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"RESUMEN *

Se destrjpé"a sfhtesis de algunas rifamicinas y la pre-

paracign de Vos nuevas rifam1c1nas modificadas en . 1a

logos de,rifampi@iﬁa
diferente en la ip4ov‘si¢1_6
es .quiral. Esta's'._ nuev

~tividad.in vitro qi

sentaron diferencias; contraBacillus




reparation..

_Bac111u5—'

_"subt111s was quant1tat1ve1y correlated. w1th the Pansch

'approarh, to the1r 11poph1]1c1ty, expressed by the octanel

’-water partition coeff1c1ent (P), which were measured by

high-pressure ‘1iquid chromatography- (HPLCO, a_parabolic

dependence was observed with good correlation.
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1.- INTRODUCCION
La era de los antibidticos comenzé hace 50 afios y desde entonces,
se han descubierto entre 5 000 y 10 000 antibi6ticos naturales Tos
cuales se encuentran descritos en Ta literatura qufmica y se han

preparado entre 50 000 y 100 000 andlogos semisintéticos.

E1 desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos ha alcanzado un
punto crftico, debide a que el ndmero de nuevos f&rmacos eficaces
producidos en los {ltimos afios es muy pequefio en relacidn a las
inversiones que se han hecho para encontrar nuevos compuestos con

propiedades antibacterianas.

En el mercado de los Estados Unidos existen un poco mds de cien
agentes antimicrobianos de Tos cuales 29 son de origen natural ,
49 semisintéticos y 35 totalmente sint&tices' Lo anterior es debido
a que las caracterfsticas de un antibiftico deben ser optimizadas,
tales como espectro bacteriano, caracterfsticas farmacéuticas, es-
tabilidad quimica, toxicidad, efectos secundarios y compatibilidad
quimica con otros agentes farmacoldgicos, entre otros. Frecuente-
mente, se puede optimizar una caracteristica a expensas de otra,
por 1o que el quimico farmacéutico debe decidir que caracterfstica
es mds importante, siendo indispensable establecer como base para
el desarrollo de nuevos antibiéticos, el conocimiento de las bases
bicquimicas de su accidn, como son su inhibicidn de 1a funcién ri-

bosomal, sfntesis de los &cidos nucléicos, dafios a las membranas
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“citoplasmiticas o bloqueo de la formacion de la pared celular?

En la actualidad existen distintas familias de f&rmacos con las ca-
racterfsticas deseadas, en los que se aprovecha el conocimiento de

_dichas bases bioquimicas.

La rifampicina, es un antibidtico de la familia de las rifamicinas,
que es utilizada en el tratamiento de la tuberculosis, que debido a
lo prolongado del mismo, debe ser administrada junto con otros anti-
bidticos. Se piensa que realizar estudios encaminados a contribuir
al conocimiento de las bases bioquimicas de su accién, se podrfa di
“sefiar un antibiGtico andlogo que supere la efectividad terapéutica

. de la propia rifampicina.

Una forma de alcanzar ese objetivo, es con los métodos cuantitativos
de relacion estructura-actividad, los cuales han demostrado su uti-

Tidad en el disefio racional de nuevos fdrmacos.

Las rifamicinas son una familia de antibidticos, obtenidos por

fermentacién de cultivos bacterianos de Nocardia mediterranei y

por modificaciones quimicas de 10s mismos? Las rifamicinas son
naftoquinonas o naftohidroquinonas croméforas, las cuales presentan

un puente alifitico de 17 miembros, 1lamado cadena ansa?

La estructura general de las rifamicinas se presenta en la figura 1.
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Figura 1.- Estructura . general de
las rifamicinas.

La bigsTntesis del esqueleto molecular de estas rifamicinas, proviene
del &cido 3-amino-5-hidroxi benzdico? Este aminodcido inicia 1la for-
macién de un policétido por reaccién de unidades de acetato y propio-
nato, dando Tugar a la cadena ansa® La ciclizacién oxidativa entre C6
del aminodcido y el policétido, ya sea antes o después de la formacién
de la lactama, cierra el segundo anillo del nicleo naftalenoidel Al
final ocurren modificaciones estructurales secundarias, tanto en 1la
cadena del policétido, como en los niicleos para formar las diferentes

rifamiciras conocidas ®.
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2.~ OBJETIVOS

A pesar de que las rifamicinas han sido analizadas cuantitativamente
en su relacién estructura-actividad, estas no hen sido estudiadas to-
mando en cuenta los factores estereoquimicos del sustituyente en 1la

posicién 3, que puedan influir sobre la respuesta bioldgica.

Ademds no se han descrito mediciones experimentales del coeficiente
de reparto octanol-agua, para cada una de las rifamicinas que se han

probado.

Considerando lo anteriormente expuesto, el propdsito de esta tesis es
1a de contribuir al estudio del modo de accidn, actividad y estructu-
ra de las rifamicinas. Para lograrlo se consideraron los siguientes:

- objetivos :

1.- Efectuar la sintesis de varias rifamicinas, tales comn: 0}'5,'SV;

3-formil rifamicina SV y vrifampicina,

--2.= Sintetizar las. hidrazonas de la 3-fommil rifamigipa:§g con ~.la -
4-amino morfolina, (R}-(+)-1-amino-2(metoxi metil) pirrotidina y la

{$)-{-)-1-amino-2(metoxi metil) pirrolidina.

3.- Determinar la actividad antibacteriana de todos los compuestos

que fueron sintetizados.
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4.~ Disefar un método para la evaluacién experimental del coeficiente
de reparto octanol-agua, que permita medir dicha constante para 1las

rifamicinas sintetizadas.

5.- Analizar los datos obtenidos para establecer una relacifn cuanti-
tativa estructura-actividad, expresada mediante una ecuacidn matemd-

tica.

6.- Comparar 1a actividad biol6gica de dos rifamicinas diasteroisomé-
rjcas; que muestren el efecto de la estereoquimica del sustiuyente de

ia posiéidn 3. en las rifamicinas.



3.~ ANTECEDENTES.

3.1.~ Historia.

3.2.

En 1959;'P, Sensi’ describié un antibi6tico formado por un

lcpmp]eju-dg cinco compuestos biolégicamente activos, denomina-

-~ dos A;~B, C; Dy E? E1 antibi6tico fué producido por una cepa

“de Nocardia mediterranei, proveniente de una muestra de tierra

colectada en el sur de Francia por H. Pagani, el  complejo
fué 1lamado Rififi, el tftulo de una pelfcula, para mis tarde

1lamarse rifomicina y finalmente rifamicina!®

Margalith y Pagani, obtuvieron un mutante que mediante 1a a-
dicion de 0.2% de dietilbarbiturato de sodio, producfa casi

exclusivamente la rifamicina B.

Estructura.

Las rifamicinas en general contienen 9 &tomos de carbono asi-
métricos y 3 dobles enlaces carbono-carbono y el microorganis-

mo s6lo produce uno de los isdmeros posibles.

Su estructura quimica fué elucidada por Prelog, Sensi y Oppolzer,
mediante datos analfticos y reacciones qufmicas de degradaciénj+'?
misma que fué confirmada por andlisis de rayos X del cristal de

p-iodo-anilida de l1a rifamicina B.®



La configuracién relativade las rifamicinas ha sido determi -
nada por andlisis de rayos X y en parte por resonancia magnética
proténica. Su configuracién absoluta, ha sido derivada de la con
figuraci6n de uno de los productos de oxidacidn de la rifamicina
8, el (+)- &cido-2,6-dimetil heptanodioico, proveniente de 1la
cadena ansa, por 10 que se dedujo que su estructura deberfa ser,
16,17-cis; 18,19-trans; 28-29-trans; 20(S), 21(S), 22(R), 23(Rj,
24(R), 25(S), 26(R) y 27(S)'* La estructura se presenta en Jla

figura 2.

0-CH2~COCH

Figura 2.~ Rifamicina B.

Las estructuras de las rifamicinas mds usuales y que serdn sin-

tetizadas en este estudio se presentan en la figura 3.
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Rifamicina O

. OH

Rifamicina. SV ' 3~ formil rifamicina SV

Rifampicina
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CHz-0-CHs

{51~ Rifaestradina

*
{R) - Rifaestradina

Figura 3.- Rifamicinas sintetizadas.
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3.3.- Desarrollo de las rifamicinas.

ta rifamicina B es separada fdcilmente de los demds componentes
del medio de cultivo, debido a su naturaleza dcida(pKa=2.8 y
pKa= 6.7) y a su buena estabilidad'® La rifamicina B, results
ser un antibiético de interds clfnico por su actividad contra
bacterias gram-positivas y por su baja toxicidad. Sensi, uti-
1126 agentes oxidantes para obtener un antibiético, que mostré
mayor actividad antibacteriana, denomindndola rifamicina 0, que
por andlisis elemental, presentaba dos §tomos de hidrégeno menos
¥y era muy interesante, que en su espectro de infrarrojo presen-
taba una banda a 1822 cm'l, que justificaba una ciclizaci6n in-
terna del grupo carboxilo, para formar una lactona y explicaba

el bajo cardcter dcido de la rifamicina 0'¢

Motivados por ese incremento en la actividad biolSgica, &se mis-
mo grupo de investigadores, decidieron preparar mds derivados.la
rifamicina 0, mediante una reaccién de hidrélisis en medio &cido T
genera la rifamicina S, la cual puede encontrarse en forma de
varios conf§meros, debido a la flexibilidad de los dngulos en
la cadena ansa a partir de C-28 a C-19 *'%& La rifamicina S re-
sultf ser muy activa, contra microorganfsmos gram-positivos y

Mycobacterium tuberculosis.

