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INTRODUCCION

En la época actual, de grandes avances cientificos y tecnoldgicos, las infecciones
bacterianas siguen causando estragos en la poblacion mundial. En ocasiones, esto es
debido a una atencion médica indebida y falta de acceso a servicios de salud, pero
también en muchos casos debida un fendmeno que se esta convirtiendo en un problema
de salud publica que va en aumento: la aparicion de resistencia bacteriana a los
antibioticos disponibles. Ante este fenomeno, decenas de estos farmacos han dejado de
ser eficaces.

En todo el mundo, cientificos trabajan en la biisqueda de nuevos antibioticos,
queriendo ganar la batalla a las bacterias. En la década de los 80, cuando diarreas e
infecciones urinarias no cedian al tratamiento con los antibioticos usados, médicos e
investigadores volvieron los ojos hacia un farmaco sintetizado fortuitamente en los 60,
que era activo contra las bacterias productoras de esas enfermedades. Este farmaco es el
Acido Nalidixico, el primer miembro de la familia de las quinolonas cuyo uso se habia
limitado por su estrecho espectro antibacteriano, toxicidad y baja biodisponibilidad. El
hecho de que el acido Nalidixico fuese activo contra bacterias resistentes a otras clases
de antibioticos, provoco el inicio de una sintesis frenética de derivados, con diversas
modificaciones hechas al nucleo basico que les otorgaban mayor potencia, un espectro
antibacteriano mas amplio, mejores propiedades farmacocinéticas una baja incidencia
en la seleccion de mutantes resistentes y pocos efectos secundarios. Asi, las quinolonas
han llegado a ser de los antibidticos mas prescritos en la actualidad. Pero aiin en esta
familia de antibiodticos, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia. Tan
solo en el periodo de septiembre del 2004 a febrero del 2005, en un laboratorio clinico
particular de la ciudad de Morelia se aislaron decenas de cepas resistentes. (Resultado
de Informacion proporcionada por la Mtra. Bertha Ballesteros de Laboratorio CEDIMI,.
Para las estadisticas ver Anexo 1)

El mecanismo de accion detallado de las quinolonas no estd claro hasta el
momento. Se sabe que actiian inhibiendo al complejo girasa o topo IV- ADN, y que en
esta union el Mg juega un papel fundamental, pero los detalles moleculares de esta
interaccion no se conocen. En este trabajo se presenta la obtencion de un complejo
derivado de ciprofloxiacino con nitrato de bismuto y con actividad muy superior al
ciprofloxacino mismo. Los resultados aportan datos importantes para el disefio de

nuevas estructuras.



IANTECEDENTES

1.1 Generalidades: La palabra antibidtico se usa en la actualidad para designar
indistintamente a un agente antibacteriano derivado de una fuente natural (Patrick,
2001); sintetizado en un laboratorio quimico o un hibrido de los dos, que suprimen la

proliferacion de otros gérmenes y al final pueden destruirlos (Page et al, 1998).

1.1.1. Clasificacion y mecanismo de accion: El éxito de los agentes antibacterianos
depende en gran medida de su accion selectiva; actian contra células procariotas y no
contra eucariotas, esto debido a las diferencias en constituciéon y metabolismo entre
ambas.

Segliin su mecanismo de accidn, los antibidticos se clasifican de la siguiente manera

(Hardman, 1997; Page et al 1998; Patrick, 2001):

1.-Compuestos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana: La inhibicion de la
sintesis de la pared bacteriana produce lisis celular, con la consecuente muerte
bacteriana. La pared celular es un excelente blanco para los antibidticos, puesto que las
células eucariotas estan desprovistas de esta estructura y por lo tanto, no resultan
afectadas por estos agentes. Un ejemplo clasico es la penicilina, que inhibe la peptidil
transferasa en la biosintesis de peptidoglicanos.

2.-Compuestos que interfieren con la membrana plasmatica: Esto ocasiona que la
membrana plasmatica se vea afectada en su permeabilidad y exista fuga de los
componentes intracelulares, con resultados fatales para la célula. Las polimixinas
ejercen su efecto por esta via.

3.-Compuestos que inhiben la sintesis de proteinas: Estos compuestos afectan la
funcion de las subunidades ribosomicas 30 S 0 50 S e inhiben la sintesis proteica, por lo

que no se producen las enzimas esenciales para la supervivencia de la célula bacteriana.



Los aminoglucosidos y el cloranfenicol son un ejemplo de este grupo de
antimicrobianos.

4.- Compuestos que inhiben el metabolismo celular: También se conocen como
“antimetabolitos”, es decir, interfieren en un proceso metabolico inhibiendo alguna
enzima de la ruta metabolica bacteriana. Las sulfonamidas son un claro ejemplo de
este grupo de farmacos.

5.- Compuestos que inhiben la transcripcion y replicacion de acidos nucleicos:
Dentro del ultimo grupo se encuentran los agentes que alteran los procesos del ADN
como replicacion o transcripcion, afectando por lo tanto la division celular. En este
grupo se ubican los compuestos que interactuan directamente con el material genético
dafiandolo o bien interfiriendo en su capacidad de reconocimiento a enzimas afectando
su topologia. En todos los casos las consecuencias pueden ser fatales para la bacteria.
Este grupo es de particular interés para la presente tesis, ya que las quinolonas inhiben a
la Topoisomerasa [V y a la girasa, enzimas fundamentales en la replicacion del ADN,

impidiéndola y provocando asi la muerte bacteriana.

1.2.- Caracteristicas generales de las Quinolonas:
Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos, con accion bactericida,
derivados del acido 4-oxo-3-carboxilico de una naftiridina, quinolina, cinnolina o

piridopirimidina. (http://www.seq.es/seq/html/revista_seq/0497/ponens.html )

La estructura base es la siguiente:

OH

Figura 1. Estructura base de las quinolonas.



1.3.- Historia y clasificacion de las quinolonas

En 1962, Lesher y colaboradores obtuvieron la primer quinolona mientras
trabajaban en la sintesis de la cloroquina 0, medicamento contra la malaria. El acido
nalidixico se obtuvo como producto secundario es este estudio (Oliphant, 2002; Taléns,

2001; Van Bambeke et al, 2005).

HNJ\/\/N\/
| X
N/

Cl

Cloroquina 0

Figura 2: Estructura del antimalérico cloroquina.

El 4cido nalidixico present6 actividad moderada frente a bacterias Gram
negativas y en 1964 comenz6 a utilizarse en clinica para tratar infecciones del tracto
urinario. Pese a su actividad antibacteriana, se observd que sus propiedades
farmacocinéticas no eran adecuadas, que presentaba una alta incidencia de efectos
secundarios y que las bacterias que ocasionaban las enfermedades de las vias urinarias,
rapidamente adquirian resistencia al farmaco. Estas fueron las razones que motivaron la
sintesis de derivados que presentaran mejores caracteristicas farmacologicas que su
predecesor (Wilson y Gisvold, 1998).

De esta manera se obtuvieron y describieron en 1973 las llamadas quinolonas
clasicas o de 1* generacion y que comprenden los &cidos oxolinico, piromidico,
pipemidico; el cinoxacino y el flumequino. Sus estructuras se muestran en la figura 3.

El espectro antibacteriano del acido nalidixico y sus derivados estd basicamente
confinado a bacterias Gram negativas, incluyendo los patdgenos que cominmente son
la causa de infecciones de las vias urinarias. Especies de Pseudomonas aeruginosa,

Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae, asi como cocos Gram positivos y



bacterias anaerobias, son resistentes a las quinolonas clésicas (Taléns, 2001; Wilson y

Gisvold, 1998).
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Figura 3. Quinolonas clasicas o de Primera Generacion.

Todas estas quinolonas no difieren mucho de su farmacocinética ni de su
espectro de actividad antibacteriana, a excepcion del flumequino y del acido
pipemidico, este ultimo quizas por el sustituyente piperazinico en la posicion 7.

El flumequino fue la primer quinolona reportada con actividad antibacteriana
que presenta un atomo de fllior en su estructura, en la posicion 6, lo que incrementd
significativamente la actividad antibacteriana, aunque sus propiedades farmacocinéticas
no fueron satisfactorias (Taléns, 2001).

El incremento de la actividad antibacteriana debida a la presencia de un atomo
de fluor en la posicion 6, llamoé poderosamente la atencion, y motivo a la sintesis de una
nueva serie de compuestos que se denominaron quinolonas de segunda generacion o

fluoroquinolonas.



Esta segunda generacion de compuestos se caracteriza por pertenecer
principalmente a la clase de las benzopiridonas y naftiridinas, ademas de presentar un
atomo de fluor en la posicion 6 y un anillo piperazinico o pirrolidinico en la posicion 7.
Las quinolonas clésicas o de primera generacion fueron desplazadas rapidamente por las
fluoroquinolonas, pues sus propiedades farmacocinéticas resultaron mejores, su
espectro de accion antibacteriana es mas amplio y presentan una menor incidencia en la
aparicion de resistencia bacteriana. El espectro de actividad antibacteriana de este grupo
de compuestos incluye una mayor cantidad de patdogenos Gram negativos, entre ellos
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae, ademas de
ser activas contra cocos Gram positivos como Staphylococcus aureus, y algunos

estreptococos (Wilson y Gisvold, 1998).

Dentro de las Fluoroquinolonas de segunda generacion se encuentran los

compuestos que se presentan en la figura 4.
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Figura 4. Quinolonas de Segunda Generacion o Generacion 22

A pesar de las ventajas de las quinolonas de segunda generacion (baja
resistencia, tolerancia y pocos efectos secundarios), las fluoroquinolonas no son activas
contra la mayoria de bacterias anaerobias, incluyendo la mayoria de especies de
Bacteriodes y Clostridium, ademas de ser poco activas contra cocos Gram positivos
aerobios, como es Streptococcus pneumoniae (Hooper, 1998; Taléns, 2001; Wilson y
Gisvold, 1998)

Existen dos fluoroquinolonas de la segunda generacion, que deben ser
consideradas aparte: el sparfloxacino y el grepafloxacino (figura 5). Estas presentan
sustitucion en las posiciones 5 y 7, lo que aumenta de manera significativa su actividad
contra Streptococcus pneumoniae. A pesar de esta ventaja, ambas fluoroquinolonas han
sido reducidas o suspendidas en su prescripcion en Europa por razones toxicologicas

(Van Bambeke et al, 2005).



