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. ABREVIATURAS

AcOEt Acetato de Etilo
AcOH Acido Acético

ADN Acido Desoxirribonucleico
ARN Acido Ribonucleico
ATP Adenosin Trifosfato
c Cuadruple

°C Grados Centigrados
Cbz Xxx

CDCl3 Cloroformo Deuterado
CD3;0OH Metanol Deuterado
CH3;CN Acetonitrilo

d Doble

DCM DiCloroMetano

dd Doble de doble
DIEA Dilsopropil Etilamina
DMSO Dimetil Sulfoxido

E. Coli Escherichia Coli

h Hora

Gp Grupo protector

g Gramo

Gyr Girasa

HCI Acido clorhidrico



HBTU Hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N",N"-

tetrametil-uranio

HOBt 1-Hidroxibenzotriazol

H.0 Agua

i-BBCI Cloruro de Isobutilo

llaD a-Dextrina lodo-litio

LiOH Hidréxido de Litio

L Litro

m Multiple
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Mg Magnesio

Mg %* lon magnesio 2+

Mg Miligramo

Mg Microgramo

mi Mililitro

mmol MiliMol
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N Normalidad

Na,SO, Sulfato de Sodio

NaHCO; Bicarbonato de Sodio

NaOMe Metoxido de Sodio

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standars
QRDR Regién Determinante en la Aparicién a Resistencia a

las Quinolonas

Pd/C Paladio fijado en Carbono

p.f. Punto de fusion

pH Antilogaritmo de la Concentracion de Hidrogeno

ppm Partes por milén
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RMN

S-Fen
SOCl,
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THF
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Il. INTRODUCCION

A partir de la primera guerra mundial y debido a todas las afecciones provocadas por tal
acto, los Paises Aliados como Estados Unidos e Inglaterra se involucraron totalmente en el
descubrimiento y desarrollo de compuestos que presentaban caracteristicas especificas para
atacar a los microorganismos que provocaban la muerte de los soldados como resultado de la
contaminacion de las heridas de guerra. Este momento histérico fue relevante para el inicio de la
busqueda de compuestos antimicrobianos. Sin embargo, fue hasta 1929 cuando Alexander
Fleming comunica su observacion de que colonias de estafilococos se lisaban en una placa
contaminada con Penicillium notatum. Los primeros afios transcurridos desde la obtencion del
primer producto crudo a partir de este hongo incluia la propuesta estructural de la molécula de
forma errénea; la cual fue corregida afios mas tarde con la ayuda del analisis por difraccion de
rayos X. ' La naturaleza peptidica de la penicilina fue entonces reconocida como un sistema (3-
lactamico biciclo conformado por un dipéptido (ver Figura 1), abriendo la posibilidad de la
manipulacion quimica de la estructura y llevar con ello a la produccion de penicilinas

semisintéticas.

RHN

OH

Figura 1. Estructura peptidica de la penicilina

Asi como la penicilina, se pueden mostrar antibioticos que presentan en su estructura un
conjunto de péptidos como son la gramicidina, valinomicina y alameticina (los dos ultimos
presentan en su ciclo al aminoacido prolina), la cyclosporina que presenta a la D-alanina y la
antamanida es un péptido que contiene en su estructura L-fenilalanina, L-alanina y L-prolina, entre

otros (Figura 2).



Gramicidina S

Figura 2. Estructura peptidica con actividad antibacteriana.

Sin duda alguna, con el paso del tiempo continta siendo de suma importancia el desarrollo
de nuevas moléculas que proporcionen a la sociedad un tratamiento adecuado contra infecciones
por microorganismos patdgenos y que estas estructuras quimicas sean lo mas especificas
posibles, bajando asi los efectos adversos y actuando contra cepas multirresistentes. El
descubrimiento o desarrollo de estos compuestos es fundamental, pero el mal uso de estos ha
llevado a generar resistencia bacteriana lo que ha limitado el uso de agentes quimioterapéuticos
como los B-lactdmicos. A través de los tiempos, se han logrado obtener antibiéticos, como es el
caso de las quinolonas, que a pesar de no ser tan selectivos hacia agentes patégenos se precisa

de ellos por su eficacia para combatir infecciones.

Asi, en lo que respecta a la busqueda de nuevos antibiético, cabe mencionar el acido
nalidixico, una quinolona, que fue descubierta al azar por G. Lesher y colaboradores,? como un
producto de desecho en la sintesis de la cloroquina y que rapidamente llamo la atencion por su
mayor actividad antibacterial en comparacién a los antibiéticos conocidos hasta ese momento. Este
compuesto fue tan novedoso que su estudio estructural llevdo a modificaciones que hicieron del
acido nalidixico el precursor de las siguientes generaciones de los antibidticos quinolonas y

fluoroquinolonas que se resumen en la tabla 1.



CH,CH,
1

Figura 3. Acido nalidixico.

Tabla 1. Clasificacion de las quinolonas.

Generacién w Descripcién Efectivo contra ...

Segunda Ciprofloxacina,
norfloxacina,
(Fluoro- enoxacina,

el GG ES)N  pefloxacina,

ofloxacina,

lomefloxacina y

fleroxacina.

Tercera .

Cuarta Garenoxacina

Se incorpora al acido
nalidixico un grupo
piperazina o
pirrolidina en el C-7 y
un sustituyente fldor
en el C-6. Mas
potentes que el acido

nalidixico.

Remocioén del atomo

10

Gram negativas,
Pseudomonas spp., algunos
Gram positivos
(Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y
metilicina resistentes),
Moraxella catarrhalis,
micobacterias y patégenos
atipicos.

Bacterias anaerobias



(descubrimiento de fluor presente en (Clostridium y Bacteroides) y
(Desfluoro- reciente). 3 el carbono 6. cocos Gram positivos
Quinolonas) resistentes a penicilina y

meticilina.

Dadas las resistencias microbianas presentes en los ultimos afos, se ha precisado la
busqueda continua de nuevas quinolonas que presenten una mejor farmacodinamia y
farmacocinética. En esta tesis se presentan nuevas fluoroquinolonas que en su estructura
presentan aminoacidos y péptidos con la intension de obtener derivados de quinolonas con

mejoras antibacteriales.
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lll. ANTECEDENTES
1. Aminoacidos y Péptidos

Los aminoacidos pertenecen al grupo de moléculas fundamentales para la vida. Es asi que
bajo la presencia de estas biomoléculas esta sustentada la teoria mas aceptada sobre el inicio de
la vida. En la naturaleza tienen la particularidad de que se presentan mayoritariamente en la forma

L, excepto la glicina que carece de centro quiral.

