los
compuestos, Aun asi, el modelo de regresidn lineal mdltiple que incluye a los
blogues {todas las concenfraciones) resuita significative y alcanza a detectar
efectos significativos de la concentracion {logio C), el factor C (esterificacién) v Ia
interaccién AC (Entre el estado de oxidacién y la esterificacién), para inhibicién
del crecimiento de radicula, y de la concentracion {logie C} y la esterificacién (C)
para inhibicidon de crecimiento de talluelo. El hecho de que el efecto de la
concentracion resulte significativo es 16gico puesto que se espera un grado de
actividad diferente a diferentes concentraciones. Los efectos de la esterificacion
(C) vy la inferaccion AC (entre el estado de oxidacién y la esterificacion) resultan
inferesantes porque son significativos e independientes de la concentracién a la
cual se redlice el experimento.
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B.1 EFECTOS DEL ESTADO DE OXIDACION (A).

El efecto del estado de oxidacién (A) resulta significativo Unicamente en el
modelo de la concentracidn 102 M en radicula. Ef signo del coeficiente es
negativo, lo que indica que los acidos carboxiicos son mads activos que los
correspondientes alcoholes para inhibir la radicula o talluelo de rdbano.

8.2 EFECTOS DE LA CONFIGURACION.

El efecto de la configuracidn resulta significativo Unicamente en el modelo
de 102 M para radicula, €l coeficiente que lo determina es negativo, lo gue
significa que en este caso los derivados § aparentan ser més activos que los
derivados de configuracion £.

B.3 EFECTOS DE LA ESTERIFICACION.

El factor C resulta significativo en los modelos completos para radicula y
talluelo y en los modelos de concentracién 102 M para radicula v talfuelo de
rdbano.

" Como se observa en las tablas 6.41 y 6.42, estos coeficientes son positivos,
lo que significa que los compuestos esterificados son menos activos contrg
radicula v talluelo de rdbano que los correspondientes derivados fibres. Es decir,
la esterificacion deprime la actividad de los compuestos sobre la inhibicion de
radicula y taltuelo.

B.4 INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES.

Las inferacciones que resultaron significativas son la interaccidon entre el
estado de oxidacién y la esterificacién (AC), para los dos modelos completos y 105
dos modelos de concentracién 102 M, para radicula y talluelo de rdbano. Todos
los coeficientes son positivos. Al andlizar un ejemplo de las groficas de interaccioén
{AC) obtenidas {En este caso para radicula), puede observarse una dependencia
de ambos factores, Es decir, el efecto del estade de oxidacion sobre la actividad
de los compuestos depende de ta esterificacion de los mismos. La interaccion se
puede explicar por la inactividad de los esteres respecto de los correspondientes
compuestos libres,
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FIGURA 6.46 INTERACCION DEL ESTADO DE OXIDACION Y LA ESTERIFICACION,

En la figura 6.46 puede apreciarse que en los alcoholes {es decir, el nivel

bajo del estado de oxidacion A),

la esterificacion de los mismos tiene un efecto

ligeramente inhibitorio en el crecimiento de la radicula de rdbano, que
practicamente se pierde en el error experimental. Lo contrario ocurre con los
Acidos (el nivel alto de estado de oxidacion}, ya que se observa que los dcidos
carboxilicos libres son nofablemente mds activos que los correspondientes

ésteres,
En la figura 6.47 se observa

la gréfica de la interaccién AC para talluelo de

rdbano; puede observarse, ai igual que para radicula, una dependencia de

ambos factores.

268-
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Z40-

226~

OB E ——D S ~UC 0P
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OESIGN-EASE Anafysis
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Interacciba de A Est de ox y C Estenf

FIGURA 6.47 INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA ESTERIFICACICN.

La figura 6.47 muestra que los dcideos libres {el nivel alto de estado de
oxidacién), al igual gue en radicula, son mds activos que los ésteres

correspondientes.
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Otra interaccion que resulté significativa es la interaccion ternaria (ABC)
para ambos modelos de la concentracion 102 M, el de radicula y el de tailuelo
de rdbano. Esta interaccién es dificil de interpretar debido al grado de
combinaciones posibles de factores, pero refleja un requerimiento estructural
compilejo para que la actividad inhibitoria sobre radicula o talluelo se manifieste.

