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RESUMEN

Las quinolonas son un grupo de antibidticos sintéticos relacionados con
el acido nalidixico, dentro de los cuales se incluye el ciprofloxacino. Se ha
reportado que estos farmacos se unen con cationes multivalentes, formando
complejos insolubles generalmente inactivos o en algunos casos con actividad
antimicrobiana baja comparada con los compuestos libres de metal.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion describid la obtencion de
un complejo Ciprofloxacino-Bi(lll)-(H3CO),CHCH,NH3Cl. Este complejo a pesar
de su baja solubilidad mostré actividad inhibitoria de crecimiento superior al
ciprofloxacino. Ademas se observo que dicho complejo interactua con el ADN
en presencia de Mg*2.

En este trabajo se presenta un estudio de relacion estructura actividad
cualitativo (SAR) y cuantitativo (QSAR).

La primera parte se hace con la finalidad de estudiar la participacion de
la amina en el complejo mencionado, paralo ¢ ual se obtiene un grupo de
complejos organometalicos derivados del ciprofloxacino, nitrato de bismuto y
aminas alifaticas y aromaticas. La actividad de los complejos fue probada por
susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar siguiendo la técnica de
Kirby-Bauer.

La segunda par te describe un estudio QSAR tomando una base de
datos descritos en la literatura quimica, y se predice la actividad contra la cepa
Staphylococcus aureus H228, de una novedosa serie de fluoroquinolonas 4’-7
piperazil sustituidas. Los re sultados motivaron la sintesis y evaluacion

antimicrobiana de dichos compuestos validando las ecuaciones obtenidas.



1. INTRODUCCION

Las quinolonas constituyen un grupo de antibiéticos sintéticos los cuales
se relacionan estructuralmente con el &cido nalidixico, la primer quinolona
descrita descubierta comouna impureza en la produccion del agen te
antimalarico cloroquina en 1962. Des de entonces se han realizado diversas
modificaciones estructurales en su nucleo base y s e han sintetizado mas de
10,000 compuestos relacionados, aunque solo unos pocos han sido
comercializados. Asimismo, se ha investigado ampliamente su mecanismo de
accion vy resistencia, asi como también sus relaciones estructura - actividad,

estructura - toxicidad y estructura - farmacocinética. (Oliphant, et al 2002)

Figura 1. Estructura del acido nalidixico

Los principales representantes de las quinolonas se ilustran en la

siguiente tabla:



Tabla 1. Farmacéforo y estructura de las principales quinolonas aprobadas para el uso humano. (Van
Bambeke, et al, 2005)
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El acido nalidixico demostré actividad antimicrobiana contra bacterias
gram negativas, sin embargo, su potencia y espectro de actividad no fue lo

suficientemente significativa para ser utilizada como agente terapéutico.



Recuperd atencion en la década de 1980 por su uso para el tratamiento de
diarrea y dei nfecciones del tracto urinario que tenian como agentes
responsables a Shigella y Escherichia coli resistentes a otras clas es de
antibiéticos usados entonces. Consecuentemente el acido nalidixico fue
comercializado, permaneciendo actualmente en el mercado y representando a
la primera generacion de quinolonas. (Mitscher, et al, 2005) Esto marcé el
comienzo de unai ntensa campafia para la sintesis de nuevos analogos,
buscando encontrar una relacion estructura actividad, optimizar propiedades
farmacocinéticas y redu cir la toxicidad e interaccion con otros farmacos.
(Oliphant, et al, 2002; Taléns, 2001; Van Bambeke, et al, 2005)

Consecuentemente, las quinolonas han pasado de ser un modesto grupo
de antibidticos usado para infecciones en tracto urinario, a un de sarrollado
grupo de cerca de do s docenas de agentes oficialmente utilizados, de los
cuales, el ciprofloxacino y el levofloxacino han producido ganancias billonarias
en ddlares y constantemente son encontrados dentro de los 200 medicamentos
mas prescritos alrededor del mundo. (Hooper, et al, 1998)

Las quinolonas han sido clasificadas sobre la base de su uso clinico y
espectro de actividad en cuatro genera ciones. La s egunda generacion de
quinolonas tuvo como principal caracteristica la presencia de un atomo de fluor
en la posicibn 6, (por lo que son nombradas frecuentemente como
fluoroquinolonas), quei ncrementa considerablemente su actividad. Estos
nuevos compuestos mostraban tener una potencia superiorc ontra
microorganismos gram neg ativos y también fueron indicados para el
tratamiento de infecciones respiratorias de Streptococcus pnuemoniae. De

estos compuestos, el ciprofloxacino y el ofloxacino son los mas u sados aun



actualmente, siendo todavia el ciprofloxaciono el mas activo contra
Pseudomona aeruginosa. Los otros miembros de la segunda generacion de
quinolonas, sparfloxacino y grepafl oxacino, deben ser con siderados por
separado por tener sustituyentes en la posicién 5y un voluminoso sustituyente
en posicion 7 m ejorando considerablemente su actividad contra S.
pneumoniae, aunque ambos compuestos fueron descartados porraz ones
relacionadas con su toxicidad. (Van Bambeke et al, 2005)

La tercera gen eracion de quionolonas, tiene como caracteristica , un
importante incremento en la actividad contra bacterias gram positivas, junto con
una significativa actividad contra organismos anaerobios. Estas moléculas,
presentan un sustituyente alquil en la piperazina o pirrolidina en la posicion 7, y
un metoxilo en la posicion 8 y mantienen el fluor en su estructura (ver figura 2).
Un miembro importante de esta cla se de quinolonas es el trovafloxacino (una
naftiidona), que aunque no esuna 8-metoxiquinolona, fue uno de los
compuestos mas activos y presentd el e spectro de actividad mas amplio al
momento de su registro, aunque su uso fue restringido en Europa por un raro
caso de citotoxicidad (Garcia-Rodriguez, y col. 2002). EI mas reciente miembro
desarrollado de esta familia, el gemifloxacino (también una naftiridona), posee
amplio espectro antibacteriano que incluye algunos organismos anaerobios.

La cuarta generacion de quinolonas, generacion de las llamadas des-
fluoroquinolonas por carecer de fluor en su estructura, incluye el garenoxacino,
sin embargo el futuro de estas moléculas no es claro a la fecha. (Garcia-
Rodriguez y col. 2002; van Bambeke et al, 2005;)

En la actualidad, las quinolonas son indicadas para una gran variedad de

enfermedades, incluyendo infecciones en vias respiratorias altas y b ajas,



infecciones gastrointestinales, infecciones ginecologicas, enfermedades de
transmision sexual, prostatitis y algunas infecciones en la piel, huesos y tejidos
blandos. (Oliphant, 2002; Mitscher et al, 2005;)

En lo que refiereasu mecanismo de acci 6n, se sabe quee sta
relacionado con las topoisomerasas de tipo Il (en gram negativos) y de tipo IV
(en gram positivos), y que esta se atribuye al sustituyente en la posicion 7 de la
quinolona. También se ha comprobado quel a presencia de los grupos
carboxilato y el carbo nilo enlas po siciones 3 y4 respectivamente, 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 Mg*2. (Palu y col. 1992; Bonincontro y
col., 2002; Heddle and Maxwell, 2002)

Se harepo rtado que estos farmacos suelen unirse con cationes
multivalentes, formando complejos organometalicos insolubles generalmente
inactivos o con actividad antimicrobiana disminuida comparada con los

compuestos libres de metal (Turel et al 2002).