La rifamicina SV, fué obtenida por reduccién de la rifamicina S,
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‘con dcido ascdrbico's siendo facilmente convertida en rifamicina
S pbr la accifn de agentes oxidantes por lo que puédéﬁ estable-
cer un sistema reversible de xido-reducci6n 2. La rifamicina SV
es un dcido monobdsico (pKa=2.7), su caracterfstica &cida depen-
de de Ta presencia de un grupo eno}, por lo que puede formar sa-
les en presencia de bases, su sal s6dica es un fdrmaco que se

utiliza parenteralmente 2,

N. Maggi y colaboradores en 1967, decfdiéfon examinar la posibi=
Tidad de obtener rifamicinas-3-sustituidas de mayor actividad
biolégica, para 1o que estudiaron la reactividad de las 3-amino
metilrifamicinas SV - N,N-disustituidas con agentes oxidantes,
tales como el bi6xido de manganeso, posteriormente en condicio-
nes dcidas y finalmente una reduccién con dcido asc6rbico, fué
obtenida 1a 3-formil rifamicina SV, un compuesto que presentaba
en el espectro de resonancia magnética proténica una nueva se-
fial en 10.59 ppm, para un protdn, la cual no desaparecfa por
adtcién de agua deuterada, esta rifamicina presentaba una acti-

vidad antibacteriana, superior a las ya reportadas 22

Se prepararon una gran cantidad de derivados de la 3-formil -
rifamicina SV, resultando interesantes las oximas y las hidra-
zonas . Cuando se hizo la hidrazona de la 3-formil rifamicina SV

con la l-amino-4-metil-piperazina, se obtuvo Ta rifampicina 2

-11-



3.4.-

La rifampicina resulté ser un antibi6tico que era absorbido o-
ralmente y con amplio espectro antibacteriano, incluyendo a

Mycobacterium tuberculosis, siendo hasta la fecha la rifamicina

con mayor actividad terapéutica.

Tuberculosis-y Salud Pdblica.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa transmisible y ca-
racterizada patoidgicamente por infiltraciones inflamatorias,
lesiones exudativas, formacidn de tubércules y fibrosis. Dafia
especialmente al pulmén, algunas veces dafia al tracto genito-

urinario, sistema nervioso y al sistema Gseo 2%

La tuberculosis adn es un gran problema de salud piblica en
México. La mortalidad por tuberculdsis en todas sus formas fué
de 9.6 por cien mil habitantes en el perfodo de 1979-1983, 1la
1a alta morbilidad demuestra que aproximadamente el 32 por cien-

to de la poblacién se ha infectado con Mycobacterium tuberculo-

sis y si se toma en cuenta que que se presentan 34.8 nuevos ca-
sos por cien mil habitantes por afio y una prevalencia de 80 ca-
sos por cada cien mil habitantes, se tendr& un panorama sobre

la tubercuolisis como un problema de salud pdblica 24

-12-



3.5.- Mecanismo de -accin. -

La r{fampicina inhibe 1a enzima RNA polimerasa DNA-dependiente, la
cual cataliza la sfnfesisvde RNA. La sfntesis de protefnas se detiene
a consecuencia de esta inhibici6n, bloqueando 1a reproduccién bacte-

rianae .

S610 la RNA polimerasa eubacteriana y no 1a correspondiente a las
células eucari6ticas contiene un sitio especifico de unién para la
rifampicina, la cual actda en concentraciones tan bajas como 8 mg/1 3.
Esos experimentos explican la excelente tolerancia al fdrmaco a ba-

jas concentraciones, por las cé&lulas humanas .

Debido a que 1a RNA polimerasa DNA-dependiente no ha sido cristaliza

da, el andlisis cristalogrdfico por rayos X del complejo enzima-anti
bi6tico no ha sido 1levado a cabo, por lo que no se sabe que parte

del fdrmaco se encuentra directamente unido. Con la excepcidn de los
sustituyentes en la posicién 3 del anillo de  1a naftohidroquinona,
casi no puede ser alterada la estructura del f&rmaco, sin una pérdida
sustancial en la capacidad de unidn a la enzima. E1 complejo enzima-
rifampicina se disocia inmediatamente en presencia de cloruro de
guanidina, la cual destruye 1a estructura tridimensional de la enzima,
Yo cual sugiere que el antibiGtico no se une covalentemente a la

enzima 0.
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La RNA polimerasa DNA-dependiente de una eubacteria, es una protefna
con un peso molecular de aproximadamente 500 000, la enzima de la

Escherichia coli consiste de cuatro cadenas de polipéptidos, 1lamados

alfa, beta, beta’y sigma, con una composicién estequiométrica de (2-

alfa, beta, beta®, sigma) ze.

Se han desarrollado cepas bacterianas resistentes a la rifampicina,
en las que todas las mutaciones ocurren en el gene bacteriano que
codifica para una subunidad de la cadena beta de la RNA polimerasa,
siendo esto una evidencia de que este es el sitio blanco para la

rifampicinal®

Este gen codifica para una secuencia de 50 aminodcidos cercanos al
centro de la cadena beta del polipéptido, la cual estd compuesta de
1342 aminodcidos . Se ha supuesto que esta regidn de la cadena beta
es la parte fundamental del sitio de unién a 1a rifampicina, ademds
Gste sitio se protege contra una ruptura proteolitica si se encuentra

unido a la rifampicina .

La rifampicina no requiere de un mecanismo especial de penetracién ,
debido a su cardcter 1ipofilico por lo que alcanza el citoplasma via

un equilibrio de distribuci6n 27, Mycobacterium tuberculosis, el agen-

te causante de la tuberculosis, contiene muy altas cantidades de
1ipidos en su pared celular, Jo que facilita la penetracién de 1la

rifampicina.
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Con unas cuantas excepciones, muchas rifamicinas san activas contra
bacterias cuando aquellas son activas contra RNA polimerasa, siendo la
excepcidn las rifamicinas que poseen un grupo fuertemente polar, como
un grupo carboxilo, las cuales son activas frente a la enzima pero no
contra las células bacterianas, debido a su incapacidad para atravesar
1a pared celular 32, Un caso es el de la rifamicina B que es inactiva
frente a la bacteria, pero activa frente a la enzima, si este antibig-

tico se transforma a rifamicina S, su actividad aumenta notablemente 2¢

Es importante de tomar en cuenta lo anterior en el disefo de nuevas ri-
famicinas, mara que por medio de la modificacién de su estructura se

pueda incrementar su permeabilidad a través de la pared celular.

Sin embargo,recientemente se han propuesto mecanismos de accidn a-
dicionales. Uno de ellos es el que la rifamicina SV en presencia de
jones met&licos de transiciSn, puede sustancialmente degradar a la mo-
Técula de DNA, debido a la formacidn del radical °“OH , el cual tie-

ne la capacidad de degradar a la desoxirribosa ®°.

3.6.-Estudios de relaciones estructura-actividad para rifamicinas.:

Se han 1levado a cabo muchos estudios acerca de la relaci6n estructu-
ral con su actividad de estos antibiéticos.

La metan6lisis de la rifamicina S, en condiciones dcidas dd el epoxi-
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derivado en 23 y 27, resultando ser un campuesto inactivo. También

el 21 y 23 O-acetil rifamicina S, present6 una actividad muy baja® .

La hexahidrorifamicina S muestra una actividad'muy baja en camara-
cibn a los andlagos dihidro y tetrahidro, debida a los canbios que

se producen en la conformacién de la cadena ansa®? .

Esas conformaciones han sldo estudiadas vor resonancia maonStica
nuclear para las rifamicinas S, SV y las 3-~sustitufdas. Las rifami-
cinas presentan cuatro diferentes estereoisGmeros conformacionales,
debidos a la combinacién de dos rotaciones, una relativa al plano que
contiene el doble enlace en C-28 y C-29 y la otra relativa al oplano
de la amida?® .

Maggi y oolaboradores, encontraron que las rifamicinas en condiciones

alcalinas, produjeron una desacetilacién para dar el 25-desacetil deri-~
vado, sin pérdida de la actividad biol6gica , junto con otros dos pro-
ductos: el 25-desacetil-23-acetil derivado y el 25-desacetil-2l-acetil

derivado, ambos biolégicamente inactivos? .

El grupo hidroxilo unido a C-B, también es una parte esxncial de las
rifamicinas, debido a que la 8-metoxi rifamicina S es inactiva. Sin
embargo, los hidroxilos de C-1 y G-4, nueden ser sustituidos por qru-

pos cetfnicos, sin pérdida sustancial de la actividad?®.

A partir de esos estudios se vuede deducir que los requerimientos en

-16-



cuanto a su estructura, para la inhibicién de la RNA polimerasa ‘de
la bacteria, son los grupos hidroxilos Yibres en C-8,.C-21 y €-23,
junto con una conformacidn adecuada del anillo ansa ¥y un- arreglo

estereoquimico bien definido 3.

