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SINTESIS

Las cefalosporinas son los antibidticos mas utilizados en el tratamiento de enfermedades
infecciosas por su amplio espectro de accién, buenas propiedades farmacocinéticas y baja
toxicidad. En la actualidad, las bacterias del genero Staphylococcus ssp. (agentes etioldgicos de
patologias muy severas y diversas) han incrementado su resistencia frente a la accion de
numerosos antimicrobianos. La busqueda de nuevas cefalosporinas efectivas contra estas
bacterias es una linea de investigacion actual. Por esta razon se propone como hipotesis de
trabajo que nuevas cefalosporinas derivadas de diferentes acidos o, insaturados portadores de
sistemas aromaticos, tienen actividad antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus spp. Para
demostrar esta hipétesis se traz6 como objetivo general obtener nuevas cefalosporinas derivadas
de acidos o, insaturados y evaluar sus propiedades antibacterianas “in vitro” frente a cepas de
Staphylococcus spp. Como resultado se sintetizaron 51 nuevos compuestos de este tipo cuya
estructura fue confirmada por RMN y Espectrometria de Masas y de los cuales 16 exhibieron una
Concentracion Minima Inhibitoria “in vitro” igual o inferior a 2 pg/mL frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativo sensibles a meticilina, aunque
ninguno puede considerarse efectivo frente a cepas resistentes de estas bacterias. Ademas, a partir
de los datos experimentales se obtuvo un modelo matematico lineal predictivo de relacion
estructura quimica-actividad bioldgica para este tipo de cefalosporinas frente a cepas de
Staphylococcus spp. sensibles a meticilina, que posibilitard orientar el trabajo quimico-sintético
encaminado hacia la busqueda de compuestos méas potentes. Todos estos resultados no solo
implican un aporte novedoso al conocimiento cientifico, sino que ademas pueden constituir el
punto de partida para la aplicacion futura de este tipo de cefalosporinas en la terapia anti-

infecciosa contra estos gérmenes patdgenos.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las cefalosporinas son el grupo de antibioticos més utilizados en el tratamiento de enfermedades
infecciosas. Su importancia radica en la combinacion de una potente accion bactericida y un
amplio espectro de accidn, con buenas propiedades farmacocinéticas y una baja toxicidad.

Las bacterias del género Staphylococcus spp. son los agentes etiolégicos de patologias muy
severas y diversas tales como, infecciones de la piel y los tejidos blandos, vias respiratorias,
sistema nervioso central, tracto genitourinario, otitis, osteomielitis y artritis.

En la actualidad, se manifiesta la proliferacion de bacterias de este género multiresistentes a la
accion de numerosos antimicrobianos tales como el Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SaRM) que clasifica como “supermicrobio”. Este fendmeno ha hecho impostergable la necesidad
de disponer de nuevos antibioéticos con actividad antimicrobiana selectiva frente a estas bacterias.
La busqueda de nuevas cefalosporinas efectivas contra estas bacterias patdgenas es una linea de
investigacion actual debido a las ventajas terapéuticas y perfil de seguridad de esta familia de
antibioticos. Asi el primer antibidtico B-lactamico con actividad bacteriana frente a SaRM es una
cefalosporina, denominada ceftobiprol medocaril introducida en el mercado durante el 2008, mientras
que otras cefalosporinas como la ceftarolina fosamil y las denominadas BMS-247243 y RWJ-54428 se
encuentran en diferentes fases de ensayo clinico.

Por otra parte, el uso indiscriminado de estos antibidticos en la practica médica dadas sus
ventajas terapéuticas, ha provocado el incremento de cepas antes sensibles a la accion de las
cefalosporinas comerciales, que resurgen como resistentes. Por esta razdn, se hace necesario
encontrar nuevos compuestos activos que puedan constituir una futura alternativa al arsenal

terapéutico existente.



Introduccion

Los antecedentes de este trabajo se basan en una tesis de doctorado® donde se obtienen varias
cefalosporinas derivadas de acidos (2E)-3-(3-fenil)acrilicos sustituidos con accion selectiva frente
a bacterias Gram positivas, algunas de las cuales desplegaron una actividad antibacteriana frente
a Staphylococcus spp. préxima a la cefazolina. Debido a los resultados alcanzados asi como a la
relativa poca complejidad de la estructura y procedimientos de preparacion de estos compuestos,
en este estudio se recomienda ampliar la gama de modificaciones estructurales, con la
introduccion de nuevos sustituyentes en el grupo fenilo, la obtencion de nuevas cefalosporinas
derivadas de &cidos a,B insaturados portadores de otros sistemas aromaticos y realizar la
evaluacion “in vitro” de todos los compuestos con el objetivo de buscar nuevos derivados méas
efectivos frente a cepas de Staphylococcus spp.

Por todo lo anterior se plantea el siguiente problema cientifico:

Es posible obtener mediante sintesis quimica nuevas cefalosporinas derivadas de diferentes
acidos a,p insaturados portadores de sistemas aromaticos, con actividad antibacteriana frente a
cepas de Staphylococcus spp.

En consideracion a lo anterior se asume la siguiente hipétesis de trabajo:

Nuevas cefalosporinas derivadas de diferentes &cidos o, insaturados portadores de sistemas
aromaticos, tienen actividad antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus spp.

Para dar respuesta al problema cientifico planteado y demostrar la hipétesis anterior se propone
como objetivo general:

Obtener nuevas cefalosporinas derivadas de acidos o, insaturados y evaluar sus propiedades

antibacterianas “in vitro ” frente a cepas de Staphylococcus spp.
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Para alcanzaran este objetivo general se trazaron los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar diferentes acidos o, insaturados portadores de sistemas aromaticos en su
estructura como intermedios para la preparacion de nuevas cefalosporinas.

2. Sintetizar nuevas cefalosporinas derivadas de &cidos o, insaturados portadores de
sistemas aromaticos en su estructura y de nucleos cefalosporanicos con diferentes
sustituyentes en la posicion C-3.

3. Realizar la caracterizacion estructural de los compuestos obtenidos mediante la
combinacion de las técnicas espectroscopicas de RMN y EM.

4. Determinar las propiedades antibacterianas “in vitro” de las cefalosporinas obtenidas
frente a cepas bacterianas pertenecientes al género Staphylococcus spp.

5. Obtener un modelo lineal predictivo de relacion estructura quimica-actividad bioldgica para
este tipo de cefalosporinas frente a cepas de Staphylococcus spp. sensibles a meticilina.

La Novedad cientifica de este trabajo se centra en los siguientes aspectos:

e Se sintetizaron un total de 51 nuevas cefalosporinas, derivadas de diferentes acidos o3
insaturados portadores de sistemas aromaticos en su estructura, no descritas con
anterioridad en la literatura cientifica a nivel mundial.

e Se obtuvo una cartoteca con los datos espectroscopicos de todas las nuevas cefalosporinas
obtenidas, a partir de diferentes acidos o, insaturados.

e Se evaluaron las propiedades antibacterianas de las cefalosporinas obtenidas frente a
cepas del género Staphylococcus spp y se demostrd que 16 compuestos tienen actividad
frente a cepas de Staphylococcus sensibles a meticilina, hecho que los convierte en

candidatos promisorios para la terapia anti-infecciosa.



Introduccion

e Se establecio por vez primera un modelo QSAR lineal predictivo capaz de correlacionar la
estructura quimica con la actividad bioldgica, para una serie de cefalosporinas derivadas
de &cidos a,B insaturados. Este resultado constituye una herramienta muy eficaz que
posibilitara orientar el trabajo quimico-sintético encaminado hacia la sintesis racional de
compuestos de este tipo.

Los resultados de la sintesis, caracterizacion estructural y determinacion de las propiedades
antibacterianas “in vitro” de estas cefalosporinas han formado parte de tres articulos cientificos

publicados en revistas de impacto y han sido presentados en varios congresos internacionales.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades.

Las cefalosporinas se consideran agentes de primera linea en situaciones clinicas variadas como
infecciones cutaneas y de partes blandas, septicemia intrabdominal, infecciones del pie diabético,
meningitis aguda, neumonia, endocarditis y en la profilaxis de la cirugia cardiotoracica,
ortopédica, abdominal y pélvica.?

La era de los antibidticos cefalosporanicos comienza en el afio 1945 con el aislamiento de la
cefalosporina C (Figura 1) del hongo Cephalosporium acremonium. La identificaciéon del 7-
ACA (Figura 2) como nucleo de la cefalosporina C y el desarrollo de métodos factibles para su
obtencion a gran escala, propicia la sintesis de numerosas cefalosporinas con propiedades

antibacterianas y espectro de actividad mayores que la de origen natural.>*

H
COOH O );1\'1// O.__CHj
0 b

COOH 0
Figura 1. Estructura quimica de la cefalosporina C.
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Figura 2. Estructura quimica del 7-ACA.

La estructura quimica basica de las cefalosporinas consiste en un sistema p-lactdmico acoplado a
un anillo de dihidrotiazina que en su conjunto se denomina nucleo cefem (Figura 3). La

introduccion de diferentes sustituyentes, fundamentalmente en las posiciones 3 (R3) y 7 (R7) de
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dicho nucleo, posibilita obtener una amplia gama de cefalosporinas con diferente espectro

antimicrobiano, propiedades farmacocinéticas y grado de estabilidad quimica.’

COORy
Figura 3. Estructura basica de las cefalosporinas.

2.2 Clasificacion de las cefalosporinas.

Con relacion a la clasificacion de las cefalosporinas, la mas utilizada (desde el punto de vista
clinico) agrupa a estos compuestos en "generaciones™ sobre la base del espectro de actividad
frente a diferentes gérmenes y su a desarrollo histérico.’

Las cefalosporinas de primera generacion o de espectro reducido (Tabla I) son las méas activas
frente a las bacterias Gram positivas. Las de segunda generacion o de espectro expandido (Tabla
Il) tienen menor actividad frente a Staphylococcus spp. sensible a meticilina, pero son mas
efectivas frente a bacterias Gram negativas. Las cefamicinas, compuestos con un grupo metoxi en
6

la posicion C-7a del nucleo cefem, se clasifican dentro de esta generacion.

Tabla I. Cefalosporinas de primera generacion.
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Tabla I1. Cefalosporinas de segunda generacion.
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0 CH,

N-N
_ _HZC\ / B
Cefmetazol* Cemetol N= b SAN’N OCHs
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* pertenecen al grupo de las cefamicinas

Las cefalosporinas de tercera generacion o de amplio espectro (Tabla I11) son muy activas contra
bacterias Gram negativas y muy resistentes a la accion de las B-lactamasas de amplio espectro.
Las de cuarta generacion (Tabla 1V) son compuestos zwiterionicos portadores de un centro de
amonio cuaternario en la posicion C-3, responsable del mayor espectro de estas cefalosporinas
frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. Son estables frente a cepas productoras de
algunas B-lactamasas de espectro ampliado.®

En términos generales, a medida que las cefaloporinas evolucionan de la primera a la tercera
generacion ganan actividad frente a bacterias Gram negativas, la reducen frente a Gram positivas

y mejoran su estabilidad frente a la accion de las B-lactamasas. Las cefalosporinas de cuarta
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generacion tienen una accion similar a las de tercera generacion frente a bacterias Gram negativas

y alcanzan una actividad contra bacterias Gram positivas analoga a las de primera generacion.

Tabla 1. Cefalosporinas de tercera generacion.

Qs
/C"HN S
R, :l;(
N~
O R;
COOR,
Nombre Nombre R R R
genérico comercial ! 3 4
n-OCHs
I
. . N H Na
Ceftioxima Cefizox H2N\</ J)\
S
n-OCHs
. [ \/O CH,
Cefotaxima | Claforan N i Na
H2N\</ I 0
S
_OCH, GHs
N| HC/S N‘N
Ceftriaxona Rocephin /N 2 \NW | Na
S 0
_OCH _
N| 3 —HC /E \\N
- - . N
Cefmenoxima | Cefonicid o /NJ)\ TN H
|
2 \<s / CH,
o O
0
CHs~N N~ e /Z \
Cefoperazona Cefobid NH STON H
|
CH,
HO
Fortaz N O~ CHs © H/
. 7 L “COOH ~N
Ceftazidima Cefta N AL e N™S Na
Tazicef H N\</ I
- 2 | Z
Tazidima S




Revision Bibliografica

Tabla IV. Cefalosporinas de cuarta generacion.

N -OCH;
HN- N U H
0 J;f
N~
O \g\Rs
COOH
Nombre genérico Nombre comercial R3
+ 1\
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~N

2.3 Mecanismo de accion de las cefalosporinas

Es bien conocido que las cefalosporinas son antibioticos bactericidas que inhiben la sintesis de la
pared celular y que su mecanismo de accion se basa en la acilacion de un residuo de serina
presente en las enzimas PBPs (transpeptidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas) que
controlan la etapa final de la biosintesis del péptidoglicano, un polimero esencial para la fortaleza
de la pared bacteriana.’

Los antibioticos B-lactamicos causan la muerte de la bacteria porque inhiben la accién de las
enzimas PBPs dada la analogia que existe entre su estructura espacial y la del dipéptido D-
alanina-D-alanina presente en el péptidoglicano. Debido a la elevada reactividad quimica del

carbonilo B-lactdmico, las cefalosporinas se unen de forma covalente e irreversible al residuo de
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serina de las PBPs, el cual resulta acilado como resultado de la apertura del anillo B-lactdmico
con formacién de un complejo acil-enzima que bloquea e impide su accién.”

2.4 Mecanismos de resistencia de las bacterias frente a la accion de las cefalosporinas.

En la literatura esta bien definido que los mecanismos de resistencia que desarrollan las bacterias frente
a las cefalosporinas actlan en cada una de las etapas implicadas en el despliegue de su actividad
antibacteriana, que son independientes entre si pero también pueden actuar sinérgicamente.?

El primer mecanismo de resistencia se basa en la modificacion de la membrana externa de la
bacteria con disminucion de la permeabilidad de la pared microbiana lo que dificulta la llegada
del antibidtico a su sitio de accion. Este fendmeno ocurre fundamentalmente en las bacterias
Gram negativas porque tienen una membrana externa formada por multiples capas de lipidos,
proteinas y polisacaridos que dificultan la penetracion de sustancias hidrofilicas como las
cefalosporinas. Estos compuestos deben penetrar a través de unos canales de naturaleza proteica
denominados porinas, que al modificarse o desaparecer provoca resistencia.

El segundo mecanismo consiste en la inactivacion enzimética debido a la produccion de -
lactamasas, enzimas que hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico lo que ocasiona su
destruccion antes de que el antibiético llegue al sitio de accion.” Constituye el mecanismo de
resistencia mas importante a la accion de las cefalosporinas porque provoca su total inactivacion.

El tercer mecanismo es el surgimiento de cambios estructurales en las PBPs, el sitio de accion de
estos antibioticos. Este mecanismo de resistencia se manifiesta principalmente en las bacterias
Gram positivas, como es el caso de SaRM.*°

Otro factor que también provoca resistencia a las cefalosporinas es el denominado eflujo activo

del antimicrobiano, un mecanismo de membrana que expulsa hacia el medio externo de la célula
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bacteriana el antibidtico que ha podido entrar para evitar que alcance el sitio de accion. Ocurre
fundamentalmente en las bacterias Gram negativas.***?

En las ultimas décadas se ha puesto de manifiesto el incremento de cepas cada vez mas
resistentes a las cefalosporinas, ya que por sus ventajas terapéuticas son farmacos de primera
linea en la terapia intensiva hospitalaria o se utilizan de forma indiscriminada en la practica
médica lo que favorece la diseminacion intrahospitalaria y en la comunidad de bacterias
multiresistentes.’* Cada tratamiento con estos farmacos contribuye al proceso evolutivo por el
que surgen nuevas bacterias resistentes 0 muchas que antes eran sensibles al arsenal terapéutico
existente reaparecen como cepas resistentes.

2.5 Relacion estructura quimica-actividad bioldgica.

En un inicio, se considera que los elementos estructurales responsables de la actividad antibacteriana
(farmacoforo) son el anillo p-lactdmico y el grupo &cido de la molécula.** Con posterioridad, los
estudios quimico tedricos permiten concluir que los aspectos basicos que determinan la actividad
antibacteriana estan relacionados con: (a) la reactividad del anillo B-lactdmico y su estabilidad
quimica; (b) el grado de penetrabilidad en las bacterias y la farmacocinética; (c) las interacciones
intermoleculares con el sitio activo. Sobre cada uno de estos aspectos tienen una marcada influencia
los sustituyentes de las posiciones C-3 y C-7 del nicleo cefem.’

2.5.1 Reactividad del anillo p-lactamico y estabilidad quimica.

El factor fundamental que determina la actividad antimicrobiana de las cefalosporinas es la
reactividad del anillo B-lactdmico, que se relaciona estrechamente con la tension originada como
resultado de la union de los dos heterociclos que conforman el nicleo cefalosporanico. A causa

de esta tension, el &tomo del nitrégeno B-lactdmico adopta una conformacion piramidal, de forma

tal que disminuye la participacion de su par de electrones libres en la resonancia del grupo amida

11
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(Figura 4). Como resultado, el enlace del grupo carbonilo posee un mayor caracter de doble

enlace que en las amidas aliciclicas y por lo tanto una mayor reactividad.*

:Q?)E\!\ :Q?:]L\

Figura 4. Resonancia del grupo amida.
Otro rasgo estructural que incide sobre la reactividad del anillo B-lactdmico es el doble enlace
ubicado entre las posiciones C-3 y C-4. Debido a la participacion del par electronico libre del
atomo de nitrégeno B-lactdmico en la resonancia enaminica del ciclo de dihidrotiazina (Figura
5), el enlace cabono-nitrogeno de la B-lactama es ain mas debil que en el caso de las amidas
normales, factor que contribuye de forma adicional a incrementar la reactividad del grupo
carbonilo.’” Una prueba de lo anterior es la escasa actividad biolégica de los isémeros 2(3) de las
cefalosporinas (Figura 6), donde el doble enlace del ciclo dihidrotiazinico se localiza entre las

posiciones C-2 y C-3 y no existe la posibilidad de interaccién con el 4&tomo de nitrégeno.*®
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Figura 6. Isomerismo en cefalosporinas.
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El efecto inductivo del sustituyente ubicado en la posicion C-3 (R3) del ndcleo cefalosporanico
influye sobre la actividad antibacteriana. En general, los grupos electroaceptores confieren una
mayor reactividad al anillo B-lactdmico y como consecuencia una actividad biolégica superior.*®
Un buen grupo saliente en esta posicion dificulta la resonancia electronica del carbonilo -
lactdmico e induce una mayor accidn antibacteriana. En este sentido, existen evidencias de que el
mecanismo de acilacion responsable de la accidn bioldgica estd concertado con la salida del

grupo sustituyente de la posicién C-3,%° como se muestra en la Figura 7.

H H H
R7’N S R',i’N S R-,-’N S
e
j;N( A Ry T j\jN‘/ A _Cr, g l N Rs
0 O N T 0" “Nue CH,
COOH COOH
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Figura 7. Mecanismo de acilacion concertado con la salida del grupo en C-3.

No obstante, una mayor reactividad del anillo B-lactdmico no siempre es sinénimo de una
actividad antimicrobiana superior. El enlace amida debe ser lo suficientemente reactivo para
acilar el residuo serina del sitio activo, pero no hasta el punto de que la cefalosporina sea
quimicamente inestable o se hidrolice por la accion de otros nucledfilos presentes en el medio
bioldgico antes de alcanzar su sitio de accion en las PBPs

Por otra parte, es necesario que el anillo B-lactamico sea estable frente a la accion hidrolitica de
las pB-lactamasas secretadas por la bacteria. En este sentido, la naturaleza quimica y la
configuracion espacial del sustituyente unido a posicion C-7p del nacleo cefem ejerce una
influencia decisiva. EI amplio espectro de las cefalosporinas de tercera generacion frente a las
bacterias Gram negativas se debe, en gran medida, a la presencia en la cadena acilamino de un
grupo alcoximino de configuracion syn que al estar unido al anillo 2-aminotiazol dificulta (por

impedimento estérico) el acceso de las p-lactamasas al carbonilo B-lactamico.?*
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2.5.2. Grado de penetrabilidad en las bacterias y farmacocinética de las cefalosporinas.

La estructura quimica y la configuracion espacial de la cadena acilamino enlazada a la posicion C-73
del nucleo cefem son los factores que ejercen una mayor influencia sobre el grado de penetrabilidad
del antibidtico y por lo tanto definen su espectro antibacteriano. ElI grado de lipofilidad del
sustituyente en esta posicién determina la penetrabilidad en uno u otro tipo de bacteria.??

La pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas tiene diferente composicion y
caracteristicas. En las bacterias Gram positivas son efectivos los compuestos con un alto caracter
lipofilico, como las cefalosporinas de primera generacion. En las bacterias Gram negativas el alto
contenido lipidico de la pared celular impide la penetracion de moléculas lipofilicas que quedan
retenidas en la pared bacteriana y no pueden alcanzar su sitio de accion. Por esta razon las
cefalosporinas de tercera generacion, portadoras de una cadena acilamino mas hidrofilica (grupo
aminotiazol) son capaces de atravesar la membrana y ejercer su actividad antibacteriana.

La introduccion de grupos portadores de atomos de azufre o nitrégeno en la posicion C-3 del
nucleo cefem también influye sobre el grado de penetracion, aunque en mucho menor grado que
el sustituyente de la posicion C-7. Asi, la presencia de tioéteres de pentaheterociclos aromaticos
como el 1,3,4-tiadiazol de la cefazolina (Tabla 1) y N-metiltiotetrazol del cefamandol (Tabla I1)
y de grupos gue contienen un dtomo de nitrégeno cuaternario (Tabla IV), ha conducido a un
aumento de la actividad frente a gérmenes Gram negativos.”

Con respecto a la farmacocinética, las cefalosporinas son esencialmente hidrofilicas por lo que su
nivel de absorcion en el tracto gastrointestinal es bajo y la mayoria deben ser administradas de
forma intravenosa o intramuscular. Para obtener cefalosporinas orales existen diferentes estrategias.
En un inicio, la introduccion de fragmentos moleculares especificos en la posicion C-7f (ej. grupo
a-aminofenilglicina) y de grupos lipofilicos poco voluminosos y no cargados en la posicion C-3 del

nucleo cefem (cloro, metilo) conducen a la obtencidn de cefalosporinas orales pertenecientes a la
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primera y segunda generacion. Con posterioridad, mediante la introduccion del grupo metoxiimino
aminotiazol por la posicion C-7B y del grupo vinilo en la posicion C-3 surgen las cefalosporinas
orales de tercera generacion. En la Tabla V se muestran ejemplos de cefalosporinas orales.

Tabla V. Cefalosporinas orales.
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Una segunda estrategia para incrementar la absorcion oral es la obtencion de profarmacos
mediante la formacion de ésteres inactivos “in vitro” que aumentan la liposolubilidad de la

molécula y garantizan su rapida absorcion. Las caracteristicas estructurales de estos ésteres
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permiten su rapida hidrolisis por las carboxiesterasas de la mucosa intestinal y la liberacion de la
molécula activa,®* Ejemplo de estos compuestos se muestra en la Tabla VI.

Tabla VI. Profarmacos de cefalosporinas orales.
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2.5.3 Interacciones con el sitio activo.
El sitio activo de las cefalosporinas son las enzimas PBPs que se unen al farmaco mediante la
acilacion de un residuo de serina presente en su estructura. Para favorecer la interaccion con el sitio

activo, el farmacdforo debe reunir caracteristicas estereoquimicas especificas que le permitan
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fijarse selectivamente a éste y no a las B-lactamasas que ocasionan la degradacion del antibiotico.
Un elemento estructural indispensable para alcanzar actividad antibacteriana es la funcion acida
unida a la posicion C-4 del anillo B-lactamico que debe permanecer libre porque es un punto de
anclaje del antibidtico al sitio activo. La distancia interatbmica de este grupo &cido con el
carbonilo B-lactdmico debe ser tal que permita al grupo farmacoforo encajar en el sitio activo e
interaccionar preferiblemente con los residuos de serina que alli encuentre. En los compuestos
activos esta distancia es menor que en los inactivos. La cara del anillo B-lactdmico debe estar
accesible, desde el punto de vista estérico, de forma tal que la molécula se encuentre lo
suficientemente cerca para lograr activar el sitio serina y que ocurra la acilacion.?

La cadena acilamino unida a la posicion C-7p y el sustituyente en C-3, si bien no constituyen
puntos de anclaje adicionales, influyen sobre la interaccion con el sitio activo por cuanto su
configuracién espacial y volumen afectan la accesibilidad de la molécula al sitio de accién.

De forma general, el conocimiento de los requisitos indispensables para la actividad
antibacteriana de las cefalosporinas se ha basado en el estudio de sus propiedades electrénicas, de
sus caracteristicas quimico-estructurales, la relacion entre ellas, asi como los mecanismos
moleculares que sustentan su accion.

2.6 Principales problemas que enfrenta la terapia anti-infecciosa frente a Staphylococcus
spp en la actualidad. Nuevas cefalosporinas en estudio.

2.6.1 Evolucion de la resistencia de Staphylococcus spp. a la accion de los B-lactamicos.

Las bacterias del género Staphylococcus spp. son una de las causas mas comunes de infecciones
nosocomiales y adquiridas en la comunidad De forma general, se puede apreciar que en la
literatura existe un estudio pormenorizado de la evolucién de la resistencia de Staphylococcus

spp. en correspondencia con la introduccion de los diferentes antibidticos en la practica médica.
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La penicilina resulta efectiva en el tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus y a
partir de 1940 se comienza a utilizar como medicamento, pero ya en 1946 la frecuencia de
resistencia de este germen alcanza un 60 % debido a la accion de las B-lactamasas (penicinilasas),
hecho que limita la posibilidad de utilizar las penicilinas naturales como agentes terapéuticos. En
la actualidad, més del 95 % de las cepas de Staphylococcus son resistentes a la penicilina.?®

Esta situacion propicia el surgimiento de las penicilinas penicilinasa resistentes (PPR), obtenidas
mediante la modificacién de la estructura quimica de las penicilinas naturales. La introduccion de la
meticilina en 1961 resulta un gran avance en el tratamiento de infecciones estafilocdccicas ya que
constituye la primera penicilina semi-sintética que tiene la propiedad de evadir la accion de las p-
lactamasas. Entre 1960-1964 aparecen otras PPR como la oxacilina y comienza el desarrollo de las
cefalosporinas de origen sintético que también resultaron estables frente a las [B-lactamasas
estafilococcicas.?” Sin embargo, pasados unos afios se identifican las primeras cepas de SaRM, que
inicialmente son solo resistentes a los antibidticos B-lactamicos pero que posteriormente se
convierten en una virulencia que se disemina en los hospitales de muchos paises.?

El SaRM clasifica como “supermicrobio”, ya que posee un mecanismo que confiere resistencia
absoluta a maltiples agentes antibacterianos como macrdlidos, aminoglucésidos, cefalosporinas,
carbapenems y quinolonas.”® La vancomicina es el Gnico antibiético frente al que estas bacterias
son sensibles por lo que constituye el farmaco de eleccion. El uso frecuente de la vancomicina
conduce al surgimiento de cepas de Staphylococcus aureus con susceptibilidad reducida o
francamente resistentes a este antibi6tico.*

El fendmeno de resistencia en las cepas de SaRM ocurre porque en el ADN de esta bacteria aparece
un nuevo gen cromosomico adquirido, denominado mecA (nuevo fragmento de ADN), que induce

la hiperproduccion de la PBP2a, una nueva proteina fijadora de penicilina que es capaz de mantener
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la integridad de la pared celular bacteriana aun cuando las PBPs habituales sean inhibidas por los
antibioticos pB-lactamicos. La infeccion por SaRM se manifiesta inicialmente a nivel nosocomial,
pero en los Gltimos afios devino en una infeccién adquirida en la comunidad.®

El Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa negativos constituyen la primera
causa de infeccion nosocomial. Muchos de estos aislados son resistentes a meticilina, con
marcada resistencia también frente a aminoglucésidos, quinolonas y vancomicina.*

La incidencia cada vez mayor de infecciones causadas por estas bacterias multiresistentes
provoca la necesidad urgente de descubrir y desarrollar nuevos antibioticos con mecanismos de
accion efectivos para su control. En afios recientes el linezolide (oxazolidinona), la daptomicina
(lipopéptido) y la tigeciclina (glicilciclina, similar a las tetraciclinas) han sido aprobados como
farmacos por la FDA de Estados Unidos para el tratamiento de diferentes tipos de infeccion
ocasionados por el SaRM.**** Otros nuevos agentes como el sinercide, la quinupristina/
dalfopristina, una combinacion de estreptograminas, y nuevos lipoglicopéptidos como la
dalbavancina y la telavancina se encuentran en diferentes fases de estudio clinico. 3%

2.6.2 Nuevas cefalosporinas para enfrentar la accion de bacterias Gram positivas
multiresistentes.

Las cefalosporinas también constituyen una familia que resulta de interés para la busqueda de
nuevos agentes con actividad frente a las bacterias Gram positivas multiresistentes, debido a su
potencia antibacteriana y elevado perfil de seguridad. En la década del 90 comienza el desarrollo
de compuestos mediante la introduccidn de nuevos sustituyentes en las posiciones C-3 y C-7 del
nacleo cefem con la finalidad de incrementar la reactividad quimica del anillo B-lactamico y
alcanzar un mayor grado de afinidad por las PBPs que caracterizan a las bacterias resistentes a los

antibicticos p-lactamicos en general.*’
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La evaluacion “in vitro” e “in vivo” y los ensayos clinicos de las nuevas cefalosporinas estan
ampliamente descritos en la literatura.®**° En la actualidad, dos compuestos estan introducidos en

el mercado y otros se encuentran en diferentes fases de estudio clinico®® (Tabla VI1).

Tabla VII. Nuevas cefalosporinas.
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El ceftobiprol medocaril es el primer antibiotico B-lactamico con actividad bacteriana frente a
SaRM.* Se trata de una cefalosporina inyectable de amplio espectro que posee actividad “in
vitro” frente a bacterias multiresistentes.** Su actividad frente a las cepas resistentes a meticilina
se explica por la combinacion de una gran afinidad por las PBP2a (Staphylococcus aureus) vy las
PBP2x (Streptococcus pneumoniae) con una gran estabilidad frente a un amplio rango de B-
lactamasas. Este aspecto unido a la velocidad de penetracion en las bacterias Gram negativas, su
farmacocinética y perfil de seguridad la convierten en un importante agente antimicrobiano.*® Los
ensayos clinicos Fase 111 avalan su utilizacién en el tratamiento de la neumonia nosocomial,** e
infecciones severas de la piel que incluye el pie diabético.” Este compuesto recibié su
aprobacion como farmaco por la FDA en el 2008.%

La ceftarolina fosamil es una cefalosporina inyectable con potente actividad frente a bacterias
Gram positivas y negativas. Las cepas de SaRM y SeRM muestran sensibilidad a la ceftarolina
con valores de CMlgy que varian entre 0,25-2 pg/mL. Este compuesto también se muestra
efectivo frente a SaRV, Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina y Haemophilus
influenzae.*’” Su desarrollo se encuentra en la Fase Il de ensayo clinico y los resultados
demuestran que esta cefalosporina puede constituir un potente antibi6tico para el tratamiento de
las infecciones resistentes a nivel hospitalario y de la comunidad.**°

Si bien el desarrollo de estas cefalosporinas constituye un logro incuestionable de la quimica
farmacéutica, la amplitud de su espectro antibacteriano (que incluye también a las bacterias Gram
negativas) constituye un riesgo potencial en cuanto a la generacion del fendmeno de la
multirresistencia derivado de su futura aplicacion en la practica clinica. En este sentido, también se

trabaja en la denominada estrategia de obtencién de cefalosporinas de espectro reducido contra
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patdgenos especificos o grupos especificos de bacterias con el objetivo de minimizar la aparicion de
nuevos tipos de cepas resistentes.

