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SOc cece cece ee eee EDR E ED EEEE DEED EE DEE EEE E LECT ALERTED LEEDS EEA EE EEDA DE EEEED Sefial simple amplia en RMN, 

SOX cece cere ee ere ne nen EEE LEEPER ETHER EEE EEE EEA EEE E EEE TEES Sefial séxtuple en RMN. 

SOC ee ee ee EEE EEE EEE EEE EE EEE DEEL EERE EEE Eee Solubilidad en octane. 

SPeeceeee cece cent etek ete E Ee EE DEED E EEE EDEL DDE E REE EE LEER ES POOH DEEEDEELDD Ege feta AE Eee tee aaaeE Especie taxondémica. 

AS EERE ESSE ESSE ES OOS EEO SES SSTSSOOT OTIS TISEOO TOT OSSTSISEST Solubilidad acuosa. 

Oe ecec cee eee cece nee e eee e cee een Ee AGA ESEE EELS AAA EE EAM EE ESHA EESE ER ER yaa Constante de sustituyentes deHammett. 

De EEE EEE E EEE EE EEE E Gren EEE ete ne Transmitancia, 

Pic ccec eee eee eee nen REE EEE EEE EEL E RESELLER CEERI EEE S LEER SEE E ES EE RIES EEE O REEF E ES Sefal triple en RMN. 

THE. eee e eee ee eect cece eee ee EEE EE EEE DEED EEE E EEE Eee EEE ECOL EE See E DS EE SHEE HE EDD ELSE EGE tr eH Teed Led Tetrahidrofurano. 

TM. eee cee c cece eee en ee eeee nee ea pense ee eeneentneenet nee etes Siglas en inglés de marca registrada, 

TMS. eee c cee ee nee Erne EEE EEE E EEE EOD EE EDEN EEA E DEEP EEDA UDEEE SU Ee eG EeE Hare EEE Tetrametilsiiano. 

TRO eee ee EEE EEE CEES EEE CEE EEE Een EEE EEE Tromboxano 2. 

OV ve cceeccecee eens e ener eee eee bere nee eee ce tesa tere r ees aa beet a eeb ea Peer eee ean ee etre ttre tee Ultravioleta. 

Xo cece eeetee nee eeee ete e ea eee neta nee beet nea een eray Variable independiente en un sistema experimental. 

Koren reeee eee e een dE E EEE DEE EAE EEE EEE AREA EEL EGA ret EET EEE ES Solubilidad (fraccién molar) en octanol. 

Vocecee eet tees eee ee tea tees needa neeeaneeeabereea eres Variable dependiente en un sistema experimental. 

Livvecneceecneecnecaeeea ee eee eee eerneeeenenenenees Variable no controlable en un sistema experimental. 
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LISTA DE ESPECTROS. 

IR (KBr), ACIDO S-(+)-6-METOX|-a.-METIL-2-NAFTALENACETICO. 

EM (IE). ACIDO S-(+)-6-METOXI-c.-METIL-2-NAFTALENACEFICO bee eeeteeaneeeaees 

1H RMN, ACIDO S-(+)-6-METOXI-a-METIL-2-NAFTALENACETICO Pele eneeeeterea 

BC RMN, ACIDO 5-(+)-6-METOX|-c:-METIL-2-NAFTALENACETICO... 

HETCOR. ACIDO S-(+)-6-METOX}-o:-METIL-2-NAFTALENACETICO... 

IR (KBr). ACIDO R-(-)-6-METOX|-cc-METIL-2-NAFTALENACETICO.. 
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RESUMEN. 

En el presente trabajo se describe la aplicaciédn del disefio factorial de 
experimentos para estudiar los efectos del estado de oxidacién, la 

estereoquimica y la esterificacién del naproxeno (Acido $(+)-6-metoxi-a-metil-2- 

naftalenacético) y de tres derivados del mismo sobre la letalidad de Arfemia 

salina y la germinacién de Raphanus sativus L. y Triticum vulgare. 
Se sintetizaron tres pares de enantidmeros, el Sy Rnaproxenato de etilo (6- 

metoxi-a-metil-2-nafialenacetato de etilo), el S y Anaproxol (6-metoxi-B-metil-2- 

naftalenetanal) y el Sy Racetato de naproxilo (acefato de é-metoxi-B-metil-2- 

naftalenetilo}, con el fin de incorporarlos junto con el S y Rnaproxeno en un 

disefo factorial 2*. 

Se encontrd que las actividades de los compuestos en estos sistemas 

bioldgicos depende del estado de oxidacién y la esterificacién, no asi de fa 

estereoquimica. 
Adicionalmente, pudieron estimarse CLs en A. salina, lo que permitid 

establecer relaciones estructura-actividad con pardmetros _ fisicoquimicos 

disponibles de los compuestos. 
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ABSTRACT. 

In this dissertation is described the application of factorial design fo study 
the effects of oxidation state, stereochemistry and esterification of naproxen (S 
(+}-6-methoxy-a-methyl-2-naphtaleneacetic acid} and three derivatives on the 

letality of Arfemia salina and the germination of Raphanus sativus L. and Triticum 
vuigare. 

Three pairs of enantiomers, S and #-ethyl naproxenate (ethyl 6é-methoxy-a- 

methyl-2-naphtaleneacetate}, 5S and fRnaproxol (é-methoxy-B-methyl-2- 

naphtalenethanol} and S and naproxyl acetate (é-methoxy-B-methyl-2- 

naphialenethyl acetate) were synthesized with the aim of incorporating them, 

along with Sand &naproxen into a two-level factorial design. 

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

Aditionally, LCso on A. salina could be estimated, which allowed the 
establishment of structure-activity relationships with available physicochemical 

porameters of the compounds. 
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1. INTRODUCCION. 

Los Acidos arilpropiénicos son compuestos pertenecientes a la familia de 

los Analgésicos Antiinflamatorios No Esteroidales (NSA/Ds, por sus sigias en inglés), 

un grupo relativamente heterogéneo de sustancias que han sido comunmente 

usadas en el tratamiento de enfermedades inflamatorias de curso crénico, como 

lo son la artritis reumatoidea, la espondilitis anquilosante y la osteoartritis 

(Goodman, LS., y Gilman, A. 1970). El primer compuesto de este grupo 

reconocido por sus propiedades terapéuticas es el dcido salicilico, compuesto de 

origen natural encontrado en la corteza del sauce (Salix alba}. A él han seguido 

moléculas come la aspirina, el acetaminofen, el naproxeno y el iouprofeno (figura 

1.1}, Estos dos Ultimes contienen en si la estructura de Acido arilpropionico, y 

poseen la ventaja de ser muy potentes, aunque, como la aspirina, provocan 

lesiones en el tracto gastrointestinal que pueden variar desde irritaciones ligeras 

hasta Ulceras gdstricas, ademds de alterar la funcién plaquetaria y 

consecuentemente el tiempo de sangrado y coagulacién, entre otros efectos 

secundarios (Adarns, R.G., 1969; Cavallini, L. y Lucchetti, G., 1975). 

OH 

0. OH 
oO | 

oN we 

° H “ 

ASPIRINA ACETAMINOFEN 

   
NAPROXENO IBUPROFENO 

FIGURA 1.1 ALGUNOS EJEMPLOS DE NSAIDs. 

El mecanismo de accién en que se basa la actividad terapéutica de los 

NSAIDs consiste en bloquear el metabolismo de el dcido araquidénico mediante 

la inhibicidn de la enzima Ciclooxigenasa (E.C. 1.14.99.1, también conocida como 

Prostaglandina Sintetasa}, deteniendo de esta manera la produccién de 

prostagiandinas, sustancias endégenas que iniervienen en procesos piréticos, 

inflamatorios y de dolor (Lecomte, M., 1994). Otros posibles mecanismos incluyen 

modulacién funcional de las céluias T, inhibicidn de la quimiotaxis de las células 

inflamatorias, estabilizacién de membranas lisosomales y disminucién de la
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liberacién de los radicales superdéxido (Rabasseda, X., Mealy, N., y Castafier, J., 

1995). 
Tanto el naproxeno como el ibuprofeno son de naturaleza quiral, siendo el 

enantibmero S el antipodo farmacolégicamente activo. Actualmente sdlo se 

tiene disponibilidad comercial del naproxeno como farmaco quiral, ya que el 

ibuprofeno se expende como mezcla racémica. Ademas, existen evidencias de 

la hepatotoxicidad del enantiémero # del naproxeno y el ibuprofeno (Caron, G., 

1994). 
Los efectos secundarios gastrointestinales de los NSAIDs se deben 

mayormente a la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas, especialmente la 

PGE2 y PGlz, que entre otras funciones inducen ala secrecion de moco protector 

en el estémago. Por otro lado, la inhibicién del TX2 ocasiona el aumento en la 

duracién del sangrado, que puede derivar en anemia. 

Una estrategia utilizada para disminuir e incluso abatir estas reacciones 

secundarias adversas ha sido el uso de profarmacos, sustancias donde se 

pretende optimizar las propiedades farmacéuticas y fisicoquimicas de los 

principios activos originales. por medio de fa generacién de moléculas con 

caracteristicas modificadas, que a través de reacciones que sufran dentro del 

organismo generen a la molécula original. Los profdrmacos se dividen en dos 

grandes grupos, que son los derivados bioreversibles y los bioprecursores. Se han 

propuesto en referencias anteriores algunos ésteres y andlogos del estado de 

oxidacién del naproxeno como profarmacos del mismo (Kasting, G.B., 1992). 

Para que el disefio de los profarmacos sea valido como una estrategia 

para modificar ciertas propiedades indeseables de la molécula original, éste 

debe contempiar rutas sintéticas sencillas y econémicas, debe existir en las 

moléculas algun grupo funcional susceptible a sufrir reacciones de reduccion, 

oxidaci6n, o hidrélisis. Una consideracién adicional seria el que estos profdérmacos 

no presenten actividad intrinseca diferente de la de el compuesto original, y por 

lo tanto no posean una probable toxicidad. 

Asi, resulta conveniente realizar una evaluacién preliminar de actividad y/o 

toxicidad en modelos alternativos al uso de animales, de manera que se puedan 

generar datos que permitan estabiecer una relacion estructura-actividad 

cuantitativa (QSAR) de los compuestos. La informacion derivada de estos estudios 

sera Util para proponer el disefio de nuevos profarmacos con mejores 

caracteristicas de solubilidad y menores efectos téxicos.
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2. ANTECEDENTES. 

2.1 LA REACCION INFLAMATORIA. 

El fenédmeno de inflamacién representa la resouesta normal al dafo tisular. 

Este dano puede ser originado por lesiones de traumatismo mecdnico, radiacién, 
lesibn quimica, infecciones, y, finalmente, lesiones de tipo antigeno-anticuerpo, 
que constituyen el factor causal mds importante de procesos de tipo crénico. Las 
reacciones inflamatorias se dividen en dos tipos principales: agudas y crénicas; sin 
embargo, ambas dependen de respuestas celulares y humorales reguladas, entre 

las cuales se encuentran la accién de los leucocitos polimorfonucleares y 

linfocitos, y la produccién de proteinas (inmunoglobulinas), eicosancides, 

interleucinas y citocinas. 

Los signos cldsicos de una reaccidn inflamatoria aguda son ca/or, rubor, 
dolor, tumory pérdida de la funcidn. Inmediatamente después de la lesidn inicial 
recibida por el tejido aparece una vasodilatacién local, con incremento de riego 

sanguineo, que ocasiona enrojecimiento (7ubor, y aumento de la temperatura 

(calor. Los mediadores de fa dilatacién incluyen la histamina, las cininas y las 
prostaglandinas. El incremento de !a presién capilar provocado por la 

vasodilatacién incrementa el paso de liquido desde el plasma hacia los tejidos 

{turnon. El doler puede depender de estimulacién de terminaciones nerviosas 

sensitivas por sustancias como histamina, serotonina, cininas, etc., y empeora con 

el movimiento de la regién inflamada siendo la causa principal de la pérdida de 

la funcién. La presencia de prostaglandinas disminuye el umbral de las 
terminaciones sensoriales para las sustancias dolorigenas (Bowman, W., y Rand, 
M.J., 1985). 

Cuando el estimulo inicial de una reaccién inflamatoria no se elimina, 

entonces el proceso se convierte en cronico. Este estado se ve en transtornos 

como fa silicosis, la tuberculosis y las enfermedades de tipo autoinmune como son 

la artritis reumatoidea y la fiebre reumGtica. 

Entre las sustancias mediadoras de la inflamacién, la funciédn de las 

prostaglandinas es de importancia en este contexto, y se tratard a continuacién. 

Las prostaglandinas, al igual que los leucotrienos y los iromboxanos, pertenecen 

al grupo de los eucosanoides, y se sintetizan en los tejidos a partir de acidos 

insaturados de cadena larga liberados por accién de enzimas lisosémicas, en 

particular la fosfolipasa A. En la figura 2.1 se muestran las principales etapas de la 

conversion del dcido araquidénico (5, 8, 11, 14-eicosatetraenoico) a PGEzy PGFa,, 

donde los pasos A, B y C estdn catalizados por la enzima Ciclooxigenasa 

(E.C.1.14.99.1, también conocida como Prostaglandina Sintetasa).
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HO on HO oH 
PGE2 

A: Pérdida de hidrogeno en C-13 
B: Formacion del peroxiacido. 

C: Formacién de endoperéxido. Fijacién de oxigeno en C-15. 

FIGURA 2.1 BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS. 

2.2 LOS FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES (NSAIDs). 

El papel de las prostaglandinas en fos procesos inflamatorios ha adquirido 

considerable importancia a partir del descubrimiento de que ciertos farmacos 

utilizados como antiinflamatorios inhiben su sintesis (Vane, J.R., 1971). Antes de 

ésto, se habia identificado PGE2 en el exudado de inflamaciones provocadas por 

carragenina en ratas, y una mezcla de prostagic cinas E1, Ez, Fi, y Fz, en zonas de 

eczema alérgica en el hombre (Bowman, W.C., y and, M.J., 1985}. 
Estos farmacos, conocidos como antiinflamatorios no esteroidales (NSA/Ds, 

por sus siglas en inglés) bloquean el metabolismo del dcido araquidénico 
mediante la inhibicidn de la enzima Ciclooxigenasa {E.C.1.14.99.1}. Otros 

mecanismos posibles de accién de estos agentes incluyen modulacién de la 

funcién de las células T,  inhibicidn de ja quimiotaxis, estabilizacién de las 
membranas liposomales y disminucién de Ia liberacién de radicales superdxidos, 

4
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© bien eliminacién de tos mismos en el sitio de la inflamacién (Galllin, J. 

Goldstein, y ILM, Synderman, R., 1988; Abramson, S., 1985; Parke, A.L., loannides, C., 
Lewis, D.F.V., y Parke, D.V., 1991). 

Enire los NSAIDs se encuentra una gran diversidad de compuestos, de los 

cuales el prototipo es el dcido acetilsalicilico, los derivados del Gcido antranilico 
(como el alclofenaco}, la familia de las pirazolonas (como la dipirona) y la familia 

de tos acidos ariloropidnicos (como el ibuprofeno y el naproxeno}, siendo estos 

Ultimos farmacos quirales cuyo enantidmero Ses la especie farmacoldgicamente 

activa, existiendo evidencia de la hepatotexicidad de los is6meros & (Caron, G., 

Tseng, G.W., y Kazlauskas, R.J., 1994}. (figura 2.2). 

Oy COOH CHy 6 
COH oO 9 I 

otlon, p—o Sona? 
HC N | 

hee Cl HN CH, 

Aspirina Alctofenaco Diplrona 

O 
Sc-0u 

CHs CHs 
oO 

CO OH 
HC CH; HaCO 

Ibuprofeno Naproxeno 

FIGURA 2.2 ALGUNOS FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES. 

Estos farmacos, sin embargo, provocan una serie de efectos secundarios, 

entre jos que se encuentran lesiones gastrointestinales (Rainsford, K.D., y 

Whitehouse, M.W., 1976}, nefrotoxicidad (Shelley, J. H., 1978), hepatotoxicidad 
(Zimmerman, H.J., 1978) y reacciones ailérgicas; estos efectos estan relacionados 

directamente con el mecanismo de accidén de los NSAIDs, ya que todos los 

compuestos de este tipo disponibles a la fecha inhiben tanto la COXx-] 

(ciclooxigenasa constitutiva de los tejidos, asociada con las funciones normaies 

protectoras de las prostagiandinas} como la COX-2 [isozima asociada con los 

procesos inflamatorios patolégicos} (Griswoid, D.E. y Adams, J.L., 1996; Kurumbail, 
R.G., Stevens A.M., Gierse, J.K.. McDonald, J.J., Stegeman, R.A., Pak, JY, 

Gildehaus, D., Miyashiro, J.M., Penning, T.D., Seibert, K., lsakson, P.C. y StallingsW.C., 

1996; Needleman, P., e Isakson, P.C., 1998}. Un agravante lo constituye ei hecho 

de que estos farmacos son usados con gran frecuencia, en aigunas ocasiones en 

forma crénica, y de que muchos de ellos se expenden sin necesidad de receta 

médica, aumentdndose el riesgo de intoxicacién, ya sea por sobredosificacién o
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por interaccién con otros faérmacos. Asi, se ha prohibido la prescripcién de mds 

de un NSAID en combinacién (Rubin A., 1973: PLM, 1996}, 0 acompafiados de 
antidcidos, anticoagulantes de la familia de las cumarinas, de metotrexato o de 
ciclosporina, por mencionar algunos ejemplos (Stockley, |., 1981; Miles, S.M., 1996). 

2.3 ESTRATEGIAS PARA DISMINUIR EFECTOS ADVERSOS DE LOS NSAIDs. 

Una manera de disminuir estas reacciones secundarias adversas ha sido el 
uso de profarmacos, sustancias donde se enmascara algUn grupo funcional, en 
este caso el carboxilo de los derivados del Gcido arlloropidnico. La mayorfa de los 
investigacdores coinciden en que estas reacciones son el resultado de dos 

mecanismos: El contacto directo de los tejidos (mayormente gastrointestinates} 

con el grupo carboxilico, y la inhibicién, ya sea local o sistémica, de Ia sintesis de 
prostaglandinas. Entre los profarmacos se encuentran los llamados Derivados 
Bioreversibles, como podrian ser ésteres o amidas de los correspondientes dcidos, 
que al llegar al organismo son biotransformados a las moléculas originales por la 
accién de esterasas piasmdticas y tisulares {Bundgaard, H., y Nielsen, N.M., 1989: 
Shanbag, V.R., Crider, A.M., Gokhale, R., Harpalani, A., y Dick, R.M., 1992}. 

Otro tipo de profaérmacos se denominan B/oprecursores. Entre éstos se 
cuentan los andlogos del estado de oxidacidén, teniendo como ejemplo a los 

correspondientes alcoholes y aldehidos de los Gcidos arilpropidnicos, los cuales, 

por medio de las correspondientes reacciones metabdlicas, en este caso, de 

oxidacion, son susceptibles de transformarse en las moléculas terapéuticamente 
activas (figura 2.3). 

FIGURA 2.3 BIOTRANSFORMACION DE ANALOGOS 
DEL ESTADO DE OXIDACION. 

Particularmente, estos bioprecursores al igual que algunos derivados 

bioreversibles han sido propuestos como profarmacos del naproxeno y el 

iouprofeno de aplicacidén topica {Kasting, G.B., Smith, R.L.. y Anderson, B.D., 1992}, 
y como profdrmacos orales con menor toxicidad gastrointestinal (Shanbag, V.R., 

ef af, 1992; Wallace, J.L.. Reuter, B., Cicala, C., McKnight, W., Grisham, M.B., y 
Cirino, G., 1994). En la tabla 2.4 se muestran algunos de estos compuestos, que 
han sido utilizados en bioensayos de penetracion en piel de caddveres humanos.
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TABLA 2.4 ALGUNOS PROFARMACOS TOPICOS DEL 
- NAPROXENO. 

  

  

  

Esteres 

COO-Etilo 
COO-Isopropilo 

COO-n-Hexilo 

  

Analogos del Estado de Oxidacién 

CH,QH 
CHO 

  

Esteres Reversos 

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

La estrategia seguida por estos investigadores fue la siguiente: La 
preparacién de derivados bioreversibles con liposolubilidad maximizada y un 
minimo incremento en el tamano molecular, a través de la conversién de grupos 
funcionales polares a formas menos polares, o bien a través de la adicién de 

cadenas flexibles que transformaran la cristalinidad de los farmacos originales. 
Ademas de esta referencia, la actividad de los compuestos anteriores ha sido 

escasamente reporiada. 

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

Un prerequisito reglamentario para la aceptacién clinica de nuevos 

farmacos y sus derivados es un ensayo exhaustivo de su actividad y toxicidad. El 
estudio de actividad farmacoldégica y toxicoldgica en condiciones controladas 

en humanos es costoso y puede poner en riesgo las salud de los voluntarios, por lo 

que generalmente se recurre a modelos con especies animales (Botting, J.H. y 

Morrison, A.R., 1997}. Los ensayos de toxicidad en especies de mamiferos no sdélo 

estan restringidos por el costo, la complejidad y duracién de los mismos, sino 

también por el hecho de que se requieren grandes nUmeros de animales, lo cual 

ha sido muy cuestionado por organismos ecologistas y proteccionistas 

internacionales (Rowan, A.N., 1997; Barnard, N.O., y Kaufman, SR., 1997). 

Los ensayos in vitro con cultivos celulares son mds rdpidos y reproducibes 

que los ensayos in vivo, pero aun asi presentan varias desventajas, entre las que 

7
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se encuentran una cantidad limitada de fuentes celulares, una tendencia de las 

células cultivadas a perder su diferenciacién, y por lo tanto una aplicabilidad 

limitada de células indiferenciadas, ademds de que fos cultivos celulares no son 

adecuados para estudiar efectos a largo plazo. 

Los bioensayos de toxicidad preliminar con microorganismos, pequefios 

crustaceos (como Artemia salina) y especies vegetales resultan, pues, una 

alternativa factible desde el punto de vista econdmico, ético y practice. 