OH OH

Sparfloxacino Grepafloxacino

Figura 5. Quinolonas de la Generacion 2b.

Con la finalidad de incrementar la potencia y la actividad contra una mayor
cantidad de bacterias gram positivas y bacterias anaerobias, se sintetizaron nuevas
fluoroquinolonas. Entre los intentos, al manipular el nicleo basico se insertaron dos y
tres atomos de fluor, se introdujeron sustituyentes alquilicos en la piperazina o anillo
pirrolidinico de la posicion 7, y grupos como metoxilo en la posicion 8. Estos
compuestos pertenecen a las quinolonas de tercera generacion (Taléns, 2001).

Las quinolonas de tercera generacion presentan una mayor potencia contra
bacterias Gram positivas incluyendo Streptococcus pneumoniae, patogenos atipicos y
bacterias anaerobias. También poseen propiedades farmacocinéticas mejoradas, vida de
eliminacion mas larga y mejor penetracion en tejidos, por lo que estas fluoroquinolonas,
pueden ser prescritas para tratamiento de infecciones sistémicas (Hooper, 1998; Taléns,
2001).

En este grupo se encuentran los compuestos que se presentan en la figura 6. El
trovafloxacino, una naftiridona, no posee ¢l metoxilo en la posicion 8 pero posee el
espectro antibacteriano mas amplio de las quinolonas de tercera generacion, aunque su
uso fue restringido en Estados Unidos y en Europa debido a reportes de
hepatotoxicidad. El gemifloxacino es la quinolona mas reciente de esta generacion y
también posee un amplio espectro de actividad antibacteriana, pero su uso esta aprobado
solo en Corea, Nueva Zelanda, Estados Unidos y Canada. Por su parte, el balofloxacino

ha mostrado una actividad importante contra micobacterias.
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Figura 6. Quinolonas de Tercera Generacion.

Basados en estudios de realcion estructura actividad (SAR, por sus siglas en

inglés), ha sido posible identificar el farmacoforo y se han determinado grupos



importantes para su actividad antibacteriana como son ciclopropilo en la posicion 1,
metoxilo en la posicion 8 y pirrolidina o piperazina sustituidas en la posicion 7 (Van
Bambeke et al, 2005). Optimizando la actividad al modificar estos sustituyentes, ha
sido posible eliminar el atomo de fluor de la posicion 6 del anillo quinolénico, aunque
se puede encontrar en otras posiciones, sin pérdida de la actividad antibacteriana. Esto
ha dado paso a las quinolonas de cuarta generacion, o defluoroquinolonas. EI
garenoxacino es el primer representante de esta generacion (Garcia y Gutiérrez, 2002;
Van Bambeke et al, 2005). Esta defluoroquinolona ha presentado una excelente
actividad contra bacterias gram positivas y anaerobios, menor probabilidad de seleccion
de mutantes resistentes comparada con fluoroquinolonas comunes y muy buenas
propiedades farmacocinéticas, En el ano 2002 se encontraba en fase III, (Garcia y

Gutiérrez, 2002) pero a la fecha no se tienen mas reportes.

Figura 7. Garenoxacino, quinolona de Cuarta Generacion.

Hasta el momento, las quinolonas han sido clasificadas basicamente por su
espectro antibacteriano.

Existen otros criterios para clasificacion de las quinolonas, como son: la
clasificacion biologica, en la cual este grupo de farmacos se dividen en cuatro grupos
atendiendo al espectro de accion y al grado de metabolizacion; y la clasificacion
quimica, en la cual dependiendo del numero de atomos de nitrogeno en el anillo
quinolinico y su posicion, las quinolonas pueden clasificarse en 4 grupos (Taléns,

2001):
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Posiciones que pueden 0 o
contener Nitrogeno
Benzopiridonas 1 6
Naftiridinas 1,8
Piridopirimidinas 1,6,8 7
Cinnolinas 1,2

Figura 8. Principales grupos de quinolonas

Finalmente, una forma mas de clasificacion, es la que se basa en las propiedades
de disociacion en condiciones fisiologicas de las quinolonas (Wilson y Gisvold, 1998).
De esta manera, las quinolonas se dividen en dos clases:

Dentro de la primer clase se encuentran las quinolonas clésicas o de primera
generacion, que solo tienen un grupo funcional ionizable, el carboxilo en la posicion 3.

Pertenecen a la segunda clase los compuestos con dos grupos funcionales
ionizables, como las fluoroquinolonas que contienen, adicionalmente al carboxilo en la
posicion 3, un grupo funcional piperazino basico en la posicion 7 y un atomo de flaor en

la posicion 6.

1.4.- Ciprofloxacino:

El ciprofloxacino es una quinolona de segunda generacion de acuerdo a su espectro
antibacteriano y es uno de los antibidticos mas prescritos en todo el mundo (Taléns,
2001; Van bambeke et al, 2005). En el mercado se encuentra disponible en presentacion
oral y parenteral.

Se considera que el ciprofloxacino es la quinolona que mejor distribucion posee de
todas las quinolonas comerciales, pues presenta una amplia distribucion en fluidos
corporales y tejidos, incluyendo el liquido cefalorraquideo (Wilson Gisvold, 1998).
Posee ademas una potencia contra bacterias Gram negativas mds grande que otras
fluoroquinolonas, y sigue siendo el mas activo contra Pseudomonas aeruginosa
(Oliphant, 2002; Van Bambeke et al, 2005; Wilson y Gisvold, 1998).

11



El ciprofloxacino es el agente de eleccion en el tratamiento de gastroenteritis bacteriana,
infecciones de vias respiratorias y es particularmente efectivo para el control de
bronquitis y neumonia causados por Gram negativos. También es usado en el
tratamiento de infecciones de la piel, tejidos blandos, huesos y articulaciones,
infecciones de las vias urinarias complicadas y no complicadas, y control de infecciones
venéreas como gonorrea o chancroide (Hooper, 1998; Oliphant, 2002; Wilson y

Gisvold, 1998).

1.5. Mecanismo de accion de las quinolonas

El blanco de accidon de las quinolonas en las células bacterianas es un par de

enzimas de la familia de las topoisomerasas: la girasa y la Topoisomerasa [V.

1.5.1. Topoisomerasas. Las Topoisomerasas estdn presentes tanto en células
procariotas como eucariotas; estas enzimas se encargan de cambiar la topologia o la
geometria tridimensional de las moléculas de ADN sin modificar su estructura
fundamental. Dicho de otra manera, estas proteinas catalizan reacciones de
isomerizacion entre diferentes formas topoldgicas del ADN. Para cumplir con esta
funcion, forzosamente necesitan romper momentaneamente el genoma. Estos cambios
en la topologia del ADN son necesarios para permitir la replicacion del mismo y por lo
tanto, la supervivencia celular (Anderson et al, 1998, Hardman y Limbird, 1997; Heddle
et al, 2001, Holden, 2001; Mathews y Van Holde, 2001).

Las Topoisomerasas se clasifican en dos grupos: de tipo I o de tipo II. La diferencia
fundamental entre estos grupos radica en el mecanismo de accion molecular,
especificamente en la ruptura del ADN. Dentro del grupo I, se encuentran las que
rompen transitoriamente 1 de las 2 hebras del ADN; las de tipo II lo hacen en ambas
hebras. Una caracteristica de las Topo II es que, a diferencia de las Topo I, requieren

ATP para su funcionamiento (Holden, 2001; Roca, 2003)

A modo grueso, estos grupos de enzimas, se subdividen a su vez en subgrupos
dependiendo de de aspectos mecanisticos mas especificos como la direccion del corte o
union covalente al grupo fosfato en el ADN es decir si el OH libre es el correspondiente

a 3" a5’. De esta manera, las Topoisomerasas de tipo I se subdividieron en familias TA
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y IB, si la enzima al realizar el corte transitorio en el ADN forma un enlace covalente
con el fosfato 5° del sitio de ruptura, pertenecera a la familia IA. En caso de que quede
unida al extremo terminal 3° del ADN, la topoisomerasa sera IB.

Las topoisomerasas de tipo II no tienen sub-clasificacion; se ha observado que todas las
enzimas de este tipo se unen covalentemente a los fosfatos 5° de las 2 hebras rotas del

ADN (Holden, 2001; Roca, 2003).

Tabla 1. Clasificacion y funcion de las Topoisomerasas procariotas.

Nombre: Clasificacion: Funcion:
Topoisomerasa I 1A Relaja ADN superenrrollado en ausencia de ATP
Topo II o Girasa I Introduce superenrollamientos negativos en ADN

circular cerrado en presencia de ATP

Topoisomerasa IA Decatena moléculas de ADN en ausencia de ATP
11T

Topoisomerasa II Decatena moléculas de ADN en presencia de ATP
v

La girasa es una de las topoisomerasas bacteriana y esta junto con la
Topoisomerasa 1V, son los blancos moleculares de las quinolonas; ambas enzimas son

de tipo II.

1.5.1.1. Girasa o Topoisomerasa Il. La girasa ha sido ampliamente estudiada en
Escherichia coli, su funcion es la de introducir superenrollamientos negativos en ADN
circular cerrado, eliminando con esto la superhelicidad positiva existente en el momento
de la replicacion del material genético. Esta enzima es unica entre todas las
topoisomerasas, que se caracterizan por relajar el material genético, siendo la tnica
capaz de superenrollar al ADN, actividad exclusiva de células procariotas; ain en
organismos mas evolucionados no se ha detectado una enzima capaz de llevar a cabo la

funcion de la girasa (Holden, 2001; Kampranis y Maxwell, 1998).
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Figura 9: Cambio de topologia del ADN por las topoisomerasas: a) Si el segmento G y
el segmento T se encuentran en moléculas de ADN distintas, la Topo las encadenard o
desencadenara. b) Si ambos segmentos residen en la misma molécula, la Topo producira
cambios en el grado de superenrollamiento o c¢) de anudamiento del ADN. (Tomado de

Roca, 2003).

