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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se sintetizaron 4 compuestos de la familia de los alquilglicerolipidos (AQG)
caracterizados por poseer un esqueleto de glicerol, al cual, mediante un enlace tipo éter
se le une una cadena alifatica. A estos se les ha hallado diferentes actividades bioldgicas
que los hacen de gran interés, farmacoldgico, meédico, industrial y quimico. Los AQG 1-
O-dodecilglicerol (C12:0) 1, 1-O-tetradecilglicerol (C14:0) 2, 1-O-hexadecilglicerol (C16:0)
3 y 1-O-octadecilglicerol (C18:0) 4, fueron sintetizados asimétricamente con la
estereoquimica que presentan en la naturaleza, de acuerdo a la sintesis propuesta por
Magnusson et al., partiendo del reactivo quiral (R)-solketal con los respectivos bromuros
de alquilo para 1, 2 y 3, y el ester metilico en el caso de 4. La finalidad del estudio fue
evaluar el comportamiento de los compuestos sintetizados frente a los microorganismos,
asi se establecié una metodologia mediante ensayos biologicos, que consistié en evaluar
la capacidad antibacteriana, como primera aproximacion, mediante ensayo de difusion
en agar y microdiluciéon en caldo. Determinanos la concentracién inhibitoria minima de
cada uno de los compuestos contra 14 cepas bacterianas (aislados clinicos), y
posteriormente fueron evaluados en el ensayo de actividad IQS frente al biosensor
Chromobacterium violaceum ATCC 31532, el cual fue un experimento indicador del
potencial antifouling de los compuestos. Los resultados obtenidos, presentaron que el 1-
O-dodecilglicerol fue el méas efectivo en la inhibicién del crecimiento de bacterias como
L.inocua y S. aureus principalmente, y presentd actividad IQS significativa. Las bacterias
fueron susceptibles diferencialmente a cada AQG y los compuestos mostraron ser

bacteriostéaticos, pero no bactericidas.

Su baja toxicidad hacia el medio ambiente puede abrir la posibilidad de nuevos estudios
de actividad biolégica-estructura y el conocimiento sobre su modo de accién, incluyendo

la sintesis de nuevas variantes estructurales y otras posibilidades contra el fouling.

Palabras clave: Alquilglicerolipidos, Sintesis asimétrica, Actividad antibacteriana,

Inhibicién del quérum sensing, Fouling.
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Abstract

Four compounds of the alkylglycerolipids family (AKG) characterized by having a glycerol
backbone which by ether link is joined to an aliphatic chain were synthesized. They have
been found with different biological activities, this make them of great interest
pharmacological, medical, industrial and chemical. The AKG 1-O-dodecylglycerol (C12:0)
1, 1-O-tetradecylglycerol (C14:0) 2, 1-O-hexadecylglycerol (C16:0) 3 and 1-O-
octadecylglycerol (C18:0) 4, were asymmetric synthesized with the stereochemistry that
occurs in nature, according to the proposed method by Magnusson et al. from chiral
reagent (R)-solketal and the alkyl bromides respectively for 1, 2 and 3, and the methyl
ester in the case of 4. The aim of the study was evaluate the behavior of the synthesized
compounds against microorganisms, thus a methodology was established for biological
assays to test the antibacterial ability as a first approximation, by agar diffusion assay and
broth microdilution. We determined the minimal inhibitory concentration of each
compounds against 14 bacterial strains (clinical isolation), and then they were tested in
the QSI assay against Chromobacterium violaceum ATCC 31532 as biosensor, which
was an indicator experiment of potential antifouling compounds. The results showed that
1-O-dodecylglycerol was the most effective in bacterial growth inhibiting against L. inocua
and S. aureus mainly, and had significant QSI activity. The bacteria were differentially
susceptible to each AKG, and the compounds showed to be bacteriostatic, but not

bactericides.

Its low toxicity to the environment can open the possibility of new researches in biological
activity-structure of AKG and the knowledge about its action mode, including synthesis of

new structural variants and others possibilities against fouling.

Keywords: Alkylglycerlolipids, Asymmetric synthesis, Antibacterial activity, Quorum

sensing inhibition, Fouling.
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Introduccién

En las dltimas décadas los organismos marinos han mostrado ser el creciente enfoque
de las investigaciones en productos naturales y una fuente rica de compuestos nuevos y
bioactivos. Compuestos de estructuras que incluyen diterpenos, polipéptidos ciclicos,
alcaloides, espirolidas, lipidos, volatiles halogenados, fenoles, cembranoides,
conotoxinas, asbestinas, pseudoterosinas, fuscosidos, eleuterobinas, entre otros, han
sido aislados de especies de vertebrados e invertebrados marinos, asi como de algas,
hongos y bacterias de origen marino (1). Hoy dia son fuente importante de compuestos
no solo con diversidad estructural sino también variada actividad biolégica, los cuales en
muchos casos no tienen contraparte en el mundo terrestre. Para estos compuestos se ha
encontrado actividades muy interesantes como antihelmintica, antibacteriana,
anticoagulante, antifangicas, antipaltdismo, antiplaquetario, antiprotozoario,

antituberculosos, antivirales, antiinflamatorios, entre otras (2).

Encontramos entre los invertebrados marinos, especies de particular interés, que se han
convertido en objetivo principal en la basqueda de compuestos con bioactividad (3), ya
gue producen estructuras con diferentes funciones, las cuales les permiten defenderse
de otras especies y mantener su espacio limpio, libre de otros organismos o
microorganismos, lo que también ha conllevado al desarrollo de investigaciones sobre la
actividad alelopatica de los mismos (4, 5). Entre estas especies de invertebrados,
encontramos los octocorales o corales blandos, de los cuales del género Eunicea se
conocen gran diversidad de compuestos que les ayudan a limitar la predacion por otras
especies 0 la competencia por espacio y en algunos casos su superficie se encuentra
muy limpia, lo que da indicio de que pueden controlar la proliferacién de los
microorganismos y que pueden desestimular o limitar el desarrollo del biofouling (3, 6).

Asi, entre los compuestos extraidos de dicho género de octocorales encontramos una

variedad de terpenos, péptidos, alcaloides vy lipidos. De estos Ultimos se han encontrado
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acidos grasos de gran diversidad estructural, con cadenas impares, ramificadas,
insaturadas no convencionales, con diversos grupos funcionales como acetoxi, hidroxilos,
entre otros, a los cuales se les ha venido reconociendo su potencial biomédico asi como
sus posibilidades de aplicacion como agentes de defensa, ademas, debido a su actividad
antimicrobiana, citotdxica y antifouling son de gran interés (7).

En algunos reportes se ha presentado la diversidad estructural y biol6gica de esta clase
de invertebrados marinos, por ejemplo del octocoral Pseudopterogorgia elisabethae, se
aislé una variedad de diterpenos glicosidados conocidos como pseudopterosinas y del
octocoral Eunicea fusca, se encontraron el fuscol, el fuscésido A y el fuscésido B (3), de
los cuales, todos los compuestos se caracterizaron por presentar actividad
antiinflamatoria potente (8, 9), por otra parte del coral blando Lobophytum pauciflorum, se
aislaron compuestos de tipo biscembranoidos llamados lobofitonas O-S y lobofitona T,
exhibiendo inhibicién del crecimiento bacteriano (10) y del coral blando Eunicea knighti se
estudiaron compuestos de tipo cembradieno, que fueron activos a ensayos antifouling,
tales como de inhibicién del crecimiento de bacterias de origen marino promotoras del

fouling y de inhibicién del quorum sensing (11).

Nuevas investigaciones contintan revelando la capacidad de los compuestos aislados de
los octocorales del género Eunicea, por su potencial en actividades biol6gicas como
citotoxica, antitumoral, anticancerigena, antiinflamatoria, antiplasmadica y de inhibicién
del quorum sensing. Ademas se ha evaluado la actividad frente a bacterias marinas
aisladas de superficies con intenso fouling, asi como la actividad inhibitoria de
biopeliculas como indicativo de la capacidad antifouiling de los compuestos aislados de

Eunicea knighti (6), Eunicea sp y Eunicea fusca (12).

Con respecto al octocoral Eunicea sp, de su extracto organico, levemente activo al
ensayo antimicrobiano, se aislé un alquilglicerolipido (AQG) mayoritario elucidado por
RMN y HRESI-MS, rotacién Optica y por comparaciébn de datos con la literatura,
indicando la estructura del (S)-(+)-3—Octadeciloxi-1,2-propano-diol, conocido como (S)-
(+)-alcohol batilico. Se realiz6 la evaluacion de la actividad antibiofilm de este AQG, en
placas de polietileno multipozos, contra tres bacterias marinas y dos de referencia, por su
capacidad en la producciéon de biopeliculas. Los resultados obtenidos permitieron

proponer a este AQG potencialmente activo frente a estas cepas y su posible utilidad o
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como un ingrediente antibiofilm en aplicaciones farmacoldgicas o de uso industrial para

recubrimientos antifouling no téxico y amigables con el medio ambiente (12).

Los compuestos alquilgliceroles se han reportado con diversa actividad biolégica, sin
embargo el comportamiento de los mismos frente a microorganismos ha sido muy poco
explorado. En el presente trabajo se realizé la sintesis de AQG, con la estereoquimica
que presentan en la naturaleza, variando la longitud de la cadena alquilica e
incorporando algunas insaturaciones, con el fin de evaluar su potencial frente a bacterias.
Asi mismo, determinar si estas estructuras son las responsables de la actividad
antibacterial o inhibitoria del quorum sensing, fundamental en la formacién del fouling
bacteriano, tal como se ha previsto para un miembro de esta familia aislado de Eunicea
sp. De esta manera el trabajo se dividi6 en tres ejes tematicos principales, un primer
capitulo en el cual se presenta el estado del arte sobre los compuestos AQG,
caracteristicas, distribucion, actividad biolégica y beneficios. El capitulo dos se enfoca en
la sintesis de los compuestos alquilglicerolipidos, teniendo en cuenta metodologias
apropiadas para obtener los naturales y derivados insaturados. Finalmente en el capitulo
tres se presentan los ensayos frente a un espectro de cepas bacterianas seleccionadas

y los de inhibicion del quorum sensing.

Hipotesis

Aunque los alquilglicerolipidos naturales poseen actividad biol6gica conocida y son
motivo de varios estudios actuales, es posible también que sean activos frente al
desarrollo del fouling microbiano. Asi la exploracién de nuevas posibilidades para estos
compuestos, como la evaluacion de sus propiedades, antibidticas, antimicrobiana,
antifingicas, inhibitoria del quorum sensing, de adhesion o inhibicién de la biopelicula o
de otras en el marco de la actividad antifouling, puede ser una fuente de nuevos
conocimientos relacionados con estas estructuras, por lo que es necesario sintetizar y
realizar los bioensayos respectivos, con cada uno de ellos. Asi, la aplicacion de ensayos
en alguna de las actividades biolégicas mencionadas arriba, permitird contribuir a la
determinacion de los compuestos alquilglicerolipidos como potenciales agentes de

control, inhibicion o propagacion del fenémeno del fouling.
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Objetivo general

Contribuir al conocimiento quimico mediante la sintesis de compuestos de tipo

alquilglicerolipidos inspirados en los de la naturaleza para evaluar su actividad biolégica.

Objetivos especificos

Sintetizar compuestos de tipo alquilgliceroles como los presentes en la naturaleza.

Implementar un ensayo biolégico que permita evaluar el potencial de compuestos

organicos frente al fouling bacterial.

Evaluar la actividad antifouling de compuestos tipo alquilglicerolipidos sintetizados o

naturales.
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1.Estado del arte: Generalidades y
caracteristicas de los alquilglicerolipidos

Los alquilglicerolipidos (AQG) cubren una variedad de compuestos bioactivos, hallados
en la naturaleza que tienen generalmente una cadena alquilica o alquenilica unida al

glicerol en la posicion sn-1 (figura 1.1) (1, 2, 3).

Figura 1.1 Cadenas alifaticas unidas por enlace tipo éter

1 2
1 2
H,COCH,CH,R  H,C OCH=—=CHCH,R
| ° | ® 0
—C— —(l)—
T
a. Alquil b. Alquil-1-enil

En la literatura se encuentran con otras denominaciones, tales como: éteres del glicerol,
éteres lipidicos, éteres glicéricos, alcoxigliceroles, vinil o alil glicéridos, alquil o alquenil-
fosfolipidos o nombrados de manera sisteméatica como O-alquil- y O-alquenil-

propanodioles (1, 3).