2.4.1 ESTUDIOS CON ESPECIES VEGETALES. LAS AUXINAS. 

Los estudios con especies vegetales ofrecen un bajo costo, condiciones de 

regulacién poco demandantes, un alto grado de reproducibilidad enire 

bioensayos y una mayor aceptacién ética y sociopolitica. Los bioensayos de 

germinacién de semillas, particularmente, permiten una evaluacién rapida de los 

efectos de agentes farmacéuticos o téxicos sobre el desarrollo de la planta. 

Varias especies vegetales, entre ellas el berro (Lepiaium sativum), el rabano 

(Raphanus sativus), la lechuga (Lactuca sativa) y el maiz (Zea mays), han sido 

usades para evaluar los efectos toxicolégicos de anestésicos y barbituratos 

{Lowe, K.C., Davey, M.R., Power, J.B., y Clothier. R.H., 1995), siendo los compuestos 

mas liposolubles los que demosiraron mayor actividad en el caso de los 

barbituratos (Kordan, H.K., 1984; Kordan, H.K, 1988; Kordan, H.K., y Rengel, Z., 1988). 

Los vegetales resoonden a una variedad de estimulos externos utilizando 

hormonas como controladores en sus sistemas estimulo-resouesta. Cuando una 

semilla germina, el fallo en crecimiento {falluelo} se dirige hacia arriba en busca 

dé luz (fototropismo positivo), y la raiz en crecimiento {radicula) se mueve en 

direccién contraria, lejos de la luz {geotropismo positivo). Los controladores son 

ciertas hormonas sintetizadas en la punta de los talluelos (coleoptilos), 
denominadas auxinas, que se difunden hacia la parte no iluminada (radicula), 

causando elongacidn de las células y, por lo tanto, un crecimiento vertical de la 

planta. 

En fa actualidad, se reconocen cuatro tipos generales de hormonas de las 

plantas: Las auxinas, las giberelinas, las citocininas y los inhibidores. 
Auxina es un término genérico que se aplica la grupo de compuestos 

caracterizados por su capacidad para inducir la extensién de las células de los 

brotes. Por lo general, estos compuestos son dcidos con un nucleo ciclico 

insaturado. La auxina mds importante es el dcido B-indolacético (IAA), que se 

forma a partir del triptéfano o de la degradacién de glucdsidos. 
Las antiauxinas son compuestos que inhiben la accién de las auxinas, 

compitiendo con ellas por sus receptores. Algunos compuestos, dependiendo de 

ias circunstancias, pueden actuar a la vez como auxinas o como antiauxinas, 

siendo la concentracién un factor importante en su accidn: Altas 

concentraciones de aigunas auxinas, por ejemplo, inhidben el crecimiento, 

produciendo deformaciones en hojas, tallos y flores. Estos compuestos pueden ser 

tanto de origen natural o sintético. Aigunos de ellos son usados como herbicidas 

selectivos (por ejemplo, para interrumpir el crecimiento de plantas dicotiledéneas 
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en campos que contengan cereales u otras especies monocotiledéneas}, en ef 

desarrollo de frutos, defoliacién, etc. (Weaver, R.J., 1996). 

En la figura 2.5 se muestran algunos ejemplos de auxinas, tanto de origen 
natural como sintético. Poco después de demostrarse que el IAA era la auxina 

mas abundante en las plantas superiores, Zimmerman y sus colaboradores 

{Zimmerman, P.W., 1942; Zimmerman, P.W. y Hitchcock, A.E., 1942; Zimmerman, 
P.W., Hitchcock, A.E., y Wilcoxon, F., 1936) investigaron varios nuevos compuestos 
sintéticos, entre ellos el Acido a-naftilacético, NAA. Es de relevancia hacer notar 

que éste y otras estructuras poseen nucleos naffalénicos y resultan muy similares 

al naproxeno. 

C iw 00 

A 

Acldog_Indolacético (IAA) 

yy OCH,COOH 

Za 

Acidog-Naftoxlacética 
(BNOA) 

G oy 

Acidop-Naftilacético Aldo enynooee 

OCH;COCH 

O 
Acido Fenoxlacética 

(PO, 
4 

Acido Fenilacético A) 

OCH E00 COCH 
a 5 

wh os 
i H CH, 

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético Acido Benzotiazol- Acido 2,3,6- 
(2,4-D) 2-oxlacético (BOA) Trimetitbenzcico 

FIGURA 2.5 ESTRUCTURAS DE ALGUNAS AUXINAS. 

El mecanismo de accién de las auxinas sobre ia expansidn celular se 

desconoce hasta la fecha. Una de las teorias mds satisfactorias es la de que las 

auxinas incrementan la plasticidad de las paredes celulares (Heyn, A.N.J., 1931). 

Cuando se incrementa Ia flexibilidad de las paredes, disminuye la presién de ésta 

alrededor de la célula y la presidn de turgencia causada por fas fuerzas 

osmodticas en la savia vacuolar hace que e! agua entre a Ias células, provocando 
su expansién. La plasticidad es una deformacidn irreversible de las paredes 

provecada probablemente por fa ruptura de enlaces cruzados entre ias 

microfibrillas de celulosa de las paredes celulares. 

Existe ademas evidencia de que las auxinas, al igual que otras hormonas, 

influyen sobre ta sintesis de proteinas, y sobre la accién de ciertas enzimas. 

Thimann (1969) sugirid que las auxinas pueden funcionar mediante la activacién 

de un tipo mensajero de RNA, que provoca la sintesis de enzimas especificas. 

Dichas enzimas generan la insercién de nuevos materiales en las paredes 

celulares, lo cual da por resultado su expansidén. 

Las auxinas poseen acciones diferentes a la promocion de! crecimiento; se 

sabe que jvegan roles importantes en la divisidn y diferenciacién celular, en el 

desarroilo de los frutos, en la formacién de raices nuevas después del corte de la 
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planta, y en la caida de las hojas (absicién}. En condiciones experimentales, las 

auxinas tienden a inhibir el progreso del envejecimiento de vegetates, 

probablemente debido a su efecto estimulante sobre la sintesis de proteinas. 
Adicionalmente, existe el antecedente de que algunos compuestos 

pertenecientes a los dcidos arilpropidnicos han demostrado tener actividad sobre 

la germinacién de numerosas especies vegeiales, al actuar como auxinas 

(Lehman, P.A., Rodrigues de Miranda, J.F., y Ariéns, E.J., 1976). Ha sido 

demostrado, ademds, que existe selectividad en la respuesta de las plantas 

hacia las dos formas estereoisoméricas de los mismos (Smith, M.S., Wain, R.L. y 
Wightman, F., 1952; Jénsson, A., 1961; Aberg, B., 1961). 

Por otro lado, la actividad del naproxeno y sus derivados bioreversibles asi 

como sus posibles bioprecursores en plantas no ha sido reportadeo con 

anterioridad. De esta manera, ta inhibicién de germinacién de semillas pudiera 
representar un modelo de bioensayo con el cual se pueden probar de una 

manera rdpida y eficiente numerosos compuestos de ta familia de los Gcidos 

ariipropidnicos con el objeto de evaluar preliminarmente su actividad 

farmacoldégica y toxicolégica. 

2.4.2 ESTUDIOS CON Arfemia salina. 

Por otro lado, una de las resouestas bioldgicas mds simples de observar es 

la letalidad. Como ésta es una respuesta en escala discreta, su tratamiento 

estadistico es sencillo (Lien, E.J., 1987). Por lo tanto, un método general de 
monitoreo de toxicidad que no requiera de mucha especializacién es esencial en 

el estudio de compuestos potenciaimente activos. Una especie animal que ha 

sido usada para este propdsito es Arfemia salina que es un crustaceo halofilico 

perteneciente a la subclase Branchiopoda. 

Este crustaceo se encuentra en todo el mundo en aguas marinas con un 

amplio rango de salinidad (10-220 g/L}, y sus huevecillos deshidratados se 

conservan por largos periodos, lo que lo hace un animal facil de cultivar y 
estudiar. Los bioensayos de toxicidad se realizan en todas las etapas de 

crecimiento de la artemia, pero para estudios de concentraciones letales (DLs. 6 

Clso}, generalmente se utiliza la larva de estadio ll, que se obtiene sumergiendo 
los huevecillos en agua salada por aproximadamente 48 horas. Estas larvas tienen 

un color rojizo debido a las reservas de yema, que persiste por 72 horas mds, lo 

que indica que pueden sobrevivir por este tiempo sin necesidad de alimento 

(Sam, T.W., 1993). Todas estas ventajas hacen de !a prueba con artemia un 

bioensayo con animales no mamiferos, simple y efectivo. 

El bioensayo con Artemia salina ha demostrado ser un método 

conveniente para evaivuar actividad de extractos vegetales y toxinas (Meyer, B.N.. 

Ferrign, N.R., Putnam, J.E., Jacobsen, L.B. Nichols, D.E., y McLaughlin, J.L., 1982), 

anestésicos [Robinson, A.B., Manly K.F, Anthony M.P., Catchpool, J.F. y Pauling, L., 

1965}, y morfinanos {Richier, J., y Goldstein, A., 1970). Se ha evaluaco su potencial 

predictivo para toxicidad aguda en humanos (Calleja, M. y Persoone, G., 1992; 

Calleja, M., Persoone, G. y Geladi, P., 1993}, se ha comparado con bioensayos en 
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células animales (Lewan, L., Andersson, M., y Morales-Gomez, P., 1992) y se ha 

tratado de incluir en un modelo de comparacién con propiedades fisicas de los 

compuestos estudiados (Calleja, M., Geladi, P., y Persoone, G.,1994). El método de 

cultivo de este crustaceo es ademas facil, rapido, confiable y poco costoso, por 

to que constituye una alternativa idénea para evaluacién de actividad y 

toxicidad de una gran diversidad de compuestos. 

2.5 LOS ESTUDIOS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD EN LA EVALUACION 

FARMACOLOGICA DE DERIVADOS DEL NAPROXENO. 

Los compuestos organicos que comparten caracteristicas estructurales o 

funcionales muy probablemente exhiben efectos biolégicos similares. Desde los 

afos 60's a la fecha los cientificos han tratado de expresar cuantitativamente la 

relacién entre la estructura quimica y la actividad biolégica con el propésito de 

llevar a cabo el disefio de nuevos farmacos de manera racional, en muchos 

casos con gran éxito. 

Los estudios cuantitativos de relacién estructura actividad (QSAR, por sus 

siglas en inglés} han demostrado tener utilidad en la prediccién de actividades 

farmacolégicas, con una reduccién en el costo y esfuerzo que implica el disefio y 

la sintesis de farmacos nuevos. Por otro lado, estos estudios han sido usados para 

propésitos regulatorios, como una parte importante del andlisis de evaluacion de 

riesgo (Nendza, m., Volmer, J., y Klein, W., 1990; Coccini, T., Giannoni, L, Karcher, 

W., Manzo, L., y Roi, R., 1992}. Adicionalmente, se han logrado utilizar datos 

bioldgicos derivados de bioensayos in vitro para estimar DLso's por medio de 

prodedimientos QSAR sin necesidad de efectuar estudios en animales (Phillips, 

J.C., Gibson, W.B., Yam, J., Andrew, C.L., y Hard, G.C., 1990). 

Los modelos cuantitativos cldsicos para estudiar la relacién estructura- 

actividad pueden clasificarse en dos categorias: La primera incluye modelos 

matematicos en los cuales la actividad bioldgica observada se expresa en 

funcién de algunos pardmetros asignados a cada sustituyente o grupo de ia 

moilécula: los valores de estos pardmetros se obtienen generaimente por medio 

de un modelo de regresidn lineal multiple en el cual se ajustan las actividades 

observadas experimentalmente. La segunda categoria incluye a los modelos que 

atribuyen la actividad bioldgica a las contribuciones de varios pardmetros 

fisicoquimicos de las moléculas, en los cuales las constantes también son 

obtenidas por medio de amndlisis de regresion de las moléculas probadas 

bioldgicamente. 
Ejemplos del primer método se pueden enconirar en los trabajos de Free y 

Wilson (1964). El segundo método es mejor conocido como el modelo de 

sustituyentes de Hansch (Hansch, C., y Fujita, T1964), o método de p-o~n , cuya 

ecuacién general se muestra a continuacién: 

log 1/Cx = -an? + ba t+ pa +c 
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En donde x es la constante que define la diferencia de logaritmos det 

coeficiente de particién de la molécula derivada y el logaritmo del coeficiente 
de particién de la molécula prototipo, o es la constante de Hammett, que 
representa los efectos electrénicos de sustituyentes, y a, b, p y c son constantes 
estimadas por medio del andlisis de regresién. 

A pesar de que hoy en dia no es frecuente encontrar trabajos que utilicen 

el método cldsico de Hansch para andlisis de relaciones estructura-actividad, 

existen varios ejemplos recientes en los que los procedimientos convencionales 

de QSAR han demostrado ser piedras angulares en el desarrollo de nuevos 

compuestos bioactivos, entre ellos el de agentes contra la migrana (Hara, H., 

Morita, T., Sukamoto, T. y Culter, F.M., 1995), fungicidas azélicos (Chuman, H., Ito, 
A. Saishoj, T. y Kumazawa, S., 1995), y especialmente cormpuestos 

antiinflamatorios no esteroidales (Kuchar, M., Maturova, E., Brunova, B., Grimova, 

J., Tomkova, H. y Holubek, K.J., 1988}, que actualmente se encuentran en fase 

clinica fll o en el comercio (Fujita, T., 1996). 

De esta manera, la formulacién de ecuaciones de correlacién con base 
en bioensayos en plantas y A. salina para posibles profarmacos del naproxeno 

constituye una estrategia simple y directa, ya que usuaimente estas ecuaciones 

incluyen solamente un término para la constante de particién y algun otro 
parametro facilmente disponible o determinable por métodos experimentales o 
matematicos. 

2.6 LA UTIUDAD DEL DISENO DE EXPERIMENTOS EN LOS ESTUDIOS DE 
ACTIVIDAD Y TOXICIDAD DE COMPUESTOS ORGANICOS. 

La experimentacién es un método cientifico de investigacién que consiste 
en hacer operaciones y prdcticas destinadas a demostrar, comprobar o 

descubrir fendmenos o principios bdsicos, mediante procedimientos objetivos, 

adecuados y precisos. El planeamiento cuidadoso de los experimentos puede 
dar la informacién apropiada para ei andlisis cuantitativo de los factores que 

afectan una respuesta. Un experimento disefhado es una prueba o serie de 

pruebas en las cuales se inducen cambios en las variables de entrada de un 

sistema de manera que sea posible identificar las causas de los cambios en Ia 

respuesta de salida (figura 2.6). Algunas variables de entrada x pueden ser 

controlables, de manera que Ia respuesta y pueda ser correlacionable. Entre tos 

objetivos de un experimento pueden incluirse: La determinacion de las variables x 

que tienen mayor influencia en la respuesta y, del mejor valor de las x que 

influyen en y de modo que ésta ulfima tenga un valor cercano al valor nominal 

Geseado, o bien tenga menor variabilidad. 

Para que un experimento se realice en la forma mds eficiente, es necesario 

emplear métedos cientificos en su planeacién. El alsefio estadistico de 
experimentos es el proceso de planear un experimento para obtener datos 

apropiados, que pueden ser analizados mediante métodos estadisticos, con el 

objeto de producir conclusiones vdlidas y objetivas (Montgomery, D.C., 1991). Asi, 
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puede plantearse un disefio que involucre a uno © varios fattores x en diferentes 

niveles de variacién de los mismos. 

Variables 

  

Controlables 

HA XZ XG... 

¥ 
Entradas Salida 
——_--» | PROCESO | —_—» y 

A     
  

| 
24 22 23... 

Variables 
Incontrolabies 

FIGURA 2.6 UN SISTEMA EXPERIMENTAL. 

Desde este punto de vista, el disefio de experimentos constituye una 

herramienta extremadamente Util en el desarrollo de bioensayos de actividad o 

toxicidad de compuestos potencialmenie bicactivos, ya que proporciona 

condiciones controladas, en las que pueden variarse deliberadamente los 

factores involucrades en el experimento. Particularmente, en el caso de los 

estudios QSAR esta metodologia es invaiuable puesto que proporciona una vision 

conjunta y general de las variaciones estructurales de las moléculas involucradas 

en el estudio particular (Lien, E.J., 1987; Hansch, C., 1990). 

La metodologia estadistica es el Unico enfoque objetivo para analizar un 

problema que involucre datos sujetos a efrores experimentales. Existen entonces 

<$ aspectos en un problema experimental: El disefo del experimento y el andllisis 

estadistico de fos datos. 
Un procedimiento matemdtico usado frecuentemente para analizar los 

datos experimentales obtenidos lo constituye el andlisis estadistico de varianza. 

Para un experimento que involucra un sdlo factor, este procedimiento utiliza una 

prueba de hipdtesis en la cual se asume que no existe diferencia entre los 

promedios de los tratamientos, lo que ayuda a determinar si el factor tiene un 

efecto estadisticamente significativo sobre la variable de respuesta. Para disenos 

experimentales que involucran mds de un factor, se puede realizar una prueba 

de significacién para los factores individuales asi como para los efectos de 

interaccién de los mismos. Los disehos multifactoriales son entonces mds eficientes 

en la experimentacion, ya que se investigan todas las posibles combinaciones de 

los niveles de los factores en cada ensayo completo o réplica del experimento. 

Al efecto de cada uno de los factores seleccionados se le denomina 

efecto principal. En algunos experimentos puede encontrarse que la diferencia 

en la respuesta entre los niveles de un factor no es la misma en todos !os niveles 

de los otros factores; es decir, la variable de respuesta encontrada para un factor 

depende del nivel en que se encontraba otro factor. A ésto se le conoce como 

efecto de interaccién. La ventaja de usar experimentos multifactoriales en 

bioensayos de actividad biolégica estriba entonces en la deteccién de las 

interacciones entre los factores, misma que por los procedimientos 
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convencionales de andlisis no se puede realizar, dando lugar probablemente a 

conclusiones enganosas. 

El diseho de experimentos se fundamenta ademds en el método 
estadistico de minimos cuadrados, con el cual se puede construir un modelo 

probabilistico en el cual se pueda describir la relacién entre las variables 

independientes y la variable dependiente o de respuesta del experimento. En 

este modelo se indica ademéis si la relacién entre variables es lineal o curvilinea 

(cuadrdatica, etc.) 

Las directrices para llevar a cabo un experimento disefado son: 

Comprensién y planieamiento del problema. 

Eleccién de factores y niveles. 

Seleccién de la variable de respuesta. 
Eleccién del disefo experimental. 
Realizacién del experimento. 

Andlisis de datos. 
Conclusiones y recomendaciones. N

&
A
O
R
W
O
N
>
 

Durante todo este proceso es necesario tener presente que la 

experimentacién es parte importante del proceso de aprendizaje, en la cual se 

formulan hipdtesis acerca de un sistema, se realizan experimentos para investigar 

dichas hipdtesis, y con base en los resultacios se formulan nuevas hipotesis. Esto 

sugiere que la experimentacién es iterativa, Es decir, sé suele experimentar 

secuencialmente, y por lo general se saben las respuestas a estas preguntas a 

medida que la investigacién avanza. 

Austel ha introducido un método para disefo de series en QSAR que se 

basa en el disefio factorial de experimentos, una técnica que minimiza el numero 

de compuestos requerido para investigar el efecto de varios pardmetros en la 

actividad biolégica. Este método permite manejar tanto variables fisicoquimicas 

como topoldgicas (Hansch, C., 1990). 
El disefio factorial de andiogos se basa en el diseno factorial de 

experimentos 2*, donde kse refiere al numero de variaciones en la posicién de los 

sustituyentes de las moléculas, o bien al numero de variaciones estructurales. Los 

descriptores son expresados usualmente como variables nominales {si/no, +/-, 

nivel superior/inferior}, y la prueba es disenada de tal manera que cada 

combinacién ocurre una vez en la serie. 

Este método ha sido aplicado al disefio de series de analgésicos (Austel, V., 

1982), cardioténicos (Austel, V., 1983), agentes antiinflamatorios (Austel, V., 1982} y 
analgésicos antipiréticos (Gomez-Parra, V., Sanchez, F. y Yague, C., 1986). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Dado que los efectos del naproxeno y de sus derivades no han sido 
reportados para bioensayos en A. salina y en sistemas vegetales, se plantea el 

problema de determinar y donde sea posible cuantificar los efectos de variar ei 
estado de oxidaciédn, la estereroquimica y !a lipofilia de la molécula modelo de 

naproxeno. 
Con base en estos antecedentes, se decidié hacer la sintesis de tres 

derivades del naproxeno (dcido S-(+}-6-Metoxi-a—metil-2-naftalenacético), en 

ambas configuraciones, &y S, con el fin de incorporarlos en un disefio factorial de 

experimentos, a través de bioensayos en A. salina y germinacién de semillas 
vegetales, que permita establecer una relacién estructura-actividad cuantitativa 
(QSAR) de los compuestos en sus respectivas configuraciones, ademds de una 

evaluacién preliminar de su actividad en estos sistemas experimentales. Estos 

derivados han sido preparados anteriormente y propuestos como posibles 

profarmacos tdpicos del naproxeno con el fin de mejorar la liposolubilidad y 
disminuir Iq irritabilidad de la molécula original (Kasting, G.B., ef af 1992). 

Estos tres pares de compuestos son: 

eS y R-naproxenato de etilo (5, & -6-metoxi-a—metil-2-naftalenacetato de 

etilo}. 
eSy R-naproxol (S, #-6-metoxi-B-metil-2-naftalenetano}) . 

*S y Racetato de naproxilo (acetato de S$, R -é-metoxi-B-meiil-2- 

naftalenetilo). (Figura 3.1). 

CHs CH 

OCH,CH; OH 

Cr ° CL 
CH,O CHO 

S, R naproxenato de etilo S, R naproxoi 

  

S, R acetato de naproxilo 

FIGURA 3.1 DERIVADOS DEL NAPROXENO. 
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El primer compuesto (en su configuracién 5) puede considerarse un 
derivado bioreversible, ya que constituye un profarmaco simple del naproxeno 
con una mayor lipofilicidad que debe liberarse al ingresar al organismo por medio 
de hidrdlisis con esterasas plasmdaticas y tisulares. 