Ademds se han realizado diversas modificaciones' ”fifamicinas,

principalmente en las posiciones 3 y 4. A continuac16n se’ presentan

algunas resdmenes de los estudios més relevantes

o] GRS 3 e o
[ Actividad.relativa a rifampicina.

¢ ~
' R
|
O
Incrementando el cardcter electro-
R= ci, Br, 1, CN ' - atrayente del sustituyente, aumenta
' Ta inhibicién a RNA polimerasa.®®
Disminuye la actividad contra gram
= -N n-nZF,
R= - ~R" negativos, misma actividad contra

M. tuberculosis, mayor toxicidad 7.
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R= ~N -N=CH-R""

|
CHy -

K= ~CH=N-N=CH=N

R

’

Mayor actividad contra M. tuber-
: cﬁ1osis, menor potencia contra
gram‘negativas, inestable in

vivo 38,

" Disminuye su actividad contra
_ gram positivas y negativas, acti-
vidad similar o menor contra

M. tuberculosis 3®,

Actividad similar contra M. tu-
berculosis, mayores tiempos de
vida media en plasma, algunos

son mis t6xicos 10,40,
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R= -CH=N-NH-CH:N ~ N __@_ Menor actividad contra M. tuber-

= -CH=NOR'
/R
= “CH;~ N
I R!

R=-CH; -N

R"‘

culosis 42,

Disminucién de 1la actividad
in vitro y aumento de la toxici-

dad si se aumenta la lipofilidad ¢,

Menor actividad contra M, tubercu-
losis y gram negativas. Mayor ac-

tividad contra algunas gram

positivas 44,

-19-

~Menor actividad contra M. tubercu-

losis, conforme aumenta la lipofi-

lidad de R y R* ++.



e Méndhactiyidad contra M. tubercu-

* losis, aumento de actividad si los

sl ;/R'; " 'sustituyentes aumentan su caracter
0"CHz~ CON{ i ;
TONRL

]fpoff]ico 4,
CHz-CH,=CO0 -

CH, 0 Muy gqtiya coqtra gram negativas,

kmismaiac ida@ contra gram positi . .

as-e inhi‘bicidn—a' RNA polimerasa ;.

* Potencia similar, aumenta 1la

actividad in vitro contra M. tu-

berculosis, si se aumenta el nime
ro de ftomos de carbono en la ca-
NER : dena lateral, aumentando 1la

toxicidad 474

OH
P "\
+ Buena actividad antibacteriana,
N — no es absorbido en el tracto
N :
| \\ // gastroiintestinal 4s.
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En general se observa que si Jos sustituyentes formados en (-3, son
mds 1ipofilicos o su cardcter electroatrayente disminuye, la capaci

dad inhibitoria sobre la RNA-polimerasa.disminuye.

Las rifamicinas con mayor utilidad terapéutica son las 3-sustitufdas
y particularmente las hidrazonas que puedan ser formadas en esa

posicidn,

A partir de esos estudios se puede inferir que las caracteristicas
estructurales del antibiStico gue interaccionan con 13 enzima y
consecuentemente presentan una mayor actividad antibacteriana, son
cuando en C-3 se encuentra un dtome de carbono, unido mediante un
doble enlace a un dtomo de nitrdgenc, como puede ser una hidrazona,
y este a8 su vez unido a dos dtomos de carbono que finalmente se
encuentran unidos a un elemento electronegativo como oxigeno o nitrd

genc. Una representacidn general puede ser escrita somo sigue:

OH OH

- CH = N - NH - CH, - CH,- X

OH X= Nitrdgeno u Oxigeno.
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3.7.

Ademds es importante destacar que no se han estudiado los posibles
factores estereoquimicos que podrfan influenciar en estz parte de
la molécula sobre. la actividad que puedan presentar sobre la RNA-po-

limerasa' .

Métodos cuantitativos para determinar 1a relaci6n estructura-

actividad:

Uno de los principios fundamentales en-la quimica farmacéutica es la
correlaci6n entre la estructura molecular y la actividad biol6gica
que pueda presentar una sustancia, siendo este wun camino para el
disefio racional de fdrmacos mds efectivos. En los afios 60 se comienza
a encontrar descriptores adecuados de una estructure molecular, que
puedan ser correlacicnados con Ta reactividad quimica de una

sustancia dada.

Hammett, fué el primero en encontrar una correltacidn entre la acidez
de los dcidos benzGicos para y meta sustitufdos y Tlos descriptores

moleculares llamados sigma®.

Se han desarrollado modelos matem§ticos similares al de Hammett, que
correlacionan alguna prepiedad fisicoqufmica de un férmaco con su ac-
tividad bioifgica. Burger, establecié que una propiedad fisicoquimica
importante en 1s efectividad de un fdrmaco es la hidrofobicidad® . Por

otra parte, Bell y Roblin, demostraron que en las sulfonami-
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das existe un PK, 6ptimo para presentar la mejor actividad antibac-

teriana o,

Los métodos cuantitativos para establecer relaciones cuantitativas
estructura- actividad (QSAR), describen matemiticamente 1a relaci6n
entre una propiedad biolégica que se desea optimizar y las propieda

des moleculares calculadas de su estructura 52,

Uno de esos métodos es el de Hansch o de energfa libre lineal 3. Se
basa en la hipStesis de que el efecto de los sustituyentes sobre las
interacciones de un fdrmaco y su receptor u otra biomol&cula es de
tipo aditivo. Esas interacciones pueden ser de tipo electrostdtico,

estérico e hidrofdébico %4,

Los descriptores moleculares de Hansch, son las constantes T , que
representan el efecto de un sustituyente sobre el Togaritmo del coe
ficiente de particién entre el l-octanol y el agua de una sustancia
dada( Yog P ). Esta variable fisicoquimica ha demostrado que puede
correlacionar con la actividad biolégica, toxicidad y la distribu -

cién de un farmaco 33,

Esas correlaciones permitieron expresar matemfticamente la ecuacién

de Hansch (Ecuacién 1 ).

Tog{ 1/C) = a + b T + <:Es +dMR + e o Ecuacibn 1
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E1 término log ( 1/C ), eés la potencia relativa de un andlogo, don
de C es la concentracidn requerida para producir una respuesta bio-
16gica. Los téminos T , E5 y o, representan las constantes de
Hansch, Taft y Hammett, respectivamente. Los valores de los coefi -
cientes a, b, ¢, d y e, pueden ser determinados por un andlisis de

regresidn miltiple se

Se ha observado que 1a relacitn entre actividad bioldgica y log P,
no es necesariamente lineal, por 1o que se ha propuesto una ecuacitn
2, que contiene finicamente los términos My T 2 , 1o que permite

calcular un.log P. Gptimo, conocido como log P, .58,

log:(1/6) = a+ b T+ ¢ W2 + d E, telR +F o
Ecuacidn 2

E1 método de Hansch puede ademds ser estudiado estadisticamente, con
el fin de disefiar nuevas series que reducen el nimero de an&logos

requeridos para ser investigados. Actualmente éste método se ha uti
1iiado para la determinacién de sustituyentes que puedan ser bioisfs
teros, en el mapeo de receptores y estudiar diversos pardmetros far-

macocinéticos #2,

Las principales ventajas de éste método es que a través de la extra

polaci6n de correlaciones encontradas entre paradmetros estructura-
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les y la actividad biolégica se puede proponer la sintesis de deri-
k vados ‘con mayor actividad. Asimismo evita la sfntesis y evaluacidn
_ biol6gica de derivados con la misma actividad y se encuentra en 1la
““posibilidad de confirmmar o rechazar la hip6tesis de un modo . de

accidn %7,

Sin embargo, éste método presenta varias 11m1tac10nes. como es que
no siempre se puede predecir correctamente la actividad de un nuevo
andlogo y que es todavfa incapaz de transferir.un descriptor molecu=:

lar a un diagrama de tres dimensiones %%,

En cuanto a las rifamicinas, estas han 51do estud1adas mediante 105
métodos cuantitativos de relacion estructura act1v1dad con buenos

resultados.

Barbaro et al, realizaron uno de los primeros estudios para relacio
nar el cardcter lipofflico y la actividad antibacteriana de algunas
rifamicinas contra S, aureus s». La propiedad fisicoquimica que
fué utilizada para describir su estructura fué la determinacién cro
matogrdfica del Rn para cada una de ellas, el cual es el logaritmo
de:[(1/Rf) = 1 ] e0,e1, utilizando como eluyente acetona al 39% en
agua. Los resultados mostraron una relacién parabGlica entre el Rm

y el valor de log 1/C, determinando la ecuaci6n 3 .
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log 1/C = - 0,370 Rm -.1.659 Rm2 + 4.012 Ecuacitn 3

Mds tarde otro grupo de investigacitn evaluaron la actividad de 76
rifamicinas contra S. aureus y fueron correlacionados cuantitativa
mente.con-sus valores de Rm, donde fueron encontradas tres correla-
ciones parabflicas distintas para tres series estudiadas %2, Se pro
puso-en ese "estudio la ecuacién 4 que expresa una correlacién ge
neral'y que confirma que la actividad contra $. aureus por parte
dé las ri%aﬁ{cinas—3 y 4 sustitufdas,.se debe principalmente a 1a

capacidad que tiene la molécula para penetrar a la bacteria.

