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Capitulo 1
Introduccion

En los altimos anos, los casos de infecciones causadas por microorganismos resis-
tentes a los antibioticos han aumento dristicamente, esto ha llevado a la perdida
de eficacia en los tratamientos, y a la disminucion en la gama de antibidticos dis-
ponibles en contra de estos microorganismos; tal es el caso de los microorganismos
resistentes a las fluoroquinolonas. Por ello, resulta de gran importancia continuar
desarrollando farmacos de amplio espectro que presenten una alta eficacia v con
menores efectos secundarios. Estudios recientes han demostrado que la adicién de
productos naturales como el dcido cindmico (metabolito obtenido de la canela) me-
joran considerablemente la actividad farmacolégica de las fluoroquinolonas.

Con base en lo anterior, este proyecto de servicio social tuvo como objetivo obtener 4
analogos de fluoroquinolonas que incorporan al dcido cinamico en la estructura base;
el seguimiento y la caracterizacion, se realizd por medio de técnicas instrumentales de
Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), Cromatografia de Liquidos de Alta
Eficiencia (HPLC) y Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN 'H). Ademas,
se utilizo el ensayo de dilucion en caldo para evaluar la actividad antimicrobiana de

los 4 andlogos obtenidos.

1.1. Marco teodrico

1.1.1. Resistencia antibacteriana a los antimicrobianos

La resistencia antimicrobiana (RA) sucede cuando microorganismos como bac-
terias y hongos han sido expuestos a antimicrobianos y por mecanismos naturales
de adaptacion, generan mutaciones que da como resultado que estos farmacos dejen
de ser efectivos, lo cual, genera que las infecciones sean dificiles de tratar y/o que
el tratamiento se prolongue [SEDESA 2023|. En un analisis sistematico realizado
por Murray et al.,2022 expusieron que, en 2019 a nivel mundial, fallecieron 1.27

millones de personas a causa de infecciones causadas por bacterias resistentes, en-
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tre los que destaco la E. coli resistente a las cefalosporinas y E. coli resistente a
las fluoroquinolonas. Diversas agencias como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS); la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricul-
tura (FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) hacen un llamado
para la prevencion y concientizacion del uso de los antimicrobianos bajo la premisa
“ONE HEALTH” |CSG 2018|, esto debido a que la principal causa de resistencia
a los antimicrobianos es el uso indiscriminado en los animales y el uso irracional
en el tratamiento de diversas enfermedades en las personas [SEDESA 2023|, sien-
do el tratamiento con antibiéticos en infecciones virales el mas comin en el sector
salud |CSG 2018|. Adicionalmente, se esta investigando nuevas estrategias para el
tratamiento de estas infecciones, sin embargo, la blisqueda de nuevos firmacos es
demandante en recursos humanos y econdmicos; una alternativa es la modificacion
de antibioticos ya aprobados para el uso en humanos, junto con agentes que cuenten
con actividad antimicrobiana, tal es el caso de la adicién de productos naturales que
cuenten con actividad antibacteriana a la estructura de las fluoroquinolonas, con la
intencién de presentar un potencial efecto sinérgico, la posibilidad de reducir efectos

adversos, reducir dosis y mejorar propiedades fisicoquimicas |Shariati 2022|.

1.1.2. Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son antibiéticos sintéticos de amplio espectro con efecto
bactericida |Carrillo-Alduenda 2018|, los cuales fueron introducidos al mercado en
la década de 1980, v han sido utilizados para el tratamiento de diversas infecciones.
A pesar de que en la actualidad por el mal manejo de estos antibiéticos existen casos
de infecciones resistentes a las fluoroquinolonas, estos farmacos trataban infecciones
causadas por bacterias resistentes a los derivados de la penicilina y a las cefalospori-
nas |[Redgrave 2014/, esto se debe a que su mecanismo de accion es intracelular y per-
mite la muerte celular efectiva, va que inhibe las enzimas bacterianas topoisomerasa
IT v topoisomerasa IV, las cuales son necesarias para la replicacion, la transcripeion,
la reparacion y la recombinacién del ADN bacteriano |Carrillo-Alduenda 2018|. Los
mecanismos bacterianos que permiten la resistencia a las fluoroquinolonas se en-
cuentra la mutaciéon de las enzimas dianas, la alteracion en la permeacion de los
farmacos, la formacion de biofilm y la transmisién de informacion de resistencia
mediante plasmido [Shariati 2022].

