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NOMENCLATURA

UV. Vis: Ultravioleta Visible.

FTIR: Infrarojo por Transformada de Fourier.

PL: Fluorescencia 6 Photo Luminiscencia.

a : Coeficiente absorcion Molar.

A max: Longitud de onda méaxima.

A exc :Longitud de Excitacion.

SARM: Staphylococcus Aureus Resistente a la Meticilina.
E. Coli O157:H7: Escherichia Coli O157:H7.

P. Aeruginosa: Pseudomona Aeruginosa.
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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE COMPUESTOS DE INTERES
BIOLOGICO: QUINOLINAS Y DERIVADOS, EVALUACION DE SU POSIBLE
APLICACION ANTIBACTERIAL*

AUTORES: Martha Milena Baréon Ledn**

Sindy Marcela Comas Toscano **

PALABRAS CLAVES: Tetrahidroquinolinas, FTIR, Fluorescencia, UV-Vis, Raman,
Pseudomona Aeruginosa, Escherichia coli, Sthapylococcus Aerus Resistente a la
Meticilina (SARM).

DESCRIPCION

Entre los alcaloides, una de las familias mas estudiadas son los compuestos quinolinicos
debido a su amplio rango de actividades biol6gicas. Los diferentes compuestos, desde el
punto de vista de caracterizacion espectroscépica no han sido completamente
caracterizados. En este trabajo se presentan los resultados de la caracterizacién por
medio de diversas técnicas espectroscopicas (Fluorescencia, FTIR, Raman y UV-Visible)
para la determinacién de parametros de interés como el coeficiente de extincion molar;
esencial para el estudio de la fluorescencia, factores estructurales (cambios en los grupos
funcionales) y la evaluacién de su posible aplicacion antibacterial. Mediante sefales
caracteristicas o huellas dactilares se identificaron los enlaces; C-Cl, NO,, amina y amida
en las respuestas espectroscépicas que confirman los compuestos en estudio; por medio
de estas técnicas se evidencia las ventajas como la sensibilidad, rapidez en la
preparacion y toma de datos. En los ensayos bioldgicos (antibacteriales), el efecto de los
derivados en crecimiento bacteriano frente a las bacterias Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli, Sthapylococcus aerus Resistente a la Meticilina (SARM), fue estudiado
por el método de microdilucién en caldo en el cual se mide la inhibicién en el crecimiento
de cada cepa bacteriana en presencia de cada una de las quinolinas en un rango de
concentraciones de 1-100 uM comparandolas con el control positivo y control negativo en
cada caso, las cuales presentaron concentracion minimas inhibitorias por encima del 50%
especialmente para SARM en presencia de las tetrahidroquinolinas, esta concentracion se
encuentra dentro del rango de concentraciones terapéuticas empleadas actualmente para
el tratamiento de infecciones causadas por SARM.

"Proyecto de grado
Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: M.Sc. Rafael
Cabanzo Hernandez
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ABSTRACT

TITLE: SPECTROSCOPIC CHARACTERIZATION OF BIOLOGICAL INTEREST
COMPOUNDS: QUINOLINES AND DERIVATIVES, EVALUATION OF POSSIBLE
APPLICATION ANTIBACTERIAL*

AUTHORS: Martha Milena Baron Leon**

Sindy Marcela Comas Toscano **

KEYWORDS: Tetrahydroquinolines, FTIR, Fluorescence, UV-Vis, Raman, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, Sthapylococcus Aerus Methicillin Resistant (SAMR)

DESCRIPTION

Among the alkaloids, one of the most studied families are the quinoline compounds
because of its biological activities wide range. Different compounds from the spectroscopic
characterization viewpoint have not been fully characterized. In this paper are presented
the characterization result through various spectroscopic techniques (fluorescence, FTIR,
Raman and UV-visible) to determinate interesting parameters as the molar extinction
coefficient; essential for studying fluorescence, structural factors (changes in functional
groups) and evaluation of their possible antibacterial application. By signals characteristics
or fingerprints are identified the links; C-Cl, NO2, amine and amide in the spectroscopic
responses that confirm testing compounds; through these techniques are evidenced
advantages such as sensitivity, preparation speed and data collection. In bioassay
(antibacterial), the effect of the bacterial derivatives growth against bacteria Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Sthapylococcus Aerus Methicillin Resistant (SAMR), was
studied by microdilution broth method in which inhibition is measured in the growth of each
bacterial strain in the presence of each of quinolines in a concentration range of 1-100 pM
comparing them with the positive and negative control in each case, which presented
minimum inhibitory concentration above 50% especially for SAMR in the presence of
tetrahydroquinolines, this concentration is within the range of therapeutic concentrations
currenty employed for the treatment of infections caused by MRSA.