El segundo compuesto (en su configuracién 5}, al ser un andlogo del 
estado de axidacién se considera un bioprecursor, que para ejercer su efecto 
requiere sufrir una reaccién de oxidacién y regenerar al naproxeno in vivo. 

Por otra parte, el tercer compuesto (en su configuracién 5), al ser un éster 
inverso del Snaproxenato de etilo, puede ser incluido en la clasificacién de los 
pre-profarmacos 0 sistema quimicos de liberacién (“Soft Drugs", Bodor, N., 1995}, 
lo que aparentemente le proporciona un gran potencial. Este compuesto en 
teoria necesita primero ser liberado por medio de una hidrdlisis y posteriormente 
sufrir una reaccién de oxidacién que lo convierta en la molécula original 
(naproxeno)}). 
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4. HIPOTESIS. 

Con base en el problema anteriormente planteado, se proponen las 
siguientes hipdtesis de trabajo: 

1. La actividad del naproxeno y sus derivados sobre A. salina, expresada 
como el porciento de letalidad, es funcién de: El estado de oxidacidn, la 
estereoquimica y la esterificacién de los compuestos. 

2, La inhibiciédn de la germinacién de semillas monocotiledéneas (trigo, 
Triticum vulgare) y dicotiledéneas (rabano, Raphanus sativus L.) es funcién de: El 
estado de oxidacién, Ia estereoquimica y la esterificacién del naproxeno y sus 
derivados. 
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5, OBJETIVOS. 

5.1 OBJETIVOS GENERALES. 

1. Aplicacién del diseno factorial de experimentos para estudiar la relacién 

estructura-actividad cuantitativa (QSAR} del naproxeno y de tres de sus 

derivados, en sus respectivas configuraciones RF y S, con el fin de estudiar los 

efectos del estado de oxidacidén, la configuracién y Ja esterificacién de Jos 
mismos en su actividad biolégica, a través de bioensayos con A. salina y de 
germinacién de semillas vegetales, tanto en especies monocotiledéneas como 

dicotiledéneas. 

2. Estudio de la factibilidad de emplear los bioensayos en A. salina y 
germinacién de semillas vegetales para probar actividad de derivados del 
naproxeno. 

3. Establecer relaciones estructura-actividad biolégica basados en Jas 
hipdtesis derivadas del diseno factorial y métodos cldsicos de QSAR. 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Sintesis de tres posibles profarmacos de aplicacién tdpica, anteriormenie 
propuestos en la literatura, en sus configuraciones Sy &. 

2. Caracterizacién espectroscdépica de los mismos. 

3. Disefio de los experimentos factoriales para los bioensayos en Arfemia salina 
y especies vegetales. 

4. Realizacidn de tos experimentos disefhacos. 
5, Aplicacion de métodos estadisticos de los datos obfenidos en los 

experimentos, con el fin de detectar efectos del estado de oxidacién, de ja 

configuracion y de la esterificacién en la actividad presentada sobre A. salina y 

germinacion de semillas. . 
6. Tratamiento matematico de los datos obtenidos con el objeto de encontrar 

modelos que expliquen la relacién estructura-actividad encontrada para fos 

compuestos probados. 

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

18



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

   

  

  

            

  

  

S x 
a 
> 
© 
4 “youung ap egenid 2] us good ‘eaqeoyiubrs e1ouaJoyig . 
Q ‘yeuo}OeY OUASIP Jap [ejUsWLIEdxs OlU!WwOp jap e1eNj epanb jouCd [9 anb eA ‘aiqeaide sa ON *} 
> “JO.AUOD j9 Ered (lOpauajUOD Jod se||IWAs g) sells ZZ A SeWa|qosd so} BIed (Opeoida JOd seas g)} sexes pz 9p aleyUdOIOg 72 

” (sopeoda p=N) Jepue]se ugIoeiAsap F eIpSy :p 
o “OYE [@AIU [B OLUOD OPEoYe}se Oysandwos (a A ‘leq JaAIU |e OWIOD QuapPIsUOD oS OJSSNAWOD J9P BJqI| BLO Ef :9 
Qa “OVE JBALU [2 CLUDD -g B] A Oleg JaAlU |e OJBPISUOD 9S -Yy UQINBINGYUOD e7 “eyNjosge OWOO esaidxe as UOIDesNByuod eF :q 
ns “UDIDEPIXO Bye SEW ap Opelse |e opioe ja A ugIOepIxo eleq sew ap Opelsa |e OWIOD OpeJapisuos any joyoo|e |g 72 

= 68 ; er OFSr'e - SL Eye - - - = r jonUOD 
ri 96 be'o- SP OFFS 6 LL 9% b+ Opeoylso}sy b+ s b+ ouexeN 

a OOL ve O+ SL O+62'€ bLL+ 24Gb b+ OpEdijHa}SA b+ Ss L- [OxEN 

ool SG'O+ SL OFE6'e be+ OL +SS b+ Opeoliie|sy L- ug b+ ouexeNn 

96 v0'0+ Ly OF67'E b+ YL FS b+ Opedijj9a}S3 b- ud be |oxeN 

96 20'0+ cr Ores’e ot vi ¥9E b- olqry b+ S$ b+ ousxeN 

6 90'0- Ll OF6EE tv § +0€ b- aqr b+ Ss bo |OxXEN 

96 900+ ve orgs b+ OL +S b a1qtT b- uy b+ QuexeN 

96 610- Se'0F9C'€ Z 2FL2e b- aiqr) L- uy b- JOXeN 

(%) 

ugloeUlUas (un) 
ap lonuog | ,einspey | jouju0g (uu) 

0yU91940q "SA uy "SA peinsipey | opesyipog IAIN opesyipog | jaaIn | Opesyipoy | jaAIN 
eBINUaIIJIG eB1DUSJ3}IG 

ee joridSpy ep -So/de| 2 | ogloRoyeysQ "| ugloeinGyUu0D =| LUOlORPIXO ep Opeyss’ 

WIANDIAVAE 30 GNUONOT’OOISL NG | 

‘WeOl NOIDVALNJONOD V1 WaVde% IWINOLOV4 130 SOAVIINSSY 

0S'9 WIaVi 

 



78 

“yeuung ap egarud 2] ua so'o>d ‘eaneoyiuBis elousJaiig , 
“yeLO}OR) OUSSIP Jap jeEyUatULIadXe OIUIWOP jap eJenNy Epanb joquOd [8 anb eA ‘ajqeaijde sa oN -} 

‘JoRUCD 9 BUed UOpsUa}UCD Jod sPIIWAas g) SeHILUSS ZZ A Sea|qoid sol esed (opestdas Jod seijWas g) seqas pz ap aleyuad1og “a 

{sopedl|das p=N) Jepuejse UgIOeIASAp F eIpsy) P 
“OE [BAIL J2 OLUDD OPEOYLIa]S9 O}Sanduwoo |e A ‘ole JAAIU [9 OWIOD QuapPISUOD as O]SENdtwOd JEP sql] ELLIO} 27 “Oo 

“OVE JOAIU [2 CWO -¢ B] A Oleg JAAIU j9 QLOPISUOD 9S -Y UDIDBINBYUOS e7 “eyNjosge OWOD ese:dX9 Os UOIOBINGYyUCS ET gq 
“UQIDEPIXO EVE SPL Bp OpEysa [9 Opioe ja A UODepIXO efeq SEU SP OPE}SA |e OLIOD OPRJapIsUdd any joyooye 4 ‘e 
  

  

  

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

Y 
D
I
S
C
U
S
I
O
N
 

  

  

  

  

  

  

  

                

     
    

  

66 : LV OFSeE : ¥ +97 : z : : Q [OUD 
96 c0"0- CL OFZZE be € +S% be opeoyie}s3 b+ Ss b+ OuasxeN 
OOoL Or L0°0FSE'°E ct C+8C. b+ opeoyyejsy b+ Sj be loxen 
oot £L 0+ 60 OF8E'e e+ £ +6 b+ opeoynayss le uy b+ ousxeN 

96 bLO+ SL OF9E'S €+ G F6% b+ Opeoiie}s3 be dy be lOxXEN 

96 94'0- 82'0F60°E & 9 Te be iq b+ Ss b+ oueXxeN 
zB ZL 0- EC OFCLE & G FES ke o1q)7 bt S| b- {OXEN 

96 92'0- Ov' 086°C s- L¥VE be asq'T be uy b+ OUaxEN 
96 te'0- 97 OF PES a 61 be 21017 be uy L- |OXEN 
(%) 

ugloRUIWad | joujue5 (ww) 

ap ‘SA poranyjel | jouyuog (uw) 

OyUsIDJOd =| BIDUaIENIG uy “SA pOlaneL | OPPI}PoD I@AIN OPediPOD | [PAIN | OPRIIINCD | [BAIN 
BIDUIIALIG 

PRR eSOnEsoy Sp salqeue,: a ee ee qgueinByuog [| ugisepixo ap opeysy 

   

        
  

  

“OTSNTIVI AG GNLONOT ‘OO! Na 
‘W e-Ol NOIDVALNSDNOD VI VaVded WIYOLOVS 140 SOAVLINSAY 

eso Wiavl 

 



  

  

  

R
E
S
U
L
I
A
D
O
S
 

Y 
D
I
S
C
U
S
S
I
O
N
 

  

  

  

  

  

  

  

  

            

              

  

  

KR 

“JEUO}OeY OUSSIP jap jeEjUaWLEdxs OIUIWOP |9p EJany epanb joyUCD Ja anb RA ‘ajqeoyde so ON :} 

‘JOUCD Ja eed (KOPauayUOD Jod sejWas g) seiWAS Z/ A seUa|qosd so; eed (opedidaz Jod seas 9) seIILUSS ~z ap afejusoIOd “3 
‘(sopeordas p=N) sepuelsa ugIoeIAsap F elpayy “Pp 

“OV JBAIU [2 OLUCD OPeoyia}se OYSandwos |a A ‘ole [aAlU |e OWOD QUEPISUOD as O}SandWOd jap a/qi] BLUE) 7:9 
“OPE JAIL 49 OOD -¢ e] A Ofeq JBAIU [9 QJEPISUDD as ~Y UgIOeINBYyUOD e7 ‘eINjosqe OCS eseidxa es UgIOeINByUOD e4 -q 

“UOIDEPIXO Bye SEW Op OpE}sa [2 OPioR [a A UOIOepIXO Eleq SEL ap OPESS [a OWIOD OPEJapISUOD any joYOo}e [9 eB 

66 = fy OFSr'e = el +e : ~ - Q fO1Uu0D 

GOL 60°0- Z9'0F9¢'¢ bo 6| Ee b+ opeoyisea}sy b+ Ss bt OUSXEN 

Ot ce 0+ g0°0F21'€ Ol+ S tev b+ Opeoyija}sy bt Ss b- jOxXEN 

6 ¥000'0- eS OFSP'e b+ OL +S¢ b+ opedyisa}sy be du b+ OUSXEN 

88 60'0- L£e-0F96'E v 8 +0€ b+ Opeoyi4ea}sy b- du b- JOxeN 

96 £Z'0- eG 0Fe7€ Q- Eb +87 L- aq b+ s b+ ouaxXeN 

8g 6¥'0- 69°0F96'% a Cb FOS b- 31qny b+ 8 L- |OxeN 

96 Se'O+ Sl OFhL€ i+ 2+tP b- a1qr] \- Yd b+ ouaXeN 

96 1O0'0+ Ly OFZp'e 0 vl FRE br 3iqr] b- a bo loxeN 

(%) 
e 

uolseUILUad | jouzUOD (wu) 
ap "SA peinaipey foajuog (uu) 

OjUaIDIOd BIQUSIIJIG uy “SA pB(NIIPeY | OPPIYIPOD IAIN OpedIHPoOD | [PAIN | OPPS POD ISAIN 
e1I9uaTajIG 

ndssy ep saiqene,” 2 : sUQIDBSIj EIS -quoloeinByucg | ,uoisepixo ep opeisy 

VINDIGVS ID GNUONOT ‘ODL NI 

‘W +-OL NOIDVALNJDNOD V1 Wav de? IWISOLOVA 140 SOAVLINSIA 

vo9 Wav 

 



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                

    

   

  

S R 
a 
> 

oO 
n = 
Q “Jeyo}OR] OVesip jap je}uatuUadxe OILILUOP [ep esanj eEpanb fous ja onb eA ‘eiqeaide se ON 
> ‘JONUOD ja Bied (LOpauajuod Jod seas g) sejIwas 77 A seUta|qosd so] ered (perder Jod sej|iuias g) selpwas pz ap afejusoi0g 8 
” *(sopeolde: =n) sepueysa UOIOBIASOp F BIPAW P 
Q “OVE JOAIU FO OLUCD OPeoyLe}s9 O}sendiuod je A ‘ofeq [BAU |e OOD QUapIsUod as osEnduIOd jap sul] EWO) e7 ‘O 
2 “OUR [AAIU fa OWOD -S BY A Oleg faalU Ja OLaptsuCO as -y UOIDEINByUOD By “eEyNjOsqe OWED esaidxa as UQIORINBYUOD eT -g 
we “UDIDEPIXO Bye SEU Sp OpE}se |e Oploe ja A ugIDepIxo Eleg SEW ap OPe{SA [9 OLWO9 OPEJepIsUoD On} [oUoT|e |g ‘e 

3 66 ; LL OFSZ€ ; 7 #92 ; : - - : eyiitiers 
it QO} 200" ve OTecS 0 9 +92 b+ OpediyHaysy b+ Ss b+ ouexeNn 
& ool 60'0+ 8O'OFPE'S ot c F827 b+ Opedyie}sy b+ S$ b- loxeN 

c6 beO- Sv'0+P0'S te 8 +ez b+ Opeoyteysy b- Yu b+ ouexeN 
88 6L0- 9¢'0F90'E v 9 #22 b+ Opesyiia}sy L- da b- joxeN 
96 60'0+ horee’e ot € +82 }- aqry E+ S$ b+ ouexeN 
38 610- €e'0+90'€ b- L+@e L- aq) b+ s- bo loxeN 
96 z0'0- CL OFEZE L- € +62 b- aug] L- a bt ouexeN 
96 LO'O+ QL'O+9C'€ 0 b +97 L- aq] L- ad b- |OXEN 
(%) 

° 
uolseulWiad | joiju0D (ww) 

ap "SA pofenyiel | jouoy (uuu) 

ORUSIDIOd B1uateyigd ul “SA pofenyjeL | Opesipipod [PAIN OPRSIIPOD | [BAIN | OPedIPOD 19AIN 
eiouaseyig 

HSphidsou Gp soide <i [ea gugneoyueisa. oc. [5 qugmembyuog | ,udisepixo ep opeysy,         

    

  

“OTaNTIVI 4d GnuSNOT ‘OOlaL NI 
‘W r-OL NOIDVALNJONOD V1 VaVd e% WIYOLOV4 130 SOGWIATNSaY 

So°9 Wav l 

 



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                  

      

  

  

  

    

= 0 
5 S 

A 
> 
> 
2 
=) “yeUO}OR] CUSIP jap |E]JUaWLadxea OlUIWOp jap xan) epanb joujuOd ja anb eA ‘ajqeoyde soon J 

» “JO.NUOD J@ B1ed (LOPaUE}UO2 Jod sEyUIES g) seILUAS Z7 A sewWsjqosd so} eed (Opeotda: 1od sejjas g) seas 7z ap aleyUBdI0d ‘a 

A (sopeoydes p=N) Jepue}se UOIDBIASEp F BPA “Pp 

2 “OVE JOAIU JB OWS OPRdYa}Sa OySandwod Ja A ‘oleq JaAlU ja OWOD OJApISUOD as OJSENdwCo Jap agi] SLUJOY BT :O 

2 “Oye JOAIU [9 OLUOD -g e| A Ofeg JaAtU [9 QUAPISUOD aS yy UOLOeINBYUOD e7 “eINJosqe oWwOD esaidxs as U9IOBINByuoS eT q 

~ “UOIDEpIxe EYe SPL ap OPE}sa (a Oplog ja A ugI9epIxo eleq seW ap OPEySa | CWWCD OPEJapISUD ony JoYooTe |F :e 

3 66 - ey orsye x el ve : : : : Q foRUOD 

a 88 ¥00'0- 6e'OTSP'S b- €b +€€ b+ Opedijiiaysy b+ Ss L+ OQUSXEN 

x ele er'O+ b2'0F88'€ Sh+ LL +6P b+ Opeoyiiaysy b+ iS) b- lOxXEN 

96 QL 0+ cOFEO'S b+ LF8€ L+ opesyeysy L- yu b+ ousxeN 

e6 €0'0+ 6G OF8P'E c+ 61 FZE b+ Opesya}sy bo ud l- [OxeN 

00! cy'0+ LLOF89'€ bl+ S$ FOV b- aiq‘] b+ Ss b+ OUsxeN 

96 bh OF 8z'0+09'€ b+ LL +9€ b- algr] b+ $ b- {oxeN 

6 Sb O+ gs'0Fes'¢ Q+ SL FOV b- aiqr) b- Yd b+ ouaxeN 

96 810+ 91 OFE9'S P+ 9 +8E b- lq] be a L- [OxeN 

(%) 
a 

ugINeUIULIaS | [OJUOD (ww) 

ap ‘SA peinoipey 1013u09 {uiu) 

OJUSIDIOd =| BIDUBIBJIQ uy “SA peinaipey | OpedyjipoD I9AIN OpesiIpOdD | [SAIN | OPRIHIpoD 19AIN 
BINUaIBIG 

Tar Ra CI SORUSOM Op SOLGE)AG; Dee ; sUOMBOYL9ISz oIeINnsyuoy - | LulsePIXO ep Opeisa 

WINDIAVS 3G GALIONO1 ‘OolaL Na 
'W s01 NOIDVALNJONOD V1 VaVded WISOLODV4 190 SOGVIINSIY 

959 W1aVL 

 



% a 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

    

   

                

   

    

  

      

a6 
5 He zg 
a 

a = 
> ee, ‘Teuo}OR OUESIP Jap eJUaWUAdxe olUIWOP jap BIaNy epanb jo.]UOD Ja anb eX ‘sIqQeoIIde so ON 4 
3 -- ae “Jos ja ered (JOpauaUCD JOd seyIUes g) SEl|iUes Z7 A SeWalqoud sol esed (OpEd|das sod se|jweas 9) seljIwWas pz ep aleyueosog :@ 

a 3 == “{sopesidas p=N)} Jepueyse ugIoeIAsap F elpay -P 

t S55 “OE J@AIU JB OLDS OPEdYLIa]S9 OFSaNdOd ja A ‘Oleg faAlU [@ OWAD Qapisuds as OSENdLUuOd jap sql] BUOY eT :9 
h “Oye JBAIU FS OWOD -¢ eB] A Ofeg JOAIU Jo QuapIsUGD as -Yy UgIeINByUOD e7] “"eINJoSsqe oUOD eseidxe as UOIDeINGYyUOd BF -q 
= “UQIDEPIXO Eye SPW Ap OpEISa [a OpIoe [a A UOIEpIXO eleg Sew ap OPE}Se |e CLUOD OPesepisuod ony |oYog|e | °e 

a 66 : LV OFSZ'E : ¥ F992 : - - - Q joUCD 

oc 88 yo'o- 60°0F12'E b- c #90 b+ Opeoyieaysy b+ Ss bt ouaxeNn 

ool 90°0+ 80'0F0E'€ b+ 2 tLe b+ opeoyiieysy be Ss b- |OxeN 

96 bE O- Oc OFeL'€ €- ¥ tee b+ Opeoyieysy b- uy b+ ouexeN 

26 LO'0- LZOFESE 9 S FOZ t+ opesylia}sa L- u be jOxXeN 

Oot 200+ LL OFL7E 0 £ +97 L- iq] b+ S$) b+ ouexeNn 

96 c0'0- 20 0F27 € 0 L492 L- a1qry b+ Ss L- lOxeN 

cé6 v0'O+ 90°0+62'E b+ f +10 L- aiqn b- u b+ ouexeN 

96 £0°0+ eC OFLZ'E b+ 9 +22 bo aiqr] b- uy L- joxeN 

(%) 
eUOIDBUILAS | [01}U0D (wu) 

ap “SA prranyey | joyu0y (wu) 

O}UBIDIOd BIUdIONO | “SA pojan[jel | OPesyIpoD {9AIN OPBdIIPOD | [BAIN | OPedIJIpOD IAIN 
uatajid 

BA My SS » + QUOISBOYLIO Sy , qugoeinbyuos eUOLOEPIXO Op OpEssy- 

‘OTANTIVE AT ANUONOT ‘OOlaL N3 
"W s-OL NOIDVALNJDNOD V1 VaVde? WWIdOLOVI 190 SOAVIINSAa 

£9°9 Wav 1b 

 



80 

(S00 =2 ) eaneoyiuBis , 
“WRIOW UO!IeUBIUOD B] BP OLWWEBO| ep Oayebou Os9AU! [9 OWOD sepesoldxe UOJEN) S9Ud}ILNUSIUCD SE] ‘2 
  

  

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

Y 
D
I
S
C
U
S
I
O
N
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

        

  

    

  

    

1100°0 2v8S°0 60LE"0 8tzo'0 6900°0 qd 

Ble 180 9271 96'¢ gre d 

69EL'O $0'0- 90°0 be0 seo epeysnly 24 

L9so’e L079'¢ vElve Lv1G'€ Zlece ayueysu0d 

»8020'0- yell o- 6¥90'0- xLZ0€1°0- €88920'0 oav 

SOLO'0 gS00'0- Zy9t'0 £€980'0- OLeo'O- 2a 

2600'0- 2€90'0- LeQL'O- €290'0- +€961'0 ov 

+80S8'0- 20€0°0- 7L90°0- x€091'0- 8280'0- ay 

x€81L2'0 90¢0'0- cyl0°0 c€60'0 *G0S1'0 UgOBII94SF PD 

£800'0- 26S50'0 6€80'0- LOSO'0- eLvo'0 uoloeinbyuod *¢_ 

28270 +200'0- €b20'0 Z4€0'0 x9SP1'0 UOIDEPIXO Ap “OPz cV¥ 

- - - - LD] 
(AINISAOD | SALNSIDISSOS | SALNSIOIIOO | SALNAIOIIAO9 an ve 
Wop: NOR We OF Web __ 4OLOVA 

‘OOlL 
VINDIAV NI VaVd VAONY A SONSGOW 30 V18V1 

89°9 VISVL



81 

(soo = ) eaneoyiubis , 
‘JejoW UdIDe.UBOUOD E| ap OWWeBO] [op OAeBeu OSISAUI Je CLIOD Sepesaidxa LOJANy S8U0|DBAUBIUOD SE: 
  