La Topoisomerasa Il es un heterotetraimero compuesto de dos subunidades A y
dos subunidades B, que forman la holoenzima A;B, Cada subunidad esta codificada por

los genes gyrA y gyrB respectivamente.
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Figura 10. Reconstruccion de la estructura atomica de las topoisomerasas tipo Il a partir
de un fragmento de girasa de E. coli (en rojo) y un fragmento de la topo II de S.
cerevisiae (en azul y amarillo). En rosa y rojo se muestra la subunidad B, que dimeriza
modulado por la uniéon e hidrélisis del ATP. En azul y amarillo la subunidad A,

responsable del corte y sellado del ADN (Tomado de Roca, 2003).

El mecanismo de accion consiste en la ruptura de ambas hebras de una molécula
de ADN produciendo un espacio suficiente para permitir el paso de otra doble hélice y
finalmente cerrar el duplex escindido para dar como resultado una topologia diferente a

la original.

La subunidad A es la responsable del reconocimiento al ADN, ademas de
romper la hebra y finalmente religarlo. Tiene un peso molecular de 97 kDa y contiene el
sitio activo, en el cual la tirosina 122 forma un enlace fosfodiéster con el ADN durante

el Paso de rompimiento (Heddle et al, 2001; Holden, 2001; Kampranis y Maxwell,
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1998). Este paso es una reaccion de sustitucion nucleofilica en donde el grupo OH de la

tirosina ataca al fosfodiester.

Figura 11. Ruptura del ADN por las Topoisomerasas.
(Tomado de Roca, 2003)



Por su parte la subunidad B es la responsable de capturar el segmento de ADN
que sera transportado a través de la ruptura momentanea producida por la subunidad A.
Tiene un peso molecular de 90 kDa y contiene el sitio de hidrdlisis del ATP. Se ha
estimado que en cada ciclo catalitico la girasa de ADN requiere de 2 moléculas de ATP.
Se sabe que la unioén del ATP a la enzima provoca en ella un cambio de conformacion,
formando un anillo proteico alrededor del ADN. Después, solo mediante la hidrdlisis de
los nucledtidos, la enzima volvera a su conformacion original. Este extraordinario

mecanismo hace de la girasa una verdadera maquina molecular.

En mas detalle, el mecanismo mas comunmente aceptado se puede apreciar en la figura
11, en donde se ilustra que el segmento de ADN que serad escindido (segmento G), se
une al dimero A. Mediante una transesterificacion reversible, se forma un intermediario
covalente entre el fosfato 5’ del ADN vy la tirosina 122 de cada mitad de esta subunidad.
Después, la girasa dobla el ADN en sentido dextrogiro, enrollandose de esta manera en
un fragmento del material genético de aproximadamente 130 pares de bases. Con este
enrollamiento, la girasa se proporciona el segmento T que sera transportado
perteneciente a la misma molécula de ADN. A continuacion la union de ATP a la
subunidad B provoca un cambio en la conformacion de la enzima, lo que hace que esta
misma subunidad capture el segmento T hacia la cavidad central de la girasa,
atravesando en este momento el segmento G. Después este segmento es religado y
ambos fragmentos salen inmediatamente de la topoisomerasa. La hidr6lisis de ATP hara
que la enzima recupere su conformacién inicial, para comenzar con un nuevo ciclo

catalitico (Holden, 2001; Roca, 2003).
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Figura 12. Actividad de la Girasa. La region en verde muestra el segmento G, en rojo
el segmento T. En amarillo y azul, la subunidad A, que reconoce al ADN, lo rompe y
finalmente lo religa. La subunidad B, que captura al segmento T y contiene el sitio de
hidrolisis de ATP, se muestra en rosa. La girasa solo puede eliminar la superhelicidad

positiva y generar superhelicidad negativa en el ADN. (Tomado de Roca, 2003)

1.5.1.2- Topoisomerasa IV. Es también una enzima de tipo II que ocupa de la hidrélisis
de ATP para llevar a cabo su funcion: decatenar ADN activamente, por lo que juega un
papel critico en la replicacion del material genético al permitir una separacion adecuada

de los cromosomas hijos.

Es un heterotetramero formado por 2 subunidades, E y C; la forma activa de esta
enzima es C,E,. Cada subunidad de esta enzima es codificada por los genes parE y
parC . Los dimeros codificados por estas proteinas son homologos a las subunidades B

y A de la girasa, respectivamente (Holden, 2001; Taléns, 2001)
La girasa fue descubierta antes que la Topoisomerasa [V, por lo que se atribuia a

aquella la decatenacion del ADN. Después se descubri6 la Topoisomerasa IV y que ella

era quien realizaba la actividad de decatenar, llevando a pensar que esta era su Unica
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funcion. Ahora se sabe que también es capaz de eliminar superenrollamientos que
ocurren en el material genético al momento de la replicacion; asi, ambas enzimas
pueden estar involucradas en el alargamiento de la cadena de ADN. Se cree ademas que
en la célula se combinan las actividades de la girasa y las Topoisomerasas [ y IV para

mantener una superhelicidad global negativa dentro de la bacteria. (Holden, 2001)

Hasta la fecha, no hay datos cristalograficos de la Topoisomerasa IV, pero por su
similitud con la estructura de la girasa, se presume que pudiera tener un mecanismo de
accion semejante a esta. Sin embargo, si se conoce que la Topo IV no se enrolla en el
ADN a diferencia de la girasa, por lo que no es capaz de superenrollar el ADN.

(Holden, 2001)

Figura 13. Modelo de una Topoisomerasa Tipo II activo.

(Tomado de Roca, 2003)
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1.5.2: Quinolonas como inhibidores de la Girasa y de la Topo 1V:

Las quinolonas ejercen su efecto bactericida involucrandose en el complejo
ADN-Topo envenenando asi al material genético y provocando de esta forma, la muerte
celular bacteriana.

Los miembros de esta familia de farmacos son compuestos altamente polares y
se cree que entran a la célula bacteriana a través de canales de porinas de la membrana
externa altamente cargados, mediante un mecanismo de difusion pasiva (Wilson y
Gisvold, 1998).

Los detalles moleculares de la inhibicion de la girasa o Topo IV no estan claros
y hasta la fecha se han formulado varias teorias al respecto aunque todas estan
relacionadas entre si.

Shen y colaboradores han propuesto un modelo denominado “Unidn cooperativa
Quinolona-ADN”. Este es el modelo en el que practicamente se basan la mayoria de los
modelos aceptados al respecto. Su fundamento radica esencialmente en estudios hechos
en el norfloxacino en los que se sugiere que en presencia de ATP y en el momento en
que el ADN se encuentra roto por la enzima, 4 moléculas de quinolona se unen a 4
bases desapareadas (ADN de una sola hebra) que forman este hueco mediante puentes
de hidrogeno entre las bases y el grupo carbonilo de C4 y el carboxilo de C3. Las
moléculas de quinolona se unen ademas entre si, cooperativamente, probablemente
mediante interacciones hidrofobicas cola con cola entre los grupos del N1 vy
apilamientos m— m entre sus anillos aromaticos. Este modelo plantea que la enzima
induce un sitio de union especifico para quinolonas en su sustrato, el material genético
(Gonzalez, 2004; Noble et al, 2003; Palu et al, 1992; Turel, 2002).

En estudios posteriores se ha postulado que al complejo ADN-Enzima se unen
dos moléculas de quinolona y no cuatro, ademas de que este modelo no toma en cuenta
el hecho de que el magnesio es necesario en la interaccion ADN-Enzima (Palu et al,
1992).

El modelo de Shen ha sido modificado y ahora incluye interacciones del
sustituyente en C7 con la subunidad B de la girasa (Turel, 2002).

Un aspecto interesante que cabe mencionar es el hecho de que, en este propuesta
mecanistica, se ha sugerido que la quinolona entra al ADN mediante una burbuja
espontanea que se forma en el mismo, considerando que el ADN es una estructura

dinamica.
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Figura 14. Dominios Funcionales en las quinolonas segin el modelo de Shen. (Tomado

de Gonzélez, 2004)

1.5.2.1. El papel del Mg en el mecanismo de accion:

Como se menciond anteriormente, se ha concluido que el Mg **" modula la
cantidad de moléculas de quinolona que se une al ADN. Asi, la molécula de quinolona
se une a los enlaces fosfodiéster del ADN mediante un puente de Mg > coordinado
por el carbonilo en C4 y el carboxilato de C3 del farmaco, probablemente en una
proporcion 1:1.(Noble et al, 2003; Palu et al, 1992; Turel, 2002). La uniéon podria
ademas estabilizarse por interacciones de empaquetamiento entre el farmaco y las bases,
especialmente guanina y adenosina, lo que concuerda con la observacion de la
preferencia de las quinolonas de unirse a regiones de ADN de una sola hebra y ricas en
purinas (Palu et al, 1992). En condiciones fisiologicas, el norfloxacino y las
fluoroquinolonas con dos grupos ionizables, se encuentran en forma zwitterionica, lo
que propicia la formacion del complejo con el magnesio; este complejo presenta una
carga neta positiva, lo que le facilita llegar al ADN, que presenta carga neta negativa. El
Mg del complejo ahora puede interactuar electrostaticamente con los grupos fosfato del

ADN (Palu et al, 1992).
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El equipo de Palu descubrié que con un exceso de iones Mg " no se

modificaba la interaccion entre la quinolona y el material genético. La concentracion de
magnesio que permitid la union maxima de quinolona al ADN fue de 1 a 2 mM, que
coincide con la concentracion intracelular bacteriana de este metal, lo cual parece ser de

gran importancia (Palu et al, 1992).

En el trabajo de Llorente et al, una serie de quinolonas fueron comparadas
mediante un estudio de QSAR. Los resultados sugieren que las quinolonas se intercalan
en una region de ADN de una sola hebra con el grupo N1 en el surco mayor y con el
grupo de R7 en el surco menor, permitiendo que este grupo interactiie también con la
subunidad A de la girasa, posiblemente por puentes de hidrogeno. En este modelo, el
magnesio estd presente también: un i6n hidratado de este metal se une al complejo
mediante los grupos carboxilato y carbonilo de la quinolona, dos oxigenos de dos
fosfatos distintos y el nitrogeno 7 y el oxigeno 6 de una purina y una guanina,

respectivamente.

