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RESUMEN

Debido al uso y abuso de los antibidticos, el sector salud enfrenta la problematica de la
resistencia a antibioticos que algunos mircroorganismos, principalmente bacterias, estan
desarrollando; siendo Escherichia coli, Staphylococcus aureus y muy recientemente, Vibrio
parahaemolyticus, las principales bacterias en presentar esta caracteristica. Durante los
ultimos afos, diversas investigaciones se han enfocado al estudio de métodos alternativos
para atacar esta problematica, resaltando el analisis de productos naturales. Por lo anterior,
en este trabajo se llevo a cabo la modificacién quimica del alcaloide berberina con acido
geranico y acido sorbico, mediante una reaccién de hidrdlisis de su grupo acetal
obteniéndose el compuesto 2,3-dihidroxiprotoberberina (2,3-DHPB) y, posteriormente, a
través de una reaccion de esterificacién de Steglich, se llevé a cabo la asociacion con acido
geranico (AG) y con acido sorbico (AS), obteniéndose los compuestos 2,3-DHPB-AG y 2,3-
DHPB-AS, respectivamente. Una vez sintetizados los compuestos, se evalué la actividad
antibacteriana de estos, y de su compuesto precursor, contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, mediante la técnica de microdilucion.
Asi mismo, se evalud la relacion estructura-actividad. Entre los principales resultados
obtenidos, se destaca que berberina mostré una concentracién minima inhibitoria a la cual
inhibieron el crecimiento bacteriano en un 50% (MICs)) menor a 100 pg/mL contra
Escherichia coli. Con respecto a Staphylococcus aureus, berberina y 2,3-DHP-AG
mostraron una MICso menor a 100 ug/mL y 2,3-DHPB-AS present6 una MICso entre 100 y
200., finalmente, 2,3-DHPB-AG presento actividad contra Vibrio parahaemolyticus con un
rango de MICso entre 400 y 800 pg/mL. Después del analisis de la relacién estructura-
actividad, se encontrd que la presencia del grupo acetal, o los ésteres, y la carga positiva
en el atomo de nitrégeno son necesarios para mantener la actividad antibacteriana, y que
las bacterias Gram (+) pudieran ser mas susceptibles a estos compuestos. Ademas, la
actividad antibacteriana podria estar relacionada con la manera de interaccién de éstos
compuestos catidnicos con la membrana bacteriana (especificamente el modelo alfombra),
ya que este se basa en las interacciones idnicas que resultan de la uniéon de las cargas

positivas de los compuestos con las cargas negativas de la membrana bacteriana.

xii



INTRODUCCION

Actualmente, existe una gran problematica por el abuso de antibidticos. El uso
descontrolado de estos, ha generado una deficiencia en su capacidad de ejercer un efecto
sobre ciertos microorganismos, ya que estos adoptan ciertas formas de resistencia al ser
expuestos a los antimicrobianos. Esto trae como consecuencia la ineficacia de los
medicamentos y las infecciones persisten en el organismo, aumentando asi el riesgo de

propagacion a otras personas.

Unos de los principales microorganismos que han desarrollado esta caracteristica
de resistencia a los antimicrobianos, son las bacterias, encabezando la lista Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Recientemente, también se han dado registros en los que
se afirma que Vibrio parahaemolyticus ha presentado esta capacidad de resistencia (OMS,
2016).

En los ultimos afos se han realizado diversas investigaciones en las que se buscan
nuevas alternativas para combatir esta problematica. Una de las principales ramas de
estudio es la evaluacion de productos naturales, ya que, tradicionalmente, se utilizaban
estos productos, principalmente las plantas, para tratar enfermedades comunes como

gripe, dolores de cabeza, malestares estomacales, entre otros.

El avance de estos estudios, han dado a conocer que, las plantas, ademas de tener
un metabolismo primario, que le sirve para llevar a cabo procesos necesarios para su
sobrevivencia como fotosintesis, produccién de energia, etc., al verse en condiciones
adversas o al ser atacada por organismos (ya sean animales, insectos, virus, bacterias y
hongos) estas tienen la capacidad de desarrollar un metabolismo secundario, confiriéndole
a la planta la capacidad para protegerse, entre muchos otros factores, contra el exceso de
luz solar, contra nematodos, virus, bacterias y hongos, adicionalmente aumentan su

competencia en relacion con otras plantas (Avalos y col., 2009).

Se han identificado y caracterizado diversos compuestos producto del metabolismo
secundario de las plantas, los cuales han sido clasificados en diferentes grupos. Como
ejemplo de ellos se tiene a los terpenos, glucdsidos, compuestos fendlicos y alcaloides,
siendo estos ultimos los de interés para el presente trabajo. Diferentes estudios han
demostrado la capacidad que tienen los alcaloides de producir una respuesta nerviosa y

conferir propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antiviral, anticancerigena y

1



antibacterial, entre muchas otras. Especificamente, en este trabajo se evaluara el alcaloide
berberina, el cual se ha reportado tiene propiedades anticancerigenas, antivirales,
antifungicas, bactericidas y bacteriostaticas (Kupeli y col., 2002; Hahn y Ciak, 1976).
Ademas, otros analisis han avalado que su modificacidon quimica aumenta las capacidades

biolégicas antes mencionadas (Leyva y col., 2017).

Es por esto que, para el presente trabajo se planteé como objetivo, evaluar la
actividad antimicrobiana del alcaloide berberina, y sus derivados, modificados
quimicamente a través del rompimiento del grupo acetal (metilendioxi, CH»>-O-CH>) y la
asociacion quimica con moléculas alifaticas tipo acido carboxilico (acido geranico y acido
sérbico), contra las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Vibrio

parahaemolyticus.



OBJETIVOS
General

Evaluar la actividad antibacteriana del alcaloide berberina y de sus derivados modificados
quimicamente con acido geranico y acido sorbico, contra Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus y establecer una relacién estructura-actividad.

Particulares
I.- Modificar el alcaloide berberina con acido geranico y acido soérbico.

Il.- Determinar el efecto de la modificacidbn quimica de berberina en su actividad

antibacterial contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus.

lll.- Realizar un analisis para establecer la relacion estructura-actividad (REA) de berberina

y sus derivados.



REVISION DE LA LITERATURA

Resistencia a Antimicrobianos

Segun datos de la organizacion mundial de la salud (OMS), la resistencia a antimicrobianos
(antibidticos, antifungicos, antivirales o antihelminticos, etc.), se produce cuando los
microorganismos (hongos, bacterias, virus y parasitos) sufren cambios al verse expuestos
a ellos. Como consecuencia, los medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones
persisten en el organismo, lo que aumenta el riesgo de propagacién a otras personas. Sin
antimicrobianos eficientes, diversos procedimientos médicos como trasplantes de 6érganos,
quimioterapias, tratamientos contra diabetes, entre otros, se convertiran en intervenciones

de muy alto riesgo.