Tog 1/C =-0.84 Rm® - 0.18 Rm + 8.02  Ecuacidn 4

Sin embargo, también se observé en ese estudio, que la actividad in
trinseca de las rifamicinas, como la inhibicién a la RNA-polimerasa
DNA-dependiente, fué sustancialmente independiente de la lipofili-
dad.

Quinn y Driscoll, desarrollaron unas ecuaciones para una serie de
44 amidas y 25 hidrazidas de la rifamicina B en cinco sistemas bac-
terianos. Las ecuaciones 5 ¥ 6 para esos compuestos también mostra-
ron que la actividad es una funcién parabSlica de log P . Dos ami-
das de la rifamicina B fueron sintetizadas y evaluadas posterior-

mente en base a los resultados obtenidos anteriormente. Las predi-

-26-



cciones resu]taron ser correctas, cuando se m1d16 su- act1v1dad ant1

blét]ca en cinco de seis experimentos rea]izados45

.,mg _1/c. = 0.27 log P> - 0.62 'Iog—'P‘ L oqse “Ecuacion 5.

log 1/C = 0.03 log P2 + 0.41 log P +0.76 - Ecuacién §
E;.}hhdrthﬁfé mencionar que en los estudios realizados; donde se
utiliza el coeficiente da reparto octanol-agua, se parte de un solo
valor experimental de una rifamicina y los valores de las demds rifa

micinas en estudio, son derivados a partir de constantes teéricas.

También se han utilizado otros descriptores estructurales para . las
rifamicinas, tales como las constantes de entropfa para cada susti- -

tuyente, obteniéndo excelentes correlacionas 83,

3.8.-Determinacidn del log P y la actividad biolégica.

E] s1stema octanol-agua, ha demostrado una gran ut111dad en los estu

dios de relaciones cuantitativas estructura- act1v1dad El 1 octano].
es un compuesto que funciona como modelo de los componentes 1ipidi-

cos de la membrana celular

Lta determinacién del coeficiente de particién octanol-agua (P), por
medio de los métodos convencionales, resulta ser dificil de rea-

lizar y especialmente para compuestos que son escasamente sglubles
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en agua, por 1o que se han desarrollado métodos cromatogrificos para

determinar el coeficiente de reparto (P}, de un fdrmaco ®.

Nahum y Horvath, utilizaron la cromatograffa 1fquida de alta resolh-
cién{HPLC), para determinar los coeficientes de reparto octanol-agua, u-
tilizdndo una sustancia como referencia interna de coeficiente de parti-

cidn conocido, la cual debe ser similar a la sustancia de interés o,

Con respecto a la evaluacidn de la actividad antibacteriana, existen dos
métodos que son frecuentemente empleados : el de difusién en agar y el
del método de tubo. Las bases de ambos métodos es la comparacifn cuanti
tativa del efecto de dos sustancias sobre el crecimiento de un microor-
ganismo adecuado en un medio de cultivo, una de las sustancias es un

estdndard y Ta otra es una muestra cuya actividad serd determinada °s.

Se ha establecido que de los dos métodos, el del ensayo de difusi6n en
agar es mds confiable » debido a que es un ensayo bioldgico donde
existen diversas variables fisicoquimicas en las que se utiliza a wun
microorganismo como indicador ; muchas de las variaciones observadas son
debidas a descuidos en los aspectos fisicoquimicos y no por una varia -

cidn de orden bioldgico *e.

Para el caso especifico de las rifamicinas, se ha probado que la evalua
citn biolégica es independiente del método utilizado 5%

f
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El método elegido para analizar tanto la actividad bioldgica, Eomo
para determinar el coeficiente de reparto P, traerd como resultado
una mejor calidad de los datos bioldgicos, grado de varianza en los
resultados y una buena relacién del tiempo necesitado para la sinte-

sis y las pruebas bioldgicas.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Con e1 ffn de ana11zar e1 comportam1ento cuant1tat1vo de 1a relac16n
estructura act1v1dad de a]gunas r\fam1c1nas, se s1ntetizaron : varios
de estos ant1b16ticos que poster1ormente fueron evaluados b1016g1ca y

'f1srcoqufm1camente :

Las sfntes1s,realizada§,f0e96h"1§s'éigu1é

- 4:1.- Sfntesis de rifamicina O:
Existen varios métodos sintéticos réportados. El primeramente descrito

fué el de Sensi, donde hizo una oxidaciSn de la rifamicina B por medio

de perédxido de hidr6geno, con un rendimiento del 60%'¢

Uno de los métodos méds recientes es el de Seons y Han, donde utilizaron

biéxido de manganeso como oxidante, como se puede observar en la figura

No. 4;¢7
OH 0
.
‘ P Y. .
Mn O,
—
o) o]
0-CH,~COOH \ (
o
Figura 4.
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En este trabajo se utilizé el método anterior, donde se obtuvo un ren-

dimiento del 89.4%, similar al rEportado (87%)

4.2.- STntesis de rifamicina S:

Sensi, describi6 una sfntesis a partir’de rifamipi

dcido clorhfdrico'’

Esas reacciones de hidr61lisis también puoden ser

dcido sulfirico y a distintas temperaturas, con buenos resu]tados 88,

Seons y Han reportaron una sintesis a partir de la rifamiéina B.con
big¢xido de manganeso y posterior hidrflisis con dcido clorhfdrico, pa-
ra obtener rifamicina S con un rendimiento del 91% %, la cual se esqqg

matiza en Ta figura 5.

0~CH,~COOH

Figura'5.
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La sfnte51s de la‘r1 am1c1 a S, se rea1126 por e1 método anterior con

un rend1m1ento de1 89k1%

4.3, antesis delrifémiq1na‘ V:,ii

La r1famicina SV ha sido’ s1ntet1zada a partir de rifam1c1na S, por medio

de una-reduccibn con dcido ascérbico"

Posteriormente se publics una técnica que reportaba un rendimiento del

78%°7

En esta tesis se realizaron estudios encaminados en aumentar el rendimien-
to de esta sfntesis, variando la cantidad de disolvente y la relacidn de
agente reductor. Finalmente se encontraron las condiciones aue permitie-
ron obtener un rendimiento del 86.6%, superior al descrito en la litera-

tura quimica. La sintesis se representa en la figura 6.

ACIDO
—
ASCORBICO

Figura 6.
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1'4.4.{ Sfntesis de 3-formil rffamicina SV

Lé 3—fprm1‘] rifamicina SV, fué sintetizada a partir de una oxidaciSn con
3 biﬁxiﬁo de .manganeso de las N,N-disustitufdas-3-amino metil rifamicina
v '

En 1969 se reportd la sfntesis de esta rifamicina a partir de rifamicina
S con cantidades equimoleculares de formaldehfdo y terbutilamira en pre-
sencia de bidxido de manganeso, para finalmente ser reducida con dcido
asclrbico en medio dcido s,

Para sintetizar a la 3-formil rifamicina SV, se siguié el método anterior

con un rendimiento del 71.5%, dicha sfntesis se presenta en la figura 7.

o} OH
l 3
acipo
ASCORBICE ™
!
o] OH

Figura 7.7°

4.5.- Sfntesis de rifampicina:

Maggi y colaboradores, describjkerﬁ)‘n 1aisfn

cual es una hidrazona obt’enida.'a‘ba:rt




a_ ‘‘con:un rendimiento del 90%, como se

puede observar ehila‘fighra‘833.1~';'

Figura 8.

Posteriormente fueron patentados 10s procesos sintéticos para obtener

rifampicina a partir de rifamicira S, de manera directa 7.

Con el propésito de obtener a la rifampicina, se sigui6 el método de
Maggi, 1a cual es una reacci6n ripida y se obtuvo un rendimiento del
90.9%.

4.6.- Sfntesis de 3-[(4-morfolinilimino)metillrifamicina SV:

En 1966, Maggi y Sensi patentaron un procedimiento para sintetizar dis-

tintos derivados de las rifamicinas incluyendo a 1a 3-[(4-morfolinilimi
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no)metillrifamicina SV, la sfntesis se realizé utilizando tetrahidrofh-

rano como disolvente y recristalizando de acetona 73.

Para obtener este producto, se hizo a partir de la 3-formil rifaﬁiéiﬁa‘SY:'f

con 4-amino morfolina, utilizando como disolvente acetato de_gtild;y‘ﬁsef

recristaliz6 de acetona, para obtener un rendimiento del 86.3?.,La‘$in- :;

tesis se representa en la figura 9,

I  ’ /—/0

Figura 9,

4.7.- Sintesis de la (S)-Rifaestradina:

La  (S)-Rifaestradina, se prepar6 formando la hidrazona de Ja 3-formil 7"~
rifamcina SV con la (§)-(-)-1-amino-2-{metoximetil) pirrolidina, en ace~
tato de etilo y cristalizada de acetona-acetato de etilo, con un rendi-

miento del 92.8%.
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La estructura de 1a (S) Rifaestradina, asT como sus constantes ffs1cas

y espectroscdplcas se 1ndican en 1a Tab]a 1.

El espectro de infrarrojo present6 bandas de absorcidn a 3450 2968

5 caracterfst1cas para 1as rifamici-

-nas . El.espec present6 méxinos de absorcién a

esgncxa;de,un croméforo del tipo-de

S F rifampicina’}
~.con Io anterionnente expuesto se confinna que el cromé foro h1droqu1no1

de dela (S) R1faestrad1na, permanece inalterado.

