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1. RESUMEN

Las fluoroquinolonas son agentes antimicrobianos de amplio espectro que se han
convertido en farmacos de primera eleccién para varias enfermedades infecciosas (Hooper
2003). Por ello en la actualidad las quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, ofloxacino, étc.)
se encuentran dentro de los agentes antimicrobianos mas utilizados. De acuerdo a los estudios
realizados sobre su estructura, se ha observado que la naturaleza del sustituyente en posicion 7
afecta significativamente su preferencia hacia la ADN girasa o0 ADN topoisomerasa IV; y por
lo mismo, esta parte de la molécula ha sido la méas sometida a cambios estructurales. En la
busqueda de compuestos potencialmente citotoxicos que presenten actividad frente a la
enzima topoisomerasa, en el presente trabajo se obtuvo una serie de N-aminoalquil
fluoroguinolonas y N-aminoacil fluoroquinolonas, a partir de una sustitucion en el carbono de
la posicion 7 de la molécula, los anélogos pueden ser usados como precursores de nuevos
compuestos de interés. A los nuevos compuestos se les evalud su actividad antimicrobiana
frente a cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus mediante el método de Kirby-Bauer y
pruebas de dilucion en tubo. Los resultados de actividad antimicrobiana frente a ambas cepas
de dos N-aminoalquil fluoroquinolonas sustituidas en la posicion 7, muestran que a altas
concentraciones los compuestos inhiben el crecimiento bacteriano de manera similar al
ciprofloxacino. Sin embargo, al sustituir en la posicion 3 se pierde completamente la actividad.
Por otro lado se obtuvieron N-aminoacil fluoroquinolonas que presentaron mayor actividad

antimicrobiana que el compuesto de referencia.
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I1. INTRODUCCION

Las quinolonas por ser agentes antimicrobianos de origen completamente sintético, no
son modeladas a partir de ningln antibiético natural. EI término quinolona se ha establecido
para nombrar estructuras biciclicas heteroatdmicas, constituidas por un nacleo piridona-
funcionalizada con un &cido carboxilico y fusionada a un anillo aromético. Las diferentes
posiciones de las quinolonas se numeran partiendo del heterodtomo de nitrégeno como se
indica en la figura 1(Mella et al. 2000).

Figura 1. Estructura basica de las quinolonas (X = C o N).

Dependiendo de la incorporacion de dtomos de nitrogeno en el nicleo basico de las

quinolonas, estas se clasifican en cuatro grupos diferentes:

1.- Naftiridinas: contienen un a&tomo de nitrégeno en las posiciones 1y 8.
2.- Cinolinas: presentan un atomo de nitrégeno en las posiciones 1y 2.
3.- Quinolinas: se caracterizan por contener un Gnico atomo de

Nitrégeno en la posicién 1.

4.- Piridopirimidonas: presentan nitrogenos en las posiciones 1,6 y 8.

De estas subfamilias, solo las 4-quinolinas y las 4-naftiridinas han sido llevadas a la
clinica, aunque la mas utilizada en la sintesis de nuevos analogos es la 4-quinolina por dar
lugar a derivados con actividad notable (Gutierrez, Zufiaurre, 2004). La estructura basica o
farmacoforo de estos compuestos, que ha sido sometida a méas variaciones en sus

sustituyentes, esta constituido por un anillo piridona con un carboxilato en posicion 3, el

@ Facultad de Quimico Farmacobiologia 2
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ndcleo central de la molécula es el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina. (Wolfson y Hooper,
1989).

Actualmente las quinolonas son de los agentes antimicrobianos mas utilizados, entre
los que destacan el ciprofloxacino, levofloxacino y ofloxacino. El ciprofloxacino (fig. 2) ha
sido muy utilizado en la clinica terapéutica por presentar mayor espectro de actividad, con
microorganismos Gram positivos y con una gran actividad sobre Gram negativos (Muytjens,
1983).

Figura 2. Estructura del Ciprofloxacino 1.

De acuerdo a los estudios realizados sobre su estructura, se ha observado que la
naturaleza del sustituyente en la posicion 7 afecta significativamente la preferencia de las
fluoroquinolonas por su blanco de accion molecular (ADN girasa o ADN topoisomerasa 1V);

por lo cual, esta parte de la molécula ha sido la més sometida a variaciones.

En el presente trabajo se presentan nuevos derivados de fluoroguinolona, a partir de
sustituciones en las posiciones 3 0 7 de la molécula y evaluarlos frente a cepas de S. aureus y
E. coli. La primera serie de compuestos que se describe la constituyen las aminoalquil

fluoroquinolonas (fig. 3).

El segundo grupo de compuestos que se expone, lo integran analogos de
fluoroquinolona sustituidos en la posicién 7 con aminoacidos previamente protegidos. Aunque
no es el objetivo obtener las aminoacil fluoroguinolonas N-carboxibenciladas (fig.4) se
consideréd importante explorarlas para ver su efecto respecto a las fluoroquinolonas

desprotegidas.
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Figura 3. Aminoalquil fluoroquinolonas sustituidas en la posicion 3y 7.

o o
Cbz/N\[)J\N/_\N N
R A
o)
8.R= 11.R= _
N on IA© LCS

CH

9.R= \/ 3 12.R=H 15'R=I/\@

1o.r= 1—cH, 13.r= N 16.R=\/\©\
3 OH

Figura 4. Aminoacil fluoroquinolonas N-carboxibenciladas sustituidas en el nitrégeno

dista de la piperazina en posicion 7.

La liberacion del Cbhz y desproteccion de los aminoacidos de los compuestos
previos, dio origen a las N-aminoacil fluoroguinolonas (fig.5). Los compuestos obtenidos

enriquecen el panel de fluorogquinolonas con potencial uso terapéutico.
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Figura 5. N-Aminoacil fluoroguinolonas sustituidas en el nitrdgeno distal de la

piperazina en posicion 7.
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1. ANTECEDENTES

3.1. HISTORIA DE LAS QUINOLONAS

Desde la antigiiedad el hombre ha tenido interés por descubrir las causas que generan
una enfermedad y el modo de combatirla. Esta busqueda ha permitido obtener antibidticos

como la penicilina, descubierta por Fleming, o el acido nalidixico por Lesher en 1962.

En el afio 1960, Barton obtuvo 80 compuestos quinolénicos, uno de las cuales fue
aislado durante la sintesis del antimalarico cloroquina, el cual demostré tener actividad
antimicrobiana (Barton 1960). Posteriormente al realizar una modificacion a este compuesto
26 (fig. 5) permitio la sintesis del acido nalidixico (27) primer quinolona introducida en la

clinica en 1967 en el tratamiento de las infecciones urinarias causadas por enterobacterias.

o 0 o 0
F F
NS
cl N H, ™ N7 N
CH,CH, CH,CH
26 27

Figura 6. Estructura del 1-etil-7-cloro-3-carboxiquinolona (26) subproducto

que permiti6 obtener el acido nalidixico (27).

La aparicion del acido nalidixico que presentd una modesta actividad frente a
microorganismos Gram negativos, marco el inicio del desarrollo de las quinolonas como
agentes antibacterianos. No fue hasta mediados de los afios 70, cuando aparecen nuevos
compuestos como; el cinoxacino, miloxacino, acido piromidico, acido oxolénico vy
pipemidico, que junto con el acido nalidixico conformaron la primera generacion de

quinolonas (figura 7).
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Figura 7. Estructura de las quinolonas de la primera generacion.