DESIGN-EASE Analysis DESIGN-EASE Aralysis
Actyal Ln{Radicula) Actual Ln(Radlcuta)
L B T L
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S/ yd
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o o
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f 329 f
1 1
g g

B- Y 33— — B- 38— ————330~C-
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FIGURA 6.48 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LN RADICULA DE RABANO,

La grdfica de interpretacion para radicula de rdbano, para la
concentfracion 102 M (figura 6.48) muestra los efectos sobre el crecimiento de

cada uno de los compuestos. A pesar de que los dos enantidmeros de naproxeno

poseen actividad inhibitoria notable sobre el crecimiento de radicula, puede
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apreciarse una tendencia de mayor actividad dei anfipodo § (Que es el
enantibmero biclogicamente activo como antinflamatorio) sobre el R El ${-}-
acetato de naproxilo también mosird poseer actividad inhibitoria, gungue en
grado menor que los &cidos carboxilicos.
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FIGURA 6.49 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LN TALLUELC DE RABANO
EN LAS CUATRO CONCENTRACIONES PROBADAS.

A pesar de qgue los modelos de In de radicula para las ciras

concenfraciones probadas (103-10°M) resultaron no signhificativos, debico o que
los compuestos manifiestan efectfos en el crecimiento de radicula simiiares al
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crecimiento del control, las fendencias de actividad de los compuestos se
mantienen. Sus graficas de interpretacién se incluyen en la figura 6.48.

Por ofro fado, la figura 6.49 muestra las grdficas de interpretacién para
talluelo de rabano. E talluelo resultd ser bastante menos sensible que fa radicula,
como se esperaria si los compuestos probados tuviesen actividad de auxing,
puesto que en el proceso de germinacion, los auxinas de origen natural se
concentran en laraiz y es ahi donde ejercen su efecto regulador del crecimiento,
esperandose entonces que un compuesto exdgeno con propiedades de auxing
Yy @ una concenfracién determinada afecte mayormente el crecimiento de
radicula con respecto del crecimiento del talluelo
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CONCLUSIONES

7. CONCLUSIONES.

7.1 PARTE QUIMICA.

Fueron obtenidos 6 compuestos de naturaleza quiral derivados de los
acidos S{+)- v R{-)- 6-metoxi-a-metil-2-naftalenacéticos, con rendimientos de
buenos a excelentes (85-95%). Las propiedades fisicoquimicas asi como las
sefiales espectroscopicas de los compuestos fueron consistentes con lo
anteriormente reportado en la literatura.

7.2 PARTE BIOLOGICA.

Se pudieron comprobar ias hipdtesis de que la actividad encontrada del
naproxeno y derivados en A. safina depende del estado de oxidacién y la
esterificaciéon, no asi de la configuracién, gue resulta no significativa. En el caso
del rdbano, la configuracién si resulta significativa para radicula, aungue la
diferencia en actividad entre los dos enantiomeros del naproxeno es pequena.

La aplicacion det disefio factorial de experimentos resultd Util y apropiada
en la evaluacién preliminar de actividad y/o toxicidad de los compuestos a
través de bioensayos en Arfemia saling y de germinacidn de semillas. Estos
bicensayos, a su vez, podrian constituir una herramienta rdpida vy eficiente para
evaluacion de actividad o de toxicidad de numercsos compuestos.

El disefio de experimentos resultd particularmente valioso para evaluar
interacciones entre factores estructurales de los compuestos, que dificimente
hubieran podido detectarse con el uso de los procedimientos experimentales
convencionales para estudios de relacién estructura-actividad cuantitativa
[QSAR).

7.2.1 EXPERIMENTOS CON A. saling.

El disenno de experimentos factorial mostrd efectos significativos en el
estado de oxidacién y la esterificacion, pero no de la configuracion, sobre la
actividad de los compuesios en A, salina.

La interaccion entre |la configuracion y el estado de oxidacion resultd
significativa, ademds de la interaccion entre los tres factores, lo que revela una
gran complejidad estructural en los requerimientos de actividad para el medelo
estudiado. -

Los alcoholes primarios y sus correspondientes ésteres mostraron una mayor
letalidad contra A. salina que los naproxenos vy sus derivados esterificados.

Pudo hacerse la estimacion de Clso de los compuestos en artemia, lo que
permitié¢ incorporar estas estimaciones en modelos de relacion estructura-
actividad cuantitativa, ol poderlos relacionar con pardmetros fisicoguimicos
disponibles de (os compuestos.
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Con respecto a los estudios de estructura-actividad cuantitativa {QSAR),
pudo encontrarse un modelo estadisticamente significativo que relaciona el
punto de fusion de los compuestos con su actividad sobre Arfemnia salina (R2
gjustada =0.7305, £0=0.0042). Con el fin de hacer una evaluacion subsecuente,
podria redlizarse la sintesis de otros derivados esterificados, la estimacion de su
actividad biolégica, y de esta manera evaluar la predictibilidad del modelo.