Por otra parte, la (S)—Rifaestradina es unpa molécula similar a' 1a

rifampicina, la diferencia entre ambas estriba en el sustituyénte de
- la posicidn 3, en la rifampicina es un nicleo de 4-metil biperazina y

en la (S)-Rifaestradina es un nicleo de (S)-(-)~2-(hetox1 metil}pirro-

-lidina 2®

Las sefiales en RMNP en conjunto con el espectro bidimensional COSY
(Espéctro 9 ), permitieron confirmar al nicleo de la 2-(metoxi metil)
pirrolidina como sustituyente en la posicidn 3, el singulete a 3.38 ppm
para el metoxilo, el multiplete a 3.4 ppm para los hidrégenos de C-2' y
C-5',.el multiplete a 1.95 ppm para los protones de C-3' y C-4' y Jlos
multipletes a 3.05 y 3.35 ppm para los protones de C-6'.
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TABLA 1,- Constantes ffsicas y espectroscépices

de la (S)-Rifaestrading,

P.F. : 182-184%C (descomposicidn}
18

[+) = -14.5°
o

Tiempo de retenci6n HPLC: 1,87 s,

MeOH
Wi - 246, 341
max

®r . TR i S :
Ry 3450, 2968, 2928,°1718, 1645, 15621522, 1456, 1817, 16,4301, 1251  {Especero 7)

RMP (300 MMz, CDC‘IJ): -D.J(JH.G.J-LCMJ-:}O): 0.65(1H.d.J-7.CH]-33): 0.8{M.4,

Je7.,CHy-31)5 1.0(3K,d,d07,CHy-32)5 1.35(1H,ddq,J=10,1.5,7,H-26); 1.55(1H.dda,3-10,
1,7,H-28); 1.7(1K,ddq,J=1,1,5,7 K-22); l.BZ(JH.s.CHJ-lJ); l.95(4H,m.CNz-]'.cllz-l‘):
2.07(3H.5.,CHy-30); 2,15(3H,5 ,CH3-36); 2.2(3M,5,CHy-14); 2.35(1H,ddn,0°5.9,7 ,H-20);

3.05(18,m,a-6'); 1.05(3H,5,CHy=37); 3.1(1H,dd,d01.6,10,H-23)5 3.35(1H,m,Hb-6*), P e

J.JG(JN.s.CHJ-I‘); J.lO(JN.m.H-Z'.tHZ-S'); 3.45(14,dd,J=1.5,7 ,H-27); 3.6-3.8(2H,

$,0H-21,00-22); 3.75(1H,dd,J=9.1,4-21); 4.95{1H,dd,J=1,1),H-25); 5.1(1H,dd,Je7,13,

W~2B); 5.9{1H,dd,)=15,5,H4-19); 6.24(1H,d,0=13,H-29); 6.4(1H,dd,J=11,7 ,H-1B); 6.5
(l“.d.J-H.H:l’I)‘. T.8{1H,s,-CHeN-); 11.85(1H,5,-NH-}: 13.22(1H,5,04-1,04-B,04-4). (Espectros 8, 9)

wx Ye(a00 e, C14): 7.45(C-14); 8.51(C-33); B.96(C-34); 10.72(C-32), 17.35
{€31); 20,66, 20,98 {C-30, €-36); 21.63(C-13); 21.82(C-3'); 26.81(C-4'); 33.26(C-22);
37.42{C-24); 38.22(C-20); 39.66{C-26}; 47.96{C-5");56.94(C 37); 59.26(C-7"); 61.85
(C-2°): 70.47(C-21 ) 74.23(C-6'); 74.36{C-25); 76.74(C-23,C-27); 104.52, 105.32
{c-9.c-2); 108.83(C-12); 1131.74, 112.24{C-3,C-5); 117.68{C-10); 118.47(C-28);
119.B5(C-7); 123.53(C-18); 129.9{C-16); 134.35(-CH=N-); 134.35(C-17); 138.46(C-1);
142.09{C-29); 142.88(C-19); 146.61(C-4); 169.19, 169.82(C-B,C-15); 172.02(C-35);

174.29(C~6); 194.93{C-11). {Espectros 10, 11)



21:82 ppm(C-3")

tructura de 1a (S) R1faestradi

en la literatura.

4.8~ antesfs:dér1a (R)-Ri ‘gsfradinak

La (R)-Rifaesfradina, se.sintetizﬁ'formando 1a hidrazona de 1a 3-formil
rifamicina SV con 1a (R)F(;)Jl-amino-z—(metoximeti])pirrol1dina,'en éqg
tato de etilo y pﬂrificada por cromatograffa en columna; con.unrendi-

miento del 72.7%.

La estructura de la (R)-Rifaestradina, asf como sus consténées fisicas

y espectroscépicas se indican en 1a Tabla 2.

La (R)-Rifaestradira presenté los mismos espectros de infrarrojo y ultra-.
violeta que para la (S)-Rifaestradina, que indicaron su relacidn de is§
meros. Sin embargo las propiedades de uno y otro, tales como punto de
fusi6n, actividad 6ptica, tiempo de retenci6n en HPLC y Rf, son comple-

tamente distintas, lo que indica su naturaleza de diasteroisémeros.
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TABM 2.~ Can‘sun'-' fis1cas ¥ espectroscdpicas

de 18 (R)-Rifaestradina.

P.F.: 125-127%
18 s
(4] .« ¢ 154
[
Tiempo de vetencién HPLC: 5.2 s

HelH
wi i 245, 341
max

1Ry i 3450, 2970, 2920, 1710, 164S, 1560, 1520, 1450, 1315, 1370, 1320, 1250 - {Espectro 12)
max : [

CHy-33); 0LB(3H 4,
6); 1.6(1H,dda,9-10,

J-7.CH3-31')'. l.0(JH,d.J-7.tMJ-i2). 1 4,9=10
H]-ll); l.95(4M.m.tH2-J' WCHy~4" Y

1.7, H-28); 1.75(1H,ddg ,0o1,1.5,7 422} 1.8{3W,5,
2.07(3M,5.643-30)2 2,16 (34,9, 6H;-36)5 2,2 IH,8 s CHy= 140572 (1, dda, 008,9,7 -20);
3.05(1Hymy -6 ), 3.05(Mys ,CH1-37); 33 (1H,0d ,3=1.5,10,H-23); 3,4(1H,m 06" );
3.82(3M,5 CH3=7*); 3,35 (3H,m H-2" 0,6 ') 3.501H,dd,de1.5,7,H-27); 3.5-3.65(2H,
$,0H-21,04-22}; 3.75{1H,dd,J=9,1,H-21); 4,95(1H,dd,J*1,11,H-25); 5.9(1H,dd,J=15,5,
He19); 6.24(1H,d,J+13,0-20); 6.36(1H,dd, 0011, H-18); 6.4(1H,d, =11, H-17); 7.95
{1H,5,-CHeN-); 11.9(1H,s,hH}; 12.65-13,25(3H,s ,0H-1,08-4,0H-8), {Espectros 13, 14}

R}N”C {300mHz, .CDCIJ); 7.51{C-14); 8.81(C-33); 8.92(C~34); 11.00(C-32); 17,32
{C-31); 20.75(C-30,C-36); 21.48{C-13); 22.06(C-3"); 27.11{C-4'); 33.32(C-22);
37.32{C-24); 238.26(C-20); 39.57{C-29); 49.85(C-5"): 67.14(C-27); 59.19(C-7*);
63.54(C-2'); 70.77(C-21); 74.14(C-6"); 74.43(C-25): 76.81{C-21,C-27); 104.45,105.76,
(C-9,C-2); 108,75(¢-12); 112.37(C3-C-5); 118.03(C-28); 118.13(C-10); 120.09(C-T};
122,92(C-18); 129.93(C-16); 138.58(-CH=N-); 134.54{C-17); 138.43(C-1); 142.16,
142,53(C-19,C-29); 147.39(C-4); 169.06,170,90(C-8,C-15); 172.23(C-35)3 174.46

{C-6}; 195.45(C-11). (Espectros 15, 16)



Las sefiales en RMNP fueron asignadas y confirmadas mediante experimentos
de tipo COSY (Espectrol4), que revelaron la presencia del nicleo de Jla
2-(metoximetil)pirrolidina en la posicién 3: un singulete a 3.42 ppm pa-
ra el grupo metoxilo, el multiplete a 3.35 ppm para los protones de C-2'
y'C-S', un multiplete a 1.95 ppm para los hidrdgenos de C-3' y C-4' y
finalmente los multipletes a 3.05 ppm y 3.4 ppm para los protones de C—G! 3

13

Por otra parte, las sefiales en RMN7C a 63.54 ppm(c-Z'), 22,06 ppm(c 3! ),‘

27.11 ppm(C-4'), 49.85 ppm(C-5%), 74.14- ppm(C 6').y 59. 19 pp' "(7

“dican 1a estructura del sustituyente de- la (R) R1faestrad1na

Con esta informacién, se asign§ la e;tructurabde:la:(R);ij§e§tfddfq§;']5 :

cual es un compuesto nuevo.