Presentan como estructura fundamental a un carbono asimétrico (carbono alfa) unido a
cuatro grupos distintos: un grupo amino y un grupo carboxilo (de ahi su nombre), un hidrégeno y
una cadena lateral (R). Es ésta cadena R la que confiere las diferencias fisicas y quimicas entre un

aminoacido y otro.

La unién entre dos aminoacidos, por la union del grupo carboxilo de un aminoacido vy el
grupo amino del otro, da lugar a un dipéptido mediante la formacion de un enlace amida
denominado enlace peptidico como se muestra en la Figura 4. Debido a que la formacion del
enlace peptidico involucra los dos grupos presentes en un mismo aminoacido, se protegen los

grupos funcionales que den lugar a productos cruzados.

R l R
Enlace Peptidico

P
0 o} o
Gp j)k”/\n/ Gp
R ~_ . 0
*Gp = Grupo protector

Figura 4. Formacion de enlace peptidico.
2. Aminoacidos y regioselectividad de membranas celulares
Partiendo del hecho de que en los humanos se encuentran, principalmente, aminoacidos
en su estructura S se puede observar que ésta es de las formas mas sencillas y eficientes de

selectividad en las membranas.

12



Muchas moléculas fundamentales para la vida son quirales y por lo tanto el adecuado
reconocimiento tridimensional entre estas es un aspecto particular del reconocimiento
molecular. Algunos componentes de las biomembranas no escapan de este contexto por ejemplo
los receptores. De hecho, investigaciones demostraron que la presencia de aminoacidos tales
como fenilalanina y triptéfano asi como sus dipéptidos proporciona regioselectividad especifica en

el modelo de biomembrana N-dodecanoil-S-prolinato de sodio.*

Los aminoacidos y péptidos no solo figuran como constituyentes celulares sino ademas
como farmacos. En afos recientes se han realizado estudios de actividad antibacteriana de
diversos péptidos, exponiendo como resultado un sinergismo entre los antibiéticos y péptidos
reportados.5’6 La hidrofobicidad y la carga neta positiva de los péptidos confieren alta selectividad
en la actividad antibacteriana. La carga positiva de los péptidos facilita la interaccion de estos con
las cargas negativas de las membranas celulares, concediendo sinergismo entre péptidos y
antibidticos. Tal es el caso de la tetraciclina, la cual confinada a poner nombre del péptido es
particularmente letal a las cepas resistentes para éste mismo antibiético con ausencia de cadena

peptl'dica.6

En la Tabla 2 se muestra como la presencia de péptidos formados por aminoacidos como
la prolina, alanina y fenilalanina junto con la tetraciclina, proporcionan un sinergismo considerable
en la terapéutica disminuyendo la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) del antibidtico de forma

considerable.’

Tabla 2. Influencia de aminoacidos sobre la actividad antibacteriana in vitro de a-dextrina yodo-litio
(laD) en E. coli K-12. No me queda claro que es esa dextrina. En el texto hablas de tetraciclinal

MIC (mg/L)
25 50
Prolina Fenilalanina Tirosina Treonina Albumina Triptofano
Valina Alanina Histidina Serina Metionina
Leucina Asp Cisteina Lisina

Glicina Arginina Isoluecina

Gin

Glu

Asn

*
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Es claro entonces, que la incorporacién de péptidos y aminoacidos a antibiéticos abre la
puerta a la busqueda de nuevas entidades activas, una necesidad urgente pues desde la
introduccién de los antibidticos, la proporcion de patégenos resistentes con respecto a patégenos
no resistentes fue menos del 1 %, pero este porcentaje fue dramaticamente aumentado durante los
12 anos posteriores después de los primeros antibiéticos en el mercado. En la actualidad la
resistencia se ha incrementado logaritmicamente. El numero de agentes antibacterianos
actualmente en el mercado es de alrededor de 150, clasificados entre 6 grandes grupos: (-

lactamas, tetraciclina, aminoglucésidos, macrolidos, sulfonamidas y quinolonas.8

3. Las quinolonas como agentes antimicrobianos

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos analogos al acido nalidixico, con
diferentes sustituyentes y quimicamente heterogéneo. Quimicamente estan formadas por el ciclo A
sustituido por un acido 1-sustituido-1,4-dihidro-4-oxopiridin-3-carboxilico y un ciclo aromatico,
heteroatomico B (Figura 5). Partiendo de esto se puede definir de una forma sencilla al

ciprofloxacino como un derivado del acido 3-carboxilico-4-oxo-quinolina.

3 OH

Figura 5. Estructura general de las quinolonas

El acido nalidixico 1 que aparecio en los afos 60°s fue la primer quinolona utilizada en la
clinica médica al presentar buena actividad contra bacterias Gram negativas y ligeramente activa
frente a Gram positivas y Pseudomonas; siendo por tal motivo limitado al tratamiento de

infecciones en vias urinarias. 2

El acido nalidixico 1, abri6 un camino de investigacién y en los afios 80 se le reportan
modificaciones incorporando un atomo de fluor en la posicion 6 y un anillo de piperazina en el
carbono 7, originandose una nueva generacion de quinolonas, que por ser desarrolladas en una
segunda etapa en el estudio del acido nalidixico se les denominaron quinolonas de segunda
generacion, estando incluidas en ese grupo farmacos como el ciprofloxacino 2, norfloxacino y
ofloxacino, entre otros. Este grupo de quinolonas también fue denominado piperazinil
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fluoroquinolonas o simplemente fluoroquinolonas (Figura 6). La presencia de un atomo de fltor en
la posicion 6 confirid6 mejor actividad (amplio espectro), buena farmacocinética (buena absorcion
oral), farmacodinamia (inhibicién de la ADN girasa (2 a 17 veces) con respecto a los compuestos
no sustituidos en esa posicién) y amplia distribucién tisular (aumento de 1 a 70 veces en la

penetracion celular); convirtiéendose en farmacos de primera linea frente a numerosas infecciones. 9

Figura 6. Estructuras de acido nalidixico y Ciprofloxacino.

Por su parte, el sustituyente en el C-7 aumentd considerablemente la actividad inhibitoria
de la ADN girasa (Gyr), potencia, solubilidad y otras propiedades fisicoquimicas.10 Asimismo, al
aumentar el tamafo del grupo, las propiedades se potencializaban. La Figura 7 muestra la relacién

entre la estructura de las quinolonas con la actividad de éstas sobre las células diana.

Controla

actividad y

potencia en

los Gram negativos.

Esencial para la unién a la girasa
y el transporte bacteriano.