Ademds se enconfrd un modelo altamente significativo ({£=0.001) que
relaciona el punto de fusion y la constante de flujo méxima a través de la piel {Un)
con la actividad biclégica en A. safna. El coeficiente de determinacion
encontrado (R? gjustada=0.97) indica que el modelo pudiera tener un gran
potencial predictivo. Adicionalmente, como se dispone de informacion acerca
de las constantes de flujc mdaximas para otros derivados tanto del naproxeno
como de ofros anfiinflamatorios no esteroideos, podria redlizarse una sintesis
subsecuente de los mismos y asi poder estimar su actividad sobre A. saling,

7.2.2 EXPERIMENTOS DE GERMINACION DE SEMILLAS,

El disefio de experimentos factorial para radicula y talfuelo de rdbano vy
trigo mostrd efectos significativos en el estado de oxidacion, la configuracién v la
esterificacion, ademds de la inferaccidn entre el estado de oxidacién vy g
esterificacion y la interaccidn de los tres factores sobre la actividad de los
compuestos en la germinacion. La especie monocotileddnea (frigo) manifestd
una menor sensibilidad a los compuestos en radicula que la dicotileddnea
(rébano), como se podria esperar de compuestos con propiedades de auxina.

El hecho de que la inferaccién ternaria haya resultado significativa revela
una gran complejidad esfructural en los requerimientos para manifestacién de
actividad sobre radicula o talluelo.

En el caso de los modelos de germinacion los dcidos carboxilicos
{naproxenos) resultaron mas activos sobre radicula vy talluelo que los alcoholes
primarios (naproxoles). Por otro lado, los ésteres en general manifestaron menor
actividad sobre la germinacion que sus correspondientes derivados libres. Casos
especiales son el del £&naproxol, que aparentemente manifiesta mayor actividad
en talluelo en ambas especies estudiadas, v el Sacetato de naproxilo, que
mostré gran actividad en inhibicidn de crecimiento de radicula de rdbano y
talluelo de trigo.

La actividad del Sacetato de naproxilo coincidid con lo encontrado en el
bicensayo con A. sa/ing, 1o que sugiere una toxicidad mayor de este derivado.

Asi pues, la informacidn obtenida en estos disefios experimentaies podrd
ser Util para proponer nuevas hipétesis en el disefio de profarmacos de los
compuesios anfiinflamatorios no esteroideos, con posible impacto en g
terapéutica y toxicologia humana.
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8. PARTE EXPERIMENTAL.
8.1 INSTRUMENTACION,

Todas las pesadas se realizaron en una balanza analitica marca Ohaus
modelo AS120S.

Para concentrar se empled un rotavapor BUchi B-480, con vacio vy
refrigerante de serpentin con corriente de agua.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns A-1692946 y
no estan corregidos.

Las rotaciones opticas se deferminaron en un polarimetro Perkin Elmer 202
con una celda de 10 cm de longitud.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotdmetro
Perkin Eimer modelo 1605 FT-IR, en pastilla de bromuro de potasio. Las sefales se
danencm’{v},

Los Especiros de Resonancia Magnética Nuclear de protén ('H RMN) v de
carbono 13 {13C RMN]) se determinaron en dos equipos (instituto de Quimica):
Varian Geminis 200, a 200 MHz v 50 MHz, respectivamente, o Varian VXR-300 a
300MHz v 75 MHz. En ambos se utilizé dimetilsulfoxido ((CDs}2SO) o cloroformo
(CDCl) deuterados como disolventes y tetrametilsiane {TMS) como referencia
interna. Los desplazamientos se dan en ppm (3).

Los espectros de Masas se realizaron en un aparato JEOL-JMS-AX505-HA,
por infroduccidn directa de la muestra en el modo de impacto electrénico.

8.2 MATERIALES QUIMICOS.

A continuacion se enlistan los disolventes y reactives quimicos utilizados:
eAcetato de etilo (Mdllinckrodt, R.A ).

sAcetona (Baker, GR)).

sAcido acético glacial (Técnica Quimica, R.A.).

eAcido p-toluensulfdnico(PTSA, Aldrich, G.R.).

sAnhidrido acético (Mallinckrodi, R.A.).