‘Bachelor Thesis
Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: M.Sc. Rafael
Cabanzo Hernandez
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INTRODUCCION

La quimica organica se cataloga como una ciencia central en el estudio de los
fendmenos naturales a nivel molecular, desarrollando sus métodos, objetos y
ampliando sus actividades. Una de estas actividades es la construccion intencional
de moléculas de uso practico, dentro de este objetivo, se incluye la identificacion y
optimizacion de nuevas sustancias quimicas. Esto permite que la medicina actual
cuente con la posibilidad de nuevos farmacos para combatir enfermedades de
origen diverso, siendo éste uno de los puntos de mayor interés para la quimica
organica [1]. Entre esas sustancias quimicas se encuentra un grupo muy particular
de compuestos organicos, conocidos como las tetrahidroquinolinas, heterociclos
nitrogenados conformados por seis atomos de carbono; siendo una de las familias
mas estudiadas e interesantes de los compuestos heterociclicos, presentes en la
naturaleza como productos del metabolismo secundario de plantas vy
microrganismos [2]. Estas desempefian un rol muy importante en el estudio de la
guimica de productos naturales y en el desarrollo de nuevos farmacos. Los
derivados estructurales de este farmacéforo han establecido una linea de
investigacion bioldgica de gran importancia, gracias a la amplitud de actividades
farmacologicas que se les adjudican: antimalarica, antitumoral, antioxidante,

antifingica, entre otras [3].

Es importante, dentro de la sintesis, la caracterizacién de los productos; en este
trabajo se presentan los resultados de la caracterizacion, por medio de diversas
técnicas espectroscopicas de estructuras quinolinicas y tetrahidroquinolinicas
previamente sintetizadas. Entre las técnicas usadas se destacan: Fluorescencia,
FTIR, Raman y UV-Visible; todo esto, para la determinacion de propiedades
Opticas y la influencia de los factores estructurales en la respuesta
espectroscopica; como solventes se usaron acetonitrilo y metanol. Dentro de las
aplicaciones biologicas de las quinolinas, de acuerdo a los sustituyentes presentes

en los anillos aromaticos y las diferentes propiedades que se le atribuyen, es de
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gran estudio la actividad antibacterial de los mismos. La eficacia limitada y alta
toxicidad de los farmacos antibacteriales disponibles, han puesto en evidencia la
necesidad de nuevos compuestos que puedan constituir alternativas a los
farmacos existentes [3]. Es por esto que se realiz6 una valoracién sobre su

actividad antibacterial en las tetrahidroquinolinas de interés bioldgico [4].

17



1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion espectroscopica de muestras de interés biolégico (quinolinas y
sus derivados) por medio de UV-Visible, fluorescencia, FT-IR y Espectroscopia

Raman; evaluacién de su posible actividad antibacterial.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar, los derivados quinolinicos y tetrahidroquinolinicos usando la
técnica de espectroscopia UV-Vs y determinar los coeficientes de extincidon

molar.
e Caracterizar por medio de fluorescencia, FTIR y RAMAN analizando la
influencia de los factores estructurales (cambios en los grupos funcionales)

en las respuesta espectroscépicas de las quinolinas y sus derivados.

¢ Determinar la posible actividad antibacterial de las estructuras quinolinicas.

18



2. MARCO TEORICO

2.1. COMPUESTOS QUINOLINICOS Y SUS DERIVADOS

La motivacion para el desarrollo de los compuestos quinolinicos y sus derivados
en gran parte se debe al amplio rango de actividades en las cuales tiene
aplicabilidad bioldgica: antipaludicas, antiprotozoicas, antibacteriana,
antimicrobianas, antivirales y antifungicas [5]. Estos compuestos fueron aislados
por primera vez del alquitrdn de hulla en 1834 por Runge. La palabra quinolina es
derivada de la palabra quinas, que proviene de las Rubiaceas, del género de las
chinchonas, los extractos de esta planta fueron usados para combatir la malaria, lo

gue la convirtié en una molécula de interés para la quimica organica [6].

El andlisis detallado del extracto de la quina permitié identificar mas de 20
alcaloides de los cuales la quinina (1), la cinconidina (2), la quinidina (3) y la
cinconina (4) son las sustancias de mayor actividad bioldgica. La quinina, aislada
en 1820 por Pelletiev y Paventou, fue usada para combatir la malaria y la quinidina
se us6 como agente antiarritmico. A pesar de su alta actividad, la quinina no es un

farmaco ideal contra la malaria, por que presentan un alto grado de toxicidad

[61.[7].