Las fluoroquinolonas se obtienen al adicionar una molécula de fliior en la posicion
6 a la molécula de la quinolona (figura 1.1) |Redgrave 2014]. La estructura base
de las fluoroquinolonas es reactiva, lo que permite funcionalizar posiciones claves
con la finalidad de obtener nuevas moléculas que permitan incrementar la actividad

antibacteriana, reducir la tasa de aparicion de resistencia, mejorar la farmacocinética
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y/ola farmacodinamia [Sharma 2009|. Entre los casos mas destacados, se encuentran
el norfloxacino (figura 1.2d) y el ciprofloxacino (figura 1.2a) que se obtuvieron al
funcionalizar la posicién 7, lo que mejoro la potencia y la farmacocinética del farmaco
[Lungu 2022, Sharma 2009).

OH
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H
(a)

Figura 1.1: Estructura bésica de a)Quinolona y b)Fluoroquinolona

El norfloxacino (figura 1.2d) fue patentado en 1978, el cual es una fluoroquino-
lona de primera generacion, que se obtuvo adicionando una molécula de piperazina
en la posicion 7 de la quinolona, el cual permitié incrementar la actividad en contra
de las bacterias gram-positivas |Chierentin 2016, ademéas cuenta con una vida me-
dia extensa en el cuerpo a comparacion de fluoroquinolonas de primera generacion
[Sharma 2009]. El norfloxacino se presenta como un polvo cristalino amarillo claro
con punto de fusion de 220°C, cuenta con un peso molecular de 319.331 g/mol y se
solubiliza poco en agua,|Chierentin 2016].

El ciprofloxacine (figura 1.2a) fue de las primera fluoroquinolonas aprobada para
su uso clinico, teniendo 36 anos de registro v uso en México, es considerada una
fluoroquinolona de segunda generacion y la cual cuenta con gran actividad en contra
de bacterias gram-negativo y bacterias gram-positivo, sin embargo, no cuenta con
actividad en presencia de microorganismos anaerobios |Carrillo-Alduenda 2018|. Su
peso molecular es de 331.34 g/mol, en su estructura quimica que se aprecia el grupo
funcional ciclopropil, dcido carboxilico, fliior v piperazina, en las posiciones 1.2, 6 v
7 respectivamente, siendo las dos tltimas posiciones las responsables de la actividad

antimicrobiana |Shariati 2022|
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Figura 1.2: Estructura de a)Ciprofloxacino, b)Moxifloxacino, ¢)Gemifloxacino y
d)Norfloxacino

El moxifloxacino (figura 1.2b) cuenta con 22 anos de autorizacion en México
v se categoriza como fluoroquinolona de cuarta generacion, teniendo mejor activi-
dad en contra de bacterias gram-positivas, en comparacién de las fluoroquinolonas
de primera y segunda generacion|Carrillo-Alduenda 2018]. Su peso moléculas es de
401.4 g/mol. Su estructura se diferencia de otras fluoroquinolonas por tener en la
posicién 8 un grupo metoxido vy en la posicién 7 cuenta con un anillo octahidro-6H-
pirrolo|3,4-b|piridin-6-ilo [Al Omari 2014]|.

El gemifloxacino (figura 1.2¢) es la fluoroquinolona que se ha aprobado reciente-
mente para su uso en humanos, la cual se categorizo como una fluoroquinolona de
cuarta generacion, se ha utilizado en tratamientos en contra de bronquitis infecciosa
crénica y neumonia leve a moderada. Cuenta con un peso molecular de 389.4 g/mol,
a diferencia de otras fluoroquinolonas cuenta con un anillo heteroaromaético, y un

grupo 3-aminometil-4-metoxiimino-pirrolidina-1-ilo en la posicion 7 [NCBI 2024|

1.1.3. Acido cinamico

El acido cinamico es un acido organico que se encuentra naturalmente en plantas,
principalmente en la corteza de aquellos pertenecientes al género Cinnamomum, el
cual ha demostrado tener baja toxicidad, ser un potente antioxidante y tener acti-
vidad antimicrobiana. En la publicacién de Sova 2012 expone que el acido cindmico
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de B. subtilis, E. coli y P. sy-
ringae, ademas se encontrd que derivados sintéticos que combinan el acido cindmico
junto con otras moléculas presentan actividad antimicrobiana de interés.