«Ciclohexano (Mdallinckrodt, R.A.).

sCloroformo(Mallinckrodt, R.AL).

eDimetilsulféxido (Mallinckrodt, R.A ).

s£ianol absoluto (Mallinckrodt).

eHexanos (Mallinckrodt, R.A).

eHidruro de litio y aluminio {Aldrich, G.R. )

ePiridina (Merck, R.AL).

oSulfato de sodio anhidro (Mo]lmckrod’r, R.A.).

eTetrahidrofurano estabilizado (Mdallinckrodt, R.A.).

sTolueno (Mallinckrodt, R.A.).

sSNaproxeno, que fue obtenido por extraccion de tabletas comerciales
(Naxen™®, Syntex}, mediante el procedimiento descrito mas adelante.

e R-Naproxeno, gue fue una donacion del Dr. Rafael Castillo Bocanegra.
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8.3 MATERIALES BIOLOGICOS.

Para realizar los bioensayos con Arfernia, se prepard medio salino utilizando
sal Instant Ocean™(Agquarium Systems}, a una concentracidn total de 38 g/L.

Se utilizaron ademds huevecillos de Arfemia sp. (A. franciscana) de Ia
marca San Francisco Bay Brand Inc.

Para reglizar los bicensayos en plantas, se utilizaron semillas de trigo
[ Triticum vulgare), maiz (Zea mays) y pasto inglés {Axonspus compressus), como
ejemplos de monocotieddneas. Estas semillas fueron de tipo comercidl,
especiales para siembra. Las especies de dicotileddneas que se utilizaron fueron
lenteja (Lens esculenta), frijol [Phaseolus vulgaris), y rGbano (Raphanus safivus L.;
las dos primeras de tipo comercial, y la ultima de la variedad French Breakfast de
la marca Lone Star Seed Co. (Sn. Antonio, Texas). Se utilizaron 5 & é semillas por
replicado (vaso), de acuerdo con el experimento particular.

Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo en vasos de vidrio de 10
cm de alto por 7 cm de didmetro exterior y 5.4 cm de didgmetro interior.

Para estos bioensayos se utilizd papel Whatman No. 1.

8.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA,
Para la cromatografia en capa find {CCF) se utilizaron cromatofolios de
aluminio recubiertos con gel de silice 60F2s. {Merck). Los compuestos se revelaron

con luz UV y por exposicidn a vapores de yodo.

TABLA 8.1 COMPOSICION DE LOS SISTEMAS DE ELUCION UTILIZADOS.

SISTEMA ‘ - COMPOSICION

PROPOR
E Hexano:CHCI, Acetato de etilo " 50:35.15
2 Tolueno: THF:Acido acético 6M 180:18:6

a. Segin férmula encontrada en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, VI edicidn.
8.5 METODOS COMPUTACIONALES.

Se realizaron métodos de estadistica descriptiva por medio del programa
Excel™{Microsoft Co.). .

Los andlisis de varianza de un criterio de clasificacion y la prueba de
Dunnett, ademds de los andlisis de regresidon por minimes cuadrados se realizaron
en el programa computacional JIMP™ 3.1.4 (SAS Institute, Inc.).

Para redlizar los andlisis de regresion PROBIT y regresion multiple se utilizo el
programa computacional SPSS™ 6.0 for Windows [SPSS, inc.)

Los andlisis de Disefio de Experimentos se llevaron a cabo en el programa
computacional Design-Ease™({Versidn 3), de la marca STAT-EASE, Inc.
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8.6 OBTENCION DEL ACIDO S${+)-6-METOXl-o0—-METIL-2-NAFTALENACETICO  ({${+)-
NAPROXENQC) A PARTIR DE TABLETAS COMERCI|ALES.

Se tomaron 10 tabletas de Naxen™® (Syntex] de 250 mg c/u
(Aproximadamente 2.5 g, 10.86 mmol) y se trituraron en un mortero hasta obtener
un polvo amarilio fino. Se vertid el polvo en un vaso de precipitados con 15 ml de
acetato de efilo cdliente, agitando vigorosamente hasta que en el fonde del
vaso sdlo quedd un residuo pegajoso amcrillento. Se fillrd ta solucidn caliente en
un BUchner, se concentrd la solucion por calor, vy se dejé cristalizar sobre bano de
hielo. Se obtuvieron 2.3075 g de polvo blanco no cristalino {10.03 mmol, 92.3%, p.f.
154-155°C, [a]®o=+67.5, 0.281 g/100mL; reportado en la literatura, p.f. 155°C,

[a]p=+66).