Recientemente, se ha observado el desarrollo de complejos procesos bioquimicos
en algunos micro-organismos patdégenos, lo que ha llevado a que estos adquieran
resistencia ante los antibioticos comunes. Este hecho ha estimulado la sintesis de
nuevos derivados, que poseen como base estructural el sistema quinolinico, mas
efectivos y menos toxicos [8], realizando modificaciones estructurales que mejoren
los parametros fisico-bioguimicos de estos compuestos. La quinolina también ha
sido empleada como grupo funcional en los éteres corona que sirven de

transportadores de sustancias a través de diversas membranas biolégicas [6].
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2.2. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

Las técnicas de caracterizacion que se basan en la interaccidon radiacidon-materia;
dan informacion de tipo composicional y estructural, tanto a nivel elemental como
molecular. Entre sus ventajas se pueden mencionar su capacidad de analisis
multi- elemental, rapidez, las pocas restricciones en el tipo de muestra, suelen
tener menores requerimientos de pre tratamiento de muestra, reducen el consumo
de muestra y los tiempos de andlisis, con relativamente altas sensibilidades. Entre
ellas, se pueden destacar las técnicas espectroscopicas: Espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman, Fluorescencia en

régimen estacionario (PL) y espectroscopia de absorcién UV-Visible [9].

La espectroscopia UV-Visible a través del estudio de la posicion e intensidad de
las bandas de absorcion, da informacion sobre transiciones electronicas del
sistema molecular, lo cual permite determinar parametros de interés: Rango de
longitudes de onda de absorcidn, coeficiente de absorcion molar. Dado que el
comportamiento de una molécula es fuertemente afectada por su entorno,
estudiando la interaccibn compuesto-solvente es posible la evaluacion vy

seguimiento de interacciones con muestras de interés biologico [10].

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), se basa en la
interaccion de la materia con radiacién en el rango espectral IR. Es una técnica
vibracional que permite identificar los grupos funcionales del sistema y permite
estudiar las interacciones de los compuestos con sustancias de interés bioldgico
[11].

La espectroscopia Raman, con sus variantes de Infrarrojo Cercano (NIR-Raman) e
intensificada por efecto superficial (SERS), se basa en la dispersion inelastica de

luz monocromatica sobre materiales no metalicos [12]. El nimero de onda indica
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los modos vibracionales en el material, mientras que el ancho da informacion
estructural; el uso y andlisis de la polarizacion de la radiacion dispersada

determina la orientacion y simetria del material [13].

La fluorescencia (PL), permite determinar factores de tipo estructural,
composicional y estudiar interacciones con el entorno. No es tan utilizada como las
técnicas de absorcion, porque no todos los compuestos fluorescen, y el
instrumental necesario es relativamente mas costoso. En el caso de la familia de
las quinolinas, son compuestos con una gran capacidad de respuesta, debido a su
estructura y grupos funcionales [14]. La posicion e intensidad de las bandas, dan
informacion de tipo estructural como enlaces y grupos funcionales, del grado de
condensacion y de la rigidez estructural de la molécula, permite determinar el
rendimiento cuantico de fluorescencia; si se trabaja con fluorescencia resuelta en
el tiempo; ademas, da informacién sobre las transiciones y las interacciones con el
entorno, ya que es afectada por el pH de la solucién, la temperatura, el oxigeno
disuelto, y la concentracion en la solucién; incluso puede ser utilizado como

técnica de deteccidn y cuantificacion [15].

Debido a la informacién que brindan a nivel estructural, eficiencia, facilidad y
rapidez en la adquisicion de datos, se da paso al estudio e implementacién de

estas técnicas espectroscopicas.

2.3. CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Las cepas staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina (SARM) es una
bacteria Gram positiva anaerobia de pared gruesa peptidoglicano, es una bacteria
comun en la piel y en las membranas mucosas de los individuos sanos, en
consecuencia en esa condicidbn no es un problema. Sin embargo, cuando ésta

bacteria ingresa al organismo a través de heridas, catéteres, procesos quirlrgicos
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y es resistente a la meticilina se torna potencialmente peligrosa. Este
microorganismo posee un alto grado de patogenicidad siendo responsable desde
infecciones superficiales de la piel y tejidos blandos hasta osteomielitis,
endocarditis y neumonias. La situacion puede ser mas grave aun porque las cepas
resistentes a la meticilina suelen ser también resistentes a otros antibioticos. Esta
bacteria se trasmite por contacto fisico directo y mediante el contacto con objetos
que estan contaminados. Este microorganismo se encuentra diseminado en las
instituciones sanitarias ocasionando severas infecciones en el hombre. Tolerando

un rango de temperatura de crecimiento de 30-40°C [16]

Escherichia coli es un bastén Gram negativo anaerobio de pared delgada (bacilo)
de la familia enterobacteriaceae. Las mayoria de las E. coli son comensales
normales que se encuentra en el tracto digestivo. Este microorganismo procariota
es quizas el mas estudiado por el ser humano, se trata de una bacteria que se
encuentra generalmente en los intestinos animales, por ende en las aguas negras.
E. coli puede causar infecciones graves en el aparato excretor, cistitis, meningitis,
peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia. Tolerando de temperatura de
crecimiento de 37°C. [17]