Esta estrategia se basa en la concepcién de obtener cefalosporinas estructuralmente relacionadas
con las de primera generacion para aprovechar la actividad inherente de estos compuestos frente a
bacterias Gram positivas y con esta premisa introducir modificaciones estructurales efectivas contra
los SaRM. Un ejemplo es la cefalosporina denominada BMS-247243 que posee una buena afinidad
por la PBP2a lo que explica sus propiedades bactericidas frente a cepas de SaRM (valores de CMlg
= 0,25-1 ug/mL). Este derivado posee un sistema del tipo feniltioacetamido enlazado a la posicion
C-7B del nucleo cefalosporanico el cual es portador de dos 4&tomos de cloro que le proporcionan un
elevado caracter lipofilico a la molécula y un grupo morfolino cuaternario en C-3, caracteristicas
que influyen de forma positiva, sobre su potencia bacteriana y solubilidad.>%>%2

Otra cefalosporina gue se desarrolla bajo este principio es el compuesto denominado RWJ-54428,
que posee un alto nivel de actividad frente a bacterias Gram positivas resistentes debido a su alta
afinidad por la PBP2a y PBP5. En particular resulta importante el hecho de que despliega una
actividad 100 veces superior a la vancomicina contra cepas de Enteroccocus faecalis resistente.

2.7 Métodos de Sintesis.

2.7.1 Sintesis de acidos carboxilicos a,p insaturados.

Los acidos carboxilicos a,B-insaturados pueden obtenerse a partir de aldehidos mediante dos
procedimientos clasicos de la sintesis organica: (a) la reaccion de Knoevenagel-Doebner y (b) la
reaccion de Perkin.>* Debido a las condiciones de reaccién mas suaves, el método més utilizado
es la condensacion de Knoevenagel-Doebner que consiste en calentar el aldehido con &cido
malonico (compuesto portador de un grupo metileno activo) en piridina como disolvente y en la

presencia de aminas primarias o secundarias como catalizadores. Como subproductos de la
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reaccion se generan agua y dioxido de carbono.>® Debido al inconveniente que implica la
utilizacion de la piridina, se han desarrollado procedimientos mas amigables con el medio
ambiente donde se emplea etanol como disolvente y que permiten sintetizar diferentes acidos 3-
fenil-acrilicos sustituidos con buenos rendimientos y una pureza adecuada.®

2.7.2 Sintesis de cefalosporinas

Los procedimientos de sintesis quimica en cefalosporinas se caracterizan por evitar medios
basicos o acidos fuertes, asi como por el empleo de bajas temperaturas debido a la extrema
labilidad quimica y térmica del ndcleo cefalosporanico. Ademas, existen multiples centros
reactivos en la molécula lo que requiere, por lo general, del uso intensivo de grupos protectores
que puedan ser eliminados bajo condiciones suaves. A continuacidn se resumen las caracteristicas
de las principales reacciones utilizadas durante el presente trabajo.

2.7.2.1 Acilacion de la funcion amino unida a la posicion C-7f del nucleo cefalosporanico.
La acilacion de la funcién amino unida al C-73 del nucleo cefalosporanico es una de las
principales reacciones durante la sintesis de cefalosporinas por cuanto permite introducir la
cadena lateral que determina (en gran medida) las principales propiedades del antibidtico. El
procedimiento a utilizar se selecciona sobre la base de las caracteristicas estructurales, tanto del
agente acilante portador de dicha cadena, como del nicleo cefem.

2.7.2.1.1 Método del reactivo de Vilsmeier.

En este procedimiento el agente acilante es el cloruro de acido, que se obtiene por tratamiento
con sales de clorometilenoiminio preparadas de acuerdo al procedimiento general de acilacion de
Vilsmeier-Haack-Arnold. Estas sales se pueden preparar por reaccion de una N,N-formamida
disustituida con el oxicloruro de fésforo, fosgeno u otro agente halogenante.>’ La etapa 1 de este

método consiste en preparar el denominado reactivo de Vilsmeier (sal de clorometilenoiminio)
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por reaccion de la DMF con oxicloruro de fésforo a temperaturas entre 0 y 5 °C, en ausencia®® o
presencia de un disolvente como el THF,*® acetato de etilo,° o diclorometano.®* Como agente
halogenante también se utiliza el cloroformiato de triclorometilo.®> EI mecanismo de la reaccion

de formacion del reactivo de Vilsmeier se muestra en la Figura 8.

HC O HiC O OPClhCl HyC , OPOCH
N+ POCl, T | N= = N= cl
H,C H H,C H H,C H ©
DMF
oPOCl,? “
H3C o H H;C, OPOCl,
/ /
HyC H HC  H

Figura 8. Mecanismo de reaccion de la formacion del Reactivo de Vilsmeier.

En la etapa 2, se adiciona el acido portador de la cadena lateral sobre el reactivo de Vilsmeier a
temperaturas entre 0-5°C para garantizar la formacién exclusiva del cloruro de &cido y excluir la
posibilidad de que ocurra la formilacion de la cadena lateral como reaccién colateral.

Finalmente, en la etapa 3 se realiza la acilacion del nucleo cefalosporanico por adicion de la
disolucién obtenida en la etapa anterior sobre el nucleo cefalosporanico disuelto en una mezcla
disolvente acuoso-organica o en un medio totalmente organico, en dependencia de la estabilidad
del agente acilante frente al agua. Cuando se emplea un medio acuoso-organico, el disolvente de
eleccion es el THF en presencia de TEA® o hidrégenocarbonato de sodio®® como bases que
cumplen con la doble funcién de disolver al nicleo cefalosporanico y capturar el acido formado.
En el caso de efectuar la reaccion en un medio organico se pueden utilizar el THF, el acetato de
etilo o el diclorometano como disolventes y la BSA® o la TMSA®® para disolver al ntcleo.

En la Figura 9 se muestra un esquema de este procedimiento de acilacion. Su principal

desventaja radica en que, dada la elevada reactividad de este tipo de derivados, es necesario
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proteger temporalmente el resto de las funciones activas de las moléculas involucradas, para

evitar reacciones colaterales que impurifican el producto de interés y reducen los rendimientos.

H H H
e, H3C\NJ<

N” 0 + POCly; —— OPOCl,
Etapa 1 CIH3 CH,
DMF Reactivo de Vilsmeier
R OH H H R OPOCI
aps + H;C. T 2
Etapa 2 EI/ TN J<OPOC12 7(])/

CH;

acido carboxilico acido carboxilico activado

H,N S R H S
Etapa 3 N (Z]/ j;(
O; R; + R \H/OPOC12 ) o N_ .= R,
COOH 0 COOH
nicleo cefalosporanico acido carboxilico activado

Figura 9. Método de acilacion por el reactivo de Vilsmeier.
2.7.2.1.2 Método de condensacion directa.
Consiste en acilar el nucleo cefalosporanico por reaccién del acido portador de la cadena lateral
sin derivatizar en presencia de DCC como agente condensante.®®®” Otros agentes condensantes

|68,69

utilizados son el EDC y el oxicloruro de fosforo. En este Gltimo caso es preciso emplear una

071 5 Ja N,N-dietilanilina’® con el objetivo de eliminar el

amina terciaria, tal como la piridina,
acido formado. Los procedimientos de condensacion directa, aunque proporcionan buenos
rendimientos estan limitados al caso de que el nicleo cefalosporanico tenga protegida la funcion

acida unida al C-4, ya que de estar libre competiria con el acido portador de la cadena lateral.
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2.7.2.2 Proteccion de grupos amino presentes en la cadena lateral de los acidos a introducir
por la posicion C-7f del nucleo cefalosporanico.

Cuando se aplican técnicas de acilacion con derivados reactivos de los acidos portadores de la
cadena lateral, es necesario proteger los grupos amino presentes en su estructura para evitar
reacciones colaterales. La extrema labilidad del nlcleo cefalosporanico excluye la posibilidad de
utilizar grupos protectores cuya eliminacion se realice en un medio béasico y por esta causa, los
mas usados son el trifenilmetilo (tritilo), el cloroacetilo y el formilo.

El grupo trifenilmetilo se introduce por tratamiento con trifenilclorometano (cloruro de tritilo) en
diclorometano o cloroformo como disolventes y en la presencia de TEA como base aceptora del
cloruro de hidrégeno formado.”*”* Este grupo protector se puede eliminar por dos vias
fundamentales, ya sea por tratamiento con TFA en presencia de anisol o por reaccion con acido
férmico acuoso en proporciones que varian entre un 50-98 %.

2.7.2.3 Proteccion de la funcion &cida unida a la posicion C-4 del nucleo cefalosporanico.

La proteccion temporal de la funcion acida unida a la posicion C-4 es, en muchas ocasiones, una
operacion imprescindible con el objetivo de realizar modificaciones en las restantes posiciones del
nlcleo cefalosporanico. En la literatura los grupos protectores mas utilizados son los ésteres de p-
nitrobencilo, de p-metoxibencilo, de tert-butilo y de difenilmetilo. Este Gltimo es el mas empleado
y se introduce por tratamiento con difenildiazometano. Con relacion a posterior eliminacion de
estos grupos protectores, el p-nitrobencilo se puede eliminar por hidrogendlisis en presencia de
paladio sobre carbén como catalizador y mediante el uso de diferentes disolventes como metanol,
THF o sus mezclas. Los grupos protectores p-metoxibencilo, tert-butilo y difenilmetilo se eliminan

por tratamiento con TFA en presencia de anisol como auxiliar de la desproteccién.”
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2.7.2.4 Sintesis del difenildiazometano.

El difenildiazometano es un reactivo relativamente poco estable y que no se puede adquirir
comercialmente. En la literatura se describen diversos métodos para la obtencion de este
compuesto, cuya diferencia fundamental radica en el agente oxidante utilizado para tratar la

benzofenona hidrazona que es la materia prima empleada (Figura 10).

C* "NH, + agente c*

oxidante

benzofenona hidrazona difenildiazometano

Figura 10. Método de sintesis del difenildiazometano.

Los oxidantes més utilizados son los 6xidos metalicos, tales como el 6xido de mercurio (1), el de
plata y el de manganeso.”® Otros agentes oxidantes son el 4cido peracético o la cloramina T y en
ambos casos se requiere de la presencia de yodo metélico como catalizador del proceso.”’

La ventaja de utilizar cloramina T, en comparacién con el resto de los procedimientos descritos,
consiste en que es posible alcanzar rendimientos de difenildiazometano préximos al 80 % sin
necesidad de utilizar bases en el proceso. Esta técnica fue modificada con posterioridad en la
etapa de purificacion, al demostrarse que el reactivo contenia como impureza p-
toluenosulfonamida (subproducto generado por la reduccién de la cloramina T). "

2.7.2.5 Introduccion de sustituyentes en la posicion C-3 del nucleo cefalosporanico por

sustitucion nucleofilica con tioles.

Durante la sintesis de cefalosporinas, la modificacion de la posicion C-3 del nucleo

cefalosporanico mediante la introduccion de diferentes sustituyentes, tiene un marcado interés
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dada la influencia positiva que ejercen los grupos electroaceptores y los buenos grupos salientes
sobre la reactividad del nucleo B-lactamico.

Con este proposito, en la literatura se describen dos estrategias de sintesis (Figura 11) cuya
diferencia fundamental radica en el sustrato sobre el cual se realiza la modificacién: (a) una 3-
acetoximetilcefalosporina (donde la posicién C-7f se encuentra previamente acilada con la
cadena lateral deseada; (b) el 7-ACA, que luego de efectuarse la modificacion en C-3 se acila por
la posicion C-7p para sintetizar la cefalosporina de interés.” Los agentes nucleofilicos portadores
de un &tomo de azufre en su estructura mas utilizados son los tioles alquilicos y heteroarilicos,
aunque también se han empleado tiosulfatos, carbamatos, tioureas y tioamidas.® La cefazolina y

el cefamandol son ejemplos de cefalosporinas con tioles heterociclicos en su estructura.

C—HN g
/
2) R7 R-SH R
N_ = S.
o R
COOH COOH
0
O W
H-N —
: S ‘c-on fFTHN s
RSH R R
N_ = S. ! e N_ = S.
0 R 0 R
COOH COOH COOH

Figura 11. Estrategias de sintesis para la introduccién de sustituyentes en la posicion C-3
del nucleo cefem.

2.8. Estudios de modelacion molecular en cefalosporinas.

El disefio empirico y tradicional de nuevas cefalosporinas tiene su mayor auge en las décadas del
60 y 70 del siglo XX donde muy pocos célculos tedricos proporcionan informaciones Utiles. En la
década del 80 los estudios tedricos (computacionales) en cefalosporinas comienzan a desarrollarse

con la expectativa de contribuir al disefio de nuevos antibiéticos cada vez mas potentes.®*2
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La reactividad quimica del anillo B-lactamico frente a los nucledfilos y su influencia en la
interaccion enzima-sustrato en cefalosporinas, ha sido objeto de estudio de varios grupos de
expertos en quimica computacional. Donald B. Boyd, uno de los lideres indiscutibles en este
campo, demuestra que la fortaleza del enlace C-N y la carga sobre el grupo carbonilo son factores
que influyen en la actividad biolégica. De igual modo, basado en el estudio de los mapas de
densidad electrdnica, sostiene que la deficiencia de densidad electrénica en las cercanias del
grupo carbonilico del anillo B-lactdmico se relaciona con la susceptibilidad de este sitio al ataque
nucleofilico y utiliza la energia del estado de transicion en la reaccion de acilacion como un
indice de reactividad teérico del anillo B-lactamico.’

Otros especialistas evalian, mediante métodos de calculo ab initio, la reactividad quimica del
grupo carbonilo del anillo B-lactdmico frente al ataque nucleofilico de los grupos hidroxilo y la
influencia de los disolventes en esta reaccion.®>®

Numerosos estudios con diferentes aproximaciones tedricas, en su mayoria de naturaleza

semiempirica modelan la geometria molecular de las cefalosporinas®™®

y evaluan las relaciones
entre las propiedades geométricas y electrénicas en cefalosporinas activas e inactivas.®’

La influencia del sustituyente de la posicion C-3 del nlcleo cefem sobre el mecanismo de accion
de las cefalosporinas y sus propiedades como grupo saliente se estudia mediante el célculo de los
orbitales moleculares por el método CNDO/2 demostrandose que su labilidad es un factor
importante en la activacién del ataque nucleofilico del niicleo p-lactamico.®®

El empleo de métodos QSAR basados en el calculo de descriptores moleculares en cefalosporinas
tiene sus origenes en la década del 80 con el establecimiento de una correlacién entre la energia

del estado de transicion y la actividad bioldgica frente a bacterias gram negativas.® La utilizacion

de la polarizabilidad y la energia del estado de transicion permiten modelar la permeabilidad a
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través de la membrana y la reactividad del anillo B-lactamico frente a las PBPs de varias
cefalosporinas.”® El empleo de otros descriptores electrénicos y lipofilicos permite estudiar las
caracteristicas del mecanismo de resistencia basado en el eflujo activo del antimicrobiano en las
bacterias Gram negativas con el objetivo de poder disefiar nuevas cefalosporinas resistentes.®*

La modelaciéon de los pardmetros relacionados con la absorcion, distribucién, metabolismo y
eliminacion en el organismo permite la busqueda de nuevos candidatos a farmacos con buenas
propiedades farmacocinéticas.’** La obtencién de modelos cuantitativos que de forma simple
permiten predecir diferentes pardmetros farmacocinéticas de varias cefalosporinas comerciales se
realiza mediante el empleo del método de redes artificiales de neuronas® y del célculo de
descriptores topoldgicos a partir de la estructura bidimensional de estos compuestos.*®

Al analizar la literatura relacionada con el empleo de métodos computacionales en
cefalosporinas, la mayoria se basa en el estudio de la relacion existente entre las caracteristicas
estructurales de estos compuestos y la potencia antibacteriana, su espectro de actividad y
resistencia a la inactivacion enzimatica. De forma general es posible concluir que existen muy
pocos trabajos basados en el célculo de modelos matematicos que relacionen la estructura
quimica con la actividad biol6gica y que permitan predecir la actividad de nuevos compuestos

2.9 Consideraciones generales del estudio bibliogréafico.

Del andlisis del estudio bibliogréafico realizado se puede concluir que existe el volumen de
informacion necesario para enfrentar el gran reto que constituye desarrollar nuevas cefalosporinas
con la finalidad de enfrentar la accion de cepas de Staphylococcus resistentes. En particular, la
busqueda de nuevas cefalosporinas activas contra SaRM de acuerdo a la estrategia de obtencion de

antibioticos de espectro reducido contra patdgenos especificos, resulta un campo de sumo interés.
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Desde el punto de vista sintético, tanto la quimica de los acidos o, insaturados como de las
cefalosporinas es bien conocida y la literatura al respecto es abundante. Existe un amplio
arsenal de procedimientos para efectuar modificaciones estructurales en las posiciones C-3
y C-7 del nucleo cefalosporanico, incluidos los métodos requeridos para la proteccién de
grupos funcionales, aspecto crucial durante la preparacion de este tipo de agentes
antibacteriales. Por lo tanto, se puede afirmar que no hay obstaculos que impidan la
busqueda de nuevas estructuras por complejas que estas puedan resultar.

De forma general se puede apreciar que existe un estudio pormenorizado de la evolucion de la
resistencia de Staphylococcus spp. a la accion de los B-lactdmicos, que son bien conocidos los
principales problemas que enfrenta en la actualidad la terapia anti-infecciosa frente a estas
bacterias y la importancia de las cefalosporinas en este escenario como agentes de primera linea.
Por otra parte, se han publicado una gran cantidad de articulos cientificos sobre los diferentes
aspectos del mecanismo de resistencia de estas bacterias patogenas Gram positivas frente a la
accion de las cefalosporinas y acerca de los requisitos estructurales indispensables para que estos
compuestos desplieguen su actividad antibacteriana (reactividad del anillo p-lactdmico,
estabilidad quimica, penetrabilidad a través de la membrana de las bacterias, farmacocinética e
interacciones con el sitio activo).

Por ultimo, los trabajos de modelacién molecular en cefalosporinas estan avalados por numerosas
publicaciones donde los métodos de la MM como de la QC han jugado un papel fundamental en la
determinacion de los requisitos estructurales que influyen sobre la actividad antibacteriana y en la
farmacocinética de estos compuestos. Sin embargo, los estudios QSAR mediante el empleo de
diferentes descriptores son relativamente escasos, en particular los vinculados a la orientacion del

trabajo quimico-sintético encaminado hacia la busqueda de nuevas estructuras activas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos y disolventes utilizados.

Reactivos Fabricante
Acetato de etilo Merck
Acetato de sodio Merck
Acetona Merck
Acido acético glacial Panreac PRS
Acido clorhidrico Merck
Acido formico AnalytiCals
Acido maldnico Merck
Acido sulfarico Merck
BSA Aldrich
Cloramina T Merck
Cloroformo Merck
Cloruro de sodio Merck
Diciclohexilcabodiimida Merck
Dicloroetano Anala R
Diclorometano Merck
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) Fluka
DMA Merck
DMF Merck
Etanol Merck
Eter dietilico Merck
Eter diisopropilico GPR
Hidrocloruro de hidroxilamina Merck
Hidrogeno carbonato de sodio Merck
Hidroxido de sodio Merck
Metabisulfito de sodio Merck
Metanol Merck
n-Hexano Merck
Nitrito de sodio Merck
Oxicloruro de fésforo Aldrich
Paraformaldehido Aldrich
Piperidina Merck
Piridina Merck
Sulfato de cobre Merck
Sulfato de sodio anhidro Merck
Sulfito de sodio Merck
Tetrahidrofurano Merck
Trietilamina Merck
Trifenilclorometano Merck
lodo Merck
loduro de potasio Aldrich
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3.2 Metodos generales.

3.2.1 Cromatografia Capa Delgada

Los procesos de sintesis descritos se controlan por cromatografia de capa delgada (CCD)
utilizando placas pre-elaboradas de gel de silice Merck GF-254 con indicador de fluorescencia.
Como fase mavil se utiliza los sistemas acetato de etilo-n-hexano (4:3) para los acidos o,f3
insaturados y acetato de etilo:etanol: agua: &cido formico (60:25:15:1) para las cefalosporinas.
Para el revelado de los cromatogramas se utiliza la luz ultravioleta generada por una lampara UV-
VIS CAMAG a longitudes de onda de 254 nm y 366 nm.

3.2.2) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN -'H) y carbono
13 (RMN- Q).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN-'H) y carbono 13 (RMN-
13C) se registran a temperatura ambiente, en un espectrometro Bruker AC 300. Los corrimientos
quimicos se expresan en la escala & (ppm). Las muestras se disuelven en dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds) o cloroformo deuterado (CDCI3) y se utilizan las sefiales del disolvente
deuterado como referencia interna. La multiplicidad de las sefiales para los protones se designa de
la siguiente forma: singulete (s), doblete (d), doblete de doblete (dd), triplete (t), cuadruplete (q) y
multiplete (m). El tipo de carbono se determina mediante el empleo de la técnica DEPT 135y la
asignacion inequivoca de las sefiales se efectua mediante el registro de los espectros
bidimensionales HH COSY, HMQC y HMBC.

3.2.3) Espectrometria de masa

Los espectros de masa se registran en un instrumento Waters-Micromass ZQ mediante la técnica de
ELECTROSPRAY (ESI-MS). El flujo dentro de la fuente fue de 300 nL/min y los compuestos se

disuelven en metanol.
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3.3 Procedimientos de sintesis.
3.3.1 Sintesis del 2,5-diclorobenzaldehido (1).
(a) Sintesis de la formaldoxima.
HZC:N\OH Una mezcla de paraformaldehido (1,5g; 38 mmol) e hidrocloruro de hidroxilamina
(2,6 g; 38 mmol) en agua (17 mL) se calienta hasta obtener una disolucion transparente, se
adiciona acetato de sodio trihidratado (5,1 g; 38 mmol) y se refluja durante 15 min. para obtener
una disolucion de formaldoxima al 10 %.%
(b) Sintesis de la sal de 2,5-diclorobencenodiazonio.

Cl Sobre una mezcla de 2,5-dicloroanilina (2,6 g; 25 mmol) y agua (5 mL) se
N ¢ afiade lentamente &cido clorhidrico al 37 % (5,7 mL), se adiciona hielo (10
c g), se enfria entre -5 y 5 °C, se afiade gota a gota una disolucién de nitrito
de sodio (1,8 g; 25 mmol) en agua (2,5 mL) y se agita durante 15 min. La disolucién de la sal de
diazonio obtenida se neutraliza hasta Rojo Congo con una disolucién de acetato de sodio (1,4 g)
en agua (3,5mL).

(c) Sintesis del 2,5-diclorobenzaldehido.
Sobre la formaldoxima preparada en (a) se adicionan, de forma sucesiva, sulfato
Cl o de cobre hidratado (0,7 g; 26 mmol), sulfito de sodio (0,1 g; 7,9 mmol) y una
Qc” disolucion de acetato de sodio trihidratado (16 g) en agua (18 mL). La mezcla se
cl | enfria hasta 10-15 °C y manteniendo esta temperatura (asi como una agitacién
vigorosa) la disolucion neutra de la sal de diazonio obtenida en (b) se introduce
lentamente por debajo de la superficie de la mezcla. Al finalizar la adicion se agita 1 h, se trata
con acido clorhidrico al 37 % (23 mL) y se calienta a reflujo durante 2 h. Concluido este proceso,
el producto crudo se separa por destilacion con arrastre de vapor, el destilado se satura con
cloruro de sodio y se extrae con éter dietilico (3 x 15 mL). La fase orgénica se lava, con
disolucién saturada de cloruro de sodio (3 x 10 mL), disolucion de hidrogenocarbonato de sodio
al 10 % (3 x 10 mL) y con disolucion saturada de cloruro de sodio (3 x 10 mL). El disolvente se

elimina por destilacion bajo presion reducida, el residuo se enfria y se trata con una disolucion al
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40 % de metabisulfito de sodio (9 mL) previamente calentada a 60 °C. La mezcla obtenida se
agita durante 1 h, se deja reposar toda la noche, el solido formado se separa por filtracion, se lava
con éter dietilico, se suspende en agua (20 mL), se adiciona lentamente acido sulfurico
concentrado (4 mL) con enfriamiento y se calienta a reflujo durante 2 h. La mezcla se enfria, se
extrae con éter dietilico (3 x 10 mL), la fase organica se lava con disolucion saturada de cloruro
de sodio (3 x 10 mL) y se seca sobre sulfato de sodio. El disolvente se elimina por evaporacion y
el producto se destila bajo presion reducida.

3.3.2 Sintesis de &cidos a,p insaturados mediante el uso de piperidina como catalizador
(compuestos 2-18).
3.3.2.1 Mediante el uso de etanol como disolvente.

0 Se prepara una mezcla del aldehido o carbaldehido correspondiente (20 mmol),
RTS OH " 4cido malénico (4,16 g; 40 mmol), piperidina (3 mL; 30 mmol), etanol al 95 %
(20-25 mL) y se calienta a reflujo durante 5 h. Concluido este periodo de tiempo, se vierte sobre
hielo (40 g), se ajusta hasta pH 4 con acido clorhidrico concentrado (37 %), el precipitado que se
forma se separa por filtracion y se lava con agua helada (3 x 20 mL). El sélido que se obtiene se
recristaliza de etanol al 95 % y se seca en una estufa a 100 °C hasta peso constante.>®
3.3.2.2 Mediante el uso de piridina como disolvente.
Se prepara una mezcla de acido maldnico (4,16 g; 40 mmol), el benzaldehido o carbaldehido
correspondiente (20 mmol), piridina (8 mL) y se calienta a 50 °C hasta total disolucion. A
continuacién, se adiciona piperidina (0,3 mL), se calienta a 80-85 °C durante 1 h y con
posterioridad se refluja por 1 h adicional. La mezcla se enfria hasta temperatura ambiente, se
vierte sobre agua helada (80 mL) y se ajusta hasta pH &cido mediante la adicion de &cido
clorhidrico concentrado (10 mL). El sélido que precipita se separa por filtracion con vacio, se

lava con agua helada (4 x 10 mL) y se redisuelve con una disolucion de hidréxido de sodio (1,6

g) en agua (24 mL). La disolucién obtenida se filtra con vacio para eliminar cualquier residuo
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insoluble y se acidifica por adicion de acido clorhidrico 6 mol/L (12 mL). El sélido que se forma
se separa por filtracion con vacio, se lava con agua helada (3 x 10 mL) y se seca en una estufa a
60-70 °C hasta peso constante.”’
3.3.3 Sintesis de los derivados tritilados de acidos a,p-insaturados.
3.3.3.1 Sintesis del acido (2E)-3-[4-(tritilamino)fenil]acrilico (19).
(CgHs);C—HN Se prepara una suspension del hidrocloruro del acido (2E)-3-
\QV/WO” (4-aminofenil)acrilico (2,0 g; 10 mmol) en cloroformo (20
mL), se enfria hasta 0-5 OC,Ose adiciona TEA (2,9 mL; 20,9 mmol), se agita hasta total disolucién,
se afiade gota a gota una disolucion de trifenilclorometano (3,0 g; 10,8 mmol) en cloroformo (10
mL) y se agita durante 90 min. a temperatura ambiente. Concluido este periodo de tiempo, se
vierte sobre una mezcla de cloroformo (50 mL) y agua (100 mL), se agita 5 min. y las fases
formadas se separan. La fase orgénica se lava de forma sucesiva con agua (3 x 25 mL),
disolucion acuosa de acido clorhidrico 1 mol/L, de nuevo con agua (3 x 25 mL) y finalmente con
disolucion saturada de cloruro de sodio (30 mL). El extracto orgéanico se seca sobre sulfato de
sodio anhidro, el agente desecante se elimina por filtracion, el disolvente se evapora bajo presion
reducida, el residuo se tritura con éter diisopropilico, el s6lido formado se separa por filtracion, se
lava con éter diisopropilico y se seca en estufa a 50 °C hasta peso constante.”
3.3.3.2 Sintesis del acido (2E)-3-(1-tritil-1H-indol-3-il)acrilico (20).
O Se prepara una suspension del éacido (2E)-3-(1H-indol-3-
(CeHs)3C- N
— OH inacrilico (1,87 g; 10 mmol) en DCM (15 mL), se enfria hasta 0-5
9C, se adiciona TEA (1,7 mL; 12,3 mmol), se agita hasta total
disolucién, se aflade gota a gota una disolucién de trifenilclorometano (3,4 g; 12,2 mmol) en

DCM (10 mL) y se agita durante 2 h a temperatura ambiente. Concluido este periodo de tiempo,
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se vierte sobre una mezcla de DCM (50 mL) y agua (100 mL), se agita 5 min. y se separan las
fases formadas. La fase organica se lava de forma sucesiva con agua (3 x 25 mL), disolucion
acuosa de acido clorhidrico 1 mol/L, de nuevo con agua (3 x 25 mL) y finalmente con disolucion
saturada de cloruro de sodio (30 mL). La fase organica se seca sobre sulfato de sodio anhidro, el
agente desecante se elimina por filtracion, el disolvente evapora bajo presion reducida, el residuo
se tritura con éter diisopropilico, el sélido formado se separa por filtracion, se lava con éter
diisopropilico y se seca en estufa a 50 °C hasta peso constante.”

3.3.3.3 Sintesis del acido (2E)-3-(1-tritil-1H-imidazol-4-il)acrilico (21).

(CeHs)5C Se prepara una suspension del &cido (2E)-3-(1H-imidazol-4-il)acrilico
N

QN]\/YO (1,38 g; 10 mmol) en cloroformo (20 mL), se adiciona BSA (5,4 mL; 22

OH mmol) a temperatura ambiente, se agita hasta total disolucién, se enfria
entre 0-5 °C, se afiade trifenilclorometano (3,4 g; 12,2 mmol), se deja que la mezcla alcance la
temperatura ambiente y se agita durante 2 h. Concluido este tiempo, se vierte sobre una mezcla
fria de cloroformo (130 mL) y agua (100 mL), se agita durante 10 min. y las fases formadas se
separan. La fase acuosa se extrae con cloroformo (50 mL), los extractos organicos se combinan,
se lavan de forma sucesiva con agua (3 x 50 mL), disolucién saturada de cloruro de sodio (50
mL) y se secan sobre sulfato de sodio anhidro. El agente desecante se elimina por filtracion, el
disolvente se evapora bajo presion reducida hasta obtener un sirope el cual cristaliza por
tratamiento con éter diisopropilico. El sélido obtenido se separa por filtracion, se lava con éter

diisopropilico y se seca en estufa a 50 °C hasta peso constante.
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3.3.4 Sintesis de nuevas cefalosporinas a partir del 7-ACA y diferentes acidos o,
insaturados (compuestos 22-62).