8.7 SINTESIS DEL S(+)-6-METOXl-a—METIL-2-NAFTALENACETATO DE ETILO  (S[+)-
NAPROXENATO DE ETILO).

Una solucidn de 5g de S{+)Naproxeno [21.7 mmol}, 75 mL de etanol
absoluto y 0.56 g de acido p-toluensulfénico (PTSA, 3.26 mmol) se calentd a reflujo
por 6 horas, después de lo cual la mezcla de reaccidn se dejo toda la noche a
temperatura ambiente, formdndose agujas iargas blanco-nacaradas (2.51g) que
se filtraron en un BUchner a vacio y se lavaron con etanol helado y agua helada.
Las aguas madies efandlicas se concentraron a vacio y cristalizaron sobre bafio
de hielo {2.82g}. Se obtuvo en toial 5.33g (20.461 mmol, 95%) de agujas largas
blanco-nacaradas {Rf: 0.68, sistema |, p.f. 80 °C, {a]®s=+48.0, 0.125 g/100mL; p.f.
reportado en ia literaturq, 75°C).

8.8 SINTESIS DEL ${-)-6-METOXI-B-METIL-2-NAFTALENETANOL {$-{-}-NAPROXCL).

tg de hidruro de litio y aliminio {26 mmol) se suspendié en 35 mL de
tetrahidrofurcno anhidro sobre bar . de hielo. Por ofro lado una solucién de g de
SNaproxenato de etilo {15 mmol) en 15 mL de tefrahidrofurano anhidro se
adiciond gota a gota a la suspension del hidruro. Terminada la adicion, se retird el
bafo de hielo y se dejo agitar por media hora mds, confirmdandose la terminacion
de la reaccion por CCF,

Se adicionaron entonces gota a gota 15 mL de agua, seguidos de 20 mL
de NaCH al 30%, formdndose una suspension que se filird en un embudo BUchner
a vacio. Se puso el filirado en un embudo de separacion, adicionando 10 mL de
acetato de etilo y haciéndose lavados con NaOH al 10%, Brine y agua hasta pH
neutro. Se separd la fase orgdnica, se secd sobre sulfaio de sodio anhidro vy se
concentrd a vacio, resuliando un sdlido blanco gue se cristalizd de acetato de
gtilo obieniéndose 3.36 g (12 mmol, 80%) de cristales blanco nacarados (Rf: 0.35,
sistema |, p.f. 91 °C, [a]®p=-17.59, 0.341 g/100mL; p.f. reportado en la literatura, 88-

89°C, [«]?o reportado en la literatura, -18}.
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89 SINTESIS DEL ACETATO DE  ${-}-6-METOXI-B-METIL-2-NAFTALENETILO
(5-(-JACETATO DE NAPROXILO).

1g de $(-})-Naproxol {4.63 mmol)se disolvié en 2 ml de piridina, poniéndose
sobre bafic de hielo. Se adiciond gota a gota 5 mL (4.53g, 44 mmol} de anhidrido
acético con 0.5 mL de piridina. Se dejé agitar por 1 hora en bafio de hielo. Se
vacié la mezcla de reaccion sobre 30 mL de agua-hielo, formandose un polvo
blanco (1.13g. 4.35 mmol, 94%) que se filfrd en BUchner a vacio. Por cristalizacion
de ciclohexano se obtuvo 1.09g {4.21 mmol, 91%) de agujas pequefias blanco-
nacaradas (Rf: 0.66, sistema |, p.f. 61 °C, [a]Po=-18.86, 0.265 g/100mL; p.f.

reportado en la literatura, 61 °C}.

8.10 SINTESIS DEL R-{-)-6-METOXl-a~METIL-2-NAFTALENACETATO DE ETILO  /R-(-)-
NAPROXENATO DE ETILO).

Esta sintesis se llevd a cabo siguiendo el prodedimiento descrito par el &(+)-
Naproxenato de efilo. Las cantidades utilizadas de reactivos fueron: 0.5g de
R-(-)Naproxeno (2.17 mmol), 10 mL de etanol absoluto y 60 mg de dcido o
toluensulfénico [PTSA, 0.326 mmol). Se obtienen agujas largas blanco-nacaradas
(0.4907g, 1.8% mmol, 87.5%. Rf: 0.69, sistema 1, p.f. 79.5 °C, [a]®p=-49.74, 0.197

g/100mL].
8.11 SINTESIS DEL R-(+]-6-METOXI-B—METIL-2-NAFTALENETANOL {R-{+)-NAPROXOL).