Pseudomona aeruginosa es el principal patégeno de la familia
pseudomonadaceae y se identifica por ser un bacilo Gram negativo ligeramente
curvado que crece mejor en aerobios, que pueden causar una amplia gama de
enfermedades como la infeccion nosocomial, neumonia, fibrosis quistica,
infecciones del tracto urinario en pacientes con sondaje, sepsis y otros [18]. La P.
aeruginosa se caracteriza por estar ampliamente distribuida en la naturaleza
formando parte de la microbiota normal del hombre. La tierra, plantas, agua
corriente pueden actuar como depdsito con clara predileccion por los ambientes

himedos tolerando un amplio rango de temperatura de crecimiento, hasta 50 °C.
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3. METODOLOGIA

El nombre de las moléculas estudiadas, figura 1, fue asignado usando la

nomenclatura IUPAC, el codigo corresponde a la numeracion para efectos de

identificacion.
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Figura 1. Moléculas tetrahidroquinolinicas.



El protocolo de trabajo implementado para la caracterizacién espectroscopica de

las muestras y el estudio de sus posibles aplicaciones biologicas figura 2.

APLICACION DE
LAS TECNICAS

EVALUACION Y
. UV.Vis ANALISIS
DESARROLLO L ANTIMICROBIANO
EXPERIMENTAL =
\ * RAMAN ) * Antibacterial

Figura 2. Protocolo experimental del proyecto de investigacion.

3.1. PARAMETROS PARA LA CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

Para las muestras tetrahidroquinolinicas en fase liquida, se utilizaron disolventes;
polar aprotico (acetonitrilo) y polar protico (metanol), presentando estos las
mejores condiciones para el analisis de las muestras. Estudios realizados en el
Laboratorio de Quimica Organica y Bioquimica, mostraron que el uso de
disolventes polares apréticos como el acetonitrilo presentaban una buena
alternativa como blanco eficiente [3]. Se prepararon soluciones patron a
temperatura ambiente. Los datos experimentales, pesos y concentraciones se
resumen en el anexo A (Tablal.A). Para los calculos asociados a la preparacion
de las diluciones tetrahidroquinolinicas se tuvo en cuenta el siguiente protocolo; se
prepararon soluciones madre (aprox. 10° [M]); para las curvas de calibracién se

trabajé con 6 disoluciones, con los dos solventes. Todas las pruebas se realizaron
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por duplicado. Para la aplicacion de las técnicas, los pardmetros experimentales

de toma de datos fueron escogidos de acuerdo a la bibliografia [19],[20],[21].

3.1.1. Espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible: Se utilizé el equipo UV-
Vis Shimadzu Spectrophotometer, con el software integrado UVProve-[Spectrum],
en un rango espectral de 200 a 450 nm, intervalo de muestreo de 1.0nm, anchura
de la rendija de 5.0 nm, temperatura ambiente 23°C; la linea base fue fijada

usando los blancos respectivos.

3.1.2. Fluorescencia (PL): Las longitudes de onda de excitacion fueron

determinadas a partir de los espectros UV-Vis.

Los pardmetros experimentales adicionales fueron fijados con base en la revision
bibliografica: anchura de la rendija de excitaciéon y de emisién 2.0 nm, paso 2.0
nm. En el anexo A (Tabla 2.A.) se presentan las concentraciones de las muestras

para los puntos analizados.

3.1.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR): Para el
analisis instrumental con FT-IR se utilizé el equipo NICOLET IS50 FT-IR con el
software integrado OMNIC-Collect Sample. Los espectros se adquirieron en fase
sélida, 4000 a 400 nm, con 32 scan, resolucién 4.0 cm™, apertura 100, velocidad

Optica 0.4747cm/s, ganancia 1.0.
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3.1.4. Espectroscopia RAMAN: Los espectros Raman fueron tomados en fase
sélida, se utilizd el equipo Labram HR Evolution Raman Spectrometer con las
siguientes condiciones de adquisicién: rango espectral 200-1800 cm™ y 1800-3600
cm™, % potencia 100%, tiempo de integracién 20 s, acumulaciones 10 (SC), rejilla
de 600 planos/mm, objetivo 100X.

3.2. PARAMETROS PARA LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL

La actividad antimicrobiana de los derivados tetrahidroquinolinicos fue evaluada
frente a las cepas bacterianas de Escherichia coli_0O157:H7, Staphylococcus
aureus Resistente a la Metilcilina (SARM), y Pseudomona aeruginosa. El ensayo
fue llevado a cabo en colaboracion con el Grupo de Investigacion de Bioquimica y
Microbiologia — UIS. El efecto de los derivados en crecimiento bacteriano fue
estudiado por el método de microdilucion en caldo en el cual se mide la inhibicion
en el crecimiento de cada cepa bacteriana en presencia de cada una de las
quinolinas en un rango de concentraciones de 1-100 uM comparandolas con el

control positivo y control negativo en cada caso [22], [23].