La molécula de acido cindmico se disuelve mejor en disolventes orgédnicos y tiene

muy baja solubilidad en agua. La estructura del acido cindmico (figura 1.3) consta
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de un anillo aromético y un éacido acrilico |[Ruwizhi 2020|, lo cual permite realizar
reacciones de sustitucién que permitan generar moléculas de interés [Guzman 2014).
Debido a los crecientes casos de RA de las fluoroquinolonas, se consideran estos
antibioticos como candidatos a ser modificados y adicionar una molécula de acido
cinamico, con la finalidad de mejorar la actividad antibacteriana y mejorar la per-
meacion, debido a que las dianas farmacologicas de las fluoroquinolonas son intrace-
lulares vy entre los mecanismos de resistencia se encuentra la formacién de biofilm y

formacion de porinas para la excrecion |Piplani 2017, Shariati 2022, Mingoia 2022

8]

A

OH

Figura 1.3: Acido cinamico

1.1.4. Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

Cromatograffa de Liquidos de Alta Eficiencia es una de las técnicas instrumentales
mas utilizada en la investigacion, desarrollo y produccién de nuevos farmacos, la
razom que lo vuelve una técnica clave es que permite la separacion de compuestos
quimicos o analitos que se encuentran en una mezcla. El fundamento de esta técnica
consiste en la separacion de los compuestos, dependiendo de su interaccion con la
fase estacionaria y la fase movil. En los principios de esta técnica, la fase movil era
exclusivamente un liquido de caricter no polar, mientras que la fase estacionaria
contaba con una superficie altamente polar, conocido actualmente como HPLC-
fase normal, sin embargo, en 1964 el Ingeniero Quimico Csaba Horvath propuso
cubrir la fase estacionara con negro de humo y posterior, la adicion de cadenas
alquilicas unidas quimicamente, en consecuencia, se cambi6 la polaridad de la fase
movil, utilizando soluciones base agua, creando la técnica de HPLC-fase inversa, en
el cual, se utilizan las fuerzas de dispersion como las interacciones de Van der Waals
o interacciones hidrofébicas para llevar a cabo la separacion de los analitos, gracias
a ello permite distinguir pequenas diferencias en las interacciones moleculares de

analitos semejantes |Kazakevich 2007|.

1.1.5. Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fou-
rier

La espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier es una técnica de analisis

instrumental que permite obtener informacién sobre los grupos funcionales presen-
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tes en una estructura quimica. El espectro de infrarrojo se obtiene cuando se hace
incidir a la muestra radiacién infrarroja que coincida exactamente con la frecuencia
de la vibraciéon molecular, lo cual permite el proceso de absorcién de la radiacion,
en consecuencia, genera un cambio en la amplitud de la vibracién molecular. Las
moléculas que se pueden analizar por medio de esta técnica deben de sufrir un cam-
bio neto en el momento dipolar cuando vibran o rotan sin ayuda de algin agente
externo, lo cual se determina por la magnitud de la diferencia de carga y la distan-
cia entre centros de carga de los atomos que conforman la molécula. Las especies
homonucleares como Na o C'ly que no sufren un cambio neto durante la vibracion o
la rotacién, no cuentan con momento dipolar, por lo tanto, no absorben radiacion
infrarroja [Skoog 2008].

Los espectros de infrarrojo tienen en el eje de las abscisas el niimero de onda (7), el
cual es el reciproco de la longitud de onda y es proporcional a la frecuencia, el U se
maneja en unidades de em~! [Skoog 2008|.

En la espectroscopia de infrarrojo, se pueden utilizar sensores para analitos espe-
cificos, como el caso del optodo, que es un sensor quimico hasado en los principios de
la fibra 6ptica. Para los analitos que son sélidos dificiles de manipular, se utiliza el
optodo basado en la reflectancia total atenuada (ATR), en el cual el haz de radiacién
disminuyve debido a la presencia del analito, ya que durante el proceso de reflexion, el
haz penetra una cierta distancia en el analito, la radiacion que penetra se denomina
onda evanescente, la profundidad dependera de la longitud de onda, el indice de
refraccion del analito, el indice de refraccion del sensor, y el angulo incidente que
forma el haz incidente con la interfase. Los espectros de ATR son similares a los es-
pectros de absorcion ordinarios, la Gnica diferencia se encuentra en las intensidades
relativas que son proporcionales a la concentracion. Las ventajas de esta técnica es
la minima preparacion y la facilidad de obtener los espectros de absorciéon de gran

variedad de muestras complejas como telas y fibras [Harris 2016, Skoog 2008].

1.1.6. Espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear provee informacion acerca
de la estructura, la reactividad y la dindmica de las moléculas. La base tedrica de la
RMN considera que los niicleos cuentan con propiedades de espin. Los nicleos que
cuentan con un nimero impar de protones y/o neutrones tienen valores de espin
diferente de cero, por lo que un niicleo que gira y tienen carga presenta un momento
magnético a lo largo del eje del espin. Cuando los niicleos de este tipo son sometidos
a un campo magnético externo tienden a orientarse en ciertas direcciones, cuando
cuentan con nimero cudntico de espin de 1/2, solo existen dos orientaciones de los