H (a) Preparacion del reactivo de Vilsmeier. Se disuelve DMF (0,35 mL; 12

e, k)

N"oPOCl,
CH,
fosforo (0,4 mL; 12 mmol) y la mezcla se agita a 0-5 °C durante 30 min.*

mmol) en THF (5-15 mL), se enfria hasta 0-5 °C, se adiciona oxicloruro de

R\ATOPO% (b) Activacion del &cido a,p insaturado con el reactivo de Vilsmeier.
© Sobre el reactivo de Vilsmeier frio (0-5 °C) se adiciona el &cido o,p

insaturado (4 mmol) y la disolucién obtenida se agita durante 1 h a la misma temperatura.
R /R| " (c) Acilacién del 7-ACA. Alrededor de 15 min. antes de
\/%OTNJ;'/S concluir la activacion del &cido o,p insaturado, se prepara

N_ = 0 CH;
0 Y ~una suspension de 7-ACA (1,0 g; 3,67 mmol) en acetato
COOH O

de etilo (10 mL), se adiciona BSA (2,7 mL; 10,95 mmol) y se agita a temperatura ambiente hasta
total disolucion del ndcleo. A continuacién, la mezcla se enfria hasta -30 °C, se adiciona la
disolucion del &cido o, insaturado activado y se agita a temperaturas entre - 10 °C y -20 °C
durante 90 min. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se vierte con agitacion
sobre una mezcla fria (0-5 °C) de agua (80 mL) y acetato de etilo (20 mL) y se agita por 10 min.
Las fases se separan y la fase organica se lava de forma sucesiva con agua (3 x 10 mL),
disolucién saturada de cloruro de sodio (10 mL) y se seca sobre sulfato de sodio anhidro. El
agente desecante se elimina por filtracién y el filtrado se evapora hasta sequedad bajo presion
reducida. El residuo obtenido se agita durante 1 h con 30 mL de éter dietilico o éter diisopropilico

(segun convenga), el s6lido formado se separa por filtracion con vacio, se lava con éter dietilico o

éter diisopropilico (3 x 10 mL) y se secaa 40°C durante 1-2 h.%
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3.3.5 Sintesis del difenildiazometano (63).
@ N Se disuelve benzofenona hidrazona (10,78 g; 55 mmol) en una mezcla de
C ’ DMA (55 mL ) y agua (5 mL), se afiade una disolucién de yodo al 1 % (2,2
© mL) (Nota) y se enfria a 20 °C. A continuacion, se adiciona (durante 30 min. y
manteniendo la temperatura en 20 °C) una disolucién de cloramina T (15,5 g; 55 mmol) en una
mezcla de DMA (55 mL) y agua (5 mL). Al finalizar, se afiade diclorometano (110 mL) seguido
por una disolucion de hidréxido de sodio al 5 % (275 mL), la mezcla se agita durante 15 min. y
se separan las fases. La fase organica coloreada se lava con agua (1 x 100 mL y 3 x 50 mL), se
seca sobre sulfato de sodio y después de eliminar el agente desecante por filtracidn, la disolucion
de color rojo vino obtenida se lleva a 200 mL con DCM en un matraz volumétrico. Nota: La
disolucién de yodo al 1 % se prepara disolviendo yodo (1,0 g) y yoduro de potasio (1,5 g) en
agua destilada (100 mL).”"™®
3.3.6 Sintesis del 7B-amino-3-acetoximetil-3-cefem-4-carboxilato de difenilmetilo (64).
H,N S Se prepara una suspension de 7-ACA (2,6 g; 9,55 mmol) en metanol (4
Ojf_Nr = OYCH-‘) mL), se adiciona una disolucién de 63 (3,15 g; 16,13 mmol) en DCM
CO,CHPh, O
(14 mL) y la mezcla se agita 24 h a temperatura ambiente. Concluido
este tiempo, se afade éter dietilico, el sélido sin disolver (7-ACA) se separa por filtracion con
vacio, se lava sucesivamente con DCM y con éter dietilico, los lavados se combinan con el
filtrado inicial y los disolventes se eliminan por evaporacion bajo presion reducida. El residuo
que resulta se agita con éter dietilico, el solido formado se separa por filtracion con vacio, se lava
con éter dietilico y se seca en estufa con vacio hasta peso constante.
3.3.7 Sintesis del 7p-amino((2E)-3-(1-tritil-1H-imidazol-4-acrilil)-3-acetoximetil-3-cefem-4-

carboxilato de difenilmetilo (65).
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(CeHs)3C Se prepara una disolucion de 21 (2,9 g; 7,62
N
<1\\1 | mmol) en THF (145 mL), se adiciona 64 (2,78 g;

H
=N
4 );(S 6,34 mmol), se enfria hasta 0-5 °C, se afiade DCC
N = 0. _CH
0 T

$0,CHEh, (1,60 g; 7,73 mmol) y la mezcla se agita durante
24 h a temperatura ambiente. La diciclohexilurea (DCU) formada se elimina por filtracion, el
filtrado se evapora bajo presion reducida, el residuo se trata con acetato de etilo (30 mL) y el
solido que queda sin disolver (DCU adicional) se separa por filtracion. El filtrado se diluye con
acetato de etilo (30 mL), se agita con agua, se separan las fases formadas y la fase organica se
lava con disolucién acuosa de hidrégenocarbonato de sodio al 5 % (2 x 50 mL), seguido por un
lavado con disolucion saturada de cloruro de sodio. La fase organica se seca sobre sulfato de
sodio anhidro, el agente desecante se elimina por filtracion, el filtrado se evapora bajo presion
reducida, el residuo se tritura con éter diisopropilico, el sélido formado se separa por filtracion, se
lava con éter diisopropilico y se seca en estufa para obtener 5,15 g del compuesto crudo. El
producto obtenido se purifica por cromatografia flash mediante el uso de gel de silice 60 (155 g)
como adsorbente y una mezcla de n-hexano-acetato de etilo (1:1) como eluyente. Las fracciones
que contienen al compuesto de interés se combinan, los disolventes se eliminan bajo presion
reducida, el residuo se tritura con éter diisopropilico, el sélido formado se separa por filtracidn, se
lava con éter diisopropilico y se seca en estufa hasta peso constante.®’
3.3.8 Sintesis del 7g-amino((2E)-3-piridin-3-acrilil))-3-acetoximetil-3-cefem-4-carboxilato de
difenilmetilo (66).
Se prepara una suspensién del acido (2E)-3-piridin-3-il

acrilico (0,36 g; 2,41 mmol) y 64 (0,877 g; 2,0 mmol)

H
N S

] N, O\[(C“j’ en THF (30 mL), se adiciona DMF (4-5 mL) hasta
5 :

CO,CHPh, O
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desaparicion de la turbidez, se afiade DCC (0,495 g; 2,4 mmol) y la mezcla se agita durante 24 h
a temperatura ambiente. Concluido este tiempo, la mezcla de reaccién se trata como para el caso
de 65 y se obtienen 1,09 g del producto crudo el cual se purifica por cromatografia flash mediante
el uso de gel de silice 60 (50 g) como adsorbente y una mezcla de acetato de etilo-n-hexano (4:1)
como eluyente. Las fracciones que contienen el producto de interés se combinan, el disolvente se
elimina bajo presion reducida, el residuo se tritura con éter diisopropilico, el sélido formado se
separa por filtracion, se lava sobre el filtro con éter diisopropilico y se seca en estufa con vacio
hasta peso constante.®’
3.3.9 Sintesis del 7B-amino((Z)-2-(acetilamino)-3-fenilacrilil))-3-acetoximetil-3-cefem-4-
carboxilato de difenilmetilo (67).
CH; Se prepara una disolucion del é&cido (2Z2)-2-
HN’&
_ NO . (acetilamino)-3-fenilacrilico (0,49 g; 2,4 mmol) en
J er—N( D o cim THF (10 mL), se adiciona 64 (0,88 g; 2,0 mmol), se
© Cozchth\g/ enfria hasta 0-5 °C, se afiade DCC (0,49 g; 2,4 mmol)
y la mezcla se agita durante 48 h a temperatura ambiente. La DCU formada se elimina por
filtracién con vacio, el filtrado se vierte sobre una mezcla de acetato de etilo (20 mL) y agua (100
mL), se agita durante 15 min., se separan las fases formadas y la fase orgénica se lava con
disolucion acuosa de hidrégenocarbonato de sodio al 5 % (2 x 20 mL), seguido por un lavado con
disolucién saturada de cloruro de sodio. La fase organica se seca sobre sulfato de sodio anhidro,
el agente desecante se elimina por filtracion, el filtrado se evapora bajo presion reducida, el
residuo se tritura con n-hexano, el sélido formado se separa por filtracion, se lava con n-hexano y
se seca para obtener 0,79 g del producto crudo. El producto obtenido se purifica por

cromatografia flash mediante el uso de gel de silice 60 (50 g) como adsorbente y una mezcla de
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n-hexano-acetato de etilo (4:1) como eluyente. Las fracciones resultantes se combinan, los
disolventes se eliminan bajo presion reducida, el residuo se tritura con éter diisopropilico, el
solido formado se separa por filtracion, se lava con éter diisopropilico y se seca en estufa con
vacio hasta peso constante.®’

3.3.10 Sintesis de nuevas cefalosporinas a partir del 7-ACT y diferentes acidos (2E)-3-
(fenil)acrilicos sustituidos (compuestos 68-85).

Se utiliza la técnica descrita en el epigrafe 3.3.4

con la diferencia de que el ndcleo

N S. _N. cefalosporanico de partida es el 7-ACT, que en la
COOH NT(LOH etapa de acilacion se us6 THF como disolvente y
la cantidad de BSA es de 3,3 mL (13,48 mmol).
3.3.11 Sintesis de nucleos cefalosporanicos modificados en la posicion C-3. Acidos 7B--
amino-3-heteroariltiometil-3-cefem-4-carboxilicos (compuestos 86-88).
H,N S Se prepara una suspension de 7-ACA (2,72 g; 10 mmol) y del
OJ/*_Nr Pz S\ﬁx tiol correspondiente (12 mmol) en 20 mL de una mezcla agua-
COOH N acetona (2:1), se ajusta hasta pH 7,5 por adicion de una
disolucién de hidrégenocarbonato de sodio al 10 % y se calienta a 60-65 °C durante 3,5-4,5 h.
Concluido este tiempo, se afiade carbon activado (0,2 g), se agita durante 10 min., se filtra para
eliminar el carbén, el filtrado se enfria a 0-5°C y se ajusta hasta pH 2,5 con una disolucién de
acido clorhidrico 2 mol/L. El sélido que precipita se separa por filtracion, se lava sucesivamente

con agua (3 x 10 mL), acetona (3 x 10 mL), éter dietilico (2 x 10 mL) y se seca en una estufa con

vacio a 30 °C hasta peso constante.”
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3.3.12 Sintesis de cefalosporinas derivadas de los nucleos modificados en la posicion C-3 y
los &cidos (2E)-3-(fenil) y (2E)-3-(2,4-diclorofenil)acrilicos (compuestos 89-94).
Se utiliza la misma técnica descrita en el epigrafe

3.3.4 por acilacién de los 4acidos 7p-amino-3-

H

N S

j;N‘/ _ s\(X heteroariltiometil-3-cefem-4carboxilicos  cuya
O \

COOH N‘@ sintesis se muestra en el epigrafe 3.3.11 con los

derivados reactivos de los acidos (2E)-3-(fenil) y (2E)-3-(2,4-dicloro fenil)acrilicos. La diferencia
consiste en que se us6 el THF como disolvente y las cantidades de BSA variaron entre 2,7-3,2
mL (10,95-13 mmol) en dependencia del niicleo cefalosporanico de partida.”

3.4 Determinacion cuantitativa de la actividad antibacteriana de las cefalosporinas
sintetizadas. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

La actividad antibacteriana se determina “in vitro”, segtin las normas establecidas por el NCCLS.*

Preparacion de las disoluciones del producto a ensayar. Se prepara una disolucién acuosa de la

sal sddica de la cefalosporina a ensayar con una concentracién de 10 mg/mL.

Preparacion del indculo. A partir de una placa de cultivo, se seleccionan 4 o 5 colonias (de igual

morfologia) de la bacteria a ensayar, se resuspenden en tubos con 5 mL de caldo Mueller-Hinton
y se agita en un mezclador automatico. La turbidez se ajusta en el intervalo de 0,5 a 1 en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 625 nm (lo que corresponde a 10° cfu), se toma 1
mL y se afiade en un tubo que contiene 9,9 mL de caldo Mueller-Hinton. Los ensayos se efecttan
utilizando cepas bacteriana depositadas en el cepario del Centro de Quimica Farmaceutica. Se
ensayan 20 cepas de cada uno de las siguientes bacterias: Staphylococcus aureus sensible a
meticilina (SaSM), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SaRM), Staphylococcus

coagulasa negativo sensible a meticilina (SCoNSM) y Staphylococcus coagulasa negativo
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resistente a meticilina (SCoNRM). Como antibioticos cefalosporanicos de referencia se utilizan
la cefazolina (primera generacion) y la cefuroxima (segunda generacion). A partir de la
disolucién de la cefalosporina a ensayar (10 mg/mL), se preparan (por dilucion con caldo
Mueller-Hinton) disoluciones con concentraciones de 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 'y
256 ug/mL. En placas estériles de 96 pozos, se afiade a cada pocillo 50 pL de las disoluciones
anteriores, seguido por 50 uL del indculo de bacterias y las placas se colocan en una incubadora a
35 °C durante 24 h. Trascurrido este periodo de tiempo, las placas se examinan visualmente y se
determina el Gltimo pozo donde no se observa crecimiento bacteriano. Este pozo se corresponde
con el valor de la minima concentracion del antibidtico capaz de inhibir el crecimiento de la
bacteria o Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). En todos los casos, a partir de los valores de
CMI determinados experimentalmente, se calcula la media geométrica correspondiente.

3.5 Estudio QSAR a partir de cefalosporinas derivadas del 7-ACA y del 7-ACT con
diferentes &cidos a, insaturados.

Para desarrollar un modelo QSAR de regresion lineal maltiple a partir de estas cefalosporinas, se
efectdan las acciones que se describen a continuacion.

Confeccion de la base de datos utilizada. La base de datos esta integrada por 57 cefalosporinas

sintetizadas durante el presente trabajo; 39 derivadas del 7-ACA (compuestos 22-31 y 33-61) y
18 derivadas del 7-ACT (compuestos 68-85). En la base de datos se incluye la actividad biol6gica
expresada por el logaritmo del inverso de la CMI frente a cepas SaSM (log [1/CMI(SaSM)]) y
SCoNSM (log [1/CMI(SCoNSM)]) asi como descriptores electronicos, estéricos e hidrofobicos

calculados para cada compuesto como se muestra en los Anexos lay 1b.
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Célculo de los descriptores moleculares. Los descriptores moleculares utilizados se calculan

mediante programas basados en los métodos de la MM y la QC.

Los descriptores correspondientes al coeficiente de particion octanol/agua (Log P), Energia de
hidratacion (Enzo), Polarizabilidad (P), Area Superficial aproximada (ASA), Area superficial de
grid (ASG), Volumen Molar (Vm) y Refractividad molar (Rm), se calculan mediante el programa
HYPERCHEM versién 7.0,*° que también se utiliza para dibujar la estructura de las
cefalosporinas incluidas en el estudio QSAR.

Los célculos quimico-cudnticos semiempiricos del tipo PM3 se realizan con el programa
MOPAC versién 6.0.%° En todos los casos se procede a optimizar totalmente la geometria de las
moléculas usando el algoritmo eigenvector following con una precision que rebaja la norma de
gradiente hasta 0,001 Kcal/A.

Los descriptores correspondientes al momento dipolar tedrico (u), la energia electronica (EE),
energia total (ET), Energia del HOMO (Enowmo), Energia del LUMO (ELumo), asi como los
valores de las cargas atomicas parciales (q; hasta gzg) se obtienen de los ficheros de salida del
programa MOPAC para cada compuesto. La dureza quimica (1), blandura quimica (S) potencial
quimico (U) y el indice electrofilico (W) se calculan a través de las formulas n= (ELumo -
Eromo)/2, S=1/m, U= (Eromo+ ELumo)/2 y w= U%2n, respectivamente.'®*

Deteccién de outliers. La técnica utilizada para la deteccion de los outliers estadisticos fue el

analisis de los residuales determinados por el programa STATISTICA 7.0.1%

Andlisis de conglomerados o clusters. Para demostrar la diversidad estructural de la base de datos

se realiza un AC jerarquico implementado en el programa STATISTICA version 7.0. En este
estudio se utiliza la distancia euclidiana para determinar la diferencia o semejanza entre las

moléculas y el enlace completo o vecino mas alejado (complete linkage) como funcion de enlace
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lo que permite clasificar los compuestos en clusters representados en un dendograma. Para la
construccion de las series de entrenamiento y prueba se selecciona el 20 % de los compuestos de
cada cluster que conforman la serie de prueba. EI 80 % restante es la serie de entrenamiento.

Anadlisis estadistico de los datos. Para la seleccidn de variables en el modelo de regresion lineal

multiple (RLM) se realiza la ortogonalizacion de los descriptores moleculares para eliminar
aquellos que correlacionan entre si y se aplica el algoritmo genético implementado en el
programa BUILDQSAR.!® En este programa el algoritmo genético tiene la siguiente
configuracién. (a) operadores genéticos: de mutacién, cruzamiento y seleccion; (b) funcion de
evacuacion: el coeficiente de correlacion; (c) nimero de variables: 3; (d) tamafio de la poblacién:
100; (e) namero de generaciones: 200 y (f) % de mutacién: 10.

Para obtener modelos especificos que relacionan las estructuras quimicas con las propiedades cuanticas
y quimico-fisicas de las cefalosporinas incluidas en el estudio QSAR se emplea el andlisis de RLM.

El analisis estadistico se efecttia con el programa STATISTICA version 7.0.1% La busqueda del
mejor modelo de QSAR se procesa en téerminos de mayor valor del coeficiente de correlacion (R),
el valor de la prueba de Fisher, el p-valor (p < 0,01) y el menor valor de desviacién estandar (S). La
calidad del modelo se determina mediante el examen de estos parametros estadisticos. El poder

predictivo del modelo se evaltia mediante la determinacion de la robustez del modelo (g2 > 0,5).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La obtencion de nuevas cefalosporinas es una linea de investigacion que se mantiene en la
actualidad con el objetivo de encontrar compuestos activos frente a las bacterias resistentes a la
accion de numerosos antibioticos ya introducidos en la practica médica.

En el presente trabajo se sintetizaron y caracterizaron estructuralmente nuevas cefalosporinas
derivadas de é&cidos a,B insaturados portadores de diferentes sistemas aromaticos en su
estructura, tomando como referencia las investigaciones previas realizadas en esta temética.*
Estos compuestos fueron evaluados biolégicamente “in vitro” frente a cepas de Staphylococcus
aureus y Staphylococcus coagulasa negativo (sensibles y resistentes a meticilina) con el objetivo
de encontrar compuestos activos, elaborar una base de datos que permita realizar célculos
cuantitativos de estructura quimica-actividad biolégica y asi hallar un modelo matematico lineal
que permita predecir la actividad bioldgica de otros nuevos derivados.

Para acometer el trabajo y cumplir con los objetivos propuestos, se efectué una cuidadosa
seleccion de los reactivos de partida (acidos o, insaturados y nucleos cefalosporanicos).

4.1 Acidos carboxilicos a,B insaturados.

Los é&cidos carboxilicos o,p insaturados utilizados son del tipo (2E)-3-(fenil y (2E)-3-
(heteroaril))acrilicos (Figura 12) que se seleccionaron de acuerdo a la concepcion de obtener la
maxima informacién posible con un nimero minimo de compuestos , lo que supone un menor esfuerzo

sintético y menor cantidad de ensayos bioldgicos.

‘\ x o
X AN
= = OH b [ OH
R/
0
acidos (2F)-3-(fenil)acrilicos acidos (2E)-3-(heteroaril)acrilicos

Figura 12. Estructura quimica general de los acidos carboxilicos o, insaturados utilizados.
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Para el disefio de series analogas, tales como los acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos, se pueden utilizar el
diagrama de Craig y el arbol de decision de Topliss, dos métodos semicuantitativos basados en la
constante electronica de Hammett (o) y la constante hidrofobica (w) para distintos sustituyentes. El
método del &rbol de decision de Topliss tiene caracter secuencial y se utiliza cuando el ensayo
biolégico de los compuestos a evaluar consume menos tiempo que su sintesis.'®*

En este trabajo para seleccionar los &cidos (2E)-3-(fenil)acrilicos se utiliz6 el diagrama de Craig
(Figura 13) ya que la determinacion de la CMI de cada compuesto consume un tiempo

relativamente elevado y muy superior al que precisa la obtencion de los compuestos a evaluar.

Electroaceptores para—Sigma vs para—Pi
Hidrofilicos 50 +0, +w
Sigma ™ Electroaceptores
CF; S0, Lipofilicos
L ]
@
L ]
CONH, 0.50 $.
CH,CO
° 3 COOCH:’ OCF,
®

COOH ® o225

| I 1 ]crHJCONHL o @ ! ] ! . Fi
2.0 —1.6 1.2 -08 —0.4 0.48 1.2 1.6

—0.2 = —Butyl
OCH;)
—0.50 —

@ g Electrodonores
N(CH3), Lipofilicos

Electrodonores —0.75 |— ——

Hidrofilicos

Figura 13. Diagrama de Craig utilizado para el disefio de la serie analoga de los acidos (2E)-

3-(fenil)acrilicos.
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La utilizacion de este método permitird que las cefalosporinas sintetizadas con posterioridad tengan
un amplio rango de propiedades electroaceptoras (o >0) y electrodonoras (c<0), lipofilicas (7>0) e
hidrofilicas (n<0) en dependencia del sustituyente que tenga cada &cido (2E)-3-(fenil)acrilico utilizado.
Con relacion a los acidos (2E)-3-(heteroaril)acrilicos, para efectuar la seleccion se consideré la
presencia de diferentes heterodtomos, asi como distintos patrones de sustitucion en el ciclo de 5
miembros con la finalidad de evaluar su influencia sobre la actividad antibacteriana.

Como criterio de seleccién adicional, también se tuvo en cuenta la disponibilidad de los mismos
en el mercado. La estrategia consistidé en adquirir (en una primera etapa) todos los acidos o,f3
insaturados de interés ofertados en catalogos de reactivos. En una segunda fase, se adquirieron
los aldehidos y carbaldehidos precursores de los &cidos o, insaturados no disponibles en el
mercado, ya que mediante una transformacion quimica relativamente simple (reaccion de
Knoevenagel-Doebner) era posible sintetizar el compuesto seleccionado de interés.

4.1.1 Sintesis de acidos a,p insaturados (compuestos 2-18).

Los &cidos a,p insaturados portadores de sistemas aromaticos en su estructura pueden sintetizarse
mediante la reaccién de Knoevenagel-Doebner (Figura 14) basada en la condensaciéon de

benzaldehidos o carbaldehidos con el &cido malonico, catalizada por bases o acidos de Lewis.

0O o 0 0
M * )J\ i 1di + C02 + H20
HO OH R H piperidina  R7 X OH

Figura 14. Método de sintesis de los acidos o, insaturados.

La variante de este método, desarrollada por Pellén y col.,*®

que implica el uso de etanol como
disolvente y piperidina como catalizador ha sido empleada con éxito durante a la sintesis de

acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos y sus derivados.
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En el presente trabajo, esta técnica se utilizo inicialmente debido a la ventaja que representa el
empleo de un disolvente no tdxico y de bajo costo como el etanol. Sin embargo, cuando se aplico
a la preparacion de los éacidos (2E)-3-(2-cloro-6-fluorofenil)acrilico (10) y (2E)-3-(2-
tienil)acrilico (13) se obtuvieron rendimientos bajos y por CCD (acetato de etilo-n-hexano (4:3))
la mancha correspondiente al producto mayoritario de la reaccion se detectd en el punto de
aplicacion, mientras que los valores de Rf de los &acidos o, insaturados sintetizados con
anterioridad eran muy superiores y variaban entre 0,6 y 0,8.

La caracterizacion estructural de los productos de reaccion demostré que los compuestos
obtenidos no eran los acidos o, insaturados esperados. En ambos casos, en los espectros de
RMN *H (Anexos 2a y 2c) se observo la ausencia de los dobletes caracteristicos de este tipo de
compuestos, con una constante de acoplamiento (*J,.3=16 Hz) asignables a los protones del doble
enlace alquilico. En su lugar se observaron singuletes en la zona de & 7,5-8,5 ppm indicativos de
la ausencia de protones en la posicion a de dicha instauracién y por lo tanto de la presencia de un
sustituyente en la misma.

En el mecanismo de la reaccion de Knoevenagel (Figura 15) se forman diacidos como
intermedios que con posterioridad se descarboxilan (eliminacion de una de las funciones acidas)

para obtener los 4cidos a,B insaturados de interés.'*

OH O OH O 0" 0 0" 0

;22

l
o0
£
o
o £‘)
.
o

H H P
T RGP
Cco
H H. 2
0~ |o 0~ "Io /ﬂH_g OH O )
Q — e — > _CO,H
0 ) 0 0 07T O Y RTY
© ~~H HO
R 01 ® R” “OH R Non
H-B

Figura 15. Mecanismo de la Reaccion de Knoevenagel-Doebner.
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En el caso del producto sintetizado a partir del tiofen-2-carbaldehido, en el espectro de RMN 2C
(Anexo 2b) se observaron dos sefiales a 6 167,28 y 165,22 ppm correspondientes a grupos carbonilo de
acido, lo que explica la posibilidad de que el compuesto obtenido sea el diécido (1) que se muestra en la
Figura 16. A partir del resultado alcanzado se puede afirmar que en este caso las condiciones de
reaccion utilizadas no son suficientes para que ocurra la etapa final de descarboxilacion.

0 0. _0

OH > 0

Hoo O Cl OH

| 11

Figura 16. Estructura quimica del acido 2-(tiofen-2-ilmetilen)malénico (1) y del acido 5-
cloro-2-oxo-2H- 1-benzopirano-3-carboxilico (I1).

Con relacion al producto sintetizado a partir del 2-cloro-6-fluorobenzaldehido, si bien el espectro de
RMN *H (Anexo 2c) corrobora la obtencién de un derivado carente de un protén en la posicion o
del doble enlace alquilico, no es posible afirmar que se trata del diacido correspondiente, ya que en
el espectro de RMN **C (Anexo 2d) se observé una sola sefial por encima de & 160 ppm (indicativa
de la presencia de una sola funcion acida) y no se detectaron los dobletes que caracterizan a los
acoplamientos del &tomo de flGor con los &tomos de carbono de la molécula.

Todo parece indicar que en este caso ocurre, en primer lugar, la formacion del diacido, seguido por
una reaccion intramolecular donde existe la posibilidad de que se forme el compuesto 11 (Figura
16) como resultado de la pérdida del &tomo de flGor ubicado en la posicion 6 del anillo aromatico.
Los resultados del anélisis por RMN (Tablas VIII y IX) permiten afirmar que la técnica de

sintesis donde se emplea etanol como disolvente no conduce en todos los casos a la obtencion de

los &cidos o, insaturados de intereés.
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> Q 1 040
3 !
S Al ~oH 4
AWt o
. 6' 3
¢ “HO" O Cl OH

Tabla VI1I1. Datos de RMN-"H de los compuestos I y 1.

| 7,82 (1H,d,H-3", 3J5-.4=4Hz); 7,73(1H,s, H-3); 7,55(1H,d,H-5", 3J,-.s=3Hz); 7,16(1H, dd,H-4)

Il |8,63(1H, s, H--3); 7,70 (1H,t,H-4’, 334 y °J4.5=8,3Hz); 7,53 (1H, d, H-5", 3J,.+=8, 3Hz);
7,41 (1H,d,H-3’, 3J5--4- =8,3Hz)

Tabla IX. Datos de RMN-"3C de los compuestos 1 y I1.

C 1 2 3 4 r 2’ ¥ & 5 6’

| | 165,28 | 124,21 | 134,43 | 167,34 | 135,71 - 132,13 | 127,79 | 132,27 -

Il | 163,29 | 119,50 | 142,75 | 155,48 | 116,0 | 155,14 | 115,47 | 134,48 | 125,13 | 132,31

Por esta causa, para la sintesis de los acidos o, insaturados se utilizo el procedimiento clasico
que implica el uso de la piridina como disolvente y la piperidina como catalizador en la reaccion
de diferentes benzaldehidos y aldehidos aromaticos heterociclicos sustituidos con el &cido
maldnico. Asi se obtuvieron, en tiempos de reaccion que variaron entre 1-2 h, todos los &cidos
o, insaturados de interés con una pureza elevada y buenos rendimientos. En la Figura 17 se

muestran los compuestos sintetizados y en la Tabla X los rendimientos alcanzados en cada caso.

l\\

Py OH § o OH

0 XI\)L OH 0
S 90

2) R=3"-Br

3) R=4'-Br 12) X-0 R=5'CH, 17

4) R=4-CN 13) X=S R=H

5) R=4"-SCH, 14) X=8 R=3'CH, N

6) R=4-OCH,Ph 15) X=S R=5'CH, |

7) R=2'4"diCl 16) X=N R= ICH, AN

§) R=2',5'diCl o

9) R=2'6-diCl I8

10) R=2-Cl-6-F

11) R=2'5-diOCH;

Figura 17. Estructuras de los acidos a,B-insaturados sintetizados (compuestos 2-18).
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Tabla X. Rendimientos obtenidos durante la sintesis de los acidos a,p insaturados.

Compuesto &cido o,p insaturado Renc(l:;: )' ento
2 acido (2E)-3-(3-bromofenil)acrilico 55
3 acido (2E)-3-(4-bromofenil)acrilico 60
4 acido (2E)-3-(4-cianofenil)acrilico 61
5 acido (2E)-3-[4-(metiltio)fenil]acrilico 74
6 acido (2E)-3-[4-(benciloxi)fenil]acrilico 88
7 acido (2E)-3-(2,4-diclorofenil)acrilico 87
8 acido (2E)-3-(2,5-diclorofenil)acrilico 89
9 acido (2E)-3-(2,6-diclorofenil)acrilico 42
10 acido (2E)-3-(2-cloro-6-fluorofenil)acrilico 79
11 acido (2E)-3-(2,5-dimetoxifenil)acrilico 80
12 acido (2E)-3-(5-metil-2-furil)acrilico 92
13 acido (2E)-3-(2-tienil)acrilico 88
14 acido (2E)-3-(3-metil-2-tienil)acrilico 68
15 acido (2E)-3-(5-metil-2-tienil)acrilico 89
16 acido (2E)-3-(1-metil-1H-pirrol-2-il)acrilico 48
17 acido (2E)-3-(1-naftil)acrilico 62
18 acido (2E)-3-piridin-3-ilacrilico 70

En el caso particular de la sintesis del acido (2E)-3-(2,5-diclorofenil)acrilico, fue preciso obtener
de forma previa el 2,5-diclorobenzaldehido de partida (compuesto 1), porque este Ultimo
compuesto no se encuentra disponible en el mercado.