La determinacién de los coeficientes de partici6n octanol-agua (P), de

los derivados anteriormente descritos se describe a continuacidn:

4.9.- Determinaci6n del coeficiente de particidn octanol-agua (P).
Considerando que el coeficiente de partici6n octanol-agua, es una cons-
tante de equilibrio que solamente puede ser aplicable en soluciones dilui

das, la medicién de esos coeficientes se ha realizado con ciertas difi-
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cultades para ser llevados a cabo con exactitud y precisidén 77,

E1 uso de la cromatograffa de lfquidos de alta aficiencia {(HPLC), ha
venido a solucionar en gran parte las dificultades anteriormente men-

cioradas, debido a su alta eficiencia, rapidez y sensibilidad7s,

En base a esas consideraciones, se desarrolld en esta tesis un método
analftico que permitid valorar los coeficientes de particién (P), por

medio del uso de la cromatografia de T1{quidos de alta eficiencia.

Se determinaron las concentraciones del antibidtico entre el l-octanol
y agua {Buffer fosfatos pH=7.4)7%, realizandc la distribucidn por Tlos

métodos convencionales %5,

Las concentraciones fueron evaluadas (inicamente en la fase octanflica,
por medio de técnicas de HPLC. Se determing la concentracidn del anti-
bidtico en el l-octanol, antes de efectuar 1a distribucién y despies de .
esta, la diferencia entre esas dos mediciones deberia ser la conééntfa; ’

cidﬁ aproximada en la fase acuosa.
£1 coeficiente de particién (P), fué calculado a partir de Ta ecuacidn.

07,80

P o= LIRS

- Ecuacitn _z_
o (w-wl)_ 1Ny :

Ry



donde:
N1= cantidad de rifamicina en octanol, después de extraerla.
W = cantidad de rifamicina inicial en octanol.
V= volimen de octanol.

V2= voldmen de agua.

La diferencia w-wl, es la cantidad de rifamicina en la fase acuosa. En la

Tabla 3, se presentan los resultados obtenidos bajo estas condiciones.

La mayorfa de los resultados obtenidos, no han sido reportados previamen
te por medio de evaluaciones experimentales y es importante destacar que
el valor encontrado para la rifampicina, fué muy similar al reportado por

Seygel , el cual lo determinG bajo condiciones experimentales similares.

Sin embargo, el método desarrollado no fué capaz para determinar el coe-
ficiente de particidn octanol-agua de la rifamicina 0, debido a su

escasa solubilidad en agua.

Una vez que se determinaron los coeficientes de particién (P), todos los

derivados fueron evaluados con respecto a su actividad antibacteriana.

4,10.- Evaluacién de la actividad antibacteriana.

La evaluacidn de ia actividad antibacteriana, se realizé mediante un ensayo

biol6gica de difusidn en agar.
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EV ensayo se realizé para todos los derivados obtenidos con un in6culo de

Bacillus subtilis ATCC 6633, un medio de cultivo y Tos métodos de disolu-

cifn y dilucidn descritos en la USP XXII &,

Por otra parte, con el ffn de minimizar 1a variabilidad de la respuesta
en estas pruebas, se decidi6 aplicar la muestra de antibiStico al azar
por medio de un disefio de cuadro latino ¢, Los resultados obtenidos para
cada rifamicina sintetizada, se reportan en la Tabla 3 y estdn expresados

en mmol/ g de rifampicina esténdar.

A partir de esos resultados se puede observar que la introducci6n de un
grupo fuertemente polar, como en la rifamicina B, trajo como resultado

que la molécula presentara una actividad biol6gica demasiado baja. Por

otra parte, ia rifamicina 0, que no presenta dicho grupo polar libre, pre-
senta una mejor actividad bioldgica con respecto a la rifamicina B, debido
a que la permeabilidad de 1a membrana bacteriana se ve disminuida para

moléculas con grupos polares.

La actividad entre la rifamicina § y SV fué prdcticamente igual, lo cual
confirma el hecko de que los hidroxilos de C-1 y C-4, pueden ser sustitui-

dos por grupos carboniles, sin una pérdida de 1a actividad ®4,
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TABLA 3 - Eva1uac16n de] coef1c1ente de reparto (P) y

icrobioldgica de rifam1c1nas

‘Act1v1dad n1crobioldg1ca
(mmo1/g r1fampic1na)

'Rifamié{nafs

3- formil ' 17.747 ( 705.1 )
rifamicina SV:i: '

Rifampicina - 14,526 ( 1205:6)

RGO N et
Rifaestradina ~Z ©12.5%0 ( 1664..2’)
OH = '
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(s)-

‘ 11.416 ( 1936.4°)
Rifaestradina: A

3—[(4-morfoﬁ- ) ,f‘ o 10.801 ( 1315.5 )
nilimino)metill .~ iy S N
rifamicina SV .l ORI e

1.391 ( 161.7)

Rifamicina B oM (92

Rifamici’na‘o — (. 56.7)




La 3-formi} rifamicina SV, presenté una actividad biotSgica mayor con
respecto a 1a rifamicina SV, posiblemente debido a que.en aquella exis
te un gfupo carbonilo que puede formar un puente de hidrdgeno con el
grupo -NH- de la cadena ansa, que posiblemente genere una nueva confor-

macién que facilite su pasoa través de 1a membrana bacteriana".

Para los antibidticos: 3[(4-morfolinilimino)metil]rifamicina SV, rifampi-
cina, (R)-Rifaestradina y (S)-Rifaestradina, se presentd la mayor activi-
dad antibacteriana, los cuales presentan un grupo electroatractor que
se encuentra conjugado con la naftohidroquinona. Estos resultados son
consistentes con 1a ohservacidn reportada de que si se incrementa el ca-
rdcter electroatrayente de) sustituyente de 1a posicién 3, aumenta la

inhibicidn a la RNA-polimerasa **.

La diferencia en actividad antibacteriana entre la rifampicina y la (S),
(R)~Rifaestradina, 3-[{4-morfolinilimino)rifamicina SV, en conjunto se

deba posiblemente a que el oxfgeno de la morfolina y el del grupo metoxi-
metil se una mds fuertemente por medio de un puente de hidrfgeno(-0: --~H-0)
y produzca una inhibicidn mds marcada sobre la RNA-polimerasa, comparado

con el que puede formar el hidrégeno protenado de la piperazina (-;—H wmw:0-)
sobre N-4, el cual es de naturaleza mds débil, ademds por una posible inter-
accién dipolo-dipolo que favorezca la unién no covalente entre 1a enzima

y el farmaco, siendo estas proposicignes consistentes con las hipGtesis de

Arora y con otros estudios previos >**

Es muy interesante observar que de los dos estereoisémeros sintetizados,
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la {R)-Rifaestradina y la {S)-Rifaestradina, presentan actividades
cualitativamente diferentes, 1o cual demuestra que la quiralidad . de
un fdrmaco puede ser muy importante, debido a }a naturaleza asimétrica

de las biomacromoléculas®*

La distinta afinidad que presentan este par de diasterositmeros frente
a la RNA-polimerasa de Bacillus subtilis, indica la importancia de la
orientacién espacial del sustituyente de 1a posicidn 3, influenciada
ademds por interacciones no covalentes como son los puentes-de hidré-

geno °2

Por otra parte, es importante sefialar que no se habfan hecho estudios
que demostraran la importancia de l1a estereoselectividad en el éusﬁ1f

tuyente de la posici6n 3 de las rifamicinas.

Una vez 1legado a este punto, es oportuno destacar que el mayor proble
ma en un andlisis de estructura actividad es la complejidad de un sis-
tema biolfgico. Una accidn farmacol6gica es el resultado de una rea -

ccifn en varios pasos, por lo que estdn involucrados varios equilibrios

y generalmente uno de ellos puede limitar dicha accidn farmacolGgica ®*

En el caso de las rifamicinas, inhibidores erzimdticos antibacterianos,
el problema se limita a la accidn sobre la bacteria en un medio de

cultivo y sobre 1a enzima aislada, por lo que Tos posibles pasos deter
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minantes en su acci6n farmacol6gica se pueden reducir a: 1)La per-
meabilidad de la membrana bacteriana y 2) Una uni6n estereoselectiva

a la RNA-polimerasa.

4.11.- An&lisis cuantitativo de la relacién estructura-actividad.

Una vez obten1dos los datos sobre 1a actividad bio]égica y la medicidn
del. coef1c1ente de reparto 0ctano1 agua se proced16 a-correfacionar
esas ‘dos varIab]es. La gr5f1ca obten1da puede observarse en la figura
10,

En ésa figura se puede observar una clara correlacidn parab6lica entre
- 1a .actividad bioldgica contra Bacillus subtilis y el cardcter Yipoff-
lico de 1a rifamicina, o cual es consistente con 10 reportado en

la Titeratura 59,6,

Posteriormente se graficé y analizé los valores logarftmicos de ambas
variables por medio de un anflisis de regresién lineal, de donde se

derivé la ecuacibn 8.

Log 1/C = -2.642 PC + 3,228 P -+ 2.141 Ecuacifn 8
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Activided Biok')qica {mmol/g Rifampicing )

Figura 10

RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA-ACTIVIDAD




Este anslisis report6 una desviaci6n estdndar de 0.159, indica una
buena corfe]éciSn entre ambas variables y a la vez se pudo observar
que las c§ndiéfones‘experimenta1es fueron adecuadas para la realiza-

ci6n ‘de’las relaciones ‘cuantitativas estructura-actividad

Asimismo se reportd un valor de log P, = 1.05, el cual puede usarse

" como referencia para disefiar nuevos andlogos de Ta rifampicina.