nticleos los cuales pueden ser antiparalelo o paralelo al campo magnético externo,
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este fendmeno genera distintos estados cuanticos magnético de energia, siendo la
orientacion paralela al campo magnético la predominante entre los ntcleos, debi-
do a que es el estado de menor energia y més estable, este excedente permite que
cuando se incide la radiacion en el rango de las radiofrecuencias (40-1000 MHz)
al analito, permite la absorcién de energia v con ello la transicién de los nticleos
al estado cuanticos magnético de mayor energia, una vez se deja incidir la radia-
cién, los nicleos se relajan v es el fendémeno de relajaciéon lo que proporciona una
senal medible[Mlynarik 2017, Rhodes 2017, Skoog 2008|, la frecuencia que absorbe
un niicleo se ve afectado por el entorno quimico, ademas los nicleos de 'H son los
utilizados con mayor frecuencia para elucidar estructuras, sin embargo, también se
utilizan los niicleos de *C, F y 3P los cuales tienen un valor de espin igual a

+1/2. El espectro de RMN proporciona la siguiente informacion:

1. El niimero de sefiales permite categorizar los protones en distintos «tipos» de
acuerdo a su equivalencia entre si, para que protones cumplan esta caracteris-

tica, debe ser equivalentes estereoquimicamente.

2. El desplazamiento quimico representado en unidades de ppm expresa la po-
sicion de la senal, el cual depende del entorno electrénico de cada tipo de

proton.

3. La intensidad de las senales permite determinar de manera relativa la cantidad

de protones de cada tipo existente en la estructura quimica.

4. El desdoblamiento de una senial permite obtener informacién del entorno de un
proton con respecto a otros protones vecinos, este fendmeno se genera cuando
existe el acoplamiento de espines y la senal resultante se presenta como un

conjunto de sefiales [Morrison 1998|.

1.1.7. Ensayo de dilucién en caldo

El ensayo de dilucién en caldo es un método de laboratorio, que permite la
evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de farmacos experimentales. La
concentraciéon minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) se define como
la concentracién en la cual el agente antimicrobiano inhibe el crecimiento visible
del microorganismo evaluado, el cual es expresado en unidades de pg/mL o mg/L
[Balouiri 2016|. El medio de cultivo utilizado como estandar es el medio Mueller-
Hinton (MH). Los farmacos experimentales se deben encontrar en dilucion, por lo
que se recomienda utilizar agua, que actiia como solvente y diluyente, sin embar-
go,, hay moléculas poco solubles que requieren solventes adicionales como alcoholes,
buffer de fosfato y DMSO |Kowalska-Krochmal 2021|. El microorganismo que se ha-

ya seleccionado debe cumplir con ciertas condiciones como pertenecer a una misma
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colonia, se debe incubar durante la noche y se debe encontrar en una suspension
estandarizada, esta suspension se mide por medio de un densitémetro y se ajusta
a una densidad de 0.5 McFarland, este valor es equivalente a una concentraciéon
de 1x10® CFU/mL bacterias en la suspension |Kowalska-Krochmal 2021|. El ensayo
consiste en la preparacion de diluciones de distintas concentraciones del farmaco
experimental preparados en tubos de un volumen minimo de 2 mL, en los cuales se
adiciona medio de crecimiento. A cada tubo se inocula con la suspension estandariza-
da de bacterias, el cual debe contar con una concentracién final de 5x10° CFU/mL.
Las pruebas se dejan incubar de 16-18 h para estar dentro del rango en el que se

encuentren mayor cantidad de bacterias vivas que muertas |Balouiri 2016].



Capitulo 2

Objetivos

2.1. General

Sintetizar posibles profirmacos con actividad antimicrobiana derivados de cipro-
floxacino, norfloxacino, moxifloxacino y gemifloxacino, y realizar el seguimiento y

caracterizaciéon por medio de métodos instrumentales.

2.2. Especificos

1. Realizar una sintesis de profarmacos de ciprofloxacino, norfloxacino, moxiflo-

xacino y gemifloxacino.

2. Realizar el seguimiento de la sintesis y separar a los componentes de la mezcla

de reaccion por medio de HPLC.

3. Caracterizar los productos obtenidos por medio de las espectroscopias FTIR
y RMN H.

4. Ewvaluar la actividad antimicrobiana de los productos obtenidos.
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Materiales y métodos

3.1. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron ciprofloxacino (Pharmalife), gemifloxacino (Factive-
V), moxifloxacino (Crescrin), trietilamina (TEA) (Sigma Aldrich), cloruro de cina-
moilo (Sigma Aldrich) de grado R.A., bicarbonato de potasio (J.T. Baker), aceto-
nitrilo anhidro (Sigma Aldrich), metanol (MeOH) (Sigma Aldrich), diclorometano
(DCM) (Sigma Aldrich), acetato de etilo (Sigma Aldrich), acido fosférico, para la
caracterizacion por medio de RMN se utilizé DMSO deuterado (Sigma Aldrich). Pa-
ra el ensayo de dilucion en caldo, se utiliz6 medio Mueller-Hinton (BD Bioxon). El
analogo de Norfloxacino fue sintetizado y caracterizado previamente en el Labora-
torio 3E del Edificio A de la Facultad de Quimica de la UNAM, el cual se identifico

como AN-4 y solo se realiz la evaluacién antimicrobiana.