Con este propoésito se prepard la correspondiente sal de bencenodiazonio a partir de la 2,5-
dicloroanilina, la que se transformé en el benzaldehido de interés por tratamiento con una
disolucion de formaldoxima preparada previamente de acuerdo a un método clasico descrito en la

literatura,*®como se muestra en la Figura 18.
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0 + - NaAc3H,O0 yg,c=N
2 5 ,C=N
HC\ NH;OHC] —— OH
H
formaldoxima
Cl Cl
HCI B
NH, + NaNO;, ——» N‘ Cl
NaAC \NH
Cl Cl
2.5-dicloroanilina sal de bencenodiazonio
Cl Cl

- _ NaAc-3H,0 O
N,CIH +  HaC=N, 2 - /
OH  CuSO, H,0/Na,SO, \

Cl Cl 1
Figura 18. Sintesis del 2,5-diclorobenzaldehido (1).

4.1.2 Sintesis de los derivados tritilados de los acidos (2E)-3-(4-aminofenil), (2E)-3-(1H-
indol-3-il) y (2E)-3-(1H-imidazol-4-il) acrilicos (compuestos 19-21).

En el trabajo también se utilizaron como reactivos de partida varios acidos carboxilicos o,
insaturados portadores de sistemas aromaticos con uno o mas atomos de nitrégeno en su
estructura con el objetivo de incrementar la diversidad estructural de las nuevas cefalosporinas a
obtener. Entre estos compuestos, los que son portadores de grupos amino libre primarios y
secundarios en su estructura, deben ser previamente protegidos con vistas a realizar la acilacién
del nacleo cefalosporanico sin que ocurran reacciones colaterales indeseables. Este es el caso de
los &cidos (2E)-3-(4-aminofenil), (2E)-3-(1H-indol-3-il) y (2E)-3-(1H-imidazol-4-il)acrilicos que

se muestran en la Figura 19

0
HoN
2 N XX HN
= o — o QM
_~_ _OH
N
0
0

Figura 19. Estructura quimica de los acidos (2E)-3-(4-aminofenil), (2E)-3-(1H-indol-3-il) y
(2E)-3-(1H-imidazol-4-il) acrilicos.

54



Resultados y Discusion

Para bloguear temporalmente la funcion amino de estos acidos no era posible introducir ningin
grupo protector que requiriese un medio basico con vistas a su posterior eliminacion, ya que el
nucleo cefalosporanico es inestable bajo este tipo de condiciones y se descompone con facilidad.
Por esta causa se selecciond el grupo trifenilmetilo cuya eliminacion final se puede efectuar en un
medio acido y donde los intermediarios cefalosporanicos sintetizados son relativamente estables.

En los casos de los acidos (2E)-3-(4-aminofenil) y (2E)-3-(1H-indol-3-il) acrilicos, la obtencion de
los derivados tritilados correspondientes (compuestos 19 y 20) se efectud por el método tradicional
que implica la disolucion de los acidos de partida en cloroformo por tratamiento con TEA seguido

por reaccion con trifenilclorometano, segun se muestra en la Figura 20.

H5N
(C4Hs);C—HN
O

0]

19
Rendimiento: 74%

HN™ XX (CeHs)3C- 7™ NN
OH TEA OH

_ . \ _

20
Rendimiento: 63%

Figura 20. Método de sintesis de los acidos 2E)-3-[4-(tritilamino)fenil y (2E)-3-(1-tritil-1H-
indol-3-il)acrilicos (compuestos 19 y 20).

La TEA cumple la doble funcién de disolver ambos &acidos en los disolventes utilizados y catalizar
la reaccion mediante la captura del cloruro de hidrégeno que se genera durante la tritilacion Bajo
estas condiciones los compuestos 19 y 20 se obtuvieron con una buena pureza y rendimientos

aceptables.
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Cuando esta técnica se trato de utilizar en el caso del acido (2E)-3-(1H-imidazol-4-il)acrilico se
pudo comprobar que dicho compuesto practicamente no se disolvia en DCM o cloroformo por
tratamiento con TEA y por consiguiente la reaccion de tritilacion no se completaba quedando
compuesto de partida sin reaccionar.

Para solucionar este problema, se desarrollé6 un procedimiento de tritilacion no descrito en la
literatura (Figura 21), el cual consistié en tratar inicialmente al acido (2E)-3-(1H-imidazol-4-
il)acrilico con BSA en cloroformo como disolvente, condiciones bajo las cuales ocurre su total
disolucién por formacion del derivado sililado correspondiente. La posterior adicion de
trifenilclorometano permitid sintetizar al derivado de interés (compuesto 21) con muy buen
rendimiento y un elevado grado de pureza.

u (CeHs)3C

N
<\ BSA
CHCl,

OH OH
21
Rendimiento: 63%

Figura 21. Método de sintesis del acido (2E)-3-(1-tritil-1H-imidazol-4-il)acrilico (21).
Todo parece indicar que cuando se utiliza la técnica tradicional, la sal de trietilamonio del acido
(2E)-3-(1H-imidazol-4-il)acrilico que se forma es muy poco soluble en cloroformo lo cual
dificulta la tritilacion, mientras que a través del método desarrollado no solo ocurre la sililacion
de la funcidn acida, sino también del grupo amino lo que incrementa notablemente la solubilidad

del sustrato en este disolvente y potencia el caracter nucleofilico del atomo de nitrégeno, todo lo

cual conlleva a que la tritilacién ocurra de manera mas eficiente.
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4.1.3 Anaélisis espectroscopico por RMN *H y RMN *3C de los &cidos a.p insaturados

(compuestos 2-21).

En las Tablas X1 y XII se muestran los corrimientos quimicos correspondientes a los protones y
atomos de carbono de los compuestos 2-21. En RMN *H las dos sefiales que indican la obtencién
de los acidos o, insaturados de interés son dos dobletes (uno en ¢l intervalo de 6 6,0-6,90 ppm y
el otro entre 6 7,30-8,40 ppm) pertenecientes a los protones enlazados a las posiciones o y 3, del
doble enlace formado. El valor de la constante de acoplamiento de estas sefales (*J,.5=16 Hz)
indica que los compuestos se encuentran en la forma trans. En los espectros se observan, ademas,
las sefiales de los protones correspondientes a los anillos aromaticos caracteristicos de estos
acidos y las pertenecientes a los sustituyentes unidos a dichos sistemas. En el Anexo 3a se
muestra el espectro RMN *H del compuesto 4 como ejemplo de los resultados obtenidos.

La obtencién de los compuestos 19-21 ademéas se pudo verificar por RMN ‘H debido a la
presencia en la region aromatica de los 15 protones que aporta el grupo trifenilmetilo introducido.
En el derivado inddlico (compuesto 20), los protones unidos a las posiciones o y B del doble
enlace alquilico (2 y 3, respectivamente) se observan como dos dobletes bien definidos con
constantes de acoplamiento (*J,.5=16 Hz). En los otros dos compuestos (19 y 21) la sefial del
proton unido a la posicion B (3) aparece sobrelapada con las sefiales de los protones arométicos
del grupo trifenilmetilo y de los sistemas aromaticos de dichas moléculas. En el intervalo
proximo a los & 12 ppm se detectaron las sefiales pertenecientes a las funciones &cidas.

En el analisis por RMN *C (Tabla XI1) la presencia, en el intervalo comprendido entre 6 166-
168 ppm, de la sefial correspondiente al grupo carbonilo del &cido carboxilico indica la formacion

de los productos de interés. Ademas, se observan todas las sefiales de los &tomos de carbono de
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Tabla XI. Datos de RMN *H (ppm) para los acidos a.,p insaturados obtenidos (compuestos 2-21).

A\ 0 O X 4
4 |\‘\ v] o X ] \1 — n (C()HS)Z;CN .
ININS R% 1’5‘ AN ’ ;-(\NMOH
2-11 12-16 17 21 0
Compuesto Protones aromaticos R
2 7,33-7,93 (4H) -
3 7,59-7,66 (4H) -
4 7,84-7,90 (4H)
5 7,27 (2H,d, H-3’ y H-5°); 7,61(2H,d, H-2’ y H-6°) 2,49 (3H,5,SCH3)
6 6,95-7,70 (9H) 5,16 (2H,s,0CH,Ph)
7 7,45-7,96 (3H) -
8 7,40-8,03 (3H) -
9 7,37-7,57 (3H) -
10 7,21-7,56 (3H) 6,57 7,68 -
3,74(3H,s,0CH5);
11 6,95-7,25 (3H) 6,55 7,81 3.80(3H.5.0CH>)
12 6,78 (1H,d,H-3"); 6,24 (1H,d, H-4°) 6,05 7,30 2,32 (3H,s,5-CHj5)
13 7,69(1H,d,H-5"); 7,50(1H,d,H-3); 7,13 (1H,dd,H-4") 6,18 7,74 -
14 7,56 (1H,d,H-5"); 6,98 (1H,d,H-4") 6,06 7,72 2,30 (3H,s,3-CH5)
15 7,27 (1H,d,H-3); 6,83 (1H,d,H-4") 6,01 7,69 2,46 (3H,s,5-CH3)
16 6,96 (1H,m,H-5"); 6,71 (1H,m,H-3"); 6,09 (1H,m,H-4") 6,10 7,49 3,69 (3H,s,1-CH3)
17 7,59 (3H,m); 7,97 (3H,m); 8,20 (1H,d) 6,60 8,40 -
18 7,43(1H,dd,H-5"); 8,14(1H,d,H-6"); 8,84 (1H,d,H-4"); 8,58(1H,d,H-2) 6,68 7,62 -
19 7,10-7,50 (18H,m, aromaéticos ); 11,98 (1H, bs, COOH). 6,06 6,50 -
20 7,15-8,00 (20H,m, aromaticos + H-2"); 11,83 (1H, bs, COOH). 6,62 7,86 -
21 7,00-7,55 (18H,m, aromaticos + H-3+ H-2’+ H-4"); 12,1 (1H, bs, COOH) | 5,83 -

ay b: Estas sefiales integran cada una 1H y aparecen como dobletes con *J,-,=16 Hz.
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Tabla XI1. Datos de RMN **C (ppm) para los 4cidos a.p insaturados obtenidos (compuestos 2-21).

. _OH

R .
3 y 0 E 4 2 . 4
‘ |\ : X AL Lo o o,0 ,.lN\ r N i (CeHs)3C N7 (C(,H5)3CN
5 AN AL OH (/ G ‘” S AL A OH (CeHs)5C : o - e
& 3 o) R 4\ 5 ’ pi co 0 ’ I ‘/2 + N ,/ O
) O 5 0]
211 12-16 17 18 19 21
c|] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1]16727] 167,40 167,09 167,63 167,52 | 166,97 | 166,68 | 166,60 |166,77 | 167,82 | 167,39 | 167,13 | 167,11 | 167,10 | 167,87 | 167,37 | 167,17 | 168,07 165,18 | 167,81
2 [120,93| 120,23 122,83 118,03 116,54 | 123,00 | 123,80 127,90 |126,03 119,55 | 114,24 | 117,38 | 116,55 | 115,96 | 112,66 | 121,91 | 121,29 | 113,14 | 122,52 | 115,86
3 (142,19 14247 141,81 143,39 143,39 | 137,43 |137,14| 137,12 |131,63 138,38 | 130,67 | 136,61 | 134,69 | 136,79 | 132,02 | 140,12 | 149,70 | 144,51 139,37 | 136,51
4| - - - - - - - - - - - - - - - - - 70,54 87,92 | 74,96
5 - - 118,55 1418 69,23 - - - - 5551 | 13,37 - 13,60 | 15,16 | 34,58 - - - - -
6 - - - - - - - - - 56,03 - - - - - - - - - -
12225 | 12345 112,06 | 125,58 (2C) | 115,06 (2C) | 127,94 | 127,57 | 129,07 (2C) | 115,26 | 112,53 | 109,05 | 128,38 | 127,68 | 126,81 | 108,61 | 122,94 | 123,86 | 116,02 (2C) | 106,73 | 124,69
A | 127,05 (130,10 (2C) | 128,83 (2C) [ 128,61 (2C) | 12692 (129,37 |13091| 13091 | 120,65 |112,95 116,21 |129,36 | 131,34 | 132,00 | 111,67 | 12518 130,04 | 122,27 112,34 | 136,63
R | 130,67 | 131,81 (2C) | 132,67 (2C) | 130,60 |127,47 (2C)|129,48|131,27 | 131,40 [126,30 | 117,47 148,90 | 131,50 | 132,63 | 136,72 | 127,25 | 125,67 | 134,52 | 128,37 (2C) | 119,95 | 139,81
o | 130,86 | 13353 138,80 141,27 159,86 | 130,92 | 131,88 | 133,79 (2C) | 133,17 | 122,99 | 155,15 | 138,82 | 140,98 | 143,40 | 128,45 | 126,24 | 140,55 | 149,19 120,93
M | 132,65 134,32 | 132,33 134,34 | 152,03 127,08 | 150,71 124,93
A | 136,75 135,24 | 133,61 160,99 | 153,15 128,68 127,47
T 130,31 132,04
I 130,72 137,33
c 130,79
SO 133,26

Compuesto 4 (C-5): grupo 4’-CN; Compuesto 5 (C-5): grupo 4’-SCH3; Compuesto 6 (C-5): CH, del grupo 4’-OCH,Ph; Compuesto 11 (C-5): CH; del grupo 2°-OCH3, (C-6):
CHj; del grupo 5’-OCH3; Compuestos 12, 14, 15, 16 (C-5) grupos CH5 unidos a los anillos. Nota : No se incluyen los corrimientos quimicos de los &tomos de carbono aromaticos
del grupo 4°-OCH,Ph ni del grupo C(CgHs)s.
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estas moléculas, incluidas las debidas a la presencia de los diferentes sustituyentes enlazados a
los anillos arométicos de los compuestos. En el Anexo 3b se muestra el espectro RMN *C del
derivado 4 como ejemplo de los resultados obtenidos.

La sintesis de los compuestos 19-21 se comprobé por RMN **C ademas por la presencia en los
espectros de las sefiales de los &tomos de carbono aromaticos del grupo trifenilmetilo, asi como
mediante la deteccion (en el intervalo de & 70-90 ppm) de la sefial correspondiente al atomo de
carbono alquilico cuaternario de dicho grupo protector.

En todos los casos, los espectros registrados se correspondieron con las estructuras quimicas de
los compuestos obtenidos. Sobre la base del analisis por RMN es posible afirmar que la técnica
de sintesis utilizada permitié obtener los acidos o, insaturados antes citados con un elevado
grado de pureza.

4.2 Sintesis, caracterizacion estructural y evaluacién “in vitro” de las nuevas cefalosporinas
derivadas del 7-ACA y diferentes acidos o, insaturados

4.2.1 Sintesis mediante acilacion por el método del reactivo de Vilsmeier (compuestos 22-62).
Como nacleo cefalosporénico de partida inicialmente se seleccioné el &cido 7p-amino-3-
acetoximetil-3-cefem-4-carboxilico (7-ACA) por constituir la materia prima fundamental para la
obtencidon de antibioticos cefalosporanicos, a partir del cual se han preparado medicamentos de
este tipo con comprobada efectividad pertenecientes a las diferentes generaciones y por estar
disponible en el mercado con una elevada pureza lo que garantizaria la ejecucion de la
investigacion programada.

Las nuevas cefalosporinas fueron preparadas por acilacion del 7-ACA con diferentes &cidos o,

insaturados mediante el método del reactivo de Vilsmeier seguin se muestra en la Figura 22.
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R]
LN R\?ng
2 S 0 S
POCIy/DMF/THF
N__A__O_ _CH; R OH BSA/AcOEt N__A__0_ _C
o hif o hif

COOH 0 COOH
Figura 22. Método de sintesis de 7B-(acrilsustituido)amino-3-acetoximetilcefalosporinas.
En total se sintetizaron 41 compuestos de este tipo, de los cuales 33 son nuevos. Los derivados
22, 26, 28, 37, 40, 41, 44 y 51 habian sido obtenidos con anterioridad,’ pero fue necesario
prepararlos de nuevo para poder realizar una evaluacion comparativa valida de la actividad
antibacteriana de los nuevos productos frente a un mismo panel de cepas.
Los nuevos compuestos estdn conformados por 25 obtenidos a partir de &cidos (2E)-3-
(fenil)acrilicos sustituidos (22-54), 6 derivados de acidos acrilicos portadores de diferentes
heterociclos unidos a la posicion B del doble enlace (55-60), uno a partir de un &cido acrilico
policiclico (61) y uno derivado del &cido 3-fenil-2-propidlico (62). En la Figura 23 se muestra la
estructura quimica de las cefalosporinas sintetizadas.
Para efectuar la acilacién del 7-ACA, los acidos o, insaturados fueron activados con el reactivo
de Vilsmeier preparado a partir de POCl; y DMF en THF como disolvente. La cantidad de THF
utilizada vario entre 5-15 mL en dependencia de la solubilidad del &cido o, insaturado.
La acilacién se realizé en un medio no acuoso y la primera etapa consistié en la sililacion del 7-
ACA mediante el uso de BSA y acetato de etilo como disolvente. Esta reaccion tiene como
objetivos disolver el ndcleo cefalosporanico en medio organico por formacion del
correspondiente éster de trimetilsililo, proteger temporalmente la funcion acida y aumentar el
caracter nucleofilico del grupo amino. Posteriormente, la disolucion del acido o, insaturado

activado se adiciond sobre el nucleo cefalosporanico disuelto. Esta reaccion de acilacion es
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exotérmica por lo que se hace necesario emplear temperaturas muy bajas de 30°C, -10°C debido

a la extrema labilidad térmica del ndcleo cefalosporanico.

\\/ Ry X
= H
R N S i\_\/
O — ﬁ
];N / 0. _CH, R S
0 \ﬂ/ 0
COOH 0 N__= O\”/CH3

6]
22)R=H R,=H 33)R=26'diCl Rj=H 44)R=4-0OCH; R\=H COOH 0
23)R=H R,= CHjs 34)R=2"-Cl, 6'-F R;=H 45)R=3"4"'diOCH; R;=H 55) X=0 R=H
24)R=2-F R;=H 35)R=2-NO, Rj=H  46)R=2"5'diOCH; R|=H ;6) X=0 R=5"-CH
25) R=4'- = =3 = 47) R=3-OCH, 40H R ,=H s

26)R=2-Cl R,=H  37)R=4"NO, R,=H 48) R=3-OH 4-OCH; R,=H
27)R=3-Cl R,=H  38)R=2-OH R,=H 49) R=4'-CH,OPh R,=H
28) R=4-Cl R,=H  39)R=3-OH R;=H  50) R=3-PhO R,=H
29)R=3-Br Rj=H  40)R=4-OH R;=H 51)R=4-CH; R,=H
30)R=4-Br Ri=H  41)R=4-OH R,=CN 52)R=4-CN R,=H
31)R=2'4'diCl R;=H 42)R=2-OCH;R,=H 53) R=4-SCH; R,=H
32)R=2.5'diCl R;=H 43)R=3-OCH; R;=H 54) R=4-CF; R,=H

oL

58) X=S R=3"-CH,
59) X=8 R=5'-CH;
60) X=N R=1CH,

COOH

N i
1 );rs
S (0]
N__~= 0. _CHy

0 0] \ﬂ/

N__= 0. _CH, o
0 hig 6

COOH O

61
Figura 23. Estructura quimica de las nuevas cefalosporinas sintetizadas a partir del 7-ACA.

Una vez concluida la acilacion, el éster de trimetilsililo de la cefalosporina obtenida se hidrolizd
con agua donde el HCI que se genera protona la funcién amino del nacleo cefalosporanico (7-
ACA) que queda sin reaccionar, posibilita su solubilizacion en medio acuoso y por lo tanto su
total eliminacion. A continuacion se adiciona acetato de etilo lo que permitié extraer en la fase
organica la cefalosporina resultante en su forma acida, asi como el acido o, insaturado en

exceso. En la Figura 24 se muestra un esquema por pasos del método utilizado.
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THF /|<H
+ POCl - OPOCl,
t. amb. CH3
Reactivo de Vilsmeier
THF
+ H;C. )( R OPOCl,
OPOCI = -
? 0-5°C \W
CH3 0
acido «, [} insaturado activado
\ H iHN
CH; . pga  AcOEt (H30)sSi S
(- amb. N__~__ 0. _CH,
0
COOSiIR O
R=(CHj)
RI
CH;y , p _ OPOCI, AcOEt/(-30; -lOOC) ]
\/\[( oO/l amb.
0 COOH

Figura 24. Esquema del método de acilacion del 7-ACA con diferentes &cidos o,

insaturados mediante el reactivo de Vilsmeier.

Después de eliminar los disolventes, el producto crudo se purificO mediante la extraccion del

acido o,p insaturado en exceso con éter dietilico o éter diisopropilico para obtener los

compuestos 22-62 con una elevada pureza y rendimientos que variaron entre un 50-87 % en

dependencia del &cido o, insaturado utilizado. En la Tabla X111 se muestran los rendimientos

de la reaccién de los compuestos puros obtenidos en cada caso, asi como los resultados del

analisis por ESI-MS.

63



Resultados y Discusion

Tabla XI11. Rendimientos y resultados del analisis por ESI-MS de las nuevas cefalosporinas
obtenidas a partir del 7-ACA (compuestos 22-62).

Compuesto R R X Rendimiento (%0) (cgflcsléga) (pOIMEJéIZ-?I,EM)
22 H H - 68 425,41 425,35
23 H CH3 - 50 439,45 439,41
24 2’-F H - 67 443,41 443,36
25 4-F H - 60 443,41 443,36
26 2’-Cl H - 83 459,86 459,6
27 3’-Cl H - 62 459,86 459,6
28 4’-Cl H - 72 459,86 459,6
29 3’-Br H - 72 504,32 504,31
30 4’-Br H - 50 504,32 504,31
31 2’,4-Cl H - 71 494,31 494,32
32 2°,5-Cl H - 56 494,31 494,32
33 2°,6-Cl H - 70 494,31 494,32
34 2’-Cl, 6’-F H - 76 477,85 477,84
35 2’-NO, H - 73 470,42 470,2
36 3’-NO;, H - 67 470,42 470,2
37 4’-NO, H - 84 470,42 470,2
38 2’-OH H - 75 441,41 441,2
39 3’-OH H - 52 441,41 441,2
40 4’-OH H - 72 441,41 441,2
41 4’-OH CN - 65 466,42 466,2
42 2’-OCHj, H - 75 455,44 455,3
43 3’-OCHj, H - 77 455,44 455,3
44 4’-OCH3, H - 81 455,44 455,3
45 3’,4-diOCH;, H - 75 485,46 485,45
46 2’,5’-diOCH; H - 76 485,46 485,45
47 3’-OCHj;, 4’-OH H - 54 471,44 471,43
48 3’-OH, 4’-0OCH;, H - 62 471,44 471,43
49 4’-CH,0Ph H - 74 531,53 531,52
50 3’-OPh H - 50 517,52 517,52
51 4’-CHj3 H - 83 439,44 439,30
52 4’-CN H - 81 450,42 450,41
53 4’-SCH; H - 69 471,51 471,50
54 4’-CF; H - 41 493,07 493,06
55 H - o) 86 415,37 415,38
56 5’-CH,3 - o) 86 429,41 429,40
57 H - S 87 431,45 431,46
58 3’-CH; - S 77 445,48 445,47
59 5°-CH3 - S 83 445,48 445,47
60 1’-CH; N 20 428,42 428,40
61 - - - 28 452,48 452,46
62 - - - 61 423,41 423,43

De forma excepcional en la acilacion del 7-ACA con los acidos (2E)-3-(1-metil-1H-pirrol-2-

ilacrilico y (2E)-3-(1-naftil)acrilico, si bien se obtuvieron las cefalosporinas correspondientes
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(60 y 61) con una alta pureza, el rendimiento alcanzado fue sumamente bajo (20 y 28 %,
respectivamente). Las posibles causas de este comportamiento andmalo pueden estar relacionadas
con el hecho de que durante el proceso de purificacion final por extraccion del exceso de acido
a3, insaturado de partida con éter etilico ocurra una mayor solubilizacion de estas cefalosporinas
(60 y 61). De forma adicional debido a factores estructurales, la reactividad de estos &cidos
acrilicos activados mediante el reactivo de Vilsmeier debe ser menor comparada con el resto de
los acidos a,p, insaturados de la serie, como ocurre con el acido naftilacrilico que contiene dos
anillos aromaticos en su estructura. No obstante es necesario efectuar experimentos adicionales
para poder alcanzar una conclusién al respecto.

De forma general las nuevas cefalosporinas sintetizadas, tomando como ndcleos cefalosporanicos
de partida el 7-ACA pueden considerarse quimicamente estables ya que la presencia del doble
enlace adyacente a un sistema aromatico y a un grupo carbonilo genera una intensa conjugacion
en esta zona de la molécula, factor que proporciona a la funcion amida unida a C-7 una
estabilidad muy superior en comparacion a una amida tipica.

4.2.2 Sintesis mediante acilacion por condensacion directa con DCC (compuestos 64-67).
Con el objetivo de ampliar el estudio relacionado con las cefalosporinas derivadas del 7-ACA 'y
acidos o,p insaturados, asi como para aumentar la diversidad estructural de los compuestos de
este tipo a incluir en la base de datos QSAR, se consider6 conveniente obtener los derivados (I11-

V1) que se muestran en la Figura 25 .
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Figura 25. Estructura quimica de cefalosporinas derivadas del 7-ACA (111-V11).
Los compuestos 111, 1V, V, y VII resultaban de interés debido a que se trata de productos
portadores de uno o méas atomos de nitrégeno en la cadena acilamino unida a la posicion C-78 y
es bien conocido que, por lo general, su presencia en otros antibidticos cefalosporanicos esta
vinculada no solo a un incremento de la actividad antibacteriana (como ocurre en el caso de las
cefalosporinas de tercera generacién), sino también a una mayor efectividad frente a cepas de
SaRM. En el caso del derivado VI la presencia de un sustituyente en la posicion o del doble
enlace permitiria adquirir mayor informacion sobre la influencia de este tipo de sustitucion sobre
la actividad antibacteriana.
Inicialmente, la acilacién del 7-ACA con los acidos acrilicos correspondiente se intento realizar
mediante el método del reactivo de Vilsmeier utilizado con éxito en la preparacion de los
compuestos 22-62. Sin embargo, se comprobd que en algunos casos la reaccidon no tenia lugar,
mientras que en otros los productos de interés se obtenian con muy bajos rendimientos y con
elevados niveles de impurezas que no hacian factible su aislamiento y purificacion.
Por esta causa, se decidio efectuar la reaccion de acilacion mediante el método de condensacion

directa con DCC que transcurre bajo condiciones de reaccion mas suaves. Para aplicar este
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procedimiento de acilacion es indispensable bloquear la funcion acida del 7-ACA para que la
condensacion transcurra solamente entre el grupo &cido del derivado o, insaturado y la funcion
amino del 7-ACA y asi evitar, como reaccién colateral indeseable, la condensacion entre el grupo
acido libre y la funcién amino de dos moléculas del nucleo cefalosporanico, que conduciria a la
generacion de impurezas y por lo tanto a la reduccion en los rendimientos del producto de interés.
4.2.2.1 Obtencion del éster de difenilmetilo del 7-ACA (compuesto 64).

Para bloguear temporalmente la funcion &cida del 7-ACA, se seleccion6 el grupo protector
difenilmetilo que puede ser eliminado con posterioridad en un medio acido donde el nucleo
cefalosporanico es estable. El primer paso consistio en la preparacion del difenildiazometano (63)
de acuerdo a la técnica descrita por Adamson y col.”” y modificada por Lépez y col.”® como se
muestra en la Figura 26. Este reactivo no se aisld, debido a su relativa inestabilidad, y se utiliz6

en forma de una disolucién con DCM.

CH;
@ N 0
_N. I _N I
C* "NH, + C + HiC S—NH,

e
1
DMA/H,0 u
O:§:0
N Na
CI/ e 63

Figura 26. Método de sintesis del difenildiazometano (63).
La etapa de esterificacion se efectud por tratamiento del 7-ACA con el difenildiazometano (63)

en una mezcla de metanol-DCM como disolventes segln se muestra en la Figura 27.

Q
HzN S @\ gzN HzN S
c* MeOH
N~ 0. _CH; i DCM N~ 0. _CH; T N
o hig 0 hig
COOH O CO,CHPh, O
7-ACA 63 64

Figura 27. Sintesis del 7p-amino-3-acetoximetil-3-cefem-4-carboxilato de difenilmetilo (64).
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La reaccidn transcurre en un medio heterogéneo, pues el 7-ACA es insoluble en estos disolventes
y solo una parte del mismo se transforma en el éster de difenilmetilo. Luego de eliminar el 7-
ACA sin reaccionar (se adiciona éter dietilico a la mezcla reaccionante para garantizar su total
precipitacion) los disolventes se evaporaron para obtener 64 con un rendimiento del 57 % y un
alto grado de pureza, seguin se comprob6 por RMN (Tablas XIV y XV).

4.2.2.2 Acilacion del éster de difenilmetilo del 7-ACA (64) con los acidos a, insaturados.
Obtencion de intermedios cefalosporanicos protegidos (compuestos 65-67).

El objetivo de esta etapa consistio en acilar mediante condensaciéon directa el nucleo
cefalosporanico protegido (64) con los acidos a,B-insaturados &cido tritilados (19, 20, 21)
sintetizados previamente como se explico en el epigrafe 4.3.1.y con los &cidos (2E)-3-piridin-3-il
acrilico y (22)-2-(acetilamino)-3-fenilacrilico mediante el uso THF como disolvente y DCC
como agente condensante.

El mecanismo a través del cual transcurre el proceso se muestra en la Figura 28. La adicion del
acido carboxilico al enlace C=N de la carbodiimida, genera un derivado de la urea O-acilado
(agente acilante) ya que existe una fuerte tendencia para la eliminacion de la unidad de urea con
la formacion del grupo carbonilo amidico. Durante el proceso se genera como subproducto la
diciclohexilurea (DCU), que dada su insolubilidad precipita de la mezcla y constituye un factor
esencial para que el equilibrio se desplace hacia la formacion de los productos.

Como resultado del estudio realizado, se sintetizaron los intermedios cefalosporanicos protegidos
derivados de los acidos (2E)-3-(1-tritil-1H-imidazol-4-il (65), (2E)-3-piridin-3-il (66) y (22)-2-
(acetilamino)-3-fenilacrilicos (67) que se muestran en la Figura 29. Estos compuestos son los
precursores de las cefalosporinas 111, VII y VI respectivamente y su obtencidn constituye una

novedad, debido a que no estan referenciados en la literatura consultada hasta el presente.
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Figura 28. Mecanismo de la condensacion directa con DCC.
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Figura 29. Método de sintesis de los nuevos intermedios cefalosporanicos (65-67).

La reaccion de obtencion de los productos derivados de los &cidos (2E)-3-(1-tritil-1H-imidazol-4-

il (21) y (2E)-3-piridin-3-il acrilicos concluyd al término de 24 h a temperatura ambiente segun se

verificé por CCD. Sin embargo, durante la acilacion de 64 con el &cido (2Z)-2-(acetilamino)-3-

fenilacrilico al término de 24 h (bajo las mismas condiciones) aun quedaba 64 sin reaccionar, a
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pesar de que este compuesto constituia la sustancia limitante del proceso, mientras que todo el
acido acrilico se habia consumido.