Dentro de nuestro grupo de trabajo se ha sintetizado un complejo de
Ciprofloxacino-Bi(lll)-(H3;CO),CHCH,NH3CI, el cual a pesa r de su
insolubilidad resulté tener una actividad inhibitoria de crecimiento superior al
ciprofloxacino frente alas cepas pro badas. Ademas se ob servo que dicho
complejo cataliza la hidrélisis del ADN en presencia de Mg*?. Sin embargo, al
haberse sintetizado unicamente un compuesto no se establecid claramente el

papel que asume la amina. (Barrera Mendoza, 2005)
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Figura 2. Estructura propuesta para el complejo Ciprofloxacino-Bi(lll)-(HsCO).CHCH2NH5CI

Con la finalidad de elucidar la importancia de la amina en el complejo
descrito, se expone la obtenciéon de un grupo de complejos de formula general
Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH,, a partir de ciprofloxacino, nitrato de bismuto y
aminas alifaticas y arom aticas elegidas tomando en cuenta su diversidad
estructural. De ahi se realiza un estudio SAR para explicar el comportamiento

biolégico de esos compuestos.

Asi mismo, se lleva a cabo y discute el analisis QSAR de fluoroquinolonas
4’-piperazinil sustituidas utilizando algoritmos genéticos y se reporta la sintesis
de tres compuestos que de acuerdo al modelo matematico obtenido se predice

una actividad antimicrobiana importante.



2. ANTECEDENTES

2.1. Relacion estructura-actividad de las quinolonas

Gracias a la extensa busqueda en la sintesis de nuevas quinolonas, se
han llegado a definir las caracteristicas que pueden aportar diversos
sustituyentes alrededor de la region farmacdéfora, optimizando sus propiedades
y reduciendo resistencia y toxicidad. (Hooper, 1998)

Una herramienta importante para la sintesis de nue vas quinolonas
activas, es el desarrollo de estudios predictivos de QSAR. Estos estudios
buscan relaciones entre la estructura molecular y wuna propiedad,
particularmente actividad biolégica, de una serie de moléculas analogas.
Muchos de los estudios QSAR usan frec uentemente parametros como la
lipofilia, efectos electronicos y factores estericos. (Keun y col. 1996; Patrick
2001; Stanton, 2003)

Es importante analizar la relacion de cada grupo en cada posicion para
observar como se relacionan estos con la actividad. (Mitscer et al, 2005). Asi,
en la intensa busqueda de n uevos derivados de fluoroquinolonas, se han
establecido, mediante estudios SARyQ SAR aspectos estructurales
importantes que influyen en la actividad, algunos de los cuales se detallan a

continuacion:



2.1.1. Sustituyentes en posicion 1.

o

o o
Fjijﬁ/cooH . o oo F ‘ COOH Fﬂﬁ/cow
SO Ly, O
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HN. N HO g

oA HN

CHg
F
norfloxacino ciprofloxacino levofloxacino sarafloxacino
3 4 5 6
Quinolona E.coli P.aeruginosa S.aureus S. Bacteroides
pneumoniaea fragilis

Norfloxacino 0.25 0.2 0.8 1.6 -
Ciprofloxacino  0.012 0.05 0.1 0.39 6.25
Levofloxacino 0.008 1.2 0.12 0.5 -
Sarafloxacino 0.25 1.0 0.5 - -

Figura 3. Estructura y espectro antimicrobiano reducido (MIC en pg/mL) de 4 quinolonas de estructura
analoga con diferentes sustituyentes en posicién 1. (Mitscer et al, 2005)

2.1.1.1 Etilo en posicion 1. Es uno de los grupos mas constantes en esta
posicion en quinolonas, tal es el caso del norfloxacino que presenta mejor
actividad que el ciprofloxacino (con estructura similar que solamente varia en
esta posicion) contra gram positivos.

2.1.1.2 Ciclopropilo en posicion 1. Presente por primera vez en el
ciprofloxacino, que comparandolo con el norfloxacino, el primero presenta un
incremento en la actividad y potencia contra gram negativos, por lo que se ha
incluido constantemente en la estructura de varias quinolonas en conjunto con
variaciones en las posiciones 5,7 y 8. También empieza a presentarse
comunmente este sustituyente en quinolonas activas contra microorganismos
anaerobios.

2.1.1.3 Triciclos con puente de N-1 a C-8. En este grupo un sustituyente en

posicién 8 este unido a un sustituyente N-etil en posicion 1, resultando en una




molécula ftriciclica. Esta caracteristica restringe la rotacion del grupo etilo y
muestra un centro quiral. La rigidez de e stos sustituyentes en posicion 1
incrementa significativamente la actividad contra gram positivos, aunque la
actividad contra gram negativos se ve reducida.

2.1.1.4 Arilos en posicion 1. La introduccién de un sustituyente N-aril con la
presencia de un segundo atomo de fluor en este anillo, (como en el caso del
tosufloxacino y trovafloxacino), aumenta la potencia tanto contra gram
positivos, como contra gram negativ os, también las propiedades
farmacocinéticas se ven favorecida, llegando a ser comercializados estos dos
farmacos. Desafortunadamente tal adicion del sustituyente difluorobencilo fue
acompanada por raras pero severas toxicidades que no fueron detectadas en
investigaciones preclinicas.

En general, podemos resumir que la potencia de las quinolonas N-1
sustituidas obedece el siguiente orden contra gram positivos: aril > etil > 1, 8
fusionados > ciclop ropil; y contra gram negativ. os de la siguiente forma:
ciclopropil = etil > aril > 1, 8 fusionados. (Klopman y col. 1996; Hayashi y col.

2004; Mitscher et al, 2005)

2.1.2. Sustituyentes en posiciones 2, 3y 4.

Comparados con otras posiciones, las 2, 3 y 4, no han sido el objeto de
tantos estudios de enla busqueda de analogos que perm itan conocer su
relacion estructura actividad, incluso no ha habido en el mercado ningun
analogo con otro sustituyente en posicion 2 que el CH. Esto es explicado por la

obtencion sustituyentes en estas posiciones. Es posible la explicacion de este



fendbmeno sea que el grupo carboxilo en posicion 3 necesite de estar coplanar
con el grupo carbonilo en posiciéon 4 para, posiblemente, formar algun puente
de hidrogeno o acoplarse con Mg*? y re conocer al ADN para la posterior

inhibicion de la girasa o topoisomeras |V. (Garcia-Rodriguez y col. 2002)

2.1.3. Sustituyentes en posicion 5.

A diferencia de las posici ones 2, 3y 4, los sustituyentes en 5 permite n
conservar la activi dad de la quinolona, especialmente si se trata de
sustituyentes pequefios, pudiendo incrementar la actividad en algunos casos
cuando se incluyen grupos polares. Los sustituyentes que han sido estudiados
en estas posiciones incluyen: N, COH, CNH;, CNHMe,, CNHAc, CCHj3;, CEt,
CCl y CF. Sparfloxacino y grepafloxacino son las quinolonas de este tipo que

han tenido mas éxito. (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004)

2.1.4. Sustituyentes en posicion 6.

7 8
E. coli MIC 0.015 0.015
S. aureus MIC 0.007 0.007
Girasa de E. coli IC-50 0.16 0.17
Topo IV de S. aureus IC-50 4.6 2.19
Topo Il humana 128 510

Figura 4. Comparacion de la potencia (en ug/mL) de una 6 fluoroquinolona contra una
desfluoroquinolona. (Mitscer et al, 2005)



Las investigaciones hechas con respecto a esta posicion, estan limitadas
a los siguientes sustituyentes: metilendioxi unido a C-7 (acido oxolinico,
miloxacino y cinoxacino), CH (acido nalidixico y rosoxacino), y N (ac ido
pipemidico yaci do piromidico). Estasqu inolonas llegaron a ser
comercializadas, pero fueron suplantadas por analogos con un atomo de fluor
en esta posicién, se cree que est e sustituyente aumenta notablemente la
potencia contrala girasa y la penetracion celular. Estas caracteristicas han
dado al atomo de fluor una presencia constante en la posicion 6 de las
quinolonas. Sin embargo, se ha intentado prescindir de este para disminuir la
toxicidad, lo que da origen a las novedosas desfluoroquinolonas. Otros
sustituyentes que han sido estudiados en posicién 6 con resultados menos
satisfactorios, son: CI, Br, metil ceto, CN, nitro, metil y amonio. (Mitscer et al,

2005)