Esta resistencia aparece de forma natural con el tiempo, ya que estos
microorganismos logran modificarse genéticamente y, aunado a esto, el mal uso y el abuso
de los antibidticos, profundizan esta caracteristica. Los agentes involucrados
(microorganismos) generalmente se encuentran presentes en las personas. Sin embargo,
también pueden estar presentes en animales y el medio ambiente. La transmision puede
ser dada de persona a persona o incluso, de animales a personas. Un mal control de
infecciones, condiciones insalubres y hasta la manipulacion inadecuada de alimentos
promueven dicha oposicion a los antimicrobianos. Actualmente, este problema es global.
Los pacientes con infecciones causadas por bacterias farmacorresistentes, son los mas
propensos a tener malos pronésticos clinicos e incluso llegar a la muerte. Ademas, estas
personas tienden a consumir mas recursos, en comparacion a los infectados por bacterias
no resistentes. Un informe presentado por la OMS revela que la resistencia a las
fluoroquinolonas (farmaco utilizado para atacar enfermedades urinarias por Escherichia
coli) esta muy extendida, de igual manera, menciona que el tratamiento de infecciones por
Staphylococcus aureus con farmacos de primera linea, es ya, generalizada. Asi mismo,
una guia de sanidad, publicada por la OMS, indica la importancia que actualmente tiene
Vibrio parahaemolyticus, respecto a esta caracteristica, ya que, ademas, de ser un
indicativo de salubridad en productos marinos, también hay reportes que indican su
resistencia a antibiéticos (OMS, 2016).



Metabolitos Secundarios

Cuando se habla de productos naturales se hace referencia a los extractos o sustancias
que se obtienen de organismos vivos tales como bacterias, algas, hongos, animales y

plantas (Pérez, 2006) y que, generalmente, tienen un uso medicinal o tradicional.

Avalos y col. (2009) dicen que, a diferencia de otros organismos, las plantas
destinan una cantidad significativa del carbono asimilado, y de la energia, a la sintesis de
una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcién directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o
sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos. Los metabolitos secundarios ademas de no
presentar una funcion definida en los procesos mencionados, difieren también de los
metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribucion restringida en el
reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los
grupos de plantas. Estos metabolitos se sintetizan en pequefnas cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un determinado género de
plantas, familia o incluso algunas especies (Avalos y col., 2009). En general, los
metabolitos secundarios se sintetizan en respuesta a un estimulo ambiental especifico,
tales como un dano inducido por un herbivoro, por infecciones o por privacién de nutrientes
(Dickschat, 2011). Dichos productos les ayudan a las plantas a defenderse contra
microorganismos tales como bacterias, hongos y virus, contra herbivoros, asi como
también a adaptarse a los cambios climaticos especificos para cada regién (Agustini-Costa
y col., 2012).

Una simple clasificacion de metabolitos secundarios es la que describen Agustini-
Costa y col. (2012), en la cual incluyen (Figura 1): terpenos (tales como glucdsidos
cardiotonicos, carotenoides, compuestos volatiles y esteroles), compuestos fendlicos (tales
como acidos fendlicos, cumarinas, lignanos, estilbenos, flavonoides y taninos) y

compuestos que contienen nitrégeno (tales como alcaloides y glucosinolatos).
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Figura 1. Ejemplos de los principales grupos de metabolitos secundarios (Leyva y

col., 2013).



Alcaloides

Los alcaloides son un grupo estructuralmente diverso de mas de 12,000 compuestos
encontrados en mas del 20% de las especies de plantas (Agustini-Costa y col., 2012).
Aunque no existe una unica clasificacion, los alcaloides se distinguen sobre la base de su
similitud estructural o un precursor comun, por ejemplo, bencilisoquinolina, tripano,
pirrolizidina o alcaloides de purina. En general, estos compuestos llegan a ser toxicos en
alguna medida y parecen, en primer lugar, contribuir en la defensa contra infecciones por

microorganismos y ataques de herbivoros (Kennedy y Wightman, 2011).

Los alcaloides se asocian con una amplia gama de actividades farmacologicas.
Algunos tienen actividades antibidticas y otros interfieren como patrones de
comportamiento, como los antidepresivos y alucinégenos (Agustini-Costa y col., 2012). En
humanos, los alcaloides generan respuestas fisiolégicas y psicoldgicas, la mayoria de ellas
a consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas casi todos los
alcaloides son toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como
relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Avalos, 2009). Sus
efectos inhibitorios del crecimiento de mircroorganismos patégenos estan dados por su
capacidad de intercalarse con el DNA, de detener la sintesis de proteinas, inducir la

apoptosis e inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos (Wink y col., 1999).

El aislamiento de estos compuestos, se ha dado principalmente de plantas
superiores. Su actividad biolégica a nivel de sistema nervioso, dio pie a las primeras
investigaciones, siendo los alcaloides las primeras sustancias naturales estudiadas (Mazid
y col., 2011). Berberina, palmitina y sanginarina son alcaloides isoquinolinicos téxicos para
insectos y vertebrados, pero también inhiben el crecimiento de bacterias, hongos y virus
(Figura 2). Estos alcaloides reaccionan con grupos anionicos y grupos nucleofilicos de
aminoacidos o de otras moléculas como receptores y enzimas, inhibiendo su funcién
(Schmeller y col., 1997).
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Figura 2. Ejemplos de estructuras de alcaloides con actividad biolégica durante la
respuesta de defensa de Nicotiana tabacum (nicotina), de miembros de la familia
Papavearaceae (sanginarina), de la familia Berberidaceae (berberina), de plantas del

género Cytisus (citisina) y de Beta vulgaris (betanina) (Sepulveda y col., 2003).

Los alcaloides que han sido encontrados en el género Berberis (familia
Berberidaceae) se pueden agrupar de acuerdo al nucleo del cual se derivan (Bentley,

1995), como se muestran a continuacion:

Protoberberinas. En este grupo normalmente se pueden encontrar bases

cuaternarias con las posiciones 2,3 y 9,10 oxigenadas (Figura 3) (Grycova, 2007).
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Figura 3. Estructura base de un alcaloide protoberberinico (Nufiez, 2010).

Bencilquinolinas. Su biosintesis se da a partir de la tirosina y son precursores de
otros compuestos alcaloidales que en su gran mayoria conservan las sustituciones

oxigenadas presentes en este nucleo base (Figura 4) (Nuiiez, 2010).

R/0

Figura 4. Estructura base de un alcaloide bencilquinolina (Nufez, 2010).

Aporfinas. Los esqueletos aporfinicos se producen biogenéticamente por
oxidacion de los grupos fendlicos de las benciltetrahidroquinolinas por medio de un

acoplamiento oxidativo mono electrénico entre los carbonos 8 y 10 (Figura 5).



Figura 5. Estructura de aporfina: aporeina (Nunez, 2010).