La configuracion en los atomos de carbono del residuo del glicerol es designada por la
numeracion estereoespecifica sn (stereospecific numbering). La terminologia se
fundamenta en que en la proyeccion de Fischer del glicerol, se representa el grupo
hidroxilo del carbono C-2 hacia la izquierda, asi el carbono metilénico C-1 es pro-S
(figura 1.2), teniendo en cuenta que es una molécula simétrica, pero se considera
proquiral (1, 3). Al derivatizar los hidréxilos de los carbonos 1 y 3 con sustituyentes
diferentes, el C-2 se vuelve asimétrico, y asi se denota anteponiendo el prefijo sn al

namero en C-3, que resulta ser entonces el pro-R (4, 5).
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Figura 1.2 Numeracién de los carbonos de la molécula del glicerol
H

En la figura 1.3 se presentan las posiciones definidas arriba, para los alquilgliceroles. Los
AQG con grupo 1-O-alquil, donde la cadena alquilica se encuentra en la posicidon sn-1,
son los de mayor presencia y distribucion en la naturaleza y se les atribuyen diversos
efectos biolégicos y terapéuticos (6). La variedad de estas moléculas puede contener
cadenas alquilicas de 8, 10, 12, 14, 16 y 18 atomos de carbonos, asi mismo cadenas con
insaturaciones (7). Ademas, pueden incluir cadenas acilicas, que se obtienen
esterificando los grupos hidroxilos del glicerol, encontrandose alquilgliceroles no

esterificados, mono-esterificados y di-esterificados, como se presenta en la figura 1.4 (8).

Figura 1.3 Configuracion de un alquilglicerol: 1-O-alquil-sn-glicerol

O
\ R
sn-1 OH
sn-2 “uy,
sn-3
OH

Figura 1.4 Estructura quimica de alquilgliceroles no esterificados, mono-esterificados y

di-esterificados

H2C_O_R1 H2C_O_R1 Hzo_O_R1
P P
HO—C—H R,—C—O—C—H R,—C—O—C—H
I
H2C—OH H2C_OH Hzc_O_C_R3
Alquilglicerol no esterificado Alquilglicerol mono-esterificado Alquilglicerol di-esterificado
NEAG MEAG DEAG
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Los AQG de cadena O-alquil-1’-enil, se nombran como 1-O-(alquil-enil)-sn-glicerol; por su
parte los di-esterificados (DEAG o DAGE), son conocidos como los 1-O-alquil-2,3-diacil-
sn-gliceroles pues tienen dos grupos acilo en las posiciones sn-2 y sn-3. Otros son éteres
fosfolipidicos, los cuales tienen un &cido graso en la posicion sn-2 y una cabeza polar de
acido fosfarico en la posicién sn-3, unidos por lo general a la etanolamina, la colina o la
serina, estos son llamados plasmanil-fosfolipidos en incluyen los factores de activacion
plaquetaria (FAP) (3), quienes son un grupo de mediadores lipidicos con actividad
biologica potente. En la figura 1.5 se presentan las diferentes funcionalidades de AQG.

Figura 1.5 Variedad funcional de AQG naturales. (a) 1-O-alquil-sn-glicerol, (b) 1-O-

(alquil-enil)-sn-glicerol, (c) 1-O-alquil-2,3-diacil-sn-gliceroles, (d) plasmanil-fosfolipidos (3)

R
O— O~
OH OH
'l,’////H '//I//// H
OH OH
a b.
O\ O
R \R
(@] R R
O\”/ O\”/
o} | o
X
o —P
o
C. © d.

R = cadena hidrocarbonada saturada, monoinsaturada o poliinsaturada
R’ = cadena hidrocarbonada saturada o monoinsaturada
X = etanolamina, colina o serina

Existen también los analogos a los plasmanil-fosfolipidos monoacilicos, constituyentes
esenciales de las membranas de animales, los 1-O-(alquil-1-enil) diacilados, a los cuales
se les llama plasmalégenos neutros. Igualmente es posible encontrar los alquil
metoxilados (2'R)-1-O-(2’-metoxialquil)-sn-gliceroles, quienes son también de

configuracién sn-1 y poseen un grupo metoxilo en C-2 (3).
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1.1 Presenciay distribucion de alquilglicerolipidos

El primer aislamiento reportado en 1915, fue de la fraccion insaponificable de la estrella
de mar Asterias rubens, de la que se aislé un AQG, al cual posteriormente se le asigno el
nombre de alcohol batilico. Sucesivamente, de peces cartilaginosos se aislaron los AQG
gue contenian cadenas acilicas de palmitil (C16:0), estearil (C18:0) y oleil (C18:1), a los
cuales se les dieron los nombres comunes de alcohol chimilico, alcohol batilico y alcohol
selaquilico, de acuerdo a su origen, es decir, de batoidea (rayas), chimearas (tiburén
raton) y selachii (otros tiburones), respectivamente, que presentan las estructuras que se

muestran en la figura 1.6 (9).

También han sido hallados en el ser humano, principalmente en las células del sistema
inmune, en la leche materna, la médula ésea, los glébulos rojos y en el plasma
sanguineo (10), e incluso en bacterias, protozoos, hongos y en algunas plantas

superiores (11).

Figura 1.6 Principales alquilgliceroles del tipo 1-O-alquil

OH
HO\)\/O CHs
Alcohol chimilico
OH
HO\/]\/O CHg

Alcohol batilico
OH

HO O

H,;C
Alcohol selaquilico
En los afios siguientes a su descubrimiento, la fraccién insaponificable obtenida por

hidrdlisis alcalina de un extracto graso se uso para el analisis de dichos compuestos (3).

Por ejemplo, empleando el método de ruptura oxidativa con acido periodico (HIO,4) de
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Karnovsky et al, para dioles, se pudo determinar el contenido de AQG en el aceite de
animales marinos y terrestres, tales como peces, moluscos, crustaceos, reptiles, anfibios,
aves, mamiferos y en material vegetal, mostrando que dichos compuestos, estaban
ampliamente distribuidos en los animales, pero en pocas cantidades en las células
vegetales. Sin embargo, también han sido encontrados en el polen de Pinus halepensis.
No obstante estan en mayores cantidades en el aceite de higado de animales marinos,
que en el de higado de animales terrestre (1, 3).

Con la introduccién de métodos cromatograficos, para el analisis de AQG fue posible la
separacion de alquil-diacil-sn-gliceroles y de alquil-acil-fosfatidos, facilitando las
investigaciones posteriormente en las fracciones de tele6steos (Clupea harengus), en
crustaceos (Nephrops norvegicus), en cangrejos de rio (Astacus fluviatilis), en camarones
(Pandalus borealis), en moluscos (Mytilus edulis) y en el aceite de higado de bacalao (12,
13).

Por su parte, aunque los estudios habian demostrado bajas cantidades de AQG en peces
teledsteos en comparacion con los cartilaginosos, se encontrd en tres especies de estos,
Cubiceps gracilis, Centrolophus sp. y Stromateus maculates, que la mayor parte de

lipidos en sus musculos eran de tipo DEAG y en altos porcentajes, hasta del 70 % (14).

En los mamiferos los 1-O-alquil-sn-gliceroles se encuentran en diferentes tejidos, aunque
a menudo como componentes lipidicos minoritarios. En la leche de vaca, de oveja,
humana y en la médula 6sea, en glébulos rojos y en plasma sanguineo, se encontré que
el porcentaje de alquilgliceroles en la fraccion fosfolipidica fue mucho mayor que en la
fraccion de lipidos neutros, y que el calostro humano tenia un mayor contenido de AQG
gue la leche humana, que a su vez tenia un contenido diez veces mayor que la leche de
vaca y dos veces mas alto que la leche de oveja. Sin embargo la médula 6sea humana

tuvo el mayor porcentaje AQG en mamiferos (15).

En términos generales, el aceite de higado de varios condrictios (tiburones, rayas y
guimeras) son el principal reservorio natural de 1-O-alquil-sn-gliceroles, y hasta la fecha
algunas especies de tiburones abastecen las demandas industriales de aceite de higado
de tiburén debido a su alto contenido de escualeno y de AQG. La cantidad de AQG es

variable, no sélo entre especies, sino también entre los miembros de la misma especie,
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esta variabilidad podria estar relacionada con diferentes factores ambientales tales como

la profundidad y la ubicacién geografica (16).

Es importante mencionar que también se ha demostrado la presencia de AQG en las
células tumorales, por ejemplo, estudios realizados de 17 tumores humanos diferentes,
evidenciaron que el total de dichos AQG contenidos en la fraccién de lipidos neutros fue
mucho mayor en las células neoplasicas que en la mayoria de las células sanas, con la
excepcion de las del corazén y del rifion; ademas se reveld que el alcohol chimilico fue el

AQG mas abundante en el carcinoma (17).

1.2 Importancia, actividad bioldgica y beneficios

En la actualidad se esta en la basqueda de una mejor comprensiéon de la funcionalidad
global en los sistemas bioldgicos que involucren las moléculas lipidicas como la
sefializacion celular, la arquitectura de membrana, las interacciones célula-célula y
célula-proteina, entre otras, debido principalmente a la diversidad estructural que es
posible encontrar en los mismos, por lo que se han sugerido diferentes mecanismos con
los cuales es posible la comprensién para estas multiples actividades, que resultan de la
incorporacion de las diferentes clases de lipidos en los fosfolipidos de membrana y de las
interacciones de sefializacion de los mismos, haciendo que hoy dia los lipidos no sean

vistos como simples almacenadores de energia 0 como enemigos de la buena salud.

Junto con esto, esthd emergiendo una de las ramas de la metabolémica, encargada del
estudio global de los lipidos, conocida como lipidomica. La lipidomica es el analisis
exhaustivo de todos los lipidos en un sistema biolégico, que tiene en cuenta las
interacciones de los mismos con otras moléculas y su funcién dentro de la célula,
apoyada en diferentes técnicas de cromatografia liquida, espectrometria de masas y
RMN. Con los recientes avances en estas técnicas acopladas, de separacion y andlisis,
se ha conducido a una deteccién rapida y con mayor sensibilidad de una variedad de
lipidos, presentes en un perfil lipidico o lipiddbma de un extracto crudo. La lipidémica
integrada con la gendmica, la prote6mica y la metabolémica contribuird al entendimiento
de la funcién de los lipidos en un sistema biolégico y proveera una herramienta poderosa
para elucidar mecanismos de enfermedades, el barrido de biomarcadores, el monitoreo

de terapias farmacolégicas o de lipidos de interés (18).
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Todo esto ha llevado a una mayor comprensién de los valores y los efectos asociados a
tipo de lipidos especificos, asi pues los AQG naturales, introducen un nuevo concepto
terapéutico en el tratamiento de afecciones humanas, gracias a sus multiples beneficios
biolégicos (19). Por ejemplo a nivel inmunolégico los AQG vy algunos alquil fosfolipidos
activan significativamente los macréfagos favoreciendo la fagocitosis, aumentando la
respuesta inmune, demostrandose que estimulan la hematopoyesis, la eritropoyesis,
trombosis y los granulocitos en los animales (6). Otros estudios manifiestan que al
incrementar los linfocitos y monocitos, algunos AQG pueden generar una eficiente

respuesta inmune hacia las células tumorales.

En una de las mejores hipoétesis a los AQG, se les considera precursores de éteres de
fosfolipidos (acil-alqui-fosfolipidos), por lo que se cree que pueden incorporarse a estos
fosfolipidos de membrana y desde alli, modificar sus propiedades fisicas, como la fluidez
de la membrana, el estado de antioxidantes o alterar la sefializacién celular a través de la
fosfolipasa, actuando asi como precursores de fosfolipidos biolégicamente activos, como

mensajeros y mediadores, por ejemplo en células sanguineas o en macréfagos (20).

En otros estudios se demostr6 que algunos alquilglicerolipidos, estimulan la
hematopoyesis, asi como también la produccién de anticuerpos con el incremento de
linfocitos tipo B y T que generan una eficiente respuesta inmune hacia las células
tumorales, e incrementan en un 44% la produccién de monocitos, por lo que se indicé
gue éstos, gracias a que se encuentran en los fluidos corporales como en la leche de
mamiferos, cuando pasan de madre a hijo, o en tratamientos orales podrian tener efectos
benéficos sobre la salud de la descendencia, y efectos positivos en su desarrollo
neuroldgico (20). Lo anterior se establecio en tratamientos llevados a cabo con cerdas
embarazadas, con una dieta rica en AQG que dieron lugar al aumento de
inmunoglobulinas especificas, asi como de anticuerpos en el calostro de las madres
tratadas y en el suero de los lechones. Con el suplemento alimenticio las crias tuvieron
un mejor estado de salud, e incrementaron su crecimiento. Esto podria ser parte de los
mecanismos involucrando AQG mediante el aumento de las células competentes del
sistema inmunoldgico. Sin embargo, algunos de estos efectos benéficos pueden resultar
también por la presencia de acidos grasos n-3 poliinsaturados del aceite de higado de
tiburén de la dieta (21).
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Como anti-tumorales y anti-metastasis los AQG sintéticos idénticos a los naturales mas
activos, son los insaturados, 16:1 y 18:1, mientras que los AQG 12:0 y 16:0, son activos
levemente, esto se asocia con una fuerte reduccion del aumento tumoral inducido en el
peso del bazo. Los dos primeros representan del 70 al 80 % del total de AQG en aceite
de higado de tiburén (20). También se evaluaron los efectos de una mezcla natural de
AQG provenientes de aceite de higado de tiburén, usando modelos de ratones a los que
se les injertd6 un tumor (células de carcinoma pulmonar), encontrdndose que el
tratamiento con dicha mezcla redujo significativamente el crecimiento tumoral y la
metastasis pulmonar, aunque los mecanismos por los que los compuestos ejercen estas

propiedades anti-tumorales pueden ser multiples (20).