Kwok et al estudiaron el mecanismo de accion de estos farmacos utilizando
quinobenzoxacinas y extrapolando sus resultados a las quinolonas. En topoisomerasa
tipo Il de levadura, descubrieron que las quinobenzoxacinas requieren Mg *™" para su
union al ADN pues también contienen los grupos carboxilato y carbonilo en las
posiciones C3 y C4 respectivamente y forman un complejo intercalador con el ADN
mas estable que las quinolonas. En el modelo se propone que dos pares de moléculas de
quinobenzoxacina se unen al ADN mediante interacciones con el magnesio. De cada
par, una molécula se intercala entre bases adyacentes del sitio de ruptura del genoma y
la otra molécula se ubica externamente, donde puede interactuar con la enzima. Este
modelo se extrapola a las quinolonas porque se ha observado que el norfloxacino forma
dimeros con las quinobenzoxacinas en el ADN, lo que sugiere que esta manera de unioén

podria aplicarse a las quinolonas (Kwok et al, 1999; Noble et al, 2003).

Un estudio teodrico-experimental llevado a cabo por Robles y colaboradores,
sugiere que la intercalacion de las quinolonas acomplejadas a un metal, es un paso
importante en el mecanismo de accion de estos farmacos. Ellos basan esta premisa en
los resultados de sus estudios sobre la interaccion de quinolonas acomplejadas con

cobre y un modelo de ADN (Turel, 2002).
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Sissi et al sugieren basados en un estudio posterior, que la uniéon de las
quinolonas a la enzima mediante magnesio puede ser un rasgo del mecanismo de accion

de esta familia de fArmacos (Turel, 2002).

1.6.- Resistencia bacteriana.

Las mutaciones que producen resistencia bacteriana pueden aparecer durante la
terapia con quinolonas; este puede ser el principal factor limitante de su uso (Oliphant,
2002). Ademas, el abuso de estos farmacos no solamente en medicina clinica sino
también en alimentos agricolas promueve la resistencia en bacterias gram positivas y
Gram negativas, lo que podria limitar la efectividad de las quinolonas en un futuro
cercano (Oliphant, 2002).

Existen dos mecanismos principales por los que se desarrolla la resistencia
bacteriana:

A) Disminucion de la concentracidn intrabacteriana de farmaco.

Este mecanismo es inducible principalmente y permite la supervivencia
inmediata bacteriana. Ocurren cambios en las porinas de la membrana externa, lo que
disminuye la penetracion del farmaco a la célula. Se ha reportado en Gram negativos.
La resistencia adquirida mediante este mecanismo es de bajo nivel, ya que la entrada del
antibidtico a la célula no se bloquea del todo (Van Bambeke et al, 2005).

A ultimas fechas se ha reconocido a las bombas efflux como uno de los
principales mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos. Estas bombas efflux
son ubicuos y se cree que son esenciales en la fisiologia bacteriana. Estos sistemas son
codificadas por genes cromosomales o genes asociados a elementos moviles, que al ser
activados, provocan una resistencia de bajo nivel a fluoroquinolonas, aunque ha habido
casos en los que los sistemas efflux pueden causar una resistencia de alto nivel por ellas
mismas, sin estar presentes otros mecanismos. Las bombas efflux presentan una
importancia especial, porque favorecen la aparicion de resistencia bacteriana al permitir
a la célula sobrevivir en un medio en el que el antibidtico se encuentra en una
concentracion sub-optima.(Taléns, 2001; Van Bambeke et al, 2005).

La presencia de sustituyentes voluminosos en la posicion 7 disminuye el transporte de
quinolonas por las bombas efflux. En bacterias Gram negativas, las bombas efflux son

de baja especificidad, lo que produce resistencia a varias familias de antibidticos una
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gran cantidad de antibidticos, aunque las moléculas no estén relacionadas entre si

quimicamente (Van Bambeke et al, 2005).

B) Alteracion del blanco.

En este mecanismo que es estable y se disemina mas facilmente, los cambios en
ocurren por mutaciones en los genes cromosomales que codifican para la girasa, gyrA y
gyrB y para la Topoisomerasa IV, parC y parE. Se ha observado que las mutaciones se
agrupan en una region de la enzima denominada QRDR, que se encuentra localizada en
la subunidad A de la girasa, cerca del residuo Tir'*, el sitio activo (Barnard y Maxwell,
2001; Heddle et al, 2001; Van bambeke, et al, 2005). Estas mutaciones producen
cambios en los aminoacidos que dichos genes codifican, disminuyendo asi la uniéon de
la fluoroquinolona al complejo Enzima-ADN, y ocurren con mucha frecuencia en los
residuos Ser™ y Asp87 de la subunidad A, lo que sugiere que estos residuos se
involucran en la union del antibidtico (Barnard y Maxwell, 2001; Hooper, 1998; Van
Bambeke et al, 2005). El cambio de un solo aminoacido en la subunidad A de la girasa
incrementa 100 veces la resistencia al acido nalidixico, pero sélo 16 para ciprofloxacino

y otras fluoroquinolonas (Hooper, 1998).

Hasta la fecha no se han detectado enzimas que degraden las quinolonas, ni

resistencia mediada por plasmidos (Hooper, 1998; Van Bambeke et al, 2005).

1.7: Relacion Estructura Actividad.

Como se menciond anteriormente, el acido nalidixico, el primer compuesto
sintetizado de la familia de las quinolonas, present6 un estrecho espectro antibacteriano,
bajos niveles en suero y toxicidad en tejidos este ultimo factor determinante para
abandonar el tema hasta los afios 80 en los que surgié nuevamente el interés en él, al
observarse que poseia actividad antibacteriana contra cepas de Escherichia coli y
Shigella que eran resistentes a muchas otras clases de antibioticos (Van Bambeke et al,
2005). Este hecho marco la pauta para que se sintetizaran derivados, que hasta la fecha
han alcanzado miles, modificando el nicleo basico mediante la introduccion de diversos
sustituyentes, con la finalidad de incrementar la potencia y el espectro antibacteriano,

mejorar las propiedades farmacocinéticas y disminuir los efectos secundarios.
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Mediante estudios SAR, se ha identificado al farmacdforo, como al acido 1,4-
dihidro-4-oxo0-3 piridin carboxilico (Wilson y Gisvold, 1998).

Cabe resaltar que las modificaciones en las posiciones 3 y 4 han conducido a la
pérdida de actividad antibacteriana (Van Bambeke et al, 2005), pues estan relacionados
con el reconocimiento del farmaco al complejo enzima-ADN (Hooper y Rubinstein,
2003; Taléns, 2001).

Se han sintetizado varios derivados de esta familia de firmacos con sustituciones
incluso en la posicion 3 sin pérdida considerable de la actividad. Llama la atencion un
derivado que present6 excelente actividad contra Staphylococcus aureus (0.025 pg-mL)
y Escherichia coli (0.013 pg-mL). Dicha quinolona presenta un grupo nitroacetilo en
esta posicion; (figura 15) la justificacion de su actividad se fundament6 en el hecho de
que el pKa del proton inmediato al grupo nitro es tan 4cido como el proton carboxilico
de las quinolonas convencionales, por lo que los autores concluyeron que la actividad
antibacteriana es paralela a la acidez del grupo funcional presente en la posicion 3

(Hooper y Ruinstein, 2003).

F. NO,
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Figura 15. Quinolona con modificacion en la posicion 3.

En la siguiente figura se resume la relacion entre la actividad antibacteriana y loa

estructura de las quinolonas.
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RELACIONES ESTRUCTURA - ACTIVIDAD
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Figura 16. Relaciones estructura actividad.
(Tomado de Van Bambeke et al, 2005)

1.8: Relaciones Estructura — Farmacocinética:

Las quinolonas generalmente son bien toleradas. La figura 17 resume la relacion
estructura-farmacocinética. Cabe resaltar que el mismo carboxilato critico para la
actividad es también importante para la biodisponiblidad y como se verd adelante,

también para la toxicidad.
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RELACIONES ESTRUCTURA - FARMACOCINETICA
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Figura 17. Relaciones estructura farmacocinética
(Tomado de Van Bambeke et al, 2005)

1.9: Relaciones Estructura — Toxicidad

En la figura 18 puede apreciarse la relacion entre la estructura de las quinolonas
y su toxicidad. Un aspecto importante a considerar es el papel que juega el carboxilato y
que también lo hace en la farmacocinética y farmacodinamia de este grupo de
antibioticos y es la condrotoxicidad.

La condrotoxicidad es tipica en infantes que presentan deficiencia en Mg y que
se encuentran en la etapa de crecimiento, en donde el adecuado desarrollo de los
tendones requiere de este mineral. Es de suponerse que, como se ampliara adelante, si el
carboxilato juega un papel de agente quelatante, atrape al magnesio y tenga como

consecuancia condrotoxicidad cuando se administren quinolonas a personas en pleno
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desarrollo fisico. Este fendmeno ha sido claramente estudiado en grupos de perros en
etapa de crecimiento a los que se les ha administrado por una parte quinolonas bajo
dieta normal y por otra dieta deficiente de Mg observandose en ambos casos la misma
deficiencia en el desarrollo adecuado de tendones. Este efecto representa la mayor
limitante toxicologica de las quinolonas. De hecho cabe mencionar que es el principal
problema con el que cuentan los hospitales infantiles al limitarse el uso de estos
antibioticos a mayores de edad cuando hay una gran cantidad de infantes que presentan
infecciones y resistencia a los antibidticos convencionales.

Por otra parte resulta interesante que aunque en estudios serios se ha demostrado
lo contrario, se cree que las quinolonas como el ciprofloxacino presentan efectos
secundarios como alucinaciones. Esto ha llevado a demandas a las principales industrias
farmacetticas que elaboran dichos medicamentos en los Estados Unidos de

Norteamérica.
RELACIONES ESTRUCTURA - TOXICIDAD

‘ Fototoxicidad
Union al Mg
(¢Condrotoxicidad?)