El analisis por CCD de la mezcla reaccionante posibilito detectar que inicialmente se formaba un
intermediario con un alto valor de Rf, el cual con posterioridad se consumia para generar el
producto de interés (de menor Rf). En este caso es probable que la reaccion no transcurra a traveés
de la condensacion directa de ambos reactivos, sino que en primer lugar se forma el anhidrido del
acido (22)-2-(acetilamino)-3-fenilacrilico el cual constituye el agente acilante que posteriormente
reacciona con 64 para producir el compuesto de interés (67).

La técnica de aislamiento y purificacion de los compuestos fue similar para todos los casos.
Luego de eliminar la DCU que se forma, los productos crudos se obtuvieron por evaporacion de
los disolventes bajo presion reducida y se purificaron por cromatografia flash.

Los intentos de sintetizar los intermediarios cefalosporanicos derivados de los acidos (2E)-3-[4-
(tritilamino)fenil]acrilico (19) y (2E)-3-(1-tritil-1H-indol-3-il)acrilico (20) no condujeron a los
resultados esperados, ya que en ninguno de los casos se observo por CCD la transformacion de
los compuestos de partida ni la formacion de DCU aun después de transcurridas 48 h.

El ultimo paso para la obtencién de las cefalosporinas I11-V1I es la eliminacion de los grupos
protectores difenilmetilo y trifenilmetilo de los compuestos 65-67 que se efectud de acuerdo al
procedimiento usual, el cual consiste en tratar el derivado protegido disuelto en DCM con acido
trifluoroacético en presencia de anisol como auxiliar de la desproteccion, seguido por reaccion
del trifluoroacetato formado con hidrogenocarbonato de sodio en medio acuoso con la finalidad
de destruir la sal formada y generar la cefalosporina de interés.

Como resultado, el analisis por CCD de los productos obtenidos reveld la presencia de una
mezcla compleja donde no era posible identificar al compuesto de interés y por lo tanto proceder

a su aislamiento con posibilidades de éxito.
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Por este motivo, se decidio detener temporalmente los esfuerzos encaminados hacia la sintesis de
las cefalosporinas I11-V1I con el objetivo de estudiar las causas del comportamiento observado y
buscar un procedimiento de desproteccién mas adecuado.

4.2.3 Caracterizacion estructural de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA y
diferentes acidos a,p insaturados (compuestos 22-62) y de los intermedios cefalosporanicos
sintetizados, (compuestos 64-67)

En las Tablas X1V y XV se muestran los corrimientos quimicos asignados a los protones y &tomos
de carbono de los productos sintetizados. En todos los casos los espectros registrados de RMN H,
RMN *3C se correspondieron con las estructuras quimicas de la cefalosporinas obtenidas.

A partir de los resultados mostrados en la Tabla X1V se puede concluir que la introduccién del
fragmento molecular correspondiente al acido o, insaturado tiene muy poca influencia sobre los
corrimientos quimicos de los protones pertenecientes al nicleo cefalosporanico que son tipicos
para esta clase de compuestos. Asi para todos los compuestos, aparece un singulete que integra 3
protones entre 6 2,03-2,05 ppm asignable al grupo CHj; del fragmento acetoximetilo. Los dos
protones ubicados sobre los atomos de carbono C-2 y C-13 resuenan, en todos los casos, como
sistemas AB con constantes de acoplamiento de 2J4,=18 Hz %Ji.15=13 Hz, respectivamente, lo
que indica que estos protones no son equivalentes. El protén unido a la posicion C-6 (H-6) se
observa como un doblete a & 5,14-5,21 ppm con una *Js.;=5 Hz mientras que el protén unido a la
posicion C-7 (H-7) aparece como un doblete de doblete localizado entre 6 5,77 y 5,90 ppm con
3J67=5 Hz y *Jun-7=8 Hz. La sefial correspondiente al protén de la amida formada (NH) se
observa como un doblete en el intervalo de & 8,78-9,87 ppm, con una *Jyw.7=8 Hz.

La sefiales de los protones pertenecientes al doble enlace alquilico (H-10 y H-11), resuenan como

dobletes en los intervalos de & 6,38-6,99 ppm y & 7,26-8,28 ppm, respectivamente. El valor de
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3J1011=16 Hz observado indica que todos los compuestos sintetizados se encuentran en la forma
trans isomérica. Estas sefiales no se detectan en el compuesto 67 debido a la presencia del grupo
acetamida enlazado a la posicion a del doble enlace alquilico y solo se observa el singulete del
proton enlazado a la posicion B de dicha insaturacion.

En los espectros registrados, ademas de observarse las sefiales caracteristicas de los protones de los
acidos o, insaturados acoplados al nucleo cefalosporanico, aparecen las sefiales correspondientes a
los grupos enlazados a estos anillos. Asi, en los compuestos del 42 al 48 se observan los singuletes
pertenecientes a los grupos metoxilo de la moléculas, en el compuesto 49 se detecta la sefial del CH,
del grupo 4’-benciloxi y en los compuestos 23, 51, 53, 56, 58, 59 y 60 los singuletes asignables a los
protones de los grupos metilo ubicados en las diferentes posiciones de estas moléculas.

De forma adicional en los compuestos 64-67 se observé la presencia en el espectro de las sefiales
pertenecientes a los protones aromaticos del grupo difenilmetilo, asi como de un singulete a
valores de 8 6,92-6,95 ppm correspondiente al CH de este grupo protector que bloquea la funcion
acida del nucleo cefalosporanico en estos derivados.

De los resultados del RMN *C, (Tabla XV) y DEPT también se puede concluir que el fragmento
del &cido o, insaturado ejerce una influencia escasa o nula sobre los &tomos de carbono del nicleo
cefalosporanico. Asi, todos resuenan en un intervalo muy estrecho con independencia del
compuesto de que se trate: C-2 entre 6 25-26 ppm; C-3 entre 6123-124 ppm; C-4 entre 6 126-127
ppm; C-6 entre & 57-58 ppm; C-7 entre & 59-60 ppm; C-8 entre 6 163-165 ppm; C-12 entre o6 162-
163 ppm; C-13 entre 6 62-63 ppm; C-14 entre & 169-171 ppm y C-15 entre 6 20-21 ppm. El &tomo
de carbono del grupo carbonilo de la amida formada tampoco muestra variaciones significativas y
se observa en el rango de & 164-166 ppm, con la excepcion de los compuestos o sustituidos 23 y

41, asi como para el caso del derivado sintetizado a partir del acido 3-fenil 2-propiolico (62).
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Los espectros de RMN *3C ademés de exhibir las sefiales tipicas de los 4&tomos de carbono del
fragmento molecular del &cido o, insaturado acoplado al nucleo cefalosporanico, muestran las
correspondientes a los atomos del doble enlace alquilico (C-10 y C-11), las cuales si son
notablemente afectadas por el sistema aromatico enlazado a la posicion B y finalmente las sefiales
pertenecientes a los sustituyentes ubicados en dichos sistemas. Asi, en los compuestos del 42 al
48 se observan las sefiales de los grupos metoxilo, en el compuesto 49 se detecta la sefial
asignable al CH, del grupo 4’-benciloxi, en los compuestos 41 y 52 la sefial del grupo ciano y en
los compuestos 23, 51, 53, 56, 58, 59 y 60 las sefiales pertenecientes a los CH3 unidos en las
diferentes posiciones del fragmento del &cido o, insaturado.

De forma adicional en los compuestos 64-67 se observaron las sefiales tanto aroméaticas como
alifaticas de los atomos de carbono de los grupos protectores introducidos. Asi, en el compuesto
65 se registran dos sefiales a 6 78,78 y 74,95 ppm correspondientes a los atomos de carbono
alifaticos de los grupos difenilmetilo y trifenilmetilo presentes en la molécula, mientras que en
los compuestos 64, 66 y 67 se detecta en el intervalo de 6 78-79 ppm la sefial del CH del grupo
difenilmetilo. En el espectro de todos los compuestos se registraron las sefiales pertenecientes a
todos los grupos carbonilo existentes en las estructuras, en particular el asignable al carbonilo de
las amidas formadas (~ 6 165 ppm). En el producto 67 se observan sefiales adicionales de
carbonilo a 8 169,31 ppm y de metilo a 6 22,69 ppm, las cuales corresponden al grupo acetamido

enlazado a la posicion a del doble enlace alquilico.
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Tabla X1V. Datos de RMN*H (ppm) de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA (22-62) y de los intermedios sintetizados (64-67).

7 6 S 2
EN_AR 0ue0
T T
1» COOH | CH;
compuestos 22-54
Compuesto NH? H-11 H-101 Arométicos H-7" | H-6° H-13" H-2' CHJ R
22 9,08 c 6,78 7,35-7,63(6Hm)° | 586 | 517 5,03y4,71 366y350 | 203 -
23 9,03 7,30 (s,1H) - 7,37-7,45 (5H,m) 578 | 5,16 5,00y 4,70 365y350 | 203 -
24 9,19 7,59 6,88 7,20-7,73 (4H,m) 585 | 517 503y4,71 366y351 | 203 -
25 9,04 7,54 6,72 7,17-7,78 (4H,m) 585 | 517 5,02y 4,72 366y350 | 2,03 -
26 9,10 c 6,77 7,45-7,68 (GH,m)® | 585 | 517 5,02y 4,71 366y350 | 2,03 -
27 9,09 c 6,82 7,33-7,74(5Hm)* | 586 | 517 502y 4,71 366y350 | 2,02 -
28 9,20 7,82 6,83 7,35-7,76 (4H,m) 586 | 5,18 5,03y4,71 367y352 | 203 -
29 9,07 7,51 6,82 7,32-7,83 (4H,m) 585 | 5,17 5,02y 4,70 366y351 | 203 -
30 9,02 7,58 6,79 7,44-7 68 (4H,m) 584 | 517 5,03y 4,73 366y350 | 2,04 -
3l 9,22 c 6,83 7,47-781 (4Hm)* | 585 | 5,18 5,03y4,71 367y351 | 203 -
32 9,08 7,71 6,89 7,42-7,81 (3H,m) 585 | 5,18 5,03y 4,73 367y351 | 204 -
33 9,25 7,59 6,87 7,32-7,66 (3H,m) 586 | 5,18 5,03y4,73 367y351 | 2,04 -
34 9,33 7,67° 6,99 7,29-7,53 (3H,m) 586 | 5,18 502y 4,71 367y351 | 203 -
35 9,24 c 6,74 7,60-8,12 (5GH,m)* | 587 | 5,18 5,02y 4,70 367y351 | 203 -
36 9,15 c 6,96 7,58-8,48 (5H,m)* | 587 | 5,18 5,03y4,71 367y350 | 2,03 -
37 9,24 7,65 6,95 7,76-8,33 (4H,m) 587 | 519 5,03y4,71 367y350 | 203 -
38 8,95 7,75 6,81 6,75-7,50 (4H,m) 583 | 5,16 5,02y 4,73 365y349 | 204 10,03 (bs,1H,0H)
39 9,05 7,45 6,71 6,87-7,32 (4H,m) 586 | 517 501y4,71 367y350 | 2,03 9,64 (br 5,1H,0H)
40 8,97 c 6,57 6,84-7,44 (5H,m)* | 585 | 5,18 5,01y4,71 369y351 | 2,04 9,90 (br s,1H,0H)
41 9,36 8,13 (s,1H) - 6,97-7,89 (4H,m) 577 | 521 5,02y 4,73 368y353 | 205 -
42 9,06 7,714° 6,83 6,92-7,58 (4H,m) 585 | 5,16 5,02y 4,70 366y350 | 203 3,86 (5,3H,0CH5)
43 9,05 7,517 6,78 6,92-7,42 (4H,m) 586 | 517 5,02y 4,70 366y351 | 203 3,78 (5,3H,0CH,)
44 8,96 c 6,63 6,94-758 (5GH,m)°* | 585 | 5,16 502y4,71 366y350 | 2,03 3,79 (s,3H,0CH5)
45 8,84 7,48 6,67 6,96-7,20 (3H,m) 584 | 516 5,03y4,74 365y349 | 2,04 3,80 (s,3H,0CH,), 3,81 (s,3H,0CHy)
46 8,95 7,71 6,84 6,92-7,15 (3H,m) 583 | 5,16 5,03y 4,73 365y349 | 2,04 3,75 (s,3H,0CH,), 3,82 (s,3H,0CHy)
47 8,90 7,44° 6,60 6,77-7,18 (3H,m) 585 | 5,15 5,02y4,71 366y350 | 203 3,81 (5,3H,0CHs), 9,51 (br s,1H,0H)
48 8,94 7,39 6,54 6,91-7,04 (3H,m) 584 | 5,15 5,02y 4,70 366y350 | 203 3,80 (5,3H,0CH5) 9,23 (br 5,1H,0H)
49 8,89 7,43 6,64 7,00-7,60 (9H,m) 584 | 515 5,03y4,73 366y350 | 2,04 5,15 (5,2H,CH,)
50 8,97 7,51 6,73 6,98-7,45 (9H,m) 582 | 516 5,02y 4,72 365y349 | 203 -
51 9,03 c 6,72 7,18-7,61 (GH,m)* | 585 | 5,16 5,02y 4,71 366y350 | 2,03 2,32 (5,3H,CH3)
52 9,11 7,59 6,90 7,70-7,95 (4H,m) 584 | 517 5,03y4,73 366y350 | 203 -
53 9,03 7,42 6,72 7,25-7,55 (4H,m) 585 | 5,16 5,02y 4,70 366y350 | 203 2,50 (5,2H,SCH;)
54 9,11 7,61 6,91 7,75-7,80 (4H,m) 585 | 5,18 5,03y4,73 367y350 | 2,03 -
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Tabla X1V. Datos de RMN'H (ppm) de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA (22-62) y de los intermedios sintetizados (64-67)
(continuacién).

Ry—HN_, g .
j;“ N_2_ 0110 R;=
0 hjk Y
»COOH |5CH;
Ri—HN, ¢ S
8 3 15
N 1304 CH;
0 4 R,=
COOCHPh,0
12 16
64

Comp. | NH? | H-11 | H-10¢ Arométicos H-13" H-2' R

55 9,09 | 734° | 654 6,60 (1H,dd); 6,84 (1H,d); 7,81 (1H,d) 584 | 515 | 502y470 | 366y350 | 2,03 - -

56 891 | 7,26° | 647 6,23 (LH,d); 6,71 (1H,d) 582 | 514 | 502y4,73 | 365y3,49 | 2,04 - 2,32 (3H,5,5’CHg)

57 896 | 7,69° | 654 7,12(1H,dd); 7,42(1H,d); 7,63(1H,d) 583 | 515 | 502y4,73 | 365y349 | 2,03 - -

58 898 | 7,66° | 647 6,97 (1H,d); 7,53(1H,d) 583 | 515 | 502y4,72 | 366y350 | 2,04 - 2,30 (3H,5,3’CHs)

59 891 | 759° | 6,38 6,82 (1H,d); 7,21(1H,d) 582 | 514 | 502y473 | 365y349 | 204 - 2,47 (3H,5,5’CHs,)

60 878 | 744° | 642 6,09 (1H,dd); 6,54 (1H,d); 6,93 (1H,d) 583 | 514 | 502y472 | 365y349 | 204 - 3,69 (3H,s,1’CHs)

61 919 | 828 | 685 7,42-8,26 (7TH,m) 590 | 520 | 503y4,73 | 367y352 | 2,04 - -

62 9,87 - - 7,45-7,63 (5H,m) 578 | 515 | 501y4,72 | 365y351 | 2,03 - -

64 9,04 - - 7,23-7,52 (10H, m) 504 | 490 | 461y486 | 349y3,65 | 197 6,92 -

65 9,02 c 6,70 7,0-7,6 (28H,m, + H-2’ + H-4’ + H-11) 591 | 519 | 465y488 | 355y3,69 | 197 6,94 -

66 922 | 762 | 6,90 7,25-7,57 (11H,m + H-5") 597 | 524 | 465y489 | 358y3,72 | 199 6,95 8,03, 8,58 y 8,81 (aromaticos).

67 9,06 | 7,03 - 7,20-7,72 (15H,m) 586 | 521 | 465y4,87 | 357y3,69 | 1,98 6,94 2,01 (1H,s,H-19); 9,48 (1H,s,NH)

a Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con *Jyy.,=8 Hz.

b Esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 2J;01;,=16 Hz.
¢ En estos compuestos el protén H-11 esta solapado con los protones aromaticos.

d Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3J;0-1; =16 Hz.

e La sefial del proton H-11 esta incluida dentro de los protones aromaticos.

f Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete de doblete con *Jy1.,=8 Hz y *J6.,=5 Hz.
g Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3J5,=5 Hz.

h Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con 2J,1.15=13 Hz.

i Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con 2J;,=18 Hz.

j Para todos los compuestos esta sefial integra 3H y aparece como un singulete, exceptuando el compuesto 20 donde integra 6H debido a que los protones del grupo a.-CHs resuenan al mismo valor de 8.
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Tabla XV. Datos de RMN *C (ppm) de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA (22-62) y de los intermedios sintetizados (64-67).

7 6 S 2
EN_AE_0us0
W T
12 COOH  5CH;3
compuestos 22-54

C 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

2 25,55 25,46 25,52 25,53 25,58 | 25,55 25,57 25,56 25,44 25,61 | 25,49 25,46 25,53 | 25,56 | 25,58 25,58 25,47
3 123,50 122,85 123,39 123,42 123,62 | 123,55 123,49 123,54 123,39 123,56 | 123,62 123,55 123,60 | 123,51 | 123,64 123,54 123,27
4 126,31 126,66 126,37 126,32 126,26 | 126,28 126,32 126,28 126,27 126,38 | 126,21 126,18 126,18 | 126,30 | 126,30 126,27 126,32
6 57,45 57,67 57,37 57,40 57,37 | 57,38 57,43 57,37 57,29 57,39 | 57,20 57,19 57,31 | 57,33 | 57,35 57,35 57,46
7 59,19 59,68 59,19 59,17 59,22 | 59,15 59,19 59,15 59,13 59,26 | 59,13 59,18 59,22 | 59,15 | 59,17 59,23 59,19
8 164,84 164,24 164,61 164,76 164,66 | 164,75 164,80 164,75 164,52 164,63 | 164,36 164,33 164,54 | 164,62 | 164,72 164,60 164,76
9 165,40 169,63 165,19 165,33 164,97 | 165,08 165,23 165,04 165,08 164,85 | 164,55 165,46 165,01 | 164,65 | 164,89 164,78 165,97
10 120,41 131,09 124,98 120,28 123,46 | 122,07 121,16 122,05 121,23 124,15 | 125,13 128,59 126,24 | 124,67 | 124,07 123,85 119,21
11 140,59 133,77 132,96 139,35 135,81 | 139,00 139,27 138,91 139,12 134,67 | 134,29 133,83 130,33 | 135,89 | 138,25 138,22 136,36
12 162,81 162,87 162,72 162,76 162,80 | 162,81 162,84 162,81 162,61 162,87 | 162,60 162,58 162,78 | 162,81 | 162,83 162,79 162,65
13 62,65 62,69 62,63 62,62 62,64 | 62,65 62,68 62,65 62,51 62,71 | 62,50 62,48 62,63 | 62,65 | 62,67 62,64 62,53
14 170,14 170,16 170,12 170,11 170,15 | 170,16 170,19 170,16 169,93 170,21 | 169,95 169,94 170,15 | 170,16 | 170,18 170,14 169,96
15 20,51 20,52 20,48 20,45 20,50 | 20,52 20,55 20,53 20,33 20,58 | 20,33 20,33 20,51 | 20,52 | 20,53 20,49 20,34
16 - 14,33 - - - - - - - - - - - - - - -

A 127,69 (2C) 127,92 116,08 | 115,90 (2C) | 127,63 | 126,07 | 129,03 (2C) | 122,24 122,85 128,15 | 127,09 | 128,95 (2C) | 115,43 | 124,90 | 121,78 | 124,07 (2C) | 116,04
R 128,95 (2C) | 128,40 (2C) | 122,10 | 129,86 (2C) | 127,78 | 127,43 | 129,41 (2C) | 126,47 | 129,45 (2C) | 128,86 | 130,56 130,47 120,97 | 128,77 | 123,26 | 128,74 (2C) | 119,79
o 129,84 129,27 (2C) | 123,24 131,11 129,99 | 129,44 133,45 130,29 | 131,77 (2C) | 129,52 | 131,47 | 131,58 (2C) | 127,29 | 129,78 | 130,51 141,25 121,26
M 134,48 135,67 129,31 162,85 131,24 | 130,78 134,31 131,06 133,71 131,41 | 131,82 133,71 131,49 | 130,50 | 133,98 147,68 128,17
A 131,66 132,28 | 133,67 132,33 134,29 | 132,20 134,55 | 133,91 | 136,35 130,69
T 160,50 133,45 | 136,77 137,05 134,90 | 134,17 161,07 | 148,24 | 148,24 156,36
1

C

(0]

S

16: 4tomo de carbono del grupo a-CHs
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Tabla XV. Datos de RMN **C (ppm) de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA (22-62) y de los intermedios sintetizados (64-67)

(continuacién).
\
7 6 S 2
8 3
j/:N = 0140
o h;t\u/ Y

12 COOH  ,;CH;4
compuestos 22-54

C 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

2 | 25,56 25,55 25,48 25,55 | 25,55 25,57 25,49 | 2550 | 25,63 | 25,59 25,44 25,44 25,57 25,47 25,45 25,44
3 123,36 123,80 123,53 123,43 | 123,55 123,44 123,46 | 123,54 | 123,50 | 123,37 123,27 123,43 123,49 123,33 123,40 123,29
4 126,39 126,30 126,29 126,31 | 126,28 126,33 126,34 | 126,55 | 126,41 | 126,43 126,32 126,22 126,32 126,37 126,24 126,36
6 | 57,46 57,54 57,34 57,50 | 57,44 57,53 57,45 | 57,44 | 57,60 | 57,57 57,40 57,29 57,49 57,27 57,37 57,26
7 | 59,18 59,18 59,93 59,20 | 59,17 59,19 59,17 | 59,21 | 59,21 | 59,23 59,13 59,11 59,21 59,16 59,14 59,14
8 | 164,86 165,04 163,40 164,92 | 164,86 165,03 164,78 | 164,71 | 165,10 | 165,05 164,73 164,55 164,90 164,40 164,67 164,41
9 | 165,44 165,84 162,78 165,84 | 165,37 165,71 165,62 | 165,72 | 165,88 | 165,77 165,57 165,06 165,56 164,78 165,38 164,85
10| 119,00 116,75 116,64 120,69 | 120,73 117,83 118,18 | 121,28 | 117,13 | 117,65 117,98 121,22 119,36 123,80 119,32 123,17
11| 140,83 140,74 150,94 135,71 | 140,50 140,36 140,44 | 135,39 | 141,04 | 140,85 140,08 139,65 140,56 138,56 139,88 138,68
12 | 162,88 162,89 162,91 162,84 | 162,83 162,86 162,64 | 162,73 | 162,89 | 162,92 162,64 162,61 162,82 162,64 162,62 162,61
13| 62,69 62,66 62,62 62,65 | 62,65 62,69 62,63 | 62,62 | 62,73 | 62,75 62,51 62,50 62,66 62,53 62,51 62,53
141 170,19 170,20 170,14 170,16 | 170,16 170,20 169,95 | 170,03 | 170,21 | 170,24 169,95 169,95 170,14 169,96 169,95 169,95
15| 20,54 20,51 20,52 20,52 | 20,52 20,54 20,32 | 20,39 | 20,56 | 20,58 20,31 20,33 20,50 20,34 20,33 20,33
17 - - 100,43 - - - - - - - - - - 118,39 - -
18 - - - 55,51 | 55,06 55,25 55,45 | 55,98 | 55,51 | 55,60 - - - - - -
19 - - - - - - 55,33 | 55,38 - - - - - - - -
20 - - - - - - - - - 69,23 - - - - -
21 - - - - - - - - - - - - 20,92 - - -
22 - - - - - - - - - - - - - - 14,17 -
23 - - - - - - - - - - - - - - - 123,87
A | 113,75 | 115,78 (2C) | 116,29 (2C) | 111,69 | 112,77 | 114,43 (2C) | 110,39 | 112,69 | 111,02 | 112,09 | 115,16 (2C) | 116,71 | 127,67 (2C) 111,64 125,75 (2C) 138,46
R | 117,13 125,50 122,63 120,85 | 115,77 127,06 111,89 | 113,04 | 115,72 | 113,36 127,23 119,73 | 129,54 (2C) | 128,22 (2C) | 127,98 (2C) | 128,15 (2C)
O | 120,15 | 129,50 (2C) | 133,06 (2C) | 122,81 | 119,97 | 129,37 (2C) | 121,44 | 116,61 | 121,86 | 120,82 | 129,16 (2C) | 122,90 131,75 132,66 (2C) 130,87 125,63 (2C)
M | 129,99 159,22 162,08 128,25 | 130,01 160,63 127,34 | 123,17 | 126,03 | 127,39 159,59 130,45 139,68 139,04 140,59 129,39
A | 135,96 131,25 | 135,91 148,91 | 152,10 | 147,83 | 146,74 136,42

T | 157,69 157,73 | 159,53 150,45 | 153,09 | 148,73 | 149,60 157,09

|

C

O

S
17: 4tomo de carbono de los grupos CN; 18 y 19: 4tomo de carbono de los grupos OCHj; 20: atomo de carbono del CH, del grupo OCH,Ph; 21: atomo de carbono del grupo CHg; 22: atomo de

carbono del grupo 4’-SCHj;. 23: &tomo de carbono del grupo CF.
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(continuacién).

Resultados y Discusion

Tabla XV. Datos de RMN **C (ppm) de las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACA (22-62) y de los intermedios sintetizados (64-67)

R7_HN)/1—7/S , 11 0
8 3 R= Iy, >
o N%O\n%o 7 R}§zﬂ/
1,COOH |5CH; ST 5560
Ry—HNG o5 (CeHs)3C
8 N__A343.04s.CH
o i ’ o
COOCHPh,0 N7y
12 16
64 65
C 55 56 57 58 59 60 61 62 64 65 66 67
2 25,64 25,47 25,45 25,53 25,46 25,46 25,57 25,58 25,38 25,89 25,87 25,87
3 123,59 123,53 123,56 123,53 123,49 123,26 123,25 123,84 125,45 126,35 126,26 125,64
4 126,40 126,25 126,22 126,26 126,23 126,31 126,51 126,37 125,21 125,03 124,97 125,23
6 57,54 57,42 57,34 57,43 57,39 57,50 57,46 57,13 59,07 57,80 57,58 57,81
7 59,25 59,13 59,10 59,15 59,12 59,16 59,26 59,07 63,64 59,16 59,17 59,47
8 164,94 164,73 164,66 164,84 164,70 164,95 164,74 163,50 169,99 165,50 165,01 164,59
9 165,46 165,40 165,08 165,31 165,22 166,01 165,42 152,66 - 165,96 165,17 165,76
10 117,45 116,04 118,97 118,29 117,65 114,68 123,13 82,78 - 117,55 122,25 129,20
11 127,91 127,57 133,40 131,57 133,69 128,89 137,10 85,15 - 127,86 137,40 111,49
12 162,93 162,64 162,62 162,76 162,63 162,66 162,83 162,72 160,24 160,58 160,50 160,53
13 62,76 62,52 62,50 62,60 62,50 62,53 62,68 62,60 62,57 62,50 62,45 62,47
14 170,33 169,95 169,96 170,10 169,95 169,96 170,15 170,11 170,51 170,08 170,00 170,01
15 20,60 20,33 20,33 20,45 20,33 20,33 20,50 20,49 20,34 20,40 20,37 20,37
16 - - - - - - - - 78,57 78,78 78,74 78,77
17 - - - - - - - - - 74,95 - -
18 - - - - - - - - - - - 169,31
19 - - - - - - - - - - - 22,69
24 - 13,31 - 13,67 15,14 33,87 - - - - - -
A 112,61 108,81 128,22 127,00 126,70 108,45 123,40 119,34 - 124,28 123,98 127,82
R 115,03 115,89 128,37 131,39 131,62 110,78 124,72 128,92 (2C) 133,32 130,26 128,51 (2C)
O 145,32 149,27 131,04 133,16 137,32 126,82 125,70 130,56 136,98 134,05 129,45 (2C)
M 150,71 154,41 139,36 140,42 142,49 128,82 126,25 132,26 (2C) 149,31 133,81
A 126,95 150,48
T 128,64
| 129,94
C 130,76
O 131,57
S 133,31

24 atomos de carbono de los grupos CHs.
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Para todas las nuevas cefalosporinas obtenidas (22-62) se registraron los espectros de masa donde
se comprobo la presencia del pico molecular correspondiente a cada compuesto como se observa
en la Tabla XIII.

En los anexos 4a, 4b y 4c se incluyen los espectros de RMN *H, RMN **C, DEPT y masa del
compuesto 23, que corresponde al derivado de la serie sin sustituir, como ejemplo de los
resultados obtenidos.

4.2.4 Determinacion cuantitativa de la actividad antibacteriana de las cefalosporinas
sintetizadas a partir del 7-ACA (compuestos 22-62).

En la Tabla XVI se muestran los resultados de la determinacion de la actividad antibacteriana “in
vitro”, de las 41 nuevas cefalosporinas sintetizadas, frente a cepas de Staphylococcus aureus y
Staphylococcus coagulasa negativo (sensibles y resistentes a meticilina). Esta actividad se
compara con la desplegada frente a estas bacterias por una cefalosporina de primera generacién
(cefazolina) y otra de segunda generacién (cefuroxima).

El andlisis frente a cepas ATCC permitié definir el espectro antimicrobiano de los productos
sintetizados. Todos los compuestos evaluados fueron activos frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e inactivos contra Eschericchia coli ATCC 25922 (CMI > 256 ug/mL), por lo que
se puede afirmar que muestran una actividad selectiva frente a bacterias Gram positivas.

Este comportamiento era I6gico de esperar si se considera su estructura quimica, ya que las
nuevas cefalosporinas obtenidas presentan analogia estructural con los antibidticos
cefalosporanicos de primera generacion portadores en la posicion C-78 de un fragmento
molecular del tipo fenilglicina, el cual se ha demostrado que favorece la actividad frente a
bacterias Gram positivas pues, debido a su relativa baja polaridad, facilita la penetrabilidad a

través de la pared bacteriana de esta clase de microorganismos.
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Tabla XVI. Actividad antibacteriana de las cefalosporinas sintetizadas a partir del 7-ACA
(compuestos 22-62).