3.2. Equipos

Para el seguimiento de la reaccién y la determinacién de la pureza de los produc-
tos obtenidos se utilizo el equipo de HPLC marca Agilent, modelo 1220 Infinity II
LC, equipado con una columna C18 de 15 ¢cm, 5Hpm y detector UV de onda variable.

Para la elucidacion estructural se utilizé el espectrofotémetro FTIR marca Agi-
lent, modelo Cary 630 equipado con ATR; v un espectrofotémetro de resonancia

magnética nuclear marca Magritek, modelo Spinsolve de 80 MHz.

10
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3.3. Obtencion de analogos de las fluoroquinolonas

propuestas

3.3.1. Obtencién de la base libre para ciprofloxacino y gemi-

floxacino

Para obtener los antibioticos aislados se pulverizaron 2 tabletas en un mortero
hasta obtener un polvo fino, al cual se suspendié en 50 mL de agua destilada, y
posterior se filtré para retirar los excipientes no solubles. Al liquido filtrado se le
adiciond una solucién de bicarbonato de potasio para precipitar los firmacos de
interés, una vez la suspension tuviera un pH neutro, se filtré la suspension y se dejo

secar por 24 h.

3.3.2. Analogo de Ciprofloxacino (AC-1)

La sintesis para la obtencién del analogo de ciprofloxacino se muestra en la figura
3.1. Para la sintesis se utilizé 67.6 mg de ciprofloxacino aislado. Se utiliz6 un matraz
bola de 10 mL al cual se le adiciond 5 mL de DCM vy se disolvieron en el 1.1 eq de
cloruro de cinamoilo y 1.2 eq de TEA, una vez se observé una solucién homogénea
se adiciond poco a poco el ciprofloxacino aislado y se dejo reaccionar por 24 h,
a temperatura de 0°C, en atmosfera de nitrégeno y en constante agitacion. Para
detener la reaccion de adicion6 una gota de agua destilada.

Para el aislamiento de AC-1, se evaporé el DCM con nitrégeno, una vez evaporado
en su totalidad, se disolvio el solido obtenido en MeOH, posterior se adiciond agua
destilada para formar una suspension, el cual se filtré y el residuo obtenido se enjuagd

con agua destilada. Se dejé secar por 24 h.

. /j Y -y L,

Ciprofloxacino AC-1 o o

Figura 3.1: Reaccién 1

3.3.3. Analogo de Moxifloxacino (AM-2)

La sintesis para la obtencién del analogo de moxifloxacino se muestra en la figura
3.2. Para la sintesis se utilizd tableta pulverizada de moxifloxacino que contenia 109
mg de moxifloxacino. Se utilizé6 un matraz bola de 10 mL al cual se le adicioné 5 mL

de AcN v se disolvieron en el 1.1 eq de cloruro de cinamoilo v 2 eq de TEA, una vez
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se observo una solucién homogénea, se adicioné poco a poco la tableta pulverizada
v se dejé reaccionar por 24 h, a temperatura de 0°C, en atmosfera de nitrogeno y en
constante agitacion. Para detener la reaccion se adiciond una gota de agua destilada.

Para el aislamiento de AM-2, se filtré el contenido del matraz bola y se enjuagod
el matraz con AcN, posterior el liquido filtrado se expuso a nitrégeno gaseoso para
evaporar el disolvente, una vez evaporado en su totalidad, se suspendio6 el solido
obtenido en agua destilada. Posterior se filtré v el residuo obtenido se enjuagd con
agua destilada. Se dej6 secar por 24 h. El polvo seco se disolvio en 20 mL de acetato
de etilo y se realiz6 dos extracciones con 30 mL de agua destilada. Para evitar la
formacion de emulsion se le adicioné al agua 1g de NapSO4. La fase orgénica se secod

con 1 g de NaySOy y se procedié a evaporar el disolvente.

o C@Q)F\—'@w&% T

Clomro de

cinamoilo : ;
Moxifloxzacino AM-2

Figura 3.2: Reaccién 2

3.3.4. Analogo de Gemifloxacino (AG-3)

La sintesis para la obtencién del analogo de gemifloxacino se muestra en la figura
3.3. Para la sintesis se utiliz6 100 mg de gemifloxacino aislado. Se utilizé6 un matraz
bola de 10 mL, al cual se le adicioné 5 mL de DCM y se disolvieron en el 1.1 eq
de cloruro de cinamoilo v 2 eq de TEA, posterior se adiciond poco a poco tableta
pulverizada y se dejo reaccionar por 24 h, a temperatura de 0°C, en atmosfera de
nitrogeno y en constante agitacion. Para detener la reaccién se adicioné una gota de
agua destilada.