2.1.5. Sustituyentes en posicion 7.

Esta ha sido la posicion mas versatil para las sustituciones de grupos en
las quinolonas. Varios cientos de analogos han sido preparados e mpleando
diferentes sustituyentes en esta posicion. Se ha observado que un sistema
ciclico conteniendo dos otres grupos amino es usualmente mejor. Se
desarrollan efectos benéficos que usualmente aumentan la potencia y
favorecen la farmacocinética. La naturaleza del sustituyente en esta posicion
también afecta considerablemente la preferencia por el sitio diana (girasa o
topoisomerasa 1V) de la s quinolonas. Se ha observado, que los sustituyentes

voluminosos sobre el nitrogeno distal generalmente reducen la potencia.
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Figura 5. Seleccion de analogos sintetizados con un sustituyente piperazil en posiciéon 7. “Q” representa
una quinolona, naftiridona o piridona. (Mitscer et al, 2005)

Los analogos con piperazil

como sustituyente en esta posicion,

generalmente tienen una alta potencia, son mas activos contra gram negativos,

mientras los analogos con pirrolidinil tienen mayor actividad contra gram

positivos.
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Figura 6. Algunas quinolonas sintetizados con un sustituyente pirrolidin posicion 7. “Q” representa una
quinolona, naftiridona o piridona. (Mitscer et al, 2005)

También es frecuente encontrar un anillo heterociclico de cinco
miembros, pirrolidinil, presente en la posicion 7 de varias quinolonas, como
isloxacino, moxifloxacino, clinifloxacino, gemifloxacino, olamufloxacino y
tosufloxacino.
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Figura 7. Biciclos presentes en algunas quinolonas en posicion 7. “Q” representa una quinolona,
naftiridona o piridona. (Mitscer et al, 2005)

Subsecuentemente, una gran v ariedad de sustituyentes biciclicos han
sido introducidos en esta pos icidn, en los que se incluye el dano floxacino,
olamufloxacino y trovafloxacino. (Mitscer et al, 2005)

También se han estudiado quinolonas que present an un atomo de

carbono unido a C-7, estas mol éculas son de dificil sintesis. Algunos de estos



incluyen anillos aromaticos como sustituyentes y poseen una alta actividad
contra microorganismos gram positivos. Estos compuestos son con frecuencia
mas activos contra la topoisomerasa |l humana y por esto son potencialmente
toxicos. (Brossi y col. 1985; Keun y col. 1995; Domagala, y col. 1986)

Estudios de QSAR hanre velado relaciones cuantitativas entre las
estructuras de quinolonas C-7 sustituidas, tomando en cuenta parametros
como volumen molecular de van der Waals, area superficial, y algunos
parametros electrostaticos basados sobre el potencial electrostatica molecular,

que representan lipofilicidad. (Keun y col. 1995)

2.1.6. Sustituyentes en posicion 8.

Los sustituyentes en esta posicién han tenido un importante efecto sobre
la eficacia in vivo y el espectro antimicrobiano de las quinolonas, presentando
un papel determinante enlaafi nidad delas quinolonas por la girasa o
topoisomerasa |IV. Este efecto es comp lementado significativamente por la
naturaleza del sustituyente en posicidon 5, especialmente si este es un atomo de
flior. Se ha observado que la presencio de un sustituyente metoxilo en posicion
8 incrementa la potencia de la quinolona sin incrementar la fototoxicidad, como
lo haria un halégeno en la misma posicion. La primer modificacion exitosa en
esta posiciéon fue el cambio del N (del acido nalidixico) por CH, lo que mejoré
notablemente las caracteristicas farmacocinéticas. Otros grupos que han sido
investigados en esta posicion incluyen: etoxilo, OH, OCH,F, OCHF;,, OCF3 y
SMe, casualmente la mayoria son grupos electroatractores. (Sanchez y col.

1998; Renau y col. 1996)



El siguiente esquema resume la relacién estructura-actividad de las

quinolonas. (van Bambeke et al, 2005)
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Figura 8. Relacion estructura-actividad de las quinolonas. La parte central representa al farmacoéforo. (van
Bambeke et al, 2005)

2.2. Mecanismo de accion

La actividad de las quinolonas depende de la formacién de un complejo
ternario entre el ADN vy la toposisomerasa de tipo Il (Ilamada ADN girasa) y
topoisomerasa 1V, dos enzimas que juegan un papel critico en el
superenrrollamiento del ADN. (Heddle and Maxwell 2002; Bonincontro y col.
2005)

Las fluoroquinolonas forman un complejo ternario que se compone del
farmaco, el A DN y girasa y/o topoisomerasa IV, ei nducen unc ambio

conformacional que re sulta en el bloqueo del s uperenrrollamiento, que es



responsable de la inhibicidn enzimatica, provocando una rapida muerte celular,
sin embargo este proceso no esta totalmente elucidado. (Kampranis y Anthiiny,
1998) Por otra parte, la topoisomerasa Il humana generalmente no es inhibida
por estas moléculas. (Oliphant, 2002; Heddle and Maxwell 2002; Bunincontro y
col. 2005)

La rapida muerte celular que producen las quinolonas, conduce a pensar
que dicha muerte seria una consecuencia directa de la inhibicion de la girasa o
topoisomerasa IV. Sin embargo no esta claro si esta inhibicion es directamente
responsable de la muerte celular y/o si la inhibicion de la girasa es un evento
inicial y necesario que desencadena una cascada de procesos que conducen
finalmente a la muerte de la célula. (Drlica y Zhao, 1997)

Investigaciones han revelado quel a concentracion de quinolona,
requerida para inhibir el superenrrollamiento del ADN, es de 10 a 100 veces
superior de la que se necesita para inhibir el crecimiento celular. Por ello se
supone que no es necesaria una total inhibicion de las actividades de la girasa
para que se produzca la muerte celular. (Hallet y Maxwell, 1991; Drlica y Zhao,
1997)

Las quinolonas han mostrado reconocer a cadenas sintéticas de ADN con
una afinidad por poli (dG) [poli (dG) > poli(d A) >poli (dT) > poli (dC)]. Sin
embargo, el reconocimiento a la doble hélice de ADN es independiente de su

secuencia. (Noble, y Maxwell, 2003)



2.3. Reactividad de las fluoroquinolonas.

La actividad antimicrobiana de las fluoroquinolonas se puede ver afectada
por su reactividad. A continuacion se discuten los aspectos mas relevantes de

esta reactividad que seran de interés para la discusién del presente trabajo.

2.3.1. Caracter acido-base.

Figura 9. Esquema de la protonacion/desprotonacion de las quinolonas. (Turel et al, 2002)

Aunque la primera generacion de qui nolonas se caracteriza por e star
compuesta de acidos monovalentes con un caracter fuertemente hidrofébico, el
caracter anfotérico de las quinolonas de importancia clinica actual, les confiere
una mayor hidrofilicidad. Consecuentemente, los compuestos mas recientes
poseen una minima solubilidad acuosa en ambiente de pH neutro como es el
caso de los tejidos dentro del organismo. En condiciones no fisiolégicas de pH
extremo, estas moléculas suelen ionisarses y adquirir mayor solubilidad. A pH
alcalino, las quinolonas fo rman sales de carbox ilato con una razonable

solubilidad en agua, y en pH acido el grupo amino es protonado formando una



sal, de igual forma adquiriendo solubilidad en agua. En pH neutro, cercano a su
punto isoeléctrico, poseen dos formas en equilibrio. El zwitterion es el principal
responsable de su disolucién en agua que mantiene en estas condiciones. Por
otra parte la forma no ionizada es también comun y esta e s la forma que es
mejor absorbida. Se conoce que esta particular caracteristica de las quinolonas
tiene relevancia en la penetracion a los diversos tejidos en mamiferos y en la
mayoria de las bacterias por una combinacién de difusién pasiva y transporte a

través de porinas. (Turel et al, 2002; Wu y col. 2003; Kumar y col. 2003)

2.3.2. Quelatacion.

Figura 10. Quelatacién de las quinolonas. (Turel et al, 2002)