CMI (Media geométrica, pg / mL)
Compuestos R X SaSM SaRM SCoNSM SCoNRM
22 H - 1,15 256 2,00 256
23 a-CH; - 1,41 119 0,87 169
24 2’-F - 1,23 104 1,23 158
25 4-F - 3,73 73,5 4,59 79
26 2’-Cl - 3,48 256 4,14 256
27 3’-Cl - 1,74 78,8 4,29 147
28 4°-Cl - 137 239 147 147
29 3’-Br - 1,32 73,5 1,23 97,0
30 4’-Br - 2,83 97 5,66 90,5
31 2’ 4’-dicloro - 6,56 14,7 2,59 29,3
32 2°,5’-dicloro - N.E 169 N.E 194
33 2’,6’-dicloro - 0,93 110 1,52 256
34 2’-cloro, 6’-fluor - 147 223 119,4 223
35 2’-NO, - 1,74 78,8 0,93 147
36 3’-NO, - 27,9 158 29,9 194
37 4’-NO, - 84,4 137 119 137
38 2’-OH - 3,48 59,7 2,64 90,5
39 3’-OH - 6,06 90,5 2,3 181
40 4’-OH - 6,35 44,2 11,6 N.E
41 4’-OH, o-CN - 7,29 48,5 2,41 N.E
42 2’-OCHj, - 21,1 147 4,59 174
43 3’-OCH, - 4,92 78,8 2,83 169
44 4’-OCHj,4 - 52 104 52 137
45 3°,4’-di-OCH, - 256 256 239 256
46 2°,5’-di-OCHj3 - 137 223 194 256
47 4’-0OH, 3’-OCH, - 17,1 169 14,9 194
48 3’-OH, 4’-OCHj, - 53,8 174 45,3 256
49 4’-OCH,Ph - 22,6 137 17,1 194
50 3’-OPh - 1,15 90,5 2,83 84,4
51 4’-CH, - 169 256 158 256
52 4’-CN - 73,5 256 36,8 208
53 4°-SCH3 - 1 68,6 1,41 97,0
54 4’-CF; - 6,96 104 12,1 137
55 H 0 4,92 128 2,46 239
56 5’-CH3 0 39,4 147 26 169
57 H S 2,83 194 4,59 194
58 3’-CH, S 128 239 119 194
59 5’-CH3 S 147 256 137 223
60 1’-CH, N 52 97 137 169
61 - - 0,66 97 1,59 111
62 H - 8,38 92,6 N.E N.E
cefazolina - - 0,86 107,6 0,58 128
cefuroxima - - 3,17 256 4,29 256

SaSM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina; SaRM Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SCoNSM:
Staphylococcus coagulasa negativo sensible a meticilina; SCONRM: Staphylococcus coagulasa negativo resistente a meticilina.
N.E.: no evaluado.
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Una excepcion la constituyd el compuesto 41 que ademas exhibié alguna actividad frente a
Eschericchia coli ATCC (CMI=16 ug/mL). Por todo lo anterior, se decidié no incluir en la
evaluacion de la actividad antibacteriana a cepas de bacterias Gram negativas.

De las cefalosporinas derivadas de los acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos evaluadas (22-62), nueve
compuestos (22-24, 27, 29, 33, 35, 50 y 53) alcanzaron, frente a las cepas de SaSM, valores de CMI
inferiores 2 ng/mL (considerado por muchos autores como limite para la aplicacion de esta clase de
antibidticos en la practica clinica) y por lo tanto proximos a la cefazolina e inferiores a la cefuroxima.
En este caso, la mayor parte de los compuestos exhibieron valores de CMI algo superiores que el
derivado sin sustituir (22) por lo que es posible plantear que la sustitucién, tanto en el anillo
aromatico como en la posicion a del doble enlace alquilico no mejora y en la mayor parte de los
casos reduce la actividad antibacteriana. Los derivados de los acidos (2E)-3-(2,6-
diclorofenil)acrilico (33) y (2E)-3-[4-(metiltio)fenil]acrilico (53) son una excepcion porque
exhiben una potencia ligeramente superior al compuesto sin sustituir.

En la evaluacion frente a las cepas de SCoNSM, siete compuestos (22-24, 29, 33, 35 y 53)
exhibieron valores de CMI iguales o inferiores 2 ug/mL. Con relacién a este tipo de bacterias, la
presencia de sustituyentes, tanto en el anillo aromatico (compuestos 24, 29, 33, 35y 53) como en
la posicion o del doble enlace alquilico (compuesto 23), mejora la actividad antibacteriana en
comparacion con el derivado sin sustituir (compuesto 22). En consideracion a su comportamiento
tanto frente SaSM como a SCoNSM, son precisamente estas siete Gltimas cefalosporinas las que
despliegan una accion antibidtica mejor y mas integral dentro de esta familia de compuestos

derivada de los acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos.
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Con relacion a las posiciones del anillo aromatico, las mas favorables resultaron las posiciones
orto (2°) y meta (3’) pues es donde se obtienen la mayor cantidad de compuestos (24, 27,29, 35y
50) con actividad buena o moderada.

La introduccion de sustituyentes en la posicion para (4”) del anillo aromatico resultdé muy
desfavorable pues las cefalosporinas correspondientes son practicamente inactivas frente a estas
cepas sensibles. Una excepcion la constituyé el derivado portador de un grupo tiometilo en dicha
posicién (53) que fue uno de los compuestos mas potentes de todos los sintetizados y en menor
medida los productos obtenidos a partir de los acidos (2E)-3-[4-fluorofenil] y (2E)-3-[4-
bromofenil]acrilicos (25 y 30, respectivamente), que exhiben una actividad moderada frente a
estas bacterias. Este hecho indica que la naturaleza del grupo presente en la posicion para (4”) del
anillo aromatico también influye sobre la actividad antibacteriana y que excluir la presencia de un
sustituyente en dicha posicion no puede considerarse como una condicion indispensable para
alcanzar una buena accién bioldgica.

De forma general, siempre y cuando se encuentren en las posiciones mas favorables del anillo
aromatico (2’y 3’), los sustituyentes que proporcionan compuestos mas activos son los
electroaceptores (en particular los halégenos), mientras que los electrodonores (en especial el
grupo metoxilo) reducen de forma significativa la potencia de la cefalosporina resultante.

La presencia de dos sustituyentes en el anillo aromatico, con excepcién del compuesto 2,6 dicloro
sustituido (compuesto 33), condujo a la obtenciobn de cefalosporinas poco activas.
Particularmente desfavorable resultd la presencia de dos grupos metoxilo en el anillo aromatico
(compuestos 45 y 46) que podria explicarse debido al incremento del nimero de sustituyentes
electrodonores en la molécula. De igual forma, la combinacion de grupos hidroxilo y metoxilo en
posiciones contiguas del anillo aroméatico producen derivados (47 y 48) con una actividad

antibacteriana méas débil que la exhibida por los compuestos mono-sustituidos correspondientes.
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En estos casos es probable que la posible formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular
entre ambos sustituyentes constituya un factor adicional que anule el efecto individual de estos
grupos sobre la actividad antibacteriana.

La reduccion de la actividad antibacteriana del compuesto di-cloro sustituido 31 con relacion al
derivado mono-sustituido 26 se puede explicar por la presencia del segundo atomo de cloro en la
posicién para que fue la menos favorable para el desarrollo de la actividad antibacteriana. Sin
embargo, la total pérdida de actividad del derivado 2’-cloro,6’-fluor di-sustituido 34 en
comparacion con los derivados mono-sustituidos correspondientes (24 y 26) que exhiben
potencias antibacterianas buena y moderada, respectivamente, no puede explicarse con total
certeza ya que (de manera contradictoria) el derivado 2’,6” di-cloro sustituido 33 clasifica entre
uno de los méas potentes de la serie. Resultaria conveniente sintetizar otros derivados 2°,6” di-
sustituidos con la finalidad de determinar la verdadera influencia de este patron de sustitucién
sobre la actividad antibacteriana.

Con relacion a la presencia de un sustituyente en la posicion o del doble enlace alquilico
(compuestos 23 y 41) con independencia de su naturaleza quimica (grupo metilo en 23 y ciano en
41) influyen negativamente sobre la actividad antibacteriana frente a cepas de SaSM, sin
embargo frente a SCoNSM la sustitucién en o si mejora los resultados de la actividad al
comparar con los correspondientes derivados sin sustituir (compuestos 22 y 40). Este hecho
sugiere que dicha posicion puede constituir un centro importante de modificacion quimica con el
objetivo de buscar compuestos mas efectivos frente a este Gltimo tipo de cepas. Para confirmar
esta hipotesis seria muy conveniente sintetizar y evaluar nuevos compuestos o sustituidos con

diferentes grupos funcionales.

83



Resultados y Discusion

En la evaluacion frente a cepas resistentes de Staphylococcus (SaRM y SCoNRM) los
compuestos derivados de acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos (22-54), resultaron inactivos en su
totalidad con la excepcion del derivado sintetizado a partir del acido (2E)-3-(2,4-
diclorofenil)acrilico (31) el cual desplegd la mejor actividad antibacteriana frente estas cepas
(CMI=14,7 ug/mL y 29,2 ug/mL, respectivamente), comparado con el resto de los compuestos
evaluados, aunque no puede considerarse como una cefalosporina efectiva contra esta clase de
bacterias multiresistentes.

Los datos reflejados en la literatura®” han demostrado que la presencia de dos 4tomos de cloro
(particularmente la 2°,5’-dicloro sustitucion) en el anillo aromatico de los &cidos feniltioacéticos
proporcionan, por acilacion de diferentes nucleos cefalosporanicos (incluido el 7-ACA),
cefalosporinas con una excelente actividad antibacteriana “in vitro” frente a cepas de SaRM. Si
se considera que el compuesto 31 posee una configuracién espacial proxima a las 2°,5’-
feniltioacetamido cefalosporinas, entonces este hecho podria explicar el comportamiento
observado. En adicién, deberia esperarse que la cefalosporina obtenida a partir del &cido (2E)-3-
(2,5-diclorofenil)acrilico (32) fuera ain mas activa debido a que en este caso la ubicacién de los
atomos de cloro seria la mas favorable de acuerdo a lo descrito en la literatura. Sin embargo, el
compuesto 32 resultd totalmente inactivo frente a estas bacterias, por lo que es posible concluir
que para esta familia de compuestos la 2°,4’-dicloro substitucion es mucho mas favorable.

En este sentido, la estrategia mas logica a seguir con la finalidad de mejorar la potencia frente a
estas cepas resistentes seria la obtencion de derivados del compuesto 2°,4’-dicloro sustituido
modificados en la posicion C-3 del nucleo cefalosporanico, ya que en la literatura se describe que
la naturaleza de los grupos funcionales ubicados en esta posicion ejercen una influencia, en

ocasiones decisiva, para alcanzar dicho objetivo.
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Otros derivados de esta clase que mostraron cierta actividad frente a SaRM (aunque muy inferior
a la desplegada por 31) fueron los compuestos 40 y 41, lo que indica que la ubicacion de un
hidroxilo en la posicion para del anillo aroméatico podria constituir una via para obtener
cefalosporinas activas frente a cepas resistentes, siempre que se realicen modificaciones
estructurales posteriores por la posicion C-3 del ndcleo cefalosporanico.

Con respecto a las cefalosporinas sintetizadas por acilacion del 7-ACA con é&cidos o,
insaturados portadores, en la posicion B del doble enlace alquilico, de sistemas aromaéticos
heterociclicos (compuestos 55-60), policiclicos (61) y el caso particular del derivado obtenido a
partir del acido 3-fenil 2-propidlico (62), en casi su totalidad fueron menos activas frente a cepas
sensibles (SaSM y SCoNSM) que los productos preparados con los acidos (2E)-3-(fenil)]acrilicos
(22-54), con la excepcién del compuesto sintetizado a partir del acido (2E)-3-(1-naftil)acrilico
(61) el cual despleg6 una potente actividad antibacteriana, en particular frente a SaSM
(CMI=0,66 ng/mL) donde resulto inclusive algo superior a la cefazolina.

El estudio realizado permiti6 establecer que la presencia de un triple enlace alquilico entre las
posiciones a,f3 (compuesto 62) conduce a una drastica reduccion de la actividad antibacteriana en
comparacion con el analogo portador de un doble enlace (compuesto 22). Este hecho sugiere que
la presencia de un proton en 3 resulta un factor de importancia.

Por otra parte fue posible concluir que, en el caso de los productos portadores de un sistema
heterociclico (compuestos 55-60) la presencia de un grupo metilo en el ciclo aromatico ocasiona
la inactivacion de las cefalosporinas resultantes (56, 58 y 59) con relacion a los correspondientes
compuestos no sustituidos (56 y 57). El derivado obtenido a partir del &cido (2E)-3-(1-metil-1H-

pirrol-2-il)acrilico (60), donde el &tomo de nitrogeno del sistema pirrolico se encuentra metilado,
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tampoco resulto ser activo. Seria de interés sintetizar el analogo sin sustituir para comprobar si el
grupo metilo es el responsable de la carencia de actividad antibacteriana de este producto.

De forma general, dada la estructura quimica de estas nuevas cefalosporinas podria suponerse
que en un medio fisioldgico pueden ser muy resistentes a la accion de cualquier especie capaz de
interactuar con el nucleo cefem y ocasionar su hidrdlisis, con la consiguiente destruccion de la
cefalosporina. Por otra parte la presencia del doble enlace en la cadena lateral, impediria la libre
rotacion de este fragmento molecular proporcionando una estructura plana y rigida, factor que
puede ejercer una influencia apreciable con relacion a la union de la cefalosporina al sitio de
accion y por lo tanto incidiria sobre su actividad. Sin embargo esta afirmacion solamente es una
hipdtesis y por lo tanto se precisa de los ensayos pertinentes para determinar su validez.

Con relacién al comportamiento frente a las cepas resistentes de Staphylococcus (SaRM y
SCoNRM), ninguno de estos compuestos (55-60) mostré actividad, por lo que deben ser
descartados como posibles puntos de partida para la preparacion de cefalosporinas anti-SaRM por
modificacion estructural de la posicion C-3 del nucleo cefalosporanico.

4.3 Sintesis de nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACT vy diferentes acidos (2E)-3-
(fenil)acrilicos sustituidos (compuestos 68-85).

El segundo nucleo cefalosporanico de partida utilizado fue el acido 7f3-amino-3-[(2,5dihidro-6-
hidroxi-2-metilo)-5-oxo-cis-triazin-3-il]Jtiometil-3-cefem-4-carboxilico (7-ACT) con el objetivo
de incorporar a los compuestos resultantes un fragmento molecular en la posicion C-3 del nucleo
cefalosporanico, el cual ha demostrado que proporciona elevados tiempos de vida medio en el
organismo, como en el caso de la ceftriaxona. Este hecho es de suma importancia ya que implica

una menor frecuencia de administracion del antibidtico con las ventajas que esto representa.
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Ademas este compuesto esta disponible en el mercado con una elevada pureza lo que simplifica
el proceso de obtencion de los compuestos de interés.

Los acidos a, B insaturados seleccionados como reactivos de partida para la obtencion de esta
serie fueron 18 del tipo (2E)-3-(fenil)acrilicos comerciales Con esta minima cantidad fue
suficiente para conocer las regularidades respecto al comportamiento de su actividad bioldgica y
completar la base de datos necesaria para hacer el estudio QSAR con cefalosporinas de una
mayor diversidad estructural.

Como en el caso de las cefalosporinas derivadas del 7-ACA, la técnica utilizada para su
preparacion fue la acilacion del nicleo cefalosporanico con diferentes &cidos (2E)-3-

(fenil)acrilicos activados mediante el reactivo de Vilsmeier como se muestra en la Figura 30.

jr_‘/\(j‘\/ CH% Tj\/ (:HS
o N__~ S _N.
L oon on POCIYDMF/THF _ Y i ‘N
T(LOI ~BsAAOR COOH NT‘)\OH
0

Figura 30. Método de sintesis de nuevas acrilcefalosporinas derivadas del 7-ACT (68-85).

El procedimiento empleado fue en esencia el mismo y las Unicas diferencias fueron el disolvente,
las cantidades de BSA y el tiempo requeridos para efectuar la sililacion y disolver el 7-ACT.

El uso de la combinacion acetato de etilo-BSA como medio para disolver el 7-ACT no resulto
adecuado debido a que este nucleo no se disuelve aun calentando la mezcla a temperaturas de 65-
70 °C. Por esta causa se utilizo un disolvente méas polar como el THF a 65-70 °C, condiciones
bajo las cuales la sililacion con BSA y disolucion del 7-ACT ocurrié en un tiempo de 15 min.

En el estudio por CCD de los productos sintetizados, se observd en todos los casos la presencia
de una mancha Unica, sin embargo el anélisis por RMN *H revel6 como rasgo mas importante la

presencia de un doblete de doblete adicional (de menor intensidad) a campos mas altos (entre &
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5,52 y 5,55 ppm) que el correspondiente al doblete de doblete perteneciente al proton H-7
enlazado a la posicion C-7a del anillo B-lactamico del nucleo cefalosporanico (6 5,80-5,85 ppm).
Ademas, se observaron dos dobletes adicionales de menor intensidad muy proximos a los
dobletes correspondientes al proton del grupo amida formado y al proton H-6 unido a la posicion
C-6 del anillo B-lactdmico del nucleo cefalosporanico. El doblete cercano a la sefial perteneciente
al protén H-6 mostré una constante de acoplamiento (*Js.; = 3,85 Hz) inferior en 1 Hz a la
constante de acoplamiento tipica para el doblete del protén H-6 (3Js.7 = 4,85 Hz). En el Anexo 5
se muestra como ejemplo el espectro de RMN *H de uno de los compuestos sintetizados bajo las
condiciones antes citadas.

Un andlisis de los resultados permitio suponer que durante la obtencidn de estas cefalosporinas,
bajo las condiciones de reaccion utilizadas, se formaban como productos colaterales los epimeros o
correspondientes, es decir, isdmeros geomeétricos cuya Unica diferencia radica en que el fragmento
de acido fenilacrilico estd ubicado en la posicion C-7a, mientras que el proton H-7 del anillo p-
lactamico se encuentra en la posicion C-7p. La integracion de los dos dobletes de dobletes
observados (el mas intenso correspondiente al epimero 3 y el de menor intensidad perteneciente al
supuesto epimero o) permitié determinar que este Ultimo se encontraba en proporciones que
variaron desde 6,5 hasta 17,7 % en dependencia del acido fenilacrilico utilizado en la reaccion.

En la literatura consultada™ se informa sobre la epimerizacion de las penicilinas cuando se tratan
con BSA a temperatura ambiente durante cinco dias. Por otra parte, se describe que en el espectro
RMN H de los epimeros o de cefalosporinas (obtenidos mediante el empleo de otras condiciones
de reaccion que no implican el uso de BSA) el doblete de doblete correspondiente al proton H-7
del nacleo cefem aparece a campos mas altos que en el caso del epimero B. Ademas, se informa

que el valor de la constante de acoplamiento del doblete perteneciente al proton H-6 del nucleo
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cefalosporanico es menor para el epimero o que para el epimero 3. Aunque se plantea que, en el
caso de las cefalosporinas, no se forma el epimero o por tratamiento con BSA bajo condiciones
analogas, es posible gue las altas temperaturas utilizadas durante el presente trabajo para efectuar
la sililacion del 7-ACT sean las responsables de los resultados observados.

Por todo lo anterior, con la finalidad de evitar o reducir al minimo la posible epimerizacion, ya
que el isdbmero a es totalmente inactivo, se decidio efectuar la sililacion del 7-ACT a temperatura
ambiente, lo que implicd la necesidad de utilizar una proporcion de BSA / 7-ACT mas elevada
(5:1), asi como un tiempo mayor (1 h) para que ocurriera la total disoluciéon del nucleo. Las
cefalosporinas obtenidas bajo estas condiciones presentaron, de acuerdo a los espectros RMN *H,
una pureza epimérica adecuada y por esta causa fueron las empleadas para efectuar la posterior
evaluacion bioldgica.

En total se sintetizaron, a partir de acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos sustituidos, 18 compuestos con
una elevada pureza y rendimientos que variaron entre un 46 % y el 86 % en dependencia del
acido utilizado. En la Figura 31 se muestra la estructura quimica de las cefalosporinas

sintetizadas y en la Tabla XVI1I los rendimientos obtenidos en cada caso.

N
2
R —_ H
N S
CH,
O N S_ N
= N
0 i N
COOH erJ\
OH
0
68)R=H R,=H 74) R=2N-O, R,=H  80)R=3-OCH; R,=H

69)R=H R,=CH, 75)R=3NO, R,=H  81)R=4-OCH; R,=H
70)R=2-Cl R,=H 76)R=4'NO, R;=H  82)R=3'4'-diOCH; R ;=H
71)R=3-Cl R,=H 77)R=3-OH R,=H  83) R=3-OCH, 4-OH R,=H
72)R=4-Cl R|=H 78) R=4-OH R,=CN 84)R=3-OH 4-OCH; R,=H
73) R=2'4'-diCl R,=H 79)R=2-OCH; R;=H 85)R=4'-CH; R,=H

Figura 31. Cefalosporinas sintetizadas a partir del 7-ACT (compuestos 68-85).
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Tabla XVII. Rendimientos y resultados del analisis por ESI-MS de las cefalosporinas
obtenidas a partir del 7-ACT (compuestos 68-85).

. M + 23 M + 23
Compuesto R R; | Rendimiento (%) (calculada) (por ESI-EM)

68 H H 69 524,53 524,20
69 H CHjs 86 538,56 538,57
70 2’-Cl H 58 558,97 558,9
71 3’-Cl H 83 558,97 558,9
72 4’-Cl H 54 558,97 558,8
73 2’4" -Cl H 65 593,43 593,40
74 2’-NO, H 82 569,53 569,48
75 3’-NO; H 82 569,53 569,40
76 4’-NO; H 79 569,53 569,40
77 3’-OH H 72 540,53 540,53
78 4’-OH CN 72 566,54 566,52
79 2’-OCHj3 H 70 554,56 554,50
80 3’-OCHjs H 70 554,56 554,50
81 4’-OCHjs H 63 554,55 554,50
82 3”,4’-diOCH3 H 46 584,59 584,62
83 3’-OCH3,4-OH | H 68 570,56 570,54
84 3’-OH, 4’-OCH3;| H 68 570,56 570,54
85 4’-CHs H 69 538,55 538,30

De todos los compuestos 12 son nuevos, ya que los derivados 68, 70, 72, 76, 81 y 85 fueron
sintetizados con anterioridad." Al igual que para el caso de las cefalosporinas derivadas del 7-
ACA, los compuestos antes citados se sintetizaron nuevamente durante el presente trabajo con
vistas a realizar una estudio comparativo valido frente a un mismo panel de cepas bacterianas.
4.3.1 Caracterizacion estructural de los derivados del 7-ACT y diferentes acidos a.,p
insaturados (compuestos 68-85).

En las Tablas XVIII y XIX se muestran los valores de corrimiento quimico asignados a los
protones y &tomos de carbono de las moléculas correspondientes a los productos sintetizados (68-
85). En todos los casos, los espectros registrados se correspondieron con las estructuras quimicas

de la cefalosporinas obtenidas.
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla XVIII se puede concluir que la introducciéon del
fragmento molecular correspondiente al acido o, 3 insaturado tiene muy poca influencia sobre los
corrimientos quimicos de los protones pertenecientes al ndcleo cefalosporénico. Asi, los protones
del CHjs del heterociclo unido a la posicion C-3 aparecen, para todos los compuestos, entre &
3,58-3,61 ppm. Los dos protones ubicados sobre los atomos de carbono C-2 y C-13 resuenan, en
todos los casos, como sistemas AB con constantes de acoplamiento 2Jy.,=18 Hz (J) y 2Jh.15=13
Hz, respectivamente, hecho indicativo de que estos protones no son equivalentes. El protén H-6
se observa como un doblete a & 5,13-5,17 ppm con una *Js.7=5 Hz y el protén H-7 aparece como
un doblete de doblete localizado entre & 5,74-5,86 ppm. La sefial correspondiente al proton de la
amida formada (NH) se observa como un doblete en el intervalo de & 8,75-9,33 ppm, con una
3Jnn-7=8 Hz. El protén H-10, con la excepcion de los compuestos 69 y 78, aparece en el intervalo

de & 6,55-6,94 ppm como un doblete con una constante de acoplamiento 2J;0.1:=16 Hz. Este valor
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Tabla XVI111. Datos de RMN *H (ppm) para las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACT (compuestos 68-85).
3

4

R H
N 7 6 S 2 17
© j/i—wr 3.8 I(EJHS
P 14. N
(0] 4 13 \H/ |N
COOH N.s
12 16"OH
0
Comp. | NH? H-11 H-101 Aromaticos H-7" | H-6Y H-13" H-2' CHJ R
68 9,07 c 6,76 7,34-7,64 (6H,m)° 585 | 516 | 410y4,39 | 359y3,77 3,59 -
69 9,00 | 7,39 (s,1H) - 7,25-7,46 (5H,m) 577 | 514 | 410y438 | 363y3,75 3,58 2,01 (5,3H,0-CHa)
70 9,20 7,82° 6,81 7,36-7,75 (4H,m) 585 | 516 | 411y440 | 358y3,77 3,60 -
71 9,07 c 6,79 7,39-7,69 (5H,m)® 584 | 516 | 410y439 | 359y3,77 3,59 -
72 9,08 c 6,75 7,41-7,69 (5H,m)° 583 [ 513 | 409y4,38 | 359y3,77 3,59 -
73 9,19 c 6,81 7,44-7,80 (4H,m)® 584 | 516 | 411y439 | 359y3,77 3,58 -
74 9,21 c 6,72 7,58-8,10 (5H,m)° 585 | 517 | 411y439 | 359y3,78 3,59 -
75 9,14 c 6,94 7,58-8,48 (5H,m)° 586 | 517 | 411y439 | 359y3,78 3,59 -
76 9,21 7,65° 6,92 7,76-8,38 (4H,m) 585 | 517 | 412y440 | 360y3,79 3,59 -
77 8,88 7,44° 6,68 7,28-6,85 (4H,m) 581 | 515 | 415y443 | 360y3,77 3,61 -
78 9,33 | 8,10 (5,1H) - 6,88-7,80 (4H,m) 574 | 515 | 410y430 | 362y3,75 3,58 -
79 9,05 7,73° 6,81 6,93-7,12 (4H,m) 584 | 515 [ 411y439 | 359y3,77 3,59 3,86 (5,3H,0CH,)
80 8,96 7,50° 6,77 6,91-7,34 (4H,m) 583 | 516 | 413y442 | 360y3,77 3,60 3,79 (5,3H,0CH,)
81 8,86 c 6,62 6,94-7,60 (5H,m)® 583 | 515 | 414y442 | 359y3,77 3,60 3,80 (s,3H,0CH3)
82 8,93 7,51° 6,64 6,90-7,50 (3H,m) 584 | 514 | 410y439 | 358y3,76 3,58 3,77 (5,3H,0CH,) 3,79 (s,3H,0CH3)
83 8,88 7,42° 6,57 6,74-7,18 (3H,m) 583 | 513 | 410y439 | 358y3,76 3,58 3,79 (5,3H,0CH,) 9,51 (br s,1H,0H)
84 8,94 7,37° 6,51 6,88-7,06 (3H,m) 582 | 513 | 410y4,38 | 358y3,76 3,58 3,78 (5,3H,0CH,) 9,23 (br s,1H,0H)
85 8,92 c 6,71 7,15-7,57 (5H,m)° 583 | 515 | 413y442 | 360y3,77 3,60 2,32 (5,3H,CH3)

a Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con *Jy.,=8 Hz
b Esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3J;0.1;=16 Hz
¢ En estos compuestos el proton H-11 esta solapado con los protones aromaticos.
d Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3J,9.1,=16 Hz.

e La sefial del protdn H-11 esté incluida dentro de los protones aromaticos.

f Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete de doblete con Jyy.7=8 Hz y J¢.,=5 Hz.
g Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3Js.;=5 Hz.

h Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con 2J,.15=13 Hz.
i Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con 2Jy.,=18 Hz

j Para todos los compuestos esta sefial integra 3H y aparece como un singulete.
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de J indica que en todos los casos el fragmento del acido (2E)-3-(fenil)acrilico se encuentra en la
forma trans isomérica.

En dependencia del patron de sustitucion del anillo aromatico, la sefial del protén H-11 aparece
como un doblete bien definido 2J10.11=16 Hz en el rango de & 7,42-7,82 ppm, 0 se encuentra
sobrelapada con las sefiales de los protones aromaticos. En los compuestos 69 y 78 este proton
resuena como un singulete debido a la ausencia de un proton en la posicion C-10.

En los espectros registrados, ademas de observarse las sefiales caracteristicas de los protones de los
acidos a,p insaturados acoplados al nucleo cefalosporanico, aparecen las sefiales correspondientes a
los grupos enlazados a estos anillos. Asi, en los compuestos 79-84 se observan los singuletes
pertenecientes a los grupos metoxilo presentes y en los compuestos 69 y 85 los singuletes asignables
a los protones de los grupos metilo ubicados en las diferentes posiciones de estas moléculas.

De los resultados del RMN **C, mostrados en la Tabla XIX y del DEPT, se puede concluir que
el fragmento del acido o,p insaturado ejerce una influencia escasa o nula sobre los atomos de
carbono del nucleo cefalosporanico. Asi, todos resuenan en un intervalo muy estrecho con
independencia del compuesto de que se trate: C-2 entre 6 26-27 ppm; C-3 entre 6125-126 ppm;
C-4 entre 6 125-126 ppm; C-6 entre 6 57-58 ppm; C-7 entre 6 59-60 ppm; C-8 entre 6 164-165
ppm; C-12 entre 6 162-163 ppm; C-13 entre 6 32-33 ppm; C-14 entre 6 155-157 ppm; C-15 entre
d 160-161 ppm; C-16 entre 6 153-154 ppm y C-17 entre 6 42-43 ppm. El &tomo de carbono del
grupo carbonilo de la amida formada tampoco muestra variaciones significativas y se observa en
el rango de & 164-166 ppm, con la excepcion de los compuestos a-sustituidos 69 y 78.

Los espectros de RMN **C, ademas de exhibir las sefiales tipicas de los 4tomos de carbono del
fragmento molecular del &cido o, insaturado acoplado al nucleo cefalosporanico, muestran las

correspondientes a los atomos del doble enlace alquilico (C-10 y C-11), las cuales si son
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Tabla XIX. Datos de RMN **C (ppm) para las nuevas cefalosporinas derivadas del 7-ACT (compuestos 68-85).