Las modificaciones estructurales en la molécula de la quinolona, particularmente la
introduccion de fluor en la posicion 6, dieron como resultado las quinolonas de segunda,
tercera y cuarta generacion, mejor conocidas en la literatura farmaceutica como
fluoroquinolonas, ampliando con ello su espectro de accidon contra los microorganismos Gram
positivos (Emmerson er al 2003., Rohlfing et al 1976). La primera de ellas, el norfloxacino,
fue descrita en 1973. Este compuesto resultdé ser mas activd que sus predecesores, pero por su
mala absorcion oral y por lo tanto bajos niveles de concentracion en plasma después de su

administracion, su uso esta limitado a infecciones de las vias urinarias.

La introduccion de nuevos radicales en la quinolona didé lugar al pefloxacino,
enoxacino, lomefloxacino, fleroxacino, ciprofloxacino y ofloxacino de manera simultanea.
Estas nuevas fluoroquinolonas presentaron un mayor espectro de actividad (ampliado a
organismos Gram positivos y con una gran actividad sobre Gram negativos). El ciprofloxacino
y el ofloxacino presentaron mayor biodisponibilidad que sus predecesoras promoviendo su uso

para el tratamiento de infecciones sistémicas, ademas de las infecciones urinarias.

La tercera generacion de quinolonas incluye compuestos con mayor complejidad

estructural con respecto a las generaciones anteriores. Estos presentan mayor espectro de
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accion frente a Gram positivos, por ejemplo Streptococcus pneumoniae (Piddock 1994) asi
como patdgenos anaerobios (Appelbaum 1999) y atipicos (Jacobs 1999). En este grupo se
encuentran derivados como: esparfloxacino, temafloxacino, y tosufloxacino; ademas del

grepafloxacino, moxifloxacino y levofloxacino.

Por otra parte, las quinolonas de cuarta generacion al igual que las de tercera incluyen
compuestos que actian frente a Gram positivos, Gram negativos y atipicos. Sin embargo, las
quinolonas de cuarta generacién son mas potentes y actiian frente a un mayor nimero de
patogenos anaerobios (Appelbaum 1999). A Este grupo pertenecen el: clinafloxacino,

gatifloxacino, moxifloxacino, trovafloxacino, sitafloxacino y gemifloxacino.

En la figura 8 se esquematiza a de manera general la evolucion generacional de las

fluoroquinolonas.

Ac. Nalidixico  Norfloxacino Temafloxacino  Nadifloxacino

l l l L Nuevas Fluoroquinolonas

1990
T T T T Moléculas Hibridas
Flumegquino Ciprofloxacino  Grepafloxacino Gem;’ﬂoxacfno
Ac. pipemidico Ofloxacino Levofloxacino Garenoxacino
Ac. oxolinico Gatifloxacino

Figura 8. Cronologia de la aparicion de las principales Quinolonas.

El desarrollo de las quinolonas se ha visto favorecido, no solo por la posibilidad de
modificar su estructura basica, sino también por la posibilidad de cambiar sustituyentes en
todas las posiciones de la molécula, excepto la posicion 3 que presenta el carboxilato y el
carbonilo de la posicion 4. Asi, la actividad antibacteriana de la molécula de quinolona
depende no solo de mantener el nticleo intacto, sino también de la naturaleza de los radicales

periféricos que conforman la molécula asi como también de su relacion espacial como es el
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caso del levofloxacino, que es el enantibmero puro, mas activo que el ofloxacino que es la

mezcla racémica del mismo compuesto.

Cabe destacar, que no todos los compuestos sintetizados y activos han llegado a usarse
en la practica terapettica. A muchos de ellos se les suspendieron sus ensayos clinicos y otros
fueron retirados del mercado debido a problemas de toxicidad y/o efectos adversos, como
fueron los casos del gemifloxacino, clinafloxacino, trovafloxacino o grepafloxacino

(Rubinstein 2001).

De igual manera, algunas fluoroquinolonas han sido atractivas terapetticamente para
infecciones poco convencionales como es el caso del moxifloxacino que recientemente se ha
considerado un buen candidato para el tratamiento de la ulcera de Buruli producida por
Mycobacterium ulcerans y para la cual se cuenta en la actualidad con un tratamiento costoso y
poco eficiente de rifampicina y estreptomicina combinadas. Cabe mencionar que, para la
Organizacion Mundial de la Salud, la tlcera de Buruli es considerada como una de las 14
enfermedades tropicales desatendidas (neglected tropical diseases) y que representan un
problema pues se dan principalmente en condiciones de pobreza y conllevan discapacidades
funcionales, lo que genera costo laboral y menor posibilidad de pagar el tratamiento, lo cual da
lugar a un circulo vicioso. Es importante mencionar el ejemplo pues algunas regiones de
Meéxico, sobre todo las de mayor pobreza entran en este esquema por lo que hay una urgencia
por encontrar soluciones a problemas locales del mismo tipo que la tlcera de Buruli (Bechtle

2010).

3.2. MECANISMO DE ACCION DE LAS QUINOLONAS ANTIBACTERIANAS

Las quinolonas ejercen su accion antibacteriana tras penetrar en el citoplasma
bacteriano mediante un mecanismo de difusién pasiva a través de los canales acuosos
transmembranales de las porinas o de la capa de los lipopolisacaridos. Una vez dentro de la
célula, actian por mecanismos que son complejos y aunque bastante estudiados no del todo

conocidos (Taléns 2001).
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El blanco de accion de las quinolonas son dos topoisomerasas bacterianas tipo II: ADN
girasa y topoisomerasa V. Estas enzimas son responsables de resolver problemas topoldgicos
en el ADN. Las quinolonas ejercen su efecto antibacteriano inhibiendo la actividad de la ADN
girasa en bacterias Gram negativas y la topoisomerasa IV en Gram positivas (Barmard y

Maxwel 2003, Holden 2001).

La DNA girasa es una enzima tetramérica compuesta de dos subunidades A y dos
subunidades B, codificadas por los genes gyrd y gyrB respectivamente. La principal funcion
de esta enzima es catalizar el superenrollamiento negativo del ADN (Bates y Maxwell 2005);
es una enzima singular entre todas las topoisomerasas que se caracterizan por relajar el ADN,
siendo la unica capaz de superenrollarlo, actividad exclusiva de células procariotas; atn en
organismos mas evolucionados no se ha detectado una enzima capaz de llevar a cabo la

funcion de la girasa (Kampranis y Maxwell 1998, Holden 2001).

La topoisomerasa IV es una enzima tetramérica de secuencia muy similar a la ADN
girasa, la cual esta codificada por los genes parC y parE . La topoisomerasa IV es capaz de
relajar el ADN, pero no superenrollarlo, ademas de mostrar potente actividad decatenadora

(Ruiz 2003, Bates y Maxwell 2005).

Las quinolonas ejercen su efecto antibacteriano involucrandose en el complejo ADN-
Topoisomerasa formando un complejo ternario Quinolona-ADN-Topoisomerasa el cual se
vuelve toxico para la célula y provoca la muerte celular (Wilson y Gisvold 1998, Elsea et al
1992). Sin embargo, los detalles moleculares de como la quinolonas interfieren con la accion
de la topoisomerasa o con el complejo de ADN-Topoisomerasa no estdn completamente claro.

(Tuma et al. 2002, Kampranis et al/ 1998, Siegmund 2005).