Los AQG también han sido usados en el tratamiento de diferentes tipos de leucemias y
en la prevencion de las enfermedades asociadas al cancer, encontrandose que pueden
incrementar la etapa de supervivencia de los pacientes. En un estudio se demostrd que
el decilglicerol (10:0) y dodecilglicerol (12:0) tienen efectos citotéxicos sobre la linea de
carcinoma humano de mama dependientes de su concentracién, de la densidad celular y
mostraron un comportamiento diferencial en funcién de la longitud de cadena alquilica
(22).

Asi mismo se ha reportado que potencian el efecto de la quimioterapia, puesto que las
células tumorales concentran los alquilgliceroles en una proporcién de 10 a 100 veces
mayor que el tejido normal, y debido posiblemente a que las células tumorales carecen
de la enzima que los degrada, los alquilgliceroles pueden taponarlas y ahogarlas, por lo

gue ellas no pueden reproducirse con facilidad (23).

En el cerebro, los de cadena corta sintéticos como el AQG (5:0) pueden abrir
transitoriamente la barrera hematoencefélica (BBB), lo que estaria facilitando el acceso
de moléculas terapéuticas al sistema nerviosos central (vehiculo). La oxidacion natural de
un AQG insaturado podria conducir al de cadena corta exhibiendo actividad similar (6).
También pueden inhibir la respuesta inflamatoria inducida, en diversos modelos animales
e in vitro (7, 22), efectos probablemente relacionados con las propiedades surfactantes e
inmuno-adyuvantes de estos compuestos. Las vacunas de nueva generacion han

aumentado la necesidad de otros adyuvantes, por lo tanto, el uso de los AQG sintéticos
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en sus formulaciones podria ser una alternativa para estimular la respuesta inmune a

antigenos solubles y mejorar la eficiencia de la vacunacion (24).

En estudios con esperma, se encontré que los espermatozoides producen mediadores
FAP, por lo que se relacionaron los AQG con la fisiologia del esperma, sugiriendo la
hipétesis de que dichos compuestos, como precursores de FAP, podrian tener efectos
sobre las funciones del esperma aumentado su motilidad, velocidad y mejores
rendimientos de fertilizacién. Hipotesis basada en estudios en donde se trataron de
manera in vitro, espermatozoides de cerdo con una mezcla de AQG, evidenciandose que
dicho esperma al ser usado en inseminacion artificial, fertilizO6 mucho mejor,
considerandose que al utilizar estos compuestos, se puede favorecer la fecundacion o
incluso se puede permitir una mejor conservacion del esperma durante la realizacion de

procedimientos de procreacion asistida (25).

También entre sus multiples funciones, se han reconocido sus propiedades tales como
bactericidas, fungicidas, de contribucién en la prevencion de enfermedades como asma,
psoriasis y artritis (6). Se encontré un papel sinergistico entre el dodecilglicerol (12:0) y la
anfotericina como fungicidas contra especies de Candida y Criptococcus. Sin embargo,
éste es el tinico AQG hallado con actividad antibacteriana efectiva, con CIM de 4 pug ml™*
contra Streptococcus faecium (26), mientras que el alcohol batilico (18:0) mostré
inhibicibn moderada del crecimiento bacterial de especies obtenidas del mar:
Pseudoalteromonas piscida, Ruegeria sp. Vibrio alginolyticus, Vibrio furnissii y Vibrio

harveyi (4).
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2.Sintesis y purificacion de
alquilglicerolipidos

Resumen

Los alquilglicerolipidos AQG, son una clase de lipidos naturales, encontrados
principalmente en organismos marinos, los cuales han sido objeto de mucha atencién
debido a sus multiples actividades. En previos aislamientos cromatograficos se han
detectado mezclas sencillas de AQG de octocorales del género Eunicea del mar Caribe y
se evidencio su nuevo potencial frente al biofouling. Sin embargo, la purificacion desde
las fuentes naturales es compleja y no se obtienen cantidades con las que se puedan
realizar posteriores estudios. Por esta razon, se efectud la sintesis de los mismaos, con el
fin de evaluar su comportamiento frente a bacterias, asi como su potencial
comportamiento frente al quorum sensing (IQS). La sintesis se logré a partir del precursor
guiral (R)-solketal, para asegurar un producto con la estereoquimica presente en los
naturales, realizando una alquilacién con un bromuro de alquilo de cadena deseada, en
medio basico y catalizador de transferencia como el TBAB, seguida de hidrélisis con
acido p-TsOH, para obtener el 1-O-dodecilglicerol (C12:0), 1-O-tetradecilglicerol (C14:0)
y 1-O-hexadecilglicerol (C16:0). Mientras que para la obtencién de 1-O-octadecilglicerol
(C18:0), se partio del respectivo éster del acido, realizando una reduccién con el Red-Al,
una vez obtenido el alcohol, se continué con una mesilacion con MsCl y finalmente el
mesilato se hizo reaccionar con el (R)-solketal. Empleando técnicas de purificacibn como
la cristalizacién y técnicas de andlisis como la cromatografia en capa fina (CCF) y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), se logré corroborar la
obtencion de los AQG con los datos de la literatura. La sintesis de estos AQG contribuye
al conocimiento sobre su estructura-actividad y al estudio de nuevas posibilidades de
actividad biolégica, como la inhibicion del desarrollo bacteriano e inhibicién del quorum

sensing.
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2.1 Introduccidn

Los 1-O-alquil-sn-gliceroles AQG, exhiben mudltiples actividades bioldgicas, por lo que
son considerados compuestos con gran potencial terapéutico, propiedades que se
relacionan con la cadena alquilica de su estructura (1). La configuracion absoluta
evaluada de los AQG naturales ha sido definida como S, y estos se caracterizan por
tener una ramificaciébn en la posiciébn sn-1 del esqueleto del glicerol, esta cadena
alcoxilica por lo general proviene de diferentes acidos grasos y puede ser saturada,
monoinsaturada o poliinsaturada (2). En los AQG el esqueleto del glicerol puede o no
estar esterificado (MEAG, DEAG). Los AQG monoéteres tienen los hidroxilos del glicerol
sin esterificar y sus cadenas hidrocarbonadas mas representativas surgen de los 4cidos
carboxilicos de igual secuencia hidrocarbonada, como palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) y oleico (C18:1), siendo comunmente conocidos como alcohol chimilico, batilico

y selaquilico respectivamente (3).

La demostracién de los efectos a nivel bioldgico de los AQG, incremento el interés por
esta clase de lipidos de estructura diversa, reconociendo no solo su distribucién en la
naturaleza, sino también la biosintesis y motivando su sintesis quimica. Los pasos
biosintéticos implicados en la formacioén de los éteres lipidicos se han establecido y
estudiado principalmente en las células de mamiferos y ademés varios estudios han
propuesto la sintesis para obtenerlos en racematos, e incluso enantiomericamente puros
1,2,3,4,5).

Con la sintesis de AQG, se contribuyé a la elucidacion de sus estructuras y su
estereoquimica. La primera sintesis de AQG fue realizada por Davies et al., quien
produjo racematos de los alcoholes chimilico y batilico por la via de éteres alilicos, por
calentamiento de cloruro de alquilo, con aliléxido de sodio en una soluciéon de alcohol
alilico, seguida de oxidacion del doble enlace con peréxido de hidrogeno y acido acético
glacial. En posteriores trabajos se logré sintetizar los alcoholes batilico, chimilico y
selaquilico, enantiomericamente puros usando un precursor quiral, el (S)-1,2-O-
isopropiliden-sn-glicerol, obtenido del D-manitol o el precursor quiral (R)-1,2-O-
isopropiliden-sn-glicerol preparado a partir de L-arabinosa y mediante un posterior reflujo

con una sal sédica del haluro de alquilo correspondiente. Conociendo la estereoquimica
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predeterminada con la rotacién Optica de los compuestos sintetizados y comparando con
los datos experimentales, se determind la configuracién absoluta S de los AQG que se
encuentran en la naturaleza. De esta manera se asignaron como el alcohol (S)-chimilico
y el alcohol (S)-batilico y sus respectivos enantiomeros sintéticos. También se ha logrado
la sintesis de AQG usando en lugar de los haluros, los p-toluensulfonatos del alcohol
insaturado, para hacer un intermediario mas reactivo y sin afectar los dobles enlaces,
obteniendo rendimientos de los enantiomeros S y R del alcohol selaquilico de 80 y 76%
respectivamente (4, 5). Igualmente se ha logrado la sintesis de estos compuestos a partir
de los metanosulfonatos de alcoholes, de cadenas largas, saturados e insaturados en
una reacciéon de sustitucién con 1,2-O-isopropiliden-sn-glicerol mediante dos métodos,
uno utilizando potasio metalico en benceno absoluto, y el otro utilizando hidréxido de
potasio en xileno, y finalmente por hidrélisis acida con HCI 10% en metanol (6). Una de
las alternativas con mayor eficacia para preparar los alcoholes batilico, chimilico y
selaquilico, enantiomericamente puros, fue desarrollado por Magnusson et al,. En esta
reaccion el (R)-2,3-O-isopropiliden-sn-glicerol también conocido como (R)-solketal, se
hace reaccionar con los correspondientes bromuros para conectar las cadenas estearilo,
palmitoilo y oleilo, en cantidades estequiométricas en la posicion sn-1, en presencia de
hidroxido de potasio (KOH) y una cantidad catalitica de bromuro de tetra-n-butilamonio
(TBAB) bajo condiciones libres de disolvente y entre 35° a 40 °C durante un periodo de
24 horas. Posteriormente el acetdénido que se forma se desprotege por una leve hidrdlisis
acida, con solucién de THF/agua en presencia de acido p-TsOH y mediante purificacion

por cristalizacién con n-hexano, se obtienen los respectivos AQG (2, 3, 4).

Siguiendo la udltima metodologia en este trabajo se sintetizaron los AQG de cadena
saturada y de diferentes longitudes C12:0, C14:0, C16:0 y C18:0. Para la obtencién de
los primeros tres se usaron los respectivos bromuros de 12, 14 y 16 carbonos, con el
reactivo quiral, mientras que para el AQG saturado de 18 carbonos se partié del
estearato de metilo, realizando la reduccién, mesilacion y finalmente condensacion con el
(R)-solketal.

2.2 Materiales y métodos

Los solventes empleados fueron R.A, de Merck, destilados y secados antes de ser

usados. Los reactivos utilizados fueron: (R)-2,3-O-isopropiliden-sn-glicerol (Alpha Aesar),
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1-bromododecano, 1-bromotetradecano y 1-bromohexadecano (Alpha Aesar), bromuro
de tetra-n-butilamonio (Alpha Aesar), hidruro de bis(2-metoxietoxi)aluminio de sodio, 70%
p/p en tolueno (Alpha Aesar), éster metilico del acido estearico (Sigma), cloruro de

metanosulfonilo (Merck) y acido p-TsOH monohidratado (Merck).

Para cromatografia en capa delgada (CCD) se utilizaron cromatofolios de gel de silice 60
F.ss de Merck, y revelador de sulfato cérico amoénico en acido sulfurico con
calentamiento. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de proton (*H) y
carbono (**C) fueron registrados en un equipo Bruker Avance de 400 MHz y en un Bruker
Avance de 300 MHz usando cloroformo deuterado (CDCls) al 99.5% de Merck, los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) y las contantes de

acoplamiento (J) en hertz (Hz).

2.3 Sintesis de Alquilgliceroles

La obtencion de los diferentes AQG 1, 2y 3, se realizo a partir del reactivo quiral (R)-
2,3-O-isopropiliden-sn-glicerol o (R)-solketal 5 y los halogenuros de alquilo de cadena
deseada. La reaccion involucra dos pasos generales, como se presenta en el esquema
2.1.

Esquema 2.1 Reaccién general de sintesis de AQG: reactivos y condiciones (3)

H

R R
. o o)
@) @) OH
. (@) (R)-solketal, KOH, n-BusNBr, R-Br, 35-40 °C, 15 h;
(b) p-TsOH, THF/agua (15:5), reflujo, 15 h

Inicialmente se realiza una mezcla entre el (R)-solketal y el bromuro de alquilo, en
ausencia de un disolvente y en medio basico usando KOH, en presencia de un
catalizador de transferencia de fase, el bromuro de tetra-n-butilamonio (TBAB), a una

temperatura entre 30° - 40 °C, con agitacion constante durante un periodo de 15 h. El
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intermediario 1-O-alquil-2,3-O-isopropiliden-sn-glicerol (acetdnido alquilado) normalmente

no se purifica (3).

El (R)-solketal, levemente acido, puede perder su protén acido en presencia de la base
KOH, y el catalizador de transferencia de fase que permite la orientacién y comunicacién
de las diferentes especies involucradas en la sintesis, primordialmente entre el alcoxido
generado con el halogenuro de alquilo primario, e incluso entre el éter obtenido y los

subproductos H,O y KBr. En el esquema 2.2 se presenta el primer paso de reaccion (2).