Controla la enzima girasa No existen modificaciones factibles.

| Y la potencia bacteriana.

OH

Por la cercania a la zona de
union de la enzima, el hidro-

Espectro antibacterial
geno es el grupo optimo.

Controla la activi- Controla la potencia
dad anaerobia y la y farmacocinética.
absorcion oral EI Ny O reducen

esta actividad.
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Figura 7. Relacion estructura-actividad de las quinolonas.

Las quinolonas ejercen su actividad bactericida tras penetrar la membrana bacteriana
mediante un mecanismo de difusién pasiva a través de canales acuosos transmembranales de
porinas, o de la capa de los Iipopolisacéridos.11 Para la accion efectiva de las quinolonas, se

requiere una interaccion directa entre la quinolona y el ADN de cadena doble o sencilla.

Aun cuando se sabe que las quinolonas presentan una actividad microbiana letal, el
mecanismo de accion no estda del todo claro pero si es contundente que inhiben a la
topoisomerasas bacterianas Girasa y topoisomerasa |V. Estas enzimas son necesarias para la
replicacion del ADN, asi como para la transcripcion, reparacién, composicion y transposicion del
mismo. Las quinolonas por lo tanto inhiben la replicacion del ADN y por tal motivo a este grupo de

antimicrobianos se les denomina “inhibidores de la girasa”.

La funcion de la ADN girasa es catalizar el superenrrollamiento negativo del ADN circular
de la bacteria, que es el estado natural del cromosoma bacteriano. A nivel molecular la ADN girasa
es un complejo tetramérico, formado por dos monémeros A (Gyr A) y dos mondémeros B (Gyr B)12
codificados por los genes gyrA y gyrB. Son las proteinas Gyr A y Gyr B las dianas de las
quinolonas. Es fundamental la presencia de ambas subunidades y del ATP para el funcionamiento
de la ADN girasa, ya que los monémeros A llevan a cabo cortes y cierres en determinados puntos
del ADN y los mondmeros B llevan a cabo el superenrrollamiento en torno al nucleo del ARN."™ El
ciprofloxacino al actuar sobre la subunidad A, y al parecer también en la subunidad B, impide el

cierre de los cortes producidos en el ADN, por lo que inhibe la replicaciéon del ADN.

La topoisomerasa IV es un tetramero que muestra que la secuencia de aminoacidos
codificados por los genes parC y parE son homdlogos a los que codifican a gyrA y gyrB
respectivamente. Estas secuencias similares se localizan alrededor de la region de la ADN girasa
conocida como region determinante en la aparicidon a resistencia a las quinolonas (QRDR).14 Esta
similitud en la secuencia de aminoacidos es la que hace que las quinolonas actiuen en la ADN

girasa como en la topoisomerasa IV."®

Sin lugar a duda, uno de los modelos mas aceptados sugiere que el magnesio (Mg) juega
un papel importante en la unién de la quinolona al formar el complejo ADN-girasa, existiendo una
. .y JoT] . 2+ s . ,
interaccién electrostatica y/o covalente entre el ion Mg“" y una molécula de quinolona asi como los

grupos fosfato y las bases de ADN."®
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En resumen, la accion de las quinolonas es la de inhibir ambas enzimas, formando un
complejo ternario entre farmaco, enzima y ADN. A dosis elevadas de antibidtico se cree que tiene

lugar la muerte celular por una ruptura irreversible de la doble hélice del ADN.

Recientemente se ha demostrado que el mecanismo de flujo activo capaz de expulsar el
antimicrobiano, baja la concentracion efectiva para provocar un dafo irreversible al ADN bacteriano
y con ello llevar a la muerte celular. Siendo este un mecanismo de defensa de gran importancia en

microorganismos Gram positivos.

Los principales mecanismos de defensa de bacterias ante el grupo de quinolonas son:
alteraciones en la Gyr A, la Gyr B y en la topoisomerasa IV."" Asi como la dificultad de paso del
antibidtico a través de la pared bacteriana o el exceso de salida por alteraciones de los
mecanismos de flujo externo. Todo lo anterior debido a mutaciones en distintos genes que

codifican la estructura o funcion correspondiente. Observar Tabla 3.

Tabla 3. Mecanismos de defensa a las fluoroquinolonas.

E.c

Alteraciones en la Gyr A '
Alteraciones en la topoisomerasa IV'®"
Aumento del flujo externo'®

La popularidad de la eficacia de las fluoroquinolona y su falta de control en el mercado
llevo a un uso desmedido de este farmaco y provocar asi un aumento en la resistencia de bacterias
como la E. coli y Pseudomonas. Resulta entonces necesaria la busqueda de nuevas entidades
analogas que actuen sobretodo en cepas multirresistentes y que presenten menores efectos
secundarios y colaterales.

Por lo anterior y tomando en consideracion la actividad antibacteriana de diferentes
quinolonas y de péptidos como valinomicina y cyclosporina, en este trabajo se plantea sintetizar

fluoroquinolonas, acopladas a péptidos y aminoacidos en la posicion 7 de la piperazina.

17



IV. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y evaluar derivados de fluoroquinolonas acoplados a péptidos y aminoacidos

1.

Objetivos particulares

1. Sintetizar los compuestos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 y 22.

Ve

Cgr O
N N
NH
e B A
C'bz 0 \/,
15

O O

F
MOH

O O

F
HQL o N
Cbz

N A

17,R= CH;3

18,R=J\;~r\J‘r

19,R= "z,,/\©

R

16

C
[>_

20,R = CHj

21,R=J‘\;~/\J‘r

=Y

2. Evaluar su actividad antibacteriana en cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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V. DISCUSION Y RESULTADOS
1. Sintesis de los derivados de quinolona

Con la finalidad de cubrir los objetivos de este proyecto, el trabajo dio inicio con la

seleccion de los aminoacidos para la formacion de las fluoroquinolonas funcionalizadas.

Tomando en cuenta la variedad de los grupos laterales de los aminoacidos, se
consideraron aquellos cuyas cadenas laterales con mayor facilidad de interaccion con la
membrana celular (Bombelli) y las cuales mostraban un sinergismo considerable al ser utilizadas
con otros antimicrobianos. Es asi como se seleccionaron los aminoacidos S-prolina (S-Pro) 3, R-
alanina (R-Ala) 4, S-fenilalanina (S-Fen) 5 vy el dipéptido HN-Pro-Fen-OH 6, cuyas estructuras se
presentan en la figura 8.

Recordemos que la nomenclatura D y L, al igual que la designacion R y S, se refieren a la

configuraciéon del atomo de carbono estereogénico y no implica el signo de la rotacién o6ptica.