2
R o
5
T
Rs COOH -
Interacciones con
N~ N ) cit Paso
- . Sustituyente
" alquilico +
>
>
HN

N o
R7 X T i: _ (?Hz F
\ Ri <« CH3
(\N/ Nig
>
9 ==
l naftiridonas |

Unio6n a los ¢ quinolonas Fototoxicidad
receptores GABA T Interacciones con 1 Genotoxicidad

Cit Paso

+ Cristaluria | ~——| N
Cl - -
F ¢ Cristaluria

HN

O-CHs
Interacciones con o
NSAID | Insustituida
Interacciones con Voluminoso

l Cit Paso

Sustituyente
alquilico

F

Voluminoso

Clave: Sustituyente(s) y Efecto
I pusien CI—

Figura 18. Relaciones estructura toxicidad
(Tomado de Van Bambeke et al, 2005)



1.10:Interacciones con medicamentos:

Esta familia de antibioticos presenta excelentes propiedades quelatantes, por lo
que son incompatibles con antiacidos, hematinicos, suplementos minerales o
vitaminicos que contengan cationes di o trivalentes como A, Mg2+, Bi*", Ca2+, Zn*",
Fe, pues son quelatados por el carboxilato de la quinolona, misma que como ya se
menciond, es basica para la actividad antibacteriana y por lo tanto esta presente en todos
los miembros de esta familia de antibacterianos. Los quelatos formados son insolubles
en agua, lo que reduce la biodisponibilidad oral. La estequiometria del complejo
formado dependera de la concentracion relativa del agente quelatante (quinolona) y el
ion metalico presente; valencia o carga de este y el pH (Hooper, 1998; Oliphant et al,
2002; Turel, 2002; Van Bambeke et al, 2005).

Por esto se debe evitar la administracion simultanea de quinolonas con los

medicamentos senalados.
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Figura 19. Quelato insoluble formado entre Ciprofloxacino y Magnesio 2:1.



1.11: Complejos metalicos derivados de las quinolonas.

Como se menciond en el apartado anterior, las quinolonas forman quelatos con iones
metalicos divalentes o trivalentes, lo que se traduce en una disminucion de la
biodisponibilidad, aunque también se ha sugerido que la actividad antibacteriana se
pierde casi totalmente. Paraddjicamente, esta misma quelatacion es importante en la
actividad como se menciond en el apartado 1.5.2.1. Con la finalidad de estudiar la
formacion de complejos entre iones metélicos y quinolonas, se han obtenido una serie
de complejos y compuestos, siempre en condiciones acidas. En general, la actividad
antibacteriana de estos productos es semejante a la de los ligandos o si acaso
ligeramente superior, aunque en muchos casos, la actividad disminuy6
considerablemente.

La unioén mas frecuente es un quelato entre el metal y los oxigenos del carbonilo
y del carboxilo, aunque en casos aislados como en complejos de plata y zinc con
pefloxacino y norfloxacino respectivamente, el nitrogeno terminal de la piperazina
participa en la union con el metal, y parece ser que la diferencia en la unién con el metal
radica en las condiciones de reaccion.

Se han estudiado complejos metal- ciprofloxacino y se ha encontrado que a pH
acido se favorece la formacion del complejo 1:1; y los complejos 1:2 (metal quinolona)
se ven favorecidos a pH alcalino. La coordinacion del segundo ligando estd mas
favorecida que el primero.

En cuanto a los compuestos derivados de metal:quinolona sintetizados por Turel, cabe
destacar los derivados de Bismuto, obtenidos también en condiciones acidas. Estos no

presentaron actividad importante (Turel, 2002).

Wu y colaboradores sintetizaron un complejo con cobre, derivado de

ciprofloxacino. La actividad de este compuesto es igual a la del ligando.

Kumar y colaboradores sintetizaron también complejos de cobre derivados de
ciprofloxacino y probaron su actividad en micobacterias. Ellos encontraron que la

estabilidad y reactividad de los complejos metalicos se ven influenciadas por ligandos
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auxiliares, que al estar presentes en los complejos, incrementan su capacidad de dafiar al
ADN. Estos ligandos auxiliares son moléculas donadoras de nitrégeno, como son 1,10-

fenantrolina, 2,2 -bipiridina y 4,5-diazafluoren-9-ona.

1.12: Bismuto y sus compuestos.

Los compuestos bismuto han sido ampliamente utilizados desde la antigiiedad
por sus propiedades medicinales. Se les ha administrado para mejorar la apariencia de la
piel, para el tratamiento de la sifilis por via parenteral y por via rectal y oral para
desordenes gastrointestinales. Han sido ampliamente prescritos en combinaciéon con
antibioticos para la erradicacion de Helicobacter pylori en el tratamiento de tlcera
péptica. Su mecanismo de accion no esta claro hasta la fecha, pero este metal es capaz
de agregarse en la pared celular y el espacio periplasmico de bacterias, y se le ha
relacionado con inhibicion de la sintesis de urcasa y ATP. (Phillips et al, 2000) Se ha
sefialado también que los compuestos de bismuto pueden prevenir la aparicion de
resistencia bacteriana y tener propiedades citoprotectoras al incrementar la
prostaglandina E2 gastrica. Ademas, al menos hasta el afio 1998, no se reportd

resistencia bacteriana a las sales de bismuto (Carvalho et al, 1998; Phillips et al, 2000).
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Il HTPOTESIS

La presencia de un grupo fuertemente electroatractor, como es el nitrato de
Bismuto, en el ciprofloxacino facilitara el reconocimiento a los iones Mg y por lo tanto

al ADN y como resultado se incrementara la actividad antibacteriana.

IIl.OBJETITOS

General: Demostrar el efecto de actividad antibacteriana del complejo

Ciprofloxacino-Bismuto (III) obtenido en condiciones alcalinas.

Particular:
1. Obtener el complejo Ciprofloxacino-Bi(NO3)3-(CH;0),CHCH,NH;CI bajo
condiciones alcalinas.
2. Obtener los complejos Ciprofloxacino-Bi(NO3)3-(CH;0),CHCH,NH,Cl y
Ciprofloxacino-Bi (III)
3. Evaluar el efecto de estos complejos metalicos frente a ADN.
4. Evaluar la actividad en células procariotas (Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus) y eucariotas (Saccharomyces cerevisiae).
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IV, DISCUSION ¥ RESULTADOS

4.1. Parte quimica:

Como se dejo claro en los antecedentes, el carboxilato y el carbonilo en las posiciones 3
y 4 respectivamente de las quinolonas es fundamental para mantener la actividad
antibacteriana. Se ha propuesto que estos grupos juegan un papel importante
especificamente en el reconocimiento al ADN a través de su coordinacion con metales.
(Kumar et al, 2003; Noble et al, 2003; Taléns, 2001).

Este proyecto tiene como fin incorporar un grupo metalico fuertemente electroatractor
al ciprofloxacino como es el nitrato de bismuto y asi poder estudiar el papel de este
efecto sobre la actividad antibacteriana. La obtencion de los complejos que se

obtuvieron se muestra en la figura 20.

®
K\N N Ciprofloxacino-Bi(NO3);(CH3;0),CHCH,NH;Cl

MeONa
Bi(NO3)3
HN

-

o MeOMa_, Ciprofloxacino-Bi(NO;);
| Bi(NO3);
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Figura 20. Estrategia de sintesis.

1. Extraccién del Ciprofloxacino:

Pese a que existen varios métodos descritos en la literatura quimica para la
sintesis del ciprofloxacino, resulta poco practico obtenerlo por esta via pues el
compuesto se encuentra de forma pura en el mercado. Aun asi, los gastos de
importacion y el producto mismo son costosos, por lo que se decidid proceder a
extraerlo de formas farmacéuticas de facil acceso comercial y relativamente bajo costo.

Las formas farmacéuticas del ciprofloxacino se encuentran disponibles como
lactato de ciprofloxacino (administracion intravenosa) o clorhidrato (administracion
oral). La razon del uso de diferentes sales se encuentra en la diferencia de disociacion.
Pese a que ambas son el 4cido conjugado de la base libre, el lactato es un 4cido
conjugado mas débil que el clorhidrato, aunque este tltimo es definitivamente de mucho
mas bajo costo que el primero.

Por razones de costo, inicialmente se intentd liberar la base del clorhidrato.
Desgraciadamente, la extraccién no tuvo éxito aun con el uso de bases fuertes como
aminas o hidréxido de sodio.

Como una segunda alternativa, se parti6 de solucion inyectable de Ciproxina® al 2% y
se utilizo trietilamina (pKb= 10.72), que es una base mas fuerte que la piperazina
protonada del farmaco (pKb = 8.73). En una solucidn acuosa conteniendo tanto lactato
de ciprofloxacino como TEA, precipitaron agujas blancas de cipro, cuya pureza fue

determinada por RMN.

Obtencion del clorhidrato del dimetilacetal de la etilenamina
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El siguiente paso fue la obtencion del clorhidrato del dimetilacetal de la

etilenamina a partir del cloroformato de metilo y el dimetilacetal del aminoacetaldehido.

A) HCI + B ——» BH' + Ccr
4_
Acido Base Acido Base
conjugado conjugada
B)
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Figura 21. Esquema de disociacion del lactato y clorhidrato de ciprofloxacino.
A)Disociacion &cido base B) Disociacion del clorhidrato de cip C). Disociacion del

lactato de cip

El uso de esta estrategia se debido a que el clorhidrato de la amina fue
previamente obtenido en el laboratorio como un producto colateral en un intento por
sintetizar amidas.

El producto de la reaccion, aparte de la amida, es HCI que a su vez reacciona
con amina del medio. Cuando la estequiometria de la reaccion es 1:1
cloroformato:amina, la sal y la amida se obtienen en proporciones de 1:1. formandose
de inmediato un precipitado abundante colorido que varia del &mbar oscuro a amarillo
muy claro. Lo mdas razonable en este punto seria utilizar directamente acido clorhidrico
al 35% con la amina de manera directa, sin embargo bajo esta técnica se obtenia
producto de descomposicion por lo que se usé esta estrategia, costosa por cierto, debido
a que el clorhidrato de la amina fue previamente obtenido, con excelentes rendimientos,
en el laboratorio como un producto colateral en un intento por sintetizar amidas. Una
opcion diferente seria el uso de cloruro de hidrogeno (HCI gas), desgraciadamente se
carecia de este reactivo.