El sustituyente carboxilato en posicion 3 de las quinolonas forma
compuestos con i ones metalicos, particularmente en soluciones neutras o
basicas. La proximidad de este grupo al carbonilo en posicién 4 conduce a una
fuerte quelatacion con grupos electrodonadores. Es comun la quelatacion con
iones metalicos multivalentes como Al*3, Mg*?, Ca*?, Fe*?, Fe™ y Cu*? dando
como resultado complejos insolubles en agua, que alcanzan concentraciones
séricas después de la administracién oral. Algunos de los efectos indeseables
de las quinolonas son aumentados por este tipo de interacciones y se cree que

la fotosensibilidad puede ser incrementada bajo estas condiciones, asi como



también la erosion de tendones y la resistencia de mutantes. (Turel et al, 2002;

Wu y col. 2003; Kumar y col. 2003)

2.4. Influencia de los iones metalicos en la actividad de las
quinolonas

En 1985 se reporta por primera vez que la simultanea administracion oral
del cirpofloxacino con calcioy magnesio presentes en algunos antiacidos,
resulta en la disminucién de los niveles séricos de la quinolona. (Ture |, et al.
2002)

La absorcion del norfloxacino contra E. coli fue estudiada a diferente pH y
en la presencia de iones metalicos monovalentes y div alentes, en donde el
proceso de absorcion se vio disminuido en condiciones acidas. La presencia de
iones Na® y K" no afectan los resultados apreciablemente, en co ntraste, la
presencia de iones divalentes propici6 una dramatica disminucién de la
incorporacion del farmaco. (Wu y col. 2003)

El mecanismo propuesto para la interaccién de las quinolonas con iones
metalicos, es la quelatacion entre el metal y los grupos carboxilato de C-3 y
carbonilo de C-4. (Kumar y col. 2003)

Todas las quinolonas son parcialmente solubles en agua a pH entre 4 y 9.
Una mezcla de una solucion de agua y sales de metal y qu inolona suele
resultar en una precipitacion de complejos. De esta manera, una serie de
complejos de Ag, Co, Zn, Cd, Mg, B y Cu, han sido sintetizados. Pocos de
estos productos han resultado tener una actividad antimicrobiana superior a la
quinolona libre. (Turel, 2002)

También se ha sintetizado un grupo de compuestos idénicos, a partir de

soluciones acidas de quinolona y sal metalica. Estos compuestos generalmente



consisten en cationes de quinolonas protonadas y clorometalato o simples
aniones inorganicos. La solubilidad de todos estos compuestos ionicos de
quinolonas, resulta mucho mejor que los complejos que han sido sintetisados.
(Wu y col. 2003)

De esta manera se prepararon compuestos idnicos de Mg, Fe, Pt, Cu, Zn
y siendo de nuestro especial interés,do s compuestos de Bi (lll),
(cfH3)(cfH2)[BIiClg]-H20 vy (cfH 3)2[Bi2Cl1o]-4H20O (cfH, y cfH 3 son las formas
protonadas del ciprofloxacino). En el primero de estos compuestos, una de las
moléculas de ciprofloxacino esta protonada en el oxigeno carbonilico y el
nitrégeno distal del residuo de piperazina, mientras que en el otro compuesto,
esta protonado solo en atomo de nitrégeno. Estos dos productos fueron
probados contra Helycobacter pylori. Los resultados mostraron que la actividad
de ambos compuestos de bismuto (Ill) es comparable con la del clorhidrato de
ciprofloxacino. (Kumar y col. 2003)
Recientemente, dentro de nuestro grupo de investigacién, se ha desarrollado la
sintesis en cond iciones basicas de un complejo Ciprofloxacino- Bi (lll)-
(CH30),CHCH2NH;CI, para el cual se propuso la siguiente estructura. (Barrera,

2005)
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Figura 11. Complejo Ciprofloxacino- Bi (lll)- (CH30),CHCH.NHsCI (Barrera, 2005)



Dicho complejo resulta inhibir el crecimiento bacteriano en mayor
proporcion que el ciprofloxacino en las cepas probadas, asi como también
mostro ser capaz de interactuar con el ADN. (C. Barrera, L. Chacon, 2005)

Los compuestos de bismuto han sido utilizados como fungicidas y
agentes antitumorales y otros males por mas de 200 afos, los mas reconocidos
son el subcitrato de bismuto coloidal (CBS) y el subsalicilato de bismuto (BSS),
usados para el tratamiento ulceras duodenales, gastritis, y diarreas. (H.
Mahony y col. 1999). Asimismo, han demostrado tener actividad contra H.
Pylori y otros organismos entericos y aunque se desconoce el mecanismo de
accion se sabe que este metal puede agrega rse a la pared bacteriana y al
espacio periplasmatico. La accién de algunos bactericidas de bismuto incluye
inhibicion de las ureasas y de la sintesis de adenosil trifosfato. (Phillips y col.

2000)



3. HIPOTESIS

1. Dado que los sustituyentes en cualquier compuesto influyen en su actividad
bioldgica, se espera que el cambio en laam ina en los complejos de
Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH, o YNH3CI afectara la actividad antibacteriana.

2. La actividad antibacteriana de nuevas fluoroquinolonas puede ser predicha
mediante estudios QSAR obtenidos por inteligencia artificial que involucren

descriptotores no convencionales para este tipo de estudios.

4. OBJETIVOS

General:

Realizar estudio SAR de complejos Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH, y QSAR

de fluoroquinolonas, este ultimo mediante inteligencia artificial.

Particular:

Obtener una serie de complejos Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH, y determinar su
actividad antimicrobiana in vitro.

Determinar la relevancia del grupo YNH, sobre la actividad antibacteriana de
estos complejos.

Realizar en estudio QSAR, utilizando algoritmos genéticos, que permita la
prediccion nuevas difluoroquinolonas 7-4’-piperazil sustituidas empleando
una base de datos descrita en la literatura.

Sintetizar nuevas fluoroquinolonas 4’-piperazil sustituidas de acuerdo a las

predicciones del mejor modelo obtenido por el estudio QSAR.



5. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotometro Nicolet FT
Magna IR 750. Los espectros de RMN 'H se obtuvieron con un equipo Varian
Mercury Plus de 400mHz utilizandose DMSO-d y CHCI3-d como disolventes y
tetrametil silano como referencia interna. Los desplazamientos quimicos estan
dados en partes por millén. Todos los reactivos, con excepcién del
ciprofloxaxcino, utilizados son de la marca Sigma-Aldrich. El Cpx se obtuvo a

partir de tabletas comerciales de diversas marcas.

5.1. Obtencién de materia prima.

O

| OH

4

Figura 12. Estructura del ciprofloxacino

Para la obtencidn de los derivados se util iz&6 como materia p rima
ciprofloxacino, el cual fue extraido a partir del clorhidrato de tabletas
comerciales. Las tabletas fueron molidas y el polv o resultante se puso en un
vaso de precipitados de 50 mL al que se agregaron 25 mL de agua destilada
por cada 1g de clorhidrato de ciprofloxacino monohidratado con el find e

disolver dicha sal, a co ntinuacion se dejé en reposo con la intencion de



precipitar el excipiente, él liquido se decanté y se filtrd6 con papel, obteniendo
asi una solucion de color amarillo claro.

La solucion de clorhidrato de ciprofloxacino se puso en agitacion en un
matraz bola de 50 mLy se agregé gota por gota una solucién de
CH3;ONa/CH3;0H hasta observar precipitado de color blanco, el cual se separ6
de lafa se acuosa por filtracion y se secd por evaporacion a temperatura
ambiente.

El sélido obtenido fue soluble en dimeti Isulfoxido yel analisis
espectroscopico de RMN 'H confirma la obtencion de ciprofloxacino en forma

pura.

5.2. Sintesis de complejos Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH,..

O O

OH H.N—R

M

R=Alquil o aril

Figura 13. Representacion general de los complejos tipo Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH,.