Pavinas. Clase de alcaloides derivados biogenéticamente de los

bencilisoquinolinas (Figura 6), se encuentran en la familia Lauraceae (Gozler, 1983).

o) o)
R™ R

Figura 6. Esqueleto base de pavina (Nunez, 2010).
Bencilisoquinolinas. Este tipo de alcaloides posee, por lo general, un puente éter
que une dos estructuras bencilisoquinolinicas. Pueden estar metiladas en el nitrogeno del

anillo heterociclico y presentar alguna actividad dependiendo de su estereoquimica en las

posiciones 1y 1° (Figura 7) (Ratsimamanga-Urverg, 1992; Mambu, 2000).
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Figura 7. Estructura de alcaloide bencilisoquinolinas: berbamina.

Berberina y Actividades Bioldgicas

La familia Berberidaceae contiene principalmente compuestos de tipo isoquinolina, lignano
y flavonoide. Su composicidon quimica caracteristica muestra alcaloides derivados de L-
tirosina (Romero, 2005), siendo berberina el compuesto mas representativo de los
alcaloides de tipo isoquinolinico presentes en esta familia; especialmente en los géneros
Berberis y Mohania (Nufez, 2010).

Berberina es un alcaloide isoquinolinico con un color amarillo brillante, que se
encuentra generalmente en las raices, rizomas, tallos y corteza de plantas tales como
Berberis aquifolium (Uva de Oregon), Berberis vulgaris (agracejo) y Berberis aristata
(curcuma); y en plantas presentes en la etnofarmacopea sonorense como Argemone
gracilenta 'y A. ochroleuca (Leyva y col., 2013). Es utilizada contra infecciones de hongos,
bacterias, levaduras, parasitos y virus. Ademas, reduce niveles de glucosa, colesterol y
triglicéridos en sangre, reduce la grasa y evita fibrosis en el higado, suprime el crecimiento
de una variedad de células tumorales como cancer de mama, de pancreas, prostata,
gastrico, melanoma y leucemia (Maco, 2012). Este alcaloide no es toxico a dosis
terapéuticas. A dosis altas puede causar malestar gastrointestinal, disnea, disminucién de

la presion arterial y dano cardiaco (Kupeli y col., 2002).
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A berberina se le atribuyen varias actividades farmacoldgicas, lo que ha llevado a
realizar diversos estudios que revelan que la molécula posee una serie de propiedades,
tales como, antidiarreica, antiinflamatoria, efecto antipirético, analgésico (Kupeli y col.,
2002). Asi mismo, posee caracteristicas antimicrobianas, inhibiendo el crecimiento de

muchos microorganismos incluyendo hongos, protozoos y bacterias (Hahn y Ciak, 1976).

Modificaciones Quimicas de Berberina

Estudios recientes han demostrado que la modificacion quimica de la estructura de
compuestos naturales resulta ser una estrategia importante para optimizar las propiedades
farmacologicas. En la actualidad, existe un gran interés en el desarrollo de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana, esto debido al aumento mundial de los casos de

resistencia a los antibioticos.

Recientemente, se ha buscado el desarrollo de nuevos antibiéticos clinicamente
utiles que resulten en antimicrobianos de amplio espectro, agentes con poca tendencia a
inducir resistencia antimicrobiana y con la capacidad de ofrecer una solucion eficaz a las
infecciones causadas por bacterias latentes o bacterias de division lenta. Para el disefio de
estos compuestos, se han basado en la naturaleza lipofilica de la membrana bacteriana,
por lo cual se han disefiado compuestos adicionando moléculas hidrofébicas a su
estructura de la tal manera que puedan tener una mayor interaccion con la membrana

bacteriana y asi ejercer su actividad bioldgica (Hai-ning y col., 2013).

De igual manera, diferentes estudios han demostrado que la conjugacién de
cadenas alifaticas con la estructura de compuestos naturales, proporcionan ciertas
propiedades que mejoran su actividad bioldgica tales como mayor lipofilia, captacion
celular y retencién celular para una actividad bioldgica sostenida (Chhikara y col., 2012).
Mahapatra y colaboradores (2014) demostraron que, la accién antitubercular de berberina,
al ser sometida a modificaciones quimicas de diversos compuestos (alifaticos, halégenos
y bencilicos) aumentaba, dando como resultado una concentracién minima inhibitoria

(MIC) de dos a tres veces menor (4-8 ug/mL) que la de berberina (16 pg/mL).
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METODOLOGIA

Reacciones de Modificacion

Hidrolisis del Grupo Acetal: Reaccion con Tricloruro de Boro (BCls3)

En un matraz bola de 100 mL, se hizo reaccionar berberina con BCl; en una proporcion
2:5, en 30 mL de diclorometano (DCM, CH2Cl,) anhidro en una atmodsfera de nitrégeno (N2).
Este procedimiento se dividié en dos etapas; en la primera etapa la reacciéon se mantuvo
en hielo por 30 min. Posteriormente, se retird el hielo y la reaccion se dejoé a temperatura
ambiente (TA) hasta un tiempo final de 4 h. Para detener el proceso se adicionaron 2 mL
de agua miliQ durante 30 min (Figura 8). Una vez finalizada la reaccién, se concentré a
vacio y el compuesto obtenido se purificd por cromatografia en columna, utilizando 30%
de metanol en diclorometano como eluyente. Es proceso produjo como resultado la sintesis
del 2,3-dihidroxiprotoberberina (2,3-DHPB).

Asociacion del Alcaloide con Acido Geranico y Acido Sérbico: Reaccién de

Esterificacion de Stenglich

Los compuestos tipo acidos carboxilicos (ac. geranico y ac. soérbico) se asociaron al
producto resultante de la primera modificacion (2,3-DHPB), mediante una reaccién de
esterificacion de Stenglich. Esta reaccion se realizé en dos etapas; en la primera, se hizo
reaccionar el acido carboxilico con N,N"-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en una proporcion
4:6, respectivamente, en 20 mL de diclorometano anhidro, en un matraz bola de 100 mL.
Dicha etapa se mantuvo a temperatura ambiente en una atmdsfera de nitrégeno durante
30 min. En la segunda etapa, el compuesto 2,3-DHPB se disolvié en 2 mL de N,N’-
dimetilformamida (DMF) y se agregd gota a gota a la mezcla de reaccién de la primera
etapa y la reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y atmodsfera de
nitrégeno durante 24 h (Figura 9). Posteriormente, se filtré y concentrd a vacio, finalmente
el compuesto se purificd por cromatografia en columna, usando 20% de metanol en

diclorometano como eluyente.
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Purificacién, Identificacion y Caracterizacién

Aislamiento y purificacion

El aislamiento y purificacién de los compuestos se llevdo a cabo por medio de
cromatografia en columna, utilizando columnas cromatograficas de vidrio de 4.5 x
70 cm y 2 x 50 cm. Como fase estacionaria se utilizé silica gel de 200-400 mesh
marca sigma Aldrich, y como fase movil mezclas de diclorometano (DCM) y metanol
(MeOH) en diferentes proporciones: iniciando con DCM (100 %), DCM:MeOH
(95:5), DCM:MeOH (90:10) y DCM:MeOH (85:15), principalmente. Se tomaron
fracciones de 50 mL, y cada una de las fracciones fue monitoreada utilizando placas
de cromatografia en capa fina (TLC silica gel 60 F254, Merck) y se observd en
lampara de UV a dos longitudes de onda, longitud corta de nm y longitud larga de

nm. El aislamiento y purificacién de los compuestos fue monitorizada por TLC.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El analisis de las muestras por RMN de proton (*H), carbono ('*C) y su bidimensional HSQC
(correlacion heteronuclear de coherencia cuantica simple) se realizaron en un equipo
Bruker Avance, a una frecuencia de 400 MHz (Departamento de Investigacion en Polimeros
y Materiales, de la Universidad de Sonora). Se utilizaron como solventes cloroformo
(CDCl3), metanol (CDsOD) y dimetilsulféxido (DMSO-Dg) deuterados; todos los

desplazamientos quimicos tuvieron como referencia tetrametilsilano (TMS).

Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Para el analisis de infrarrojo se utilizd el equipo FT-IR Bruker Vector 22 y como matriz
bromuro de potasio (KBr). Las muestras sdlidas se mezclaron con KBr y se hicieron
pastillas muy delgadas para su analisis. El intervalo de lectura en infrarrojo fue de 4000 a
400 cm™.
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Espectrometria de Masas (MS)

En la determinacién del peso molecular de cada uno de los compuestos, se utilizé un
equipo de espectrometria de masas de alta resolucion JOEL The Mstation JMS-700 con un

modo de ionizacion positiva de bombardeo atomico acelerado (FAB+).

Punto de Fusion

Para la determinacién del punto de fusiéon de cada uno de los compuestos se utilizé el

aparato Fisher Johns con termdmetro digital.

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

En esta etapa se determiné la MICso (ésta representa la minima concentracion en la que el
50% de las células bacterianas se ven inhibidas), mediante la técnica de microdilucién
(Navarro y col.,2013; Esquer y col., 2016); esto se realizé en microplacas de 96 pozos, en
las cuales se evaluaron los compuestos resultantes de las modificaciones quimicas de
berberina: 2,3-dihidroxiprotoberberina asociada a acido geranico (2,3-DHPB-AG), 2,3-
dihidroxiprotoberberina asociada a acido sérbico (2,3-DHPB-AS) y sus precursores
(berberina y 2,3-DHPB).

Primeramente, se obtuvieron las suspensiones bacterianas de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922) y Vibrio parahaemolyticus (CAIM
1772), las cuales fueron ajustadas al estandar 0.5 de MacFarland, que corresponde a un
contenido de 1X108 UFC por mL. Posteriormente, se prepararon diluciones de los
compuestos derivados de berberina (compuestos sdlidos) a concentraciones de 800, 400,
200 y 100 pg/mL, partiendo de una solucion stock de 5 mg/mL en dimetil sulfoxido (DMSO),
dichas diluciones se realizaron en caldos; el uso de estos medios de cultivo dependié de
que bacteria seria la evaluada. En el caso de Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli se
utilizé caldo Mueller Hinton y para la evaluacion de Vibrio parahaemolyticus, caldo soya
tripticaseina. Posteriormente, en las microplacas, se colocaron 200 uL de las diluciones de
los compuestos a evaluar, esto a las diferentes concentraciones y 15 pL del indculo

bacteriano. Como antibiético control, se utilizé gentamicina a una concentracion de 12
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pMg/mL y como control negativo (100% de crecimiento) DMSO; estas placas se llevaron a
incubacién a una temperatura de 37°C. Después se prosiguié con la toma de absorbancias
(densidad optica, D.O) alas 0, 6, 12, 24 y 48 horas en un lector de Elisa a 630nm (Navarro
y col.,2013; Esquer y col., 2016). Por ultimo, se graficaron las absorbancias de crecimiento

bacteriano a cada concentracion de los compuestos evaluados.

Relacion Estructura Actividad

Se realiz6 un analisis de relacion estructura actividad (REA) con la finalidad de determinar
el grupo o los grupos funcionales responsables de la actividad antimicrobiana, realizandose
a través de la comparacion entre los cambios estructurales realizados al alcaloide berberina
y su actividad antimicrobiana contra las diferentes cepas bacterianas utilizadas:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922) vy Vibrio
parahaemolyticus (CAIM 1772).

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de un analisis de varianza a través de
las pruebas Tuker y Dunnet con un valor de significancia (p <0.05), en el cual se comparé
berberina con respecto a sus modificaciones, a las diferentes concentraciones evaluadas

en cada bacteria.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y Caracterizacion

La identificacion y caracterizacion de los compuestos derivados de berberina se
realizé a través de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H) y
espectrometria de masa de alta resolucién en modo FAB*. A continuacion, se presentan

las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos obtenidos.

2,3-Dihidroxiprotoberberina (2,3-DHPB): Sdlido
color café. Punto de fusion 208-210 °C, rendimiento:
92 %, IR: v(cm™) 3234 (-OH). '"H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) (8, ppm) 3.17 (H-5), 4.09 (9-OCHs), 4.19
(8-OCHs), 4.90 (H-6), 6.82 (H-4), 7.50 (1H), 7.98 (H-11), 8.10 (H-10), 8.57 (H-12), 9.42 (3-
OH), 9.10 (H-10), 9.67 (2-OH). MS (m/z), FAB": 324 [M + H]*.

2,3-DHPB-AG: Sdlido anaranjado.

Punto de fusiobn 196-197 °C,

rendimiento: 56 %, IR: v(cm™) 1740,
o (C=0). '"H RMN (400 MHz, CDCls) (8,

ppm) 1.43 (H-l and H-I"), 1.71 (H-J and
o~ H-J°), 2.22 (H-E, H-F, H-E'and H-F’),
2.27 (H-D and H-D"), 3.32 (H-5), 4.03 (9-OCH3), 4.27 (8-OCH3), 5.10 (H-G and H-G"), 5.38
(H-6), 5.89 (H-B and H-B"), 6.98 (H-1), 7.84 (H-4 and H-11), 7.92 (H-10), 8.41 (H-12), 10.68
(H-7). MS (m/z), FAB*: 624 [M + H]|*.
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2,3-DHPB-AS: Solido amarillo. Punto de

fusion 124-126 °C, rendimiento: 30 %, IR:
o v(cm™) 1736, (C=0, ), "H NMR (400 MHz,

CDCls) 1.90 (H-F y H-F~), 3.43 (H-5), 4.06
O~ (9-OCH:), 4.29 (8-OCHs), 5.27 (H-6),
5.91 (H-B and H-B"), 6.31 (H-D, H-D’, H-E and H-E"), 7.28 (H-C and H-C"), 7.45 (H-1), 7.90
(H-4 and H-11), 7.92 (H-10), 8.42 (H-12), 10.45 (H-7). MS (m/z), FAB*: 512 [M + H]*.