Para el aislamiento del AG-3, se filtré el contenido del matraz bola y se enjuagd
el matraz con DCM, al liquido filtrado se adicioné agua destilada acidificada con
una gota de acido acético glacial, al liquido filtrado, se formé una suspension la cual
se filtré y se enjuagd con agua acidificada para mantener el ambiente a un pH acido.

Se dejo secar por 24 h.
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L, 20 me v

Clomiro de cinamoilo
Gemifloxacino AG3 3 0

Figura 3.3: Reaccion 3

3.4. Seguimiento y caracterizacion

3.4.1. HPLC

Las condiciones cromatograficas que se utilizaron fueron las siguientes:
1. Flujo a 1 mL/min, longitud de onda a 283 nm y presién a 400 bar
2. La fase mévil fue constituida por dos fase:

a) La fase A (FA) se conformé por 0.1% de acido fosforico, 0.05% de TEA

v agua destilada

b) La fase B (FB) se conformé por metanol
La corrida cromatografica se llevd a cabo como se muestra en la tabla 3.1

Tabla 3.1: Corrida cromatogréfica en gradiente

| Tiempo (min) | FA | FB
0 90 10
3 90 10
10 20 80
15 20 80
16 90 10
25 90 10
3.4.2. RMN

Los productos se disolvieron en DMSO deuterado para realizar la prueba en el
equipo de RMN.

3.43. IR

Una vez que se verificd que el equipo se encontraba limpio, las muestras se

colocaron en el porta muestras, el cual se limpi6 entre cada muestra con algodén.
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3.4.4. Punto de fusion

Se colocd el producto a determinar su punto de fusion entre dos cubreobjetos
circulares, los cuales se colocaron sobre la platina del equipo, se anotd la temperatura

cuando el cambio de estado de agregaciéon cambio.

3.5. Ewvaluacion de la actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antibacteriana de los cuatro derivados obtenidos se
utilizo la técnica por dilucion en caldo. Debido a la poca solubilidad de los derivados
obtenidos, se utilizo DMSO como disolvente para la preparacion de las disoluciones
stock de los derivados. La concentracion de los stocks de los productos obtenidos fue
de 1 mg/mL. A cada tubo de prueba se adicion6 50 pL de DMSO como tensoactivo.
Las concentraciones que se evaluaron de los compuestos van de 10-30 pug/mL, a
excepcidn del analogo de ciprofloxacino que fue el que presenté mayor inhibicién
a concentraciones bajas (tabla 4.3). Se utilizé ciprofloxacino aislado como control
positivo. La cepa bacteriana que se utilizé en el experimento fue la E. coli K12,
proporcionada por la Unidad Periférica de Patogénesis Bacteriana de la Facultad de
Medicina, el cual se estandarizd a 0.5 McFarland. El medio de cultivo utilizado fue

Mueller-Hinton en caldo y el volumen final de las pruebas fue de 1 mL.



Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Rendimiento de la sintesis y pureza de los pro-

ductos

En la tabla 4.1 se presenta el rendimiento, el tiempo de retenciom y la pureza
de los productos aislados. Como se puede observar los rendimientos de la sintesis
propuesta para obtener AC-1 y AM-2 son bajos, por otro lado, la metodologia que
se utilizd para realizar la purificacion de los productos presenta purezas altas lo cual,
se considerd que existio perdida de producto durante el proceso de purificacion. En
el caso del AG-3 el rendimiento de la sintesis presenta un valor del 63.71 %, siendo
mayor en comparacion de AC-1 y AM-2, sin embargo, la purificacion del AG-3
presenté un valor de pureza menor del 90 %, lo cual no es recomendable para los
estudios de elucidacion estructural que demandan mayor pureza. En el Apéndice A
se encuentran los cromatogramas de los productos aislados de los cuales se extrajo

la pureza cromatografica por medio de la estandarizacion de las areas.