La desviaci6n estdndar es similar a la reportada en los estudios ante
riores , sin embargo el, log P, no pudo compararse debido a que el
que fué reportado por Quin y Driscoll , fué reportado para amidas de

la rifamicina B
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5.- CONCLUSIONES

1.~ En este egtudio se sintetizaron las siquientes rifamicinas: Rifa-

micina O, Rifamicina S5, Rifamicina SV, 3-formil rifamicina SV,
Rifammicina, 3- (4-morfolinilimino)metil rifamicina SV, (R)-Rifa-
estradina y la (S)-Rifaestradina, siendo estas dos Gltimas dos

rifamicinas no descritas en la literatura.

- Con el provSsito de determinar el coeficiente de remarto vara las

rifamicinas sintetizadas, se desarrolld un mStodo cue emnlea a la
cranatodqrafia de licuidos de alta eficiencia (HPIC), el cual es
eficiente y presenta la ventaja de cue la muestra no debe ser nece

sariamente wvura.

La determinacién de la actividad antibacteriana se realiz6 contra
Bacillus subtilis, mediante la metodoloqfa descrita en la USP XXII
y ademiis tratada vor un disefio de cuadro latino, el cual disminuye
el riesqo de lecturas errfneas. En general se observ6 que la activi-

dad encontrada fu€ similar a las reportadas.

En general la (R) y la (S)-Rifaestradina, mostraron un comportamiento
fisico y quimico caracterfstico mara una nareja de diasteroisGmeros,

por lo que era de esperarse cue su actividad bioléqica entre



ellos fuera distinta. Dicha diferencia estd influenciada por
interacciones no covalentes y por factores estéricos y que
finalmente demostrd 1a importancia de la estereoselectividad

en el sustituyente de 1s posicién 3 de las rifamicinas.

Al realizar las relaciones cuantitativas estructura-actividad,se
observé una dependencia claramante parabdlica entre la actividad

antibacteriana contra Bacillus subtilis y su lipofilidad, por

1o que se desarroll6 una ecuacién que describe matemdticamente

dicho comportamiento.
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6.- PARTE EXPERIMENTAL

Los andlisis cromatogrdficos en capa fina se efectuaron siauiendo
la metodologfa convencional utilizando placas de vidrio recubier-
tas con Sflica-Gel 60 F-254 de Merck, utilizande varios sistemas

de eluyentes,

La cromatograffa en columna se realizd sobre STlica-Gel: 60. (0.04-

0.063 mm) de Macherey Nagel.

Las constantes fisicas y espectroscépicas fueron determinadas -en

los siguientes aparatos:

Los puntos de fusién se determinaron en un. aparato Fisher—dohnsuy

no se encuentran corregidos.

Los espectros de IR fueron realizados en un instrumento Perkin -

Elmer Mod. 5998 en pastilla de KBr. {Facultad de Quimica UNAM)

Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrofotémetro UV -

Perkin-Elmer Mod. 202. {Facultad de Quimica UNAM)

Los espectros de RMNP y RMN13C, se determinaron en un aparato

Varian VXR-300S, utilizando como disolvente CDC]3 y como refe-
rencia interna TMS. Los desplazamientos quimicos estdn dados en

partes por mil16n (ppm). {Instituto de Quimica UNAM)
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La rotacidn Sptica fué determinada en un polar{metro Perkin-Elmer
241 a una temperatura de 18°C. utilizando una 1&wpara de radiacidn

de ‘sodio.

Las determinaciones por cromatografia de .1fquidos de alta eficien-
cia, fueron hechas en un instrumento Varian 5000, equipado con

detector de UV y un integrador Varian 4290.

La evaluacién de la actividad bioldgica fuérféalizadé por el méto-
do de:difusidn en-agar, utilizando un disefio de cuadro latino. E}
medio antibi6tico utilizade fué el DIFCO No.é y la bacteria emplea-

da fué Bacillus subtilis ATCC 6633.

Los reactivos y disolventes se emplearon como se encuentran comer-
cialmente, ya sea grado reactivo o industrial. La rifamicina B

que se empled fué una muestra proporcionada por el QFB  Francisco
Aguilar Pérez de la compaiifa Fermic S.A.. La (R)-{+)-l-amino-2-{me-
toximetil)pirrolidina, fué adquirida a Merck-Schuchardt; la (S)- ‘
(=)-l-amino-2-(metoximetil)pirrolidina, fué suministrada por

Aldrich Chemical Co.
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6.1.- SINTESIS DE DERIVADOS.

Rifamicina 0: En un matraz de bola de 3 bocas de 500 ml, equipado
“con anitador mecdnico y refrigerante, se colocaron 4 g de bidxido
de manganeso (0.046 moles) y una solucién de 3.8 g de rifamicina B
(0.005 moles) en 250 m1 de benceno. Esta mezcla fué agitada duran-
te 15 minutos a temperatura ambiente. La conversién a rifamicina 0,
se siguidé por cromatograffa en placa fina,utilizando como eluyente
una mezcla de cloroformo-metanol-agua {80-20-2.5), la rifamicina 0
aparece como una manche de Rf= 0.83. Se filtré el bi6xido de manga
neso y se concentrd la solucidn bajo presién reducida, hesta  que
comienza a precipitar la rifamicina 0, obteniéndo 3.71 g de un pol
vo de color amarillo, el cual se recristalizé de metanol para dar

3.22 g de rifamicina 0, con un rendimiento del 84.9%.

La rifamicina 0 fundid a 160°C, con descomposicién. Su identifica~
cifn se realizé por IR, coincidiendo con el de un estandar de rifa-

micina 0 y con el reportado en la literatura'® (Espectro 1).

Rifamicina S: En un matraz de bola de 3 bocas de 5 litros, equipa-
“do con agitacién mecdnica, se colocaron 48 g de bidxido de manganeso
(0.487 moles), 42.4 de rifamicina B (0.056 moles), 3.2 litros de

metanol y 160 m1 de HCT al 10%.
Después de agitar durante 15 minutos, se filtré el bi6xido de manga

neso. E1 filtrado se continud agitando durante 5 horas y se siguid

-55-



la hidrdlisis por cromatografia en capa fina, se utilizé como
eluyente benceno-acetona (8-2), la rifamicina S aparecié como

una mancha de Rf= 0.68.

La solucién se concentrd hasta un volumen de 800 ml, por medio de
presién reducida. Esta solucidn se enfrié a 5°C, se mantuve la
agitacidn hasta que precipitd un s6lido de color amarille, el cual
se filtr6 y se recristalizé ‘de metanol-agua (1-1), se obtuvieron

35.72 g dé rifamicina S, con un rendimiento del 92.3%.

L@vrifamicina S se obtuvo en forma de cristales amarillos, los cua
les fundieron con descomposicidn a 180-182°C. La identificiaci6n
de la misma fué realizada por IR, se comparé con el de una muestra

estandar y con el reportado en la Titeratura™ (Espectro 2)

_-Rifamicina SV: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 ml, equipado
con agitador mecdnico, embudo de adicién y refrigerante, se coloca
ron 5 g de rifamicina 5 {0.0072 moles) y 50 ml de metanol, los cua
les fueron agitados a una temperatura de 50%C. Posteriormente fué
adicionada, gota a gota, una soluci6n que contenfa 5.38 g de dcido
asclrbico (0.0288 moles) en 33 ml de agua. Se mantuvo Ta temperatu

ra y la agitacidn durante 45 minutos.

La reaccién terming cuando por cromatografia en capa fina, desapare

ce la mancha de rifamicina S (Rf=0.81) y aparece la mancha de rifa-
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micina SV (Rf=0.33), cuando se usﬁ'ﬁomg'eluyeﬁtefciﬁfof@rmo-meté-

nol-agua (80-20-2.5).

Se enfrié a 10°C durante 30 minutos, se filtrs el s61ido y'se Tavg
con 15 m1 de agua fria. Se obtuvieron 4.35 g de‘hn polvo amarillo
pdlido con un rendimiento del 86.6%, que corresponde a la rifamici

na SV, 1a cual funde con descomposicion a 140°C,

La identificaci6n de la rifamicina SV, se realizé por comparacifn
de su espectro IR, con el reportado en la 1iteratura?4 resultando

ambos idénticos. (Espectro 3)

3-formil-rifamicina SVY: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 ml,

equipado con agitador magnético, refrigerante y. termémetro, se colo
caron 60 m1 de tetrahidrofurano, 9.3 ml de terbutilamina (0.088
moles), 6.76 ml de formaldehfde acuoso al 39% (0.088 moles), 1a mez

cla se calent6 a reflujo durante 1 hora.

En otro matraz de bola de 3 bocas de 500 ml, equipado con agitacifn
mecdnica y refrigerante, se colocaron 100 ml de tetrahidrofurano,
20 g de rifamicina S (0.0287 moles) y 11.4 g de biéxido de mangane
50 (0.131 moles). Se adicion§ el contenido del primer matraz sobre

Gste y se mantiene con agitaci6n y a reflujo durante 17 horas.