Shen y colaboradores (1989) han propuesto que la inhibicion de la ADN girasa se debe
a la unién cooperativa entre la quinolona y el ADN, modelo proveniente de estudios realizados
con el norfloxaciono donde se sugiere que en presencia de ATP, en el momento en que el
ADN se encuentra roto por la enzima, cuatro moléculas de quinolona se unen a cuatro bases

desapareadas (ADN de una sola hebra) que forman un hueco mediante puentes de hidrogeno
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entre las bases y el grupo carbonilo de C-4 y el acido carboxilico de C-3. Las moléculas de
quinolona se unen ademas entre si cooperativamente; probablemente mediante interacciones
hidrofobicas cola con cola entre los grupos del N-1 y apilamientos entre sus anillos
aromaticos. Este modelo plantea que la enzima induce un sitio de unidon especifico para

quinolonas en su sustrato, el material genético (fig. 9).

Figura 9.-Modelo propuesto de la interaccion de las quinolonas consigo mismas y con

el sitio de unién (ADN).

Esta propuesta implica cuatro moléculas de quinolona en cada sitio de union; trabajos
posteriores sugieren que dos moléculas pueden ser suficientes, pero el fundamento del modelo
no se ve alterado. En ambos casos las moléculas de quinolona tienen sus grupos polares
expuestos hacia fuera interactuando con las bases del ADN y la region interna no polar
estabiliza el complejo por asociaciones lipofilicas (Mitscher 2005). El modelo de Shen no
toma en cuenta el hecho de que se requiere Mg*" para la interacciéon ADN-quinolona. Ha sido
demostrado que el Mg”*" se une a las quinolonas mediante los grupos carbonilo y carboxilato
C-3 y C-4. Se ha propuesto que las quinolonas se unen a los grupos fosfodiéster de la columna

de ADN mediante una coordinacion electrostatica entre éstos, el Mg ** y los grupos C-3 y C-4
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del farmaco y que esta coordinacion puede ser estabilizada por la interaccion entre las bases y

la quinolona (Noble et al. 2003).

Otra modificacion que se ha hecho al modelo de Shen es incluir interacciones
electrostaticas entre el sustituyente del C-7 de la quinolona y la subunidad B de la girasa

(Turel 2002).

3.3. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LAS QUINOLONAS

A partir de la extensa busqueda en la sintesis de nuevas quinolonas, se han logrado
definir las caracteristicas que pueden aportar diversos sustituyentes alrededor de la region
farmacofora. Este estudio detallado de la relacion estructura-actividad ha permitido asociar
cada posicion de la fluoroquinolona con su actividad especifica, optimizando sus propiedades
antimicrobianas y reduciendo resistencia y toxicidad (Hooper, 1998). En la figura 10 se

muestra la actividad que presentan cada uno de los diferentes radicales de la quinolona.

Aumento Actividad.
Penetracion celular

R6

Radical proximo al
sitio de union del
ADN

Figura 10. Relacion estructura-actividad de la molécula de quinolona.

Posicion 1. En esta posicion resulta indispensable un nitrégeno que puede presentar
distintos sustituyentes. Los primeros compuestos (Acido Nalidixico, Norfloxacina, Enoxacina)

presentaban etilo en esta posicién pero se observo que al sustituir un grupo apolar mas
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voluminoso la actividad aumentd. El sustituyente ciclopropilo estd presente en numerosas
fluoroquinolonas dado que confiere excelente potencia. En el caso de Levofloxacina y
Ofloxacina, un tercer anillo une el nitrégeno 1 y carbono 8 y le da mayor actividad frente a

Gram positivos (Mtscher 2005).

Posicion 2. No se sabe mucho de la relacion estructura-actividad de los sustituyentes
en esta posicion C-3 (Chu 1990). Se han realizado pocas modificaciones, con poco éxito, en
esta posicidon sobre todo por la cercania a los grupos carboxilo y ceto presentes en C-3 y C-4
que son fundamentales para la unién a topoisomerasas bacterianas. De manera que el

sustituyente cominmente encontrado en esta posicion es el hidrogeno (Mitscher 2005).

Posicion 3 y 4. En estas posiciones se localiza el grupo carboxilo y el grupo ceto que
no pueden ser modificados por ser esenciales para la actividad antimicrobiana de la molécula
(Fernandez 2004). Ambas posiciones de la molécula son parte fundamental en la formacion
del complejo Quinolona-Enzima-ADN. Su funcién es la de unirse al ADN, posiblemente
forman algtin puente de hidrogeno (Mitscher 2005, Peterson 2001) o deben estar coplanares
para acoplarse con Mg "y reconocer al ADN de modo que fijan el complejo e inhiben la

girasa o topoisomerasa IV (Garcia et al. 2002).

Posicién 5. Los sustituyentes en esta posicion deben de ser pequefios y en algunos
casos al ser polares incrementan la actividad antibacteriana. Se han introducido sustituyentes
como; N, COH, CNH,, CNH(CHj),, CNHAc, CCH;3, CEt, CCl y CF. Los haldgenos
sustituidos en esta posicion contribuyen significativamente a la fototoxicidad (Mistcher 2005).
La mayoria de las quinolonas presentan un hidrogeno en esta posiciéon y aunque un grupo
amino (esparfloxacino), o un grupo hidroxilo o metilo (grepafloxacino) incrementan la
actividad frente a Gram-positivos (Peterson 2001, Gutiérrez 2004, Anderson 2003), ambas
quinolonas estan asociadas a efectos adversos por los sustituyentes que presentan en esta

posicion (Higgins 2003).

Posicién 6. La adicion de un atomo de fltior en esta posicion mejord la actividad de las

quinolonas predecesoras y dio lugar a lo que conocemos como fluoroquinolonas. Se cree que
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el atomo de fltor aumenta la actividad de estas moléculas porque facilita su penetracion a
través de la membrana bacteriana, mas que por modificar la interaccion con la enzima
(Roychoudhury et al.2002). Otros sustituyentes que han sido estudiados en esta posicion con

resultados poco satisfactorios son: Cl, Br, CN, NO,, CH; y NH; (Mitscher 2005).

Posicion 7. Ha sido la posicion mas versatil a sustituciones y por lo tanto una gran
cantidad de analogos han sido preparados empleando diferentes sustituyentes en esta posicion.
Una conclusion interesante, despues de obtener una gran variedad de andlogos, fue que un
sistema ciclico que contenga dos o tres grupos amino secundario o terciario favorece la
actividad significativamente. Asimismo, la naturaleza del sustituyente en esta posicion afecta
considerablemente la preferencia de las quinolonas por su blanco de accion (ADN girasa o
Topoisomerasa V) por ser responsable de la union de la quinolona a la enzima. También esta
relacionado con cambios de la actividad y espectro de accién, y de algunos parametros
farmacocinéticos como la vida media o la solubilidad de la molécula. La mayoria de los
ensayos realizados en esta posicion indican que los sustituyentes en C-7 se relacionan
mediante interacciones electrostaticas con el sitio de union a las enzimas. Desde el punto de
vista sintético, esta posicion es facilmente sustituida cuando se parte de la quinolona 6,7-
difluorada mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica de esta con una amina
que contenga caracter nucleofilico. El inconveniente relativo es que pueda existir competencia
del carboxilato, que generalmente se tiene protegido en forma de ester, por el nucledfilo (Chu

1990).