Esquema 2.2 Paso 1: alquilacion del reactivo quiral (2)

\
WO C—Br  TBAB, KOH A
oA —_— j_\o —_— <

Posteriormente se realiza una hidrélisis acida leve (esquema 2.3), en la cual el aceténido
del alcéxido alquilado, se hace reaccionar con acido p-TsOH en una mezcla de
THF/agua, dando paso a su apertura, esta reaccion se deja en reflujo durante toda la
noche, una vez finaliza la reaccién, el producto obtenido se purifica por cristalizacion con
hexano. Se observa el transcurso de la reaccidn y se verifica la pureza del producto por
CCD.
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Esquema 2.3 Paso 2: hidrdlisis acida con p-TsOH (THF/agua)

e acido p-TsOH _‘\\\8—H
THF/agua A
0—R O—R O—R
AQG
1. R = C12H25V
2:R= Cl4H29‘
3:R= C16H33,

Cuando se parte del éster del 4cido graso o del mismo acido graso de cadena deseada,
es necesaria una serie de reacciones, para la formacion del AQG. En el esquema 2.4, se

presenta un esquema general de las reacciones a seguir.

Esquema 2.4 Secuencia de reacciones para obtencién de AQG a partir del acido graso o

el éster

O—CH,R

OH H H
| a : . 2 c OH
R—C=0 — —® R-C-OH ——— R-C-0-$=0 ——>
H H  CHs OH

(a) reduccién con Red-Al (b) mesilacion con MsCI (€) reaccion con (R)-solketal

De esta manera, partiendo del éster metilico del acido estearico 6, como se muestra en el
esquema 2.5, se realizd6 una reduccion usando el Red-Al, para obtener un alcohol
primario 7. Para ello en un bafio de hielo, entre 0 a 15 °C, a una disolucion del éster en
THF, se le adicioné gota a gota el Red-Al y la mezcla se dej6é con agitacion constante por
5 h a 24 °C. La reaccién seguida por CCD se detuvo adicionando solucién de NaOH
10%, se generan dos fases, se descart6 la fase acuosa, mientras que la fase organica

fue secada y concentrada en rotaevaporador a vacio (7, 8).
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Esquema 2.5 Reaccién general de reduccion: reactivos y condiciones

H H Na*
OMe\/\ AI%/\/OMe
i. Red-Al (70% en PhMe); THF, ’

ﬁ 0-24°C,5h |
R—C—O0—CH; » R—=C—OH
6 i. NaOH 10%, 10°C H

7

Posteriormente se realizO una mesilacion usando cloruro de metanosulfonilo (MsCI)
(esquema 2.6), para lo cual se preparé una disolucion en un bafio de hielo de 0 a 10 °C,
del alcohol 7, en DCM con la presencia de piridina en condiciones anhidras, y luego se le
adiciona el MsCIl. La reaccion se continué por 24 h con agitacion constante y a
temperatura ambiente. Una vez realizada, se detuvo lavando con agua destilada, se
extrajo con HCI 1N, y luego de otro lavado con agua, y separacion, se seco la fase
organica con sulfato de sodio anhidro (NaSO,) y finalmente. Se concentré el mesilato en

rotaevaporador (9, 10).

Esquema 2.6 Reaccién general de mesilacién: reactivos y condiciones

0,.0

st
HaC™>"Cl CH,Cls, (\j

H i. MsCI N H

| 0-10°C, 24h | 0
R—C—OH » R—C-0-5%¢0

H . H

ii. HCI 1N, H,O
7 2 8 CH3

Finalmente la ultima reaccion se da entre el reactivo quiral (R)-solketal 5 y el producto
obtenido de la mesilacién 8, esquema 2.7, para la formacion del AQG 4, de cadena de 18
carbonos. Para esta reaccion se tienen en cuenta las condiciones y se emplean los

reactivos indicados en la literatura (11, 12).
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Esquema 2.7 Reaccién de obtencion de AQG 4 con reactivo quiral

H O ‘\\\\O_H

.\\\\O ! 1 TBAB, KOH ‘\\\\O acido p-TsOH
+R-C-0-S-CH; — 5 iy
Ho THF/agua
O-H 8 O—R O—R
5 AQG
4:R = C18H37

2.3.1 Obtencién y elucidacion por RMN de 1,2,3y 4

Se sintetizaron los alquilglicerolipidos saturados de cadenas alquilicas de C(12:0),
C(14:0), C(16:0) y C(18:0), el (S)-1-O-dodecil-sn-glicerol 1, (S)-1-O-tetradecil-sn-glicerol
2, (S)-1-O-Hexadecil-sn-glicerol 3, (S)-1-O-Octadecil-sn-glicerol 4, siguiendo la
metodologia anteriormente descrita. Los datos espectroscopicos de RMN mostrados a

continuacién para cada AQG fueron comparados con los publicados en la literatura.

Sintesis de (S)-1-O-dodecil-sn-glicerol 1, se realiz6 una solucion de (R) solketal (600 mg,
4.54 mmoles), l-bromododecano (1131.54 mg, 4.54 mmoles), bromuro de tetra-n-
butilamonio (292.65 mg, 0.91 mmol) e hidréxido de potasio (318.81 mg. 5.683 mmoles),
la mezcla se coloc6 en termocupla, con agitacion constate, por 15 h a una temperatura
de 40 °C, en un bafio de aceite. Posteriormente se lavo con 2 ml de agua, con 2,5 ml de
éter etilico y se lavé nuevamente con 2 ml de agua (por 3 veces), se separaron las fases,
hasta comprobar con papel indicador, que la fase acuosa fuera neutra. La fase organica
se coloco en rotavaporador, para eliminar el disolvente (éter etilico) y lo obtenido se
disolvié en 6.93 ml de THF:H,O (15:5) junto con acido p-toluensulfénico (55.44 mg) y la
solucion se dejo6 en reflujo overnight. Se extrajo con 1,5 ml con cloroformo por tres veces,
se lavo con agua y se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y posteriormente se coloco al
vacio para eliminar el disolvente, de esta manera se obtuvo un sélido blanco, que se
cristalizé con n-hexano, compuesto 1 sdlido blanco cristalino brillante; 'H RMN (1H RMN
(400 MHz, CDCl3) & 3.89 — 3.82 (m, 1H, H2), 3.67 (ddd, J = 16.8, 11.4, 4.6 Hz, 2H,H3),
3.53 (br.d, J = 4.0 Hz, 1H,H1a), 3.50 (dd, J = 6.2, 5.1 Hz, 1H,H1b), 3.45 (td, J = 6.7, 2.5
Hz, 2H, H1"), 2.56 (s, 2H, 2x CH,0OH), 1.64 — 1.50 (m, 2H, H2"), 1.38 — 1.16 (m, 18H,CH,
X 9), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H12") ppm. *C RMN (CDCl;) & 72.44 (OCH,CH,, C1°), 71.84
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(CHCH,0, C1), 70.48 (CH,CHCH,, C2), 64.24 (CH,0OH, C3), 31.90 (C2"), 29.63, 29.60,
29.58, 29.56, 29.43, 29.32(—CH, x 7, C4-C10"), 26.05 (C3"), 22.66 (C11") 14.08 (CHs,
C12") ppm (figura 2.8).

El mismo procedimiento descrito anteriormente para el compuesto 1, se siguié usando
(R) solketal (400 mg, 3.03 mmoles), 1-bromotetradecano (839.05 mg, 3.03 mmoles),
bromuro de tetra-n-butilamonio (195.09 mg, 0.605 mmol) e hidroxido de potasio (325.04
mg. 7.58 mmoles), y acido p-toluensulfénico (36.96 mg), finalmente se obtuvo un sélido
blanco, el cual se cristalizd con n-hexano, compuesto 2 sélido blanco; *H RMN (400
MHz, CDCl;) & 3.85 (br. dd, J = 9.4, 4.1 Hz, 1 H, CH,CHCH,,H2), 3.67 (ddd, J = 16.7,
11.4, 4.5 Hz, 2H, CH,0OH, H3), 3.54 (br.d, J = 4.0 Hz, 1H, CHCH,0O,H1a), 3.50 (dd, J =
6.6, 5.1 Hz, 1H, CHCH,O,H1b), 3.47 — 3.43 (m, 2H, OCH,CH,,H1"), 2.82 (s, 1H, CHOH),
2.42 (s, 1H, CH,0OH), 1.62 — 1.50 (q, J = 6.8, 2H, OCH,CH,, H2"), 1.25 (s, 22H, CH,x 11),
0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H14’) ppm. **C RMN (CDCl;) § 72.46 (OCH,CH2, C1’), 71.84
(CHCH,0, C1), 70.43 (CH,CHCH,, C2), 64.24 (CH,OH,C3), 31.90 (C2"), 29.67, 29.65,
29.64, 29.59, 29.56, 29.55, 29.43, 29.34, 29.13(-CH, x 9, C4’-C12"), 26.05 (C3),
22.67(C13"), 14.10 (CH3,C14") ppm (ver anexo B).
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(b) RMN 2*C de 1
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Se sigui6é el procedimiento descrito para 1 y 2 para obtener el compuesto 3, con (R)
solketal (600 mg, 4.54 mmoles), 1-bromohexano (1387.31 mg, 4.54 mmoles), bromuro de
tetra-n-butilamonio (292.92 mg, 0.908 mmol) e hidroxido de potasio (638.13 mg. 11.37
mmoles), y &acido p-toluensulfénico (55.49 mg), al cristaliar con n-hexano se obtuvo,
compuesto 3 solido blanco; 'H RMN (300 MHz, CDCI;) 6 3.89 - 3.88 (br.dd, J =9.4, 4.5
Hz, 1H, CH,CHCH,, H2), 3.72 (dd, J = 11.4, 3.7 Hz, 1H, CH,0OH, H3a), 3.64 (dd, J = 11.4,
5.2 Hz, 1H, H3b), 3.54 (dd, J = 9.4,3.6 Hz, 2H, CHCH,0, H1), 3.47 (dd, J = 11.6, 5.0 Hz,
2H, OCH,CH,, H1"), 2.35 (s, 1H, CHOH), 2.21 (s, 1H, CH,0OH), 1.57 (br.dd, J = 13.1, 6.5
Hz, 2H, OCH,CH,, H2"), 1.26 (s, 26H, CH,x 13), 0.88 (t, J = 6.3 Hz, 3H, CH3, H16") ppm.
APT RMN y *C RMN (CDCl;) & 72.41 (OCH,CH,, C1°), 71.82 (CHCH,O, C1), 70.50
(CH,CHCH,, C2), 64.22 (CH,0OH, C3), 31.89 (C2"), 29.66, 29.63, 29.58, 29.56, 29.44,
29.33 (-CH,x11, C4’-C14"), 26.05 (C3"), 22.65 (C15"), 14.07 (CH3,C16") ppm (ver anexo
Q).

Para obtener el compuesto 4, se realiza una disolucion del ester metilico, octadecanoato
de metilo (620 mg, 2.08 mmol) en THF y Red-Al (839.52 mg, 4.15 mmoal), la mezcla se
coloca en termocupla, con agitacién constate, por 5 h a una temperatura de 24 °C, se

lava con solucién de NaOH 10% y se separa la fase organica, se elimina el disolvente al
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vacio para obtener un sélido, con el cual posteriormente se hace una disolucion en DCM
(seco), piridina (364.99 pl, 4.53 mmol) y cloruro de mesilo (352 ul, 4.53 mmol), que se
coloca por 24 h a temperatura ambiente, luego se lava con agua y HCI 1N, por tres
veces, se separa la fase organica a la que se le elimina el disolvente al vacio para
obtener un sélido, el cual se mezcla con (R) solketal (385 mg, 2.92 mmoles), bromuro de
tetra-n-butilamonio (188,26 mg, 0.584 mmol), hidroxido de potasio (410.15 mg. 7.31
mmoles), y &cido p-toluensulfénico (35.67 mg), se cristaliza con n-hexano y se obtiene
compuesto 4 sélido amorfo levemente coloreado (palido); *H RMN (400 MHz, CDCl,) &
3.91 - 3.82 (m, 1H, H2), 3.75 — 3.68 (m, 1H, H3a), 3.63 (ddd, J = 12.3, 7.7, 4.3 Hz, 1H,
H3b), 3.56 (br. dd, J = 10.5, 5.9 Hz, 1H, H1a), 3.51 (dd, J = 6.9, 5.0 Hz, 1H, H1b), 3.45
(ddd, J = 6.8, 6.0, 2.6 Hz, 2H, H1"),), 2.34 (s, 1H, CHOH), 2.11 (s, 1H, CHOH), 1.55
(br.dt, J = 13.3, 6.8 Hz, 2H, H2"), 1.24 (br.s, 30H, CH, x15), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H18")
ppm. APT RMN y *C NMR (CDCl;) 8 72.55 (OCH,CH,, C1), 71.86 (CHCH,O, C1), 70.42
(CH,CHCH,, C2), 64.22 (CH,OH, C3), 31.92 (C2", C16"), 29.70, 29.66, 29.61, 29.59,
29.45, 29.44, 29.36 (-CH, x12, C4’-C15"), 26.08 (C3"), 22.69 (C17"), 14.12 (CHs, C18")

ppm (ver anexo D).