Después de lavar el precipitado, se obtuvieron solidos blancos y brillantes
insolubles en los disolventes convencionales y altamente solubles en agua. Las sefiales

en el espectro de RMN concordaron con el clorhidrato de amonio etilen dimetilacetal.

Obtencion del complejo Ciprofloxacino-Bi (I1I)-(CH30),CHCH,;NH;C1

La formacion del primer complejo se llevd a cabo en condiciones alcalinas en
presencia de metdxido de sodio. El orden de adicion fue metoxido de sodio,

ciprofloxacino, la sal de amonio y finalmente el Bi(NOs)3, todo en baiio de hielo.
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Debido a la muy baja solubilidad del producto obtenido en los disolventes
convencionales, incluyendo los muy polares colares como DMSO, del compuesto
obtenido, la caracterizacion del producto por RMN fue dificil, por lo que se para este fin
se aprovecho el espectro de IR. Cabe mencionar que la caracterizaciéon de complejos
organometalicos se lleva a cabo infaliblemente por difraccion de rayos x, sin embargo la
espectroscopia de IR es de gran ayuda cuando se carece de mejores condiciones de
infraestructura; de hecho es comun encontrar reportado en la literatura especializada
datos de IR para caracterizacion estructural de los complejos. En el caso del
ciprofloxacino, sus complejos metalicos han sido ampliamente descritos por IR y se
conocen datos especificos que ayudan a caracterizar derivados novedosos(Turel, 2002 ).

Primeramente cabe resaltar la banda del grupo carbonilo que ha sido descrita en
1628 cm™! para el cip (Kumar et al, 2003; Turel, 2002; Wu et al, 2003). Esta banda es de
gran ayuda pues cuando se encuentra desplazada hacia frecuencia mas baja indica un
acomplejamiento con metales, lo cual resulta logico si se considera que los metales
acttian como acidos de Lewis y tienden a “jalar” electrones. En la figura 22 se muestra
que efectivamente la banda se localiza en 1628 cm™, lo cual coincide perfectamente con
el dato reportado para el ciprofloxacino no quelatado. Por otra parte es también
interesante que en el cipro la banda caracteristica del carboxilato que normalmente se
ubica en 1700 cm -1 no aparece en el espectro del complejo. Este dato es también tipico
de carboxilatos que forman complejo con metales. De acuerdo a ambos datos queda
claro que el cipro se encuentra formando el complejo entre el carboxilato y el Bi (III)

mientras que el carbonilo permanece intacto.
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Figura 22: Espectro de IR del complejo 31

En este punto cabe sefalar la diferencia entre complejo y compuesto. En la
terminologia organometalica, se denomina compuesto a aquel compuesto idnico
propiamente dicho. En el caso especifico de las quinolonas algin nitrégeno,
generalmente el de la piperazina, se encuentra protonado y existe una interaccion idnica
de su carga positiva con la de algin contraion que suele ser el metal. A diferencia de un
compuesto, los complejos organometalicos son neutros. En términos macroscopicos, la
diferencia se refleja sobretodo en solubilidad, pues un compuesto presenta cierta
solubilidad, mientras que el complejo es practicamente insoluble. Tanto el manejo de
condiciones alcalinas como la baja solubilidad y la ausencia de la sefal de carboxilato
en IR indican que el producto obtenido es un complejo, pues la posibilidad de obtener
un compuesto en el caso que aqui se discute, implicaria condiciones acidas.

Una caracteristica de los complejos de Bismuto es que se rompen facilmente en
condiciones 4&cidas y se forma el compuesto ionico si las condiciones de la molécula lo
permiten. Asi, se realizaron pruebas en acido acético y el producto en estas condiciones

fue soluble.
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Ahora bien, de acuerdo a las condiciones de reaccion, existen varias
posibilidades de complejos pues el Bi a pesar de encontrarse como Bi (I1I) puede formar
ligandos en diferentes cantidades estequiométricas con la sal de amonio y la quinolona,

asi las estructuras propuestas son las siguientes:

__o
>/\H3N‘ cl—— Bi—O0
VAR

_—0 [eR Y NO;

Figura 23. Propuestas de complejos para la reaccion CIP-Bi (111)-
(CH;30),CHCH,NH;C1

Analizando las posibles estructuras se puede deducir primeramente que por las
cantidades estequiométricas utilizadas (equimolares) para los tres reactivos las
estructuras 28 y 29 se descartan y de las dos estructuras restantes, la estructura 30 queda
eliminada pues en ella el carbonilo de la piridona estd coordindndose directamente al

ligando y por los datos de IR este en realidad se encuentra libre.
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Hasta la fecha se ha descrito una gran cantidad de complejos de Bi (III) entre los
cuales se encuentran precisamente complejos con carboxilatos y aminas de manera
analoga a los esperados en este caso. Como ejemplo se encuentran los complejos a, b,¢
y d de la figura 24 que presentan analogia a la estructura propuesta pues en ellos esta
presente carboxilato, amina y Bi. Estas estructuras fueron determinadas por difraccion

de rayos x.
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Figura 24: Estructuras de complejos a, b, ¢ y d obtenidas por difraccion de rayos

X.

Obtencion del complejo Ciprofloxacino-Bi (III).
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Con la finalidad de definir el posible papel de la sal de la amina en la actividad
bioldgica fue necesario sintetizar el complejo en las misma condiciones que las descritas
para 31 pero en esta ocasion en ausencia de la sal cuaternaria. El producto fue también

un precipitado poco soluble. La estructura propuesta es la siguiente:

o] [¢] NO;
E
| Bi——NO;
NO3
K\N N
HN\) %
32

Obtencion del complejo Ciprofloxacino-Bi (I1T1)-(CH30),CHCH,NH,Cl

Es sabido que las farmacos cuyas moléculas cuantan con una carga neta, pueden
presentar variaciones en su absorcion celular, pues disminuye la penetracion por la capa
lipidica de las membranas celulares (Patrick, 2001; Page et al, 1998; Hardman y
Limbird, 1997) lo que finalmente puede reflejarse en una disminucion de su actividad,
ya que es poca cantidad de farmaco la que alcanzard el blanco farmacologico. Aunque
también es cierto que las drogas que mas fuerte se unen al receptor son moléculas
polares o ionizadas, aunque tengan pocas probabilidades de atravesar las membranas
lipidicas como las de la pared intestinal (Patrick, 2001).

A pesar de que el complejo 31 no presenta carga neta, el grupo amino de
clorhidrato de etilén amino dimetilacetal se encuentra protonado. Para conocer el efecto
que esta carga pudiera tener en la actividad antibacteriana, fue necesario sintetizar el
mismo complejo pero partiendo de la amina neutra. Para esto se sigui6 la misma ruta de
sintesis para la obtencion del complejo, pero utilizando el amino acetaldehido
dimetilacetal como base libre. El producto fue insoluble en los disolventes
convencionales incluido el DMSO, pero al igual que 31 y 32, fue soluble en acido
acético, esto ademds de que las condiciones de reaccion fueron las mismas que para la

obtencion de 31, hace pensar que el producto obtenido es un complejo.
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4.2. Actividad antibacteriana.

Esta ampliamente documentado el hecho de que la administracion concomitante
de antiacidos, hematinicos o suplementos vitaminicos con quinolonas provoca una
disminucioén en la biodisponibilidad de estas, debido a que el piridocarboxilato quelata a
los iones metalicos di y trivalentes presentes en estas formulaciones (Hooper, 1998;
Oliphant et al, 2002; Turel, 2002; Van Bambeke et al, 2005). En trabajos realizados
anteriormente, se han sintetizado complejos de quinolona—metal, en condiciones acidas,
en estos participan también otra clase de ligandos: moléculas donadoras de nitrogeno
como son 1,10-fenantrolina, 2,2"-bipiridina y 4,5-diazafluoren-9-ona. Estos complejos
presentaron una actividad antibacteriana no mayor a la de los ligandos correspondientes
(Turel, 2002; Wu et al, 2003). Cabe mencionar que hasta el momento se han descrito
unicamente dos compuestos io6nicos de Bismuto y ciprofloxacino y ninguno de los
cuales presento una actividad mayor al cipro. También es importante resaltar que estos
fueron compuestos y no complejos sintetizados en condiciones alcalinas, lo que hace
pensar inmediatamente en un equilibrio y la liberacion inmediata del ciprofloxacino
libre o bien un equilibrio con otros metales que se encuentren en la célula como el
Mg*". Dando lugar a una molécula de ciprofloxacino sin mas efecto que el que lleva por

s1 mismo.
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Figura 25: Disociacion de un compuesto de CIP-Bismuto en condiciones fisiologicas.

En el caso de este trabajo de investigacion no se cuenta con compuestos i0nicos
sino complejos organometalicos que ademas involucran al carboxilato del cipro, razon
por lo que se espera un comportamiento diferente a los compuestos previamente
descritos.

Asi, una vez obtenidos los complejos, se dio inicio a las pruebas de
susceptibilidad bacteriana, para lo cual se eligieron tres cepas, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las tres especies son patogenos
importantes en hospitales y en la comunidad. Son la primera, segunda y tercera causa,
respectivamente, de infecciones nosocomiales, las cuales representa un grave problema
en la actualidad, ya que muchos de los microorganismos aislados de infecciones
intrahospitalarias, son multirresistentes (Joklik et al, 1998).

E. coli y P. aeruginosa son bacterias Gram negativas, mientras que S. aureus es
una especie Gram positiva. Se sabe que hay diferencias en el blanco farmacologico de
accion de las quinolonas entre ambos tipos de bacterias: en Gram negativas la diana
molecular es la girasa, mientras que en Gram positivas es la Topo IV (Oliphant et al,
2002; Taléns, 2001) con algunas excepciones, como el caso de Streptococcus
pneumoniae, que dependiendo de la fluoroquinolona, inhibira a la Topoisomerasa IV o

a la girasa (Van Bambeke, 2005; Taléns, 2001).

Se ha hablado también de que algunos efectos secundarios de las quinolonas
podrian deberse a interaccion de esta familia de farmacos con la Topoisomerasa II
eucariota (Hooper, 1998) También existen reportes de compuestos derivados de
quinolonas que actuan contra la Topo II (Elsea et al, 1993), y de otros que dafian el
ADN mitocondrial en eucariotas (Enzmann et al, 1999). Por lo anterior, un modo
sencillo de investigar si los complejos sintetizados presentan algun tipo de actividad
contra células eucariotas era realizar pruebas en una levadura ya que el metabolismo de
ambas es similar. Para este efecto, se utilizd Saccharomyces cerevisiae, por ser una
levadura de facil manejo y adquisicion ademas de ser una referencia comun.