4
Ty
Rﬁ/?’ ! /RIO H
110NN S Y
o 5N 3 SgNL ’
o 4/ 3 J‘ﬁ’ |N
COOH N.s
12 16 OH
O
c 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85
2 26,67 26,60 26,64 | 26,64 26,63 26,69 | 26,69 | 26,72 26,66 26,66 26,69 26,67 | 26,67 26,67 26,66 | 26,72 | 26,67 26,66
3 125,80 125,48 | 125,75|125,75| 125,76 |125,80 (125,80 | 125,86 125,78 125,58 126,00 125,63 | 125,71 125,63 125,80 | 125,74 | 125,55 | 125,64
4 125,80 126,06 |125,85(125,87| 125,85 |125,83|125,86 125,94 125,89 125,98 126,06 125,84 | 125,89 125,92 125,86 | 125,94 | 125,97 | 125,89
6 57,48 57,71 57,33 | 57,36 57,39 57,35 | 57,33 | 57,39 57,32 57,38 57,41 57,54 | 57,41 57,47 57,49 | 57,69 | 57,56 57,42
7 59,21 59,68 59,17 | 59,15 59,16 59,21 | 59,18 | 59,20 59,19 59,15 59,92 59,24 | 59,15 59,17 59,16 | 59,20 | 59,20 59,15
8 164,81 164,21 |164,56 | 164,66 | 164,68 |164,53|164,57 | 164,68 164,51 164,39 163,44 164,89 | 164,58 164,68 164,91 | 165,03 | 164,95 | 164,60
9 165,45 169,70 |164,93|165,07 | 165,21 |164,82 164,66 164,92 164,77 165,31 163,01 165,89 | 165,30 165,62 165,68 | 165,89 | 165,76 | 165,47
10 120,47 131,16 |123,46 (122,10 | 121,16 |124,15|124,70 121,86 124,63 120,23 116,71 120,75 | 119,90 117,94 118,12 | 117,16 | 117,68 | 119,40
11 140,66 133,78 | 135,81 (139,01 | 139,27 |135,04 135,89 138,31 137,96 140,55 150,94 135,78 | 140,36 140,17 140,68 | 141,06 | 140,86 | 140,40
12 163,05 163,10 [162,95(162,98| 162,99 |163,01 163,00 163,06 162,98 162,66 163,04 163,09 | 162,84 162,81 163,06 | 163,10 | 163,09 | 162,81
13 32,80 32,81 32,73 | 32,73 32,73 32,77 | 32,78 | 32,80 32,80 32,83 32,81 32,81 | 32,81 32,83 32,81 | 32,83 | 32,84 32,80
14 156,23 156,22 | 156,14 | 156,15 | 156,27 |156,20 | 156,20 | 156,23 156,17 155,87 156,25 156,25 | 156,02 156,00 156,16 | 156,25 | 156,26 | 156,01
15 160,35 160,36 |160,28 | 160,29 | 160,29 |160,33 160,33 160,34 160,29 160,22 160,34 160,36 | 160,25 160,26 160,28 | 160,37 | 160,36 | 160,24
16 153,73 153,72 | 153,66 | 153,67 | 153,68 |153,72|153,70 | 153,75 153,67 153,47 153,75 153,75 | 153,59 153,56 153,70 | 153,75 | 153,75 | 153,58
17 42,41 42,40 42,34 | 42,36 42,36 42,40 | 42,40 | 42,43 42,36 42,12 42,41 42,43 | 42,26 42,23 42,38 | 42,43 | 42,43 42,24
20 - - - - - - - - - - - 55,59 | 55,03 55,16 55,56 | 55,51 | 55,62
21 - - - - - - - - - - - - - 55,60 - - -
22 - - - - - - - - - - - - - - - - 20,79
127,74 127,97 |127,62 | 126,06 | 129,00 |128,12 124,97 |123,32 (123,83 (2C) | 113,73 116,36 111,76 | 112,73 114,35 110,15| 111,07 | 112,10| 127,53
A (2C) 128,46 | 127,79 | 127,42 (2C) 128,94 | 128,79 | 124,12 | 128,98 (2C) | 116,89 (20) 120,94 | 115,58 (2C) 111,73 | 115,74 | 113,37 (2C)
R 129,01 (2C) 129,99 | 129,44 | 129,39 |129,49 129,81 | 130,58 140,96 118,67 122,69 122,88 | 120,81 127, 07 121,62 121,85 (120,81 | 129,41
0) (2C) 129,29 |131,25 (130,77 (2C) 131,40 | 130,53 | 134,02 147,69 129,65 133,13 128,30 | 129,88 129,18 127,29 | 126,05 | 127,40 (2C)
M 129,89 (20) 132,27 |1 133,65 | 133,28 |[134,26 | 133,95| 136,40 135,68 (20) 131,34 | 135,91 (2C) 148,86 | 147,83 | 146,74 | 131,73
A* 134,53 135,73 |133,43 (136,78 | 133,44 |134,69 |148,27 |148,29 157,52 162,15 157,80 | 159,25 160,55 150,39 | 148,71 | 149,61 | 139,53

18: atomo de carbono del grupo a-CHj; (grupo CHs-10); 19: &tomo de carbono del grupo a-CN (grupo CN-10); 20 y 21: a&tomos de carbono de los grupos OCHjs; 22 atomo de
carbono del grupo 4'-CH;. AROMAT*: 4tomos de carbono aromaticos.
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notablemente afectadas por el sistema aromatico enlazado a la posicién p. Si se compara con el
compuesto 68, los grupos electroaceptores unidos al anillo aromatico desblindan la sefial de C-10
(3-4 ppm), particularmente para los derivados 2’ y 4’ nitro, asi como cuando un atomo de cloro
esta ubicado en la posicion 2.

De forma contraria, los sustituyentes electrodonores (en especial cuando se encuentran enlazados
a la posicion 4° del anillo aromatico) blindan esta sefial (~ 3-4 ppm). La sefial del C-11 es poco
afectada por los grupos electroaceptores, exceptuado los casos en que estan localizados en la
posicion 2' del anillo aroméatico (corrimiento de 4-5 ppm hacia campos més altos). Los
sustituyentes electodonores no inciden sobre la resonancia de la sefial C-11, con la excepcion del
grupo metoxilo en la posicion 2’, que blinda esta sefial (~ 5 ppm). En comparacion con el
correspondiente derivado no sustituido en o (68) la presencia del grupo metilo en dicha posicion
tiene un efecto notable sobre los corrimientos quimicos de los atomos de carbono C-10 y C-11
pues produce un blindaje (~ 7 ppm) de la sefial del carbono C-11, asi como un fuerte desblindaje
de la sefial de C-10 (~ 11 ppm).

Finalmente, en los espectros se observan todas las sefiales correspondientes a los sustituyentes
ubicados en dichos sistemas. Asi, en los compuestos 79-84 se observan las sefiales de los grupos
metoxilo, en el compuesto 78 se detecta la sefial asignable al grupo ciano y en los compuestos 69
y 85 las sefiales pertenecientes a los CH3 unidos en las diferentes posiciones del fragmento del
acido a,p insaturado.

Para todas las nuevas cefalosporinas obtenidas (68-85) se registraron los espectros de masa donde
se comprobo la presencia del pico molecular correspondiente a cada compuesto como se observa
en la Tabla XVII. En los Anexos 6a-c se incluyen los espectros de RMN *H, RMN *C, DEPT y

masa del derivado 68 como ejemplo de los resultados obtenidos.
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4.3.2 Determinacion cuantitativa de la actividad antibacteriana de las cefalosporinas
sintetizadas a partir del 7-ACT (compuestos 68-85).

En la Tabla XX se muestran los resultados de la determinacion de la actividad antibacteriana “in
vitro “de todas las cefalosporinas evaluadas frente a cepas de SaSM, SCoNSM, SaRM vy
SCoNRM, en comparacion con la actividad desplegada frente a estas bacterias por una
cefalosporina de primera generacion (cefazolina) y otra de segunda generacion (cefuroxima).

Tabla XX. Actividad antibacteriana de las cefalosporinas sintetizadas a partir del 7-ACT
(68-85).

CMI (Media geométrica, pg / mL)
Compuestos R R; SaSM SaRM SCoNSM SCoNRM
68 H H 1,74 1440 1,14 120,0
69 H CH3 0,42 181,0 0,5 181,0
70 2’-Cl H 0,59 256,0 0,84 256,0
71 3°-Cl H 1,68 256,0 2,0 256,0
72 4°-Cl H 16,2 228,0 19,6 248,0
73 2°,4°-di-Cl H 3,36 256,0 8,0 256,0
74 2’-NO, H 1,68 256,0 1,68 256,0
75 3’-NO2 H 1,0 181,0 1,41 181,0
76 4’-NO, H 5,02 203,0 3,61 233,0
77 3’-OH H 2,0 181,0 2,0 181,0
78 4’-OH CN 2,38 128,0 2,38 256,0
79 2’-OCH; H 1,0 256,0 1,41 181,0
80 3’-OCHjs H 2,38 256,0 4,76 181,0
81 4’-OCH; H 4,76 128,0 8,0 181,0
82 3’.4’-di-OCH; H 13,9 256,0 12,7 256,0
83 3’-OCHs, 4’-OH H 4,76 256,0 6,73 128,0
84 3’-OH, 4’-OCHg; H 64,0 256,0 45,3 256,0
85 4’-CH; H 16,0 256,0 64,0 256,0
cefazolina - - 0,86 107,6 0,58 128,0
cefuroxima - - 3,17 256,0 4,29 256,0

SaSM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina; SaRM Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SCoNSM:

Staphylococcus coagulasa negativo sensible a meticilina; SCONRM: Staphylococcus coagulasa negativo resistente a meticilina.

Al igual que en el caso de las cefalosporinas derivadas del 7-ACA, el analisis frente a las cepas
ATCC permiti6 definir el espectro antimicrobiano de los productos sintetizados. Todos los
compuestos sintetizados fueron activos frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 e inactivos

contra Eschericchia coli ATCC 25922, por lo que se puede afirmar que muestran una actividad
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selectiva frente a las bacterias Gram positivas, comportamiento esperado dada su similitud
estructural con los antibidticos cefalosporanicos de primera generacion. Por todo lo anterior, se
decidio no incluir en la evaluacién de la actividad antibacteriana cepas de bacterias Gram negativas.
De los 18 compuestos evaluados, 8 de ellos (68, 69, 70, 71, 74, 75, 77 y 79) alcanzaron valores
de CMI inferiores o iguales a 2 pug/mL frente a cepas de SaSM y SCoNSM,. En la evaluacién
frente a cepas de SaSM, a diferencia de los compuestos derivados del 7-ACA, la sustitucion,
tanto en el anillo aromatico del acido (2E)-3-(fenil)acrilico como en la posicion a del doble
enlace alquilico, condujo (por lo general) a la obtencion de compuestos mas efectivos que el
derivado sin sustituir (68), en particular los derivados 69 y 70 cuya potencia antibacteriana
resulté comparable a la cefazolina y superior a la cefuroxima. Por el contrario, frente a SCONSM,
el efecto beneficioso de la sustitucion se limité solamente a los derivados 69 y 70, mientras que el
resto de los compuestos fueron menos potentes que el derivado no sustituido.

Con relacion a las posiciones del anillo aromatico mas favorables para la sustitucion, se mantuvo
la tendencia ya observada con anterioridad de que las posiciones orto (2°) y meta (3’)
(compuestos 70, 71, 74, 77 y 79) resultan las mas propicias, mientras que la ubicacion de un
sustituyente en la posicion para (4°) fue nuevamente la mas desfavorable, pues las cefalosporinas
correspondientes son muy poco activas frente a estas cepas sensibles. De igual modo se observo
que los sustituyentes que proporcionan compuestos mas activos son los electroaceptores, si bien
la presencia de grupos electrodonores en el anillo aromatico no puede descartarse pues dos
compuestos con estas caracteristicas estructurales (77 y 79) exhibieron una buena actividad
frente a estas cepas sensibles.

La presencia de dos sustituyentes en el anillo aromatico condujo, una vez mas, a la obtencion de
cefalosporinas poco activas, en particular las derivadas de los acidos (2E)-3-(3,4-dimetoxifenil) y

(2E)-3-(4-metoxi-3-hidroxifenil)acrilicos (compuestos 82 y 84, respectivamente). Una posible
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explicacion de este fendmeno se ofrecio durante la discusion de la actividad antibacteriana de las
cefalosporinas obtenidas a partir del 7-ACA.

En cuanto al comportamiento de los compuestos sintetizados frente a cepas resistentes de
Staphylococcus (SaRM y SCoNRM), de la Tabla XX se observa que en su totalidad resultaron
inactivos contra este tipo de bacterias. A diferencia del compuesto obtenido a partir del 7-ACA 'y
el acido (2E)-3-(2,4-diclorofenil)acrilico, el andlogo derivado del 7-ACT (73) no mostro
actividad alguna frente a este tipo de bacterias.

De todo lo expuesto con anterioridad es posible concluir que para esta clase de cefalosporinas, el
sustituyente ubicado en la posicion C-3 del ndcleo cefalosporanico ejerce una influencia diferente
al grupo acetoximetilo sobre la actividad antibacteriana, lo cual se sustenta por el hecho de que en
comparacion con los productos obtenidos a partir del 7-ACA, los derivados sintetizados con el 7-
ACT muestran, por lo general, una mayor potencia antibacteriana frente a cepas sensibles de
Staphylococcus (SaSM y SCoNSM), mientras que se observa una tendencia a la reduccion de la
actividad contra cepas resistentes de estas bacterias (SaRM y SCoNRM).

Queda por determinar si este fendbmeno se debe a una alteracion de la penetrabilidad de estas
cefalosporinas a través de la pared bacteriana, al acople de las mismas a las PBPs que constituyen
el sitio activo para los antibidticos B-lactdmicos o a una diferencia de reactividad del carbonilo -
lactdmico ocasionada por el diferente caracter de grupo saliente del fragmento molecular unido a
la posicion C-3 del nucleo cefalosporéanico.

4.4 Desarrollo de un modelo QSAR para cefalosporinas derivadas de diferentes acidos o,
insaturados.

Con los datos experimentales obtenidos correspondientes a la evaluacion antibacteriana “in vitro”

frente a cepas bacterianas de Staphylococcus spp., de las cefalosporinas derivadas de diferentes
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acidos o, insaturados sintetizadas, es posible desarrollar un modelo matematico que permita
correlacionar la estructura quimica con la actividad biolégica encontrada con el fin de disefiar de
forma racional nuevos derivados con una mayor exactitud y un menor costo en la investigacion.

Como metodologia de trabajo ser siguié el procedimiento descrito en la literatura para el

105 Asi, una vez definidos

desarrollo de un modelo QSAR en una serie de andlogos estructurales.
los compuestos con sus valores de actividad bioldgica experimentales a incluir en la base de
datos, se seleccionaron y calcularon tedricamente los parametros quimicos fisicos a correlacionar
con la actividad, se establecié la correlacion matematica mediante un analisis estadistico y se
interpretd desde el punto de vista quimico farmacéutico la relacion matematica establecida.

La serie escogida para desarrollar el modelo QSAR de regresion lineal mdltiple incluy6é 57
cefalosporinas, 39 derivadas del 7-ACA (compuestos 22-31 y 33-61) y las 18 obtenidas a partir
del 7-ACT (compuestos 68-85), las cuales fueron sintetizadas y evaluadas “in vitro” durante el
presente trabajo (Anexos lay 1b). Las cefalosporinas derivadas del 7-ACA y los &cidos (2E)-3-
(2,5-diclorofenil)acrilico (compuesto 32) y fenilpropidlico (compuesto 62) fueron excluidas de la
base de datos debido a que en el primer caso la determinacion de su actividad antibacteriana
estaba incompleta (el compuesto 32 solo se evalué frente a cepas de SaRM), mientras que el
producto 62 es portador de un triple enlace entre las posiciones a y B, por lo tanto no clasifica
como un andalogo estructural valido para incluir en el estudio QSAR.

Para el desarrollo del modelo se selecciond como variable dependiente la actividad biolégica
frente a cepas de SaSM expresada como el inverso del logaritmo de la CMI (log
[1/CMI(SaSM)]). Como variables independientes se utilizaron descriptores moleculares del tipo

electronicos, estéricos e hidrofobicos que se calcularon teniendo en cuenta los sustituyentes

especificos de las posiciones Rz y Ry en cada compuesto como se observa en los Anexos lay 1b.
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Para los céalculos de los descriptores se emplearon el Hyperchem,” y el MOPAC'® que son los
programas de modelacion molecular mas utilizados para realizar calculos de mecanica molecular
y quimico cuénticos mediante métodos semiempiricos (AM1, PM3) respectivamente. %" Estos
descriptores representan las propiedades electronicas, estéricas e hidrofobicas de la molécula en
estudio, varian en funcion de los diferentes sustituyentes que la constituyen y permiten explicar
su capacidad para interaccionar con el sitio activo.'%

Los descriptores electronicos seleccionados fueron el momento dipolar (), la polarizabilidad
molecular (), la energia de los orbitales moleculares fronteras (Enomo) Y (E Lumo), la carga
atémica (q), dureza (n) y suavidad (S) quimica y el indice electrofilico(w).

Los descriptores del tamafio de los sustituyentes (estéricos) utilizados fueron el area superficial
aproximada (ASA), el area superficial de la rejilla (ASG), y la refractividad molar, mientras que
como descriptor hidrofobico se selecciono la constante hidrofobica del sustituyente ().

En el caso del descriptor correspondiente a la carga atomica (gx) (Anexo 1b) para el analisis se
calcularon solamente 28 posiciones que son comunes a todas las cefalosporinas de la serie. El
valor de la carga atdbmica correspondiente al resto de los atomos pertenecientes a los sustituyentes
ubicados en las posiciones C-3 y C-7 no se incluyd en el estudio. Los descriptores
correspondientes a las cargas atomicas i, Ji2, 019, G20, Y J23 S€ eliminaron del analisis porque sus
valores fueron iguales para todos los compuestos considerados.

Durante el desarrollo del modelo QSAR, 9 compuestos (el 15,8 % del total de la serie) fueron
detectados como valores atipicos (outliers) porque no se ajustan al modelo y afectan sus
parametros estadisticos. Este tipo de anomalia existe en cualquier correlacién estadistica donde la

complejidad determina el resultado esperado en la variable dependiente. Este andlisis contribuye
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a validar la prediccion porque establece que las correlaciones se han hecho de forma transparente,
donde la complejidad del sistema ha tenido un espacio de consideracién.'%°

Las cefalosporinas identificadas como outliers fueron las derivadas del 7-ACA vy los &acidos (2E)-
3-(4-clorofenil) (28), (2-cloro-6-fluorofenil) (34), (4-metilfenil) (51), (4-cianofenil) (52) y (2-
tienil)acrilicos (57), asi como las obtenidas a partir del 7-ACT vy los acidos (2E)-3-(4-clorofenil)
(72), (3-nitrofenil) (75), (3-hidroxi-4-metoxifenil), (84) y (4-metilfenil)acrilicos (85).

Una vez eliminados los 9 outliers, se aplicd el analisis de conglomerados o clusters a las
cefalosporinas restantes con la finalidad de conformar tanto la serie de entrenamiento (80 % de
los compuestos), como la serie de prueba (20 % de los compuestos)

Para demostrar la diversidad estructural de las moléculas seleccionadas, en la base de datos se
realiz6 un andlisis de conglomerados (clusters) jerarquico.’™® Este tipo andlisis permiti6
reestructurar los objetos (compuestos) en un arbol (dendograma) como se muestra en la Figura
32. En este grafico los compuestos (n=48) se representan de acuerdo con sus valores de la
distancia de enlace expresado como enlace completo o vecino mas alejado. Como se observa,
existe un gran namero de subconjuntos diferentes lo que demuestra la variabilidad estructural de

las moléculas seleccionadas para el estudio.
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Figura 32. Dendograma del analisis jerarquico de conglomerados correspondiente al
modelo.
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Para asignar a cada conglomerado los compuestos correspondientes, se realizd un analisis de
conglomerados (clusters) no jerarquico donde a partir de un andlisis de varianza de todos los
descriptores cuanticos y quimico-fisicos no ortogonales utilizados en el estudio, se seleccionaron
los descriptores Vm, Log P y pn con valor p < 0,001 seglin se muestra en la Tabla XXI. Los
compuestos se agruparon en 4 conglomerados como se muestra en la Tabla XXII. De cada
cluster se selecciond el 20 % para integrar la serie de prueba que permitid la validacion externa
del modelo propuesto.

Tabla XXI. Analisis de varianza para los conglomerados de las cefalosporinas del modelo.

Variable VEC? VICP Radio de Fisher p-level®
Vm 44,042 10,255 62,986 0,000
Log P 30,395 15,552 28,665 0,000
MD 30,318 35,630 12,480 0,000
E homo 0,299 2,884 1,522 0,222
E Lumo 0,914 9,163 1,464 0,237
g3 0,002 0,005 4,658 0,007
g4 0,001 0,003 5,131 0,004
g5 0,000 0,001 2,411 0,080
q7 0,000 0,001 0,306 0,821
g8 0,005 0,014 5,266 0,003
g9 0,000 0,001 6,083 0,001
ql10 0,001 0,053 0,192 0,901
gqll 0,011 0,038 4,230 0,010
ql6 0,000 0,001 4,845 0,005
ql7 0,000 0,004 1,566 0,211
g25 0,002 0,014 2,049 0,121
q27 0,005 0,164 0,442 0,724
q28 0,000 0,003 1,637 0,194

*VEC: Variabilidad entre conglomerados

®\V/IC: variabilidad dentro de los conglomerados

“ nivel de significancia

Como se observa en la Tabla XXII, la serie de entrenamiento resultante (n=38) incluyo a las
cefalosporinas 22-27, 29-30, 33, 35-38, 40-43, 45, 47, 48, 50, 53, 55, 56, 60, 61, 68-71, 74, 76,
78-83, mientras que la serie de prueba seleccionada quedo integrada por 10 compuestos

correspondientes a las cefalosporinas 31, 39, 44, 46, 49, 54, 58, 59, 73y 77.

102




Tabla XXII. Distribucion de cefalosporinas del modelo segun cada cluster.

Resultados y Discusion

No cefalosporinas Cluster distancia
5 26 1 0,60
12 36 1 0,36
13 37 1 0,47
21 45 1 0,30
22 48* 1 0,26
40 74 1 0,33
41 76 1 0,30
1 22 2 0,23
2 23 2 0,24
4 25 2 0,21
6 27 2 0,05
7 29 2 0,10
8 30 2 0,17
9 31* 2 0,11
10 33 2 0,20
18 42 2 0,20
20 44* 2 0,22
27 53 2 0,22
28 54* 2 0,42
34 61 2 0,24
25 49* 3 0,19
26 50 3 0,42
35 68 3 0,22
36 69 3 0,63
37 70 3 0,30
38 71 3 0,56
39 73* 3 0,14
42 77 3 0,16
43 78 3 0,36
44 79 3 0,10
45 80 3 0,36
46 81 3 0,08
47 82 3 0,33
48 83 3 0,48
3 24 4 0,23
11 35 4 0,41
14 38 4 0,18
15 39* 4 0,11
16 40 4 0,16
17 41 4 0,31
19 43 4 0,15
23 47 4 0,25
24 48 4 0,20
29 55 4 0,27
30 56 4 0,11
31 58* 4 0,22
32 59* 4 0,14
33 60 4 0,22

*cefalosporinas de la serie de prueba
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La division de los compuestos en dos conjuntos, uno de entrenamiento o calibracién y otro de
prueba o validacion externa que no fue incluido en el desarrollo del modelo QSAR es una de las
herramientas utilizadas para poder estimar el poder predictivo del un modelo. De esta forma para
la serie de prueba se compararon los valores predichos por el modelo con los observados y se
determiné el coeficiente de correlacién entre ambos como plantea la literatura™*

Para seleccionar el numero éptimo de variables (descriptores) a incluir en la ecuacion, se utilizo
el algoritmo genético por ser un método que permitio de forma rapida eliminar todas aquellas que
no fueran independientes entre si (ortogonales) con el fin de eliminar la propagacion de errores
sistematicos lo que contribuyd a una mejor interpretacion estadistica del modelo obtenido. El
modelo seleccionado cumple con el principio de parsimonia.**? que plantea que un fenémeno
debe ser descrito con el nimero minimo de elementos posibles. Es decir se debe elegir el modelo
mas simple manteniendo su calidad

Las variables del modelo seleccionado fueron el coeficiente de reparto octanol-agua (Log P), el

momento dipolar tedrico (i) y las cargas de los atomos de carbono (gi1) e hidrogeno (qgs)

correspondientes a la posicién 3 del doble enlace alquilico, como se muestra en la siguiente ecuacion:

log [L/CMI (SaSM)] = + 0,56419 (+ 0,11126) log P — 0,20807 (+ 0.09209) x — 9,02218 (+
3,45182) qu1 (C B) + 32,97821 (¢ 13,80152) 05 (H B) — 2,89650 (+ 1,499810)

(n=38; R=0,89; R*= 0,79 s=0,325; F=30,912; q>=0,721

Serie de prueba: n=10; R=0,904; R?= 0,82 s=0,337; F=35,896

Los resultados de este modelo indican que la actividad antibacteriana frente a las cepas de SaSM,
expresada como log [1/CMI(SaSM)], en esta serie de compuestos es una funcion de 4
descriptores moleculares que describen las caracteristicas estructurales y electronicas de las
cefalosporinas seleccionadas para la serie de entrenamiento. Esta ecuacion indica que la actividad

antibacteriana se favorece al aumentar el valor de log P (descriptor hidrofébico) dentro de un
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rango fisiologico, mientras que el momento dipolar (descriptor electrénico) tiene una
contribucion negativa. Estos compuestos (como es tipico para las cefalosporinas) tienen un valor
negativo del log P, por lo tanto, una via para incrementar su actividad biologica frente a gérmenes
Gram positivos como SaSM y SCoSM, consiste en aumentar la penetrabilidad a través de la
pared bacteriana de estos microorganismos, que dada su naturaleza, se vera favorecida por un
aumento de la lipofilidad del compuesto, hecho que se logra con la inclusion de sustituyentes que
disminuyan la polaridad de las moléculas.

En este sentido, los resultados que brinda el modelo desarrollado son ldgicos, pues es bien
conocido que en las bacterias Gram positivas son efectivos los compuestos con un mayor caracter
lipofilico, como las cefalosporinas de primera generacion. Mas aun, el modelo permite explicar el
hecho observado de que las cefalosporinas derivadas del 7-ACT por lo general fueron mas
activas que las obtenidas a partir del 7-ACA, pues si se analizan los valores del log P mostrados
en el Anexo la se puede concluir que las primeras poseen un mayor caracter lipofilico que las
ultimas debido a que los valores de este pardmetro son superiores (menos negativos).

De forma adicional, la actividad antibacteriana se favorece con un aumento de la densidad
electronica (valores de gi; mas negativos) sobre atomo de carbono B y una disminucion de la
densidad electrdnica (valores de gzs mas positivos) del &tomo de hidrogeno B del doble enlace
alquilico, lo cual esta asociado a la habilidad del sustituyente (R;) enlazado a dicha posicién de
causar los efectos antes citados en dependencia de la naturaleza del o los sustituyentes, asi como
del patron de sustitucion del sistema aromatico.

Es importante destacar que en el modelo establecido, la carga del &tomo de hidrégeno ubicado en
la posicion B del doble enlace (gs) aparece con una contribucion positiva sobre la actividad

antibacteriana. Este hecho pudiera estar asociado a los resultados observados en la préactica y
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discutidos en el Epigrafe 4.2.4, donde se comprob6 que la cefalosporina derivada del &cido
fenilpropiolico (compuesto 62), la cual posee un triple enlace entre los carbonos o y B (ausencia
de 4tomos de hidrogeno en dichas posiciones) resultdé ser mucho menos activa que el analogo
portador de un doble enlace (compuesto 22). EI modelo desarrollado parece confirmar la
conclusion, de que es indispensable la presencia de un atomo de hidrogeno en la posicion 3 para
que la cefalosporina resultante despliegue una buena actividad antibacteriana.

En la Tabla XXI11 se muestran los valores de la actividad antibacteriana observados (medidos de
forma experimental), y expresados como (log [1/CMI(SaSM)]), con los predeterminados por el
modelo, asi como los residuales obtenidos para cada compuesto de la serie de prueba y de la serie
de entrenamiento.

Mediante el andlisis estadistico del modelo establecido se determiné el coeficiente de regresion
de la serie de entrenamiento (R=0,89 para valores experimentales del log [1/CMI(SaSM)]), lo que
significa que es aplicable al 79 % (R%*= 0,79) de los compuestos de dicha serie (n=30). Este
modelo tiene un valor de coeficiente de determinacion del procedimiento de validacién cruzada
correspondiente (q%) de 0,72. Este valor de g > 0,5 se considera una prueba del buen poder
predictivo del modelo lo que se corrobora con el alto valor del coeficiente de determinacion de la
serie de prueba externa (R?= 0,82), indicativo de que el modelo fue capaz de predecir con certeza
el 82 % de los compuestos incluidos en esta serie.

La validaciéon constituye una herramienta fundamental para evaluar la validez y el poder
predictivo de los modelos. EI método QSAR tradicional incluye el tratamiento estadistico de los

datos por métodos multivariados, tales como el anélisis de regresion y el analisis de cluster.*™
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de actividad antibacteriana observada vs predeterminada por el

log 1/CMI log 1/CMI .
Cefal. Rs Ry obgservado predgterminada Residual
22 -CH,R- fenil -0,06 -0,64 0,58
23 -CH,R- a-CHj fenil -0,15 -0,56 0,41
24 -CH,R- 2’-F-fenil -0,09 -0,83 0,74
25 -CH,R- 4’-F fenil -0,57 -0,96 0,39
26 -CH,R- 2’-Cl fenil -0,71 -0,85 0,14
27 -CH,R- 3’-Cl fenil -0,60 -0,68 0,08
29 -CH,R- 3’-Br fenil -0,12 -0,58 0,46
30 -CH,R- 4°-Br fenil -0,45 -0,61 0,16
31* -CH,R- 2’,4°-di-Cl fenil -0,82 -0,43 -0,39
33 -CH,R- 2’,6’-di-Cl fenil 0,03 -0,47 0,50
35 -CH,R- 2’-NO, fenil -0,24 -0,70 0,46
36 -CH,R- 3’-NO, fenil -1,44 -1,60 0,16
37 -CH,R- 4’-NO, fenil -1,93 -1,55 -0,38
38 -CH,R- 2°-OH fenil -0,54 -1,20 0,66
39* -CH,R- 3’-OH fenil -0,78 -0,99 0,21
40 -CH,R- 4°-OH fenil -0,80 -1,27 0,48
41 -CH,R- a-CN,4’-OH fenil -0,86 -1,61 0,75
42 -CH,R- 2’-OCHj; fenil -1,32 -1,26 -0,05
43 -CH,R- 3’-OCHj fenil -0,69 -1,01 0,32
44* -CH,R- 4’-OCHj; fenil -1,72 -1,14 -0,58
45 -CH,R- 3’ 4’-di-OCHjsfenil -2,41 -1,50 -0,92
46> -CH,R- 2”,5’-di-OCHsfenil -2,35 -1,32 -1,03
47 CH,R- 4-OH, 3’-OCHjfenil 1,23 1,43 0,20
48 CH,R- 37-0H, 4’-OCH, fenil 1,73 11,49 20,24
49* -CH,R- 4’-OCH,Ph fenil -1,35 -0,99 -0,35
50 -CH,R- 3’-0OPh fenil -0,06 -0,61 0,55
53 -CH,R- 4’-SCHsfenil 0,00 -0,85 0,84
54* -CH,R- 4°-CF5 fenil -0,84 -0,43 -0,41
55 -CH,R- furil -0,69 -1,17 0,48
56 -CH,R- 5-CH; furil -1,60 -1,29 -0,31
58* -CH,R- 3-CHjstiofenil -2,11 -1,25 -0,86
59* CH,R- 5-CHs tiofenil 2,17 1,27 20,90
60 -CH,R- 1-CHgspirrol -1,99 -1,77 -0,22
61 -CH,R- naftil 0,18 -0,47 0,65
68 -CH,S- fenil -0,24 -0,34 0,10
69 -CH,S- a-CHj fenil 0,38 -0,08 0,46
70 -CH,S- 2’-Cl fenil 0,23 -0,33 0,56
71 -CH,S- 3’-Clfenil -0,23 -0,37 0,14
73* -CH,S- 2°.4> —di-C Ifenil -0,53 -0,35 -0,18
74 -CH,S- 2°-NO, fenil -0,23 -0,44 0,21
76 -CH,S- 4’-NO, fenil -0,70 -0,93 0,23
77* -CH,S- 3’-OH fenil -0,30 -0,51 0,21
78 -CH,S- o-CN, 4°-OH fenil -0,38 -0,97 0,59
79 -CH,S- 2°-OCHj; fenil 0,00 -0,53 0,53
80 -CH,S- 3’-OCHj; fenil -0,38 -0,76 0,38
81 -CH,S- 4°-OCHj; fenil -0,68 -0,69 0,01
82 -CH,S- 3’ .4’-di-OCHjs fenil -1,14 -0,97 -0,17
83 -CH,S- 3°-OCHs;, 4’-OH fenil -0,68 -0,87 0,19

* cefalosporinas pertenecientes a la serie de prueba
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La calidad de un modelo QSAR de regresion multiple se evalla atendiendo a diferentes
parametros estadisticos. Los mas comdnmente aceptados son el coeficiente de regresion al
cuadrado (R?), la desviacién estandar (S) y la varianza predictiva o de validacién cruzada (g?).***
Los valores de R? varfan entre 0 y 1, cuanto mas tienda a la unidad, mejor ajuste tendran los datos
al modelo. La S es una medida de cuanto se alejan los valores calculados de los predichos por el
modelo. La tendencia a cero de este valor pudiera presuponer mayor calidad en la prediccion. Sin
embargo, esto puede conducir a modelos sobrepredictivos no Utiles. La robustez del modelo,
también nombrado varianza predictiva o de validacién cruzada (q) define la habilidad del
modelo para realizar la prediccién. Un modelo donde se obtenga un valor de g*> 0,5 puede ser
considerado como un modelo predictivo.'*

Para que el estudio de relacion estructura-actividad se concluya con éxito debe obtenerse un
modelo significativo y predictivo. Aun asi, la validez del modelo estara siempre limitada al rango
de parametros explorados por la serie de exploracién, fuera del cual nunca debe considerarse
valido. EI modelo asi obtenido ha de ser analizado en funcién de su calidad estadistica, para
poder evaluar su capacidad de prediccién. Cuanta mayor calidad estadistica tenga el modelo, mas
confiables y exactas seran las predicciones a realizar.