2.4 Resultados y discusion

Del compuesto 1 (figura 2.2 y 2.3), en este primer ensayo de sintesis se obtuvieron 560
mg con un porcentaje de rendimiento de 49.68 %, de un producto soélido blanco cristalino.
Usando la técnica de recristalizacion con n-hexano se logré la formacion de dichos
cristales, y mediante CCD, se pudo corroborar que no tenian impurezas. El analisis por
RMN 'H muestra un total de 9 sefiales diferentes de hidrogeno. Se puede destacar la
sefal de los 3 hidrogenos del metilo terminal (8 0.87, t), de los hidrogenos de 2 metilenos
(6 3.50, dd; & 3.53, d; 6 3.67, ddd) junto con la del hidrégeno del Unico metino también
del glicerol, (6 3.89 — 3.82, m), igualmente se pueden evidenciar las sefiales de los
hidrégenos de dos hidroxilos (& 2.56 s) e incluso los 18 hidrogenos de metilenos y otros
asignados como H2'y H1", todos de la misma cadena alifatica. Por otra parte en el
espectro de *C se ven diferentes tipos de carbonos, un metilo (5 14.08), las sefiales de
los metilenos, que incluyen el oximetileno alcoxilico (& 72.44), otros distintivos del C2’,
C3 y C11" (8 31.90, 26.05y 22.66) y los demas en la misma cadena alifatica 6 29-13—
29.67). Ademas el oximetileno (6 71.84), el hidroximetileno (& 64.24) y el hidroximetino (&
70.48) del residuo de glicerol. Las sefiales del espectro de *H RMN y el de *C RMN se
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pudieron comparar con las de los AQG sintetizados en este estudio, 3 y 4, que han sido
bien referenciadas en la literatura, guardando gran similitud excepto por la integral, los
cambios minimos en desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento que
respaldan la identidad estructural propia de este compuesto 1. La sintesis realizada a
partir de los reactivos especificos, incluyendo el quiral, en conjunto con el analisis
anterior permitié identificar al compuesto 1 como el AQG conocido y de origen natural
(S)-1-O-dodecil-sn-glicerol.

Figura 2.2 Estructura del compuesto 1
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Del compuesto 2, (figura 2.3), se obtuvo 384.5 mg en un sélido blanco, y al compararlo
con el compuesto 1 se observd en menor aspecto cristalino. Sin embargo, este ensayo
condujo a un rendimiento del 51.06 %, y de la misma forma con CCD, se verificé la gran
pureza del producto, posterior a la cristalizacion. Mediante el analisis por RMN de 'H y
13C fue posible realizar la comparacién de desplazamientos y multiplicidades, notando la
gran similitud con los que present6 el compuesto 1. El andlisis de datos de RMN *H,
RMN *3C, y la comparacion con los publicados en la literatura para los compuestos 3y 4
permitié identificar a esta estructura como el conocido (S)-1-O-tetradecanoil-sn-glicerol,

previamente sintetizado y de origen natural (1).

Figura 2.3 Estructura del compuesto 2
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Para el compuesto 3 (figura 2.4), utilizando una secuencia similar de sintesis se

obtuvieron 307 mg, con un porcentaje de rendimiento del 27.17 %, y el solido resultante,
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tenia coloracién blanca un poco traslucida, y apariencia blanda al compararlo con el
compuesto 2. Por CCD se comprobd que no contenia impurezas. Ademas reveld con el
mismo Rf y aspecto de este compuesto en una mezcla de origen marino enriquecida en
el AQG 18:0 y en menor proporcion en el AQG 16:0, detectada en el presente estudio por
HPLC-ESI en relacion 1.6:0.4, y usada como referencia natural (13). Los espectros de
RMN que se obtuvieron de este compuesto se compararon con los de los otros AQG
sintetizados, encontrandose gran semejanza entre ellos. Las sefiales de RMN muestran
concordancia con los datos publicados por Magnusson et al., 2011 (3) del AQG sintético
(S)-1-O-hexadecil-sn-glicerol que conserva la configuracion absoluta del enantiémero
conocido de la naturaleza. Se espera que este AQG 3 de acuerdo al reactivo quiral
utilizado como punto de partida para su sintesis, también haya sido obtenido en alto

grado de pureza enantiomérica en el presente estudio.

Figura 2.4 Estructura del compuesto 3
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En el caso del compuesto 4 (figura 2.5), se obtuvieron 179.6 mg con el 24.71 % de
rendimiento en un aspecto semisélido amorfo, consistencia blanda al compararlo con los
anteriores, y coloracion amarillo palido, como una cera. Por CCD frente a la mezcla
patron mostr6 una mancha de color violeta luego de su revelado con sulfato cerico
aménico y Rf = 0.20 idéntico al del AQG natural (18:0) (13). El anélisis de RMN *H,
exhibe las sefiales tipicas asociadas a un monoeter del sn-glicerol, con la cadena
alcoxilica en la posicion sn-1, por los protones de los dos hidroxilos a diferente
desplazamiento (0 2.34, s; 2.11, s), ademas dos metilenos y un metino unidos a atomo
de oxigeno, en un sistema de acoplamiento independiente correspondiente al glicerol,
debido a dos protones diastereotépicos centrados en 3.56 (br.dd, J = 10.5, 5.9 Hz, 1H,
H1a), y 3.51 (dd, J = 6.9, 5.0 Hz, 1H, H1b), unidos a el metino en & 3.91-3.82 (m, 1H,
H2) acoplado a su vez a dos protones también diastereotdpicos de un doble doble
doblete en 6 3.63 (ddd, J = 12.3, 7.7, 4.3 Hz, 1H, H3b) y una sefial en 3.75 — 3.68 (m, 1H,
H3a), demostrando la naturaleza quiral de este compuesto. Asi como otros metilenos de
la cadena alifatica, un oximetileno en & 3.45 (ddd, J = 6.8, 6.0, 2.6 Hz, 1H 2H, H1"), 1.55
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(br.dt, J = 13.3, 6.8 Hz, 2H, H2"), 1.24 (br.s, 30H, CH, x15), y su metilo terminal en & 0.87
(t, J = 6.8 Hz, 3H, H18"). Con el APT se pudo verificar las sefiales de los carbonos, el
oximetileno en & 72.55, de la cadena alifatica con su serie de metilenos 31.92 (C2’,
C16°), 29.70, 29.66, 29.61, 29.59, 29.45, 29.44, 29.36 (~CH, x12, C4’-C15"), 26.08 (C3"),
22.69 (C17"), el carbono del metilo en 8 14.12 (CH3, C18") y finalmente el oximetileno en
d 71.86 (C1), un hidroximetino en 70.42 (C2) y el hidroximetileno 64.22 (C3), del residuo
de glicerol. Los datos de RMN fueron consistentes con los reportados para el compuesto
natural previamente aislado del octocoral blando Eunicea sp. (13), con los datos del
mismo enantiomero sintético (S)-1-O-octadecil-sn-glicerol reportado por Magnusson et
a.l, 2011 (3), y en concordancia con el asignamiento realizado de este AQG aislado de la
esponja Desmapsamma anchora por Quijano et al., 1994 (14) y por Han et al., 2005 del

octocoral Dendronephthya gigantea (15).

Figura 2.5 Estructura del compuesto 4
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Con el andlisis de los datos espectroscépicos, se confirmé la obtencion de los 4
compuestos AQG, exhibiendo similitudes propias en las correspondientes sefiales de la
parte del glicerol, como se presenta en la tabla 2.1, y pequefias diferencias debidas a la
longitud de cadena, lo que nos indicé que mediante la metodologia de reacciones se
logré la formacién esperada del enlace éter, con la union de la cadena alifatica
correspondiente para cada compuesto y la apertura del reactivo quiral. También que la
secuencia de reacciones, partiendo del éster metilico, tuvo lugar, generando como
producto esperado el AQG con cadena de 18 carbonos. Un cambio en el aspecto de los
compuestos sintetizados fue evidenciado gradualmente con el aumento del tamafo de
la cadena alifatica, el AQG (12:0) mostro una verdadera cristalizacién, mientras este
altimo AQG (18:0) solido con una apariencia mas grasosa requiri6 mayor cuidado para su

purificacién por cristalizacién.
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Tabla 2.1 Desplazamientos de sefiales diagnostico en RMN **C del esqueleto del glicerol

6 ppm alquilgliceroles sintetizados

No. Carbono 1 2 3 4
1-- CHCH,O 71.84 71.84 71.82 71.86
2-- CH,CHCH, 70.48 70.43 70.50 70.42
3-- CH,OH 64.24 64.24 64.22 64.23
1’-- OCH,CH, 72.44 72.46 72.41 72.55

Es posible indicar, que las sefiales de estos espectros, siguen un patrén muy similar de
desplazamiento quimico, lo que es concordarte con lo observado en otros trabajos con
esta serie de compuestos, por lo que los datos se acompafian en esos estudios con los
de espectrometria de masas para la determinacion de la férmula en cada caso, y
usualmente incluyendo los mas representativos como el alcohol chimilico C(16:0), alcohol
batilico C(18:0), y otros saturados menos reportados. Por lo anterior hasta el momento se
ha confiado en el presente trabajo para el diagnhostico estructural de los AQG obtenidos a
partir de cadenas alquilicas de longitud definida y especifica, las cuales ofrecen conocida
resistencia al cambio durante la sintesis (1, 2, 4) y aun estan pendiente para estos AQG
los experimentos de masa correspondientes y experimentos sensibles a la quiralidad

como la rotacion optica.

Para los cuatro compuestos se realizaron los experimentos de CLAE-MS/ESI, en un
equipo Shimadzu LCMS-2010, acoplado a espectrémetro de masas (MS) con interfaz de
ionizacién por electroespray (ESI) en el modo positivo. Los compuestos fueron disueltos
en una mezcla de solventes CHCIl/MeOH/agua/acetato de amonio (0.5:9:0.5:0,004
viviviv) a una concentracion de 1 mg/ml, se emple6 una columna RP-18 (50 x 4.6 mm i.d.
x 5 um, Shimadzu) y se eluyeron con mezcla de solventes y gradiente de elucion A:B, de

1:9 a 0:10 (A=agua-acetato de amonio, B=MeOH-acetato de amonio).

Los resultados proporcionados por el analisis CLAE-MS/ESI, para el compuesto 1 (anexo
E), presenta los iones [M+Na]+ y [M+H]+ de m/z 283.05 y m/z 261.05 respectivamente,
los cuales concuerdan con una masa molecular M=260.04 uma, que corresponde al

dodecilglicerol AQG-C12. Asi mismo como se presenta para el compuesto 2, en el anexo
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F, los iones [M+Na]+ de m/z 311.10 y [M+H]+ de m/z 289.10, son concordantes con la
masa molecular M=288.27 uma del tetradecilglicerol AQG-C14. Por su parte los datos del
espectro correspondiente al compuesto 3 (anexo G) son consistentes con la masa
molecular M=316.30 uma propio del hexadecilglicerol AQG-C16, presentando un ion
[M+Na]+ de m/z 339.15 y un [M+H]+ de m/z 317.20. Finalmente en el espectro del
compuesto 4 (anexo H), son notables los iones [M+Na]+ y [M+H]+ de m/z 367.25 y m/z
345.25 respectivamente, los cuales estan de acuerdo con una masa molecular M=344.33

uma, que corresponde al octadecilglicerol AQG-C18.

2.5 Conclusiones

Siguiendo una metodologia de sintesis asimétrica, de acuerdo al andlisis de los
espectros y mediante comparacion de datos con los presentes en la literatura, fue posible
obtener los alquilglicerolipidos saturados con diferentes longitudes de cadena alquilica.

Los compuestos sintetizados fueron identificados como (S)-1-O-dodecanoil-sn-glicerol 1
(12:0), (S)-1-O-tetradecanoil-sn-glicerol 2 (14:0), (S)-1-O-hexadecanoil-sn-glicerol 3
(16:0), y (S)-1-O-octadecacanoil-sn-glicerol 4 (18:0), los cuales conservan la estructura

de aquellos hallados en varias fuentes naturales.

Mediante la CCD y el andlisis de RMN, se pudo evidenciar que aunque el rendimiento no
fue 6ptimo durante la sintesis de estos AQG, la cristalizacion resulté ser un método

practico para su purificacion, al poderlos obtener en muy buen grado de pureza.