Como se ha mencionado, una caracteristica de los complejos es su baja
solubilidad. De hecho los pocos reportes de derivados de bismuto, como lo son las sales
de tioles con actividad antibacteriana (figura 1.17), han requerido de técnicas como

espectrometria de plasma para conocer con precision la concentracion a la que actian.
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Figura 26. Compuestos de tiobismuto que han presentado actividad contra Clostridium
difficile.

De cada compuesto se pesaron 0.6 mg y se adicionaron 3.4 ml de DMSO. El
ciprofloxacino es totalmente soluble pero los compuestos 31, 32 y 33 lo son
escasamente. En este punto cabe resaltar que, por la baja solubilidad, la concentracion
de los compuestos a probar es considerablemente menor que la que se prueba en el cipro
y que la concentracion exacta es muy dificil determinarla con los recursos con que

cuenta nuestro grupo de trabajo.

10 pL de las soluciones (1.76 pg del ciprofloxacino y << 1. 76 pg de los complejos 31,
32 y 33) se impregnaron en discos de papel filtro. La cantidad de ciprofloxacino
utilizada en el disco, es casi tres veces menor a la indicada para la prueba de
susceptibilidad por la USA Pharmacopea (ver apéndice para toda la informacioén
concerniente al ciprofloxacino). Seria de esperarse que la actividad de los compuestos
es mayor o igual a cipro si el halo de inhibicion de los compuestos es igual o mayor al

del ciprofloxacino.
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En todos los ensayos se utilizdé como referencia DMSO o acido acético y amina libre y

la sal de bismuto. Ninguno presento actividad antibacteriana importante.

Como se aprecia en la grafica 1, en el caso de Escherichia coli, todos los
compuestos probados presentaron un menor halo de inhibicion que el ciprofloxacino,
pero llama la atencion que el complejo 31, utilizado en una concentracion tan baja, haya
producido un halo tan solo 3 mm mas pequefio que el correspondiente ligando. Esto
indica la elevada actividad de la sal sobre esta cepa y aunque a priori el compuesto es
sumamente activo, en vista de la baja cantidad de compuesto que se utilizd, no
corrobora una actividad superior aunque tampoco la descarta.

El clorhidrato del dimetil acetal de la etilendiamina, presenta una actividad
antibacteriana practicamente despreciable, este compuesto fue soluble en DMSO, y se
probo a la misma concentracion que el cipro.

El complejo 33, formado por la amina libre, Bi y cipro presenta una actividad
menor que el ciprofloxacino y el complejo 31, esto indica que la carga positiva de la
amina juega un papel importante en la actividad antibacteriana y aunque se sabe que una
molécula neutra penetra mejor en las membranas celulares lipidicas hay que recordar
que el complejo 31 es globalmente neutro.

Por otra parte el complejo 32 también presenta una actividad menor con respecto
al complejo 31, lo que hace interesante el analisis pues al parecer se requiere tanto del

bismuto como de amina protonada para lograr una actividad elevada.
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Escherichia coli

Diametro (mm)

DMSO 31 CIP 32 33 NH3-R
Complejo

Grafica 1: Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de Bismuto en

Escherichia coli.
32 31

CIP 33

Figura 27. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en

Escherichia coli
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E1 NCCLS reporta los datos mostrados en la tabla II para la técnica de difusion a

una concentracion de 5-pg de ciprofloxacino.

Tabla II. Diametros de los halos de inhibicion en bacterias control.

Bacteria: Diametro (mm)
E. coli ATCC 25922 30-40
P. aeruginosa ATCC 27853 25-33
S. aureus ATCC 25923 22-30

En las pruebas realizadas se obtuvo con 1.76-pg de la fluoroquinolona un halo
de inhibiciéon de 40mm, esto puede deberse a que la cepa de Escherichia coli es
diferente a la de referencia, en el experimento se utilizo la cepa Pao-01.

Un fendomeno que se repitié en todas las pruebas con E. coli fue la aparicion de
colonias aisladas que se desarrollaron dentro de los halos de inhibicion, que son
resistentes a todos los compuestos probados. Este fendmeno es conocido como
“satelitismo”, pero no afecta la interpretacion de los resultados.

En las pruebas realizadas al Staphylococcus aureus se aprecia claramente que el
complejo 31 es mas activo que el ciprofloxacino, pues pese a la diferencia de
concentracion presentaron ambos iguales halos de inhibicién. Y el complejo con la
amina libre, 33, presentd una actividad considerable, aunque menor al complejo 31. Una
evidencia mas de que la carga positiva amina protonada juega un papel importante en la
actividad antibacteriana. Ningiin otro complejo o compuesto presentd actividad en S.
aureus. El efecto de la concentracion del ciprofloxacino en la actividad antibacteriana
quedd de manifiesto en las pruebas realizadas con S. aureus: al disminuir la
concentracion de farmaco, disminuye el halo de inhibicion, pues la concentracion
utilizada fue casi la tercera parte de la estipulada por el NCCLS, y el halo disminuyo

casi la mitad.
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Grafica 2. Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de Bismuto en

Staphylococcus aureus.
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Figura 28. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en

Staphylococcus aureus.
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Para Pseudomonas aeruginosa,se presentaron algunos problemas: en primer
lugar el crecimiento de esta cepa bacteriana es mas lento que E. coli o S. aureus, y por
lo tanto tardan mas en alcanzar la fase logaritmica, que es la etapa dptima para realizar
la prueba de susceptibilidad. Otro problema que se present6 fue la produccion de
pigmentos, ya que al momento de medir los halos de inhibicion, la falta de experiencia
provoco lecturas erroneas, pues era dificil medir el halo debido a que los pigmentos no
permitian distinguirlo bien.

Nuevamente, el complejo 31 presentd una buena actividad, en esta ocasion el halo
producido por el complejo fue menor que el ciprofloxacino. Igualmente, el efecto de la
amina protonada quedd de manifiesto una vez mas.

También en P. aeruginosa se noto el efecto de la concentracion en la actividad
antibacteriana: Tras una disminucion de casi 2/3 partes de la concentracion utilizada por

el NCCLS, el halo de inhibicion disminuy6 casi a la mitad.

Pseudomonas aeruginosa

Diametro (mm)
oo

DMSO 31 CIP 32 33 NH3-R
Complejo

Grafica 3. Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de Bismuto en

Pseudomonas aeruginosa.
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32 31

CIp NH;"-R
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Figura 29. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en

Pseudomonas aeruginosa

Como se explico con anterioridad, se espera que los complejos obtenidos se
disocien en medio acido, en el que si son solubles. Una prueba para corroborarlo fue
precisamente disolver los compuestos en acido acético y evaluar la actividad en la
misma técnica de difusion en disco. Si el complejo se disocia, se esperaria que los halos
de inhibicién que se obtendrian serian menores o iguales a los producidos por el cipro,

que quedaria libre a menos que el bismuto o la amina por si mismo tuviesen actividad.

Los resultados se muestran en las siguientes graficas.
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Grafica 4. Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de Bismuto

disueltos en acido acético en Escherichia coli.
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Figura 30: Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en

Escherichia coli
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Grafica 5. Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de bismuto disueltos

en acido acético en Staphylococcus aureus.
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Figura 31. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en

Staphylococcus aureus.
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Gréfica 6. Actividad antibacteriana del cip y sus complejos de bismuto disueltos

en acido acético en Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 32. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos en
Pseudomonas aeruginosa
En principio es de esperarse que la actividad antibacteriana de las quinolonas

esté directamente relacionada con la penetracion celular de estas, lo que a su vez es una
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funcion de la carga neta de estos farmacos. Las quinolonas en la forma zwitterionica
presentan una maxima permeabilidad celular, mientras que al presentar una carga neta,
como resultado de ionizacion o de la formacion de complejos con iones divalentes, la
penetracion se ve fuertemente disminuida.(Turel, 2002). Cuando se utiliza medio acido,
se corre el riesgo de que el complejo se disocie y se forme el compuesto idnico. Los
resultados de actividad antibacteriana obtenidos estan de acuerdo con este dato pues
como se aprecia en las graficas anteriores, la actividad es mucho menor a la que
presentaron los complejos disueltos en DMSO, y en todos los casos, los halos de
inhibicion de 31 fueron mucho menores que el ciprofloxacino.

En Saccharomyces cerevisiae, una célula eucariota, ni el cipro ni los complejos

obtenidos inhibieron la proliferacion del crecimiento de la levadura (dato no mostrado).

4.3. Pruebas en ADN.

Esta ampliamente documentado el hecho de que el Mg estan involucrado en
el macanismo antibacteriano de las quinolonas, pues participa en la interaccion ADN-
enzima, y se habla también de que este metal modula la cantidad de moléculas de
quinolona que se une al material genético (Noble et al, 2003; Palu et al, 1992; Turel,
2002).

Fue interesante descubrir si la actividad antibacteriana presentada por el
complejo 31 podia deberse a una interaccion directa de este con el ADN, por lo que, en
una prueba preliminar se realizd6 una electroforesis, ensayando la actividad de este
complejo en presencia y en ausencia de Mg.

Los resultados indican que en ausencia de Mg, ni el CIP ni el complejo
31 tienen algun efecto en el material genético, mientras que en presencial del metal,
ambos presentaron una gran actividad sobre el ADN, sobre todo el complejo 31,
observandose la degradacion del material genético. Este efecto se debe probablemente
a un mejor reconocimiento del ADN por 31 respecto del ciprofloxacino debido a la
presencia en la molécula de un grupo fuertemente electroatractor. Se sabe que la
diferencia en la potencia de la actividad antibacteriana entre las quinolonas clasicas y
las fluoroquinolonas, es precisamente la insercion en la estructura base de un atomo de
flaor ( Hooper, 1998; Taléns, 2002; Van bambeke et al, 2005; Wilson y Gisvold, 1998).