Tabla 4.1: Rendimientos, tiempos de retencion (¢,) y pureza cromatografica de los
productos obtenidos

Rendimiento Purcza
Producto " t, (min) | Cromatografica
(%) :
(%)
1 21.67 11.64 96.33
2 26.74 12.93 94.36
3 63.71 11.54 81.21

4.2. Caracterizacion de los productos

En la tabla 4.2 se muestran los puntos de fusion obtenidos, el AC-1 fue el que

presento mayor punto de fusiéon, mientras que el AM-2 presentd menor punto de

15
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fusion. Cabe destacar que los puntos de fusion de los compuestos son altos, lo cual

permite manipular las moléculas a temperatura ambiente, sin que se vean afectadas.

Tabla 4.2: Caracteristicas fisicoquimicas de los productos sintetizados

Peso Punto de
Clave Formula molecular | Aspecto fisico fusion
(g/mol) (°C)
AC-1 CosHoy FN3Oy4 | 461.17 Polvo blanco 268
AM-2 | C3H3FNsOs| 53158 e 135

amarillo claro

AG-3 Cg-;HgﬁFj\i"sOS 519.53 Polvo belge 160
claro

AN-4 Cos Hay FFIN3 Oy 449.17 Polvo blanco 257

En la figura B.1 del apéndice B se encuentra el espectro de FTIR del AC-1, en el
cual se observa las senales de 3060cm ™! que corresponde a senales de H enlazado a
C sp?, presentes tanto en los anillos arométicos como en los alquenos presentes en la
estructura, a 2000 em ™! se observan sobretonos de estructuras arométicas. La senales
de 2920cm™! y 2863 cm ™! representan H enlazado a C sp® presentes en el grupo
piperazina. Entre 3000-2250 cm ™! se observa una sefial ancha y poco intensa, causada
por puentes de hidrégeno del acido carboxilico presente en la estructura, esta senal
se encuentra presente en el resto de los productos. En 1625¢m ™! se identifica para
el grupo carbonilo. Cabe destacar que no hay presencia de la senal que corresponde
a H enlazado a N de aminas, lo que permite interpretar que la sintesis se realizé en
esta zona.

En la figura C.1 del apéndice C, se encuentra el espectro de RMN H', la sefal
de mayor interés en la que se encuentra a 15 ppm, debido a que representa el H-18
del acido carboxilico de la estructura de ciprofloxacino, lo cual permite determinar
que la sustitucion nucleofilica no se realizd en esta posicion. Adicionalmente, las
seniales entre 7-8 ppm presentes en el espectro, integran para nueve protones que
corresponden a 2 protones aromaéticos de la molécula del ciprofloxacino, ademas
de los 5 protones del anillo aromético y 2 protones del alqueno, que estan en la
estructura del grupo cinamoilo,

En la figura B.2 del apéndice B se encuentra el espectro de FTIR del AM-
2, en el cual cuenta con las semnales claves similar con el espectro de AC-1. En
1310cm ™! se encuentra la sefial de C-O perteneciente al metoxido de la estructura
del moxifloxacino. La se senal que corresponde a C-N se ubica a 1354cm~! para la
amina enlazada al anillo aromatico y a 1310cm ™! para la amina enlazada a la cetona
del grupo cinamoilo. Al igual que AC-1, no presenta senal de enlace H-N de aminas.

En la figura C.2 del apéndice C, se encuentra el espectro de RMN H! en el

cual presenta la senial clave a 15ppm del proton del adcido carboxilico. Las senales
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presentes entre 7-8 ppm integran para nueve protones, por lo que representan las
senales aromaticas del grupo cinamoilo y del anillo aromatico del moxifloxacino.
En la figura B.3 del apéndice B se encuentra el espectro de FTIR del AG-3.
A diferencia de los productos anteriores, el enlace entre gemifloxacino y el grupo
cinamoilo forma una amida secundaria, la cual se observa en la banda a 3283 em™!.
A 1718e¢m™! se corresponderia a los grupos carbonilos presentes, mientras que a

—1 ge encontraria el estira-

1627cm~! corresponderian al enlace C=N. En 1045¢m
miento de C-O del metoxido.

En la figura C.3 del apéndice C, se encuentra el espectro de RMN H'de AG-
3, el cual también presenta la senal clave a 15 ppm. El protén de la amida se
encuentra a 8.1 ppm. Entre 7.2 a 8 ppm se encuentra los protones aromaticos y H-6
pertenecientes al grupo cinamoilo, ademas se ubica H-13 a 7.3ppm que corresponde
a el Gnico protén de la piridina de la estructura del gemifloxacino. A diferencia de
las moléculas anteriores, se encuentra una sefial a 6.5 ppm que corresponde a H-7,
el cual sufre un efecto de apantallamiento no solo por el anillo aromatico cercano,

sino también por el nitrégeno del grupo oxima.