Los experimentos de CLAE-MS/ESI, contribuyeron en la caracterizacion estructural de
los AQG sintetizados, encontrando gran concordancia, entre los datos proporcionados
por los espectros, con las masas moleculares correspondiente a cada uno de

compuestos.
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3.Actividad antifouling de los
alquilglicerolipidos sintetizados

Resumen

La utilidad de los alquilglicerolipidos, va desde la estimulacion de las defensas
inmunolégicas, actlan como inhibidores de tumores, modulan estados inflamatorios,
hasta poseer efectos bacteriostaticos, anti-virales y anti-hongos. Los reportes presentan
al AQG-C12 con actividad antibacteriana contra Streptococcus faecium y con efecto
fungicida contra especies de Candida y Criptococcus; también hay reportes del AQG-C18
levemente activo como inhibidor de bacterias marinas tales como Pseudoalteromonas
piscida y Vibrio alginolyticus, ademas una mezcla de AQG, aislada de un octocoral,
evidenci6 su potencial al ser sometida a ensayos contra el biofouling. Asi en este trabajo
se evaluaron los AQG sintetizados, con cadenas alifaticas de diferentes longitudes, C-12,
C-14, C-16 y C-18 para determinar sus efectos frente a diferentes bacterias, de interés
clinico y farmacolégico, varias de las cuales no han sido ensayadas antes con AQG;
ademas, para determinar la capacidad antifouling, se evaluaron como inhibidores del
quorum sensing (1QS). Se realizaron dos tipos de ensayos tipicamente cualitativos, el
ensayo antibacterial incluyendo la determinacion de concentracion inhibitoria minima
(CIM), en placas de 96 pozos, con 14 cepas bacterianas, reconocidas como patégenas y
productoras de fouling, colocando el activo del compuesto en concentraciones desde 1
hasta 512 pg/ml, y los respectivos controles. Para el ensayo de actividad 1QS se sigui6
la metodologia de halos de inhibicion, utilizando sensidiscos y el biosensor
Chromobacterium violaceum (cepa ATCC 31532), que se sembrd en agar LB, las
concentraciones ensayadas para cada uno de los compuestos fueron 10, 20 y 30
pg/disco y como control positivo se usé p-hidroxibenzaldehido. Los AQG dodecilglicerol y
tetradecilglicerol, fueron los més activos y por su origen natural y baja toxicidad, podrian

mezclarse en formulaciones utiles en el control integral del fouling.
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3.1 Introduccidn

Las bacterias son microorganismos que han mostrado poseer una capacidad metabdlica
incluso superior a la de los macro organismos, pueden encontrarse y sobrevivir en
diferentes superficies tales como: en los entornos ambientales médicos, en las placas
dentales, el interior de las tuberias la superficie de los barcos, en purificadores de agua,
entre otras, generando asi efectos patogénicos, resistencia a los agentes

antimicrobianos, a las tecnologias antifouling y a tratamientos fisicos de limpieza (1, 2, 3).

Esto lo logran porque pueden asentarse sobre un sustrato, pre-acondicionar la superficie,
para su supervivencia y continuar un evento consecutivo conocido como fouling (4). El
fouling es un fendmeno natural que se da como un proceso de colonizacién de una
superficie sélida en un medio acuoso (5), en el cual organismos crecen adheridos a dicha
superficie, que puede ser tanto organica como inorganica. Por ejemplo, las bacterias que
se adhieren a superficies de estructuras expuestas al agua, forman capas complejas que
pueden causar dafios a las mismas o enfermedades, como por ejemplo, en la salud oral.
La formacion de dichas capas, se conoce como biofouling, su formacion comprende un
proceso secuencial que ha sido ampliamente estudiado con el fin de implementar
medidas de control que ayuden a disminuir el impacto que causa, pues a pesar de que el
fouling responde a un mecanismo necesario para el desarrollo de los organismos, afecta
la salud humana, los grandes sistemas industriales que se instalan en el océano y
ocasiona consecuencias de tipo economico desfavorables, por ejemplo pérdidas para el
transporte maritimo (4, 6), plataformas petroleras, tuberias y muelles, debido a que la
adhesion de organismos marinos causa problemas de corrosion sobre las superficies,
reduce la durabilidad y aumenta los costos por mantenimiento y exceso de consumo de

combustible en el caso de los buques (7).

El fouling es un ecosistema altamente dinAmico y una vez establecido, es
extremadamente dificil de erradicar (8). Este recubrimiento ocurre mediante un proceso
secuencial en una serie de fases que se sobrelapan en el tiempo, dicho proceso inicia
con un acondicionamiento bioquimico, donde se da la adsorcién de compuestos quimicos

sobre una superficie, lo que conduce a una posterior colonizacién de microorganismos,
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como la colonizacion bacteriana en ambientes orales o implantes médicos. Mientras que
en ambientes marinos, posterior a la colonizacién bacteriana, se da la colonizacion de
eucariotes multicelulares y macro-organismos. En términos de tiempo, se estima que tras
la inmersién de una superficie en el agua marina, ésta se recubre en horas de una capa
de organismos unicelulares y en cuestion de meses queda recubierta de macro
organismos del lecho marino; en el caso de las bacterias, el proceso favorece a su
acercamiento a la superficie y posteriormente a su adhesion (5, 9). Con la adhesién se da
paso a una de las primeras etapas del fouling: la formacion de peliculas o biopeliculas

bacterianas, conocidas también como biofilm.

La formacion de la biopelicula se establece como parte de los procesos que se pueden
presentar en el mecanismo conocido como quorum sensing (QS), interpretado dentro del
fouling, el QS esta involucrado en el proceso de colonizacién y en el desarrollo de las
especies colonizadoras. mediando el proceso del asentamiento, dandose entonces,
procesos de comunicacién entre la comunidad bacteriana, mediante la produccién de
moléculas sefiales, las cuales son secretadas al ambiente. Este mecanismo de
comunicacion, les permite reconocer el momento en el que se alcanza el umbral o la
densidad de poblacion, con el fin de desarrollar nuevas funciones, de comportamiento

social, simbiético y de permanente reconocimiento (10, 11, 12, 13).

El QS es entonces, el mecanismo por el cual diversos microorganismos pueden controlar
procesos especificos en respuesta a la densidad de poblacién (14). Permite a una célula
individual, percibir el nimero de bacterias (densidad celular) que tiene a su alrededor por
la deteccién de la acumulacién de moléculas sefalizadoras y reaccion de dichas
moléculas, lo que es suficiente para que se inicie la expresion de genes especificos,
implicando un cambio en su comportamiento, con el propdsito de que la poblacién pueda

cooperar para explotar el ambiente (11, 15).

Este fendbmeno también se conoce como comunicacion célula-célula o autoinduccion
para la regulacion y/o sincronizacion de cambios en la expresion genética como por
ejemplo la produccién de antibiéticos, toxinas, pigmentos o0 como se mencionaba, para la
formacion de biopeliculas en el que las comunidades de células son guiadas a la
adhesion sobre una superficie y sobre si mismas, proceso facilitado por los polimeros

secretados 0 exopolisacaridos (EPS). Curiosamente, después de alcanzar una alta
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densidad celular, algunas especies bacterianas activan la secrecién de polimeros,
mientras que otras la inhiben (10, 16, 17). Existen dos grandes grupos de sefializacion
por QS: la intraespecifica y la interespecifica. Dentro de las sustancias sefializadoras
especificas en las bacterias Gram negativas predominan las acilhomoserin lactonas
(AHL) y en las Gram positivas este mecanismo es mayormente mediado por pequefios
péptidos (18).

El QS les confiere un cambio fisiologico y/o morfolégico, permitiéndoles coordinar
actividades y actuar de forma grupal (19, 20) y ademéas se relaciona con algunos
problemas para la salud humana como la expresion de los factores de virulencia de
bacterias infecciosas oportunistas en algunas enfermedades crdnicas. También, se ha
descrito como las biopeliculas bacterianas son responsables, en gran medida, de la
resistencia de algunas bacterias patdgenas frente a los antibiéticos y los sistemas de
defensa del organismo, dado que cuando ellas estan inmersas en las biopeliculas

dificilmente son atacadas por los antibiéticos o las células del sistema inmune (19, 21).

Por lo general los organismos marinos y acuaticos viven en entornos donde puede ocurrir
una contaminacion bioldgica considerable, para tal caso, la seleccion natural otorgé una
ventaja evolutiva para los organismos capaces de controlar la formacion de biopeliculas
(14). Asi el QS puede o no inducir asentamiento y metamorfosis en muchas especies
(22). En la actualidad se han identificado a las biopeliculas como el enfoque investigativo
para la prevencion del fouling, pues se espera que si se impide su formacion, mediante la
inhibicibn de quorum sensing, el proceso del fouling posterior, causado por macro-

organismos puede ser controlado o al menos retardado (4).

Es por tal motivo, que a nivel mundial se estan desarrollando nuevas investigaciones que
buscan identificar sustancias activas a la 1QS (19), con posibles aplicaciones en
tecnologias antifoulant y drogas antipatogénicas (4, 23), y teniendo en cuenta que, en el
marco de las actividades consideradas como antifouling estdn aquellas reconocidas,
como anti-incrustante, anti-biopeliculas, antibiética, anti-fngica, inhibicién del

crecimiento o prevencion de la acumulacion de macro-organismos.

Ademés de la inhibicion del QS, como una primera aproximacion para evaluar la

potencialidad de extractos y compuestos como agentes antifouling se realizan ensayos
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de actividad antimicrobiana (6), que dan la posibilidad de determinar la capacidad de las
sustancias, en el control del asentamiento o en el desarrollo bacteriano, generado por
bacterias formadoras del fouling. Gran variedad de compuestos se conocen y son
empleados como antifoulants marinos, por ejemplo entre los mas efectivos, estan los
basados en tributil estafio, nho obstante, exhiben alta toxicidad, siendo entonces agentes
no selectivos, y en consecuencia matan o dafian toda clase de organismos marinos que
entren en contacto con ellos (24), razén por la cual se ha optado por la busqueda de
compuestos amigables con el medio ambiente, de acuerdo a esto y viendo la capacidad y
efectividad de ciertos organismos marinos tales como octocorales, algas y esponjas de
defenderse contra predadores, competidores y potenciales patdgenos, se han aislado de
los mismos, compuestos con propiedades antimicrobianas, antifouling, de disuasiéon de la

depredacion por otras especies y alelopéticas (24).

Por ejemplo de algunos lipidos, en particular de los acidos grasos y sus ésteres se
conoce de su actividad antibacteriana, sin embargo se sabe relativamente poco teniendo
en cuenta la diversidad en la naturaleza y de cémo es que a concentraciones bajas estos
pueden ejercer su accion biolégica (25, 26). De los AQG, la literatura presenta
Unicamente al dodecilglicerol como un compuesto antibacterial efectivo, con una CIM de
4 ug/ml contra Streptococcus faecium ATCC 9790, ademds, estimulé su actividad
autolitica. De acuerdo a los resultados se mencion6 que dicha estimulaciéon de la
actividad autolitica y la inhibicién de crecimiento para la bacteria, responden al empleo de
diferentes concentraciones de dodecilglicerol y que esa estrecha relacién implica que la
estimulacion de la actividad autolitica podria ser un primer, pero no necesariamente el
Unico, mecanismo por el cual el dodecilglicerol ejerce su actividad antibacteriana (25).
Posteriores estudios demostraron también, que uno de los posibles modos de accién
antibacteriano del dodecilglicerol, era mediado por una proteinasa (27). Por su parte el
octadecilglicerol, aislado de Subergorgia suberosa, mostr6 actividad antibacterial leve
contra Pseudoalteromonas piscida, Ruegeria sp, Vibrio alginolyticus, Vibrio furnissii y
Vibrio harveyi (24).

Con todo lo anterior se ha demostrado tanto propiedades antibacteriales como antifouling
de extractos y compuestos de origen marino, detectadas mediante diferentes tipos de
bioensayos. Razoén por la cual, también con los compuestos sintetizados, se realizaron

ensayos para determinar su capacidad antibacterial incluyendo ensayos de CIM y
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ensayos de IQS con el fin de correlacionar la estructura-actividad y abordar estudios
enfocados en determinar las posibilidades de la accién antifouling de los AQG. Actividad
practicamente inexplorada para esta clase de compuestos naturales, hallados

primordialmente en los organismos marinos.

3.2 Materiales y métodos

Los ensayos microbioldgicos de CIM, se realizaron en las instalaciones del laboratorio
de investigaciones y asesorias en microbiologia del Departamento de Farmacia bajo la
direccion del profesor Edelberto Silva Gbémez, quien también aporté las 14 cepas
(aislados clinicos), empleadas para este ensayo, las cuales se reactivaron y se
sembraron por agotamiento en agar Mueller Hinton (MH) (Merk). En los ensayos por
difusién en agar, se utilizé agar antibiético No. 1 (Merk) y dimetil formamida (DMF) como
vehiculo de disolucion de los compuestos. Para la medicion de la densidad 6ptica (DO),

se emple6 un espectrofotémetro Spectronic ® 20 Genesys ™.

Para los ensayos de actividad IQS se us6 medio Luria Bertani (LB), tanto en caldo, como
en agar, el reactivo 4-hidroxibenzaldehido (Merk) como control positvo y DCM
debidamente secado y destilado, y el biosensor Chromobacterium violaceum ATCC
31532, otorgado por el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional (IBUN).
Todos los medios e instrumentos empleados en microbiologia fueron esterilizados con
vapor de agua en una autoclave AllAmerican 75X de 32 L a 20 psi y 220°C durante 30

min.

3.2.1 Cepas bacterianas

Las 14 cepas (aislados clinicos), empleadas para realizar el ensayo de CIM fueron:
Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus brevis,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoca,
Acinobacter baumannii, Proteus mirabilis y Micrococcus luteus, mientras que para el
ensayo de susceptibilidad por difusién en agar se empled esta ultima y Bacillus subtilis, y
para el ensayo de actividad de IQS se usé el biosensor Chromobacterium Violaceum,
cepa ATCC 31532.
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3.2.2 Cultivo y medios de cultivos

e Para el ensayo de difusion en agar se empleo:
Agar antibiético No. 1 (Merk)

e Paralareactivaciéon de las cepas y el ensayo de CIM se empleo:
Agar Mueller Hinton (MH), (cantidad para 1 litro): infusion de carne 300.00 g, peptona
acida de caseina 17.50 g, almidén 1.50 g y agar 15.00 g. Se adicionaron 25 ml en cajas

de Petri, donde se sembr6 por agotamiento cada una de las cepas.