26



4. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

Los espectros de las estructuras tetrahidroquinolinicas mediante las técnicas
espectroscépicas UV-Vis, fluorescencia, FTIR y RAMAN fueron adquiridos en el
Laboratorio de espectroscopia atomica y molecular (LEAM) del parque tecnoldgico

Guatiguara UIS.

4.1.1. Espectros de absorcién UV-Vis: La muestra coédigo 300, figura 3. Se
observa una primera banda en la regién (280-320 nm), se atribuye a las
transiciones electronicas 1T y " de los anillos aromaticos que éstas poseen.
Ademas, se aprecia una segundo banda (230- 280 nm), que se puede asignar a
los electrones n-m* del anillo bencénico, [24]. Las gréficas para determinar el
coeficiente de absorcion molar de las deméas moléculas se presentan en el anexo
B (Fig. 1.B). Estos datos sirvieron de referencia para los parametros

experimentales de la fluorescencia (PL).

Para calcular el coeficiente de absorcion molar se utilizé la ley de Beer-Lambert en
el rango lineal de la absorbancia de las muestras (soluciones diluidas). Las curvas
de calibracién presentaron coeficientes de correlacién elevados, todos alrededor

de 0,98 y 0,99. Las gréficas se presentan en el anexo B (Fig. 2.B) [25].

La tabla 1 presenta los parametros mas relevantes obtenidos a partir de la técnica
UV-Vis: Longitud de onda de maxima absorcién de la segunda banda (Amax);
Coeficiente de absorcion molar (a) y el logaritmo en base 10 del coeficiente de

absorcion molar.
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Figura 3. Espectro de absorcion de la molécula con cédigo 300 en los solventes
acetonitrilo (morado) y metanol (rojo)

Tabla 1. Longitud de onda de maxima absorciéon de la segunda banda (Amax) Y
coeficiente de absorcién molar para cada uno de solventes utilizados.

Muestras A max. a logio | N max. a logqo
Quinolinas Solvente (nm) | Mtcem? (@ [(m)| Mtcm™ | ()
300 305 2360,82 3,37
407 317 3943,74 3,60
420 ACN 347 40414,74 4,61
676 317 3507,98 3,55 | 392 | 9753,01 3,99
679 392 17248,15 4,24
300 301 2971,34 3,47
407 317 2438,37 3,39
420 Metanol 300 13526,21 4,13 | 416 | 39384,12 | 4,60
676 317 3173,71 3,50 [ 393 | 6298,20 3,80
679 392 21034,35 4,32

a= Coeficiente absorcion Molar, A ns= Longitud de onda maxima.
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4.1.2. Espectros de Fluorescencia (PL): Los procesos por los cuales un sistema
molecular pierde energia son dos: radiactivos (emisién de fotones) y no radiactivos
(generacion de calor). Los procesos radiactivos (fluorescencia) se ven favorecidos
por la rigidez estructural y por el contrario, moléculas con facilidad para cambiar su
geometria (al menos parcialmente) o con atomos pesados en su estructura tienen

menos probabilidad de presentar fluorescencia.
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Figura 4. Espectro fluorescencia de la estructura codigo 300.

Teniendo en cuenta lo anterior, las Unicas moléculas que presentan espectro de
emision (fluorescencia) son las moléculas identificadas con los codigos 300 y 420.
La primera emite cuando se diluye en los dos solventes utilizados mientras la
segunda solo lo hace cuando estéa disuelto en ACN. Las figuras 4 y 5 muestran los

espectros de emision de estos compuestos.
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Figura 5. Espectro fluorescencia estructura cédigo 420. Con solvente ACN

Si se realiza un espectro de excitacion, se confirma el rango de longitudes de onda
en el que el sistema puede absorber radiacién (230-280) nm. La figura 6 muestra
los espectros de excitacion y de emision, normalizados, de la molécula con cédigo
300 [26].

A mayor polaridad del solvente menor la energia del estado excitado y se observa
un desplazamiento hacia el rojo del espectro de emision [27].

Los desplazamientos producidos estan relacionados con el grado diferente de
solvatacion de las moléculas en estado excitado, segun la polaridad del solvente
[28].

Las muestras tetrahidroquinolinicas con grupos funcionales no presentaron
emision Segun la literatura una pequefia cantidad de moléculas o iones pueden
actuar como atenuadores de la PL, es decir; aceptores de electrones [26]. Esto

muestra concordancia con los resultados experimentales.
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Figura 6. Espectros de excitacion y fluorescencia de la estructura codigo 300

4.1.3. Espectros FTIR: En el espectro IR se confirma, de manera rapida y
economica la presencia de los diferentes grupos funcionales: NO, en la regién
(1480-1353 cm™) [29], por la sefial tipica en forma de herradura de intensidad
significativa, lo cual demuestra las ventajas y rapidez de la técnica para la

deteccion de grupos funcionales, figura 7.

