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La secrecién externa del aracnido sud-
americano de la familia Gonileptydae, Ile-
teropachyloidelus robustus Rower, mezcla de
2 3-dimetil-, 25-dimetil-, 23 5-trimetil-1,4-
benzoquinona' muesira una amplia activi-
dad bioldgica como antibidtico “in vitro” e
“in vivo”, contra microorganismos Gram po-
sitivo y Gram negativo en general, v como
parasiiicida conira protozoarios, Tripanosoma
cruzy, Plasmodio berghei, trichomonas, giar-
dias, hexamites, tenias, tenie hidatigera v
su escolex.** Ademas, todos estos compues-
tos muestran toxicidad en mamiferos.t

En este trabajo se trata de dilucidar
mecanismo de la actividad antibidtica y to-
xica de las metilquinonas citadas, con res-
pecto a las mds importantes reacciones qui-
mieas de las sustancias quinénicas.

EXPERIMENTACION

REACCIONLES DE ADICION
CON COMPUESTOS A GRUPO AMING

Es sabido que las 1,4-benzoquinonas, ac-
tuando como cetonas alfa-beta no saturadas.
dan combinaciones 2,5-disustituidas con ami-
noacidos y aminas.¥

Aminoacidos.— Las metilquinonas dan
rapidamente productos de adiciéon colorea-
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dos con los aminodridos a pH fisiolégico. Fi
compuesto acido no ionizado (por dehajo de
PH 5.5} tiene color amarillo naranja mien-
iras que su anitn es intensamente coloreado
en rojo purpura, cun maximos de densidad
optica entre 490 y 510 milimicras. La sensi-
bilidad de la reaccién disminuye con la lon-
gitud de la cadena del aminoacido, aumen-
ta en los amincacidos diaminados Yy es
muy baja con los aminoécidos dicarboxilicos
(tabla I).

TABLA 1

CANTIDADES MINIMAS
DE AMINOACIDOS DETECTABLES
POR 25-DIMETIL BENZOQUINONNA
%

A wixima
Amineicldo g/ mi ()

Glcina ., ........ccuvuny., 05 500
Alenine 5 498
Lewcina .. .. .. .. . .. 8 502
Motionina, ... ..........._ .. 10 a8
VAR ocininnivon iossaiiohs 10 a4
Lisina ..., ' 5 206
Arginina ... ... ... 5 —
Glutdmico . ... .. . .. ... _. 200 —
Aspéttico ................. 20U —
Concentrucion de la 2.t - dimetil - benzoguivena: 5

10—3 M. disuelta en baffor de¢ Teorell pH 0.5,

Acido 2,3-dimetil.1 d-benzoquinona ami-
noacético— La mezela en cantidades equi-
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moleculares del aminoécido y la quinona en
fosfato buffer de pH 7.4 se dejé por 24 ho-
ras a la temperatura del laboratorio. Se eli-
mind el ¢xecso de guinonz por lavados con
oter de la solucién rejo parpura y el amino-
acido no combinadyu se separd por cromato-
grafia con Dowex-30. La solucion coloreada
en rojo se lievée a pH menor de 3, virando
al amarille naranja. Se extrajo con éter sul-
farico y el extracto etéreo se lavé con agua
y con solucién szturada de CINa, se desecod
y cristalizo por adicion de éter de peiréleo
y concentracion hasta saturacion.

Se obtuvo un conglomerado de agujas
de punto de fusién 129°-130° C.

El analisis elemental indica que cl ami-
noacide y la 23-dimetilquinona se combi-
naron molécula a molécula,

o On

e

/=
- »

e CHy CH-¥HzCo0H

o od

La 2,5-dimetil- y la trimetil-benzoguine-
na dan combinaciones del mismo tipo.

Algunos autores" establecen que, enire
otros compuestos, Jas quinonas, benzoquino-
nas, toluquinonas, etc,, reaccivasn con los
amincacidos produciende anhidrido carboni-

co, amoniaco y una molécula de aldehido
con un atomo de carbono mencs que el
aminogcido original. Esto fue ensayado con
benzo-, tolu-, y 2.3-dimetilquinona dejando-
los reaccionar con el aminoédcido de 12 a
24 horas a temperatura y pH fisiolégicos.
El amoniaco formade se determind por el
métode de difusién en camaras de Conway.
Los resultados de la tabla IT indican que la
reaccion no tiene significacion con las me-
tilguinonas.