La reacci6n de oxidaci6n se verificd que se 1levé a cabo completa-

-57~-



mente por cromatograffa en placa fina, el derivado de Mannich for
mado, se observé como una mancha de color naranja de Rf=0.9, cuando

el eluyente fué cloroformo-metanol-agua (80-20-2.5)}.

E1 bidxido de manganeso se eliminé por filtracién y al filtrado se
le adicionaron 100 m1 de &cido sulfiirico al 10% y 22 g de dcido as
cérbico {0.125 moles). Se continud la agitacidn y se elevé la tem-
peratura hasta 45°%C durante 2 horas. En cromatografia en placa fina
Ta 3-formil rifamicina SV, presenta un Rf=0.51, utilizando como elu

yente cloroformo-metanol-agua (80-20-2.5).

Una vez terminada 1a reaccién, la solucidn se destilg, has{a que
aparecieron unos cristales rojos, los cuales se filtraron y se ob
tuvieron 14.9 g de 3-formil rifamicina SV, con un rendimiento - del

71.5%.

La 3-formil rifamicina SV funde con descomposicién a 175-177°C, su
identificaci6n se realiz6 por métodos espectroscépicos de IR, por

medio de comparacitn con el reportado en 12 literatura™ (Espectro 4)

Rifampicina: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 m1, equipado
con agitacidn magnética y refrigerante, se adicionaron 10 grames
de 3-formil rifamicina SV (0.0138 moles) y 100 m1 de acetato' de
etilo. Se agreg6 gota a gota 1.653 g de 1-amino-4-metil piperazina

(0.0152 moles) a temperatura ambiente, manteniendo la agitacién
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durante 20 minutos , la formaci6n de rifampicina se siguié por cro
matograffa en placa fina utilizando como eluyente cloroformo-meta-
nol-agua (80-20-2.5), la cual presenta un Rf=0.60 y es una mancha

de color naranja. E1 acetato de etilo fué evaporade a presifn redu
cida, hasta que tomS una consistencia de pasta y se cristalizd con

75 m1 de acetona, se obtuvieron unos s§lidos en forma de cristales
rojizos que se filtraron y lavaron con acetona frfa. Las aquas
madres se concentraron a 1/5 parte de su voldmen por medio de pre-
5i6n reducida, recuperands 0.9 gramos de producto. En total se

'oﬁtuvieron 10.3 g de producto que corresponde a la rifampicina pura;~

para un rendimiento del 90.9%.

La rifampicina funde con descomposicidn entre 183-186%C. Su identi
ficaccifn se hizo por comparacién de su IR, con el ya descrito en

la literatura quimica?? (Espectro 5)

3-[{4-morfolinilimino)metil]- rifamicina SV: En un matraz de 3 bo-

cas de 250 m1, equipado con agitaciSn mecdnica, se colocaron 90 mi
de acetato de etilo, 20 g de 3-formilrifamicina SV-(0.0276 moles),.
una vez que se disolvid, se adiciond gota a gota 2.73 m} de 4-amino

morfolina(0.0283 moles).
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E1 avance de 1a reacci6n se siguié por cromatografia en placa fina,
se utilizé como eluyente cloroformo-metanol (9-1), el producto pre-
sent6 un Rf=0.5. Se enfri6 la reaccidn a 5°C y precipité un sélido
de color naranja, el cual se filtrd y recristalizd de acetona. Se
obtuvieron 19.3 gramos de producto puro, con un rendimiento del

86.3%, el cual fundié con descomposicién a 255-257°C.

La identificacion del 3-[{4-morfoliniliming)metil]-. rifamicina SV, ..
se realizé por comparacién de su IR, con el reportado en -la

literatura™ (Espectro 6)

{S)-Rifaestradina: En un matraz bola de 25 m1, de una boca, equipadoy
con agitador magnétice, se colocaron 15 ml de acetato de etilo, 2.5 g
de 3-formil rifamicina SV (0.0035 moles) y se adicionS gota a gota
0.493 g de (S)-(-)-1-amino-2-~(metoximetil)pirrolidina (0.0038 moles),
se dej6 bajo agitacidn durante 20 minutos y se verificd el avance de
Ta reaccién por cromatograffa en placa fina, el producto mostré una
mancha de color naranja de Rf=0.40 cuando el eluyente fué cioroformo-
metanol (9-1).

La (S)-Rifaestradina, fué cristalizada de acetona-acetato de etilo,
se filtré el producto y se obtuvieron 2.68 g de un polvo naranja,
para obtener un rendimiento del 92.8%, el cual fundid con descomposi-

cion a 182-184°C y presents uma [+130 = -14.5%
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La identificacidn de la (S)-Rifaestradina, se realizé por métodos

espectroscdpicos de IR, RMNP y mnt3e. (Espectros 7, 8, 9, 10 y 11)

(R)- Rifaestradina: En un matraz bola de 25 m1, equipado de agitador
magnético, se colocaron 15 ml de acetato de etilo, 2.5 g de 3-formil
rifamicina SV (0.0035 moles) y se adicions gota a gota 0.493 g de
(R)-(+)-1-amino-2 (metoximetil}pirrolidina (0.0038 moles), cuando pasa
ron 20 minutos se comprobd la completa formacién del producto  por
cromatografia en placa fina, el cual presenta una mancha de color na-
ranja de Rf=0.42, cuando se empled cloroformo-metanol(9-1) como elu-
yente. Una vez terminada la reaccidn, se evapord el disolvente y el
producto crudo se purificé por cromatografia en columna de silica -

gel, usando como eluyente una mezcla de cloroformo-acetona (9-1).

Se obtuvieron 2.1g de producto purc, con un rendimiento del 72.7%, la
(R)-Rifaestradina es un s61ido en forma de cristales rojos, los cua-

les presentan un P.F.= 125-127%¢C y una actividad Sptica [ ][1)8 =194°,

Su identificacién se realizé por métodos espectroscdpicos de IR,

RMNP, RMN13C y UV. (Espectros 12, 13, 14, 15 y 16).
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6.2.- DETERMINACION DEL COEFICLENTE DE PARTICION
OCTANOL-AGUA (P). T

Se prepararon 30 m1 de una solucidn de rifamic{né;en:l;bctaﬁol. La
concentracién que se empled estuvo en funcién de']affifamicina en

estudio, dichas concentraciones se presentan a.‘contimuacign:- =+

Rifamicina ~“Concentracién {mg/ml)

"Rifampicina
.(S)-rifaestradina
.(R}-rifaestradina 4omgm
.3-[(4-morfolinilimino)metil]- E

rifamicina SV,

. Rifamicina S
. Rifamicina 0

.:3-formil rifamicina SV’

.-Rifamicina SV

. Rifamicina B o 0 mg/m

Diez mililitros de esa solucién se filtraron a través de Millipore

tipo HV de 0.45 micr6metros y se determing por cromatografia . de
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1iquidos de alta eficiencia (HPLC), la concentracidn del antibi6-
tico, a partir de la medicidén del &rea bajo Ya curva del cromﬁto—

grama respectivo. (Medicién A)

Por otra parte, se colocaron por duplicado diez mililitros de 1la
solucidn octan6lica en un embudo de separacidén de 150 mi y se adi-
cionaron 50 m1 de una solucién amortiguadora de fosfatos pH=7.4.Se
- invirti6 el embudo de separacitn en 100 ocasiones, aproximadamente
~~en'5 minutos, se cuid6 que la agitacién no fuera muy vigorosa con

el fin de evitar emuisiones.

La mezcla se centrifugb a 1500 rpm, durante 30 minutos. Se separd
la fase octan6lica y se filtr6 a través de Millipore tipo HV de

0.45 micr6metros y la solucidn se analizé por HPLC. (Medicién B)

La concentracién de la fase acuosa fué obtenida por diferencia, en

tre las dos mediciones A y B.

6.3.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Se pesaron 25 mg de la rifamicina en cuestifn, excepto para rifami
cina By 0 donde se pesaron 50 mg, se disolvieron y aforaron a

25 m1 con metanol.

Se tomé 1 ml de la solucidén y se afor§ a 100 ml con-una solucién




amortiguadora de fosfatos pH 6 A part1r de esta so]ucién, se:prepa

raron dos diluciones dist1ntas

" Diluci6n 1+'Se tomaron 5 ml de la so]uciéhiy‘se foraron a:100: ml
con una selucién.amortiguadora de fosfates p -

0ilucidn 2: Se tomaron 5 ml de la so]ucxdn v se afor on Sd‘mil

con una selucidén amortiguadora de fosfatos pH 6.

Se prepararon placas de medio antibidtico No. -2 DIFCO, inoculado
con Bacillus subtilis ATCC 6633, de 30 cm de Tongitud en las cua-
les se hicieron 64 zonas de aplicacién en un arreglo de 8X8, ordena

dos al azar bajo un disefio de cuadro Tatino.

Finalmente se aplicaron 0.1 m1 de cada dilucién, junto con una mues
tra estdndar de rifampicina que fué previamente diluida como el de
la muestra de la rifamicina en estudio, sobre las zonas previamente

determinadas al azar.

Se incubaron a 35°C, durante 18 horas y se midieron tos halos de
inhibicién, comparadas con los produtidos por 18 muestra estédndar

de rifampicina.
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