Caldo Mueller Hinton (MH) (cantidad para 1 litro): infusion de carne 300.00 g, peptona
acida de caseina 17.50 g y almidén 1.50 g. Para la reactivacion de las cepas bacteriana

se le adicion6 15% de glicerina.

e Para el ensayo por difusidon en agar se empleo:

Agar No. 1 para M. luteus, (cantidad para 1 litro): peptona 6.00 g, caseina pancreatica
digestiva 4.00 g, extracto de levadura 3.00 g, extracto de carne 1.50 g, dextrosa 1.00 g y
agar 15 g.

o Parala actividad IQS:
Agar Luria Bertani (LB), (cantidad para 1 litro): NaCl 5.00 g, extracto de levadura 5.00 g,
triptona 10.00 g y agar 12.00 g. Para sembrar el biosensor C. violaceum.

Caldo Luria Bertani (LB), (cantidad para 1 litro): NaCl 5.00 g, extracto de levadura 5.00 g
y triptona 10.00 g.

3.2.3 Ensayo por difusién en agar

Para una valoracion inicial de los AQG sintetizados, se realizé el método de difusién en
gel o en agar, como su nombre lo indica, se hace la difusion del compuesto a través de
una perforacion vertical o pozo, que se hace en un agar solidificado en una caja de petri
(placa). Para esto entonces inicialmente se prepararon las cajas de petri colocandoles los
cilindros de Oxford, para hacer los pozuelos de cada compuesto y un pozuelo para el
blanco DMF (28), también se prepar6 una suspension de M. luteus y otra de B. subtilis
en solucién salina isotoénica 0.9% p/v y se midié en espectrofotbmetro para obtener una
concentracién de microorganismos de aproximadamente 10° UFC/ml. Posteriormente se

prepar6 el medio de cultivo agregando la suspension bacteriana al agar MH, aun tibio, y
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se colocaron 25 ml en las cajas, se esperd que el agar se solidificara y se quitaron los
cilindros, para agregar el activo de los compuestos AQG, para lo cual se prepard una
disolucion 1 mg/ml de cada uno, usando como vehiculo DMF. Una vez agregado el activo
se dejaron por 30 min y posteriormente se incubaron a 35 °C. Los resultados se vieron a
las 24 h.

3.2.4 Concentracion inhibitoria minima (CIM)

Para valorar las propiedades antimicrobianas se determind la sensibilidad de los
compuestos frente a cepas bacterianas, para esto entonces se evalué la concentracion
inhibitoria minima (CIM), con el fin de hallar la cantidad minima de compuesto capaz de
inhibir el crecimiento bacteriano. El ensayo se realizé en placas de 96 pozos con un
indculo estandarizado de diferentes cepas y se prepararon diluciones seriadas en caldo
MH para probar cada compuesto (29, 30).

Para el in6culo de las bacterias se prepard una suspension en caldo MH de las mismas,
hasta una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland. La turbidez estandar se obtuvo
preparando disoluciones de BaCl,y H,SO,, como se muestra en la tabla 3.1, las cuales
se mezclaron para obtener el sulfato de bario (BaSO,). Luego se verifico la densidad del
estandar en espectrofotébmetro a una longitud de onda de 600 nm, con celda de 1 cm. El
cultivo ajustado a la turbidez equivalente al patrén 0.5 de McFarland, para la mayoria de
las especies, contiene aproximadamente 10° UFC/ml. El indculo final requerido para la
prueba de dilucion en agar es de 10* UFC (31, 32, 33).

Tabla 3.1 Soluciones de McFarland para estandar de inéculo (33)

Tubo No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BaCl, ml 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
H,SO, ml 99 98 97 96 95 94 93 92 91 9

Densidad celular 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
aprox. (x 10%)
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Posteriormente se adicioné en la placa de 96 pozos, tanto el in6culo como el activo de

los compuestos. Este Ultimo se prepard a partir de una solucion de 1 mg/ml en DMF,

posteriormente se adiciond el activo en los pozos y con caldo MH se realizaban las

diluciones seriadas en factores de 2, de la siguiente manera 1, 2, 4, 8, 18, 32, 64, 128,

256, 512 pg/ml, se hizo blanco de medio con 200 ul de caldo y un control de crecimiento

del indculo ajustado. Finalmente se adicioné 100 pl del in6culo estandar en los pozos y

se incubaron por 18 a 24 h a 37 °C, ver figura 3.1. El ensayo se hizo por triplicado (31,

34).
Figura 3.1 Placas de 96 pozos para CIM
1. L.inocua, 2. E. coli, 3. S. aureus, 4. S. enteritidis, 5. E. faecalis, 6. K.
pneumoniae, 7. B. brevis, 8. P. aeruginosa, 9. S. marcescens, 10. E.
agglomerans, 11. K. oxytoca, 12. A. baumannii, 13. P. mirabilis, 14. M.
luteus; B = blanco de medio (MH), C = control de crecimiento del in6culo
PO e oo oa s 3 BC MM, e oo ogo¢ 3 1 BC
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Figura 3.2 Cepas bacterianas empleadas en ensayo CIM
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3.2.5 Ensayo de inhibicion de Quérum Sensing (IQS)

El bioensayo se realizé usando el biosensor Chromobacterium violaceum, cepa ATCC
31532, que produce un pigmento morado conocido como violaceina que es un fenotipo
controlado por sistemas de QS (35). Para evaluar la actividad bioldgica se utilizé la
metodologia de halos de inhibicion utilizando sensidiscos estériles de 5 mm de diametro
cargados con diferentes cantidades de los compuestos puros (30, 20, 10 ug por disco)
(14).

Fue necesario realizar un procedimiento de crio conservacion para el Chromobacterium
violaceum, en medio LB con 50% de glicerol, en congelador a -80 °C. Posteriormente
para el ensayo, impregnando un hisopo con el inoculo crio-conservado se realizé la
siembra por agotamiento como se presenta en la figura 3.3, en agar LB, una vez
sembrada, se dejo en estufa por 2 h a 27 °C y luego se sac6 a temperatura ambiente
para otorgarle suficiente oxigenacion y creciera el C. violaceum, expresando la
violaceina. Luego, se tomd con un hisopo una de las colonias mas aisladas, con la cual
se realizé una suspension en caldo LB, que se dejé agitando overnight. Luego se ajusté y

se midi6 la densidad 6ptica (DO), para obtener un inéculo con DO cercana a 0.5.

Figura 3.3 Sembrado por agotamiento del C. violaceum

Con el in6culo con DO ajustado, se realiz6 la siembra del biosensor en agar LB;

igualmente se dej6 en estufa a 27 °C por 2 h, durante este tiempo se prepararon los
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sensidiscos de papel filtro WHATMAN® GF-C de 5 mm de diametro, previamente
esterilizados, impregnandolos con las disoluciones de los AQG a ensayar a
concentraciones de 30, 20, 10 ug por disco, la disolucion del control positivo de p-
hidroxibenzaldehido en MeOH, a una concentracion de 200 ug por disco, y el control
negativo DCM, solvente donde se diluyeron los AQG. Luego se colocaron por duplicado
los sensidiscos de prueba, ver figura 3.4. Finalmente, las cajas con los sensidiscos se

incubaron a 27 °C, y se observaron los resultados a las 24 y 48 h.

Figura 3.4 Placas con sensidicos para IQS
10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml, (+) p-hidroxibenzaldehido, (-) DCM

El resultado positivo de la inhibicion de QS se revela por halos de inhibicion en la
expresion de la violaceina, sin que se afecte la viabilidad celular en la misma zona de
inhibicién, midiendo el diametro del halo de inhibicibn. Los extractos que causen
disminucién, o muerte, en el crecimiento bacteriano seran clasificados como bactericidas

y no como IQS.
3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Ensayo de difusidon en agar

Se llevo a cabo el ensayo de difusion en agar, por ser una metodologia relativamente
sencilla, cuyos resultados son faciles de interpretar, con el cual se pudo determinar la
sensibilidad de las bacterias frente a los AQG sintetizados, y asi tener una aproximacion

de que tan buenos antimicrobianos son los AQG sintetizados.
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Para M. luteus, en agar No. 1 resulté que solo el compuesto 1, fue el de mayor actividad
en la inhibicién de la bacteria, pues se observo para este, un gran halo de inhibicion. Sin
embargo, se pudo notar que la bacteria crecia nuevamente, después de un tiempo. Por
su parte los compuestos 2 y 3, no tuvieron efecto alguno sobre la bacteria, como se
muestra en la figura 3.5 (a).

Para M. luteus, en agar MH, se vio el halo de inhibicion tanto para el compuesto 1 como
para el compuesto 2, siendo el de este Ultimo de menor didmetro que el anterior. El
compuesto 3, no dio inhibicién, figura 3.5 (b).

Figura 3.5 Ensayo de difusion con M. luteus (a) en agar No.1 (b) en agar MH; 1 =
Dodecilglicerol AQG-C12; 2 = Tetradecilglicerol AQG-C14; 3 = Hexadecilglicerol AQG-
C16; B = Blando de DMF

(a) (b)

Con B. subtilis, los resultados fueron muy parecidos a los obtenidos anteriormente,
usando agar No. 1, en este, el compuesto 1y 2, presentaron halos de inhibicién, siendo
el del compuesto 1 de mayor diametro que el del compuesto 2 figura 3.6 (a). En agar MH,
solo el compuesto 1 resulto activo dando halos de inhibicion pequefios, como se presenta
en la figura 3.6 (b).
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Figura 3.6 Ensayo de difusién con B.subtilis (a) en agar No.1 (b) en agar MH; 1 =
Dodecilglicerol AQG-C12; 2 = Tetradecilglicerol AQG-C14; 3 = Hexadecilglicerol AQG-
C16; B = Blando de DMF

@) (b)

Con el ensayo de difusién en agar, se pudo reconocer que el compuesto 1, resulté ser el

de mayor actividad antimicrobiana, aunque, después de un tiempo es posible percibir
como se da nuevamente crecimiento de la bacteria, como se presentd para este
compuesto con M. luteus. Mientras tanto, para 2 se presentaron pequefios halos de

inhibicién, demostrando ser menos activo que 1, y el compuesto 3 resultd no ser activo.

3.3.2 Ensayo de CIM

Las placas se examinaron después de incubar por 24 h, para determinar las respuestas
de cada uno de los compuestos. Es un ensayo meramente cualitativo, en donde se pudo
notar el crecimiento de las bacterias en la columna 12, como control de crecimiento,
puesto que se presentd turbidez, como indicativo, a diferencia de la columna 11, del
blanco de medio MH, el cual se veia traslucido a la luz, razon por la cual en las imagenes
se nota de manera oscuro, debido a la superficie donde se colocé la placa, indicativo de

gue no hubo ni contaminacién ni crecimiento bacteriano.
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Tabla 3.2 Resultados de ensayo de CIM para cada uno de los compuestos

Compuesto 1

Compuesto 2

Compuesto 3

Compuesto 4

Cepa A CIM pg/ml A CIMug/ml A CIM pg/mi A
1. L.inocua Sl 32 MC 32 NI NI NI
2. E. coli NI - NI -- NI NI NI
3. S. aureus Sl 64 MC 32 NI NI NI
4. S. enteritidis NI -- NI -- NI NI NI
5. E. faecalis Sl 128 MC 64 NI NI NI
6. K. pneumoniae NI -- NI - NI NI NI
7. B. brevis SI 512 MC 64 NI NI NI
8. P. aeruginosa NI -- NI - NI NI NI
9. S. marcescens NI -- NI - NC 32 NI
10. E. agglomerans | NI -- NI - NI NI NI
11. K. oxytoca NI - NI -- NI NI NI
12. A. baumannii NI - NI - NI NI NI
13. P. mirabilis Sl 512 MC 512 NI NI NI
14. M. luteus SI 128 MC 128 MC 64 NI

A, corresponde a si el compuesto fue activo, teniendo en

cuenta que: Sl si inhibi6 el

crecimiento, MC si minimiz6 el crecimiento y NI si no inhibié el crecimiento. CIM,

concentracion minima en la cual se dio la respectiva actividad de inhibicibn o

minimizacion del crecimiento, expresada en pug/ml

Con el compuesto 1, hubo accion inhibitoria para Listeria innocua, Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus brevis, Proteus mirabilis y Micrococcus luteus, en

la tabla 3.2, se presentan las concentraciones a las cuales fueron activos con cada una;

por otra parte con Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Enterobacter agglomerans, Klebsiella

oxytoca y Acinobacter baumannii no fue activo en ninguna de las concentraciones

ensayadas ver figura 3.7.
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Figura 3.7 Placa del ensayo CIM del compuesto 1

Datos preliminares de la accion del dodecilglicerol solo se han reportado para
Staphylococcus aureus, entre la serie de bacterias que se ensayaron en el presente
trabajo, mostrando actividad antibacteriana y de inhibicion del crecimiento, con relacion a
este compuesto en dichos estudios (36), concordando con el resultado obtenido con

dicha bacteria con una CIM de 64 pg/ml.