Por otra parte, con el objetivo de conocer si el modelo desarrollado era también aplicable al caso
de las cepas de SCONSM, se correlacionaron los valores experimentales de logl/CIM(SaSM) y

logl/CIM(SCoNSM) correspondientes a las 57 cefalosporinas de la serie mediante el uso del

programa BUILDQSAR. Como resultado se obtuvo la ecuacion que se muestra a continuacion:

log(1/CIM(SaSM) = +0,98675 (£0.08931) log(1/CIM(SCONSM) -0,00457 (+0.103142)

n=57; R=0,948; R’=0,90 s=0,248; F=492,665; q°=0,893
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El alto valor de R? permite afirmar que existe una correlacion lineal entre ambas series de valores
experimentales lo que implica que el modelo QSAR establecido también es aplicable para
predecir la actividad antibacteriana de estos compuestos frente a SCONSM.

Dada la poca actividad desplegada por los compuestos sintetizados en el presente trabajo frente
cepas resistentes de Staphylococcus (SaRM y SCoNRM), no fue posible disponer de una base de
datos para realizar estudios QSAR frente a este tipo de bacterias. En un futuro seria interesante
compilar la data existente en la literatura sobre cefalosporinas efectivas frente a bacterias SaRM e
intentar desarrollar un modelo matematico predictivo hacia la busqueda de nuevos derivados anti-
SaRM pertenecientes a esta familia de antibidticos B-lactamico.

4.5 Prediccion de la CMI de diferentes compuestos mediante el modelo QSAR establecido.
Para dar continuidad al objetivo de buscar cefalosporinas de este tipo mas efectivas y
disponiendo como herramienta de un modelo matemético lineal con una buena capacidad
predictiva, se decidid utilizar este resultado para guiar el trabajo quimico-sintético posterior.

En el epigrafe 4.2.2 y sus correspondientes sub-epigrafes, se describié como no fue posible
sintetizar las cefalosporinas derivadas del 7-ACA y diferentes acidos o, insaturados,
denominadas como 111, 1V, V, VI y VII de la Figura 25, ya sea porque no ocurria la acilacion o
debido a que en los casos particulares de los intermediarios cefalosporanicos protegidos 65-67, la
eliminacién de los grupos protectores conducia a la obtencion de una mezcla de componentes
compleja. Como consecuencia de estos problemas se decidid posponer su sintesis hasta tanto se
encontraran rutas sintéticas factibles.

Por otra parte, en consideracién a los resultados alcanzados durante la evaluacién de la actividad
antibacteriana “in vitro” de las cefalosporinas sintetizadas a partir del 7-ACA y el 7-ACT (con

relacion a que el fragmento molecular enlazado a la posicion C-3 del ndcleo incide de forma
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significativa sobre la actividad) y sobre la base de la informacidn existente en la literatura en
cuanto a que la introduccién de los grupos tiometil-benzotiazol, benzoxazol y benzoimidazol en
dicha posicion favorecen la actividad antibacteriana frente a cepas SaSM y en particular contra
SaRM, ¥ era de interés acometer la sintesis de derivados de este tipo.

Como sustituyentes en la posicion C-7f3 se seleccionaron los acidos (2E)-3-(fenil) y (2E)-3-(2,4-
diclorofenil)acrilicos, ya que el primero proporcioné cefalosporinas cabezas de serie efectivas
frente a cepas sensibles de Staphylococcus (SaSM y SCoNSM) (tanto a partir del 7-ACA como
del 7-ACT, compuestos 22 y 68) y el segundo porque condujo a la sintesis de la cefalosporina
mas activa (compuesto 31) frente a cepas resistentes de estas bacterias (SaRM y SCONRM).

Por todo lo anterior y con la finalidad de tomar una decision en cuanto a proceder o no a su
sintesis, se calculé mediante el modelo QSAR establecido la actividad antibacteriana de todos los
compuestos antes citados. En la Tabla XXIV se muestran los resultados obtenidos en la
prediccion de la CMI de estas cefalosporinas mediante el modelo QSAR desarrollado.

Como se observa de la Tabla XXIV con la excepcion del compuesto derivado del 7-ACA y el
(22)-2-(acetilamino)-3-fenilacrilico (V1) el resto de los compuestos que se pretendid sintetizar (I11,
IV, V y VII) deben ser, de acuerdo a los resultados de la prediccion, biolégicamente inactivos
frente SaSM y SCoNSM y por lo tanto carece de sentido acometer su preparacion con la finalidad
de obtener derivados méas potentes frente a este tipo de cepas. Como consecuencia de lo anterior,
durante el presente trabajo se decidio cancelar, la basqueda de vias mas apropiadas para su sintesis.

Para los derivados sustituidos en la posicion C-3 por grupos tiometil-benzotiazol, benzoxazol y
benzoimidazol, la actividad predicha por el modelo QSAR establecido, indicé que estos
compuestos deben desplegar una buena actividad antibacteriana frente a SaSM y SCoNSM,

particularmente potente en tres de los seis derivados calculados (CMI < 0,3 [1g/mL). En
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consideraciéon a lo anterior, se decidio proceder a la sintesis de estas cefalosporinas, aspecto que

se discute en el siguiente epigrafe.

H:N H

Tabla XXIV. Actividad antibacteriana predicha por el modelo QSAR desarrollado.
<N N
0 0 0 j;V/
N 0.__0 N 0._0 N 0.__0
o T/JM \( v o j/jv \]& v o T/J\/ \f
1l COOH CH; COOH CHj; COOH CH;

3

CH,4 =N
HN’&O N/ " 3 .
=N N — 5N S R
H ; O j;'/ © HTJ\/S X
0 HMCH’ NW)VO\I//O 0 ‘ N
vi O 17| B SO COOH N\@
COOH O *  Nuevos compuestos de interés
Compuestos derivados del 7-ACA cuya sintesis se intento en el epigrafe 4.2.2
Compuesto Log P n J11 O2s log 1/CMI predeterminada CMI
1l -2,76 3,04 | 0,030 | 0,09 -2,31 200
v -2,65 3,75 | 0,033 | 0,12 -1,51 33,3
\ -3,41 345 | 0,051 | 0,11 -2,36 250
VI -2,40 2,34 | 0,016 | 0,12 -0,93 8,33
VII -2,70 2,28 | -0,089 | 0,12 -0,14 1,39
Nuevos compuestos de interés modificados en la posicion C-3

R X Log P n Ju1 28 log 1/CMI predeterminada CMI
H S 0,19 1,48 | -0,008 | 0,11 0,58 0,26
H ) -0,16 6,07 | 0,025 | 0,12 -0,51 0,23
H N -0,33 2,83 | 0,027 | 0,12 0,029 0,93
2°,4°-di-Cl S -0,26 1,83 | -0,027 | 0,12 0,75 0,18
2’ 4-di-Cl | O -0,60 594 | -0,009 | 0,13 -0,11 1,28
2’ 4-di-Cl | N -0,78 2,68 | 0,011 | 0,12 -0,05 1,12

111



Resultados y Discusion

4.6 Sintesis de nuevas cefalosporinas a partir de nucleos cefalosporanicos modificados en la
posicion C-3 (compuestos 89-94).

De los métodos reportados en la literatura’®*®°

para preparar estos derivados se seleccion6 como
estrategia de sintesis la obtencion de los ndcleos modificados en C-3 mediante la introduccion de
los grupos tiometil-benzotizol, benzoxazol y benzoimidazol y a continuacion proceder a la
acilacion de los mismos con los acidos fenilacrilicos seleccionados.

4.6.1 Sintesis de los nucleos cefalosporanicos modificados en la posicion C-3 (compuestos
86-88).

Los nucleos modificados se sintetizaron por tratamiento del 7-ACA con los tioles portadores de
los sistemas biciclios aromaticos ya descritos, en una mezcla de acetona-agua como disolvente a

pH practicamente neutro (alcanzado por adicion de hidrogenocarbonato de sodio) y a

temperaturas entre 60-65 9C como se muestra en la Figura 33.

H,N g
S X .
N__~ O.__CHy . H \ﬁ NaHCO; (10 %) N_ = S_ X
Y \H/ N H,0O/Acetona - O \\\/
COOH 0 COOH N

Figura 33. Método de sintesis de los nucleos cefalosporanicos modificados en la posicion C-3

X=S (benzotiazol)
X=0 (benzoxasol)
X=NH (benzoimidazol)

Bajo estas condiciones, los tioles actian como nucledfilos y desplazan al grupo acetoximetilo de
la posicién C-3 del 7-ACA mediante un mecanismo de reaccién que corresponde a una

sustitucion nucleofilica unimolecular (SN;) (Figura 34).
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S S S
L ) o an— | JL e ~——L1
o e 0 (ICH, o7 er cH,
COOH 0] COOH COOH

i Nu
S S
P
0 CHzNU O Nu C,Hz

COOH COOH

Figura 34. Mecanismo de la reaccion de sustitucion nucleofilica (SN;) en la posicion C-3 de
las cefalosporinas.

En la Figura 35 se muestran los acidos 7(3-amino-3-heteroariltiometil-3-cefem-4carboxilicos de

interes (86-88) sintetizados, y el rendimiento alcanzado en cada caso.

S Rendimiento (%)
N S\(X 86) X=S 59
\

0 87) X=0 37
COOH N 88) X=NH 44

Figura 35. Nucleos cefalosporanicos modificados en la posicion C-3 obtenidos (86-88).

H,N

Por lo general, se obtuvieron bajos rendimientos debido a que la reaccion ocurre en presencia de
una base y temperaturas de 60-65 °C, que pueden considerarse altas teniendo en cuenta la extrema
labilidad quimica y térmica del nucleo cefalosporanico. Estas condiciones conllevan a reacciones
colaterales relacionadas con la hidrélisis del ciclo B-lactdmico. Estos compuestos no fueron
caracterizados por RMN dada su insolubilidad en agua y en disolventes organicos.

4.6.2 Sintesis de nuevas acrilcefalosporinas a partir de los nucleos modificados en C-3
(compuestos 89-94).

Para sintetizar las cefalosporinas de interés se decidié seleccionar, en principio, el mismo

procedimiento utilizado durante la preparacion de los compuestos derivados del 7-ACA vy el 7-
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ACT, es decir la acilacion de los ndcleos con los acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos activados

mediante el reactivo de Vilsmeier como se muestra en la Figura 36.

H
H,N S R 0 P‘\ N S
POCIy/DMF/THF 0
N = S X - \\ X OH = » j;ylj/ X
0 \gy it » BSA/THF o = S\(
COOH N COOH N

R=H 6 2,4-diCl 89-91: R=H

92-94: R=2,4-di-Cl
Figura 36. Sintesis de nuevas acrilcefalosporinas con nucleos modificados en C-3 (89-94).
Por tratarse de nucleos cefalosporanicos portadores en la posicion C-3 de sistemas enlazados a
través de un grupo tiometilo (al igual que el 7-ACT), la practica demostr6 que la técnica
empleada en el caso de la obtencion de los derivados del 7-ACT result6 la méas adecuada. De esta
manera se usé el THF como disolvente durante la acilacién y una relacién molar de BSA/nlcleo
cefalosporanico (5:1) para lograr su disolucidn a temperatura ambiente en un tiempo prudencial.
La seleccion de los &cidos o, B insaturados utilizados &cidos (2E)-3-(fenil) y (2E)-3-(2,4-

diclorofenil)acrilicos se corresponde con lo discutido en el epigrafe 4.6. En la Figura 37 se

muestran las cefalosporinas sintetizadas y los rendimientos alcanzados en cada caso.

Rendimiento (%)

89) R=H X=S

90) R=H X=0 33
91) R=H X=N 40
92) R=2,4-diCl X=S 44
93) R=2,4-diCl X=0 46
94) R=2,4-diC1 X=N 38

Figura 37. Nuevas acrilcefalosporinas a partir de los ntcleos modificados en C-3 (89-94).
4.6.3 Analisis espectroscépico por RMN *H y RMN *3C de los compuestos 89-94.
En las Tablas XXV y XXVI se muestran los valores de corrimiento quimico asignados a los

protones y &tomos de carbono de las moléculas correspondientes a los productos sintetizados (89-
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94). En todos los casos los espectros obtenidos se correspondieron con las estructuras quimicas

de la cefalosporinas sintetizadas.

Tabla XXV. Datos de RMN *H (ppm) de nuevas acrilcefalosporinas modificadas en C-3 (89-
94).

89) R=H X=S

N7 6.5 90) R=H X=0

T T )Y 03 R-24mdiCl X=0

] zCOOH @10 94) R=2'4'-di-Cl X=N

120 1
Comp. |NH?®|H-10°| Aromaticos® |H-7°|H-6"| H-13¢ H-2"

89 [9,00] 6,77 | 7,30-8,05(10H,m) | 5,82 | 5,16 | 4,79y 4,28 | 3,84y 3,63
90 |9,01| 6,77 | 7,27-7,70 (10H,m) | 5,83 | 5,16 | 4,67 y4,28 | 3,86y 3,65
91 [9,00]| 6,76 | 7,05-7,75 (10H,m) | 5,82 | 5,18 | 4,50y 4,40 | 3,83 y 3,67
92 |9,21| 6,81 | 7,31-8,15(8H,m) | 582 |5,16 | 4,80y 4,24 | 3,83y 3,67
93 [9,20| 6,81 | 7,24-7,76 (8H,m) | 5,82 |5,16 | 4,66y 4,25 | 3,86y 3,64
94 [9,19] 6,82 | 7,00-7,90 (8H,m) | 582|517 ]4,46y4,32|3,80y3,67

a Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 2Jy,.7=8 Hz
b Para todos los compuestos el proton H-11 esta solapado con los protones aromaticos.

c Esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 3310-11 =16 Hz.

d La sefial del protén H-11 estd incluida dentro de los protones aromaticos.
e Para todos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete de doblete con *Jy,7=8 Hz y J y 3Js.,=5 Hz
f Para todos los compuestos esta sefial integra 1H y aparece como un doblete con 2Jg.;=5 Hz.

g Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con 2Jy.13=13 Hz
h Para todos los compuestos esta sefial integra 2H y aparece como un sistema AB con %J,,.,=18 Hz
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Tabla XXVI. Datos de RMN **C (ppm) de nuevas acrilcefalosporinas modificadas en C-3

(89-94).
89) R=H X=S
N s 90) R=H X=0
< 7 , ( =2' 4'"-di- =
T T )Y 03 R-24mdiCl X=0
, NH 10 94) R=2'4"-di-Cl X=N
12° 11
C 89 90 91 92 93 94
2 27,03 26,90 26,73 27,09 26,94 27,15
3 125,12 124,75 124,50 125,09 124,78 124,61
4 126,18 126,23 126,17 126,19 126,19 126,44
6 57,60 57,54 57,54 57,60 57,49 57,58
7 59,04 59,06 59,09 50,08 59,09 50,10
8 164,57 164,60 164,47 164,51 164,51 164,49
9 165,23 165,26 165,29 164,71 165,70 165,32
10 120,40 | 118,17 120,42 121,25 118,27 120,56
11 140,37 140,40 140,39 134,81 134,77 134,79
12 162,79 162,85 162,70 162,96 162,99 162,97
13 34,96 34,10 34,43 34,93 34,11 34,62
7 16554 | 163,63 149,33 165,70 163,75 149,87
121,14 | 110,05 | 113,48 (2C) 121,75 110,18 113,35 (2C)
A 121,55 120,41 | 122,96 (2C) 124,10 124,08 122,82 (2C)
R 124,42 12416 | 127,52 (2C) 124,56 124,24 128,07
0 126,13 12443 | 128,78 (2C) 126,27 124,56 128,90
M 12750 | 127,52 129,64 128,08 128,05 129,45
A (2C) (2C) 134,43 128,88 128,87 131,33
T 128,75 128,77 | 136,47 (2C) 129,44 129,41 134,18
| (2C) 2C) 131,33 131,32 134,61
C 129,60 | 129,62 134,20 134,17 136,22 (2C)
O 134,39 134,41 134,60 134,58
S 134,68 141,06 134,75 141,11
152,30 | 151,25 152,36 151,32

La sintesis de las cefalosporinas 89-94 se verific6 por RMN *H debido a la presencia en los
espectros registrados de las sefiales tipicas pertenecientes al nacleo cefalosporanico: sistemas AB
con 2Ju2=18 Hz y 2J1.15=13 Hz asignables a los protones de los grupos CH, de la posiciéon C-2 y

del grupo tiometilo, respectivamente; doblete con con Js.,=5 Hz correspondiente al protén unido
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a la posicién C-6; doblete de doblete con valores de *Js.;=5 Hz y ®J\n.7=8 Hz y perteneciente al
proton enlazado a la posicién C-7.

En todos los casos se observo la ausencia del singulete caracteristico del CH3 del grupo
acetoximetilo del 7-ACA en la zona proxima a 6 2 ppm, hecho que confirmé la sustitucion de
este fragmento molecular por los tioles utilizados y por lo tanto la obtencion de los nucleos
modificados en C-3. En el espectro de todos los compuestos se observo, en el intervalo de 6 9,0-
9,21 ppm, un doblete con 3Jyn.7=8 Hz correspondiente al grupo NH de la amida formada. Para
todos los derivados la sefial del proton unido a la posicion o del enlace insaturado se registro en
el rango de & 6,76-6,82 ppm como un doblete con %Ji0.11=16 Hz, mientras que la sefial
perteneciente al proton enlazado a la posicion B estd sobrelapada con las sefiales correspondientes
a los protones aromaticos del fragmento molecular introducido en la posicion C-7.

El anéalisis por RMN **C confirmé la sintesis de estos compuestos, pues ademas de las sefiales
habituales de los atomos de carbono del nlcleo cefalosporanico y las caracteristicas del
fragmento de los acidos o, insaturados con los que se realiz6 la acilacién, se registraron las
sefiales pertenecientes a todos los grupos carbonilo existentes en las estructuras, en particular el
asignable al carbonilo de las amidas formadas (entre & 164-165 ppm). De igual modo, se detectd
la presencia de una sefial a & 34-35 ppm tipica del CH, del grupo tiometilo de estos nucleos y
relacionada con la preparacion de las cefalosporinas de interés.

En los Anexos 7a-b se incluyen los espectros de RMN *H, RMN **C y DEPT del compuesto 89
como ejemplo de los resultados obtenidos.

La actividad antibacteriana de los derivados sintetizados no pudo ser determinada de forma
experimental durante el presente trabajo, por lo que queda como un aspecto pendiente de suma

importancia, ya que ademas de constituir una validacién adicional del modelo QSAR establecido,
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posibilitaria definir en gran medida el camino a seguir con la finalidad de disponer de
cefasloporinas mas activas frente a cepas tanto sensibles como resistentes de Staphylococcus.

4.7 Consideraciones generales de la Discusion de los Resultados

En la presente tesis se propuso como objetivo general, obtener nuevas cefalosporinas derivadas
de acidos o, insaturados y evaluar sus propiedades antibacterianas in vitro frente a cepas de
Staphylococcus spp. La finalidad del trabajo consistia en encontrar compuestos activos frente a
este tipo de cepas bacterianas y a partir de la determinacion de los datos de su accion bioldgica,
conformar una base de datos que posibilitara desarrollar un modelo matematico lineal capaz de
orientar la sintesis de nuevos derivados més potentes de manera eficiente.

Los resultados iniciales se relacionaron con el estudio de preparacion de los &cidos a, B
insaturados (reactivos de partida) mediante la reaccién de Knovenagel-Doebner donde se
demostro que el uso de etanol como disolvente no conduce a la sintesis de los acidos (2E)-3-(2-
cloro-6-fluorofenil)acrilico (10) y (2E)-3-(2-tienil)acrilico (13). En su lugar se utilizé la piridina
como disolvente en presencia de piperidina como catalizador lo que permitio obtener 18
compuestos de este tipo con una alta pureza.

Durante el trabajo se obtuvieron tres acidos o, insaturados tritilados y se comprobo que la
tritilacion del acido (2E)-3-(1H-imidazol-4-il)acrilico mediante la técnica tradicional que implica
la reaccion con trifenilclorometano en presencia de TEA, procede con una baja conversion. En
este sentido se desarrollé un nuevo procedimiento para la tritilacion donde se utiliza la BSA en
lugar de la amina terciaria y que posibilito sintetizar el derivado tritilado de interés (compuesto

60) con muy buen rendimiento.
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De forma adicional, se obtuvieron tres intermedios cefalosporanicos (compuestos 65, 66 y 67), no
descritos con anterioridad en la literatura, mediante el condensacion directa con DCC que
condujo a buenos resultados.

En relacion con las cefalosporinas portadoras de acidos o, insaturados aromaticos obtenidas en
el documento de tesis se muestra la sintesis de 65 compuestos de este tipo distribuidos en tres
grupos: 41 cefalosporinas derivadas del 7-ACA, 18 obtenidas a partir del 7-ACT y seis
preparadas con nucleos cefalosporénicos modificados en la posicion C-3. De todos estas
cefalosporinas, 51 se describen por primara vez en la literatura cientifica.

Del total de compuestos, 57 pertenecientes a los dos primeros grupos (cefalosporinas derivadas
del 7-ACA y el 7-ACT) fueron evaluados biolégicamente “in vitro” mediante la determinacion
de su CMI frente a cepas sensibles y resistentes de Staphylococcus .

En la evaluacion frente a cepas sensibles a Staphylococcus (SaSM y SCoSM), se pudo comprobar
que, por lo general, las cefalosporinas obtenidas a partir del 7-ACT desplegaron una actividad
antibacteriana superior a las derivadas del 7-ACA.

En el caso de las cefalosporinas procedentes del 7-ACA, se pudo apreciar que los compuestos
obtenidos por acilacion con acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos exhibieron una mayor potencia que los
preparados a partir de &cidos o, insaturados portadores de otros sistemas aromaticos en su
estructura, con la excepcion del derivado del acido (2E)-3-(1-naftil)acrilico (compuesto 58).
Ademas, la presencia de sustituyentes en los acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos, por lo general no
condujo a un aumento de la actividad antibacteriana frente a SaSM (en comparacion con el
derivado sin sustituir), aunque contra SCoSM este factor influyé de manera mas favorable y un

mayor numero de compuestos resultaron mas efectivos que el derivado sin sustituir.

119



Resultados y Discusion

Con respecto a los derivados del 7-ACT (todos obtenidos a partir de acidos (2E)-3-
(fenil)acrilicos), la presencia de sustituyentes resultd méas favorable y proporcioné un mayor
numero de derivados con potencia superior frente a SaSM que el compuesto sin sustituir.

Como resultados generales de la relacion estructura actividad en las acrilcefalosporinas evaluadas se
pudo apreciar que el patron de sustitucion del anillo aromatico influye sobre la actividad
antibacteriana donde las posiciones orto y meta fueron las méas favorables asi como la presencia de
sustituyentes, principalmente electroaceptores, en estas posiciones. Los compuestos con sustituyentes
en la posicion para o disustituidos, en la mayor parte de los casos, fueron practicamente inactivos.
Ninguna de las cefalosporinas sintetizadas fue activa frente a cepas resistentes de Staphylococcus
(SaRM y SCoRM) con la excepcidn del compuesto obtenido a partir del 7-ACA y el acido (2E)-
3-(2,4-diclorofenil)acrilico (31), que desplego la mejor actividad antibacteriana frente a este tipo
de bacterias, comparado con el resto de los compuestos evaluados. Por su valor de CIM no es un
producto efectivo para el control de estas bacterias resistentes, sin embargo puede ser
considerado como un punto de partida para, realizar modificaciones estructurales en la posicion
C-3 con el objetivo de obtener derivados mas potentes.

Como otro resultado novedoso se logré establecer un modelo QSAR lineal predictivo, a partir de
la determinacion de la CMI frente a cepas sensibles y el célculo de varios descriptores
electronicos, estéricos y lipofilicos en los compuestos evaluados. EI modelo obtenido se ajusto al
79 % de los compuestos pertenecientes a la serie de entrenamiento y permitid predecir
correctamente el 82 % de los derivados seleccionados como serie de prueba.

Los seis compuestos correspondientes al tercer grupo (obtenidos a partir de ndcleos con
modificaciones en la posicion C-3) se sintetizaron tomando en consideracion los resultados

favorables de la actividad antibacteriana predicha por el modelo matematico antes citado.
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Resultados y Discusion

Todos los compuestos sintetizados fueron debidamente caracterizados estructuralmente, lo que
constituye un aporte a la data espectroscopica que servird de base a la comunidad cientifica
mundial para trabajos futuros.

A modo de resumen, durante el desarrollo del trabajo reflejado en la presente tesis se lograron obtener
un total de 16 cefalosporinas con una CMI “in vitro” frente a cepas sensibles de Staphylococcus (SaSM
y SCoSM) igual o inferior a 2 ug/mL. En particular resultaro potentes los productos obtenidos a partir
del 7-ACT y los &cidos o-metil (2E)-3-(fenil) y (2E)-3-(2-clorofenil) acrilicos (compuestos 69 y 70,
respectivamente), asi como el derivado del 7-ACA y el acido (2E)-3-(1-naftil)acrilico (compuesto 61),
los cuales exhibieron una actividad antibacteriana similar a la cefazolina y superior a la cefuroxima.

En consideracion a todo lo anterior, se puede afirmar que la sintesis de las nuevas cefalosporinas
derivadas de acidos o, insaturados con actividad antibacteriana frente a Staphylococcus spp.
implica un aporte novedoso al conocimiento cientifico y ademéas permite disponer de resultados
que pueden constituir la base de la utilizacion de estos compuestos como una futura alternativa al

arsenal terapéutico existente.
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5. CONCLUSIONES

1. Se demostro que la acilacion del 7-ACA y el 7-ACT con diferentes acidos o, 3 insaturados
mediante el método del reactivo de Vilsmeier permite obtener cefalosporinas activas
frente a bacterias sensibles del género Staphylococcus spp En total se sintetizaron 45
nuevos compuestos de este tipo cuya estructura fue confirmada por RMN vy
espectrometria de masa, de los cuales 16 derivados desplegaron una actividad notable
frente a este tipo de cepas.

2. Se demostr6 que en las nuevas cefalosporinas obtenidas, las sefiales de RMN
correspondientes a los protones y &tomos de carbono del ndcleo cefalosporanico
mantienen sus valores de corrimiento quimico independientemente de los sustituyentes
presentes en las posiciones C-3 'y C-7f de la molécula.

3. Se demostré que las cefalosporinas derivadas del 7-ACT poseen una mayor actividad
antibacteriana “in vitro frente a cepas sensibles de Staphylococcus (SaSM y SCoNSM)
que los analogos sintetizados a partir del 7-ACA. La presencia de sustituyentes en el
sistema aromatico unido a la posicion C-73 condujo con mayor frecuencia a una actividad
superior en el caso de los compuestos obtenidos con el 7-ACT en comparacion con los
derivados del 7-ACA.

4. Se demostrd que en la relacion estructura actividad en las cefalosporinas obtenidas a partir
del 7-ACA y el 7-ACT con diferentes acidos (2E)-3-(fenil)acrilicos, la presencia de
sustituyentes (particularmente electroaceptores) en las posiciones orto y meta del anillo
aromatico resulta mucho maés favorable para el despliegue de la actividad antibacteriana
in vitro que la sustitucion en la posicion para, la cual por regla general conduce a

compuestos biologicamente inactivos.

122



Conclusiones

5. Se determind que ninguna de las cefalosporinas obtenidas resulto efectiva frente a cepas
resistentes de Staphylococcus (SaRM y SCoNRM). EI compuesto obtenido a partir del 7-
ACA vy el acido (2E)-3-(2,4-diclorofenil)acrilico (28) desplegé la mejor actividad
antibacteriana in vitro contra este tipo de bacterias de todas las cefalosporinas evaluadas y
pudiera constituir un punto de partida para la basqueda de compuestos anti-SaRM mas
potentes.

6. Se obtuvo un modelo lineal predictivo que relaciona la estructura quimica de
cefalosporinas derivadas de acidos o, insaturados y portadoras de diferentes
sustituyentes en las posiciones C-3 y C-7 del nlcleo cefalosporéanico, con su actividad
antibacteriana frente a cepas sensibles de Staphylococcus (SaSM y SCoNSM). El modelo
matematico obtenido fue aplicable a un 79 % de los compuestos de la serie de
entrenamiento y fue capaz de predecir correctamente la CMI del 82 % de la serie de

prueba seleccionada.
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6. RECOMENDACIONES

1. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de las 6 cefalosporinas sintetizadas a partir de los
nacleos modificados en la posicién C-3 por introduccion de los fragmentos tiometil-benzotiazol,
benzoxazol y benzoimidazol (compuestos 89-94) frente a cepas sensibles y resistentes de
Staphylococcus como otra via para validar la capacidad predictiva del modelo QSAR establecido,
y para definir si la estrategia utilizada conduce a la obtencion de compuestos méas potentes frente
a SaRM y SCoNRM, en particular los derivados del acido (2E)-3-(2,4-diclorofenil)acrilico.

2. Sintetizar nuevos analogos de la cefalosporina derivada del 7-ACA vy el &cido (2E)-3-(2,4-
diclorofenil)acrilico, mediante la introduccion en la posicion C-3 de grupos, que de acuerdo a la
literatura, potencien la actividad antibacteriana frente a cepas resistentes de Staphylococcus
(SaRM y SCoNRM).

3. Compilar la data existente en la literatura sobre cefalosporinas efectivas bacterias SaRM e
intentar desarrollar un modelo matematico predictivo que posibilite guiar un trabajo quimico-
sintético encaminado hacia la busqueda de nuevos derivados anti-SaRM pertenecientes a esta

familia de antibio6ticos B-lactamicos.
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