0 H 0
0 i FN OH {N\/H/N OH
MOH HN@-N o H
N O
H

3 4 5 6

Figura 8. Aminoacidos y péptido utilizados en la sintesis de derivados de quinolona.
El primer paso en la ruta sintética fue la N-proteccion de los aminoacidos 3, 4 y 5; tratados

con cloroformiato de bencilo para la formacién del grupo N-Cbz, en solucion acuosa de NaOH para

obtener el carbamato correspondiente en rendimientos superiores al 90 %. Esquema 1.
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H (0]
HoN CbzCl N
OH e Cbz” OH

R NaOH 1N R

Q0 7,R= CH, , 93 % Rto.

Cbz = "z,,)J\o/\@
8, R r}p“f . 94 % Rto.

9,R="LL£T\© , 93 % Rto.

Esquema 1. Sintesis de aminoacidos N-protegidos 7, 8 y 9.

Para poder llevar a cabo la sintesis del dipéptido 12 se llevd a cabo primeramente la O-
proteccion de la S-fenilalanina 5. El aminoacido 5 fue esterificado por medio de una reaccion
catalitica acida con metanol, usando SOCI, (ver Esquema 2) obteniendo al compuesto 10 en un

rendimiento del 96 %.

O O
H2N H2N e
OH O
SOCl,
MeOH
5 10, R=96 %

Esquema 2. O-proteccion de Fenilalanina 5.

Posteriormente se realizé un acoplamiento entre los aminoacidos protegidos 8 y 10 con la
finalidad de obtener el dipéptido diprotegido 11 como se aprecia en el. Esquema 3. Asi, para la
obtencién de 11 se realizé6 una reacciéon de condensacién intermolecular entre el aminoacido N-
protegido (Cbz-N-Pro) 8 y el éster metilico de S-fenilalanina 10, tratados con i-BBCI como agente
activante, TEA como base y THF como disolvente obteniendo el dipéptido diprotegido 11 con un
rendimiento del 58.52 %.

20



0]

0
HoN 0
N 2 0~ TEA, i-BBCI o
N, OH* — N ~
\ THF
Cbz N, 0
Cbz
8 10 11, R = 58.52 % Rto.

Esquema 3. Acoplamiento para la obtencion del dipéptido diprotegido 11.

Para la O-desproteccién del dipéptido 11, se le realizé una hidroélisis alcalina con LiOH en
un medio THF:H,O:MeOH (25:1.0:0.1), con un rendimiento del 85.62 %. Esquema 4.

0 @)
LiOH OH
Ao o AL
NP5 THF:H0:MeOH N 19
Cbz Cbz
11 12, R = 85.62 % Rto.

Esquema 4. O-desproteccion del dipéptido 11.

Siguiendo con la ruta sintética el siguiente paso fue la incorporacion del fragmento
peptidico 12 a la fluoroquinolona 2. Cebe mencionar que la obtencién de la fluoroquinolona 2 se
realiz6 a partir de una metodologia estandarizada utilizando una presentacion farmacéutica
comercial, en forma de tabletas, de clorhidrato de ciprofloxacino conteniendo 500 mg de principio

activo mediante extracciones por disolventes para eliminar el excipiente.

Dadas las caracteristicas estructurales de la quinolona que involucran un amino secundario
de la piperazina y un carboxilato (sustituido en C-3), se planted la posibilidad de tratarla de forma
analoga a como se tratan los péptidos e incorporarla al dipéptido N-protegido 12 mediante una

reaccion de acoplamiento; los ensayos se muestran en la tabla 4.
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(\ZWO@ . ot % e
wJ L

2 12

Tabla 4. Reaccién de acoplamiento entre el dipéptido 12 y el ciprofloxacino 2.

- TEA,CH,CN, THF
H TEA, i-BBCI, THF NA

NA.- No Apreciado

Como se muestra en la tabla, la reaccién no procedié adecuadamente observandose solo
descomposicion de la materia prima. Probablemente esto se debié al carboxilo libre en C-3 que
puede dar lugar a reacciones colaterales, entre ellas la esterificacion del grupo acido con isobutilo,

las cuales se confirmaron por Resonancia Magnética Nuclear.

La preocupacién de mantener intacto al carboxilo del C-3 del Ciprofloxacino 2 por ser
region importante para la accién de la quinolona en el ADN, llevo a la busqueda de alternativas
quimicas para que en lo minimo posible la molécula 2 este expuesta a medios agresivos y asi
mantener la certeza de no ser afectada. Es asi que viendo la posibilidad de proteger el grupo
carboxilo del ciprofloxacino 2 para poder llevar a cabo la reaccion de acoplamiento entre el
dipéptido 12 con la molécula 2 de tal forma que se optimice el rendimiento del producto deseado.
Asi, se optd por la protecciébn de este grupo con alcohol bencilico, ya que presenta dos
caracteristicas importantes sobre la proteccién con alcohol metilico (Esquema 5): La primera es
que el compuesto 2 no sera expuesto a condiciones de reaccidon extremas como altas
temperaturas y a acidos fuertes como en el caso de la esterificaciéon con metanol y la segunda es
que al momento de liberar la molécula del grupo N-protector (Cbz), también es liberado el grupo

bencilo de la O-proteccion, exponiendo a un paso menos para la obtencion del producto final.

22
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HN A

Ester metilico de Ciprofloxacino
Esquema 5. O-Protecciones del compuesto 2.

Una vez protegido la quinolona 2 se intentd nuevamente la reaccién de acoplamiento con
el dipéptido 12. Esquema 6. Para ello se empled la reaccion con i-BBCl en TEA y THF como

disolvente, obteniéndose el derivado peptidico 14.

12 2

i-BBCI
TEA THF

14
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Esquema 6. Sintesis del compuesto 14.

Lo anterior fue corroborado por el espectro de RMN de H, y 3C mostrados en la Figura 9.

. O O

1 Fm/u\ow
3 o |
H (\N N ©
2
N 5 7
* Q\W NS A
Cbz (o)
14

4
6

PM

T
o 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

9.0

Figura 9. Espectro de RMN de 'H del derivado peptidico de quinolona 14.

En el espectro se observé una sefial en aproximadamente 2.4 ppm que probablemente no

pertenece a las sefales ya caracteristicas de las materias primas y después de intentar purificar el

compuesto en varias ocasiones, no se logré purificar. En los intentos de purificacion se utilizé SiO,,

SiO, basico, alumina y alumina basica asi como porfirin. Durante los intentos de purificacion se

observd que el compuesto 14 es inestable al calor y medios acidos. Con la finalidad de evitar

procesos tediosos de purificacion se intento disminuir la cantidad de TEA durante el proceso, aun

asi el producto presentaba impurezas.