El espectro IR de la estructura cédigo 300, en fase solida, mostro sefales
asociadas a vibraciones de tension de C-H alifaticos entre 2900 a 2990 cm-1, el
doble aromético del enlace =CH en 3082 cm-1 y la sefial C=C en 1510 a 1456cm-
1, caracteristicos de la huella del anillo aromatico bencénico di sustituido [24].
Las sefiales de vibracion de tension y deformacion de las aminas y amidas
secundarias se detectan en 3386 y 1622 cm-1, 3280 y 1590 cm-1
respectivamente, aunque se observa un corrimiento, debido a las ramificaciones

del grupo metil, aumentando la intensidad de la sefial.
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Figura 7. Espectro IR de la estructura cédigo 679.

El pico en el intervalo de 1339 a 1297 cm™, corresponde a las vibraciones de
tension del enlace C-N, los modos de vibracion de tension del C=0 se identificaron
como picos fuertes en 1690 a 1592 cm™, anexo B (Fig. 3.B) [30].

El espectro IR de la estructura codigo 676, el enlace C-Cl normalmente posee una
frecuencia de grupo Unico, se le asigné un pico en 650 cm™, de acuerdo a la
literatura, anexo B (Fig. 4.B). De igual manera, se confirma la sefial de este

haldégeno, en el espectro de la estructura cédigo 407 del anexo B (Fig. 5.B).

Estos sustituyentes, normalmente, son sencillos de identificar cuando la molécula
contiene un unico halégeno [31]. El espectro de la estructura codigo 420 del anexo
B (Fig. 6.B), muestra sefales particulares a las anteriores estructuras,
correspondientes a las vibraciones de los enlaces C=N en 1643 a 1553 cm™ y
vibraciones de tensién de los enlaces C-O en dos regiones significativas 1265 a
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1186 cm™ y 876 a 776 cm™ [30].

En la tabla 2 se presenta el resumen de la ubicacion de las bandas caracteristicas

de los grupos funcionales para cada una de las moléculas de los espectros IR.

Tabla 2. Bandas caracteristicas de grupos funcionales para cada una de las

moléculas.
Moléculas 300 407 420 676 679
Numerode | Numero |NUmerode| Numerode | NUumero de
Bandas onda de onda onda onda onda
cm? cm? cm? cm? cm?
N-H Amina
secundaria 3386 3386 3386 3353
tension 1622-1590 | 1622-1590 1624-1560 1627-1600
deformacion
=CH 3082 3082 3058 3079 3127
C-H alifatico
tension 2900-2990 3075 2990-2915 2983-2918
C=0 tension | 1690-1592 | 1690-1592 1717-1625 1706-1628
N-H Amida
Secundaria
Tension 3280 3280 3252 3257
Deformacion | 1590-1513 | 1590-1513 1559-1426 1599-1571
C=C tension | 1510-1456 | 1510-1456 | 1521-1464 | 1425-1373 1570-1485
C-N tension | 1339-1297 | 1339-1297 | 1464-1385 | 1337-1220 1351-1267
C-Cl 650
C=N 1643-1563
C-O tension 1265-1186
C-O tensioén 875-776
NO, 1480-1353

4.1.4. Espectros RAMAN: En el espectro de la muestra codigo 676, se observo
una banda a 665 cm-1, asociada al estiramiento simétrico del enlace C-Cl, de la

molécula, figura 8.
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Esta asignacion es consistente cuando se compara con el espectro de la
estructura codigo 407, que presenta la misma banda, ligeramente desplazada en

el pico 645 cm™, ver anexo B (Fig. 7.B) [32].

El espectro de la muestra codigo 300, anexo B (Fig. 8.B), presenta sefiales de
menor intensidad, debido a la rigidez de la molécula se observa el enlace C=C en
el pico de 1609 cm™, la sefial de la aminas secundarias en el pico de 1439 cm™
[32].

La molécula cédigo 420 presento diferencia en el espectro por la presencia del
estiramiento en los enlaces C-O en 771-804 cm™ y 1198- 1233 cm™ ver anexo B
(Fig. 10.B) [34].
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Figura 8. Espectro Raman con la estructura codigo 676

El espectro de la muestra codigo 679, anexo B (Fig. 9.B), se observan similitudes
en los espectros con la estructura codigo 676 teniendo como particularidad dos
bandas en la regién de 1484 — 1440 cm™, que se atribuyen al estiramiento del
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grupo nitro NO,. [33].

En la tabla 3 se presenta el resumen de la ubicacién de las bandas caracteristicas
de los grupos funcionales para cada una de las moléculas de los espectros
RAMAN.

Tabla 3. Bandas caracteristicas de grupos funcionales para cada una de las

moléculas de los espectros RAMAN.