La Figura 10 muestra los espectros de IR de berberina y los compuestos derivados.
En el espectro del compuesto 2,3-DHPB, se muestra la aparicion de una banda ancha a
3368 cm™' que corresponde a los grupos hidroxilos (OH) de la molécula, formados en la
ruptura del grupo acetal (metilendioxi, -O-CH2-O-) del alcaloide berberina a través de la
reaccion con BCls. En los espectros de IR de los compuestos 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-
AS, no se observa la banda correspondiente a los grupos hidroxilos, sin embargo, se
observa una nueva banda muy definida a 1734 y 1736 cm™', respectivamente. Esta banda
corresponde al grupo carbonilo (C=0) del éster formado en la esterificacién del acido

geranico y/o acido sorbico al compuesto 2,3-DHPB.

A través de un andlisis de resonancia magnética nuclear de protén (RMN 'H) se
corrobor¢ la obtencion de estos derivados de berberina y lo observado por IR. La Figura
11 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto berberina y se sefiala el desplazamiento
quimico (en ppm) para cada tipo de proton en la molécula, con la finalidad de comparar
este espectro con los espectros de sus compuestos derivados La Figura 12 muestra el
espectro del compuesto 2,3-DHPB, en donde los cambios mas significativos observados
son la desaparicion de la sefial a 6.14 ppm que correspondia al grupo acetal en berberina,
y la formacién de los grupos hidroxilos (en 9.10 y 9.67 ppm) en donde se llevo a cabo el

rompimiento de este grupo.

Las figuras 13 y 14 muestran los espectros de RMN 'H de los compuestos 2,3-
DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS, respectivamente. Los cambios mas significativos observados
en ambos espectros, es la desaparicion de las sefales de los grupos hidroxilos y la
aparicion de las sefiales correspondientes a los compuestos acido geranico y acido sérbico.
En los espectros se sefala el desplazamiento quimico (en ppm) de cada tipo de protén en

la molécula de ambos compuestos. Se lograron rendimientos de 92%, 56% y 30% para
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2,3-DHPB, 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS, respectivamente, resaltando que, la sintesis de
estos compuestos se llevd a cabo en condiciones suaves (temperatura ambiente y tiempos
cortos). Ademas, es importante mencionar la estabilidad quimica de los compuestos (no se
degradan facilmente, no requiere condiciones especiales de almacenamiento, no son
susceptibles al calor ni a la luz), por lo anterior se puede considerar un método de obtencién

relativamente sencillo, lo que facilita su reproducibilidad.

En diversos estudios se ha demostrado la variabilidad de los rendimientos en las
reacciones de esterificacion, dependiendo principalmente de la complejidad estructural de
los compuestos utilizados y de las condiciones de reaccién. Hamzah K y col. (2015),
mostraron los resultados de un estudio de esterificacion del acido benzoico con alcoholes
de cadena variable, catalizada por acido sulfurico y condiciones de microondas. En este
estudio se observé que, al variar la temperatura, de 90 hasta 130 °C a diferentes tiempos,
y usando microondas, se podrian mejorar los rendimientos de reaccién. De hecho, al ir
aumentando la temperatura se obtuvieron mejorias en los rendimientos, desde 6% hasta

un aumento del 78% total.

La esterificacion de Steglich es una reaccién que utiliza el reactivo DCC y un
acoplante como la 4-dimentilaminopiridina (DMAP), para llevar a cabo la esterificacion
entre un acido carboxilico (RCOOH) y un alcohol (ROH). Este tipo de acoplantes activan
el grupo carboxilico hacia una forma mas electrofilica, y asi llevar la reaccion en menos
tiempo. En la literatura se presentan algunos trabajos sobre la esterificacion directa del
grupo hidroxilo aplicandose diferentes metodologias, pero todas muestran rendimientos
bajos cuando se utilizaron acidos grasos en la preparacion de ésteres, rendimientos que
van desde el 10 al 79%.

Guilles y col. (2015) presentaron en sus estudios una reaccién para la preparacion
de ésteres usando la metodologia de esterificacién de Steglich, en donde ademas de DCC
utilizaron como acoplante DMAP a temperatura ambiente por 72 horas, donde obtuvieron
el compuesto tipo éster en un rendimiento muy bajo, de tan sélo 10%. También reportan
una optimizacion de tiempo de reaccidn de 24 horas al aumentarle los equivalentes de
DCC y DMAP. Sin embargo, no obtuvieron un aumento significativo en el porcentaje de

rendimiento del compuesto.
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Considerandose todas las metodologias probadas, la esterificacion de Steglich
presentd los resultados mas significativos, a pesar de los bajos rendimientos. En este
estudio, también los autores presentaron un resultado favorable en este tipo de
esterificacion, observandose un aumento en los rendimientos en los compuestos de
esterificacion de diferentes acidos grasos, al utilizar en la reaccion del acido de Lewis
CeCl3.7H20O como catalizador, ademas de DCC/DMAP. Obtuvieron un aumento del

rendimiento del 56% en una reaccién de 24 horas.

Comparando los rendimientos de los compuestos obtenidos en nuestro estudio a
través de las reacciones de esterificacion con los resultados mostrados en la literatura, los
rendimientos para cada compuesto de la esterificacién son aceptables y comparables para
este tipo de compuestos. Ademas, logramos llevar a cabo la sintesis del éster a través de
la reaccién solamente con DCC sin utilizar un acoplante (como DMAP), ademas la reaccién
se llevd a cabo en atmodsfera inerte (N2), en condiciones suaves de temperatura

(temperatura ambiente) y un tiempo de reaccion ligeramente corto (24 h).

Evaluacion Antimicrobiana

En las Figuras 15, 16 y 17 se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana al
término de las 48 horas de las diferentes concentraciones de los compuestos evaluados
(berberina, 2,3-DHPB, 2,3-DHPB-AG, 2,3-DHPB-AS) contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus, respectivamente; en dichas figuras se

muestra una linea horizontal negra, la cual indica el valor de referencia de MICso.

Para el caso de Escherichia coli, se puede observar que tanto berberina como la
2,3-DHPB inhiben el crecimiento de esta bacteria a una concentracion menor de 100 pg/mL
(Figura 15).
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Figura 15. Actividad antimicrobiana de compuestos evaluados (a diferentes
concentraciones) contra Escherichia coli. *Diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 16, se puede observar que, para Staphylococcus aureus, berberina
muestra una MICsy a una concentracién menor de 100ug/MI, mientras que la 2,3-DHPB-
AG tiene una MICsp menor a 100 ug/mL y 2,3-DHPB-AS presenta una MICsy entre 100 y
200 pg/mL.
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Figura 16. Actividad antimicrobiana de compuestos evaluados (a diferentes

concentraciones) contra Staphylococcus aureus. *Diferencias significativas (p<0.05).
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En la Figura 17, se muestra que, para Vibrio parahaemolyticus, sélo 2,3-DHPB-AG
tiene una MICsp entre 400 y 800 pg/mL.
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Figura 17. Actividad antimicrobiana de compuestos evaluados (a diferentes

concentraciones) contra Vibrio parahaemolyticus. *Diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 1. Valores de MICso (concentracion minima inhibitoria del 50%) de los
compuestos: berberina, 2,3-DHPB, 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus 'y Vibrio parahaemolyticus.