A pesar de que la metodologia no pudo ser estandarizada, proporciond una pauta que

indicaba que el producto buscado si puede ser obtenido, motivando a plantear nuevas rutas de

sintesis, Esquema 7.
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N N OH )~ oH
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Cbz (@] + (\
N N

12 2

HBTU, DIEA
HOBt, CH,Cl,

Esquema 7. Ruta planteada para la sintesis de 15.

Como se aprecia en el esquema 7, solo la metodologia descrita con la quinolona
desprotegida 2, el dipéptido 12 y HOBt/HBTU como agentes activantes, DIEA como base y DCM

como disolvente proporcionando un buen rendimiento del compuesto 15.

La N-desproteccion de 15 se llevé a cabo en condiciones de hidrogenacién catalitica con H; a
presion atmosférica, con Pd/C al 10% y MeOH como disolvente proporcionandonos el derivado
peptidico 16. Esquema 8.

O O O O

F F
o} o o [ oH
H N N Pd/C H N N
N :

Cbz’ o) N\) A

15 16, 32.13 % Rto.

Esquema 8. N-desproteccién del compuesto 15.
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Una vez sintetizado el compuesto HN-prolina-fenilalanina-O-ciprofloxacino 16 y
estandarizado el método de acoplamiento entre la quinolona 2 y el dipéptido 12, se procedi6 a la
sintesis de los compuestos Cbz-N-Ala-O-ciprofloxacino 17, Cbz-N-Pro-O-ciprofloxacino 18 y Cbz-

N-Fen-O-ciprofloxacino 19 como se muestra en el esquema 9.

o) o o
o F
[ TOH HOBY, HBTU, DIEA [ oH
—>
oH * N N W)L

! HN\) A CH,Cl, N\/' A

17, R= CHj3 ,93.30 % Rto.

Cbz = )J\o
z= 9 /\© 18,R = J\,«r\ﬂ" 98.63 % Rto.
19,R= V)_,,/\@ ,72.24 % Rto.

Esquema 9. Acoplamiento para la obtencion de derivados de Quinolona.

ZT

Cbz”

Como se puede observar en este caso, se tiene también la estructura base del
ciprofloxacino, solo que ahora en lugar del fragmento peptidico se tiene un solo aminoacido, lo que
lo hace una molécula de menor tamafo que podria mostrar una mejor actividad antibacteriana que

el derivado 16.>

La reaccién se llevé a cabo en DCM como disolvente, utilizando HOBt y posteriormente

HBTU como agente activante y DIEA como base.

Cabe destacar que el uso de HBTU como activante en la sintesis de péptidos ha cobrado
importancia en los ultimos afios, esto se debe principalmente a que el acoplamiento se da en
condiciones muy suaves evitando al maximo la racemizacién y presencia de otros compuestos

derivados de reacciones colaterales.

El espectro de RMN mostrado en la Figura 10 muestra la presencia del compuesto 17.

26



T T T T T T
. 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0

Figura 10. Espectro del compuesto Cbz-HN-Ala-Cpx (compuesto 17).

Para obtener las moléculas N-desprotegidas se realizé una hidrogenacion catalitica a las

moléculas 17, 18 y 19 a presion atmosférica empleando Pd/C como catalizador y metanol como

disolvente, para poder liberar a la molécula del grupo protector Cbz. Esquema 10.

(0]

O O o)
F Pd/C F
0 | OH > 0 | OH
(NN

H '/\N N
_N
Cbs j)LN\) A HzNw)LN\/, A
R R
20, R = CH3 ,22.98 % Rto.
0
21, R=\,\(\J‘r ,21.43 % Rito.

22, R= "Z,,/\© ,00.00 % Rto.

Esquema 10. Hidrogendlisis catalitica para la obtencién de derivados de quinolona.
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2. Pruebas bioldgicas de los derivados de quinolona

En este apartado del trabajo, los compuesto sintetizados de la seccion anterior se ponen a
prueba para determinar su actividad biolégica ante bacterias (Gram positivos o Gram negativos).
En el siguiente esquema se muestran las moléculas a las cuales se les realizan pruebas
biolégicas. Figura 11. Con la finalidad de observar si el grupo N-protector (Cbz) proporciona alguna
actividad antimicrobiana se opt6 por realizar una comparacion entre las moléculas N-protegidas y

las N-desprotegidas.
O (0] O O

S #QO\)F

'S
C)LQN]@\)EAOH 0 dWOH

HoN
Cbz” 2

S@
o D>
L
[>_

q«ﬁé@ X S SSR!

Figura 11. Productos finales que se someteran a pruebas bioldgicas.
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Las pruebas microbiolégicas para medir la actividad de los complejos se realizaron en

cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli , siendo de origen clinico. ¢,?

Se decidid utilizar estas bacterias para realizar los ensayos debido a la problematica en
resistencias que actualmente se presentan. Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo,
inmovil, agrupado en forma de racimos de uvas. Es un componente normal de la microflora
humana nativa y es transportado de manera asintomatica en diferentes partes del cuerpo. Es un
microorganismo que genera rapidamente resistencia a nuevos antibiéticos, la importancia de hacer
las pruebas en este microorganismos es porque genera diversa enfermedades ambulatorias y
hospitalarias.

La Escherichia coli ha sido objeto de mas investigacion cientifica que cualquier otro
microorganismo. Esta bacteria es el principal habitante facultativo del intestino grueso y el que con
mayor frecuencia es aislado como agente causal de infecciones de las vias urinarias y de heridas,

neumonia, meningitis y una amplia variedad de enfermedades gastrointestinales.

Se trabajo con dos cepas susceptibles a ciprofloxacino. La prueba que se realizé para
medir la actividad de los complejos fue la prueba de sensibilidad por difusién en agar, empleando
el método de Kirby-Bauer que es el mas empleado debido a los resultados satisfactorios que

proporciona.

Se usaron sensidiscos impregnados con 5 ug de cada complejo basandonos en que ésta
concentracion es la utilizada para realizar la prueba con Ciprofloxacino de acuerdo a lo reportado
por el National Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) y se compararon con los halos

control, mostrandose en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la prueba Kirby-Bauer para Staphylococcus aureus.

conc. /
(n9)
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12.50 13

Tabla 6. Resultados de la prueba de Kirby-Bauer para Escherichia coli.

conc. |/
(n9)

A

12.50 11 14 11 22 15 -

30



VI. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos microbiolégicos se
observa que la actividad esta en funcién de la estructura de los complejos y no es
debida al grupo protector por si mismo.