El compuesto 2, actud frente a Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus brevis, Proteus mirabilis y Micrococcus luteus, y no se vio inhibicién
contra el resto de bacterias probadas. Sin embargo en este caso, a diferencia del
dodecilglicerol, este compuesto, no resulté ser tan potente en la inhibicién total del
crecimiento bacteriano y lo que se presenté fue una minimizacion del crecimiento, es
decir, a partir de la concentracion minima en la que actio dicho compuesto, lo que se
noté fue que las bacterias no tuvieron el mismo crecimiento que presentaron tanto en el
control como en los pozos donde no afectd la concentracién del activo, como se presenta
en la tabla 3.2. De esta manera se considera que el activo provoc6 la minimizacion del

crecimiento. La figura 3.8 presenta los resultados en placa de este compuesto.
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Figura 3.8 Placa del ensayo CIM del compuesto 2

2
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Es importante destacar que en la literatura no se ha reportado este compuesto como
antimicrobiano o su influencia en el crecimiento bacteriano frente a alguna de las cepas

usadas en el presente estudio.

Con respecto a los compuestos 3y 4, el hexadecilglicerol como se ven en la figura 3.9 (a)
y el octedecilglicerol como se presenta en la figura 3.10, resultaron no ser activos en la
inhibicion del crecimiento de las bacterias ensayadas, puesto que en las placas se pudo
observar el crecimiento bacteriano tal como se dio en la columna testigo. Sin embargo,
como se muestra en la figura 3.9 (b) para el compuesto 3, con S. marcescens, la
coloracion rojiza que produce, se minimizé a partir de la concentracion de 32 pg/ml,
igualmente se observé la minimizacion del crecimiento para M. luteus desde la

concentracion de 64 pg/ml.
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Figura 3.9 Placa del ensayo CIM compuesto 3

(a) placa con las bacterias de 1 a 8 (b) placa con la bacteria 9y 14

En esta placa se puede notar que hay turbidez en todos los pozos, excepto en la
columna 11, donde se ven oscuros los pozuelos, pues es la columna del blanco de medio
MH, la turbidez indic6 que el compuesto 4 no fue efectivo en ninguna de las
concentraciones frente a las bacterias ensayadas.

Las cepas empleadas en su mayoria, son cepas patogénicas, que causan enfermedades
de tipo infeccioso tales como infecciones nosocomiales, intestinales, del tracto urinario,
pulmonares, gastroenteritis, neumonia y también calculos renales, entre otras
enfermedades, sobre todo las transmitidas por alimentos. Ademas son promotoras del
fouling, pues varios reportes han demostrado la formacion de biopeliculas por parte de

estas. Por ejemplo, para L. innocua y S. aureus algunos estudios indican la formacién
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de biofilms tridimencionales en condiciones estaticas, en superficies de polipropileno y de
acero inoxidable (37), siendo esta Ultima reconocida como altamente productora de
biopeliculas y de exopolisacéaridos (EPS). Igualmente se ha reportado para E. faecalis su
resistencia a antibidticos, debida a la formacion de biofilm en superficies de poliestireno
(38), también la adherencia y posterior formacién de biofilm en dispositivos médicos por
parte de E. faecalis, S. aureus y otras como E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y P.
mirabilis, cuyo estado las hace altamente resistentes a los tratamientos antimicrobianos,
haciendo necesario, una mejor comprension del biofilm, para el control sobre
dispositivos médicos, con el fin de conocer y establecer el vinculo entre la contaminacion
por biopeliculas y la infecciébn de pacientes (39). Estudios realizados con M. luteus,
presentan su potencial del fouling, bajo condiciones de gravedad normal y micro-
gravedad, resultando que en condiciones de micro-gravedad la bacteria fue capaz de
producir mayores cantidades de EPS; cambios fisiologicos que pueden aumentar la
fijacion sobre superficies por parte de la misma (40). Del mismo modo se ha reportado
sobre S. marcescens, que su supervivencia en diferentes entornos, es gracias a su
capacidad de colonizar superficies y formar biopeliculas, colonizacion debida a sistemas

de QS, para lograr el apego a superficies y la maduracién del biofilm (41).

Todo lo descrito anteriormente posibilita, avanzar en estudios a nivel de inhibicién del
guorum sensing, e incluso acerca de la influencia de estos compuestos en el desarrollo
del biofilm, dado que los resultados muestran baja toxicidad de los alquilglicerolipidos
sintetizados frente a las diferentes bacterias, ya que su efecto no fue bactericida, sino
bacteriostatico, en concordancia con la evaluacion de la viabilidad bacteriana mediante
resiembra en nuevo medio de cultivo, posterior a cada experimento mostrando en todos
los casos que cada cepa crece nuevamente, es decir, hubo recuperacion de cada

especie, luego de cada uno de los ensayos.

3.3.3 Ensayo de actividad I1QS

A pesar de que se han reportado diferentes actividades para los compuestos de tipo
AQG, aun no se conocen reportes que los presenten como inhibidores del quorum
sensing. Ensayos preliminares realizados en nuestro laboratorio evidenciaron muy buena
inhibicién del biofilm, por parte de una mezcla de los mismos de origen natural, lo que

justificé el abordaje de esta clase de estudios con los compuestos sintetizados para
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determinar de manera independiente con cada compuesto, su comportamiento como
inhibidores del QS al ser enfrentados al biosensor C.violaceum; y asi aportar también
conocimientos sobre esta clase de lipidos, presentando su potencialidad en una nueva

actividad biologica.

Para el ensayo, se colocaron en 4 cajas diferentes los sensidiscos de 5 mm, por
duplicado, impregnados con las correspondientes concentraciones a ensayar, de cada
uno de los compuestos, de acuerdo a como se presentd anteriormente en la figura 3.4.

En la tabla 3.3 se presentan los resultados de la actividad IQS para los 4 compuestos.

Tabla 3.3 Resultados de la actividad inhibitoria de QS de los compuestos sintetizados

Chromobacterium violaceum ATCC 31532

Inhibicién de crecimiento  Inhibiciébn de quorum sensing

Compuesto 10ug 20pg 30 ug 10pug 20pug 30 pug

1 NI NI NI NI SI Sl
2 NI NI NI NI NI NI
3 NI NI NI NI NI NI
4 NI NI NI NI NI NI

NI, para cuando no inhibié ni el crecimiento, ni la expresién de la violaceina mediada por

QS; Sl cuando si inhibi6 el crecimiento o el QS.

Los resultados obtenidos presentados en la figura 3.11, mostraron que el compuesto 1 a
la concentracion de 20 ug y 30 ug, generé efectivamente halos de inhibicion, tal como el
control positivo p-HBA. Se pudo notar que hubo crecimiento del C. violaceum, ya que el
agar no estaba traslucido a las luz, lo que corroboré que no se dio la expresion de la
violaceina, es decir, que se logrd inhibir el QS del biosensor. El halo de inhibicién del p-
hidroxibenzaldehido tuvo un diametro de inhibicion de 2 cm, por su parte, para el
compuesto 1, el halo de inhibicién de la concentracion de 20 pg tuvo un diametro de 1,4
cm en ambos sensidiscos, mientras que para la concentracion de 30 pug el didmetro del

halo de inhibicién fue de 1,5 cm.
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Figura 3.11 Placas del ensayo de IQS para el compuesto 1

p-HBA  DCM

Los compuestos 2, 3 y 4 no resultaron activos como inhibidores del quorum sensing, en
la figura 3.9 se presentan las placas del ensayo, que resultaron con estos 3 compuestos

Figura 3.12 Placas del ensayo 1QS (a) compuesto 2 (b) compuesto 3 (c) compuesto 4

El compuesto 1, fue el de mayor actividad tanto en los ensayos antimicrobianos como en

el ensayo de actividad 1QS, esto da indicio de que su accién va muy de la mano con las
concentraciones que se usen del mismo, por ejemplo para el ensayo de difusién en agar
se empled una concentracion de 1 mg/ml, con lo que generé halo de inhibicion del
crecimiento de la bacteria, mientras que para el ensayo de CIM se usaron
concentraciones en términos de microgramos, y el rango de concentraciones a la que fue

activo con las bacterias, fue variable, es decir que cada bacteria, es sensible a
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concentraciones diferentes del compuesto, igualmente sucede con el ensayo de IQS, en
donde fueron solo tres concentraciones de las cuales la de 20 y 30 ug resultaron ser

buenas en la inhibicién del QS, pero no inhiben el crecimiento de las bacterias.

El compuesto 2, en el ensayo de difusién en agar, dio inhibicién de crecimiento a una
concentracion de 1 mg/ml, mientras que a concentraciones del orden de los ug, tal como
se ve en el ensayo de CIM, minimiza el crecimiento. En el ensayo de IQS, a
concentraciones bajas no resulto activo, sin embargo se probd un sensidisdo a una

concentracion de 50 pg, que generd un pequefio halo de inhibicion del QS.

Con respecto a los compuestos 3 y 4, se puede decir que no resultaron activos, en todos
los ensayos, comportamiento que puede deberse a su estructura, posiblemente por
poseer cadenas alifaticas mas largas, contrario al comportamiento del compuesto 1, el

cual tiene la cadena mas corta de la serie de sintetizados.

Los AQG sintetizados, resultaron ser compuestos bacteriostaticos y no bactericidas,
gracias a la baja actividad antimicrobiana que presentaron de acuerdo a los ensayos de

difusion en gel.

Los ensayos empleados para determinar actividad antimicrobiana, tanto el de difusion
como el de microdilucion (CIM), de manera cualitativa, permiten tener una primera
aproximacion en la evaluacion de dicha actividad para los compuestos. Por su parte la
CIM fue un método que permitid evaluar la susceptibilidad de cada una de las bacterias
ensayadas para cada uno de los compuestos sintetizados. Datos con los cuales fue

posible pronosticar los estudios adicionales de actividad 1QS

El ensayo de actividad 1QS, permiti6 conocer cual de los compuesto era responsable de
actuar sobre el QS del biosensor empleado, en este caso fue el compuesto 1, en cierta
medida permitié establecer una relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir el QS, sin llegar a inhibir el crecimiento de la bacteria, puesto que con una
concentracion de 30 ug se dio un halo de inhibicibn mayor, que con la concentracion de

20 pg que generd un halo de inhibicién de menor diametro.
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3.4 Conclusiones

El compuesto 1, fue el mas efectivo tanto en los ensayos antimicrobianos como en el

ensayo de actividad 1QS,

Se observo que cada bacteria mostré diferente susceptibilidad para cada compuesto y
aun frente al compuesto mas activo la susceptibilidad vario considerablemente con el

ensayo anti-bacterial.

De manera particular el compuesto 2, fue poco activo a la inhibicion de crecimiento pero

a concentraciones micromolares es capaz de minimizar el crecimiento.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se evidencio la obtencién de los AQG, siguiendo una metodologia de sintesis asimétrica,
y de acuerdo al andlisis de datos espectroscépicos, con la estructura de los hallados en
varias fuentes naturales. Los compuestos sintetizados fueron identificados como (S)-1-O-
dodecanoil-sn-glicerol 1 (12:0), (S)-1-O-tetradecanoil-sn-glicerol 2 (14:0), (S)-1-O-
hexadecanoil-sn-glicerol 3 (16:0), y (S)-1-O-octadecacanoil-sn-glicerol 4 (18:0).

La cristalizacién, resulté ser un método apropiado, para la obtencion de los AQG

saturados, en muy buen grado de pureza.

Se logré implementar una metodologia de ensayos antimicrobianos y de inhibicién del
quorum sensing, con la que se evalud la capacidad antifouling de cada uno de los

compuestos sintetizados.

De acuerdo a dichos ensayos, se logré determinar que el dodecilglicerol 1, fue el AQG
mas efectivo frente al espectro bacteriano ensayado y en la inhibicion del quorum

sensing.

La susceptibilidad de cada bacteria fue diferente para cada compuesto, e incluso varié

frente al compuesto mas activo.

En este trabajo se determind que el dodecilglicerol y en menor capacidad el
tetradecilglicerol, exhibieron las mejores oportunidades de uso en formulaciones

antifouling no téxicas para el medio ambiente.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar los experimentos tendientes a la sintesis de AQG insaturados
como es el caso del alcohol selaquilico y obtener nuevos y mas derivados estructurales
de los AQG para aportar una fuente de compuestos Utiles en la determinacioén de la

actividad bioldgica
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Es conveniente la determinacion de la rotacién optica de cada AQG sintetizado o el uso
de métodos de analisis quiral para demostrar con mayor sustento, la formacién de los

enantidmeros deseados.

Se recomienda continuar los experimentos tendientes a la evaluacion de la actividad de
los AQG sintetizados frente a cepas microbiolégicas de referencia o experimentos frente
a aislamientos microbianos naturales o sus efectos sobre el fouling.

Puede ser importante la exploracién de nuevas fuentes en busqueda de la presencia de
esta clase de compuestos y el estudio de su papel ecolégico en nuestros recursos
naturales.
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B. Anexo: Espectros de RMN 'Hy
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Espectros de RMN 'Hy

13C del compuesto 4
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E. Anexo: Espectro de CLAE-MS/ESI
del compuesto 1
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F. Anexo: Espectro de CLAE-MS/ESI
del compuesto 2
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G. Anexo: Espectro de CLAE-MS/ESI
del compuesto 3
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H. Anexo: Espectro de CLAE-MS/ESI
del compuesto 4
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