MICso (ng/mL)

Compuesto Escherichia Staphylococcus Vibrio
coli aureus parahaemolyticus
Berberina <100 <100 >800
2,3-DHPB <100 >800 >800
2,3-DHPB-AG >800 <100 400-800
2,3-DHPB-AS >800 100-200 >800

En la tabla 1, se puede ver que berberina tiene mejor MICso contra Escherichia coli,
ya que se requiere de una concentraciéon menor (con respecto al resto de los compuestos)
para mostrar una actividad inhibitoria, al igual que para Staphylococcus aureus. Sin
embargo, 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS también tienen un efecto inhibitorio sobre esta

bacteria (Staphylococcus aureus). Y en relacion con Vibrio parahaemolyticus, solo 2,3-
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DHPB-AG tienen una inhibicidon del 50% de las células bacterianas a concentraciones entre
400 y 800 pg/mL.

En comparacién con lo que reportan Wang y colaboradores en 2013; ellos
evaluaron modificaciones quimicas de un alcaloide tipo quinolona, en el cual se adicionaron
compuestos de naturaleza alifatica de 2 hasta 15 atomos de carbono. En dicha
investigacion obtuvieron concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de entre 128 y 16
Mg/mL, contra cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacillus
suptilis (Wang y col., 2013), que con respecto a las MIC’s obtenidas en el presente trabajo
(respecto a Staphylococcus aureus), se puede observar que se encuentran dentro del

mismo rango.

En las Figura 18 presentan las cinéticas de la actividad antimicrobiana de cada una
de las diluciones de berberina contra las bacterias: Escherichia coli (a), Staphylococcus

aureus (b) y Vibrio parahaemolyticus (c).

Para explicar la actividad biolégica de estos compuestos, primeramente, se tiene
que definir que es un efecto bactericida. El efecto bactericida es la propiedad que posee el

compuesto para causar la muerte de la bacteria, esto es una reaccion irreversible.

En la Figura 18 a) se puede apreciar que, a una concentracion de 800 ug/mL, el
alcaloide berberina tiene un efecto inhibitorio contra Escherichia coli, a partir de las 12
horas, ya que la densidad 6ptica (D.O.) se mantiene y es la mitad con respecto al control.
Por el contrario, en la figura 18 b) se observa como berberina ejerce una actividad
bactericida a partir de 100 ug/mL sobre Staphylococcus aureus, ya que hay un descenso
marcado en la densidad oOptica; esto indica una menor turbidez en el pozo, por lo cual se
infiere que las bacterias fueron susceptibles al compuesto y por ende llegaron a una fase
de muerte. Con respecto a Vibrio parahaemolyticus (Figura 18 c), berberina no afecta el

crecimiento bacteriano.
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Figura18. Cinética de la actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones de
berberina contra: a) Escherichia coli, b) Staphylococcus aureus 'y c) Vibrio

parahaemolyticus
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En la Figura 19 se muestran las cinéticas de la actividad biolégica de 2,3-DHPB,
que al igual que berberina se evaluaron las mismas bacterias: Escherichia coli (a),

Staphylococcus aureus (b) y Vibrio parahaemolyticus (c).

En dicha figura se observa claramente que el compuesto 2,3-DHPB no tiene ningun
efecto inhibitorio sobre ninguna de las cepas evaluadas, ya que el comportamiento de las

gréaficas sigue la tendencia del control.

Siguiendo con las cinéticas de la actividad antimicrobiana, en la figura 20, se
muestran los resultados correspondientes al analisis de dicha actividad del compuesto
resultante de la segunda modificacion quimica de berberina. El cual es la asociacion del
acido geranico (2,3-DHPB-AG.).

Respecto a la capacidad inhibitoria de este compuesto contra Escherichia coli
(Figura 20 a), se deduce que, a partir de una concentracion de 400 ug/mL si hay un efecto
en el que se inhibe la bacteria, ya que hay una estabilidad en la densidad &ptica, mientras

que, en el control, siempre tiende a aumentar.

En el caso de Staphylococcus aureus es claro el efecto inhibitorio que tiene contra
la cepa, ya que la tendencia es, en todas las concentraciones evaluadas, descendente. A
diferencia de Vibrio parahaemolyticus, que so6lo a concentraciones de entre 400 y 800

pug/mL tuvo efecto.

Es importante mencionar que, tomando el blanco como referencia, ninguna de las
concentraciones de 2,3-DHPB-AG evaluadas coinciden con la absorbancia de partida, ya
que a este compuesto (a diferencia de los anteriores) su modificacién quimica no sélo actua
sobre su actividad bioldgica, sino que también, en una de sus caracteristicas fisicas que
es el color, el cual sufre un incremento en su tonalidad. Por lo cual su absorbancia inicial
no coincide con el blanco. Sin embargo, la tendencia en la absorbancia es la que nos sirve

como guia para determinar su efecto antiproliferativo.

En la Figura 21, se presentan las cinéticas de la actividad antimicrobiana de 2,3-
DHPB asociado a acido sorbico (2,3-DHPB-AS). En la figura 21a) y 21c) se puede observar
que 2,3-DHPB-AS no tiene un efecto inhibitorio sobre Escherichia coli y Vibrio
parahaemolyticus respectivamente, a ninguna de las concentraciones analizadas. Por el
contrario, se puede apreciar que contra Staphylococcus aureus (Figura 21b), si se presenta

un comportamiento de inhibicion a partir de una concentracion de 200 pyg/mL.
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Figura 19. Cinética de la actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones de
2,3-DHPB contra: a) Escherichia coli, b) Staphylococcus aureus 'y c) Vibrio
parahaemolyticus.
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Figura 20. Cinética de la actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones de
2,3-DHPB-AG contra: a) Escherichia coli, b) Staphylococcus aureus 'y c) Vibrio

parahaemolyticus
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Figura 21. Cinética de la actividad antimicrobiana de las diferentes concentraciones de
2,3-DHPB-A.S contra: a) Escherichia coli, b) Staphylococcus aureus 'y c) Vibrio
parahaemolyticus
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Las dimensiones, las caracteristicas quimicas, la viabilidad y la complejidad de la
membrana hacen que resulte dificil proporcionar evidencia experimental de la accién de
los agentes disruptores de la membrana bacteriana a nivel molecular. La mayoria de lo que
se conoce actualmente sobre la accién de los compuestos hidrofilicos catidnicos
antimicrobianos se derivan del estudio del modo de accion de los péptidos catidnicos
antimicrobianos, y s6lo muy pocos de ellos se han caracterizado quimicamente. Algunas
herramientas utilizadas para el modelo de accion incluyen: difraccion de neutrones,
espectroscopia de fluorescencia, RMN de estado sélido, resonancia paramagnética de

electrones (ERP) y espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR).