Esta sintesis se realizd siguiendo el procedimiento descrito para el ${-}-
Naproxol. Se utilizaron 50 mg de hidruro de litio y aluminio (1.16 mmoi), 3.5 mL de
tetrahidrofurano anhidro y 250 mg de R-(-}-Naproxenato de etilo {0.968 mmol).

Resultd un sdlido blanco amarillento (202.3 mg. 0.93 mmol, 26%) que se
recristalizd de ciclohexano, obieniéndose 176.3 mg (0.81 mmol, 85%} de cristales
blanco-nacarados (Rf: 0.34, sistema |, p.f. 91-92 °C, [a]®o= +17.9, 0.162 g/100mL).

8.12 SINTESIS DEL ACETATO DE 2{+)-6-METOXI-B-METIL-2-NAFTALENETILC  [R-{+)-
ACETATO DE NAPROXILO).

Se siguid el procedimiento descrito para siniefizar  S-(-)-Acetato de
naproxilo, utiizéndose 100mg (5 mmol) de R-Naproxol, 0.2 mL de Piridina y 1 mL
(1.1g, 9 mmol) de anhidrido acético. Se formd un polvo blanco amarillento{p.f. 59
°C) que por recristalizacion de ciclohexano da 99 mg {4.25 mmol, 85%) de agujas
pequeias blanco-nacaradas(Rf: 0.66, sistema |, pf. 61 °C, {a]"s=+20.68, 0.29

g/100mL}.
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8.13 BIOENSAYOS CON A. Saiina.

1.

8.

?

Se prepard t L de medio salino Instant Ocean™ (38 g/1000 mL de agua

destilada), se colocd en una pecera con aireacion y se estabilizd por 2 horas
previas a la siembra de artemias a 28 °C de temperatura.

. Se pesaron 150 mg de huevecilios de Arfemia (A. franciscana, marca San

Francisco Bay), se suspendieron en solucidn etandlica al 70%, agitando por 2
minutos, se filfraron v se redqiizaron varios lavados con medio salino, Se
suspendieron en el medio salino preparado y estabilizado y se dejaron bajo
iluminacién de luz blanca, con aireacién y a la temperatura indicada por 48
horas aproximadamente, hasta que los huevecillos eclosionaron liberando las
artemias.

Se prepararon soluciones de concentracidn 103 M, 104 M, 105 M y 104 M de los
8 compuestos en Acetona.

. Se puso 1 mL de la solucion correspondiente a cada vial, segin el orden de

aleatorizacion generado por el programa de computadora Design-Ease™.

. Se dejan evaporar los vidles bajo campana de extraccion.
. Se colocan 50 uL de DMSO a cada vial, agiténdose para disolver la mayor

cantidad de compuesto.

Se prepara mds medio salino Instant Ocean™, colocdndose aproximadamente
2 mL a cada vial.

Se depositan 10 artemias en cada vial, siguiendo el esquema de aleatorizacién
generado por el Design-Ease™(Ver Anexo}.

Se afora cada vial a 5 mL con mds medio salino.

10. Se dejan los viales tapados con vidrio a temperatura constante {28 °C} y con

iiuminacion de luz blanca por 24 horas.

11. Se redlizan las lecturas de los viales. Se cuentan artemias vivas, muertas vy

totales, respetando la aleatorizaciéon generada por el Design-Ease™.

8.14 BIOENSAYOS CON PLANTAS.

Los biocensayos con semillas se realizaron de acuerdo al siguiente

procedimiento general:

1.

2.

Se prepararon soluciones de los compuestos en acetona, de acuerdo al
experimento particular. Como control se utilizé acetona grado analifico.

Se colocaron circulos de papel filtro Whatman No. 1 cortados ai tamario del
fondo de los vasos {5.3 cm de didgmetro). Los discos se impregnaren con 1 mL
de |la solucion correspondiente.

Nota: El orden de aplicacion de las soluciones fue establecido aleatoriamente,

de acuerdo con el programa computacional Design Ease™.

Los vasos se dejan secar en condiciones ambientales por 18-24 horas.
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4. Las semillas seleccionadas se lavaron con agua destilada varias veces, y se
dejaron remojar en agua destilada por aproximadamente dos horas antes de
reclizar la siembra.

Se colocaron 2 mL de agua destilada en cada uno de los vasos.

Se colocaron 5 & 6 semillas en cada vaso (de acuerdo con el experimento
particular), lo mas espaciadas posible.