En base a la actividad nula de los complejos frente a las cepas resistentes a

ciprofloxacino, se observé que la presencia de aminoacidos puede ser favorable y

que las moléculas sin grupo protector presentan una mejor actividad.
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VIl. PARTE EXPERIMENTAL
1. Aspectos Generales.

Previo a la realizacion de cada una de las reacciones, el material se lavo perfectamente y
se enjuago con acetona, la cual se seco en estufa a una temperatura aproximada de 80° C. La
purificacion se realizd por recristalizacion con tres solventes, cada uno mencionado en la
correspondiente metodologia. La purificacién por cromatografia se efectio con Silica gel 70 — 230
de la marca Mesh y como fase movil los diferentes solventes especificados en las metodologias en
particular. EI monitoreo de las reacciones se realizd por cromatografia en capa fina por medio de
cromatofolios Merck, siendo la fase estacionaria Silica gel 60 F — 254 y la fase movil la indicada en
la metodologia correspondiente. Se usaron como reveladores, vapores de yodo y luz ultravioleta.
Los puntos de fusion se determinaron por el método Fisher en un equipo marca Fishe-Johns Mod.
4121.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de pronto (1H) y carbono (13C) fueron
realizados en equipo Varian 200, Bruker 300 y Mercury 400. Usando los disolventes deuterados
CDCl;, CD3OH, DMSO, y Tetrametilsilano (TMS) como referencia. Los desplazamientos son
proporcionados en partes por millon (ppm) y la constante de acoplamiento J en Hertz. La

multiplicidad esta indicada como: s, d, dd, t, c y m.

Extraccion de Ciprofloxacino, (2)

En un matraz redondo de 250 ml provisto de agitacion, se colocaron 500 mg de clorhidrato
de Ciprofloxacino monohidratado y 15 ml de H,O destilada por un periodo de 1 hora.
Posteriormente, se filtro y la solucion se trato con solucion NaOMe/MeOH hasta saturacion y la
formacién de un precipitado blanco, el cual se filtro y se seco a temperatura ambiente. Se obtuvo

0.44 g (98.7 % de rendimiento) de un polvo blanco que es soluble en DMSO.
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" H RMN. (DMSO, 200 MHz) & 1.21 (m, 4H, CH,), 3.44-3.64 (dc, J = Hz, 4H, CH,)7.51 (d, J
= 7.7 Hz, 1H, CH), 7.84 (d, J= 13.56 Hz, 1H, CH), 8.628 (s, 1H, CH).

3¢ RMN. (DMSO, 50 MHz) & 8.21 (CH,), 35.35 (CH), 106.07, 110.66, 111.12 (CH), 139.21
(CF o C-piperazina), 166.00 (CO,), 176.23 (CO).

2. Método general de N-proteccion de aminoacidos

En un matraz redondo de 250 ml provisto de agitacion magnética y bafio de hielo, se
coloco una solucion de NaOH 1N y 1.0 equivalente del amino acido y 1.2 equivalente de
cloroformiato de bencilo (Cbz). Después de 1 hora de agitacion, se revisa que el pH de la solucion
aun se mantenga en 10, de lo contrario se adiciona NaOH 1N. Continuando después de 12 horas
de agitacién, se realizan lavados con H,O, la fase acuosa se acidifica con HCI 1N a un pH
aproximado a 3. El precipitado se extrajo con DCM, la fase organica se sec6 con Na,SO,4 anhidro y

se concentro en rotavapor.

Sintesis de Cbz-HN-Ala, (7)

©VO\H/H])(10H

0]

Siguiendo el método general de N-proteccion se adicionaron 1.00 g (11.23 mmol) de L-
alanina disuelto en 50 ml de una solucion NaOH 1N. Continuando con la adicién de 1.8 ml (13.47
mmol) de cloroformiato de bencilo. Obteniendo 2.34 g (93.23 % de rendimiento) de un polvo blanco

conun p.f. 78 °C.

"H RMN. (CDCl3, 400 MHz) & 1.46 (d J = 7.3Hz, 3H, CHs), 4.41 (c J = 7.14Hz, 1H, CH),
5.12 (d 2H, CH,), 5.53 (d, J = 6.59Hz, 1H, NH), 5.05-5.36 (m 5H).

13C RMN. (CDCls, 200 MHz) 5 18.35 (CHj), 49.42 (CH), 67.1 (CH.,), 128.11, 128.25, 128.53
(C’s aromaticos), 136.03 (C ipso), 155.81 (CONH), 177.07 (CO).
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Sintesis de Cbz-N-Pro, (8)

Basados en la metodologia general de N-proteccidon de aminoacido se trato una solucion
de 1.00 g (8.68 mmol) de L-prolina disuelta en 50 ml de una solucién NaOH 1N y 1.46 ml (10.42

mmol) de Cbz. Se obtuvo 2.0374 g (94.10 % de rendimiento) de un aceite transparente referente al
compuesto 7.

" H RMN. (CDCls, 200 MHz) & 2.20 (m, 4H, CH,), 3.57 (m, 2H, CH,), 4.45 (m, 1H, CH), 5.19
(m, 2H, CH,), 7.23-7.43 (m, 5H).

Sintesis de Cbz-HN-Fen, (9)

Prosiguiendo con el método general de N-proteccion una solucién 1.00 g (6.05 mmol) de L-
fenilalanina 5 que fue tratada con 1.02 ml (7.26 mmol) de Cbz que nos proporcioné 1.89 g (93.54 %

de rendimiento) de un polvo blanco con un p.f. 66 °C.

" H RMN. (CDCls, 200 MHz) & 3.08 (dd, J = 6.2, 14 Hz, 1H, CH,), 3.21 (dd, J = 5.4, 14 Hz,
1H, CH,) 4.65 (dd, J = 8.0, 1H, NH), 7.11-7.32 (m, 10H).

3C RMN. (CDCls, 50 MHz) & 37.67 (CH,), 54.11 (CHCH,), 67.11 (CH,OCO), 127.16,
128.06, 128.20, 128.49, 128.61, 128.30 (C’s aromaticos), 135.76, 136.01 (C’s ipso), 155.84
(CONH), 176.00 (CO,H)
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Sintesis de H,N-Fen-OMe, (10)

En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se introdujo una solucion de 3.00 g
(19.33 mmol) de L-fenilalanina disuelta en 30 ml de metanol. Prosiguiendo con una adiciéon de 1.69
ml (23.16 mmol) de SOCI,. Después de 12 horas de agitacion, se concentro en rotavapor a presion
reducida, prosiguiendo con lavados de DCM y Hexano, obteniéndose 3.76 g (95.95 % de

rendimiento) de un polvo blanco con p.f. de 130 °C.