Para la explicar la accion de los compuestos catidnicos, se han propuesto tres
modelos (Figura 22), los cuales estan basados en el uso de membranas de fosfolipidos de
mono capas, bicapas o liposomas. Estos los conforman, el modelo de “barril (barrel- stave)”
(Figura 22A). Este se basa en el hecho de que los compuestos cationicos pueden formar
canales a través de bicapas lipidicas de la membrana. El otro es el modelo de “alfombra”
(Figura 22B), en el cual los derivados catidnicos antimicrobianos interactuan con los
compuestos de la membrana cargados negativamente a través de interacciones idnicas. Y
una vez que alcanza la concentracion local critica, los segmentos hidrofébicos son
expulsados del agua e interaccionan hidrofébicamente con los lipidos de la membrana. Por
ultimo, el modelo toroidal (Figura 22C), para aliviar la deformacion de curvatura causada
por la unién del compuesto, las capas de fosfolipidos se doblan de una a otra (Ido y col.,
2014).

Figura 22. Modelos propuestos para el mecanismo de accion de derivados cationicos

antimicrobianos. A) modelo de barril (barrel-stave), B) modelo alfombra y C) modelo
tiroidal. (Ido y Fridman., 2014)
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Por lo antes descrito, se puede deducir que el modelo que mejor se adapta al
estudio realizado, es el modelo de “alfombra”, ya que berberina cuenta con una carga
positiva en su estructura y en los productos de sus modificaciones se conservé esa
caracteristica; asi mismo el modelo de barril explicaria el mecanismo al realizar las
modificaciones sobre las propiedades lipofilicas de la molécula. Al formar las interacciones
ionicas, la membrana queda deficiente en cargas negativas, por lo tanto, dichas
interacciones conducen a rupturas y descomposicion de la bicapa lipidica y esto a su vez
lleva a una despolarizacion, disfuncion y descomposicion de la membrana. Ademas, es
importante mencionar que la permeabilidad de la membrana es diferente para cada

compuesto antimicrobiano.

Ademas del modelo de accidn, existen cinco mecanismos que confieren resistencia
a compuestos catidnicos antimicrobianos, que de igual manera que los modelos de accion
fungen como bases para establecer nuevas metodologias de accién, pero ahora con

relacion a la capacidad de las bacterias a resistir al ataque de este tipo de antimicrobianos.

El primer mecanismo involucra la degradacién lineal de los compuestos
antimicrobianos cationicos por enzimas bacterianas. El segundo mecanismo involucra la
secrecion de enzimas bacterianas que se unen a los compuestos y evitan su interaccion
con la membrana. La incorporacion de grupos quimicos cargados positivamente dentro de
varios componentes de la membrana bacteriana es base del tercer mecanismo, que
conduce a una reduccion de la afinidad de los compuestos antimicrobianos (hidrofilicos)
con la membrana bacteriana. El cuarto mecanismo es el resultado de la formacion de
biopeliculas, las cuales son significativamente menos permeables a las moléculas mas
pequenas. Y, por ultimo, la resistencia a varios antimicrobianos catiénicos, se han asociado

con la accion de las bombas bacterianas efervescentes (Ido y col., 2014).

Por tanto, se pueden considerar los dos primeros mecanismos para explicar por
qué algunos de los compuestos evaluados presentan una inhibicion (disminucion de la
densidad optica); o también, para explicar por qué en algunos casos el comportamiento
cinético siempre es ascendente (no hay actividad del compuesto). Un claro ejemplo de esto
es berberina contra Escherichia coli (Figura 18a), en esta cinética se presenta un
comportamiento ascendente en la densidad 6ptica de los compuestos, por lo que se puede
decir que, la bacteria produce una secrecion de enzimas, las cuales se unen al compuesto
e impiden su interaccion con la membrana. Es por esto que, en ningun punto de la grafica,

se puede observar una disminucién de absorbancia.
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Analisis de Relacion Estructura Actividad

En estudios realizados por Leyva (2017), encontré que, los grupos metilendioxi
(acetal, -O-CH2-0O-) y metoxilos (-O-CHs) del alcaloide berberina son esenciales para su
actividad antiproliferativa; el rompimiento de estos grupos en el presente estudio disminuy6
la actividad de berberina contra las diferentes lineas celulares evaluadas. Previamente, se
determind que la asociacion de moléculas de naturaleza lipofilica (cadenas alifaticas) de
aproximadamente 10 atomos de carbono e insaturaciones (acido geranico) aumenta la

actividad antiproliferativa del alcaloide berberina (Leyva, 2017).

Los resultados mostrados en la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
compuestos derivados de berberina 2,3-DHPB, 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS fueron
similares a los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antiproliferativa de

estos mismos compuestos.

Berberina mostro actividad antiproliferativa contra Escherichia coli 'y
Staphylococcus aureus; mientras que 2,3-DHPB no mostré actividad contra ninguna
bacteria evaluada. Ademas, se observd que el aumento de la lipofilicidad del alcaloide a
través de la asociacion de los compuestos acido geranico o acido sérbico, mostré un
resultado positivo en la actividad antibacteriana ya que 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHP-AS
mostraron una actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus (Tabla 1), demostrandose
que el grupo metilendioxi es esencial para la actividad antibacteriana, contra estas
bacterias, especialmente contra Staphylococcus aureus (bacteria gram positiva), siendo

esta la mas susceptible.

De los compuestos resultante de la asociacion de los compuestos tipo acido
carboxilico, el compuesto 2,3-DHPB-AG mostré6 una mayor actividad contra
Staphylococcus aureus comparado con el compuesto 2,3-DHPB-AS. Sin embargo, no logré
aumentar la actividad que inicialmente presenté berberina, demostrandose que la
asociacion de compuestos lipofilicos de entre 6 a 10 atomos de carbono (acido sérbico y
acido geranico, respectivamente) no logré6 aumentar la actividad antimicrobiana de

berberina. Sin embargo, mantienen la capacidad inhibitoria del compuesto original.

En la actividad antimicrobiana evaluada contra Vibrio parahaemolyticus, el
compuesto que presentd actividad frente a esta bacteria fue 2,3-DHPB-AG, con respecto

al compuesto berberina y a los otros compuestos derivados. Con estos resultados se
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demostré que la asociacion del compuesto acido geranico (compuesto lipofilico) al
alcaloide berberina aumenta su actividad antibacteriana contra la bacteria Vibrio
parahaemolyticus. Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus son bacterias Gram
negativas, las cuales estdn compuestas por una capa gruesa de lipidos que les confiere
mayor resistencia a los antibidticos y se esperaria que al aumentar la naturaleza lipofilica,
en este caso del alcaloide berberina, aumentara su actividad antibacteriana, esto debido a
un aumento de la afinidad e interaccion con la membrana del microorganismo. Como se
puede inferir de las cinéticas, las bacterias de este tipo (Gram negativas) son menos
susceptibles a este tipo de compuestos. Sin embargo, si hay un aumento en la lipofilicidad
de estos mismos, se esperaria que la susceptibilidad de las cepas aumente, como ocurrid

en el caso de Vibrio parahaemolyticus.