Posicion 8. Los sustituyentes en esta posicion presentan un papel determinante en la
afinidad de las quinolonas por la ADN girasa o topoisomerasa V. Este efecto se complementa
por la naturaleza del sustituyente en posicion 5, especialmente si este es un atomo de fluor. Se
ha observado que la presencia de un sustituyente metoxilo en C-8 incrementa la potencia de la
quinolona sin incrementar la fototoxicidad (que es una de las propiedades de reactividad y
toxicidad de estos compuestos), como lo haria un haldgeno en la misma posicion. La primer
modificacion exitosa en esta posicion fue el cambio del N (del acido nalidixico) por CH, lo

que mejord notablemente las caracteristicas farmacocinéticas. Otros grupos que han sido
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investigados en esta posicion incluyen: etoxilo, OH, OCH,F, OCHF,, OCF; y SMe. (Suto et
al. 1992, Heddle 2002, Hayashi et al. 2004, Mitsher 2005).

3.4. AMINOACIDOS

Los aminoacidos tanto esenciales como no esenciales, sintéticos o que cumplen alguna
funcion como los neurotransmisores han sido explorados en la Quimica Medicinal y muchos

de ellos incluso, forman parte de importantes antibidticos como los precursores de penicilina.

Por su parte, los péptidos también han sido de interés medicinal. La secuencia de
aminoacidos de algunos de estos péptidos se controla por el codigo genético como es el caso
de los péptidos antimicrobianos derivados de histonas. Estudios realizados sobre péptidos
codificados por el ADN han permitido la sintesis de aquellos en donde no estd involucrado
directamente el ADN. Algunos péptidos como la histogranina derivada de histonas, han
aportado informacion que permiten obtener compuestos con posible aplicacion biologica. Es
interesante resaltar, por las caracteristicas de esta tesis, que estudios realizados sobre la
histogranina indican que su mecanismo de accion es similar al de las quinolonas es decir que
involucran la ADN gyrasa. Al realizar la relacion estructura actividad del la histogranina se
encontrd que la accion antibacteriana que presenta, se debe algunos grupos que se encuentran

en la porcion del C-terminal de la molécula; grupo basico, fenilo y fenol (Lemaire et al 2008).

Un péptido ciclico (-Gli-pCl-Fen-Tir-d-Arg) fue sintetizado con la finalidad de
mimetizar el efecto de la histogranina e imitar los principales grupos fenol y fenilo. Este
compuesto, aunque no superd la actividad antimicrobiana de las fluoroquinolonas como el

ciprofloxacino, si presento actividad frente a la ADN gyrasa (Lemaire et a/ 2008).

En 2003 se reportd la sintesis y caracterizaciéon de un compuesto derivado de
ciprofloxacino, sustituido en el C-3 con un a-aminoacido; glicina (este aminoacido figura en el
compuesto ciclico que se menciond anteriormente). El compuesto se probd frente a E.coli,

B.subtilis y S.aureus sin embargo, no presentd ninguna influencia en la actividad
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antimicrobiana. Lo anterior debido a que, como se menciond anteriormente, el carboxilo libre

en C-3 resulta esencial para la actividad de las fluoroquinolonas.

Considerando la necesidad de buscar nuevos compuestos con actividad antibacteriana,
sobre todo en cepas multiresistentes, y a que los aminoacidos acoplados a fluoroquinolonas
abren la posibilidad de ampliar el panel de compuestos a explorar; en el presente trabajo se
describe la sintesis y actividad en cepas Gram negativas y positivas de nuevas

fluoroquinolonas sustituidas en el C-3 y C-7.
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IV. HIPOTESIS

Al funcionalizar la posicion 7 de las fluoroquinolonas con aminas como el
aminoacetaldehido dimetil acetal, etanolamina, N, N- dimetil etilendiamina y alfa-aminoécidos
que pueden interactuar con las topoisomerasa, da lugar a compuestos con actividad
antimicrobiana con posibilidades de actuar frente a microorganismos Gram positivos y Gram

negativos.

V. OBJETIVOS

V.1.- OBJETIVO GENERAL

Obtener nuevos compuestos derivados de fluoroquinolonas sustituidos con aminas
funcionalizadas con grupos capaces de actuar con la girasa, a partir de los cambios propuestos
en la posicion 7 de la molécula y evaluar su actividad antibacteriana frente a cepas de

microorganismos Gram positivos y Gram negativos.
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V.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Sintetizar y caracterizar estructuralmente los compuestos 2-6, sustituidos con

aminas en posicion 7y 3.

Lok "k

Figura 11.- Aminoalquil fluoroquinolonas sustituidas en posicion 3 y 7.

2.- Obtener, purificar y caracterizar los compuestos Ciprofloxacino-a-aminoacilos
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Figura 12.- Aminoacil fluoroquinolonas sustituidas en posicion 7 con aa.
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3.- Evaluar la actividad antimicrobiana de los nuevos compuestos obtenidos mediante

el método de Kirby-Bauer, frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos.

4.- Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de los nuevos andlogos que

presenten actividad antimicrobiana.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton (‘H) se obtuvieron con un
equipo Varian Mercury Plus de 200 MHz y/o 400 MHz. Se utilizé como referencia TMS y
como disolvente cloroformo (CDCls) o dimetil sulfoxido deuterados. La quinolona empleada
como materia prima fue el acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-
carboxilico y ciprofloxacino disponible comercialmente. Las aminas utilizadas para la sintesis
de los compuestos fueron el 1-aminoacetaldehido dimetil acetal, la N, N-dimetiletilendiamina,
la etanolamina y los respectivos aminoacidos. Todos los reactivos fueron de origen comercial
de la empresa Aldrich. El Ciprofloxacino se obtuvo a partir de un producto comercial para lo
cual se triturd una tableta de clorhidrato de Ciprofloxacino monohidratado equivalente a 500
mg, hasta obtener un polvo fino y se colocod en un vaso de precipitado con 10 mL de agua
destilada. Se sometio a agitacion por treinta minutos con la finalidad de disolver la sal y se
dejo en reposo hasta precipitacion del excipiente. La mezcla se filtrd y se obtuvo una soluciéon
clara a la cual se agregd gota a gota una solucion de CH3;ONa/CH;OH hasta que se observo un
precipitado color blanco. El precipitado se filtro y se dejo secar a temperatura ambiente

obteniendo un sélido blanco que mostr6 las sefiales de RMN 'Hy °C de ciprofloxacino.

Para las pruebas de actividad antibacteriana se emplearon cepas de Escherichia coli
enteropatogena ATCC 0111 y Staphylococcus aureus ATCC 27543, este ultimo aislado de un

caso de mastitis clinica. Ambas cepas fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB) a 37° C.

6.1.- PROCEDIMINTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS PRECURSORES
SUSTITUIDOS EN LA POSICION 7 DE LA FLUOROQUINOLONA.

Se colocaron 0.01 mol de 4acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
oxoquinolin-3-carboxilico en un matraz balon; posteriormente se adicionaron 0.05 mol de la
amina correspondiente. La mezcla se sometid a reflujo, aplicando calor hasta alcanzar una
temperatura que oscilo entre 110 y 120 °C, agitando vigorosamente durante 6 horas. Durante

este lapso de tiempo se observo una mezcla totalmente liquida, la cual fue cambiando de color
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(amarillo a marrén en el caso del aminoacetaldehido dimetil acetal. Sin embargo, cuando se
usa N,N-dimetiletilendiamina se observa una mezcla heterogénea con una tonalidad amarilla).
Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se llevdo a sequedad y se purifico por
cromatografia en columna utilizando silica y como eluente MeOH:AcOEt. Los cristales
obtenidos mostraron las sefiales esperadas en RMN'H. El rendimiento calculado para estos

compuestos fue del 75 %.

Figura 13. Aminoalquil fluoroquinolonas.