Este es el elemento mas electronegativo que existe.
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Aun en las denominadas defluoroquinolonas, el mencionado halégeno se
encuentra presente, aunque no en la posicion 6. Ademas, se pensaba que cualquier
modificacién en la posicion 3 conduciria a derivados inactivos, pero la quinolona con
un grupo nitro en el carboxilato de C3 demostrd lo contrario. El nitro es un grupo
electroatractor, pero los investigadores que sintetizaron esta nueva molécula adjudicaron
la elevada actividad antibacteriana a la acidez del proton inmediato al grupo nitro, que
es tan acido como el proton carboxilico de las quinolonas convencionales (Hooper y

Rubinstein, 2003).

Como se menciond en el apartado 4.1, en el complejo 31 se encuentra unido el
ciprofloxacino al bismuto mediante el carboxilato en C3 mientras que el carbonilo en
C4 se encuentra libre. Pero en el medio celular se encuentran presentes iones metalicos
como Mg, y tanto C3 como C4 pueden quelatar al metal, este a su vez puede interactuar
con los enlaces fosfodiéster del ADN que quedan susceptibles de sufrir hidrdlisis por las

moléculas de agua presentes en el medio celular.
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ADN Cip 31

Figura 33. Analisis del efecto del cip y 31 en ADN plasmidico. a) Marcador de peso
molecular b)ADN ¢)ADN + DMSO
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V.CONCLUSIONES

1.- La presencia de un grupo fuertemente electroatractor en la estructura de las
quinolonas, como lo es el nitrato de bismuto, favorece la quelatacion de Mg por la
fraccion y-piridona-B-carboxilica, lo que podria explicar la elevada actividad
antibacteriana que el complejo 3 1presentd frente a distintas cepas bacterianas. Aun con
estos resultados y para asegurar que, efectivamente grupos electroatractores dentro de la
molécula de quinolona son los responsables de la actividad antibacteriana, faltaria

sintetizar nuevas quinolonas con grupos electrodonadores.

2.- Aunque no se puede asegurar que el mecanismo de accion del complejo 31 sea el
mismo por el cual las quinolonas ejercen su accion antibacteriana, las pruebas realizadas
en esta tesis dejan de manifiesto que el complejo obtenido si tiene una accion directa
sobre el ADN. La confirmacién definitiva del mecanismo de accion compete a otras

disciplinas.
3.- Seria interesante estudiar si la presencia de un metal como el bismuto en la

estructura del complejo influye en una menor seleccion de mutantes resistentes, como

se ha observado en algunos otros farmacos acomplejados con metales.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

5.1: Parte quimica.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se dan sin

corregir. Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotometro Nicolet FT Magna

IR 750. Los espectros de RMN de protén se obtuvieron en el equipo Varian Mercury

Plus de 400mHz utilizandose en todos los casos DMSO-d como disolvente y tetrametil

silano como referencia interna. Los desplazamientos quimicos estan dados en partes por

millon. Todos los reactivos utilizados son de la marca Sigma-Aldrich.

1)

2)

3)

Extraccion del Ciprofloxacino. Una mezcla de lactato de ciprofloxacino al
0.2% (100 mg, 0.3 mmol), trietanolamina (72 mg, 0.71 mmol) y acetato de etilo
(5ml), se agita mecanicamente 10 minutos en agua fria. La mezcla se retira del
agua y se coloca en la plancha incrementando la temperatura progresivamente
durante 10 minutos hasta 60 °C. Se retira de la plancha y se deja reposar para la
formacion de cristales. Se elimina el sobrenadante con una pipeta Pasteur y las
agujas largas y blancas obtenidas se secan con acetona. La estructura del

ciprofloxacino libre fue corroborada por RMN.

Sintesis de CI'NH;" CH,CH(OCHj3), En bafio de hielo, colocar un matraz bola
provisto de barra de agitacion magnética con aminoacetaldehido dimetil acetal
(250 mg, 2.37mmol) y agregar lentamente el cloroformato de metilo (224.7 mg,
2.37mmol). El precipitado formado se filtra al vacio con acetona. Se obtiene un
polvo fino, blanco y brillante que fué -caracterizado mediante RMN.

Rendimiento: Cuantitativo. P.f: descompone.

Sintesis del complejo Ciprofloxacino-Bi (I1I)-(CH30),CHCH,NH;Cl En

bano de hielo se mezcla 1 mL de metanol con sodio. Retirar del hielo la base
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4)

5)

obtenida y colocar un agitador magnético. Agregar ciprofloxacino (30 mg, 0.09
mmol), después CI'NH; CH,CH(OCH3), (13.31 mg, 0.09 mmol). Colocar en la
plancha e incrementar progresivamente la temperatura durante 10 minutos hasta
60 °C. Agregar Bi(NOs); (16 mg, 0.03mmol). Retirar la temperatura y agitacion.
Se obtiene un precipitado amarillo claro. Rendimiento: Cuantitativo. P.f:

descompone.

Sintesis del complejo Ciprofloxacino-Bi (III)  En bafio de hielo se mezcla 1
mL de metanol con sodio. Retirar del hielo la base obtenida y colocar un
agitador magnético. Agregar ciprofloxacino (19 mg, 0.05 mmol). Colocar en la
plancha e incrementar progresivamente la temperatura durante 10 minutos hasta
60 °C. Agregar Bi(NO3); (27.81 mg, 0.05 mmol). Retirar la temperatura y
agitacion. Se obtiene un precipitado amarillo claro. Rendimiento: Cuantitativo.

P.f: descompone.

Sintesis del complejo Ciprofloxacino-Bi (III)-AADA  Afadir un fragmento
de sodio a 1 mL de metanol, esto en bano de hielo. Una vez obtenido el
metoxido de sodio, se agrega el ciprofloxacino (30 mg, 0.09mmol) y se continua
la agitacion por 5 minutos, pasado este tiempo se afiade aminoacetaldehido
dimetil acetal (9.65 0.09mg, mmol), se mantiene la agitacion 5 minutos mas al
tiempo que la temperatura se incrementa progresivamente hasta 60 °© C. Se
incorpora el Bi(NO3)3 (43.92 mg, 0.09mmol). Tras la formacion inmediata del
precipitado amarillo claro, se retira la mezcla de la parrilla. Rendimiento:

Cuantitativo. P.f: descompone.

5.2. Pruebas de actividad antibacteriana por difusion con discos.

Todos los compuestos sintetizados se sometieron a pruebas de susceptibilidad

antibacteriana, teniendo como referencia el ciprofloxacino. Se prepararon dos stocks de
los compuestos a probar, el primero disolviendo 0.6 mg de cada uno en 3.4 mL de
DMSO. El segundo stock fue preparado disolviendo la misma cantidad de cada
compuesto en 1 mL de acido acético. Se impregnaron con 10uL de las diferentes

soluciones discos de 6 mm de papel filtro del ntimero 4, incluyendo discos con los
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disolventes unicamente, esto para descartar que el DMSO o el acido acético presenten

actividad antibacteriana por si solos.

La prueba se llevo a cabo segun lo especificado por el NCCLS. Los compuestos
se probaron en Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa Pao 01, Escherichia

coli y Saccharomyces cerevisiae.
La turbidez del indculo se midio en espectrofotometro de UV-Vis a 600 nm.

El ensayo se realizd de la siguiente manera: Se toman 4 a 5 colonias aisladas de
la bacteria a probar, se suspenden en 4 a 5 mL de caldo nutritivo y se incuba a 36° C de
4 a 8 horas (dependiendo de la cepa). Pasado este tiempo, se toma una muestra del
medio de cultivo para medir la densidad oOptica en el espectro, que debe ser
aproximadamente de 0.245 leido a una longitud de onda de 600nm. Esta densidad
equivale a la del estandar 0.5 de McFarland. Si la turbidez del medio de cultivo es
mayor a la del estandar, se agrega solucion salina estéril al 0.9% o caldo nutritivo

también estéril.

Una vez que la turbidez es equiparable a la del estandar, se estria con un hisopo
estéril la superficie de placas de agar Mueller-Hinton y después de 3 a 5 minutos, se
colocan los discos. Se invierten las placas y se colocan en la incubadora a 36° C durante

16 a 18 horas. Pasado este tiempo, se miden los halos de inhibicion de los compuestos.

Las pruebas de susceptibilidad en disco se repitieron dos veces.

La prueba de susceptibilidad para Saccharomyces cerevisiae se realizé tomando
tres a cinco colonias aisladas de la levadura y suspendiéndolas en un mililitro de agua
destilada. Se introduce un hisopo estéril en esta suspension y se estria la superficie de
placas con medio de cultivo YPDA. Pasados de 5 a 10 minutos se colocan los discos
impregnados con los compuestos, se invierten las placas y se incuban a 37°C durante 72

horas pasadas las cuales, se miden los halos de inhibicion.
5.3. Pruebas en ADN.

Se prepara el soporte disolviendo 1 g de gel de agarosa en 100 mL de TAE al
1%. Aplicar calor para disolver perfectamente. Se vierte en la cdmara para
electroforesis, cuando esté solido se quita el peine. Se agrega el TAE hasta el limite

indicado en la misma camara y se cargan las muestras en las muescas. Se corrio a 90
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volts durante 40 minutos. Para revelar, se sumerge el gel en una solucién de bromuro de

etidio, y en la camara de U.V. se toma la fotografia.

En la muesca niimero 1 se colocd Unicamente un marcador de peso molecular.
En cada muesca restante se colocaron 3 pL del plasmido pBR322 y 3 pL del buffer de
carga. Ademas, en la muesca 3 se agregd 3 ul de DMSO, en las muescas 7, 8, 9y 10, 1
pL de Mg, en las 3 tultimas se virtio6 1 pL de cipro, el complejo 31 y el de BiCl;,
respectivamente. Las muescas 4, 5 y 6 contienen cipro, 31 y BiCl; respectivamente,
todas sin Mg. Los complejos y el cip estan disueltos en DMSO, es el mismo stock que

se utilizo para las pruebas de difusion por discos.
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ANEXO 1. Resistencia bacteriana al ciprofloxacino en Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. En azul se muestra el porcentaje de bacterias sensibles, en color crema
el porcentaje de bacterias resistentes y en purpura el porcentaje de bacterias
moderadamente resistentes
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