Se taparon con cuadros de papel aluminio grueso de 10 x 10cm,

Se mantuvieron a temperatura ambiente en la oscuridad por 4 dias.

Se realizaron mediciones tanto de las radiculas como de los talluelos de cada
una de las plantas. También se determind el porcentaje de germinacion de
cada especie, por medio de estadistica descriptiva,

o Gn

00~

8.14.1 PRUEBAS PRELIMINARES DE GERMINACION.

Se redlizaron pruebas preliminares de seleccidon de semillas en funcién a su
porcentaje de germinacion y variabiidad [medida como su coeficiente de
variacién, C.V.). Se utilizaron las siguientes especies:

TABLA 8.2 ESPECIES SELECCIONADAS

MONOCOTILEDONEAS - , ___-DICOTILEDONEAS = -
Trigo (Triticum vulgare) Lenteja (Lens esculenta)
Maiz (Zea mays) Rabano (Raphanus sativus L.)
Pasto inglés (Axonspus compressus) Frijol (Phaseolus vuigaris)

8.14.2 EXPERIMENTOS PRELIMINARES CON NAPROXENO.

Se prepararon soluciones de Naproxeno en acefonda, a concentraciones
de 107 M, 102 M, 103 My 10+ M, Se utilizd acetona R.A. como confrol.

Las semillas seleccionadas fueron rébano, figo y lenteja. Se colocaron 5
semillas en cada contenedor.

Se realizaron mediciones {en mm) tanto de las radiculas como de los
talluelos de cada una de tas plantas. También se determind ei porcentgje de
germingcion.

8.14.3 EXPERIMENTOS DE GERMINACION CON LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS.

Se prepararon soluciones de los 8 compuestos en acetona. Se utilizo
acetona como conirol.

Las semillas seleccionadas fueron rabano y trigo. Se colocaron é semillas en
cada vaso, haciéndose cuatro replicados por compuesto por concentracion.

Se redlizaron mediciones tanto de fas radiculas como de los talluelos de
cada una de las piantas, expresadas en mm. Tambien se determiné el porcentaje
de germinacién de cada especie {(nUmero de semillas que germinaron con
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respecto al total de semillas empleadas). Posteriormente se realizd el fratamiento
de los datos por medio de diseno factorial, andlisis de regresion multiple y probit.

8.15 ANALISIS ESTADISTICO.

La siguiente metodologia estadistica fue empleada, ademdas de ia
estadistica descripfiva.

1. Andlisis de Varianza de un criterio de clasificacidn, acompafiado de la
prueba de Dunnett, pera determinar diferencias significativas de los compuestos
con respecto de los controles.

2. Andlisis de varianza multifactorial de efectos fijos e inferacciones de los
mismos para cada una de las concentraciones empleadas en los bioensayos
particulares.

3. Regresion lineal multiple para el andlisis de [os disefios factoriales,

4. Regresidn PROBIT para la estimacién de las dosis efectivas al 50% {DEso}
de fos compuestos.

5. Regresion por minimos cuadrados para los estudios de estructura
actividad.

El nivel de significacién para todas ias pruebas estadisticas fue fijado ai
5%[a= 0.05).
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FIGURA 11.2 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA A. SALINA,

TABLA 11.3 ANOQVA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION PARA LA
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS DEL
DISENO FACTORIAL 23 CON LA MEDIA DEL CONTROL.

(EN A. SALINA).

Fuente de Suma de Grados de suadry
Variacién Cuadrados Libertad | - ~Maedig .’
Tratamientos 32
{Letalidad en A, 17.8586
salina)
Residual 2.5372 107 0.0237
Total 20.2959 139
Diferencia
Critica de 0.3483
Dunnett (¢=0.05)
R? Ajustada 0.84

145



ANEXQO

30
=]
& 25
=
20 -
15 - ¢
10 — S - —

O 1214222432344244 52546264 72748284

131529 2533354345 5356 63 6573 75 83
Codigo 0=005

FIGURA 11.4 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA RADICULA DE RABANO.
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FIGURA 11.5 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA TALLUELO DE RABANO.
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FIGURA 11.7 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA RADICULA DE TRIGO.
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FIGURA 11.8 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA TALLUELC DE TRIGO.
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TABLA 11.10 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA
DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULT[PLE

13 0489 1.6311

Modelo de Regresion 31.211
(Arco Seno[Fraccion]®)

<0.0001

Residual 6.2191 119 0.0523
Total 19.268 127
R? Ajustada 0.6555

TABLA 11.11 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA
DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIPLE
(Ln de Io Iongﬁrud robcno

Fuente de Variacion | -Suma de .| Grados di
' {'Cuadradosi|"~ Liberia

Modelo de Regresién 12.9986 8 ‘[.6248 9.39536 <0.0001
(In Radicula)

Residual 20.4089 118 0.17294

Total 33.4055 1286

R? Ajustada 0.3477

Modelo de Regresion 1.1694 8 0.1462 3.30165 0.0019
(In Taliuelo)

Residual 5.2245 118 0.0443

Total 6.3939 126

R? Ajustada 0.1275

TABLA 11.12 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA
DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIPLE
(Ln de la longitud, trigo).