La obtencién de estos complejos se realizd6 en medio alcalino,
suspendiendo 40 mg (0.1208 mM) de ci profloxacino en 3 mL de metanol en

agitacioén vigorosa. Se agregé MeONa hasta su disolucién; se adicioné la amina



correspondiente (ver figura 19) en concentracién equivalente al mismo tiempo
que se elevaba la temperatura a 70 °C. Finalmente se anadié una cantidad
equimolar de Bi(NO3)3-10H20 (59 mg) a lo que siguio la precipitacion inmediata
de un solido amorfo. El precipitado fue lavado con acetona 3 veces y se dejo
secar por evaporacion a temperatura ambiente.

Los productos obtenidos fueron analizados por espectroscopia de

infrarrojo. Los datos son discutidos posteriormente y se presentan en la tabla 1.

5.3. Estudio cuantitativo de estructura-actividad (QSAR)

Las estructuras fueron generadas en Hyperchem 5.0 (Hypercube, Inc.
1996), en el que se realizé una op timizacion geométrica basada en calculos
semi empiricos AM1, us ando el algoritmo de Polak-Ribiere y un limite de

convergencia de 0.1 Kcal/(Amol).

5.3.1. Serie de exploracion.

Se tomo como base de datos el conjunto de molé culas y actividades
descritas para la cepa S. aureus H228 en donde se describe un QSAR.

(Domagala, 1986)
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Figura 14. Quinolonas seleccionadas para la serie de exploracion.



5.3.2. Metodologia para la seleccion de los modelos.

Usando el software Dragon versién 5.0 se calcularon los valores de una
serie de descriptores moleculares para cada uno de los compuestos de la serie
de exploracion, (R. Todeschini y col. 2005). Estos datos fueron exportados al
software Movi Dig’s version 1.0 con el cual, siguiendo un sistema de seleccién
por algoritmos genéticos, logré la formacion de modelos de uno, dos y tres
descriptores relacionando el MIC de cada molécula con respecto al valor del o
los descriptores de cada modelo. De esta manera se selecciono a los mejores
50 modelos, calificados por el software Movi Dig’s version 1.0, el cual considerd
como factor primario el v alor Q? elcual es relacionado con la capacidad
predictora del modelo; y co nsiderando como factores secundarios los valores
de R? (coeficiente de determinacién) y K x (coeficiente total de corre lacién).
Como ultimo paso se revisaron los 50 modelos y se sele ccion6 un modelo
integrado por los descriptores GATS2e, RDF010v y RDF030p. (Todeschini y

col. 2005)

5.4. Sintesis de fluoroguinolonas derivadas del ciprofloxacino.

5.4.1. Sintesis del carbamato de metilo.
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Figura 15. Sintesis de carbamato de metilo.



A una suspension de 3.0211 mM de ciprofloxacino en 20 mL de CH,Cl,
con agitacién vigorosa y temperatura ambiente se agregd gota a gota una
cantidad equimolar (286 mg) de cloroformato de metilo, manteniéndose en
agitaciéon por 30 minutos.

Se obtuvo como subproducto clorhidrato de ciprofloxacino, el cual se
recuperd para su posterior convers ion a ciprofloxacino libre, el cru do de
reaccion se separd por filtracion, la sol ucion fue evaporada a temperatura
ambiente, dando como resultado la aparicion de pequefos cristales de color
amarillo claro en forma de agu ja de los que se obtuvo cromatografia en capa
fina (con la mezcla AcEt 4:1 EtOH) en la que se observd un producto aislado,
con un R. F. de 0.68. El producto fue analizado por espectroscopia de masas y

RMN 'H, los datos de este tltimo se presentan y discuten en la tabla 5.

5.4.2. Sintesis del carbamato de etilo.
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Figura 16. Sintesis de carromato de etilo.

A una suspensién con 3.0211 mM de ciprofloxacino en 20 mL de CH,Cl,
con agitacién vigorosa y temperatura ambiente se agregd gota a gota una
cantidad equimolar (328 mg) de cloroformato de terbutilo, manteniéndose en
agitacion por 30 minutos.

El crudo de reaccion se separo por filtracion, el filtrado fue evaporado a
temperatura ambiente, obteniendo un soélido amorfo de color blanco que en

cromatografia de capa fina (con la mezcla AcEt 4:1 EtOH) mostrd un producto



aislado con un R. F. de 0.76, el cual fue analizado por espectroscopia de RMN

H.
5.4.3. Sintesis del carbamato de isobutilo.
(o]
ﬁN B w w
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Figura 17. Sintesis del carbamato de isobutilo.

A una suspension con 3.0211 mM de ciprofloxacino en 20 mL de CH,Cl,
con agitacién vigorosa y temperatura ambiente se agregd gota a gota una
cantidad equimolar (411 mg) de cloroformato de etilo, manteniéndose en
agitacion por una hora.

El crudo de reaccion se separo por filtracion, el filirado fue evaporado a
temperatura ambiente, obteniendo un soélido amorfo de color blanco que en
cromatografia de capa fina (con la mezcla AcEt 4:1 EtOH) mostré un producto
aislado con un R. F. de 0.82 el cual fue analizado por espectroscopia de RMN

H.

5.5. Pruebas bioldgicas.

5.5.1 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar.

Se utilizé el método de Kirby-Bauer, con cepas silvestres de E. coli, S

aureus y P. aeruginosa (Pao1), las cuales fueron aportadas por el D.C. Carlos



Cortés Penagos sembradas en a gar Muller-Hinton en placas de 90 mm de
diametro y bajo el siguiente procedimiento:
1.Preparacion del inoculo.

Se tocd una colonia por arriba con un asa y fue transferida a un tubo con
5 mL de caldo nutritivo. El caldo de cultivo fue incubado a 36°C hasta
alcanzar o exceder la turbidez del estandar de 0.5 McFarland (4 a 6 horas).
Esto resultando en una suspensién que contiene aproximadamente 1 a 2 x
10 UCF/mL. Lat urbidez del caldo fue aj usta con caldo nutritivo hasta
obtener una turbidez Opticamente comparable a un estandar de 0,5
McFarland la cual fue medida usando un espectrofotémetro y una celda de
1 cm de paso de luz usando como blanco caldo nutritivo estéril.
2.Inoculacién de placas.

En un lapso de tiempo de 15 minutos después de ajustar la turbidez de
la suspension del inéculo, unisopo de algodon fue sumergido en ella. El
hisopo fue rotado varias veces y p resionado firmemente contra la pared
interna del tubo sobre el nivel de liquido. Con fin de remover el exceso de
inoculo.

Se inoculd la superficie de una placa de agar Mueller -Hinton por rayado
con el isopo sobre toda la s uperficie. Este procedimiento fue repetido
rayando dos veces, rotando la placa 90° para asegurar una distribucion
constante del indculo. Finalmente el isopo se paso sobre los bordes del
agar.

3. Preparacién de los discos.
Se prepararon soluciones y suspensiones (en el caso de los productos

insolubles) diluyendo 0.6 mgd e los productos obtenidos en 3.4 mL de



solvente (DMSO), de estas diluciones o suspensiones tomo una alicuota de
0.5 uL e inoculd en un disco estéril de papel filtro de 6 mm de diametro.
4. Aplicacion de los discos a las placas inoculadas.

Los discos fueron dispersados a distancia constante sobre la superficie
del agar sin quedar a menos de 24 mm de distancia entre estos. Cada disco
fue presionado para asegurar contacto pleno con la superficie del agar. Las
placas fueron invertidas y puestas en un incubador a 36°C en el lapso de 15
minutos después de aplicados los discos. En cada placa se aplicd un disco
con ciprofloxacino como control, también como controles, se aplicaron
discos impregnados con las aminas libre s usadas en la sintesis de los
complejos.
5.Lectura de placas e interpretacion de resultados.

Después de 16 a 18 horas de incubacién, cada placa fue examinada.
Los diametros de la zona de inhibicién completa fueron medidos en mm

pasando por el centro del disco. (Bauer y col. 1966; Erna Cona et al, 2002)



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Relacion Estructura Actividad de Complejos de
Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH,.