Estudios recientes sobre la resistencia de antibiéticos han demostrado que las
modificaciones quimicas de compuestos con sustituyentes lipofilicos han aumentado la
actividad antimicrobiana contra una serie de bacterias Gram (+) y Gram (-), provocando un
aumento de la lipofilicidad de los compuestos originales y una mayor interaccién con la
membrana de los microorganismos, habiendo un mayor efecto de estos compuestos
(Dolezay y col., 2016; Zhang y col., 2012).

Bacteria Gram positiva Bacteria Gram negativa
. Lipopolisacarido Porina
Acido lipoteicoico Acido teicoico Membrana externa / ’ \;\ J | N\

Proteina de membrana

N
Fosfolipidos

Figura 23. Estructura de la pared celular de bacterias Gram negativas y Gram positivas.
(Dolezay y col., 2016)
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Estudios publicados por Zhang y col. (2012), demostraron que derivados de acidos
grasos de hasta 14 atomos de carbono o acidos grasos insaturados y sus derivados
monoglicerados de hasta 18 atomos de carbono presentaron una mayor actividad contra
Staphylococcus aureus. También obtuvo que acidos grasos saturados de cadena media e
insaturados de cadena larga son potentes antimicrobianos contra bacterias Gram (+). Estos
estudios nos dan informacion importante para futuros derivados de berberina, en donde la
asociacion de compuestos lipofilicos (por ejemplo, acidos grasos) de hasta 18 atomos de

carbono podrian aumentar la actividad antimicrobiana del alcaloide.

La membrana y pared celular de las bacterias son esenciales, es por eso que sirven
de objetivo atractivo para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos. Las membranas
bacterianas tienen estructuras relativamente conservadas donde los compuestos pueden
ejercer una actividad bactericida, ademas este tipo de antibidticos no requiere
permeabilidad celular, que es frecuentemente un obstaculo para el desarrollo de
antibioticos. Las bacterias contienen en su membrana externa componentes cargados
negativamente que son objetivos importantes para compuestos antimicrobianos. Las
bacterias Gram (-) contiene lipopolisacarido (LPS) y las bacterias Gram (+) contienen acido
teicoico; aquellos compuestos que contengan una carga positiva en su estructura tendran
afinidad hacia estos componentes de la membrana bacterias, ejerciendo una actividad

sobre estos microorganismos.

Doleza y col. (2016), realizaron un estudio de compuestos con actividad
antibacteriana, derivados de sales de 3-hidroxipiridinio con diferentes longitudes de cadena
N-alquilo. Los resultados indicaron que aquellos compuestos que tenian una carga positiva
(aminas cuaternarias) presentaban una mayor actividad contra diversas cepas bacterianas.
Estos resultados y lo mencionado anteriormente nos proporciona informacién relevante
para entender el mecanismo por el cual berberina y sus derivados presentan actividad

contra las bacterias evaluadas en este proyecto.

Tomando en cuenta, que la actividad antibacteriana de los compuestos derivados
de berberina contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli estaba relacionada con la
alteracion de las propiedades lipofilicas/hidrofilicas del alcaloide berberina, se puede
establecer la hipotesis de que estos derivados presentan una doble actividad
antibacteriana debido a su carga neta positiva (en el atomo de nitrégeno), que pudiera

interaccionar con componentes de membrana como LPS (lipopolisacarido) y acido teicoico,
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como se establece en la literatura, asi como por las interacciones lipofilicas entre la

membrana y la parte no polar de los compuestos.

La estructura externa del LPS esta constituido por una cadena de polisacarido, la
cual es de naturaleza polar, esta informacion nos puede ayudar para entender un poco mas
la actividad de los compuestos. Como se observd en los resultados, el compuesto
berberina mostré mayor actividad frente a Escherichia coli (bacteria Gram negativa,
contiene LPS), este compuesto es de naturaleza polar; el compuesto 2,3-DHPB-AS no
mostro actividad frente a este microorganismo, siendo este compuesto de naturaleza
lipofilica. Teniendo en cuenta esta informacion, es mas viable que berberina tenga mayor
afinidad hacia la parte polisacarido del LPS y de esa manera tener un efecto contra la

bacteria.

Otro aspecto importante que podemos tomar en cuenta es el tamano de la molécula,
la asociacion de acido geranico y/o acido sorbico al alcaloide berberina, aumenta el
volumen (tamafo) del alcaloide, por lo cual, si estos compuestos derivados pudieran
interaccionar con el LPS, el aumento de su tamafo pudiera provocar un impedimento
estérico y por lo tanto la interaccidn entre la carga positiva del alcaloide y la carga negativa

del LPS se veria afectada, teniendo como resultado una actividad nula contra esta bacteria.

Y, por ultimo, segun los resultados obtenidos por Wang y colaboradores en 2013,
concluyen que la asociacién de cadenas alifaticas de entre 9 y 15 atomos de carbono
disminuyen las minimas concentraciones inhibitorias, lo cual estaba relacionado con un
aumento en la actividad biolégica, que, comparado con los resultados presentados en este
estudio, la asociacién de compuestos de 6 y 10 &tomos de carbono (acido soérbico y acido

geranico, respectivamente) también aumento su actividad antimicrobiana.

40



CONCLUSIONES

Se sintetizaron tres compuestos derivados del alcaloide berberina. Las reacciones
se llevaron a cabo en condiciones moderadas, temperatura ambie8nte y tiempos cortos,
obteniendo rendimientos variados: 2,3-DHPB (92%), 2,3-DHPB-AG (56%) y 2,3-DHPB-AS
(30%).

Berberina present6 una actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, mientras
que berberina, 2,3-DHPB-AG y 2,3-DHPB-AS ejercieron efecto sobre Staphylococcus
aureus. Sin embargo, solamente 2,3-DHPB-AG presentd una actividad inhibitoria sobre
Vibrio parahaemolyticus. Por lo tanto, la carga positiva de berberina y la presencia del grupo

acetal, son fundamentales para la actividad antimicrobiana.

Segun el analisis de relaciéon estructura actividad, se propone que el mecanismo
por el cual este tipo de derivados muestra actividad antibacteriana es a través de la
interaccion de la carga positiva del atomo de nitrégeno (berberina) con la carga negativa
de los componentes de la membrana bacteriana (LPS y acido teicoico), asi como la
interaccion lipofilica entre la parte no polar del compuesto y la parte lipidica de la

membrana.

El aumento de la lipofilicidad de berberina a través de la asociacién con acido
geranico (2,3-DHPB-AG) aumenta la actividad del alcaloide contra Vibrio

parahaemolyticus.

La bacteria mas susceptible a los compuestos resultantes de la asociacién con

acido soérbico y acido geranico fue Staphylococcus aureus.
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RECOMENDACIONES

¢ Realizar modificaciones quimicas al alcaloide berberina con compuestos tipo acidos
grasos (saturados e insaturados) con cadenas de 10 atomos de carbonos o
mayores.

e Probar la actividad de esos nuevos compuestos contra diferentes bacterias

(aumentar el nimero de cepas a evaluar)
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