  

  

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

Y 
D
I
S
C
U
S
I
O
N
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

  
  

  

  
      

  

  

  
ONANTIVI NI Vavd VAONV A SOTSCOW 4G V1EVL 

69°9 V1dV 41 

4000'0 97680 ecor'0 81L90°0 64200 d 

BILE 070 660 62'S 96% d 

cc9rl 0 Qb'O- 00°0 £20 Leo epejsniy 74 

cOl8'S Clee’ cL6L Ee SO8L'e 9gc6'e 9}JUuRSUuOg 

0800'0- 9¢00'0- LOS0'0- g900°0- $800 oav 

¢c00°0- $9200 6020°0 v9S0'0- 6670'0- od 

42000 €ce0'0- €9v0'0- 6v1L0'0- «Sb0l0 + ov 

vlL00'0 6700'0 €920'0 9E8c'0- 62000 Sv 

«42900 2220'0- ¥9720'0- LZbL Oo x£Cb LO UOINBOYH9SF ND 

p91o'o cOL0'0 Ogr0'0 Prloo 6900'0- ugjeinbyuog 7g 

02100 €210°0- Sclo0 LLLOO- »6¢80'0 UOIDEPIXO OP “OPA -V 

- - - 9] 
SSLNAIOHAOD | SSLNSIOAOD. | SALNAINIAOD te 
LA Ob _WeOb NOL aOLovs 

‘Oow!L  



RESULTADOS 1 DISCUSION 

  

6.2.2.5 TRIGO (Triticum vulgare). 

A. ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION. 

Las tablas 6.50-6.57 muestran los resultados de cada uno de los factoriales. 
Se indican los compuestos que de acuerdo con la prueba de Dunnett resultaron 

diferentes con respecto del tratamiento control. En el caso de radicula de trigo, 
puede observarse que todos los compuestos estudiados aparentemente se 

comportan biolédgicamente como el control; es decir, no se aprecia actividad 

apreciable, ya sea inhibitoria o estimuladora del crecimiento. Esto podria indicar 

una diferencia en sensibilidad diferencial a los compuestos entre especies 

vegetales diferentes. como se esperaria en el caso de las monocotiledéneas, que 

naturalmente son mucho menos sensibies a la accién de las auxinas. Por otro 

lado, el &(+)-naproxenato de etilo ala concentracién 10% M fallé marginalmente 

el test de significacién de Dunnett para estimulacién de crecimiento. Esto es muy 

interesante, porque podria significar que estos compuestos verdaderamente 
funcionan como auxinas, siendo que estas sustancias se caracterizan por inhibir el 
crecimiento radicular a concentraciones mayores, mientras que estimulan el 

crecimiento a concentraciones menores. Sin embargo, para poder llegar a una 

conclusién vdlida se requeriria Un mayor numero de repeticiones en ef 

experimento. : 
Al analizar las tatblas para In de talluelo de trigo, se puede observar que en 

este caso hubo varios compuestos que demostraron tener diferencias 

significativas al compararlos con el control, los cuales son el S(+)-naproxeno, el 
R-{-)- naproxeno, el &(+}-naproxol y el S(-]-acetato de naproxilo. 

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

La tablas 6.58 y 6.59 muestran los datos obtenides de la evaluacién 

estadistica y comparativos de los modelos para cada una de_ las 

concentraciones utilizadas y para el andlisis de regresibn multiple, para las 
variables de respuesta obtenidas en los experimentos (longitud de radicula y 
tailuelo, expresadas como su logaritmo natural). En estas tablas se observa que 

para los experimentos con trigo se obtiene un modelo significativo para ja 

concentracién 102 M, Unicamente en talluelo. El modelo de in de talluelo para 

103 M queda en Ia frontera de la prueba de significacién (p= 0.062}, pero debido 

a que se encuentra muy cercano al nivel fijado {a=0.05), ovede ser considerado 

para andlisis. Se observa que los efectos de Jos factores también se difuminan al 
disminuir ia concentracién de los compuestos (El coeficiente del inverso de logio 

de la concentracién es negativo, lo que implica que a una mayor concentracién, 

existe una mayor inhibicién del crecimiento}. El modelo de regresién lineal 

multiple que incluye a los bloques resulta también significativo para ambas 

variables de respuesta (radicula y taliuelo de trigo) y detecta efectos significativos 

de la concentracié6n (logio C), el factor C (esterificacién), la interaccién AB (Entre 

el estado de oxidacidn y la configuracién) y ia interaccién ternaria (ABC), para 
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inhibicién del crecimiento de radicula, y de la concentracién y la esterificacién 

(C) para inhibicién de crecimiento de talluelo. El efecto de la concentracién 

resulta significativo segun lo esperado. Los efectos de la esterificacion (C}, la 

interaccién AB (entre el estado de oxidacién y la configuracién) y la interaccién 

ternaria resultan dignos de consideracién porque, como ya se habia explicado 

antes, resultan significativos e independientes de la concentracién, y revelan una 

dependencia c.mpleja de los ires factores para establecer una relacién 

esiructura-actividad de los compuestos. Ademds es importante hacer notar que 

la configuracién resulta un factor involucrado en dos interacciones, que pondria 

probablemente de manifiesto una diferencia de actividades entre los distintos 

pares de enantiémeros estudiados. 

B.1 EFECTOS DEL ESTADO DE OXIDACION (A). 

El efecto del estado de oxidacidén resulté significativo en los modelos de la 

concenitracién 102 M tanto para radicula como para talluelo de trigo. Los 

coeficientes para este factor son positivos, lo que indica que los alcoholes 

resultaron, en este caso, mds activos que los dcidos carboxilicos 

correspondientes. 

B.2 EFECTOS DE LA CONFIGURACION (B}. 

Ningtn modelo mostré significacién en la configuracién, lo que indica una 

inespecificidad en la actividad de los compuestos sobre radicula o talluelo de 

trigo. 

B.3 EFECTOS DE LA ESTERIFICACION (C). 

El efecto de la esterificacién resultd significativo para ambos modelos 

completos (radicula y talluelo), asi como para los modelos de la concentracién 

102 M para radicula y tallvelo. 

Los coeficientes para la esterificacién son positivos, lo que indica que los 

compuestos libres son mds activos en radicula y talluelo que los compuestos 

esterificados. 

B.4 INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES. 

La interaccion entre la configuracién y el estado de oxidacién (AB) resulté 

significativa en el modelo completo para radicula y en el modelo de la 

concentracién 103 M, también para radicula. La presencia de esta Interaccién 

indica que el efecto de la configuracién depende de si los compuestos son 
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alcoholes (donde la configuracién FR es la mds activa) o acides (Siendo el 

enantidmero Sel de mayor actividad) (figura 6.60}. 
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FIGURA 6.60 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA 
CONFIGURACION ABSOLUTA. 

Por otro lado, la interaccién entre el estado de oxidacién y la esterificacién 

resulté significativa en los modelos de la concentracién 10? M tanto para radicula 

como para talluelo de trigo. Al igual que lo encontrado anteriormente, existe una 

dependencia de ambos factores. 
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FIGURA 6.61 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA 

ESTERIFICACION, PARA RADICULA DE TRIGO. 
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La grdfica de interaccién AC para radicula (figura 6.61) indica que los 

alcoholes fibres son ligeramente menos inhibidores que los ésteres 

correspondientes, mientras que los Gcidos carboxilicos son mds actives que los 

ésteres de los mismos. 
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FIGURA 6.62 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA 

ESTERIFICACION, PARA TALLUELO DE TRIGO. 

La figura 6.62 muestra el andlisis de la interaccion AC para talluelo, que 

muestra que la esterificacién influye sobre la actividad de los compuestos 

dependiendo si son alcoholes o acidos, siendo los ésteres de los dcidos 

carboxilicos menos activos que los dcidos libres, y teniendo los ésteres de 

alcoholes un comportamiento similar a los alcoholes libres. 

Adicionalmente, ta interacién ternaria resulté significativa tanto en el 

modelo completo para radicula como en el modelo de la concentracioén 103 M, 

también para radicula. La interpretacién de esta interacciédn es compleja pero 

podria significar que hay un requerimiento estructural complejo para actividad 

biolégica sobre radicula y talivelo de trigo. 

En la figura 6.63 se mvuestran las graficas de interpretacién para in de 

radicula de rabano. 
Las grdficas de interpretacién para In talluelo de trigo a las cuatro 

concentraciones se muestran en la figura 6.64. 
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6.2.2.6 ESTIMACION DE CEso DE LOS COMPUESTOS CONTRA RADICULA Y 
TALLUELO DE RABANO Y TRIGO. 

Para estimar las concentraciones efectivas inhibitorias (CEs) de los 
compuestos sobre la germinacién de las dos especies utilizadas, se consideré el 

50% del crecimiento promedio de radicula y talluelo en los tratamientos control 
como punto de referencia. Asi, se hizo un conteo de las radiculas y talluelos que 
habian crecido por debajo de esta referencia, para las dos especies, y 

posteriormente se aplicd ia regresién probit a estos datos. Los intervalos de 
confianza también fueron fijados al 95%. Es importante mencionar que los 
estimados sdlo pudieron realizarse en los compuestos que demostraron tener 

diferencias estadisticamente significativas con respecto del control en la prueba 

de Dunnett, y que por lo tanto en el caso de radicula de trigo no se pudo estimar 
ninguna concentracién efectiva. Ademas, los estimados no son muy confiables 
puesto que todos resulfaron fuera del rango de concentraciones utilizadas en los 
experimentos. Los resultados se muestran en las tablas 6.65 y 6.66. Debido a la 
falta de datos significativos de concentraciones efectivas, no se pudo hacer una 
comparaci6n de actividades de los compuestos, ni cdlculo de indices 
eudismicos. 

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

COMPUESTO - Ds 
S-(+)-naproxeno 1.32x10%M 2.12x107* M 

R-(-)-naproxeno 1.76x107 M ns. 

S-(-)}-naproxol ns. ns. 

R-(+)-naproxol ns. 2.44x107 M 

S-(+)-naproxenato de etilo ns. ns. 

R-(-)-naproxenato de etilo ns. ns. 
S-(-)-acetato de naproxilo 4.446x10° M ns. 

R-(+)-acetato de naproxilo ns. ns. 

ns. No significative. 

  

TABLA 6.66. RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION PROBIT DE LOS COMPUESTOS 
EN TALLUELO DE TRIGO. 

  

  

  

    
  

  

  

  

  

      

COMPUESTO _ i CB TALLUELO... | 
S-(+)-naproxeno 2.1x10% M 

R-(-)-naproxeno . 3.7x107 M 

$-(-)-naproxol ns. 

R-(+)-naproxol 2.44x10° M 

S-(+)-naproxenato de etilo ns. 

R-(-)-naproxenato de etilo ns. 

§-(-)-acetato de naproxito 1.72x107M 
R-(+)-acetato de naproxilo ns.       

ns. No significative. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION. 

6.1 PARTE QUIMICA. 

En la tabla 6.3 se muestran las propiedades fisicoquimicas de los 

compuestos sintetizados. Se aprecia consistencia en los valores encontrados de 

punto de fusién y rotacion dptica de los compuestos preparados con respecto a 
los reportados anteriormente en la literatura (Harrison, |.T., Lewis, B., Nelson, P., 

Rooks, W., Roszkowski, A., Tomolonis, A. y Fried, J.H., 1970; Bruzzi, G. y Vila Pani, F. J., 
1977; Kasting, G.B., Smith, R.L. y Anderson, B.D., 1992}, Las rotaciones épticas de los 
pares de enantidmeros poseen valores similares con signos opuestos, lo que 
indica una conservacién de la configuracién absoluta de las materias primas a 

través de las reacciones. Como una manera de establecer un control de calidad 

de fas materias primas utilizadas (en este caso, S-(+]- y M{-}- naproxeno], se 
determinaron pardmetros tanto fisicoquimicos como espectroscdpicos de ambos 

compuestos. 

Todas las reacciones se llevaron a cabo de manera sencilla y con buenos 

rendimientos. Los productos crudos de las reacciones poseian una pureza que 
permitié su aislamiento por cristalizacién directa desde el medio de reaccidn o 
bien por recristalizacién simple a partir del disolvente adecuado. 

En la tabla 6.4 se muestran las sefiales de espectroscopia de infrarrojo y 
masas para los ocho compuestos. 

6.1.1 S(+}- ¥ Rf-}- NAPROXENO. 

La espectroscopia de infrarrojo muestra las bandas caracteristicas para OH 
del acido carboxilico (» 3194 cm), para carbonilo de dcido (1728 crm) y las 

bandas caracteristicas para sistemas aromaticos, tanto dentro como fuera del 

plano (Nakanishi, K., 1962}. 

Por otro lado, los espectros de masas de ambos compuestos muestran 

iones de relacién m/z 230, que coincide con el peso molecular de los mismos, 

ademas de un pico base de relacién m/z 185, producido en este caso por una 

descarboxilacién (M* - 45) (Silverstein, R.M., Bassler, G.C. y Morrill, T.C., 1991) (Figura 
6.1). 

CH, 

m/z 185 

FIGURA 6.1 PICO BASE DEL NAPROXENO. 
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En las fablas 6.5 y 6.46 se muestran tas asignaciones de resonancia 

magnética nuclear de protén y carbono 13 del $(+)- y el &(-]-naproxeno. 
El espectro de resonancia magnéfica nuclear de protén ('H RMN} de 

ambos enantidbmeros muestra una senal amplia en = 9.5 ppm que desaparece 

por adicién de D20, correspondiente al protén del grupo carboxilo (H-15}. Se 
aprecian ademas una sefal doble a =1.5 ppm que integra para tres hidrégenos 

correspondiente al metilo a al carboxilo (H-13), una sefial cuddruple a 3.73 pom 

que integra para un protén correspondiente al metinoe adyacente al carboxilo (H- 

11}, una senal simple en aproximadamente 3.79 ppm que integra para tres 

protones correspondiente al grupo metoxilo en posicidn 6- del anillo de naftaleno 
(H-14], ademas de las senales caracteristicas de los protones aromdaticos. 

El espectro de 8C RMN muesira una sefal de carbonilo a 180 ppm (C-12), 
aproxinadamente, ademds de sefales a 18 ppm, 45 pom y 55 ppm, 
correspondientes al metilo en posicién «a al carboxilo (C-13), al metino adyacente 

al carboxilo (C-11)}, y al metoxilo (C-14}, respectivamente, en adicidn a las sefales 

caracteristicas de los carbonos del sistema aromatico. 

6.1.2. S(+}- Y R-(-}-NAPROXENATO DE ETILO. 

Para el caso del S-(+)- y &(-}-naproxenato de etilo, el espectro de infrarrojo 
muestra sefales caracteristicas para carbonilo de éster (1730 cm}, para 

estiramiento C-O (1180 cm") y las bandas caracteristicas para sistemas 
aromdaticos. 

Los espectros de masas de ambos compuestos muestran iones moleculares 
de relacién m/z 258, ademds de picos de relacién m/z 230 (Mt-28} y m/z 185, 
correspondientes a la generacién del dcido carboxilico y descarboxilacién 
consecuente. 

+ 

II Ger |) ore] —| acy” 
nyz 258 m/z 230 myz 185 

+ 

FIGURA 6.2 FRAGMENTACION DEL NAPROXENATO DE ETILO 

Ademas, el espectro 'H RMN de ambos enantidmeros {tabla 6.7) muestra 
un sistema ABX3 conformado por una sefal triple en = 1.15 ppm, que integra para 

tres hidrégenos y que corresponde al metilo del grupo etilo (H-15}, y una sefial 

multiple en 4.125 ppm correspondiente al metileno det grupo etilo (H-14). Existe 

ademds una senal doble a = 1.5 ppm que integra para tres hidrégenos 

correspondiente al metilo a al carbonilo (H-13}, una sefal cuddruple a x 3.85 ppm 
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que integra para un protén, correspondiente al metino adyacente al carbonilo 
(H-11), una sefal simple en aproximadamente 3.89 ppm que integra para tres 

protones correspondiente al grupo metoxilo en posicién 6- del anillo de naftaleno 
(H-16}, y las sefales caracteristicas de los protones aromdticos. 

El espectro de '3C RMN (tabla 6.8) para estos ésteres muestra una sefial de 
carbonilo a 174.7 ppm (C-12), aproximadamente, ademds de sefales a 14 pom 

para el metilo del grupo etilo (C-15), 17.6 pom para el metilo en posicién a al 

carbonilo (C-13), una senal en 42 ppm del metino adyacente al carboxilo, en 55 

ppm, correspondiente al carbono del grupo metoxilo, y en 61 ppm del metileno, 
adicionalmente a las sefales caracteristicas de los carbonos del sistema 

aromatico. 

6.1.3. S{-)- ¥ R{+)-NAPROXOL. 

Las bandas de infrarrojo de importancia son las caracteristicas para el 

grupo OH de alcohol en 3370 cm", aproximadamente, la banda en 1212 cm" de 

estiramiento C-O, ademds de las bandas caracteristicas para el sistema 
aromdtico. 

Los espectros de masas de ambos compuestos muestran iones moleculares 

de relacién m/z 216, cuya pérdida (M* - 31) forma el pico base en m/z 185 y es 
indicador de un alcohol. 

El espectro 'H RMN de ambos enantidmeros {tabla 6.9) muestra una sefal 
amplia que corresponde al proton del grupo OH en 1.4 ppm para el antipodo Sy 

en 1.8 pom para el # {H-15}, una sefal doble en 1.34 ppm correspondiente al 
metilo B al grupo naftilo (H-13), una sefal séxtuple en 3.07 ppm, que integra para 

un protén correspondiente con el metino « al naftilo (H-11}], una sefal dobie en 

3.76 ppm que se asigna al metileno a al grupo alcohol (H-12), una sefal simple en 

aproximadamente 3.88 pom que integra para tres profones correspondiente al 
grupo metoxilo en posicién 6- del anillo de naftaleno {H-14), y las sefales 
caracteristicas de los.protones aromdticos. 

El espectro de !8C RMN para los alcoholes {tabla 6.10) muestra sefhales a 
17.46 pom para el metilo B al naftilo (C-13), en 42 ppm del carbono del grupo 

metino (C-11}, en 55 ppm del metoxilo (C-14}, en 68.5 pom que corresponde al 
metileno adyacente al grupo alcohol (C-12), ademds de ias sefales 
caracteristicas de los carbonos del sistema aromatico. 

6.1.4. §(-]- Y &(+)-ACETATO DE NAPROXILO. 

Con respecio a los ésteres de acétato de naproxilo, el espectro de 

infrarrojo muestra bandas en 1735 cm correspondientes al carbonilo del acetato, 
en 1244.6 cm' de estiramiento C-O, y las bandas caracteristicas para el sistema 

aromatico. 
Los espectros de masas de ambos compuestos muestran iones moleculares 

de relacién m/z 258, un pico base en m/z 198 (M* - 60) por pérdida de acido 
acético y un pico de importancia en m/z 185. 
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El espectro 'H RMN de ambos acefatos (tabla 6.11) muestra una sefial 

Coble en 1.38 ppm correspondiente al metilo en posicién 8 al grupo nattilo (H-13}, 

una sefhal simple en 2 pom que integra para tres hidrégenos que pertenecen al 
metilo del grupo acetilo (H-15), un sistema ABX constituido por una sefial séxtuple 
a 3.22 ppm correspondiente al grupo metino (H-11) y una sefal multiple en 4.235 
pom que corresponde al metileno adyacente al oxigeno del éster (H-12}, una 
sefhal simple en 3.7 ppm del metoxilo en posicién 6- del anillo de naftaleno {H-16) 
y las sefhiales de los protones aromaticos. 

El espectro de 3C RMN {tabla 6.12) para los acetatos muestra sehales a 18 
ppm para el metilo B al naftilo (C-13}, a 20 ppm para el metilo del grupo acetilo 

(C-15), en 38.8 ppm para el metino (C-11}, en 55.3 ppm del carbono del grupo 

metoxilo (C-16}, en 69.4 ppm del metileno unido al oxigeno (C-12}, y en 171 ppm 

que corresponde al grupo carbonilo del éster (C-14), ademds de las sefiales 
caracteristicas de los carbonos del sistema aromdatico. 
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TABLA 6.3. 
PROPIEDADES FiSICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS, 

  

                 
  

       
  

  

  

  

  

  

  

                  

COMPUESTO © 

S(+)Naproxeno - 154-155°C +67 .259 Polvo blanco 

(0.281) 
R(-)Naproxeno - 164°C -66.82 Polvo blanco 

(0.205) 
S-(+)-Naproxenato 95% 80°C +48.0 Agujas targas blanco- 

de Etilo {0.125} nacaradas 

R-(-)-Naproxenato 87.5% 79.5 °C -49.74 |} Agujas largas blanco- 
de Etilo 0 nacaradas (0.197) 

S-(-)-Naproxol 80% 91°C 0.35° | -17.59e Cristales blanco- 
0.24° (0.341) nacarados 

R-(+)-Naproxol 85% 91-92 °C 0.34? +179 Cristafes bfanco- 
0.2° (0.1.62) nacarados 

S-(-)-Acetato de 91% 61°C 0,66? -18.86 Agujas pequefias 
Naproxilo 0.63? (0.265) blanco-nacaradas 

R-(+)-Acetato de 85% 61°C 0.66? +20,68 Agujas pequefias 
Naproxilo 0.6" (0.29) blanco-nacaradas 

a: Sisterria |. 
b: Sistema i 

¢ Concentracién en g/100mL. 

d: [a], reportado en ta fiferatura, +66. 
e [u}*, reportado en la literatura, -18. 
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ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO Y MASAS. 
  