6.2. SINTESIS DE COMPUESTOS DERIVADOS DE AMINAS SUSTITUIDAEN EL
CARBOXILOEN POSICION 3 DE LA QUINOLONA.

6.2.1. Esterificacion de la Quinolona.

Para obtener el compuesto derivado de amina sustituido en el carboxilo de la
quinolona, fue necesario primero esterificar la molécula. La esterificacion se realizo en base

al siguiente procedimiento:

Se colocaron 0.01 mol de la acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
oxoquinolin-3-carboxilico a esterificar en 10 mL de metanol (observandose un precipitado
blanco insoluble), enseguida se someti6 a bafio de hielo por 15 minutos. Después se sometio a
agitacion y se agregaron 0.012 mol de cloruro de tionilo gota a gota. Conforme paso el tiempo
la quinolona solubilizd6 completamente. Se contintio agitando por 1 dia (3 horas para la
reaccion con amiohemiacetal), transcurrido este tiempo se dejo en reposo durante 18 horas
permitiendo que se formaran cristales transparentes. Finalmente se filtro y los cristales
obtenidos se llevaron a un estado de sequedad. Las sefiales mostradas en la RMN'H

confirmaron la esterificacion de la quinolona.
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6.3. SINTESIS DE COMPUESTOS DERIVADOS DE AMINOACIDOS SUSTITUIDOS
EN LA POSICION 7-(N'-PIPERACINIL) DEL _CIPROFLOXACINO

6.3.1. N-Proteccién de los aminoacidos.

En un matraz balén provisto de agitacion se suspendio el aminoacido libre en NaOH
IN a 0°C, posteriormente se adicionaron 1.1 equivalentes de cloroformiato de bencilo (CbzCl)
y se mantuvo el pH de reaccion en 10. La mezcla se dejé reaccionando por 12 h a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se lavd con CH,Cl, tres veces; la fase
organica se desecho y la fase acuosa se acidificé con HCI 1 N hasta pH menor a 4, el producto
se extrajo de la fase acuosa con CH,Cl,. La fase organica se seco con Na,SOj4 anhidro, se filtro

por gravedad y se llevo a sequedad.

SPWE:
e o
O H,C H

D-Ala-Cbz
34

33

@vojé/ H\Ij\OH @\/OYHJ\OH
o

H =
DL-Ala-Cbz Asn-Cbz OE( Pro-Cbz
36 37 OH 38

o (o}
H H o
o Dot b, oy
g %OH 77, o TN\/)J\OH
o H o H o "
Lys-Cbz§ Tyr-Cbz (j Fa-Cbz é
39 NH. 40 41

2

Figura 14.- Carbamatos de los diferentes aminoacidos elegidos.

6.3.2. Reaccidn de N-acilacion de ciprofloxacino con o-aminodcidos protegidos.

En un matraz balén se colocd 1 mmol de Ciprofloxacino en CH,Cl, , enseguida se
adicion6 1 mmol del a-aminoacido correspondiente, 1.05 mmoles de HOBt, 1.05 mmoles de
HBTU, y 2 mmoles de DIEA. La mezcla se sometio a agitacion y se dejo reaccionando por 12

h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion, a la mezcla se le realizaron tres
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lavados con agua destilada y tres lavados con una solucion saturada de NaHCO;. La fase

organica se secd con Na,SO, anhidro, se filtrd por gravedad y se llevo a sequedad.

_CH3 Z
\ 12.R=H 15.R= [~

10.r= |-crs 13.R= l/\H:HZ 16. R=\A©\OH

Figura 15. Aminoacil fluoroquinolonas N-carboxibenciladas sustituidas en el

9.R=

nitrogeno dista de la piperazina en posicion 7.

6.3.3.- N-Desproteccion de las nuevas fluoroquinolonas; CbzHN-aa-Cpx.

En un matraz balon se colocé 1 mmol de la fluoroquinolona N-protegida disuelta en
una mezcla metanol: cloruro de metileno (50:50), 10% (w/w) de Pd/C al 10%. Esta mezcla se
sometio a agitacion y se saturd con H,, se dejo reaccionar por 3 h a presion atmosférica.
Transcurrido el tiempo de reaccion se filtro, sobre celita, al vacio y se eliminé el disolvente a

vacio.

Figura 16. N-Aminoacil fluoroquinolonas sustituidas en el nitrégeno distal de la

piperazina en posicion 7.
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6.4. PRUEBA DE DIFUSION CON DISCO.

La medicion de la actividad antibacteriana de los nuevos analogos de fluoroquinolona,
se obtuvieron mediante el método de Kirby-Bauer (NCCLS). Las pruebas se realizaron frente
a microorganismos Gram positivos y Gram negativos; Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

Primeramente, se sembrd una cepa del microorganismo correspondiente en una placa
de Agar LB y se dejo incubar a una temperatura de 37 °C durante 24 horas. Para esto se
seleccionaron colonias perfectamente aisladas y se transfirieron a un tubo que contenia 3 mL
de caldo LB. El caldo de cultivo se incubo a 37 °C por un lapso de 4-6 horas hasta que alcanz6
una absorbancia de 0.2 a 560 nm. El inéculo ajustado que se obtuvo, de acuerdo a la
determinacién de las UFC previamente realizada, contuvo aproximadamente 6X10* UFC/ml
en Escherichia coli y 9.12X10° UFC/ ml en Staphylococcus aureus. Después de haber
obtenido la turbidez adecuada se introdujé un hisopo de algodon dentro de la suspension
ajustada, el cual se rotd varias veces presionando firmemente en las paredes del tubo para
eliminar el exceso de inoculo. La superficie de la placa del Agar LB se inoculd por
estriamiento masivo, rotando la placa 90°, para la distribucion homogénea del inoculo. Se dejo

secar durante 5 minutos para eliminar el exceso de humedad.

Se colocaron los sensidiscos y se presionan con la pinzas estériles para obtener un
contacto completo con la superficie del Agar. Los discos se aplicaran a una distancia no menor
de 24 mm entre cada uno de ellos procurando no colocar mas de 5 sensidiscos por placa. Las
placas se incubaron a 37° durante un lapso de tiempo de 24 horas; y después del tiempo de
incubacion se examinaron midiendo los didmetros de inhibicion en milimetros con una regla
convencional. A partir de los resultados obtenidos, se comparé la sensibilidad con el control

positivo; el ciprofloxacino.
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6.5. EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIADE LOS
NUEVOS ANALOGOS DEFLUOROQUINOLONAS SOBRE SEPAS DE
ESCHERICHIA COLI, Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Para determinar la CMI se realizaron pruebas de sensibilidad por dilucién en tubo
(NCCLS): se resembraron las 2 cepas anteriormente mencionadas por cuadrantes en una placa
de agar LB para tenerlas frescas, se dejaron incubar a 37°C durante 24 hrs. Enseguida se
tocaron con asa estéril 3 colonias y se inocularon en matraz con 325 mL de caldo LB, se
homogenizaran agitando y se dejaron incubar durante 4-6 hrs hasta alcanzar una absorbancia

de 0.2 a 560 nm.

Con cada patégeno se trabajo con una bateria de 10 tubos con 3 repeticiones, a los
cuales se adicionaron la respectiva fluoroquinolona previamente microdiluida. La
concentracion de la fluoroquinolona del primer tubo fue de 100 pg/ml, esta concentracion se
disminuy6 sucesivamente hasta obtener una concentraciéon de 2X10~ pg/ml del compuesto en
el tubo nimero 10. Las muestras obtenidas se incubaron con agitaciéon a 37 °C por 24 hrs.
Transcurrido este tiempo se detecto el tltimo tubo sin crecimiento y la concentracidon de éste

se reporto como la CMI.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS NUEVOS COMPUESTOS
DERIVADOS DE FLUOROQUINOLONAS.