6.1.1. Sintesis

Ya que uno de los objetivos de esta tesis es la elucidacion del papel que
asume la amina en este tipo de complejos, mediante un estudio de Relacién
Estructura Actividad, el primer paso fue la eleccion de un grupo de aminas
cuyas caracteristicas estructurales permitan el analisis.

Para lograr el objetivo, se eligieron 17 aminas de las c uales 13 fueron
aromaticas y 4 alifaticas (2 son primarias y 2 secundarias). Las estructuras se

presentan en la figura 19.

® ©

NH, NH, CI NH, NH, NH, NH, NH, NH,
i Cl %
Cl OH O. Jl\
™~ o} HO o
il clorhidrato m-cloro- p-cloro ) - i
anilina de anilina anilina anilina p-aminofenol p-anisisdina p-aminoacetofenona a?'do
aminobenzoico
® ©
NH, NH,CI o NH, NH,
NH,
P~
N P P
N N
[e]
3- aminoquinolina 9-aminoacridina clorhidrato de 9-aminoacridina aminoantraquinona aminoantraceno
H N
N
OH
\/\NHZ /()Q\NH2 Y Y O/ \O
etanolamina decilamina diisopropilamina diciclohexilamina

Figura 18. Aminas acomplejadas.



Los compuestos a evaluar se obtuvieron en condiciones alcalinas a partir
del ciprofloxacino, la amina y la sal de bismuto, segun se detalla en la seccion
de metodologia.

Puesto que es dificil caracterizar c ompuestos organometalicos por
espectroscopia convencional (RMN, EM), es comun acudir a los datos de IR,
que enel caso de las metalo-fluoroquinolonas han sido ampliamente
estudiados y que han permitido demostrar que suelen coordinarse de diferentes

maneras, como se aprecia en la figura 20.

: O . sy
SO ST O

HN\)N A HN\/"\I A @\\\\N

7,

=0,
— O\\\

Figura 19. Diferentes complejos de quinolona-metal. (Turel et al, 2002; Guoping Wang y col. 2003; S.
Padhye y col. 2003)

La figura 20a esquematiza la interaccion entre el metal y el carboxilato, en
donde cabe recordar que este ultimo deslocaliza su carga sobre los tres
atomos del grupo funcional y porlo tan to la interaccion con el met al es el
resultado de la carga deslocalizada con el orbital vacié del metal. La segunda
opcion (figura 20b) es la interaccion del acido de Lewis con el carbonilo de la
piridona y con un oxigeno del carboxilato. De hecho este es el panorama que
existe cuando la quinolona reconoce al Mg *? y este asu vez al DNA para
finalmente tener el efecto sobre la girasa, es decir forma parte crucial del
mecanismo de accion molecular del antibioético (Heddle and Maxwell 2002). El

tercer caso (figura 20c), es mas bien producto de una reaccion acido base de



Bronsted-Lowry en donde la amina se encuentra protonada y el metal funge

como contraion. Los primeros dos son complejos organometalicos, mientras

que el ultimo es un compuesto idnico.

Para determinar el tipo de complejo formado en cada una de las

estructuras aqui propuestas se considero lo siguiente:

1.

Se hare portado que en el espectro de IR de cfx no se muestran
bandas de absorcion del enlace (C=0) del grupo carboxilico en C-3, sefial
que en otras quinolonas (norfloxacino) ocurre a 1725 cm ~'. Algunos
autores han concluido que este fenobmeno se debe a que el grupo
carboxilico se encuentra desprotonado y la molécula existe como un
zwiterion.

Es sabidoque los iones carboxilato no muestran el clasico
estiramiento del enlace (C=0) alrededor de 1700cm™, no obstante, se le
atribuyen dos bandas caracteristicas en los rangos de 16 50-1510 cm™ y
1400-1280 cm™ asignadas a los estiramientos simétricos y asimétricos de
los enlaces (O-C-0O).

Se ha observado que cuando se encuentran metales unidos alos
grupos 4-oxo y oxigenos carboxilicos no se muestra absorcién del enlace
(C=0) correspondientes al carboxilato y la sefal perteneciente al enlace
(C=0) en C-4 se observa desplazada. (Turel et al, 2002).

Al hacer un andlisis detallado de los espectros de IR (v er anexos), es

posible darse cuenta que a pesar de haber aplicado la misma metodologia de

reaccion, se han obtenido tres grupos principales de complejos:

GRUPO I. En el que se incluyen aquellas moléculas que no presentan

bandas de absorcidn en 1725 cm™, sin embargo presentan una banda de



absorcion entre 1625-1612 cm™, que podria de berse a la abs orcién
desplazada a frecuencia mas baja del enlace (C=0) de C-4, por lo que en
estos complejos el Bi(lll) podria estar acoplado con los oxigenos del
carboxilato siguiendo el esquema “a” segun la figura 26. este grupo
incluye los productos 25, 29, 30, 32, 33, 34, 37, 38 y 40. Los datos

espectroscopicos de estos complejos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 2. Bandas de absorcion de los complejos del grupo | comparadas con las del ciprofloxacino.

COMPLEJO|2821 1725 [1627.5 1626-1612|1508 (1477.7 1331.8
4(Cfx)* X X X
25 X

29 X X

30 X X X

32 X X X

33 X X

34 X X

37 X X

38 X X
40 X X

*Datos del espectro de IR de cfx fueron corroborados en el trabajo realizado por Turel en 2002 “The interactions of
metal ions with quinolone antibacterial agents” pag 39. Las absorciones son dadas en cm™.

GRUPO Il. En el que se incluye como unico miembro el complejo 39,
que a pesar de pre sentar absorcion a 1725 cm™ (siendo esta senal
menos intensa que las de los complejos del grupo ), no muestra senal
de absorcion alrededor de 1627.5 cm™, y esta es desplazada a 1614.3
cm™, por lo que se ha considerado la posibilidad de que el Bi(lll) se
presente acomplejado en ambos carbonilos y el grupo carboxilico se
conserve protonado, siguiendo de esta manera al esquema de la figura
26b. Los datos espectroscépicos de estes complejos se resumen en la

siguiente tabla:



Tabla 3. Bandas de absorcion del complejo del grupo Il comparadas con las del ciprofloxacino.

COMPLEJO|2821 (1725 |1627.5 |1626-1612{1508 [1477.7 |1331.8

4(Cfx)* X X X

39 X X X

*Datos del espectro de IR de cfx fueron corroborados en el trabajo realizado por Turel en 2002. Las absorciones son
dadas encm™.

GRUPO Ill. El integrado por aquellos que muestran la banda de

absorcion cercana a 1725cm

que sugiere la presencia de acido
carboxilico no acomplejado con Bi(lll) y o tra sefial de absorcion en
1627.5 cm™', asignada al enlace (C=0) de C-4 y por lo que se sugiere
obedecen el orden estructural del esquema “c” de la figura 26, siendo

estos 24, 26, 27, 31, 35, y 36. Los datos espectroscédpicos de estos

complejos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 4. Bandas de absorcion de los complejos del grupo Il comparadas con las del ciprofloxacino.

COMPLEJO|2821 1725 16247.5 1626-1612 (1508|1477.7 |1331.8
4(Cfx)* X X X
24 X X X X
26 X X X X X
27 X X X X X
31 X X X X
35 X X X X X
36 X X X X X

*Datos del espectro de IR de cfx fueron corroborados en el trabajo realizado por Turel en 2002. Las absorciones son
dadas encm.

Se a considerado que en todos los complejos la amina se encuentra
acoplada directamente al Bi(lll), ex cepto en 25 y 34, en donde cabe la
posibilidad de que conteniendo estos aminas cuaternarias con carga neta
positiva pudieran formar un puente de hidrogeno con alguno de los oxigenos

del carboxilato o en carbonilo en C-4.