TABLA 6.4. 

  

  

   IR (KBr) v : 3194 (OH, 52.4% 7); 1728 (C=O, 3% T); 1604, 1506, 1452 (5 

Arom., 28.5, 67.4, 74.9% T) em, 
EM (IE) m/z: M* 230 (66%); 185 (100%). 

  

    R-(-)-Naproxeno IR (KBr) v : 3192 (OH, 44.1% T); 1728 (C=O, 6% T); 1604, 1506, 1452 (5 
Arom., 23.8, 59.7, 66.5% T) cm". 
EM (iE) m/z: M* 230 (70%); 185 (100%). 
  

S-(+)-Naproxenato de Etilo IR (KBr) v : 2980 (Alif,, 100.4% T); 1730 (C=O, 93.4% T); 1604, 1450 (6 
Arom., 99.9%, 100.7% T); 1180 (C-O, 91.8% T) cm”. 
EM (IE) m/z: Mt 258 (25%); 230 (23%); 185 (100%). 
  

R-(-)-Naproxenato de Etilo IR (KBr) v : 2980 (Allf,, 68.8% T); 1730 (C=O,11.7% T); 1604, 1504, 1442 (6 
Arom., 85.1, 75.2, 70.0% T); 1182 (C-O, 17.8% T) om". 
EM (IE) miz: M* 258 (40%); 185 (100%). 
  

* §-(-)-Naproxol IR (KBr) v . 3366 (OH, 57.7% T); 1606, 1502, 1462 (5 Arom., 20.8, 72.2, 
57.1% T); 1212 (C-O, 24.7% T) om". 
EM (IE) miz: M’ 216 (60%); 185 (100%). 
  

R-(+)-Naproxol IR (KBr) v : 3372 (OH, 91.8% T); 1604, 1458 (6 Arom., 87.9, 91.7% 1); 1212 
(C-O, 86.9% T) om". 
EM (IE) m/z: M* 216 (35%); 185 (100%). 
  

S-(-)-Acetato de Naproxilo IR (KBr) v : 2974.3 (Alif., 70.7% T); 1735.2 (C=O, 34% T); 1605.4, 1500, 

1450 (5 Arom., 66, 84, 75.5% T); 1244.6 (C-O, 25.5% T) cm". 
EM (iE) m/z: M* 258 (47%); 198 (100%); 185 (68%). 
  

R-(+)-Acetato de Naproxilo     IR (KBr) v : 2974.3 (Alif., 75.7% T), 1735.4 (C=O, 40% 1); 1605.6, 1443 (6 
Arom., 74, 81% T), 1244.6 (C-O, 25.5% T) om". 
EM (IE) m/z: M* 258 (65%); 198 (100%); 185 (86%).     
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|” ‘Numeraciéfr 
  

Hl 
H-2 
H-3 
H-4 
H-5 
H-6 
H-7 
H-8 
H-9 
H-40 
H-11 
H-12 
H-13 
H-14 
H-15   

  

            

  

CHO 
14 

TABLA 6.6 °C RMN PARA EL NAPROXENO. 

  

Numeraci6n 
  

  

  

C-4 
C-2 
C-3 
C-4 
C-5 
C-6 
C-7 
C-8 
c-9 
C-10 
C-11 
C-42 
C-13 
C-14 
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1H 

4H 

4H 
. 4H 

H-6 - - - - 
H-7 7.13 dd Jpg =9.5, Jy g=2.5 1H 
H-8 7.66 m - 1H 

H-9 : - - - 

H-10 - - - - 

H-11 3.825 ¢ Suge? 4H 

H-12 - - - - 

H-13 1.56 d Jyyag=l 3H 

H-14 4.125 ddc Jay Zax 7.3, Jag28 2H 

H-15 1.19 t Porci6n X, J=7.3 3H 

H-16 3.91 $ - 3H 

CH;O Othe He 
16 

TABLA 6.8 “C RMN PARA EL NAPROXENATO DE ETILO. 

Numeracién a be 
C-1 

C-2 138.77 

C-3 125.79 

C-4 127.13 

Cc-5 118.8 

C-6 157.46 

C-7 105.74 

C-8 . 129.06 

Cc-9 133.54 

C-10 133.54 

C-11 42.34 

C-12 174.7 

C-13 17.59 

C-14 55.26 
C-15 14.4 

C-16 55.25 
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7.59 

7.35 
7.74 

7.1-7.155 

7.14 
7.87 

3.06 
3.757 
1.34 
3.89   1.8     

  

Jaq =8.4, Jy 424.7 
Jog =8.4 

Jog 211, bpg=2 
Jyg 28.4 

Jy? dy ag=7 

Jyage7 

Js4.4377   

   
1H 
1H 
1H 

1H 
1H 

4H 
2H 
3H 
3H 
41H     

CHjO~ESS 
14 
   

TABLA 6.10 “C RMN PARA EL NAPROXOL. 

  

  

  

  

Nurigraeigrs | 
C-4 125.73 
C-2 138.76 
C-3 126.24 
C-4 127.03 
C-5 118.73 
C-6 157.29 
C-7 105.48 
C-8 128.98 
C-9 133.4 

C-10 133.4 
C-11- 42.19 
C-12 68.41 
C-13 17.45 
C-14 55.11       

28



RESULTADOS Y DISCUSION 

  

  

  

  
H-10 
H-14 
H-12 

H-13 
H-14 
H-15 
H-16 

  

          

7.324 dd 3.4 =8.7 Jy.4=1.8 1H 

7.7 d Ja.4 =8.7 1H 
7.105 s - 4H 

7.125 dd Jing =8.4 Jp.521.8 1H 
7.68 d Jig =8.4 1H 

3.22 sext. J414376.9, SayZdpx=7.2 1H 
4.235 dd JayZday#=7.2, Ino 2H 
1.37 d Jiy1g#6.6 3H 

2.0 s : 3H 
3.9 s - 3H 
  

  

gs° 

TABLA 6. 12 né RMN PARA EL ACETATO_ DE NAPROXILO 
  

  

  

  

  
  

C-4 425.51 

C-2 438.33 

C-3 126 26 

c-4 126.95 

C-5 118.84 

C-6 157.46 

C-7 105.64 

C-8 . 129.01 

c-9 133.52 

C-10 429.12 

C-11 38.83 

C-12 69.39 

C-13 18.17 

C-14 171.07 

C-15 20.91 

C-16 55.29       
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6.2 PARTE BIOLOGICA. 

6.2.1 GENERACION DEL DISENO DE EXPERIMENTOS PARA A. satina. 

6.2.1.1 CONSIDERACIONES PARA LA GENERACION DEL DISENO. 
wee wet? Dae TE ee 

Para estudiar simultaneamente los efectos del estado de oxidacién, de la 
configuracién y de la esterificacién de los compuestos en la letalidad de larvas 

de A. salina, se seleccioné un disefo factorial de experimentos de 2 niveles (2) 
para tres factores (23). 

Los niveles de cada factor son: Para el estado de oxidacidn, el nivel bajo 
(-1} corresponde a los dicoholes primarios, mientras que el nivel alto {+1} del 
disefio corresponde a los acidos carboxilicos. Para la configuracién, el nivel bajo 
se asignd a la configuracién absoluta &, mientras que el nivel alto fue para fa 
configuracién absoluta S de los compuestos. Asimismo, para la esterificacién el 
nivel bajo fue considerado para los compuestos libres (Gcidos o alcoholes) y el 

nivel alto para los productos de esterificacién de los mismos. Esto se encuentra 

ejemplificado en la tabla 6.13. 

TABLA 6.13 CODIFICACION PARA LOS 
DIFERENTES FACTORES CONSIDERADOS., 

  

  

  

      
  

  

  

Factor ___Nivel | Codificacié: 

A: Estado de Aito +1 Acido Carboxilico (Naproxeno) 
Oxidacion Bajo -1 Alcohol (Naproxoi) 

B: Configuracion Alto +4 Configuracién Absoluta $ 
Bajo -1 Configuracion Absoluta R 

C: Esterificacion Alto +4 Esterificado 

Bajo -4 Grupo Funcional Libre           

Debido a que la actividad biolégica varia con la concentracién de los 
compuestos, se decidié realizar el experimento con 4 concentraciones diferentes, 

con el fin de poder esfimar las dosis efectivas (DEso) de los compuestos. Para 

poder incorporar el efecto de la conceniracién en sus cuatro niveles, ésta fue 
considerada como una variable de bloque. De esta manera, para cada una de 
las concentraciones se construyé un disefio factorial 23 compieto, con ocho 

puntos experimentales, y se aleatorizd dentro de cada bloque. 

En la figura 6.14 se muestra la representacidn grdfica de cada uno de los 
disenos construidos. 
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C+ Estenficado 

  - Libre 

ESTERIFICACION 

CONFIGURACION prrecareysesses 

    R 2.   
2 

A Alcohol At Acido 

ESTADO DE OXIDACION 

FIGURA 6.14 DISENO FACTORIAL 23. 

Este diseno factorial se realiz6 para cada concentracién de las soluciones 
de prueba de! experimento (figura 6.15). 

    
    

                        

10°M 10°M 105M 10° M 

FIGURA 6.15 DISENOS FACTORIALES CONSTRUIDOS PARA CADA CONCENTRACION. 

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

Las cuatro concentraciones a las que se decidié trabajar fueron, en este 
caso, 103 M a 10% M, que aseguraba una concentracién minima de 
aproximadamente 200 ng/mL {200 ppm) para la solucién mds concentrada de 

cualquiera de los compuestos, dentro de un rango adecuado para realizar la 

prueba (Meyer, B.N., Ferrigni, N.R.. Putnam, J.£., Jacobsen, L.B., Nichols, D.E. y 

McLaughlin, J.L.,1982) y poder hacer estimacién de dosis efectivas letales (DEs0 o 
DLso). El efecto de la concentracién se incorporéd como variable de bloque. 

De esta manera, se realiz6 un andlisis de regresién lineal multiple, para 
ajustar los datos experimentales en un modelo completo, que incluyera a los 
factores y los bloques {(concentraciones): 

Yykim = + ti + Ay + Bet Ci + (ABJik + (AC}a + (BC) + (ABC) it + einim 
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Donde: 

y= Variable dependiente (fraccién de artemias muertas). 
p= Efecto medio general (media de los tratamientos). 
u= Efecto de los Bloques (Concentraciones). 
A= Efecto del j-ésimo nivel del factor A (Estado de Oxidacién). 
B= Efecto del k-ésimo nivel del factor B (Configuracién). 
Ci= Efecto del -ésimo nivel del factor C(Esterificacién). 
(AB) «= Efecto de la interaccién entre el } ésimo nivel del factor A y el k- 
ésimo nivel del factor B. 
(AC}i= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor A y el [- 
ésimo nivel del factor C. 

(BC}k= Efecto de Ia interaccién entre el k-ésimo nivel del factor B y el I- 
ésimo nivel del factor C. 
{ABC)x= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor A, el k- 
ésimo nivel del factor B y el -ésimo nivel del factor C. 
exi= Componente del error experimental. 

Ademas, se realiz6 el disefio factorial de acuerdo a los procedimientos 
convencionales (Montgomery, D.C., 1991) para obtener modelos individuaies de 

efectos fijos para cada concentracién especifica con la siguiente ecuacién 
general: 

Yuki = + Ai + Bet Ca + (AB) + (AC)ix + (BC}ik + (ABC)ik + eit 

Donde: 

y= Variable dependiente (fraccién de artemias muertas). 
p= Efecto medio general {media de los tratamientos). 
A= Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Estado de Oxidacién). 
B= Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Configuracién}. 
Cx= Efecto del k-ésimo nivel del factor C(Esterificacidn}. 
{AB},= Efecto de la interaccién entre el i-ésimo nivel cel factor A y el j-ésimo 
nivel del factor 8. 

(AC)x= Efecto de la interaccién entre el i-ésimo nivel del factor A y el k- 
ésimo nivel del factor C. - 

(BC)x= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor B y el k- 
ésimo nivel del factor C. 
(ABC)n= Efecto de la interaccién entre el i-ésimo nivel del factor A, el 
esimo nivel del factor B y el k-ésimo nivel del factor C. 
ejxi= Componente del error experimental. 
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En e! caso del bioensayo con A. salina, se obtuvo como variable de 
respuesia el numero de arfemias ‘muertas en cada vial, que luego se expresd 
como una fraccié6n de artemias muertas sobre el total de artemias por vial 

{Fraccién = muertas/total], con el fin de manejar esta variable como una 

proporcién constante y comparable. Al momento de hacer el tratamiento 
matematico de los datos obtenidos, la variabie de respuesta fue transformada al 

arco seno de la raiz cuadrada de la fraccién (Arc Sen [fraccién]”, transformacién 
recomendada para mejorar la homogeneidad de las varianzas 
(Homosedasticidad} (Montgomery, D.C.,1991). 

Adicionalmente, con el objeto de contrastar los efectos de los compuestos 
probados con respecto del control sobre la fraccién de artemias muertas, se 

realiz6 fambién un andlisis de varianza de un criterio de clasificacién, 
acompafado de una prueba de Dunnett (Dunnett, C.W., 1955}. La codificacién 
de los compuestos para este andlisis fue la siguiente: 

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

. Compuest 

+)-Naproxeno 13 14 15 16 

R-(-)-Naproxeno 23 24 25 26 

S-(-)-Naproxol 33 34 35 36 

R-(+)-Naproxol 43 44 45 46 

S-(+)-Naproxenato de etilo 53 54 55 56 

R-(-)-Naproxenato de etilo 63 64 65 66 

S-(-)-Acetato de Naproxilo 73 74 75 76 

R-(+)-Acetato de Naproxilo 83 84 85 86 

  

Ademas, se hicieron estimaciones de concentraciones letales (CLso), que 
dan lugar a la generacién de otro disefio factorial con 8 puntos, uno por cada 
valor de Clso de los compuestos probacios. Esto permite hacer una comparacién 
directa de las actividades encontradas en los compuestos, de acuerdo con la 
figura 6.17. 

S-Acetato de qaproxito S-Naproxenato de etilo 
cise CLso     

  

S-Naproxo! -Naproxeho. 
CL50 

PROREGIB Bel" -Naproxenato de ello 
 paproxto CLs0 
CLs0   R-Naproxol 2 

CL50 R-Naproxeag 
CLs0 

FIGURA 6.22. DISENO FACTORIAL GENERADO CON LAS Clso DE LOS COMPUESTOS. 
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6.2.1.2 ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION. 

Las tablas 6.18-6.21 muestran los resultados de cada uno de Ios andlisis 
factoriales. Se indican los compuestos que de acuerdo a la prueba de Dunnett 

resultaron diferentes con respecto del control. 

Todos los compuestos resuitaron con diferencias estadisticamente 
significativas a la concentracién 103 M, mientras que a la concentracién 104M 
los naproxenos dejan de tener efectos fdxicos contra A. salina. El Unico 
compuesto activo a la concentracién 105M es el Sacetato de naproxilo. Esto, 
como se vera mas adelante, coincide con lo visto en ef andlisis de los modelos, ya 
que se aprecia que los alcoholes son mds activos que los dcidos 
correspondientes contra A. salina, y que los compuestos esterificados son en 

general mas activos que sus Correspondientes compuestos libres. 

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

La tabla 6.22 muestra los coeficientes de regresién estimada para los 
modelos obtenidos, tanto individuales como el modelo completo, para cada una 

de las concentraciones probadas en A. salina. 

El modelo completo de regresién lineal multiple que inciuye a los bloques 

resulta significativo (p<0.0001) y detecta efectos significativos de ja 
concentracién (logie C}, el factor A [Estado de oxidacidn) y C (esterificacién). 

Los modelos para las concentraciones 103 M, 104 M y 105 M también 

resultan significativos (p<0.0001}, Conforme cambia la concentracidon, los modelos 
detectan efectos significativos de diferentes factores, detectdndose efectos 
significativos del estado de oxidacién (A) para el primer modelo, del estado de 
oxidacién {A) y la esterificacién (C) para el modelo de 104 M, y de la 
esterificacién (C) en el tercer modelo. 

A. EFECTO DEL ESTADO DE OXIDACION (A}. 

El efecto de el estado de oxidacién {A} resulto significative en el modelo 
completo y en los modelos de 103 M y 104 M. Este efecto es de interés en el 
modelo completo que incluye a todas las concentraciones porque resulta 
significative e independiente de la concentracién a la cual se realice el 
experimento. 

El efecto del esiado de oxidacidn tiene un coeficiente negativo, lo que 

indica que los alcoholes son mds activos que los acidos carboxilicos contra A. 
salina. 
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B. EFECTO DE LA CONFIGURACION (B). 

Ningun modelo presenté significacién en el efecto de la configuracién. 
Esto habla de que ia prueba de letalidad con A. salina es estereoinespecifica, fo 
cual no le resta importancia como indicativa de toxicidad de los compuestos. 

Sin embargo, en el modelo para la concentracién 104 M resulta 
significativa Ia interaccion AB (entre el estado de oxidacién y la configuracién), 
que se tratara mds adelante. 

C. EFECTO DE LA ESTERIFICACION (C}. 

El efecto de ja esterificacién resulté significativo en el modelo completo y 
los modelos para las concentraciones de 104 y 105 M. El coeficiente para la 
esterificacién es positivo, lo que nos indica que los derivados esterificados son 
mas activos que los compuestos libres, lo que logicamente puede deberse a su 
mayor liposolubilidad, y por lo tanto a su mayor facilidad para atravesar 
membrana de artemia. Ademds, no se puede dejar de considerar que al pH 
utilizado del medio salino en et que se desarrolla la prueba (7.2-7.4) los dcidos 
carboxilicos libres se encuentran altamente ionizados, lo que dificultarfa su 
absorci6n por parte del crustaceo. 

D, INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES. 

Las Unicas interacciones entre factores que resultaron significativas fueron 
la interaccién AB (entre el estado de oxidacién y la configuracién) y la ABC 
{interaccién ternaria), Gnicamente para el modelo de la concentracién 104M. ~ 

La grdfica de interaccién AB (Figura 6.23) indica que en los alcoholes, ta 
configuracién S es la mds activa, mientras que al referirse a los dAcidos 
carboxilicos, la configuracién FR es la que manifiesta mayor toxicidad contra A. 
salina. 

A DESIGN-EASE Analysis 
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FIGURA 6.23 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO 
DE OXIDACION Y LA CONFIGURACION. 
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La interaccién ternaria es dificil de interpretar, pues abarca un numero 
grande de combinaciones entre los tres factores. Sin embargo, el hecho que 
resulfe positiva en al menos uno de los disefios indica una gran complejidad y 
exigencia en ia relacién estructura-actividad de los compuestos. 

La figura 6.24 muestra los grdficos de interpretacién obtenidos de cada 
uno de los disefos factoriales individuales. 

DESIGN-EASE Analysis DESIGN-EASE Analysis 
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FIGURA 6.24 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LAS CUATRO 
CONCENTRACIONES PROBADAS EN A. salina. 
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6.2.1.4 ESTIMACION DE Clso DE LOS COMPUESTOS CONTRA A. sasina. 

Para estimar Clso de los compuestos utilizados, se realiz6 un andlisis de 
regresion Probit de la fraccién de artemias muertas sobre el total, tomando como 
referencia un control de artemias realizado simultaneamente con los tratamientos 
de los compuestos. Los intervaios de confianza se fijaron al 95% {a=0.05}. Los 

resultados se muestran en la tabla 6.25, 

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

S-(+)-naproxeno 3.89x10° M? 

R-(-)-naproxeno 9.88x10°% M# 

S-(-)-naproxol 6.17x10° M (9.7x10°, 5.45x107)? 

R-(+)-naproxol 6.03x10° M (7x10°, 7.94x10 

S-(+)-naproxenato de etito 5.63x10% M (1.38x107, 1.8x10° 

R-(-)-naproxenato de etilo 4.29x10% MP 

S-(-)-acetato de naproxilo 8.11x10° M (5.4x10°, 1.2x10 

R-(+)-acetato de naproxifo 1.84x10° M (8.55x10°, 4.6x10 

  

a: No pudo determinarse e} intervaio de confiianza. 

6, Intervalo de confianza superior, intervalo de confianza inferior (a4=0.05) 

De acuerdo con la tabla 6.25, los alcoholes y sus derivados esterificados 
manifiestan una mayor foxicidad contra A. salina que los naproxenos y sus ésteres. 
Esto podria indicar que los naproxoles pueden poseer un grado de actividad o 
toxicidad diferente de los compuestos referencia {los naproxenos}, per lo que 
debe tenerse cuidado al considerar a estos compuestos como profarmacos. 

6.2.1.5 ESTIMACION DE RAZONES DE ACTIVIDADES E INDICES EUDISMICOS 
CON BASE EN Clso CONTRA A. sadina. 

La estimacién de las concentraciones letales contra artemia permitid 
esiablecer una relacién de actividades enire los diferentes compuestos. Ademds 
se intenté hacer una estimacién de los indices eudismicos, de acuerdo con los 
procedimientos anteriormente descritos (Lehman, P.A., Rodrigues de Miranda, J.F. 
y Ariéns, E.J., 1976). Los indices eudismicos son una manera simple de distincién 
respecio a la actividad mostrada por faérmacos quirales, entre los que se 
encuentran los acidos naffilpropidnicos. Para una accién particular, e! isémero 
mds activo es considerado como eutémero, mientras que el isé6mero menos 
activo se denomina distdmero. La razon de actividades, o razén eudismica, 
constituye un indicativo de enantioselectividad. El indice eudismico es 
sencillamente el logaritmo de las razones eudismicas encontradas para fos 
compuestos. De esta manera, es posible encontrar variaciones en actividades 
entre ambos enantiémeros de los cuatro pares de compuestos probados, aun a 
pesar de que én los disefos factoriales la configuracién del compuesto no haya 

42



RESULTADOS Y DISCUSION 

  

sido un factor determinante en la actividad contra A. salina. Las relaciones de 
actividades e indices eudisrnicos se presentan en las tablas 6.26 y 6.27. 