Moléculas 300 407 420 676 679
Corriente | Corriente Corriente Corriente Corriente
Bandas raman raman raman raman raman
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
C-H 1176 1127 1376 1293 1310
CH2 1316 1324 1446 1423 1429
N-H Amina
secundaria 1501 1439 1504 1506
C=C 1690 1604 1613 1610 1609
C-Cl 645 665
C-O 771-804
C-O 1198-1233
Piridina 1014
NO> 1484-1440

4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL

Las cinéticas de crecimiento fueron construidas individualmente para cada una las
bacterias de estudio (P. aeruginosa, E. coli O157:H7, SARM). Las concentraciones

evaluadas en este ensayo estuvieron en un rango de 1 a 100 pM.
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En las graficas obtenidas para la SARM, figura 9, se pueden identificar tres
etapas diferenciadas en el crecimiento bacteriano. La fase de latencia en la que
las células crecen y se preparan para la division celular, esta fase transcurre en
las primeras dos horas. La fase siguiente se conoce como fase logaritmica, y es
aguella en la cual las células se dividen doblando su poblaciéon de modo creciente
y constante, a la tercera hora se observo el crecimiento maximo de la bacteria
seguido del decaimiento para los preparados que contenian las estructuras codigo

300, 407, 676 y 679 a concentraciones superiores de 25 pM.

Se observo una fase estacionaria al cabo de las cinco horas de modo general en
la cual algunas células mueren mientras otras crecen y se dividen, lo cual no
representa un aumento significativo en el nimero de organismo. No se observé la
fase de muerte celular, la cual estd dada por la disminucion del crecimiento y
divisibn mientras la muerte del microorganismo ocurre rapidamente y por tanto una
caida de los valores de porcentaje de crecimiento; de este comportamiento se
puede asegurar que las tetrahidroquinolinas evaluadas ejercen un efecto
bacteriostatico y no bactericida [23]. La presencia de los derivados
tetrahidroquinolinicos frente a las bacterias P. aeruginosa, E. coli O157:H7 no
interrumpiod el crecimiento de las bacterias como se evidencia en el anexo B (Fig.
11.B).

Figura 9. % de crecimiento SARM frente a los derivados tetrahidroquinolinicos.
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A partir de las cinéticas de crecimiento se construyeron las graficas de porcentaje
de inhibicion Vs concentracion de tetrahidroquinolina para cada bacteria

estudiada, figura 10.

De las graficas de porcentaje inhibicion Vs concentracion de quinolinas para las
tres bacterias, se puede inferir que la mayoria de las estructuras
tetrahidroquinolinicas estudiadas presentaron mayor actividad de inhibicion frente
a la bacteria Gram positiva SARM como se evidencia en la figura 10. Sin embargo,
se observa que la actividad que presentan estos sistemas tetrahidroquinolinicos
no aumenta de acuerdo a la concentracion, confirmando la actividad

bacteriostatica.

Figura 10. Inhibicion del crecimiento bacteriano en presencia de los derivados
tetrahidroquinolinicos.
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Se determinaron la CMlsg y CMlgg por interpolacion desde las gréaficas de inhibicion

de la cepa. En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias de los derivados

tetrahidroquinolinicos frente a SARM

Compuestos CMlsq CMlgg
Cadigo 300 4 uM NP
Codigo 407 13,65 UM NP
Cddigo 420 NP NP
Cadigo 676 5 uM NP
Codigo 679 16,71 UM NP

NP: No determinada en el rango evaluado

La CMI fue determinada como la minima concentracion necesaria de agente
antimicrobiano para causar inhibicion en el crecimiento bacteriano. Las CMI
consideradas fueron: CMIlsg y CMlgy que corresponden a la inhibicion de

crecimiento en un 50% y 90% respectivamente.

La molécula cédigo 300 es la estructura base de las tetrahidroquinolinas codigos

407, 676 y 679 las cuales tienen un halégeno adicional, Cl, Cl y NO;
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respectivamente, la presencia de éstos grupos aceptores de electrones en los
agentes antimicrobianos [23], evidentemente, presentan inhibicion mayor del 50%,
con CMIsy para las estructuras codigo 300, 407, 676 y 679 de 4 uM, 13,65 uM, 5
MMy 16,71 pM frente a SARM respectivamente y para ClMgy las
tetrahidroquinolinas estudiadas no presentaron inhibicion en este rango evaluado.
Este comportamiento demuestra afinidad de las tetrahidroquinolinas por la bacteria
Gram positiva en particular. La estructura cédigo 420 no presento inhibicion en los

rangos de CIM evaluadas.

La CIMsy; se encuentra dentro del rango de concentraciones terapéuticas
empleadas actualmente para el tratamiento de infecciones causadas por SARM
[23], [33].
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5. CONCLUSIONES

A partir de los espectros UV-Vis se determinaron los maximos de fluorescencia, y
los coeficientes de extincion molar de las moléculas en estudio. Se observa el
desplazamiento de los maximos del espectro en funcion de la polaridad del
solvente y la reduccion de la intensidad de la sefial espectroscopica, debido a las

interacciones molécula-solvente.