6.1.2. Actividad antimicrobiana

Los resultados de actividad antibacteriana se muestran en las siguientes

tablas:

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de los complejos del grupo | comparada con la del
ciprofloxacino.

Complejo formado Aminas _ LEED JHalowde JHalode
. inhibicién (mm) inhibicion inhibicion
acomplejadas P. (mm) (mm)
aeruginosa S. aureus E. coli
o - - 19
o5 Ciprofloxacino- Bi(lll)- “3”:@
cl
H2NCeH,Cl clorhidrato de anilina
29 N ] - - 23
Ciprofloxacino- Bi(lll)- 2 \
HoNCsH,OCH3
p-anisidina
. - - 22
30 Ciprofloxacino- Bi(lll)- ’
H,NCsH,COCH; °
p-aminoacetofenona
32 Ciproflo?(acing- B_i(III)- ©ij/ ] ) 19
(3- aminoquinolina) 7
3-aminoquinolina
33 14 11 32
Ciprofloxacino- Bi(lll)- O \
(9-aminoacridina) 7
9-aminoacridina
NHE®
. : . - - 19
34 Ciprofloxacino- Bi(lll)- N
(Clorhidrato de 9- O /
aminoacridina) cIorhidrgto de 9-
aminoacridina
37 Ciprofloxacino- Bi(lll)- O\ 8 8 24
HoN(CH,)OH , 2
etanolamina
. : . 9
38 Ciprofloxacino- Bi(lll)- - - 26
H2N(CHz)oCH3 ANHZ
decilamina
40 “ : : 20
Ciprofloxacino- Bi(lll)- O/ \O
HN(CsHs)2
diciclohexilamina
4 (cfx) 15 14 30




Tabla 6. Actividad antimicrobiana de los complejos del grupo Il comparada con la del
ciprofloxacino.

Complejo formado Aminas gloles aleles Jalle
. inhibicion (mm) inhibicion inhibicion

acomplejadas P. ) (mm)

aeruginosa S. aureus E. coli
. . . H
39 Ciprofloxacino- Bi(lll)- N 14 13 31
HN[CH(CH: ). hiad
diisopropilamina
4 (cfx) 15 14 30

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de los complejos del grupo Ill comparada con la del
ciprofloxacino.

Complejo formado Aminas S Halowde pHalode JHalode
. inhibicién (mm) inhibicion inhibicion
acomplejadas P. (mm) (mm)
aeruginosa S. aureus E. coli
24 Ciprofloxacino- Bi(lll)- 19 17 35
H,NCgHs el
anilina
! 19 16 35
g Ciprofloxacino- Bilil)- O
HoNCgH,ClI
m-cloroanilina
2 o 19 16 4
o7 Ciprofloxacino- B(lll)- - < > 3
H,NCeH.CI p-cloroanilina
31  Ciprofloxacino- Bi(lll)}- <:> g 19 17 36
H,NC4H,COOH " Y
acido-p-
aminobenzoico
35 Ciprofloxacino- Bi(lll)- 21 16 38
(1-aminoantraquinona) O‘O
1-aminoanciraquinona
21 1
36 Ciprofloxacino- Bi(lll)- 9 39
(1- aminoantraceno)
1-aminoantraceno
4 (cfx) 15 14 30




En todos los ensayos se incluyé como control la amina correspondiente
y la respectiva sal deBi smuto (ninguno de ellos mostré actividad
representativa, por lo que se descarta que la actividad sea debida al Bi o a la
amina per se). Cabe mencionar que a algunas de las aminas probadas (3-
aminoquinolina, 9-aminoacridina, aminoantraceno y aminoantraquinona) se les
atribuye cierta toxicidad y podria esperarse que el resultado de la actividad de
los complejos formados fuera en parte atribuido a estas propiedades. Sin
embargo, ala concentracion de 0.6mg/3.4mL (concentracion mayor que la
utilizada con los compuestos) no se observo inhibicibn el crecimiento
bacteriano.

Los resultados obtenidos muestran una clara superioridad en la actividad
de los complejos del grupo lll con respecto a los demas, por lo que hay que

resaltar las caracteristicas de estos complejos.
| OH

\ N

ArHN/B\"No2

NO,

Amina | Complejo

Anilina 24

m-cloroanilina 26

p-cloroanilina 27

Acido-p-aminobenzoico 31

Aminoantraquinona 35

Aminoantraceno 36

Figura 20. Estructura propuesta para los complejos del grupo 1.

Este grupo presenta aminas aromaticas sin la presencia de C sp°, por lo
que se considera la planaridad de la amina como un posible factor, tanto para

la formacion de este tipo de complejos, como para la actividad bioldgica de la



molécula. Es importante recordar que las aminas acopladas en los complejos
35 y 36, 1-aminoantraquinona y 1-aminoantraceno respectivamente, son
moléculas intercaladoras del ADN, ypo r lo tanto pueden favorecer la
interaccién de la quinolona con el ma terial genético. Lo anterior ofrece una
explicaciéon de la observacion de que los complejos 35 y 36, presentan las
actividades mas altas de los productos obtenidos.

Por otra parte, es notable que los complejos 33 y 39 también muestran
una actividad an tibacteriana importante, a pesar de diferir en su forma de
acoplarse con el metal.

Un aspecto de llamar la atencién es el decremento de actividad de los
complejos 25 y 34, los cuales contienen como aminas a las sales clorhidrato de
anilina y clorhidrato de 9-aminoacridina respectivamente, con respecto a los
complejos 24 y 33, los que integraron la misma amina pero en forma libre.

Vale la pena mencionar que a pesar de que los 17 complejos
sintetizados resultaron ser insolubles en los solventes convencionales y
tomando en cuenta que en la técnica de Kirby-Bauer las suspensiones
preparadas para impregnar los discos tuvieron cada una mucho menos que
0.6mg/mL, es claro que la concentracion fue menor que la del ciprofloxacino y a
pesar de ello 6 de los complejos sintetizados mostraron un halo de inhibicion
superior a la quinolona de referencia. También hay que mencionar que para
llevar acabo las pruebas biolégicas no se consideré importante incluir un
complejo sin la presencia de amina, es decir un complejo de cfx-Bi (lll), ya que
en experimentos (aun no publicados) es claro que este complejo muestra una
actividad muy inferior con respecto a aquellos en los que se incluye una amina

en el complejo.



6.2. Estudio cuantitativo de estructura-actividad (QSAR)

Para obtener un estudio QSAR, se requiere de los datos de actividad; en
el caso de antibidticos, el requi sito es la Actividad Inhibitoria Media (MIC).
Desgraciadamente, no es factible obtener ese dato en los complejos descritos
en la seccion anterior, debido a la insolubilidad que presentan, sin embargo, si
es posible hacerlo tomando una base de datos de quinolonas y extrapolar los
resultados a los complejos correspondientes. En base a esto se tom6 como
base de datos el reporte de una serie de 6,8-difluoro-7-pirrolidinil quinolonas
(figura 15, Domagala, 1986). Se decidié usar los datos de MIC contra cepa
S.aureus H228, ya que presenta una baja efectiv idad frente a ciprofloxacino
(ver tablas 3 y 4) y se consider6 de mayo r importancia encontrar nuevas
moléculas activas contra cepas resistentes. El inconveniente es que la cepa
S.aureus H228 no fue usada para las pruebas de susceptibilidad ya que no se
se logro conseguir.

Se debe tomar en cuenta que entre las moléculas que integran la serie
de compuestos se presentan diferencias estructurales poco convenientes para
un QSAR tradicional, sin embargo, no se dispuso de datos de concentraciones
minimas inhibitorias de compuestos que guardaran una similitud mas adecuada
para este estudio.

El analisis se llevd a cabo mediante inteligencia artificial utilizando
algoritmos genéticos y tomando en cuenta 1300 descriptores moleculares
obtenidos mediante quimioinformatica. El resultado fue una ecuacién
matematica (ecuacion 1) que correlaciona la actividad minima inhibitoria con

tres descriptores cuyos valores se muestranen la tabla 3.