La decarboxilacion se siguit en el respi-
rometro de Warburg con resultado negativo

Aminas — Otras sustancias biol6gicas a
funcion amina, se adicionan también a las
metilquinonas dande productos coloreados.

o
_ nlu?;. cooy He NH-CH-Co0H
Clb b e #;
—cldi_l_.‘gc
le]
REACCIONFS

CON SUSTANCIAR 4 GRUPD TIOL

Se ha demostrado que la 2,3-dimetil-, 2,5-
dimetil- y trimetil-benzoquinona reaccionan
rapidamente, al igual que las quinonas en
general con compuestos a grupo sulfhidrilo?
dando productos mono y bisustituides,

TABLA 1I

DEAMINACION DE AMINOACIDOS POR 14-BENZOQUINONAS

Conecutrarion (Coneentroeion N’Ha formadeo
Quinena pM. Aminofieide pd. uM-
l-4-benzoguinoma .. ............ ..... 30 Glicing, 20 32
Toluguinons . ...oveivono, ainninae,, B Alanina, 8 02
2, 8-dimetil-bengoguinona .. .. .. ..... 18 Glicina, 27 1,0
2,5-dimotil benzoguinona ... ... _...... 7 Cistsina. 8 0.0
Lon vedahindos sen promedio de 5 debterminacioney,
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Desde el punto de vista bioguimico, inte-
resan las combinaciones con los aminoacidos,
polipéptidos v proteinas conteniendo grupo
tiol En todos estos casos compiten por la
quinona ambos grupos, amino y sulfhidrilo,
de aminoacidos y proteinas. Es posible, sin
embargo, obiener independientemente am-
bos compuestos. La combinacion con el gru-
po amino se formsa agregando el aminoacido
sobre exceso de quinona, mieniras que la
combinacion con el grupo tiol del aminoaci-
do, libre de la combinacion del grupo amino,
se obtiene haciendo actuar una sclucion
acuosa de la metilquinona sobre otra del
aminoacido en exceso ¢on respecto 2 la qui-
nona. La cisteina y el glutation dan, con las
tres metilquinonas citades, productos ama-
rillos con maximeo de absorcion alrededor
de 430 milimicras. Son dificilmente crista-
lizables. Teniendo en cuenta el alte Eo del
sistema guinona-hidroquinona para las tres
metilquinonas estudiadas* no puede descar-
tarsc que, en ciertas condiciones, tenga lu-
gar la oxidacion de grupes sulfhidrilos a
disulfuros.

Varios autores han informado acerca de
la inhibicion por diversas benzo y naftogui-
nonas, de enzimas a grupo activo sulfhidrilo

tales como: succino deshidrogenasa,” colina
acetilasa,® carboxilasa de levadura? ureasa,
papaina® hexoquinasa y fosfohexoquinasa.!!

Combinacién con las proteinas del suero.
Cuando se agrega una solucion de quinona
a una de proteina, segin lo que hemos visto,
se producen rapidamente combinaciones con
los grupos amino y tiol libres. Estas reac-
ciones con las proteinas constituyen el me-
canismo de la accién tanante observada con
las metilquinonas. Se ha considerado de
interes la determinacion del grado en que
estes compuestos se combinan con las dis-
tintas fracciones de las proteinas del suero,
a las cuales se les atribuyen, en general, la
causa de la inactivacién “in vivo"” de los
antibioticos quinédnicos,

Las proteinas del suero humano se se-
pararon por fraccionamiento con sulfato de
amonio ¥ y subsiguiente dialisis y liofiliza-
cion. La fijacién de las quinonas se estudio
por el método de didlisis en equilibrio de
Klotz " y la determinacion cuantitativa de
las mismas por espectrofotometria a 255
milimicras. Los resultados se dan en la
tabla III.

Con proteinas de suero de conejo los re-
sultados no difieren significativamente.

TABLA Il

MGES. DE METILQUINONAS FITADO3 POR 100 MGRS
DE PROTEINAS DEL SUERC EUMANO

Metilquinonm

e

Mgrs, do metilquinonn fijados por 100 mgrs. de proteina

a Vv ﬁ'ﬂ}ﬂhllli]‘l‘lu

2,3-dimetil- 0,87
2,6-dimetil- 0,85
trimetil- a7

wgluhilinas Althdming
2,57 1,70
1,71 1,14
0,86 110

Fogfato buffer 001 M. pH 74: concentracion dv metilquinoua 1 3¢ 10 -3 M, concentracion do
lus proteinas 70 mgrs, %.
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EXPERIMENTACION SOBRE PAHARITOS

Se traté de discriminar acerca de la im-
portancia relativa de las combinaciones con
los grupos amino y sulfhidrilo en la activi-
dad antibiética y parasiticida de las metil-
guinonas.