' H RMN. (CDCl;, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

3C RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CH,), 53.72 (CH3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).

3. Procedimiento general para las reacciones de acoplamiento
Acoplamiento de aminoacidos via un anhidrido mixto.

En un matraz provisto de agitaciéon se coloc6d una solucion de 1.0 equivalente de amino
éster y THF tratados con 2.0 equivalentes de trietilamina (TEA). Se deja reaccionar por un periodo

de 1 horas.

En otro matraz con agitacion magnética y bafo de hielo, se trata una solucién de 1.0
equivalentes del aminoacido N-protegido en THF y 1.0 equivalente de TEA la cual se traté a goteo
lento con 1.05 equivalente de una solucién 0.2 M de cloroformiato de isobutilo (i-BBCI) en THF. Se

dejé reaccionar por 20 minutos a una temperatura aproximada de 0 a 4 °C.

Transcurridas los dos periodos de reaccion, el amino éster activado se adiciona lentamente
al matraz del aminoacido N-protegido y se deja ascender la temperatura lentamente durante las 12

horas de reaccion.
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Al finalizar la reaccion, se filtra a gravedad y el liquido se concentra. Se resuspende el
residuo en AcOEt y se realizan 3 lavados con agua. La fase organica se seca con Na,SO, anhidro

y se concentra en rotavapor a presion reducida.

Una solucién de 1 equivalente de Cbz-N-aminoacido-OH y DCM fueron tratados con 1
equivalente de Ciprofloxacino, 1.05 equivalentes de 1-Hidroxibenzotrial (HOBt), 1.05 equivalentes
de Hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N",N"-tretrametil-uranio (HBTU) y 2.0 equivalentes
de Diisopropiletilamina (DIEA), dejando la mezcla en agitacion por 12 horas. Posteriormente se
realizaron lavados con H,O destilada y solucién de NaHCOj3, la fase organica se seca con Na,SO,

y se concentra en rotavapor a presion reducida y sin temperatura.

Sintesis de Cbz-HN-Pro-Fen-OMe, (11)

-

Siguiendo el procedimiento general de acoplamiento | una solucién de 0.95 g (4.41 mmol)
de L-Fen-OMe 9 disuelta en 22.07 ml de THF y tratada con 1.53 ml (11.03 mmol) de TEA, seguida
de la adicién de la mezcla formada por 1.00 g (4.01 mmol) de Cbz-N-Pro 7 disuelta en 20.08 ml de
THF vy tratada con 0.52 ml (4.01 mmol) de i-BBCI disueltos en 2 ml de THF anhidro. Se aislaron

1.05 g (58.52 % de rendimiento) del compuesto 10 como un aceite ambar.

' H RMN. (CDCl;, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

¢ RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CH,), 53.72 (CH3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).
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Sintesis de Cbz-HN-Ala-Cpx-OH, (18)

( O O

Bajo el procedimiento general de acoplamiento Il, en un matraz redondo de 50 ml se
colocaron 0.50 g (2.24 mmol) de Cbz-HN-Ala 6 en 40 ml de DCM, 0.74 g (2.24 mmol) del
compuesto 2, 0.32g (2.35 mmol) de HOBt, 0.89 g (2.35 mmol) de HBTU y 0.78 ml (4.48 mmol) de
DIEA y se dejaron en agitacion por 12 horas. Se percold con AcOEt y se aislé 1.19 g (98.30 % de

rendimiento) de un polvo blanco con un p.f. 228 °C del compuesto 14.

" H RMN. (CDCls, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.71 (s, 3H, CHj), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

3¢ RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CH,), 53.72 (CHs), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).
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Sintesis de Cbz-HN-Pro-Cpx-OH, (19)

f O O

En base al procedimiento general de acoplamiento Il, en un matraz de 50 ml provisto de
agitacion se introdujo una solucion de 0.50 g (2.00 mmol) de Cbz-N-Pro 7 y 40 ml de DCM,
posteriormente fue tratada con 0.66 g (2.00 mmol) de Cpx 2, 0.28 g (2.10 mmol) de HOBt, 0.798 g
(2.10 mmol) de HBTU y 0.698 ml (4.00 mmol) de DIEA. Posterior a una percolada en la cual se uso
como eluyente AcOEt, se obtuvo 1.11 g (98.63 % de rendimiento) de un polvo blanco de el

producto Cbz-N-Pro-Cpx-OH 15 que presenté un p.f. de 177 °C.

' H RMN. (CDCl;, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CHy), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

3¢ RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CHy,), 53.72 (CH3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).

Sintesis de Cbz-HN-Fen-Cpx-OH, (20)

s

Tomando como base el procedimiento general para acoplamiento Il, en un matraz se
colocan 0.05 g (0.17 mmol) del compuesto 8 disuelto DCM, al cual se le agrego 0.05 g (0.17 mmol)
del compuesto 2, 0.06g (0.18 mmol) de HBTU, 0.02 g (0.18 mmol) de HOBt y 0.04 g (0.33 mmol)
de DIEA. Se dejo reaccionar por 12 horas a temperatura ambiente. Al termino de la reaccion, se
percol6 con AcOEt obteniendo 0.099 g (72.24 % de rendimiento) de un compuesto blanco que
funde a 00.00 (este compuesto no se la ha determinado el punto de fusién porque estaba en

resonancia, es de los lotes realizados con yola) °C.
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Sintesis de Cbz-HN-Pro-Fen-Cpx-OH, (16)

Guiandonos por el procedimiento general de acoplamiento Il, se colocaron en un matraz
redondo de 50 ml provisto de agitacion 0.50 g (1.26 mmol) del dipéptido 11 en 40 ml de DMC, 0.42
g (1.26 mmol) de Ciprofloxacino 2, 0.18 g (1.32 mmol) de HOBt, 0.50 g (1.32 mmol) de HBTU y
0.44 ml (2.52 mmol) de DIEA. Terminada la reaccion se percolé con AcOEt recuperandose 0.8443

g (94.30 % de rendimiento) del compuesto 17, el cual funde a 93 °C.

' H RMN. (CDCl;, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

3C RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CH,), 53.72 (CH3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).