Tabla 8. Compuestos de serie de exploracién, concentracion minima inhibitoria (CMI) ug/mL contra la
cepa H228 de S. aureus (Domagala, 1986) y valores de los descriptores del modelo elegido.

Compuesto S. aureus H228 GATS2e RDFO010v RDFO030p
3 0.8 0.688 1.455 5.525
4 3.1 0.676 1.6 5.21
9 1.6 0.675 1.358 4.982
10 0.2 0.727 1.449 6.445
11 1.6 0.775 1.508 4.447
12 0.4 0.813 1.423 5.49
13 1.6 0.841 0.946 3.221
14 100 0.551 1.276 1.835
15 1.6 0.631 1.767 6.228
16 0.8 0.675 1.761 7.048
17 0.2 0.661 1.91 7.763
18 0.1 0.623 1.658 7.702
19 0.2 0.654 1.654 7.133
20 0.1 0.64 1.802 8.297
En donde:

GATS2e. - Geary autocorrelation-lag 2/weighted by atomic Sanderson

electronegativities.

RDFO010v. - Radial Distribution Funcion-1.0/weighted by atomic van der

Waals volumes.

RDF030p. - Radial Distribution Funcion-3.0/weighted by atomic

polarizabilities.

El primero se clasifica como un descriptor 2D y estan involucradas las
electronegatividades de los grupos participantes y los otros dos se clasifican
como descriptores RDF e involucran radios de van der Waals y polarizabilidad,
ambos directamente relacionados con la inhibicibn enzimatica como se
esperaria en la inhibicion de la girasa.

El modelo se presenta en la ecuacion 1:



Ecuacion 1
-log(1/CMI) = -2.223 (0.71) GATS2e + 1.499 (0.37) RDFO030p -
0.564 (0.046) RDF010v + 2.399 (0.78)

R? = 0.96804661, s = 0.15902897, F = 100.985295

Como puede apreciarse, la validacion estadistica es aceptable al contar
con R? cercana a 1. Asimismo,| a F es elevada y descartaqu e la alta
correlacion sea producto de la casualidad. Los datos de actividad calculada vs

experimental se muestran en la tabla 4.

Tabla 9. Comparacion de actividad calculada contra experimental de los compuestos de la serie
de exploracion.

Compuesto | Y experimental Y calculada
3 -0.097 -0.067
4 -0.699 -0.682
9 0.204 0.123
10 0.491 0.355
11 0.204 0.427
12 -0.398 -0.373
13 0.204 0.13
14 2 2.052
15 0.204 0.13
16 -0.097 -0.439
17 -0.699 -0.588
18 -1 -0.846

19 -0.699 -0.6
20 -1 -1.004

Una validacion final y contundente de una ecuacion QSAR es medir la
capacidad de prediccion del m odelo mediante la sintesis y obtencion de la
actividad experimental de quinolonas no consideradas en el modelo; mejor aun
si estas no han sido descritas. De esta forma, se predijo la MIC de una serie de
fluoroquinoilonas contra la cepa H228 de S.aureus cuyas estructuras se

muestran en la tabla 5.



Tabla 10. CMI calculada por medio de QSAR de fluoroquinolonas. Los productos sintetizados se exponen
en negritas.

o0 O

X

No. CMI calculada No. CMI
calculada
21 CH;0- 1.281 48 O™ 0.736
P N N NN
22 CH;CH,0- 1.76 49 NH 8.941
23 (CHj3),CHCHO- 14.098 .
50 YNY

41 (CH3)CO- 0.3999 0.002
42 n-Butil 1.219 51 N

U U 1.657X10™
43 HN- 1.639 52 N* 0.053

N
4 NH
44 CH3NH- 0.667 53 <NfN:\NH 1479 X 10

HO.

PN
45 NH 54 .
1.53 ONH 0.159
jv, 0.789 55 /OON‘H 0.205
46 ~o NH

~ /\/NH .
ar 0.421 () 0.013
o




Se decidid explorar la actividad de los compuestos 21, 22 y 23 y asi
validar finalmente el model QSAR. La eleccién se realizé tomando en cuenta su
alta actividad predicha y la simplicidad de su sintesis.

La obtencion de los compuestos fue a partir d el ciprofloxacino y el
carbamato de alquilo correspondiente, como sede talla en la seccion

experimental de esta tesis.

Figura 21. Espectro de RMN H del compuesto 21.

La caracterizacion del producto 21 se llevo acabo basandose
principalmente en su espectroscopia de RMN 'H, el cual al compararlo con el
espectro de cfx se aprecia un desplazamiento de las dos senal es triples
caracteristicas del grupo piperazinil (originalmente en 2.5 y 2.9 ppm) que se
desplazan a 3.3 y 3.7 ppm respectivamente, también se aprecia un singulete en
3.8 ppm, que sugiere la presencia del grupo metoxilo.

La caracterizacion de los compuestos 22 y 23 se defini6 de manera
similar y los correspondientes espectros de RMN '"H se presentan en los

anexos.



6.3. Susceptibilidad antimicrobiana de los carbamatos

obtenidos.

Los resultados de actividad antibacteriana se muestran en las

siguientes tablas:

Tabla 11. Actividad antimicrobiana de los carbamatos sintetizados comparada con la del

ciprofloxacino.

0} O

Halo de Halo de Halo de
inhibicion (mm) inhibicién inhibicién

P. aeruginosa (mm) (mm)

S. aureus E. coli
4 Cfx 30 20 35
21 CHs- 9 25 29
22 CH3CH,- 25 21 30
23 (CH3),CHCH,- - 20 22

No obstante que la cepa probada no corresponde a la descrita en la base

de datos, si es interesante que se mantenga una relacion entre la actividad

esperada y rel ativa al ciprofloxacino, es de cir la ac tividad predicha para el

drivado isobutilo se aleja negativamente ala del Cfx, mientras que la del

derivado de etilo la supera.

A pesar de quel a ecuacidon no arrojé ningun dato que permiti era

correlacionar la capacidad quelatante de las quinolonas hac ia el bismuto y

apoyara los datos del analisis de Relacion Estructura Actividad, si queda claro

que el modelo tiene capacidad predictiva y que puede utilizarse para disefar

estructuras novedosas reduciendo co stos de sintesis, de trabajo-hombre,




ecoldgicos y sobre todo de tiempo, pues es urgente la obtencién de nuevos

antibiéticos que permitan combatir cepas multirresistentes.



1.

7.CONCLUSIONES

La actividad biologica de los complejos de Ciprofloxacino-Bi(lll)-YNH,
varia dependiendo de la amina acomplejada. Se observé que si existe
una relacion entre la estructura de la amina y la actividad del complejo
y aunque la estructura de este ultimono ha sido determinada
inequivocamente, es posible correlacionar los datosd e IRcon la

actividad.

. El modelo QSAR obtenido no muestra relacion entre la capacidad

quelatante del Cfx con el Bismuto pero se cuenta con la m etodologia

para obtener mas modelos y buscar la relacion deseada.

El modelo QSAR obtenido tiene alta capacidad predictiva y puede ser
utilizado en el disefio de nuevas estructuras con potencial actividad

antibacteriana.

Puesto que ses abe que la piperazina esta relacionadac on la
inhibicion de la girasa, se puede deducir que los cambios propuestos
en la posicion 4" también lo estaran. Asi, los carbamatos derivados

muestran un alto potencial de nuevos derivados de fluoroquinolonas.
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8. ANEXOS

8.1. Espectroscopias

8.1.1. Espectroscoias de RMN H

N
<

Compuesto 4 (Ciprofloxacino)
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Compuesto 21



CPxCO0ET
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Compuesto 22
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Compuesto 23



8.1.2. Espectroscopia de Masas
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8.2. Fotografias de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana.

8.2.1. Halos de inhibicién de las fluoroquinolonas sintetizadas 21, 22
y 23.

7.2.2. Halos de inhibicidon de los complejos de Ciprofloxacino-Bi(lll)-
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