El primer grupo de compuestos a sintetizar fue la serie de N-aminoalquil
fluoroquinolonas, en donde la amina se incorpord en la posiciéon 7 de la quinolona y en el
carbonilo del carboxilato, C-7 y C-3 respectivamente. En este Gltimo caso, dando lugar a las
correspondientes amidas. Aunque se sabe por reportes de relacion estructura actividad de
fluoroquinolonas que el carboxilato no debe ser sustituido pues es esencial en el mecanismo de
accion molecular al reconocer al ADN, los derivados que se incorporaron, en este estudio, no
son alquilaminas sencillas sino funcionalizadas con grupos que pueden presentar interacciones
con el ADN al poseer en su estructura atomos de nitrogeno y oxigeno. Asi, se incorpor6 el
amino dimetilacetal (compuestos 2 y 5) que presenta dos oxigenos capaces de formar puentes
de hidrégeno y que ademas es un excelente sinton para obtener compuestos como derivados de
glicina. Otro sustituyente elegido fue el 1,2-aminoetanol que en un momento dado permitiria
comparar la actividad del amionoacetal con respecto a un alcohol libre (compuestos 3 y 6).
Los compuestos 4 y 7 fueron derivados en los que se sustituyeron con N ,N'-
dimetiletilendiamina. Esta diamina resulta de particular interés pues es sabido que, al
encontrarse como sustituyente en intercaladores del ADN, la afinidad por el material genético
se incrementa considerablemente como es el caso del compuesto citotoxico DACA. Cabe

sefalar que ninguno de los compuestos propuestos (2 - 7) habian sido descritos (fig. 17).

La sintesis de las fluoroquinolonas sustituidas en el anillo aromatico se llevo a cabo en
condiciones tipicas de sustitucion nucleofilica aromatica (SNay partiendo, del acido 7-cloro-
6-fluoro-1,4-dihidro-oxoquinolina-3- carboxilico en ausencia de disolvente y a reflujo. Los
derivados sustituidos en el carboxilo no requirieron tratamiento sintético especial pues
afortuanadamente se aislaron de la misma mezcla de reaccion aunque con bajos rendimientos,

lo cual en principio no preocupaba pues se trataba de experimentar primeramente la actividad
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biologica y, en caso de ser necesario, llevar a cabo una sintesis mas especifica de amidas a

partir de acidos carboxilicos y aminas.

. .y . g 1 13
La caracterizacion de los compuestos se realiz6 por RMN 'H y ~C, en donde se
observo que las sefiales mostraban patrones de desplazamiento quimico similares entre los

analogos sustituidos en C-7 y los sustituidos en C-3.

Figura 17. Estructura de los compuestos sustituidos en C-7 (1-3) y sus
Analogos sustituidos en C-3 (4-6).

De esta forma, los espectros obtenidos para los compuestos sustituidos con aminas en
C-7 mostraron que las sefiales de los hidrogenos en las posiciones 5 y 8 se ven desplazadas
hacia campo alto, con respecto al material de partida (fig. 18), lo cual indica la presencia de un
grupo electrodonador cerca de éstos. Sin embargo, es clave la aparicion de la sefial de amida
cerca de 10 ppm, para los compuestos sustituidos en 3, con respecto a la sefiales del proton del

grupo amino, sustituido en 7 (Ver anexo fig. 41).

Aunque el compuesto sustituido en la posicion 3 es un subproducto de la reaccion de
SNar, para el caso de la adicion de la N, N-dimetil-1,2-etilendiamina el rendimiento fue bajo y
se explord la reaccion partiendo del derivado esterificado del acido 7-F-8-Cl-quinolona-3-
carboxilico obteniendo mejores rendimientos, lo cual es en cierta medida de esperarse puesto
que para que se lleve a cabo una reaccion tipo SNy, se requiere romper la aromaticidad del
anillo bencénico mientras que la reaccion de adicion-eliminacion de esteres es enegéticamente
mas favorecida dado que no se rompe aromaticidad y el carbonilo es considerablemente mas

electrofilico.
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Figura 18. Espectros de RMN "H. Hemiacetal de la FQ sustituida en posicion 7(Comp 2).

El espectro de RMN 'H de la fluoroquinolona esterificada (figura 42 ver anexo), con
respecto al espectro del hemiacetal de la fluoroquinolona sustituida en posicion 3 mostro
diferente desplazamiento del proton en posicion 2, ademas de la ausencia del metilo en
posicion 3. La seifial para el hidrogeno del carbono 2 se desplaza hacia campo bajo, indicando
la presencia de un grupo que genera un efecto electroatractor para este hidrogeno. Estas
sefiales indican la formacion del precursor de fluoroquinolona sustituido en posicion 3 (figura

41 ver anexo).

Como se menciond, el compuesto 2 resulta interesante para funcionalizar la estructura
con analogos de glicina, mismos que servirian para incorporar a su vez otros aminoacidos y
obtener peptidos sustituidos en esa posicion. De esta manera el hemiacetal de la
fluoroquinolona se someti6 a reaccionar de diversas formas con la finalidad de liberar el acetal
y obtener el aldehido correspondiente. Desafortunadamente, a pesar de probar diversas
metodologias, se obtenian compuestos inestables que al revelarlos en cromatografia de placa
fina con 2,4-dinitrofenilhidrazina evidenciaban la presencia de aldehido pero que al momento

de purificarlo se obtenian compuestos inestables y dificiles de caracterizar.
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En la busqueda de nuevas opciones se optd por partir del ciprofloxacino, una
fluoroquinolona funcionalizada en la posicion 7 con piperacina, y sustituirlo en el nitrégeno
distal de la misma. Recientemente, se describi6 una metodologia que permitié incorporar
alanina en esta posicion y es la que se utilizo en este trabajo para obtener la serie de analogos

restante (Machuca 2010).

Primeramente, se obtuvo el ciprofloxacino que, por razones de economia, se aislo de
tabletas comerciales mediante extracciones por disolvente y el uso de metoxido de sodio. Para
corroborar la extraccion adecuada del ciprofloxacino se analizd por RMN 'H y se
identificaron las sefiales correspondientes de cada proton de la molécula, como se ilustra en la

figura 19.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H del Ciprofloxacino.
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Los aminoacidos que se eligieron para ser sustituidos en la posicion 7 del
ciprofloxacino fueron la tirosina (Tir), glicina (Gli), D-alanina (Ala), tryptofano (Tri),
fenilalanina (Fen), asparagina (Asn), prolina (Pro), lisina (Lis) y DL-alanina. El criterio de
eleccion tuvo que ver con la disponibilidad de los mismos y con la facilidad del manejo en las

condiciones de reaccion como solubilidad.

El primer paso en la ruta sintética fue la N-proteccion de los aminoacidos
anteriormente mencionados; para lo cual se utilizoé cloroformiato de bencilo para la formacion
del grupo N-Cbz, bajo el procedimiento descrito previamente. El carbamato correspondiente

de cada aminoacido (fig. 20) se obtuvo en rendimientos por arriba del 60%.
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o) O HC H
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Figura 20. a-aminoacidos N-protegidos.

Al realizar las reacciones de obtencion de los compuestos ciprofloxacino-aminoacido-
Cbz que se muestran en la figura 21, se observo que al incrementar las cantidades de los

reactivos de que se parte mejoran significativamente los rendimientos de un 60% a 80-90%.