Mediante la técnica IR y RAMAN se confirmaron las estructuras, con las
sustituciones de grupos funcionales de las tetrahidroquinolinas de interés, tales

como los enlaces C-CI, NO..

Se demuestra la capacidad de detectar los grupos halégenos, por medio de las
técnicas espectroscépicas utilizadas y se confirman las ventajas como la
sensibilidad, rapidez en la preparacion y toma de datos, mediante el uso de las

técnicas espectroscopicas.

Para SARM la CMilsg de las estructuras cédigo 300, 407, 676 y 679 fue de 4 pM,
13,65 uM, 5 uM y 16,71uM respectivamente, presentando inhibicidon por encima
del 50% vy las tetrahidroquinolinas estudiadas no presentaron inhibiciéon en el
rango evaluado frente a las bacterias Gram negativas (P. aeruginosa, E. coli
0157:H7).
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6. RECOMENDACIONES

Se aconseja trabajar la caracterizacion, ampliando la linea de los alcoholes.

Se considera conveniente caracterizar las muestras en agua por la buena

respuesta que se obtuvo en la evaluacion bildgica.

Se recomienda realizar la evaluacién antifungicida dado que se evalu6 el

comportamiento antibacterial.
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ANEXOS

Anexo A. Pardmetros para la toma de Espectros

Tabla 1. A. Pesos y concentraciones de las estructuras quinolinicas y sus

diferentes disolventes.

Muestra peso Masa (g) Solvente Concentracion
molecular (10ml) [M]
(g/mol)
300 249.27 2.62E-03 ACN 1.05E-03
2.59E-03 Metanol 1.04E-03
407 280.8 5.66E-03 ACN 2.02E-03
4.57E-03 Metanol 1.63E-03
420 275.31 2.82E-03 ACN 1.02E-03
0.00405 Metanol 1.47E-03
676 238.72 6.00E-04 ACN 2.51E-04
5.50E-04 Metanol 2.30E-04
679 249.27 2.62E-03 ACN 1.05E-03
2.59E-03 Metanol 1.04E-03

Tabla 2. A. Concentraciones para la toma de espectros en Fluorescencia.

Muestra Solvente Longitud de Concentracion [M]
Excitacion (nm)
300 ACN 305 2.25E-06
Metanol 301 2.71E-06
407 ACN 317 4.03E-06
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Metanol 317 3.25E-06
420 ACN 347 2.04E-06
Metanol 416 2.94E-06
676 ACN 392 5.02E-07
Metanol 393 4.60E-07
679 ACN 392 2.10E-06
Metanol 392 2.00E-06

Anexo B. Espectros de la técnica FTIR, RAMAN, UV.Vis. y graficas de los

resultados evaluaciéon antibacterial.

Figura 1.B. Graficas de los coeficientes de extincion molar en funcion de la

longitud de onda para los compuestos de estudio en los diferentes solventes con

Acetonitrilo (ACN) y metanol, codigos 407, 420, 676 y 679 respectivamente.
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Figura 2.B. Curvas de calibracibn con Acetonitrilo (ACN) y metanol

respectivamente.
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Figura 3.B. Espectro IR de la estructura codigo 300 en fase sdlida.

Cc=C
1,
1004 = =5 =CH aromético 1510-1456 (cm )
Vibracidn de tension 3
a 1 3082
901 N-H3386 (cm?) em )
1 Vibracion de tension
80 C-N
70 4 \J 1339-1297 (cm )
© 1
(&) -
= i ] Vibracién de tensién
o= -— &
£ 504 C-H (alifdticos) 2900-2990 (cm ') N-H de deformacién (amida Il)
g 1 1590-1513 {cm )
= 40+ ?
X 1 Vibracién de tensién
30 - HN _— - ,
g €=0 1690-1592 (cm ) N-H de deformacién (amina I1)
204 1622-1590 (cm’)
1 Vibracién de tension
104 e 1
i N N-H (amida) 3280 (cm )
0 L T T L4 T ) T T L T ¥ T ) T L T T T T s T % T Y 1

T T ™ T T g — T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
NGmero de onda (cm™)

51



Figura 4. B. Espectro IR de la estructura codigo 676.
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Figura 5.B. Espectro FT-IR de la estructura codigo 407. Se marcan las sefiales
representativas de los grupos funcionales de la molécula.
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Figura 6.B. Espectro IR estructura codigo 420, Se marcan las sefales
representativas de los grupos funcionales de la molécula.
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Figura 7.B. Espectro Raman de la estructura cédigo 407
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Figura 8.B.
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Figura 10.B. Espectro Raman de la estructura cédigo 420
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Figura 11.B. Crecimiento de las bacterias P. aeruginosa, E. coli O157:H7 en
presencia de los derivados tetrahidroquinolinicos.
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