Sintesis de Cbz-HN-Pro-Fen-OH, (11)

-

En un matraz redondo de 50 ml provisto de agitacién magnética y bafio de hielo se
colocaron 0.63 g (1.41 mmol) del dipéptido 10 que fue disuelto en 6.3 ml de THF:H,O:MeOH
(25:3:0.1) y posteriormente tratado con 2.12 ml de LiOH 2M. Después de 3 horas de reaccion, la

mezcla de reaccion se llevé a un pH de 3 con HCI 1N. La extraccion se realizdé con AcOEt y se
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secod con Na,SO, . Después de la purificacion del crudo por medio de cromatografia en columna
empleando como eluyente Hexano:AcOEt:AcOH (1:1:0.1) se aislaron 0.48 g (85.62 % de

rendimiento) del compuesto 6 como aceite amarillo paja.

' H RMN. (CDCl;, 200 MHz) & 3.09 (dd, J = 75.1, 14.48 Hz, 1H, CH,), 3.23 (dd, J = 5.86,
14.29 Hz, 1H, CH,), 3.71 (s, 3H, CH3), 4.31 (dd, J = 6.32, 7.33 Hz, 1H, CH), 7.13-7.53 (m, 5H).

3C RMN. (CDCI3, 50 MHz) & 35.72 (CH,), 53.72 (CH3), 54.25 (CH), 128.27, 128.44, 128.53
(C’s aromaticos), 133.87 (C ipso), 170.2 (CO,).

4. Método general de N-Desproteccion de Dipéptidos.

En un matraz de fondo Redondo provisto de agitacién magnética se tratdé 1 equivalente del
dipéptido N-protegido disuelto en metanol, con 10% (w/w) de Pd/C al 10% y se saturo con H,. Se
dejo reaccionar por 4 h a presion atmosférica. Finalizada la reaccion se realizo una cristalizacion

especificada para cada sintesis. Revisar el paso de filtrado.

Sintesis de H,N-Ala-Cpx-OH (21)

De acuerdo a la metodologia general de N-desproteccion, se trataron 0.24 g (0.45 mmol)
del dipéptido N-protegido 14 y disuelto en metanol con 0.015 g de Pd/C al 10 % y se dejo
reaccionar por un periodo de 4 horas en atmodsfera de Hidrogeno. Transcurridas las 4 horas de
reaccion, se recristalizé en tres disolventes DCM/MeOH/AcOEt obteniendo 0.04 g (22.98 %) del

compuesto N-desprotegido que funde a 206 °C.

Sintesis de HN-Pro-Cpx-OH, (22)
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En un matraz redondo se traté una mezcla de 0.4968 g (0.88 mmol) de el compuesto
protegido 15 en metanol como disolvente con 0.0496 g de Pd/C al 10 % en atmosfera de
Hidrogeno, tal mezcla se dejo reaccionar por un periodo de 4 horas. Posterior a la reaccion, se
realizd una recristalizacion a tres disolventes DCM/MeOH/AcOEt, obteniendo 0.081 g (21.43 % de

rendimiento) de un polvo color amarillo claro con punto de fusion de 254 °C.

Sintesis de H,N-Fen-Cpx-OH, (23)

F
o OH

|
HoN N\/’,“ i

Siguiendo el procedimiento general de N-desproteccidon se realizé la hidrogendlisis de
00.00 g (00.00 mmol) del compuesto N-protegido 16, en presencia de 0.00 g de Pd/C en atmdsfera
de Hidrogeno por un periodo de 4 horas. Posterior a la reaccion se llevo a cabo una recristalizacion
a tres disolventes DCM/MeOH/AcOEt dando 00.00 g (00.00 %) del compuesto 20, el cual presenta
un punto de fusion de 00.00 °C.

Sintesis de H,N-Pro-Fen-Cpx-OH (17)
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W
N N
H
¢

A 0.15 g (0.21 mmol) del dipéptido 17 N-protegido se le efectué una hidrogendlisis
catalitica con 0.015 g de Pd/C al 10 % por un lapso de 4 horas en una atmésfera de hidrogeno.
Pasadas las horas de reacciéon se llevo a cabo una recristalizacion a tres disolventes
DCM/MeOH/AcOEt obteniendo 0.039 (32.13 %) de compuesto de color verde olivo que funde a

una temperatura de 210 °C.

5. Prueba de sensibilidad por difusién en agar.

El método empleado para realizar esta prueba fue el método de Kirby-Bauer.
El siguiente procedimiento se realiz6 a las 2 cepas, Staphylococcus aureus y Escherichia

coli:

Se resembraron las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli en placas de agar
Mueller-Hinton y se dejaron incubar a 37 © C durante 24hr. Se tocaron con un asa estéril 3 colonias
del patdégeno crecido en el medio de cultivo y se inocularon en un tubo con 3 ml de caldo Mueller-
Hinton, se homogeniz6 agitando y se dejo incubar durante 4-6 h hasta que se alcanz6 una turbidez
comparable con el estdndar del tubo numero 0.5 de la escala McFarland (cuya turbidez es

equivalente a la provocada por crecimiento de 150 000 000 bacterias).

* Si no se alcanza la turbidez deseada se deja incubar por mas tiempo y si se tiene un

exceso de ésta, se diluye agregando mas caldo Mueller-Hinton estéril.

Enseguida se sumergié un hisopo estéril en la suspension bacteriana estandarizada, (el
hisopo fue rotado varias veces y presionado firmemente contra la pared interna del tubo sobre el
nivel de liquido para remover el exceso de inoculo) y se utilizd para inocular de forma homogénea

toda la superficie de una placa de agar Mueller Hinton.

*La técnica que se utilizé para inocular la placa fue estriado sobre toda la superficie, se giré

90 ° y se repitid el rayado para asegurar la distribucién uniforme del inéculo, como paso final se
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paso6 el hisopo sobre los bordes del agar, después se dejo secar aproximadamente 5 minutos y

enseguida se colocaron los sensidiscos impregnados con 5 ug/ml de cada compuesto a probar.

Los sensidiscos se colocaron con pinzas estériles presionando un poco sobre el agar con
la finalidad de que el antibiético difundiera, se colocaron cuidando conservar una distancia no
menor de 24 milimetros entre cada uno de ellos y procurando no colocar mas de 5 sensidiscos por
placa. La placa con los sensidiscos fue invertida, rotulada y se llevé a la incubadora a 37°C durante
18 — 24 h.

Pasado el tiempo de incubacion se midieron los diametros de inhibicion en milimetros con
regla y se compard la sensibilidad, resistencia o sensibilidad intermedia con referencia que
presenta el ciprofloxacino en el esquema reportado por el National Committee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS) y por el BD BBL TM Sensi-Disc para el analisis de sensibilidad

antimicrobiana.
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