Tenia Himenolepis nana de intestino de
rata blanca fue tratads por 10 minutos con
metllquinonas (1 X 102 M. en fosfato buffer
pH 7.4) directamente y previa eliminacién
del grupo amino por nitrito de sodio (0.1 M.)
o blogues del grupo tiol por dcido p-Cl-Hg-
benzoico (0.005M.). En el tratamiento di-
recto las tenias se colorearon en rojo y en
amarillo indicando combinacién con ambas
funciones, amina y tiol. En las teniss tra-
tadas con nitritc sélo aparecié la colora-
cién amarilla de las quinonas con el grupo
tiol mientras que, en las tratadas con &cido
p-ClHg-benzoico, tnicamente los grupos
amino dieron compuestos de caracteristico
color rojo purpurz.

Estas reacciones pueden ser base de una
téenica histogquimieca para revelar los grupos
amine y tiol.

Del mismo modo, Tenia marginata y
dipylicium fueron eliminadas muertss per
perros tratados por via oral con 2 3-dimetil-
quirona. El parasito presentd una fijacién
selectiva de la metilquinona formando un
dibujo rojo plrpura a lo large del cuerpo
que indica el bloqueo de grupos amino li-
bres, esenciales para Ins intercambios del
parasito con ¢l medio.

EFECTO CATALITICO
EX LA OXIDORREDUOGCION BIOLOGICA

Estos compuestos quinénicos producen
efecto catalitico en la oxidacién de glucosa-
6-fosfato a través del ciclo del hexosa mo-
nofosfato por el eritrocito adulto de mami-
faro.¥ Es decir, que hay marcado aumento
de la velocidad de oxidacién del TPNH por
Intervencién catalitica de las metilguinonas
en algin punto de la cadena de transporta-

dores redox. Por oira parte, la inhibicién,
que con altas concentraciones puede ser to-
tal, del consumo de oxigeno a través del ci-
clo de los acidos tricarboxilicos indica que
las metilquinonas interfieren con los siste-
mas enzimaticos o con los transportadores
de la cadena respiratoria, ya sea por com-
binacion quimica o por alteracién del equili-
brio de oxidacién-reduccién celular normal.

Sistemas DPN — — DPNH y TPN — —
TPNH.— Se estudi6 el efecto directo de las
metilquinonas sobre el di y trifosfopiridin-
nucledtico reducidos segiin técmica de Leh-
ninger.'* Se midieron las variaciones de las
formas reducidas de] DPN y TPN por cam-
bios de la densidad optica a 340 milimieras,
a cads adiciéon de la quinona. La tabla IV
muestra la rapida oxidacién del trifosfopi-
ridin-nuclebtido-reducido por 2,5-dimetil-
benzoquinona como estaba previsto, dada la
diferencia de potencial entre los sistemas

TABLA IV

EFECTO DE LA L15-DIMETIL-14BENZOQUINONA
SUBRE TPN REDUOIDO

Tutal disminueibn

Total yM. guinonn de la densidad 6ptiza

adieionada ; 0 340 my
|
o,m | 0,018
0,42 | 0,038
0,84 : 0,056
0,85 i 0,078
1,07 [ 0,148

Las medidas se hicioron en espectrofotémetro de
Beekman on cubetas de 1 em, de espesor.

Cubeta blaneo: foafato buffer 01 M. pH 7.4 -4 hlanea
de I reduceidn del TPN.

Cubets contro!l con TPN: fesfate buffer 0.1 M. pH
74 4 105 yN, TPN,

Cubeta ensayo aon TPNH: foxfato buifer 0. 1 M. pll
74+ 105 yM. TPNH.

Lo metilquinonn fue agregadn a las tres eubotgg
¥ er c¢ada adicidn la resceibn se estabilies ripi-
demants, '
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guinona-hidroquinena y TPN-TPNH. Con
DPNH y trimetilbenzoguinona los resulta-
dos fueren los mismos. :

Flavinas.— Los ﬂavma—mnnonucleotido y
flavina-adenina-dinuclectido- reducidos son
rapidamente oxidados por Jos tres derivados
metilguindénicos estudiados, como se prevee
por las diferencias enire los E'o de aquelios
sistemas redox y lJos dc las metilquinonas.