TABLA 6.26 INDICES EUDISMICOS CALCULADOS CON BASE EN CLso 
PARA A. salina. 

  

  

       

  

  

  

  

  

Pande 
-enantiémeros | 

Naproxeno S-(+)-naproxeno 100 2.587 0.412 

R-(-)- naproxeno 38.65 
Naproxol $-(-)-naproxol 97.73 0.9773 -0.0099 

R-(+)- naproxol 100 : 
Naproxenato | S-(+)-naproxenato 76.19 0.7619 -0.1181 

de etilo 

R-(-)-naproxenato 100 “oe 
Acetato de S-{-)-acetato 400 2.2688 0.3558 
Naproxilo 

R-(+)-acetato 44.076               

Como se puede apreciar en fa tabla 6.26, los valores estinados de los 
indices eudismicos son no significativos, ya que los Unicos pares de compuestos 
donde el valor del indice eudismico es positive son el Snaproxeno y el Sacetato 
de naproxilo, y este valor es muy pequefio. Anteriormente se habia visto que la 
configuracion no fue significativa en los disefios factoriales, por lo que estas 
estimaciones confirman ei hecho de que la prueba con A. sailing no tiene 
especificidad entre enanti6meros. 

TABLA 6.27 RAZON DE ACTIVIDADES ENTRE LOS COMPUESTOS. 

  

  

    
    

  

  

  

  

  

  

  

  

                

RAZON S-NAXEN | R-NAXEN] = S- R-NAXOL | S* 

NAXOL : 3 Ee 
S-NAXEN - 2,58 0.0159 0.0156 0.1458 0.1111 . . 
R-NAXEN 0.39 : 6.17X10° | 6.04X10° 0.0563 0.04295 8.11X104 1.84X10° 
S-NAXOL 62.56 161.88 : 0.9773 9.12 6.95 0.1314 0.2982 

“_R-NAXOL 6401 165.50 1.02 : 9.34 7.11 0.4344 0.3051 
S-NAXENATO 6.85 17.72 0.14 0.1071 - 0.76 00144 0.0326 
R-NAXENATO 899 23.28 0.14 0.1405 1.31 : 0.0189 0.0429 
S-ACETATO 475.95 1231,56 7.61 743 69.42 52.89 : 2.2688 
R-ACETATO 209.78 542.82 3.35 3.28 30.59 23.31 0.4407 :         

Por otro lado, al observar la tabla 6.27, puede fdacilmente apreciarse que, 
independientemente de la configuracién de los compuestos, los alcoholes y sus 
derivados acetilados son mucho mds letales contra A, salina que los 
correspondientes derivados carboxilicos. Los naproxoles, particularmente, poseen 
mds o menos la misma actividad contra artemia, y en general los Unicos 
compuestos que se diferencian significativamente en sus actividades son el Sy el 
R-naproxeno. 
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6.2.1.6 GENERACION DEL DISENO FACTORIAL CON BASE EN CLso CONTRA A. 

salina. : 

Como ya se explicd anteriormente, la estimacién de las conceniraciones 

letales de los compuestos contra A. salina permitié realizar un nuevo disefo 

factorial, en donde los factores considerados son ios mismos (El estado de 

oxidacién A, la configuracion B ¥ta.esterificacién C},. siende.la diferencia el tipo. . 
de variable de respuesta seleccionado, que en este caso es la CLso, expresada 

como el inverso negativo del logi de la concentraciédn obtenida en los 
bioensayos. La fabla 6.28 muestra los coeficientes para dicho modelo. 

TABLA 6.28 COEFICIENTES DE REGRESION PARA EL DISENO FACTORIAL 23 PARA CLso 
EN A. salina. 

2 peor     
A: ESTADO DE OXiDACION 

B: CONFIGURACION 
C: ESTERIFICACION 

AB 

AC 

BC 

ABC 

CONSTANTE 

-0.9028* 
0.0803 

0.4498* 

0.00 

0.1009* 

-0.0204 

-0.1422* 

3.6606 

  

* Factor significativo (a=0.05) 

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

El coeficiente del estado de oxidacién es negativo, lo que indica una vez 
mas que los alcoholes son mds ‘activos en la prueba de letalidad con A. salina 
que los Gcidos carboxilicos. Por otro lado, el coeficiente de la esterificacién es 
positivo, lo que nuevamente indica que los derivados esterificados son mds 

letales que los compuestos libres. 
DESIGN-EASE Analysis 
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FIGURA 6.29 GRAFICA DE INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA 
ESTERIFICACION. 
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En la figura 6.29 sé observa la grdfica para la interaccién AC, en la cual se 

observa que los alcoholes provocan mayor letalidad en la prueba con A. salina, y 
que los compuestos esterificados son mds activos que los andlogos libres. 

En ja figura 6.30 se observa la grdafica de inierpretacién para este disefio 
factorial. 

DESIGN-EASE Analysis 
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FIGURA 6.30 GRAFICA DE INTERPRETACION PARA EL DISENO FACTORIAL 

23 PARA Clso EN A. saving. 

6.2.1.7 ESTIMACION DE PARAMETROS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD 
CON BASE EN CLso CONTRA A. salina. ~ 

Todos los derivados sintetizados de configuracién S ya se encuentran 
reporiados en Ja literatura. Se han propuesto estos compuestos como posibles 
profarmacos para sistemas de liberacién dérmica de antiinflamatorios (Kasting, 
G.B., Merrit, E.W., Smith, R.L., Walker, D., Mueller, L.G. y Estelle, A.F., 1987; Mueller, 
L.G., Estelle, A.F., Kasting, G.B., Merritt, EW., Tulich, LJ., Smith, R.L, Walker, D. y 
Cooper, E.R.,1987; Mueller, L.G., 1990). 

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

A. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. salina Y LA 
CONSTANTE DE PARTICION OCTANOL/AGUA. 

Con el objeto de encontrar un modelo que permitiera correlacionar las 
actividades enconiradas para los compuestos con algun pardmetro 

fisicoquimice disponible, se decidid tratar primero de establecer un modelo para 
relacionar la actividad biolégica con la constante de particién octano-agua, 
mejor conocida como P (0 log. si se expresda como su logaritmo}. Este pardmetro 
ha sido extensamente estudiado por varios autores (Meyer, K.H. y Hemmi, H., 1935; 
Collander, R., 1954; Hansch, C., 1968) y se ha tratado de relacionar con otros 
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pardmetros fisicoquimicos en estudios de relacién estructura-actividad de 
muchos compuestos (Leo, A., Hansch, C. y Church, C., 1969; Hansch, C, y Fujita, T., 
1964), 

Los datos de particién octanol/agua se tomaron de Kasting, G.B., ef af 
{1992). Se realiz6 un andlisis de regresi6n por minimos cuadrados de los valores de 
log koct (logP} contra Clso, expresada como el inverso negativo del logaritmo de 
la concentracién {ilogC). La grdafica de la figura 6.31 muestra el modelo. 

  

  

6 
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q 44 

3 4 : 
j 
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koct 

FIGURA 6.31 GRAFICA DE KOCT Vs. ILOGC. 

Se obtuvo la siguiente ecuacién cuadrdtica, con log koct como el término 
cuadrdtico. 

logC = 178.35koct - 23.61 koct? - 328.32 
(R2 ajustada=0.5441, n=8) 

Cada uno de los términos resultaron significativos (p <0.05). A pesar de que 

el modelo no resulta ser muy bueno ni tampoco resuita significativo en el andlisis 
de varianza (po = 0.0605}, es interesante considerar que !a relacién entre la 

actividad bioldgica y el logP muestra una tendencia parabdlica, tal y como se 
ha reportado anteriormente en muchos esiudios de estructura-actividad (Hansch, 

C., Stewart, A.R., lwasa, J., y Deutsch, E.W., 1965; Hansch, C., y Deutsch, E.W., 1966; 

Singer, J.A. y Purcell, W.P., 1967}. En estos estudios mencionan fo que consideran 

“toxicidad inespecifica” como una alta correlacién entre la actividad bioldgica, 
con respecio a una sdla constante fisica, que usualmente es el log. Esto 
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confirma que la prueba de A. salina es referida a una “toxicidad inespecifica", y 

de ahi la falta de diferenciacién de actividad entre is6meros. Sin embargo, esto 
no explica la diferencia de actividades entre los naproxenatos de etilo y los 
acetatos de naproxilo, siendo que su lag? reportado es el mismo. 

B. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. salina Y EL PUNTO 
DE FUSION. 

Otro pardmetro disponible de origen experimental es el punto de fusién, el 

cual se ha relacionado con las fuerzas intermoleculares, y por lo tanto con la 
estructura molecular, la forma de la red cristalina, la sclubilidad y la afinidad de la 
molécula por determinados receptores (Lien, E.J., 1987; Hansch, C., 1990; Sloan, 
K.B., 1992}. También se calculé una ecuacién por minimos cuadrados (en este 
caso lineal) que tratara de correlacionarse con la actividad biolédgica observada 
en artemia. El modelo result6 mucho mejor, las constantes pudieron explicar el 
73% de la variacién de los datos (R2 ajustada: 0.7305) y el modelo resulta 
significativo al efeciuar el andlisis de varianza ( =0.0042). 

ilogC = -0.02542pf + 6.12 
(R2 ajustada= 0.7305, n= 8) 

En la figura 6.32 se muesira la grdfica obtenida para ef modelo. Puede 

apreciarse que al aumentar el punto de fusién disminuye la actividad biolédgica; 
aqui aparentemente se explica la diferencia de actividades de los dos tipos de 
ésteres (naproxenato y acetato}. Considerando ésto como de cardcter 

predictivo, pudiera realizarse la sintesis de nuevos derivados de tipo éster con 
bajo peso molecular y probablemente podria estimarse o compararse su 

actividad contra A. satina. 
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FIGURA 6.32 GRAFICA DE PF VS. ILOGC. 
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El hecho de que el punto de fusién resulte significativo para explicar la 
actividad biolégica es interesante, puesto que el punto de fusién, por un lado, es 

un pardmetro puramente experimental y que constituye una propiedad 

caracteristica e invariable de las moléculas, al contrario de la constante de 
particién, que, ademds de ser afectada por una serie de factores como la 
temperatura y el método utilizado para su determinacién, constituye una variable 
puramente artificial ideada para tratar de emular el paso de las moléculas a 

través de las membranas biolégicas. 
El punto de fusidn, como se ha mencionado anteriormente, l6gicamente se 

relaciona con Ja presencia de fuerzas intermoleculares dei compuesto, siendo las 
fuerzas de Van der Waals (fuerzas de London) las que mds lo determinan. La 

medicion de estas fuerzas se ha correlacionado con la actividad biolégica de 
algunos compuestos antivirales (Pressman, D., y Grossberg, A.L., 1968}, y con la 

interaccién férmaco-receptor en varios estudios (Belleau, B.. y Lacasse, G., 1964: 

Belleau, B., 1965}. 

Por ofro lado el punto de fusiédn es representativo de las fuerzas 

intermoleculares y de red cristalina que determinan tanto la solubilidad acuosa 
como en disolventes orgdnicos. Yalkowsky y Valvani (1980, 1983} argumentando 

que la ecuacidon derivada por Hansch y colaboradores {Hansch, C., Quinlan, J.E., 

y Lawrence, G.L., 1968}, que incluia Unicamente la constante de reparto, no era 
valida para solutos sdlidos [que poseian una determinada red cristalina que 

podia ser representada por la entropia de fusién), han postulado una ecuacién 
general que relaciona la constante de reparto y el punto de fusiédn con la 

solubilidad acuosa de solutos no electrolitos a 25 °C: 

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

Ademas, estos investigadores también postularon otra ecuacién que 

determina la solubilidad en octanol, tanto para electrolitos como para no 
electrolitos: 

No Electrolitos: log Xo= -0.01 pf +0.25 
{r=0.92, N=36} 

Elecire ‘tos: log Xo= -0.011 pf +0.15 

(r=0.985, N=36} 

Estas ecuaciones coinciden en gran medida con lo encontrado en el 
modelo de Artemia salina. La ecuacién postula que la solubilidad acuosa de un 

no electroliio disminuye conforme aumenta el punto de fusidn, encontrandose 
entonces una concentracién efectiva menor de los compuestos de mayor punto 

de fusién con respecto de los de menor punto de fusién, afectando posiblemente 
de este modo su actividad contra artemia. De esta manera, podria decirse que 

la solubilidad y fa liposalubilidad en el medio salino utilizado para la prueba 
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determina grandemente la actividad de los compuestos probados contra 

artemia; sin embargo, es importante mencionar que al pH de la prueba, los 
naproxenos (pKa=3.5) se encontraban altamente ionizados y menos disponibles 
para su accion contra el crustaceo. 

C. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A, salina, KOCTANOL 

Y PUNTO DE FUSION. 

Con la finalidad de encontrar un modelo que explicara mejor la actividad 

bioldgica encontrada en A. salina, y teniendo en cuenta los antecedentes 

proporcionados por Yalkowsky, se combinaron las dos variables anteriores en un 
modelo de regresién. La constante de particién se torné de forma cuadrdtica 
({koct, koct?), debido al comportamiento parabdlico mostrado anteriormenie. El 
rnodelo encontrado resulté bastante bueno, explicando la varianza de los datos 
en un 97% (R? ajustada=0.9674). Ademads, en el andlisis de varianza tanto el 
modelo (f=0.0006} como cada uno de los pardmetros (koct= 0.0020, koct? 
=0.0006, p.f=0.0013} resultaron significativos. 

ilogC = - 285.3koct + 37.46koct? - 0.0844pf + 547.3] 
(R2 ajustada= 0.9674, n=8} 

Esta ecuacién puede muy bien relacionarse con el modelo anterior 

encontrado solamente para el punto de fusién. Anteriormente, existe una 
referencia en la cual se encuentran buenas correlaciones entre la solubilidad 
acuosa, el logf y el punto de fusién, en una variedad de compuestos, con 
coeficientes de determinacién arriba de 0.9 {Nouwen, J., y Hansen, B., 1996). Estos 

modelos, segUn describen los investigadores, poseen una gran capacidad 

predictiva. El modelo encontrado con A. salina es enionces coherente, siendo 
que la solubilidad en agua y el coeficiente de particién son parametros de gran 
importancia en el estudio de relaciones estructura-actividad, adicionandose el 

hecho de que, de acuerdo con Yalkowsky, el incorporar la variable del estado 

fisico de la sustancia {punto de fusién) aumenta grandemente la correlacién de 
los pardmetros en el modelo para estudiar Ja actividad. 

Como una manera de evaluar el modelo en busca de una dependencia 

entre el punto de fusién y la constante de particiédn octanol/agua, se obtuvo la 
matriz de correlacién entre el punto de fusién y la koctanol/agua, en donde se 

encontré una colinearidad entre la constante de reparto y el punto de fusidn (R2 

ajustada =0.9523,  =0.0002). 
Esto indica que, aunque e! modelo aparentemente es bueno, no resulta un 

modelo predictivo muy confiable, al existir interdependencia entre los valores de 

punto de fusién y los de la constante de reparto. 
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D. CORRELACION ENTRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA EN A. sa#ina, Jn Y PUNTO 
DE FUSION. 

La constante de flujo maximo a través de la piel (Un, pg/cm?/h) se refiere a 
la cantidad maxima de compuesto que penetra la piel en un periodo de 48 a 72 
horas. Kasting y colaboradores (Kasting, G.B., Smith, R.L, y Cooper, E.R., 1987} han 
desarrollado un método para caicular esta constante en experimentos de 
penetracién dérmica utilizando piel humana tomada de caddveres. Estos 
investigadores mencionan que fa constante de flujo mdximo depende 
mayormente de la solubilidad en octanol (Soct} y del peso molecular (PM), o bien 
del volumen molecular del compuesto, asumiendo un modelo de membrana 
simple. Es inferesante hacer notar que este parametro no depende del 
coeficiente de particion (/ }, sino sdlo de Ia liposotubilidad, que en este caso se 
representa por medio de fa solubilidad en octanol. De esta manera, Kasting 
propone una ecuacidén del siguiente tipo: 

log Un= A log Soct- b log PM + C. 

Donde el vaior de Ia constante es igual a D/hip (siendo D el coeficiente de 
difusién del compuesto y hip es el grosor del estrato cérneo), A tiene un valor 
cercano a la unidad y 6 tiene valores experimentales mayores a 3 para 
membranas poliméricas, bicapas lipidicas y otras biomembranas {Lieb, W.R. y 
Stein, W.D., 1969; Cohen, B.E., y Bangham, A.D., 1972: Lieb, W.R. y Stein, W.D., 
1986}. 

El valor de la constante de flujo maximo 4m ha sido un parametro 
importante en estudios de desarrollo de profdarmacos de compuestos 
antiinflamatorios no esteroidales como el naproxeno y el ibuprofeno, entre otros 
(Kasting, G.B., ef af 1992). Debido a que este pardmetro no depende 
directamente de la constante de reparto octanol/agua, se consideré que podria 
buscarse un modelo que lo relacionara con la actividad bioldgica en artemia, 
puesto que es un indicativo de penetracion y absorcién de los campuestos, 

Asi pues, se calculé el modelo por minimos cuadrados, tomando Mm y pf 
como pardmetros lineales. El modelo resulté muy bueno {p =0,0010, R? 
ajustada=0.91}, con un minimo de autocorrelacién entre Jn y el punto de fusion. 
Asi, el modelo es significativo y altamente predictivo, al no existir colinearidad de 
los pardmeiros usados. 

ilogC = 0.0632 - 0.0211 pf + 5.0157 
{R? ajustada= 0.911, n= 8) 

El modelo que incorporaba a Ja constante de flujo como un término 
cuadratico result6 también muy bueno (p =0.0006, R? ajustada=0.97}, sin 
encontrarse tampoco correlacién entre Ja constante de flujo y el punto de fusidn, 
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ilogC = 0.22764 - 0.0068 sn? - 0.02069pf + 4.3244 

{R2 ajustada=0.9673, n=8} 

Sin embargo, el modelo cuadrdtico no mejora considerablemente en 
relacién al modelo lineal, por lo que el que involucra a la constante de flujo 

maximo lineal resulta el ideal para utilizarse, debido a su mayor sencillez y alta 

capacidad predictiva. Ademds, debido a que se dispone de informacién sobre 
propiedades fisicoquimicas de otros derivados de dcides naftilpropidnicos, seria 
interesante comparar las actividades enconiradas para estos compuestos con las 
que podria predecir el modelo enconirado, con el fin de hacer una evaluacién 
subsecuente del mismo. 
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6.2.2 BIOENSAYOS PRELIMINARES DE GERMINACION DE SEMILLAS. 

6.2.2.1 SELECCION DE SEMILLAS. 

Las pruebas preliminares de germinacién se realizaron con el objeto de 
seleccionar las semillas que manifestaran menor variabilidad (expresada como su 

% CV.) y mayor porcentaje de germinacién. Inicialmente, se escogieron 6 
semillas, 3 monocotiledéneas y 3 dicotiledéneas. 

TABLA 6.33 SEMILLAS SELECCIONADAS PARA EL EXPERIMENTO 
PRELIMINAR DE GERMINACION. 

Trigo (Triticum vulgare Lenteja (Lens esculenta 

Maiz (Zea ma Rabano (Raphanus sativus L. 

Pasto (Axonspus compressus Frijol (Phaseolus vulgaris 

  

Las siembras se realizaron empleando Unicamente acetona R.A. como 
control. Después de cuatro dias de germinacién, se midieron longitudes de 
radiculas y falluelos y se determind el porcentaje de germinacidn. Se 
determinaron pardmetros de estadistica descriptiva, como promedio de las 

medidas, desviaciones estdndar, coeficientes de variacién e intervalos de 
confianza para los datos. 

De estos resultados se decidié eliminar de las monocotiledéneas al maiz, ya 
que presentd un porcentaje de germinacién menor a 20%, y al pasto, ya que su 
coeficiente de variacién era ligeramente mayor que el del trigo, ademds de que 
las plantulas no tenian un tamafo suficiente como para hacer mediciones 

confiables de sus radiculas y talluelos. 
Entre las dicotiledéneas, se decidid eliminar al frijol, ya que también 

presenté un porcentaje bajo de germinacidén (< 30%); la lenteja fue la que menor 
variabilidad y mayor porcentaje de germinacidén tuvo, pero se decidié hacer las 

pruebas preliminares con compuestos incluyendo también al rabano, ya que 

existen referencias anteriores que describen el uso del mismo en ensayos de 
toxicidad de anestésicos y barbiturafos (Lowe, K.C., Davey, M.R., Power, J.B., y 

Clothier, R.H., 1995). 

6.2.2.2 BIOENSAYOS PRELIMINARES CON NAPROXENO. 

Una vez seleccionadas las semillas, se sembraron con concentraciones 

conocidas de Naproxeno {10 M-104 M} en acetona, ademas de los controles, 
segtn la metodologia descrita en la parte experimental. Se realizaron 10 
replicados de cada concentracidn y del control, con 5 semillas por replicado. 
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Los datos obtenidos sirvieron para hacer una estimacién preliminar de la 

concentracién efectiva (CEso} del-naproxeno, con el fin de determinar ei rango 

de concentraciones en que se iban a realizar los experimentos factoriales con los 

8 compuestos. 

Las concentraciones efectivas {CEso) de inhibicién de crecimiento de 
radicula y talluelo se determinaron por medio de la regresién probit, estimando la 
concentracién que presentaba un 50% de inhibicion de la longitud presentada 
por el control corrido en el mismo experimento (Tabla 6.34}. 

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

Pardmetros de... 

R? (radicula 0.9069 0.9157 0.7725 

CE Estimada 4.98x10°M 1.98x10" 9.39x10" 
Radicula} 

R? (talluelo) 0.9992 0.9188 0.8622 

CEs Estimada 1.41x10°M 5.61x10°M 217M 
(Talluelo) 

  

Con estos datos se selecciond el radbano, ya que presentaba Una mayor 
sensibilidad al naproxeno con respecto a la otra especie dicotiledénea {lenteja) 
que se probe. 