La formacion de los compuestos ciprofloxacino-aminoacido-Cbz se llevdo a cabo
mediante el acoplamiento del aminoacido y el nitrogeno secundario de la piperacina mediante

la activacion del carboxilo libre del aminoacido con HBTU. La estructura de cada uno de ellos
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r . 1 ., . L, .
se confirm6 mediante RMN "H; la comparacion de los desplazamientos quimicos se muestran

en la figura 22.

z
12.R=H 15'R=I/\N

Figura 21. Compuestos derivados de aa-protegidos sustituidos en la posicion 7 de la FQ.

Al comparar los espectros del aminoacido protegido con respecto a sus derivados
productos de acoplamiento con fluoroquinolona se observa una diferencia en los
desplazamientos quimicos de los protones del grupo amino del aminoacido protegido y el
proton del metino hacia campo bajo, lo cual da indicio de la presencia de un grupo
electroatractor cercano a ellos indicando que el ciprofloxacino se adiciono. Algo que llama la
atencion es que las sefiales de la piperacina se encuentran separadas dado que lo mas comun es
que estas sean equivalentes al menos en lo que refiere a los metilenos vecinos de un mismo
nitrogeno. Esta ausencia de equivalencia quimica y magnética es tipica de piperacinas
disustituidas con conformacion restringida en donde los protones ecuatoriales presentan

diferente desplazamiento quimico con respecto a los axiales (Chacon 1993).

En las Figuras 22 y 23 se ilustran, como ejemplos de esta transformacion, los espectros
de RMN 'H de la D-alanina N protegida y su producto de acoplamiento con el nitrégeno distal

de la piperacina del ciprofloxacino.
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Figura 22. Espectro de RMNH' del aminoacido protegido y de su producto
de reaccion con la FQ.
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Figura 23. Espectro de RMNH' del aminoacido protegido y de su producto
de reaccion con la FQ.
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Aunque el objetivo sintético es obtener los derivados aminoacilados, los intermediarios
generados (compuestos 8-16) también resultan atractivos para formar parte del panel de

compuestos a probar como inhibidores del crecimiento bacteriano.

La desproteccion del grupo protector carboxibenzoilo, para liberar alcohol bencilico y
el amino del aminoacilo, se llevdo a cabo mediante la reaccion tipica de hidrogenolisis. El
espectro de RMN 'H de la alanil fluoroquinolona mostré las sefiales indicativas tanto de la
desproteccion del Cbz como las de la presencia del aminoacilo como se muestra en la Figura
24. El resto de los productos fueron caracterizados tambien por RMN tanto de "H como de "*C

e IR.

Figura 24. Espectro de RMNH' del compuesto 17; Cpx-Ala.

Al igual que la primera serie de compuestos aqui descritos, los derivados

aminoacilados 8 — 24 son también novedosos y se describen por primera vez.
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6.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Para medir la actividad bioldgica de los nuevos compuestos obtenidos se realizaron
pruebas microbidlogicas en 2 cepas de referencia; Staphylococcus aureus (ATCC) y
Escherichia coli (0111). Se eligieron estas cepas para realizar los ensayos debido a que es
importante observar la actividad que presentan los nuevos analogos de fluoroquinolona tanto

en microorganismos Gram positivos como Gram negativos.

Se realizaron ensayos de difusion en disco y determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los nuevos analogos mediante la prueba de Kirby-Bauer y el
método de microdilucion en tubo (NCCLS) respectivamente. La concentracion minima
inhibidora (CMI) se define como la concentracién minima del farmaco capaz de inhibir el
crecimiento de un determinado microorganismo. La CMI, es utilizada como referencia
internacional y es el valor mas cominmente aceptado en este tipo de estudios. Asimismo, el
compuesto de referencia para ensayos de actividad antibacteriana de nuevas fluoroquinolonas
es el ciprofloxacino. La CMI para el ciprofloxacino se determind experimentalmente y de
manera paralela con los ensayos de los compuestos probados coincidiendo con los datos

descritos, esta fue de 1.7 ug/ml frente a S.aureus y 1.6 ug/ml frente a E. Coli.

6.2.1. Actividad antimicrobiana de los N-aminoalquil fluoroquinolonas.

En un primer ensayo se determiné la actividad antimicrobiana de los compuestos 2-7
por ensayos de difusion radial; método de Kirby-Bauer. Se observéd que dos de los compuestos
sustituidos en C-7 presentan actividad antimicrobiana. El hemiacetal de la fluoroquinolona
inhibe el crecimiento bacteriano tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas y la
1-etan-2-ol amina en C-7 solo inhibe a bacterias Gram negativas (figura 25). Los nuevos
compuestos sustituidos en C-3 no presentaron actividad antimicrobiana, lo que corrobora que
esta posicion de la quinolona debe estar libre ain cuando los sustituyentes sean capaces de

interactuar con el ADN.
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Ciprofloxacino Hemiacetal C-7  Etanolam C-7

Figura 25. Actividad antimicrobiana del Ciprofloxacino, Compuestos sustituidos
en C-7y C-3 frente a S. aureus (A) y E. coli (B) en ensayos de difusion radial.

Al determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos 2-7
mediante la prueba de dilucion en tubo, se observéd que el hemiacetal de la FQ en C-7 presenta
una CMI de 12.5 pg/ml 6 3.7X107 pmol/ml (tabla 1). Como se observa en la figura 26 y 27

este compuesto inhibe mejor que el Ciprofloxacino a altas concentraciones.

Al observar que el acetal de la fluoroquinolona en C-3 no presentaba actividad

antibacteriana se optd por usarla como control negativo.

La actividad antibacteriana de los nuevos analogos en C-7 sustituidos con aminas
frente a microorganismos Gram negativos se confirmé al determinar su CMI. La etanolamina
sustituida present6 una CMI de 9.4x10* umol/ml y el acetal de FQ 1.8x10™ pmol/ml (Tabla 1).
Los compuestos presentan una actividad comparable con el ciprofloxacino a altas

concentraciones.
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Actividad frente a S. aureus

Crecimiento bacteriano

0.05 0.1 02 0390.78 1.6 3.1 63 125 25 50 100

Concentracion de los compuestos en pg/ ml

Figura 26. Actividad antibacteriana de nuevos analogos de FQ en posicion 7 frente a
S.aureus. Control positivo: ciprofloxacino, acetal de la FQ; Comp 2, control negativo:
acetal de la FQ: Comp 6.
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Figura 27. Actividad antibacteriana frente a E. coli. Control: Cpx, Compuestos 2 y 4 FQ
sustituidas en C 7 y Compuestos 6 y 7 FQ sustituidas en C 3.
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Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria de los compuestos 1-7.

O o}

com Sustituyente CMI (umol)
p- R4 R, E. coli S. aureus
ﬁN/E -4 -4
1 H 2.35x10 4,73 x10
HN\)
(o) ~
2 g \fﬁ % H 1.8x10° 7.55x10°
|
3 N~y A H NI NI
H
4 HOwH% H 9.4x10* NI
O 7
5 H g f” % NI NI
|
6 H N~ A NI NI
H
7 H HO%H% NI NI

El hecho de que estos compuestos presenten actividad da la pauta para explorar

analogos y derivados de los mismos.

El segundo grupo de compuestos a evaluar corresponde a las 7-aminoacil
fluoroquinolonas , provenientes del acoplamiento del nitrogeno distal de la piperacina del
ciprofloxacino y los respectivos aminodcidos. De acuerdo a su clasificacion por la cadena
lateral, en el panel de compuestos a explorar, se encuentran aminoacidos con cadenas laterales
no polares (glicina, alanina, prolina, fenilalanina y triptofano), con cadenas acidas (acido

aspartico), con cadenas polares pero no ionizados (tirosina) y con cadenas basicas (lisina).