Se ha demostrado previamente '* gque el
aumento del consumou de oxigeno causado
por las metilquinonas en el eritrocito adulto
de mamifero no es influido por la adicidn
de cianuro. Esto indica que la mtervencion
catalitica de las metilguinonas se efectua
con prescindencia del sistema de citocromos
y, presumiblemente, a la altura de una en-
zima-flavina,

Esta suposicion ha sido eonhrmada por
¢l resultado del experimento que registra la
figura 1. La supresion del efecto de la 2.3-

Consumo de oxigeno mm®

1 ! 1

(V] 3 EQ 120
Minutos

Tig. 1— Efeeto de Ia ntabring en ¢l aumento
del ponsumo du otigeno por =1 eritrocito de
eonsio, causada per la 23-Gimetil benznqniuu-
na. }: Control. 2; Atalirina sgregads,

10—3 M. 3: 23-dimetil-benzogquinona agmg.x
da, 1,5 % 10—~B M. 4: Atabrina y 23-dimeti}
neszoquinons agregadas en lg nisvia comeen

traeidn que en 2 y o

Q200

Den_sudad dplica

Qe 1 | 1 L
; S0 520 530 540 550 560

Longitud de onda T
“Pig. 2.— Cambio en 1a demsidad dptien del ei
. tocromo & entre 510 y 660 milimierge por ndl-
vibn de 25-dimetil-1 4-benzoquinona. 1: Ciro-
eromo e ¥e++4, copeentracién 2,3 3¢ 10— M.
f: Citocremo ¢ Fet-+4 | 25.dimetil-14-ben.
zoguinong, concentragitn 1,-.'; ¥ 10— M,

dimetilquinona por atabrina (clorhidrato de
quinacrina), inhibidor de las flavinas, indica
que éstas son los transportadores catalizados
por las metilquinonas en el eritrocito de ma-
mifero. A la concentracion de 3 X 10— M,
lo atabrina inhibe el consumo de oxigeno
casi totalmeante entre los 80 y 120 minutos,
de acuerdo a una lenta penetracién del inhi-
bidor en la célula

La intervencién de las dl y trimetilqui-
nonas en la cadena de transportadores redox
bioldgicos, acelerando algunos procesos e
inhibiendo otros, indica que no tiene funcién
de coenzima Q' compuesto relacionade a
aquellas que se encuentra normalmente en
la mitocondria.

Citocromn ¢ — El citocromo ¢ se com-
bina con las metilquinonas por los grupos
amino dec su proteina con visible cambio de
color. Los compuesios tienen maxima ab-
surcion alrededor de 550 milimicras que in-
terfiere cuando se mide la desaparicion del
citocromo c¢ reducido a esta longitud de
onda, por adicion de compuestos quindnicos
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7 TABLA V

OXIDORREDUCCION DEL SISTEMA Cit. ¢ Fe {10t ¢ Fe 4+

POR EL SISTEMA 2,5DIMET 1L-QUINONA 25 DIMETIL-HIDROQUINON A -
= — x
Hidwoguinona Cit. ¢ Fet 4 Quinone Cit. ¢ Fett

pL agregadns

Crwnbia D. Gpt. 530 my

p M. agregadas

Cambio D, ﬁp-t' 550 my

0,110

- — 0,877
02 0,168 02 0,248
0.4 1,235 0,4 0,257
o 0,235 0.6 0,250
0,8 0,234 08 0,240
10 0,234 10 0,235
Lo emssyos go realizarvun en fpsfato Luffer 0,1 M. pH 7.4,
Cubeta 1: blanco; Cubeta 2: Cit, e 0,05 3L, Cabely Gt blanco de reduceién del Cif. «; Cabeta 4: Cit e

rwitucido 0,05 uH.

Ademas el citocromo ¢ reducido es oxi-
dado por las metilquinonas como correspon-
de a la diferencia de potencial entre ambaos
sistemas.

La tabla V muestra el equilibrio redox
del citocromo ¢ partiendo de sus formas
oxidada v reducida, en presencia del siste-
ma 2,5-dimetilbenzogninona-2 5-dimetilben-
zohidroquinona.

CONCLUSIONES

Las 2,3-dimetil-, 25-dimetil- ¥ trimatil-
* 14-benzoquinona interfieren en los sistemas
biolbgicos produciendo efectos diversns por
tres reacciones principales:

1} Combinacien con cl grupo amine de
amincacidos, polipéptidos, proteinas y ami-
nas dande productos de color que va del
rojo al violeta.