Por otro lado, las dosis estimadas fijaban el rango de concentraciones 
desde 1071 M, pero se decidié trabajar entre 102 M y 105 M, debido a que la 

cantidad disponible de derivados FR era pequefa, ademds de que se considerd 

que en ese rango se podian obtener diferencias estadisticamente significativas 
que permitieran evaluar los efectos principales de los tres factores y sus 
interacciones. 

6.2.2.3 GENERACION DEL DISENO DE EXPERIMENTOS DE GERMINACION. 

A. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO. 

Al igual que con los experimentos efectuados con A. salina, se deseaba 
estudiar simultaneamente los efectos del estado de oxidacién, de la 
configuracion y de la esterificacién de los compuestos, en este caso en ia 
inhibicién del crecimiento de radicula y ‘talluelo de las especies vegeiales 
escogidas, para fo cual se seleccioné un disefho factorial de experimentos de 2 
niveles (2*) para tres factores (23), 

Los tres factores son, al igual que en los experimentos anteriores, ei estado 

de oxidacién de los compuestos (factor A}, la configuracion (B) y la esterificacion 
{C}. Los niveles de cada factor poseen la misma codificacién. 

También se decidiéd realizar el experimento con 4 concentraciones 
diferentes, con el fin de poder estimar las concentraciones efectivas (CEso) de los 
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compuestos. Para poder incorporar el efecto de la concentracién en sus cudiro 
niveles, ésta fue considerada como una variable de bloque. De esta manera, 
para todas las concentraciones sé construyé un disefio factorial 23 completo, 
ademas de un disefo para cada concentracién con ocho puntos 
experimentales, y se aleatorizd dentro de cada bloque. 

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

Se obtuvieron dos variabies de respuesta, !a longitud de la radicula y la 
longitud del talluelo {expresadas en mm). Estas variables de respuesta fueron 
transformados como logaritmos naturales para su andlisis estadistico, debido a la 
desiguaidad de varianzas observadas con los datos sin transformar 
({Heterosedasticidad}. Con Id transformacién logaritmo natural se logré mejorar la 
homogeneidad de fas varianzas (Homosedasticidad). 

De esta manera, se realizé6 un andlisis de regresién lineal multiole, para 
ajustar los datos experimentales en un modelo completo, que incluyera a los 
factores y los bloques (concentraciones): 

Viki = b+ Ti+ Ay t Bx + Cy + (ABS + (AC}i + (BC) + (ABC) ig + eixim 

Donde: 

y= Variable dependiente (In longitud de radicula o tallvelo). 
u= Efecto medio general (media de los tratamientos). 
u= Efecto de los Bloques (Concentraciones}. 
A= Efecto del j-ésimo nivel del factor A (Estado de Oxidacién). 
B= Efecto del k-ésimo nivel del factor B (Configuracién). 
Cr Efecto del |-ésimo nivel del factor C(Esterificacién). 
{AB]x= Efecto de Ia interaccién entre el j-ésimo nivel del factor A y el k- 
ésimo nivel del factor B. 
(AC)i= Efecto de Ia interaccién entre el j-ésimo nivel del factor A y el + 
ésimo nivel del factor C. 
{BC)u= Efecto de la interaccién entre e! k-ésimo nivel del factor B y ef + 
ésimo nivel del factor C. 

(ABC}x= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor A, el k- 
ésimo nivel del factor B y el -ésimo nivel del factor C. 

ex= Componente del error experimental. 

Ademads, se realizé el disefio factorial para obtener modelos individuales 

de efectos fijos para cada concentracién especifica con la siguiente ecuacién 
general: 

Viki = + Ar t+ Bot Cy + (AB)at (AC)ix + (BC)x + (ABCI ik + ein: 
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Donde: 

y= Variable dependiente (In longitud de radicula o talluelo}. 
n= Efecto medio general (media de los tratamientos). 

A= Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Estado de Oxidacién). 
B= Efecto del j-ésimo nivel del factor B (Configuracién). 
Cx= Efecto del k-ésimo nivel del factor C(Esterificacién). 
(AB),= Efecto de la interaccién entre el i-ésimo nivel del factor A y el j-ésimo 
nivel del factor B. 

(AC)x= Efecto de la interaccién entre el i-ésimo nivel del factor A y el k- 
ésimo nivel del factor C. 

(BC)x= Efecto de la interaccién entre el j-ésimo nivel del factor B y et k- 
ésimo nivel del factor C. 
(ABC)= Efecto de la interacci6n entre el i-ésimo nivel del factor A, el j- 
ésimo nivel del factor B y el k-ésimo nivel del factor C. 
exi= Componente del error experimental. 

Adicionalmente, con el objeto de contrastar los efectos de los compuestos 
probados con respecto del control sobre el crecimiento de radicula y talluelo, se 
realizé un andlisis de varianza de un criterio de clasificacién, acompafiado de 
una prueba de Dunnett. Para ello, se Ccodificaron los diferentes compuestos de 

acuerdo ala tabla 6.35. 

TABLA 6.35 CODIFICACION DE LOS COMPUESTOS PARA EL ANALISIS 
DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION, 

Compuesto “10° M oe 

Codificacton. 
S-(+)-Naproxeno 12 

R-(-)-Naproxeno 22 

S-(-)-Naproxol 32 

R-(+)-Naproxol 42 

S-(+)-Naproxenato de etilo 52 

R-(-}-Naproxenaio de etilo 62 

S-(-)-Acetato de Naproxilo 72 

R-(+)-Acetato de Naproxilo 82 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

  

6.2.2.4 EXPERIMENTOS CON RABANO (Raphanus sativus L.}. 

A. ANALISIS DE VARIANZA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION. 

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

Los compvuestos que resultaron con diferencias estadisticamente 
significativas con respecto del control para radicula de rdbano son el $(+)- 
naproxeno, el #-(-]-naproxeno y el $(-)-acetato de naproxilo, a la concentracién 
de 102M. 

Con respecto a los efectos sobre el crecimiento de talluelo, los compuestos 
que muestran un efecto significativo sobre el crecimiento de talluelo de rabano 
son el $(+)-naproxeno y el &(+)-naproxol, a la concentracién de 102 M, siendo 
éste ultimo menos activo que el naproxeno. El S-(-]-acetato de naproxilo quedé 
en el margen de significaciédn de la prueba, aunque puede apreciarse la 
tendencia de su efecto sobre el crecimiento de talluelo. Se aprecia asf que en 
rabano los acidos carboxilicos son en general mds activos que los alcoholes y que 
los compuestos libres son mds activos que los esterificados. 

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

Las tablas 6.44 y 6.45 muestran los datos obtenidos de la evaluacién 
estadistica y comparativa de los modelos obtenidos para cada una de las 
concentraciones y para ei andlisis de regresién multiple, para las variables de 
respuesta obtenidas en los experimentos (longitud de radicula y tallvelo, 
expresadas como su logaritmo natural). En estas tablas se observa que se 
obtienen modelos significativos Unicamente para la concentracién 102 M. Es 
decir, los efectos de los factores se difuminan al disminuir la concentracién de los 
compuestos. AUN asi, el modelo de regresién lineal multiple que incluye a los 
bloques {todas las conceniraciones) resulta significativo y alcanza a detectar 
efectos significativos de la concentraci6n (logis C}, el factor C (esterificacién) y la 
interaccién AC (Entre el estado de oxidacién y la esterificacién), para inhibicién 
del crecimiento de radicula, y de la concentracién (logio C) y la esterificacién (C} 
para inhibicién de crecimiento de talluelo. El hecho de que el efecto de ja 
concentracidn resulfe significativo es logico puesto que se espera un grado de 
actividad diferente a diferentes concentraciones. Los efectos de la esterificacién 
(C} y la interaccién AC [entre el estado de oxidacién y la esterificacién) resultan 
interesantes porque son significativos e independientes de la concentracién a la 
cual se realice el experimento. 
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B.| EFECTOS DEL ESTADO DE OXIDACION (A). 

El efecto del estado de oxidacidn (A) resulta significativo Unicamente en el 
modelo de la concentraciédn 102 M en radicula. El signo del coeficiente es 
negativo, to que indica que los dcidos carboxilicos son mds activos que los 

correspondientes alcoholes para inhibir ia radicula o talluelo de rdbano. 

B.2 EFECTOS DE LA CONFIGURACION. 

El efecto de Ia configuraci6n resulta significativo Unicamente en el modelo 
de 10? M para radicula. El coeficiente que lo determina es negativo, lo que 
significa que en este caso los derivados S aparentan ser mds activos que los 
derivados de configuracidn PR. 

B.3 EFECTOS DE LA ESTERIFICACION. 

El factor C resulta significativo en los modelos completos para radicula y 
talluelo y en los modelos de concentracién 102 M para radicula y talluelo de 
rabano. 
"Como se observa en fas tablas 6.41 y 6.42, estos coeficientes son positives, 

lo que significa que los compuestos esterificados son menos activos contra 
radicula y talluelo de rabano que los correspondientes derivados libres. Es decir, 
la esterificacién deprime la actividad de los compuestos sobre la inhibicién de 
radicula y falluelo. 

B.4 INTERACCIONES SIGNIFICATIVAS ENTRE FACTORES. 

Las interacciones que resultaron significativas son la interaccién entre el 

estado de oxidacién y la esterificacién (AC), para los dos modelos completos y los 
dos modelos de concentracién 102 M, para radicula y talluelo de rdbano. Todos 
los coeficientes son positivos. Al analizar un ejemplo de las grdficas de interaccién 
(AC) obtenidas (En este caso para radicula}, puede observarse una dependencia 

de ambos factores. Es decir, el efecto del estado de oxidacidn sobre la actividad 
de los compuestos depende de Ia esterificacién de los mismos. La interaccidn se 
puede explicar por la inactividad de los esteres respecto de los correspondientes 

compuestos libres. 
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ESTADO DE OXIDACION Y LA ESTERIFICACION. 

reciarse que en los alcoholes {es decir, el nivel 
la esterificacién de los mismos tiene un efecto 

ligeramente inhibitorio en el crecimiento de la radicula de rdbano, que 
practicamente se pierde en el error experimental. Lo contrario ocurre con los 

Gcidos (el nivel alto de estado de oxidacién), ya que se observa que los dcidos 
carboxilicos libres son nofablemente mds activos que los correspondientes 

ésteres. 
En la figura 6.47 se observa 

rabano; puede observarse, al ig 
ambos factores. 
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FIGURA 6.47 INTERACCION ENTRE EL ESTADO DE OXIDACION Y LA ESTERIFICACION. 

La figura 6.47 muestra que los acidos libres {el nivel alto de estado de 
oxidacién), al igual que en radicula, son mds activos que los ésteres 
correspondientes. 
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Otra interaccién que resulté significativa es la interaccién ternaria (ABC} 

para ambos modelos de la concentracién 102 M, el de radicula y el de tallueto 
de rdbano. Esta interaccién es dificil de interpretar debido al grado de 
combinaciones posibles de factores, pero refleja un requerimiento estructural 
complejo para que la actividad inhibitoria sobre radicula o talluelo se manifieste. 
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FIGURA 6.48 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LN RADICULA DE RABANO. 

La grdfica de interpretacién para radicula de rdébano, para la 
concentracién 102 M (figura 6.48) muestra los efectos sobre e! crecimiento de 

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

poseen actividad inhibitoria notable sobre el crecimiento de radicula, puede 
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apreciarse una fendencia de mayor actividad del antipodo S (Que es el! 
enantidmero biol6gicamente activo como antiinflamatorio) sobre el &. El S(-}- 
acetato de naproxilo también mosiré poseer actividad inhibiforia, aunque en 
grado menor que los Gcidos carboxilicos. 
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FIGURA 6.49 GRAFICAS DE INTERPRETACION PARA LN TALLUELO DE RABANO 
EN LAS CUATRO CONCENTRACIONES PROBADAS. 

A pesar de que los modelos de In de radicula para las otras 

concentraciones probadas (103105M} resuliaron no significativos, debido a que 
los compuestos manifiestan efectos en el crecimiento de radicula similares al 
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crecimiento del control, las tendencias de actividad de los compuestos se 
mantienen. Sus grdficas de interoretacién se incluyen en la figura 6.48. 

Por otro lado, la figura 6.49 muestra las grdficas de interpretacién para 
talluelo de rGbano. Et tallueto resulté ser bastante menos sensible que la radicula, 
como sé esperaria si los compuestos probados tuviesen actividad de auxina, 
puesto que en el proceso de germinacidén, las auxinas de origen natural se 
concentran en ld raiz y es ahi donde ejercen su efecto regulador del crecimiento, 
esperandose entonces que un compuesto exdgeno con propiedades de auxina 
y a una concentracién determinada afecte mayormente el crecimiento de 
radicula con respecto del crecimiento del talluelo 
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7, CONCLUSIONES. 

7.1 PARTE QUIMICA. 

Fueron obtenidos 6 compuestos de naturaleza quiral derivados de los 

acidos S(+)- y A[-]- é-metoxi-a-metil-2-naftalenacéticos, con rendimientos de 

buenos a excelentes (85-95%]. Las propiedades fisicoquimicas asi como las 

sefales espectroscépicas de los compuestos fueron consistentes con lo 

anteriormente reportado en la literatura. 

7.2 PARTE BIOLOGICA. 

Se pudieron comprobar las hipdétesis de que la actividad encontrada del 
naproxeno y derivados en A. salina depende del estado de oxidacién y la 
esteriticacién, no asi de la configuracién, que resulta no significativa. En el caso 

del raébano, la configuracién sf resulta significativa para radicula, aunque la 
diferencia en actividad entre los dos enantiémeros del naproxeno es pequena. 

La aplicacién del disefio factorial de experimentos resulté Util y apropiada 
en la evaluacién preliminar de actividad y/o toxicidad de los compuestos a 
través de bioensayos en Artemia salina y de germinacién de semillas. Estos 

bioensayos, a su vez, podrian constituir una herramienta rapida y eficiente para 
evaluacién de actividad o de toxicidad de numerosos compuestos. 

El disefio de experimentos resulté particularmente valioso para evaluar 
interacciones entre factores estructurales de los compuestos, que diffcilmente 

hubieran podido detectarse con el uso de los procedimientos experimentales 

convencionales para estudios dé relacién estructura-actividad cuantitativa 

(QSAR). 

7.2.1 EXPERIMENTOS CON A, salina. 

El disefo de experimentos factorial mostré efectos significativos en el 
estado de oxidacidn y la esterificacién, pero no de la configuracién, sobre la 
actividad de los compuesios en A. salina. 

La interaccién entre la configuracién y el estado de oxidacién resulté 

significativa, ademas de la interaccién entre los tres factores, lo que revela una 
gran complejidad estructural en los requerimientos de actividad para el modelo 
estudiado. . 

Los aicoholes primarios y sus correspondientes ésteres mostraron una mayor 
letalidad conira A. salina que los naproxenos y sus derivados esterificados. 

Pudo hacerse !a estimacién de Clso de los compuestos en artemia, lo que 
permitié incorporar estas estimaciones en modelos de relacién estructura- 

actividad cuantitativa, al poderlos relacionar con pardmetros fisicoquimicos 

disponibles de los compuestos. 
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Con respecto a los estudios de estructura-actividad cuantitativa (QSAR), 
pudo encontrarse un modelo estadisticamente significativo que relaciona el 
punto de fusién de los compuestos con su actividad sobre Artemia salina (R? 
ajustada =0.7305, o=0.0042). Con el fin de hacer una evaluacién subsecuente, 
podria realizarse la sintesis de otros derivados esterificados, la estimacién de su 
actividad bioldgica, y de esta manera evaiuar la predictibilidad del modelo. 

Ademéas se encontré un modelo altamente significative {0=0.001} que 
relaciona el punto de fusion y la constante de flujo maxima a través de la piel (4n} 

con la actividad biolégica en A. salina. El coeficiente de determinacién 
encontrado (R? ajustada=0.97) indica que el modelo pudiera tener un gran 
potencial predictivo. Adicionalmente, como se dispone de informacién acerca 

de las constantes de flujo mdaximas para otros derivados tanto del naproxeno 

como de ofros antlinflamatorios no esteroideos, podria realizarse una sintesis 

subsecuente de los mismos y asi poder estimar su actividad sobre A. salina. 

7.2.2 EXPERIMENTOS DE GERMINACION DE SEMILLAS. 

El diseho de experimentos factorial para radicula y talluelo de rabano y 
trigo mosiré efectos significativos en el estado de oxidacién, la configuracién y la 
esterificacién, ademds de |a interaccién entre el estado de oxidacién y la 
esterificacién y la interaccién de los tres factores sobre la actividad de los 
compuestos en la germinacién. La especie monocotiledénea (trigo) manifest 
una menor sensibilidad a los compvuestos en radicula que la dicofiledénea 

(rabano}, como se podria esperar de compuestos con propiedades de auxina. 

El hecho de que la interaccién ternaria haya resultado significativa revela 
una gran complejidad estructural en los requerimientos para manifestacién de 
actividad sobre radicula 0 talluelo. 

En el caso de los modelos de germinacién los dcidos carboxilicos 
{naproxenos) resultaron mas activos sobre radicula y talluelo que Jos alcoholes 
primarios {naproxoles}. Por otro lado, los ésteres en general manifestaron menor 

actividad sobre la germinacién que sus correspondientes derivados libres. Casos 

especiales son el del &-naproxol, que aparentemente manifiesta mayor actividad 

en falluelo en ambas especies estudiadas, y el Sacetato de naproxilo, que 

mostré gran actividad en inhibicién de crecimiento de radicula de rGbano y 
talluelo de trigo. 

La actividad del Sacetato de naproxilo coincidid con lo encontrado en e! 

bioensayo Con A. sajina, \o que sugiere una toxicidad mayor de este derivado. 
Asi pues, la informacién obtenida en estos disefios experimentales podra 

ser Util para proponer nuevas hipdtesis en el disefio de profdrmacos de los 
compuestos antiinflamaiorios no esteroideos, con posible impacto en fa 

terapéutica y toxicoiogia humana. 
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8. PARTE EXPERIMENTAL. 

8.1 INSTRUMENTACION. 

Todas las pesadas se realizaron en una balanza analitica marca Ohaus 

modelo AS120S. 
Para concentrar se empledo un rotavapor Buchi B-480, con vacio y 

refrigerante de serpentin con corriente de agua. 

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns A-169296 y 
no estan corregidos. 

Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 202 

con una celda de 10 cm de longitud. 
Los espectros de Infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro 

Perkin Elmer modelo 1605 FT-IR, en pastilla de bromuro de potasio. Las sefales se 

dan encm' {v). 

Los Especiros de Resonancia Magnética Nuclear de protén ('H RMN] y de 
carbono 13 (8C RMN) se determinaron en dos equipos (Instituto de Quimica}: 
Varian Geminis 200, a 200 MHz y 50 MHz, respectivamente, o Varian VXR-300 a 

300MHz y 75 MHz. En ambos se utiliz6 dimetilsulfoxido ((CDs)2SO) o cloroformo 
(CDCls) deuterados como disolventes y tetrametilsiano (TMS) como referencia 
interna. Los desplazamientos se dan en ppm (8}. 

Los espectros de Masas se realizaron en un aparato JEOL-JMS-AX505-HA, 

por introducci6n directa de la muestra en el modo de impacto electrénico. 

8.2 MATERIALES QUIMICOS. 

A continuacidén se enlistan los disolventes y reactivos quimicos utilizados: 

eAcetato de etilo (Mallinckrodt, R.A). 

eAcetona (Baker, G.R.). 
eAcido acético glacial (Técnica Quimica, R.A.). 
eAcido p-toluensulfonico(PTSA, Aldrich, G.R.). 
eAnhidrido acético (Mallinckrodt, R.A.}. 
eCiclohexano (Mallinckrodt, R.A.). 
eCloroformo(Mallinckrodt, R.A.). 
eDimetilsulfoxido (Mallinckrodt, R.A.). 

eEtanol absoluto (Mallinckrodt). 
eHexanos (Mallinckrodt, R.A.}. 
eHidruro de litio y aluminio (Aldrich, G.R. :)- 
ePiridina (Merck, R.A.). 

eSulfato de sodio anhidro (Mallinckrodt, R.A,). 

eTetrahidrofurano estabilizado (Mallinckrodt, R.A.}. 
eTolueno (Mallinckrodt, R.A,). 
°5S-Naproxeno, que fue obienido por extraccion de tabletas comerciales 

(Naxen™®, Syntex}, mediante el procedimiento descrito mds adelante. 

eR-Naproxeno, que fue una donacién del Dr. Rafael Castillo Bocanegra. 
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8.3 MATERIALES BIOLOGICOS. 

Para realizar los bioensayos con Artemia, se preparéd medio salino utilizando 
sal Instant Ocean™(Aquarium Systems), a una concentracién total de 38 g/L. 

Se utilizaron ademds huevecillos de Arfemia sp. (A. franciscana) de |a 

marca San Francisco Bay Brand Inc. 
Para realizar los bioensayos en plantas, se utilizaron semillas de trigo 

(Triticum vulgare), maiz (Zea mays) y pasto inglés (Axonspus compressus), como 

ejemplos de monocotiledéneas. Estas semillas fueron de tipo comercial, 
especiales para siembra. Las especies de dicotiledéneas que se utilizaron fueron 
lenteja (Lens esculenta), frijol (Phaseolus vulgaris|, y rabano (Raphanus sativus L.); 

las dos primeras de tipo comercial, y la ultima de la variedad French Breakfast de 
la marca Lone Star Seed Co. (Sn. Antonio, Texas). Se utilizaron 5 6 6 semillas por 

replicado (vaso}, de acuerdo con el experimento particular. 
Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo en vasos de vidrio de 10 

em de alto por 7 cm de didmetro exterior y 5.4 cm de didmetro interior. 

Para estos bioensayos se utiliz6 papel Whatman No. 1. 

8.4 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA. 

Para la cromatografia en capa fina {CCF} se utilizaron cromatofolios de 

aluminio recubiertos con gel de silice 60F2s4 {Merck}. Los compuestos se revelaron 
con luz UV y por expasicién a vapores de yodo. 

TABLA 8.1 COMPOSICION DE LOS SISTEMAS DE ELUCION UTILIZADOS. 