Es claro que la estereoquimica en farmacos puede resultar crucial para su actividad
debido al ambiente quiral en el que desempeinan su funcién molecular, sea esta con proteinas,
lipidos, canales i6nicos y el mismo ADN. La presencia de mezclas de enantiomeros en un
farmaco es considerado por las normas internacionales como contaminaciéon ya que no solo

puede no ser inactivo sino toxico. Las fluoroquinolonas que interactuan con la girasa han sido
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también estudiadas desde el punto de vista quiral e incluso en el mercado farmacéutico se
encuentra el Levofloxacino que es la forma enantioméricamente pura del ofloxacino. El
levofloxacino es mas activo, en términos de potencia y espectro de accion y por el hecho de
obtenerlo de forma enantioméricamente pura también es considerablemente mas costoso. En
lo que respecta a la estereoquimica de los compuestos sintetizados, se puede apreciar que, con
excepcion de la D- y D, L-alanina, el resto de los sintones utilizados fueron los L-aminoacidos.
El hecho de utilizar D-alanina responde a haber contado con este en anaquel y carecer de su

enantiomero L.

R A

12.R=H 15'R=I/\N

Figura 28 . N- aminoacil fluoroquinolonas

Con la finalidad de amipliar el estudio a un numero de compuestos superior, se
evaluaron también los intermediarios en la sintesis que fueron los aminoacil fluoroquinolonas
N-carboxibenciladas (figura 28). Los ensayos se realizaron con la doble intencion de, por una
parte ampliar el intervalo de compuestos y por otra conocer si resulta necesario el amino del
aminoacido en su forma libre lo cual, en cierta medida es de esperarse pues protegido se

incrementa el tamafio de la molécula y esto puede interferir en la interaccion con la girasa.

La forma mas comun de elegir la cantidad de compuesto a utilizar en cada una de las

pruebas es en términos de ug/mL; sin embargo, considerando que los compuestos aminoacil
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fluoroquinolonas poseen un mayor peso molecular que el Ciprofloxacino sélo, para que el
analisis fuera mas preciso, es necesario comparar los compuestos en términos de micromoles/
mL en vez de microgramos/ mL. Por ello se utilizo la misma cantidad de compuesto en cada

una de los ensayos respecto a la FQ de referencia en términos de pmol/ mL.

R

O O
Fe A2 3
| OH
7 N )
-N N 8 Aj

0 0 o 0 o
HZN}‘?{U\/ H;Nﬁ/ HZNTA/ HszL/ N y

CH
o 3

OH 17 18 19 20 21

HZN%J\/ HoO R e
A

22 23 24 25 OH

Figura. 29. Aminoacil fluoroquinolonas.

Los resultados de la prueba de difusion en disco frente a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus se presentan en las figuras 30 y 31. En lo que respecta a los halos de
inhibicion frente a Escherichia coli (figura 30) y cuando se comparan los resultados del mismo
grupo de compuestos protegidos con Cbz se aprecia que todos presentan menor actividad que
el compuesto de referencia ciprofloxacino, contrario a lo que ocurre con el grupo de
compuestos con el amino libre en donde los derivados de glicina y lisina son mas activos que
el ciprofloxacino. En una comparacion de ambos grupos, protegidos y desprotegidos, la
tendencia de mayor actividad entre analogos, es siempre mayor o igual en los desprotegidos

(fig. 29).

Aunque los ensayos en difusion son ttiles sobretodo como estudios preliminares en

series grandes de compuestos, los resultados son mas confiables en dilucion en tubo pues no se
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ven afectados por problemas de difusion en el agar. De hecho, los resultados cambian
radicalmente y se aprecia que el nimero de compuestos mas activos que el compuesto de
referencia se incrementa en los derivados D,L- y D-ala-Cbz, L-lys-Cbz, gly y L-try (fig. 30 y
31). Los datos de CMI de todos los compuestos se presentan en la tabla 1y 2.

Ensayo de difusion radial E. coli
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Figura 30. Actividad antimicrobiana de analogos de FQ frente a E.coli.

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria de los compuestos 1-24.

O O
F [ OR;
R i
Sustituyente CMI (umol)
comp- R, R, E. coli S. aureus
COOH /§
(0] N
8 OJLNLWNQ H 3.79x10° 3.79x10°
SRR
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Figura 31. Actividad antimicrobiana de analogos de FQ frente a S.aureus.

Por su parte, con respecto a los ensayos de actividad frente a Staphylococcus aureus en
las pruebas de difusion en disco (fig. 30), el halo de inhibicion es mas grande para L-Gly y L-
Lys que para el ciprofloxacino. Fuera de estos compuestos la actividad es igual o menor. Sin
embargo, cuando se analizan los datos de la figura 31, los derivados gli-Cbz, D, L-ala-Cbz, L-

gly, D-ala y L-Lys presentan una CMI por debajo que el ciprofloxacino sobretodo la L-Lys.
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Asimismo, resulta interesante el comportamiento de los compuestos que contienen alanina en
su estructura. El compuesto N-protegido (D, L-alanil) presenta practicamente el doble de
actividad que el ciprofloxacino en esta cepa pero el compuestos también N-carboxibencilado
X (D-alanil) es menos activo en un orden de diez veces de magnitud, lo que permite predecir a
priori que el derivado L-alanil serd entonces a su vez mas activo aun que el D, L-alanil lo cual
es posible si se recuerda que el Levofloxacino es también mas activo que su componente
racémico. Este proyecto abre la puerta para experimentar la actividad de todos los compuestos

aqui descritos y su respectivo enantiomero.

Cuando se comparan las actividades de analogos frente a E. coli y S. aureus es notoria
la diferencia de actividad tanto en términos de de pmoles/ mL como de pgramos/ mL (fig. 32
y fig. 33 ) en los derivados de gly-Cbz, D-ala-Cbz, D-Lyz-Cbz, L-Try y L-Lys que presentan

frente a ambas cepas confiriéndoles cierta selectividad.

CMI de los nuevos compuestos en pmol/ mL.
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Figura 32. Actividad antimicrobiana en pruebas de dilucion en tubo frente a S.aureus

y E.coli en pmol/mL.

@ Facultad de Quimico Farmacobiologia 43



h UMSNH Resultados y Discusion

CMI de los nuevos compuestos en meg/mL
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Figura 33. Actividad antimicrobiana en pruebas de dilucion en tubo frente a S.aureus

y E.coli en pg/mL.

Evidentemente, haran falta ensayos sobre una gama mas amplia de microorganismos
Gram positivos y negativos para concluir que existe selectividad lo cual seria un resultado
importante pues la selectividad de un farmaco hace que sus efectos colaterales y secundarios

disminuyan.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se demuestra que el grupo aminoacilo en la posicién 7 de la fluoroquinolona afecta la
actividad antibacteriana frente a las cepas de S.aureus y E. coli, en algunos casos mejorandola

lo cual los hace buenos candidatos a ser explorados en series mas amplias.

Los nuevos analogos N-aminoalquil fluoroquinolonas y N-aminoacil fluoroquinolonas
descritas enriquecen la cantidad de compuestos con actividad antibacteriana y permiten
obtener compuestos que se pueden utilizar como precursores para la sintesis de otros

compuestos de interés.

Los resultados obtenidos en esta tesis abren la puerta para sintetizar mas derivados de

aminoacidos y su respectivo enantiémero.
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