2) Reaccion con la funcion tiol de ami-
noacidos, polipeptidos y proteinas dando
derivados amarillos.

3) Alteracion del equilibrio redox nor-
mal de los sistemas transportadores de hi-
drogeno y de electrones.

La actividad antibiotica, parasiticida v
toxica general de las di y trimetilbenzoqui-
nonas es debida a la accién combinada de
estas reacciones.

SUMMARY

The 2,3-dimethyl-, 2-5-dimethyl- and tri-
methyl-1,4-benzoquinone interfere in biglo-
gical systems- by producing various effects
through three main reactions:

1} Combination with the amino group
of amino acids, pelypepfides, proteins and
amines giving products the colour of which
ranges from red to viclet.

2) Combination with (he thiol group
of amino acids, polypepiides and proteins
originating yellow derivatives.

3) The upsetting of the normal redox
equilibrium of the hydrogen and electron
transfer systems of the cell

The antibiotic, parasiticidal and toxie
activity of the di and trimethylbenzoquino-
nes is due to the combined effects of this
reactions.

AGRADECIMIENTOC

Agradecemos al Q. I, Simbn Diettrich del Instituto
de Investigacion Libre y de Asesoramionto, Fuenltud
de Quimica ¥ Farmaecia, Montevideo, In realizacibn de
los anpdlisis clementales de los derfvides quindnicos
de mninodcidos ¥ xl T, Joha R, Totter de lu Tacoltad
de Mcdicina, Montevideo, su gencrosa cooperacidn.

— 203 —



-1

BIBLIOGRAFIA

VIESSER, L. F. and ARDAO, M. 1.— Investi-
. Ration of the ehemical mature of gonylepti-
dine. J. Am. Chem. Boc., 78: 774, 1956,
FESTABLF, C. and eol.— Gonylcptidine. J. Am.

Chem. Boc., 77: 4042, 1245,

PRADINES BRAZIL, X. y LABORDE, H ¥.—
La accibn tenicida dec le gonileptidina. IT
Congrefic Nazional de Vetorinaris, Montovi-
deo, 1: £33, 1057

FREYRE, Il, A.; ROVIRA, M. y ARDAO ML
Toxicidad de wmetil-I &-benzoguinonas v me-

t:l-14 benzohidroguinonas. Arch. 8Secc. Biol.
(En preass.)

FISCHER, E. v SCHRADER, H.— Ber,, 43: 525,
1010,

SCHONBER(:, A. and eol-— Action of cosl-tar
ryes ard related eompounds on refative ami
nonecids. J, Chem. Boe. Londom, 1: 176, JO48.

POTTER, V. R. and DUBOIS, K. P.— Stadies
on the mechanban of hydrogen tiansport in
animal tissues. J. Gen. Physiol, 28: 301,
1943

NACHMANEBON, D, and BEERMAN, M. —E8todies
an choline acetylase. J. Biol Ohem., 185:
551; 190486,

—204

10,

L.

13

14,

16,

KUHN, R. and ¢el— Inhibifors of carboxylase.
Chem. Ber, 80: 101, 1947

HOFFMAN OSTENHOF, ©, and col.-—- Bucre
riostatic quinones and other antibiotics.
Monatsh., 78: 53, 1848

MEYERHOFF, 0. znd RANDALL, L. O0.— The
inhibitory effeets of adrenochrome on ecall
metxbolism. Arch. Biockem., 17: 171, 1948,

COHN, E. I, and col.— Serum pruteins: separa-
fion and properties. J. Am. Chem. Soc., €2:
3386, 1040.

KLOTZ, 1. M.--Bome metils complexss with
profeins and others large moleculss. Mademn
trends in physiology and biochemestry. Ed.
E. 8. Guzmin Barrén, Academie Press Inc.,
1852, p. 497,

ARDAO, M. 7. and FREYRE, H. A — Effect of
gonyleptidine en the metabolism of mamma
lian ervthrocstes. Arch. Biochom. Biophyvr.,
83: 334, 1056,

LEHNINGER, A. i.— Proparation o0f reduced
DPN. Methods in enzymoloegy. Ed. 8, Colo-
wick and N. Haplan, Academic Dress Inc,.,
3: 885, 1657,

CRANE, ¥. I. and col—Tsolation of a quinone
from beef heart mitochendria. Biochim
Blophys. Acta, 25: 220, 1957.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7