  

  

    SISTEMA "> GOMPOSIGION 
  

  

    

RO ‘OR! 

I Hexano:CHCl,:Acetato de etilo ” 50:35:15 

il? Tolueno:THF:Acido acético 6M 180:18:6         

  

a. Seguin formula encontrada en la Farrnacopea de los Estados Unidos Mexicanos, VI edicién. 

8.5 METODOS COMPUTACIONALES. 

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

Los andlisis de varianza de un criterio de clasificacién y la prueba de 

Dunnett, ademas de los andlisis de regresion por minimos cuadrados se realizaron 
en el programa computacional JMP™ 3.1.4 (SAS Institute, Inc.}. 

Para realizar los andlisis de regresién PROBIT y regresiOn multiple se utilizd el 
programa compuiacional SPSS™ 6.0 for Windows {SPSS, inc.} 

Los andlisis de Disefio de Experimentos se llevaron a cabo en el programa 

computacional Design-Ease™ (Version 3), de la marca STAT-EASE, Inc. 
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8.6 OBTENCION DEL ACIDO S-{+)-6-METOXI-a—METIL-2-NAFTALENACETICO (S-(+)- 
NAPROXENC) A PARTIR DE TABLETAS COMERCIALES. 

Se fomaron 10 tabletas de Naxen”® (Syntex} de 250 mg = c/u 

(Aproximadamente 2.5 g, 10.86 mmol] y se trituraron en un mortero hasta obtener 
un polvo amarillo fino. Se vertid el polvo en un vaso de precipitados con 15 mL de 
acetato de etilo caliente, agitando vigorosamente hasta que en el fondo del 
vaso s6lo quedé un residue pegajoso amarillento. Se filtré ta solucién caliente en 
un BUCHner, se concentré la solucién por calor, y se dejé cristalizar sobre bafho de 

hielo. Se obtuvieron 2.3075 g de polvo blanco no cristalino (10.03 mmol, 92.3%, p.f. 

154-155°C, [a}%o=+67.5, 0.281 g/l00mL; reportado en la literatura, p.f. 155°C, 

{a]}*p=+66). 

8.7 SINTESIS DEL S-(+}-6-METOXI-a-METIL-2-NAFTALENACETATO DE ETILO (S(+)- 

NAPROXENATO DE ETILO). 

Una solucién de 5g de S{+)Naproxeno (21.7 mmol}, 75 mL de etanol 

absoluto y 0.56 g de dcido p-toluensulfénico (PTSA, 3.26 mmol} se calentd a reflujo 
por 6 horas, después de lo cual la mezcla de reaccién se dejé toda la noche a 
temperatura ambiente, formdandose agujas largas blanco-nacaradas {2.51g} que 
se filtraron en un BUchner a vacio y se lavaron con etanol helado y agua helada, 

Las aguas madres etandlicas se concentraron a vacio y cristalizaron sobre bafio 

de hielo (2.82g). Se obtuvo en fotal 5.33g (20.61 mmol, 95%) de agujas largas 
blanco-nacaradas (Rf: 0.68, sistema |, p.f. 80 °C, fa]*%o=+48.0, 0.125 g/100mL; pf. 

reportado en ia literatura, 75°C). 

8.8 SINTESIS DEL 5{-}-6-METOXI-B—METIL-2-NAFTALENETANOL {S$-(-}-NAPROXOL). 

1g de hidruro de litio y aliminio (26 mmol) se suspendid en 35 mL de 
tetrahidrofurano anhidro sobre bar . de hielo. Por otro lado una solucién de 5g de 

SNaproxenato dé étilo (15 mmol) en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro se 
adiciondé gota a gota a la suspensién del hidruro. Terminada la adicién, se retiré el 
bafio de hielo y se dejé agitar por media hora mas, confirmandose la terminacion 
de la reaccion por CCF. 

Se adicionaron entonces gota a gota 15 mL de agua, seguidos de 20 mL 
de NaOH al 30%, formandose una suspensién que se filtr6 en un embudo BUchner 
a vacio. Se puso el filfrado en un embudo de separacién, adicionando 10 mL de 
acetato de etilo y haciéndose lavados con NaOH al 10%, Brine y agua hasta pH 

neutro. Se separéd la fase orgdnica, se secdé sobre suifato de sodio anhidro y se 
concentré a vacio, resultando un sdlido blanco que se cristalizé de acetato de 

etilo obteniéndose 3.36 g (12 mmol, 80%) de cristales blanco nacarados (Rf: 0.35, 
sistema |, p.f. 91 °C, [a]*o=-17.59, 0.341 g/100mL; p.f. reportado en la literatura, 88- 

89°C, fa]*o reportado en Ia literatura, -18}. 
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89  SINTESIS DEL ACETATO DE S{-)-6-METOXI-8—-METIL-2-NAFTALENETILO 
(S-(-JACETATO DE NAPROXILO). 

1g de S(-}-Naproxol (4.63 mmol)se disolvid en 2 mL de piridina, poniéndose 

sobre baiio de hielo. Se adicioné gota a gota 5 mL (4.53g, 44 mmol} de anhidrido 

acético con 0.5 mt de piridina. Se dejé agitar por 1 hora en bajio de hielo. Se 

vacié la mezcla de reaccién sobre 30 mL de agucrhielo, formandose un polvo 

blanco (1.13g, 4.35 mmol, 94%} que se filtrS en BUchner a vacto. Por cristalizacién 

de ciclohexano se obtuvo 1.09g (4.21 mmol, 91%] de agujas pequefas blanco- 

nacaradas (Rf: 0.66, sistema |, p.f. 61 °C, [a]}*o=-18.86, 0.265 g/l00mL; p.f. 

reportado en la literatura, 61 °C}. 

8.10 SINTESIS DEL ®-(-)-6-METOXI-c—METIL-2-NAFTALENACETATO DE ETILO /R(-)- 

NAPROXENATO DE ETILO). 

Esta sintesis se llevé a cabo siguiendo el! prodedimiento descrito par el S(+)- 

Naproxenato de etilo. Las cantidades utilizadas de reactivos fueron: 0.5g de 

R(-)Naproxeno (2.17 mmol}, 10 mL de etanol absoluto y 60 mg de dcido p- 

toluensulfénico (PTSA, 0.326 mmol). Se obtienen agujas largas blanco-nacaradas 

(0.4907g, 1.89 mmol, 87.5%. Rf: 0.69, sistema |, p.f. 79.5 °C, fa} %p=-49.74, 0.197 

g/100mL). 

8.11 SINTESIS DEL R-(+)-6-METOXI-B—METIL-2-NAFTALENETANOL [&-(+)-NAPROXOL). 

Esta sintesis se realizé siguiendo el procedimiento descrito para el S(-}- 

Naproxol. Se utilizaron 50 mg de hidruro de litio y aluminio (1.16 mmol}, 3.5 mL de 

tetrahidrofurano anhidro y 250 mg de &-(-}-Naproxenato de etilo (0.968 mmol). 

Resulfé un sdlido blanco amarillento (202.3 mg, 0.93 mmol, 96%) que se 

recristalizé de ciclohexano, obteniéndose 176.3 mg (0.81 mmol, 85%} de cristales 

blanco-nacarados (Rf: 0.34, sisterna I, p.f. 91-92 °C, fa}°o= +17.9, 0.162 g/100m1). 

8.12 SINTESIS DEL ACETATO DE 2(+)-6-METOXI-B-METIL-2-NAFTALENETNILO = /R(+)- 

ACETATO DE NAPROXILO). 

Se siguid el procedimiento descrito para sintetizar S-(-)-Acetato de 

naproxilo, utilizandose 100mg (5 mmol) de &-Naproxol, 0.2 mL de Piridina y 1 mt 

{1.1g, 9? mmol} de anhidrido acético. Se forméd un polvo bianco amarillento(p.f. 59 

°C) que por recristalizacién de ciclohexano da 99 mg (4.25 mmol, 85%] de agujas 

pequefias blanco-nacaradas(Rf: 0.66, sistema |, p.f. 61 °C, [a}%o=+20.68, 0.29 

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

1. 

8. 

9. 

Se preparé | L de medio salino Instant Ocean™ (38 g/1000 mL de agua 
destilada), se colocéd en una pecera con aireacién y se estabilizé por 2 horas 
previas a la siembra de artemias a 28 °C de temperatura. 

. Se pesaron 150 mg de hvevecillos de Arfemia (A. franciscana, marca San 
Francisco Bay), se suspendieron en solucién etandlica al 70%, agitando por 2 

minutos, se filtraron y se realizaron varios lavados con medio salino. Se 

suspendieron en el medio salino preparado y estabilizado y se dejaron bajo 
iluminacién de luz blanca, con aireacién y a la temperatura indicada por 48 
horas aproximadamente, hasta que los huevecillos eclosionaron tiberando las 
artemias. 

. Se prepararon soluciones de concentracién 103 M, 104M, 105M y 10% M de los 

8 compuestos en Acetona. 

. S@ puso 7 mL de Ia solucién correspondiente a cada vial, segun el orden de 
aleaforizacién generado por el programa de computadora Design-Ease™ 

Se dejan evaporar los viales bajo campana de extraccidn. 

. Se colocan 50 pL de DMSO a cada vial, agitandose para disolver la mayor 

cantidad de compuesto. 

Se prepara mds medio salino Instant Ocean™, colocdndose aproximadamente 

2mLacada vial. 

Se depositan 10 artemias en cada vial, siguiendo el esquema de aleatorizacién 

generado por el Design-Ease™(Ver Anexo). 

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

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

iluminacién de luz blanca por 24 horas. 

11.Se realizan las lecturas de los viales. Se cuentan arfemias vivas, muertas y 

fotales, respetando la aleatorizacién generada por el Design-Ease™ 

8.14 BIOENSAYOS CON PLANTAS. 

Los bioensayos con semillas se realizaron de acuerdo al siguiente 

procedimiento general: 

I. 

2. 

Se prepararon soluciones de los compuestos en acetona, de acuerdo al 
experimento particular, Como control se utilizé acetona grado anallitico. 
Se colocaron circulos de papel filtro Whatman No. 1 cortados al tamafio del 
fondo de los vasos {5.3 cm de didmetro}. Los discos se impregnaron con 1 mL 
de Ia solucién correspondiente. 

Nota: El orden de aplicacién de las soluciones fue establecido aleatoriamente, 
de acuerdo con el programa computacional Design Ease™. 

Los vasos se dejan secar en condiciones ambientales por 18-24 horas. 
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4, Las semillas seleccionadas se lavaron con agua destilada varias veces, y se 

dejaron remojar en agua destilada por aproximadamente dos horas antes de 
realizar la siembra. 

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

Se colocaron 5 6 6 semillas en cada vaso {de acuerdo con el experimento 

particular), lo mds espaciadas posible. 
Se taparon con cuadros de papel aluminio grueso de 10 x 10cm. 

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

Se realizaron mediciones tanto de las radiculas como de los talluelos de cada 

una de las plantas. También se determind el porcentaje de germinacién de 
cada especie. por medio de estadistica descriptiva. 

a
m
 

30
 
O
M
 

8.14.1 PRUEBAS PRELIMINARES DE GERMINACION. 

Se realizaron pruebas preliminares de seleccién de semillas en funcién a su 
porcentaje de germinacién y variabilidad (medida como su coeficiente de 
variacién, C.V.). Se utilizaron las siguientes especies: 

TABLA 8.2 ESPECIES SELECCIONADAS 

  

     
  

  

  

MONCCOTILEDONEAS —_— , ____. -BICOTILEDONE: 
Trigo (Triticum vulgare) Lenteja (Lens esculenta) 

Maiz (Zea mays) Rabano (Raphanus sativus L.) 

Pasto inglés (Axonspus compressus) Frijol (Phaseolus vulgaris)         
8.14.2 EXPERIMENTOS PRELIMINARES CON NAPROXENO. 

Se prepararon soluciones de Naproxeno en acetona, a conceniraciones 

de 1071 M, 102M, 103M y 104M. Se utiliz6 acetona R.A. como control. 

Las semillas seleccionadas fueron rdbano, trigo y lenteja. Se colocaron 5 
semillas en cada contenedor. 

Se realizaron mediciones {en mm) tanto de las radiculas como de los 
talluelos de cada una de Ias plantas. También se determindé ei porcentaje de 

germinacién. 

8.14.3 EXPERIMENTOS DE GERMINACION CON LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS. 

Se prepararon soluciones de los 8 compuestos en acetona. Se uiillizd 

acetona como control. 
Las semillas seleccionadas fueron rdbano y trigo. Se colocaron 6 semilias en 

cada vaso, haciéndose cuatro replicados por compuesto por concentracidn. 

Se realizaron mediciones tanto de fas radicuias como de los talluelos de 
cada una de las plantas, expresadas en mm. También se determiné el porcentaje 
de germinacién de cada especie (nUmero de semillas que germinaron con 
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respecto al total de semillas empleadas). Posteriormente se realizd el tratamiento 
de los datos por medio de disefio factorial, andlisis de regresién multiple y probit. 

8.15 ANALISIS ESTADISTICO. 

La siguiente metodologia estadistica fue empleada, ademds de la 
estadistica descriptiva. 

1. Andlisis de Varianza de un criterio de clasificacién, acompafiado de Ja 
prueba de Dunnett, pera determinar diferencias significativas de los compuestos 

con respecto de los coniroles. 

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

particulares. 

3. Regresion lineal multiple para el andiisis de los disefios factoriales. 
4. Regresién PROBIT para la estimacién de las dosis efectivas al 50% (DEso} 

de fos compuestos. 

5. Regresién por minimos cuadrados para los estudios de estructura 

actividad. 
El nivel de significacién para todas jas pruebas estadisticas fue fijado ai 

5%(a= 0.05). 
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FIGURA 11.2 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN 
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA A. SAL/NA. 

TABLA 11.3 ANOVA DE UN CRITERIO DE CLASIFICACION PARA LA 
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS DEL 

DISENO FACTORIAL 23 CON LA MEDIA DEL CONTROL. 

  

  

    
              

  

  

(EN A. SAL/NA}. 

Fuente de r Suma de Grados de " 
Variacién Cuadrados Libertad | . Med! c 

Tratamientos 32 0.5581 23.5352 <0.0001 
{Letalidad en A. 17.8586 

salina) 
Residual 2.5372 107 0.0237 
Total 20.3959 139 
Diferencia 

Critica de 0.3483 

Dunnett (a=0.05) 
R? Ajustada 0.84     
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FIGURA 11.4 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN 
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA RADICULA DE RABANO, 
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$9 --— - Tee 
     5 9 12142224320042.44 52 546284 72748284. 0 Co gg 
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FIGURA 11.5 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN 
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA TALLUELO DE RABANO, 

146



147 

A
N
E
X
O
 

  

  

  

     

  

98970 epejsniy 74 
(so'o=0) 

eser'o Heuung ep eon elousiayiG 
Sel 8966'9 1230), 

LZ£0°0 901 p6Z6'S jenpisay 
(ojanyet 

@P OJUSILUIDAID Jap ut) 
z000'0 8S8S°Z 8S60'0 ze vZ90°¢ sojustweyedy 

9r89'0 epeisniy 2 
(so'0=0) 

zeeg'o yeuung ap Boo BjoUalAyIG 
eel gg97' be 12301 

£8200 901 rLoe's lenpisoy 
(einaipey 

Sp OJUSIWNDIIDjap u7) 

L000°0> Goge'0L viis'0 ze Ly96°Sz sozuajwieyedy 

Opeyy peyeqry. |: sopeupeng 
‘opeipeng | apsopely | ap elung ugloeeA op ajuen.4             

(ONVEV4 Vad) (UT) JONINOD 13d VIGAW V1 NOD: WIdOLDVv4 ONASIG 13a 
SOINAIWV LVL SOT 3G SVIGSW S¥7 30 NOIOVaVdWOD V1VaVd 

NOIOVOISISVID Jd O'WALIYD NN 3G VAONY 9'LL v1a©! 

 



ANEXO 

  

  

in
ra

d      
© 1214 22243234 42 4452 54 62 6472 7482 84 

13 152325 33.35 4345 63 95636573 7583 
Cédigo a 0.05 

  

FIGURA 11.7 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN 
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA RADICULA DE TRIGO. 
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FIGURA 11.8 GRAFICA DE DUNNET PARA EL ANALISIS DE VARIANZA DE UN 
CRITERIO DE CLASIFICACION PARA TALLUELO DE TRIGO, 
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TABLA 11.10 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA 

DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIPLE 

Artemia salina, Arco Seno [Fraccién]* 

13.0489 1.6311 31.211 ‘Modelo de Regres 

(Arco Seno[Fraccién]” 
Residual 6.2191 0.0523 

<0.0001 

Total 

R? Ajustada 

  

19.268 
0.6555 

TABLA 11.11 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA 
DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIPLE 

(Ln de la longitud, rabano 
  

Fuente de Variaci6n 

  : 7’ Cuadrados. 
_ Suma de 

    

Modelo de Regresién 

(In Radicula) 

  

12,9986 1.6248 

Residual 20.4069 118 0.17294 
Total 33.4055 126 
R? Ajustada 0.3477 

Modelo de Regresion 1.1694 8 0.1462 3.30165 0.0019 

(in Taltuelo) 
Residual 5.2245 118 0.0443 

Total 6.3939 126 
R? Ajustada 0.1275 

   
   
      

  

TABLA 11.12 ANOVA PARA LA EVALUACION ESTADISTICA 
DEL MODELO DE REGRESION LINEAL MULTIPLE 

(Ln de ta longitud, trigo). 
  

        
  
      

      

Fuente de Variaci6n Sumade- | Grados de Guadrade |-'=-F "|. Nivekde ” 
Cuadrados | « Libertad Mediow {] .¢ 2 | significacién’ 

Modelo de Regresién 4.5831 8 0.5729 3.5183 0.0011 

(In Radicula) 
Residual 19.3769 419 | 0.1628 

Total 23.96 427 

R? Ajustada 0.1369 

Modelo de Regresion 1.7929 8 0.2241 3.7187 0.0007 

(In Talluelo) 

Residual 7.1718 119 0.0603 

Total 8.9647 127 

| R? Ajustada 0.1462 
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ANEXO 

  

FIGURA 11.18 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO 
{FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS]* , PARA LA CONCENTRACION 10° M 
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FIGURA 11.19 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO 
(FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)%, PARA LA CONCENTRACION 104M 
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FIGURA 11.20 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 23, ARCO SENO 
{FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)%, PARA LA CONCENTRACION 105 M 
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FIGURA 11.21 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 2%, ARCO SENO 
(FRACCION DE ARTEMIAS MUERTAS)4, PARA LA CONCENTRACION 10°¢ M 
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ANEXO 

  

FIGURA 11.22 EVALUACION DIAGNOSTICA DEL FACTORIAL 2°, Ln RADICULA 

DE RABANO, PARA LA CONCENTRACION 102M 
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FIGURA 11.23 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 

RADICULA RABANO, PARA LA CONCENTRACION 103M. 
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FIGURA 11.24 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
RADICULA RABANO, PARA LA CONCENTRACION 104M. 
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FIGURA 11.25 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
RADICULA RABANO, PARA LA CONCENTRACION 105M. 
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FIGURA 11,26 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 102M. 

  

  

DESIGN-EASE Analysis DESIGN-EASE Analysis 
Taltuelo Talluelo 

| $ 2.308-4 G 

1 u 4.6074 9 5 UCU | 
e ! 
n 
t 0.908 a a 

QO 
R Qo 
e 0,210 o q 
$s o 5 5 | 

I o 
d | a 94894 0 Gg , 0 

| 4 ° 1 a o 
-1 187 

Zz | ° oo a 
i -1 885. a 
i 

-1,885 -0.838 0210 4.258 2 305 2.17 2.29 240 252 264 

Residual de Student Ln(Talluelo) predicho 

RESIDUAL VS. PROB NORMAL RESIDUAL VS VALORES PREDICHOS 

FIGURA 11.27 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 103M. 
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FIGURA 11.28 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 

TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 104M. 
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FIGURA 11.29 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 

TALLUELO RABANO, PARA LA CONCENTRACION 10°M, 
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ANEXO 

FIGURA 11.30 EVALUACION DIAGNOSITICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 

RADICULA TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 102M. 
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FIGURA 11.32 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
RADICULA TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 104M, 
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FIGURA 11.33 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Lin 
RADICULA TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 105M. 
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FIGURA 11.34 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
TALLUELO TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 102M. 
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FIGURA 11.36 EVALUACION DIAGNOSTICA PARA EL FACTORIAL 23, Ln 
TALLUELO TRIGO, PARA LA CONCENTRACION 104M. 
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ANEXO 

  

FIGURA 11.38 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS 
FACTORIALES DE A. Satina. 
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FIGURA 11.39 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS 
FACTORIALES DE Ln RADICULA DE RABANO. 
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FIGURA 11.40 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS 
FACTORIALES DE Ln TALLUELO DE RABANO., 
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FIGURA 11.41 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS FACTORIALES DE 
Ln RADICULA DE TRIGO. 
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FIGURA 11.42 GRAFICAS DE EFECTOS PARA LOS MODELOS 
FACTORIALES DE Ln TALLUELO DE TRIGO. 
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ANEXU 

  

TABLA 11.49 MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADOS 

PARA EL MODELO iLogC = f (pf + koct + koct?}. 

+000 ~~*44,00 0.999 
741.00 1.000 0.981 
0.999 -0.981 1.000 

+0.954 0,9523 -0.951 

  

TABLA 11.50 MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADOS 
PARA EL MODELO iLogC =f (pf + Jn}. 

CORRELACION 3 Behe wet 

INTERCEPTO -0.67 -0,882 

tn 7.000 0.3371 
0.3374 1.000 
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TABLA 11.5] MATRIZ DE CORRELACION DE ESTIMADOS 
PARA EL MODELO iLogC = f (pf + Unt dn). 
  

  

  

  

                  
  

CORRELACION INTERCEPTO ~ 

INTERCEPTO 1.000 
Jn -0.719 1.000 -0.981 0.1364 

An? 0.6300 -0.981 1.000 -0.072 

pf -0.729 0.1364 -0.072 1.000 | 
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