4.3. Actividad antimicrobiana

Se considerd como referencia del 100 % de crecimiento la absorbancia del control
negativo, una vez calculado el porcentaje de crecimiento por diferencia de 100 se
obtuvo el porcentaje de inhibicién. En la tabla 4.3 se observa que el AC-1 presenta
mayor actividad antimicrobiana a concentraciones més baja, en comparacion de los
demas productos obtenidos, esto se demuestra con la concentracion de 10 pg/mL,
que presenta 60.3 % de inhibicion, mientras que el AM-2, AG-3 v AN-4 presentan un
porcentaje de inhibiciéon de 26.4%, 4% y 20.3 % respectivamente. Por otro lado, el
AG-3 es el segundo en tener mayor actividad, esto debido a que a 30 pg/mL cuenta
con una inhibicién del 57.2 %, en comparacién con el AM-2 y AN-4, que a la misma
concentracion presentan inhibicion del 44.3 % y 41 % respectivamente.

En el caso del AM-2 y AN-4, se observd que cuando se trataba de disolver
en el medio MH, estos presentaban turbidez, lo que significé que los productos se
precipitaron debido a que son muy poco solubles en medio acuoso. Para mejorar la
solubilidad de estos dos compuestos, se optd por aumentar la cantidad de DMSO a la
prueba, lo cual mejoré la actividad, sin embargo, se observé que una gran cantidad de
DMSO, arrojo falsos positivos. En consecuencia, se mantuvo la cantidad de DMSO
equivalente a AC-1 y AG-3. La actividad que presentaron fue semejante, puesto que
el rango de inhibicion de ambos se encontro entre 20-44 %, por lo que se considerd
como area de oportunidad proponer un método para la formacion de la sal de los

productos v/o el uso de un tensoactivo que permita una suspension estable, en
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el cual el compuesto de prueba pueda interactuar adecuadamente con la bacteria

experimental.

Tabla 4.3: Actividad antimicrobiana de los productos obtenidos

Componente Concentracién Porcentaje de
de antibiotico inhibicion
(ng/mL)
Ciprofloxacino 20 100 %
(control +)
Sin antibiotico — 0%
(control -)

2 33.2%

4 30.1%

AC-1 6 57.2%
8 56.9 %

10 60.3 %

10 26.4%

15 38.0 %
AM-2 20 39.5%
25 40.7%
30 44.3 %

10 4.0%

15 5.8%

AG-3 20 7.6 %
25 32.5%
30 57.2%
10 20.3%
15 27.5%
AN-4 20 26.9 %
25 33.8%

30 41 %




Capitulo 5
Metas alcanzadas y recomendaciones

Se lograron obtener los andlogos propuestos a purezas favorables, sin embargo,
los métodos de purificacion invelucraron perdidas considerables, por lo que se reco-
mienda buscar alternativas que permitan un proceso de purificacion con las menores
perdidas posibles.

La metodologia utilizada en el HPLC fue el adecuado, debido a que permitié
evaluar la pureza de los andlogos aislados.

Se logro obtener los espectros de infrarrojo y de resonancia magnética nuclear
de 'H, lo cual permitio elucidar las estructuras, sin embargo, no se pudo obtener los
espectros de 13C, lo cual serfa una prueba que se recomendarfa realizar a futuro, asi
como incluir espectrometria de masas.

Por parte de la evaluaciéon de la actividad antimicrobiana, los cuatro productos
obtenidos cuentan con actividad antibacteriana la cual se ve afectada por la solubi-
lidad de las moléculas, por lo que se recomienda formar la sal de los productos y/o

el uso de un tensoactivo que permita mejorar la solubilidad de los productos.

5.1. Conclusion

Este proyecto de servicio social, presento cuatro moléculas que combinan el acido
cinamico v 4 fluoroquinolonas distintas, con la finalidad de incrementar la actividad
farmacolégica. Las moléculas AM-2 yv AN-4 son moléculas poco solubles en medios
acuosos, lo que dificulto la evaluacion de la actividad antimicrobiana, ademas el uso
de gran cantidad de DMSO dio falsos positivos durante las pruebas. Por otro lado,
las moléculas AC-1 y AG-3, al ser moléculas que se solubilizaron con la cantidad su-
ficiente de DMSO en el medio acuoso, permitié observar la actividad antimicrobiana
de estas dos moléculas, sin embargo, la actividad no supera al antibiético de control,
por lo que seria necesario estudios futuros que logren aumentar la solubilidad de es-

tos compuestos, con la finalidad de determinar si la actividad es dependiente de la
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solubilidad, ademas pruebas que determinen si el mecanismo de accion es similar al

de las fluoroquinolonas.



Apéndice A

Cromatogramas de los productos
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Apéndice B

Espectros de FTIR de los productos
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Espectros de RMN de proton de los

productos
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