Fuente de Variacion Sumade | Gradosde Cuadrade |- ~F = |. Niveide
Cuadrados |  Libertad | Medio- | - ... | significacién
Modelo de Regresion 4.5831 8 0.5729 3.5183 0.0011
{Iin Radicula)
Residual 19.3769 119 0.1628
Total 23.96 127
R? Ajustada 0.1369
Modelo de Regresion 1.7929 8 0.2241 3.7187 0.0007
{In Talluelo)
Residual 71718 119 0.0603
Total 8.9647 127
|R? Ajustada 0.1462
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ANEXQC

FIGURA 11.18 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO
(FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)% , PARA LA CONCENTRACION 103 M
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FIGURA 11.19 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO
[FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)%, PARA LA CONCENTRACION 164 M
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FIGURA 11.20 EVALUACION DIAGNQSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO
[FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)%, PARA LA CONCENTRACION 105 M
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FIGURA 11.21 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 2°, ARCO SENO
(FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)%, PARA LA CONCENTRACION 106 M
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ANEXO

FIGURA 11.22 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 22, Ln RADICULA
DE RABANO, PARA LA CONCENTRACION 102 M
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FIGURA 11.23 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA RABANO, PARA LA CONCENTRACION 10°M.
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FIGURA 11.24 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA RABANQ, PARA LA CONCENTRACION 10M.
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FIGURA 11.25 EVALUACION DIAGNQOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA RABANQO, PARA LA CONCENTRACION 105M.
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FIGURA 11.26 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 102M,
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FIGURA 11.27 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 10-3M.
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ANEXO
FIGURA 11.28 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 104M.
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FIGURA 11.29 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO RABANQO, PARA LA CONCENTRACION 10°M,
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FIGURA 11.30 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA TRIGQO, PARA LA CONCENTRACION 102M.
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FIGURA 11.31 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, In
RADICULA TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 103M.
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FIGURA 11.32 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA TRIGQO, PARA LA CONCENTRACION 10-4M,
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FIGURA 11.33 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
RADICULA TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 10-5M.
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FIGURA 11.34 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 28, Ln
TALLUELO TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 10-2M.
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FIGURA 11.35 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 10-3M.
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FIGURA 11.36 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln
TALLUELO TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 10-4M.
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ANEXQO

FGURA 11.38 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS
FACTORIALES DE A. Safina.
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ANEXO

FIGURA 11.39 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS
FACTORIALES DE Ln RADICULA DE RABANO.
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FIGURA 11.40 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELQOS
FACTORIALES DE tn TALLUELO DE RABANO,
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ANEXO

FIGURA 11.41 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS FACTORIALES DE
Ln RADICULA DE TRIGO.
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FIGURA 11.42 GRAFICAS DE EFECTOS PARA [LOS MODELOS
FACTORIALES DE Ln TALLUELO DE TRIGO.
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ANEXC

TABLA 11.49 MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADOS
PARA EL MODELO iLogC = f [pf + koct + koct?).

CORRELACGION: | INTERGEPTO: ' |- KOCT - e T
lNTERCERT@ 1.000 -11.00 0.999 -0.954
KOCT. -11.00 1.000 0.981 0.9523
KOCT* 0.999 -0.981 1.000 -0.951
pf -0.854 0,9523 0.951 1.000

TABLA 11.50 MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADOS
PARA EL MODELO iLogC = f (o + ).

CORRELACION | INTERCEPTO
INTERCEPTO 1,000 .
Jn 067 1,000 03371
pf -0.882 0.3371 1.000

TABLA 11.51 MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADQS

PARA EL MODELO iLogC = f (pf + sn + um 2}

CORRELACION | INTERCEPTO . T
INTERGEPTO 7.000 -0.719
7 0,719 1.000 -0.981 01364
yx; 6.6300 ~0.081 1,000 -0.072
pf 20.729 0.1364 -0.072 1000 |
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