
oos::ro 
z 

Universidad Nacional <::; · 
Autónoma de México 

FACULTAD DE QUIMICA 

SINTESIS Y RELACIONES CUANTITATIVAS 

ESTRUCTURA" ACTIVIDAD DE ALGUNAS 

RIFAMICINAS CON PROPIEDADES 

ANTI BACTERIANAS. 

T E s s 
PARA OBTENER EL GRADO DE: 

MAESTRIA EN CIENCIAS OUIMICAS 
(FARMACIA-QUIMICA-FARMACEUTICA) 

PRESENTA 

O.B.F. CARLOS MIGUEL HERNANDEZ COVARRUBIAS 

Tf SIS CON j 
FALLA DE ORiGEN 

MEXICO. D. F. 1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



I N D LC E 

Página 

RESUMEN ··- ··-----------·_e,_'--·~~'~-- ",: .. c.;~--:cc,.:_,,~-·-----··-­
ABSTRACT ii 

OBJETIVOS 

Historia 

Estructura 

Des a rro 11 o de 

Mecanismo de acci6n 

para rifamicine.s 

Métodos cuan tite.ti vos para detenni n11r 

es truc:tura-actividad ------------------------~------.;-~ 22 



Detenninaci6n del log P y la actividad bio16gica --------~- 27 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Sfntesis de 

Sfntesis de 

Sfntesis de 

Sfntesis de 3-fonnil 

Sfntesis de 

Síntesis de 

Sfntesis de la 

Determi naci 6n de 1 

octanol-agua (P) 

Eval uaci6n de la 

Anil:lisis cuantitativo de la relaci6n 

es truct ura-acti vi dad --·-----·--- --·---·----··- _,; _____ ,~-·----"··- 48 



CONCLUSIONES ------------------------c----------~~---C----- . 51 

PARTE EXPERIMENTAL 

Rifamicina O 

Rifamicina S 

3-fomiil 

Detenninaci6n del 

Evaluaci6n de la 63 



ESPECTROS ---------- --------------------- ----------~-- -- 65 

BIBLIOGRAFIA ---- ------------------ ------ ------ -- - -- ---- 82 

* * * * * * 



Se describe. la sfntesis de algunas rifamicinas y la pre­

paración. de dos nuevas rifamicinas modificadas en la 

posición .3;f con el propósito de estudiar el efecto de los 

fa¿tores"estereoqufm1cos de ése sust1tuyente sobre la 

ai:t1~1da;d·biológica. 

La actividad in vitro de esas rifamicinas contra B<1cillus 

subtilis· fué 

modelo de Hansch, con su 

coeficiente de partición. 

dido por cromatograffa 

en la que se encontró 

buena correlación. 

Las dos nuevas rifami 

logos de rifampicina, .. 

sentaron 



·~~ ,'' ·¡, . 

The synthesis 'of ª~F\he preparation of 

two new rifam.Ycins ma<fiffeci"at>iiosftfoh 3;.are.:de'scrib'ed, 

those are analog~~-s-~'~ ~ha;~i~;in;•;th;; h~;~~JCfiffer~~t·•··•·· 
~-· - ~ ':C:,:;}.;'f<co-'" -··~-;,~·. ·-· ~;_·-~.; !~;:~-·-;-'f.-!5,- ·~~~'_:::_.!_:;•.' ;_:~\,._.·_·. 

s ubs t1 tuent - ~;h1 c:F·1Y:,éHfráJ, Jn;_order.ta' ·sttiét.Y\he ~ffect 

of s te reochemi cal fa~~~~~; of' s ubs tituent on<'.the~biÓl cigi -

- cal activity. '•Thi;'~~cmramycfn~ shoWn 'hirlh~; iií''v"1't~a 
' -,¿y:_~C;~=- -· _,_. 

activity than rifampiéin-~nd eacti other h~d 'diifer'ént 
,' .. ·., ... /·.;., ·.:· ,,·:·.·.: 

acti'lity ón Bacillus subtilis. 

The in''vitro .activity of these rifamycins ... en 

subtilis was quantitatively corre_lated, with the Hansch 

approách, to their lipophilicity", expressed by the octanol 

-water partition coefficient (P), which were measured by 

high-pressure liquid chromato!Jrap_hy (HPLCO, a_ parabolic 

dependence wa~ ob~erved with good correlation. 

ii 



1. - INTRODUCCION 

La era de los anti bi 6t i cos comenz6 hace 50 años y desde entonces, 

se han descubierto entre 5 000 y 10 000 antibi6ticos naturales los 

cuales se encuentran descritos en la literatura qufmica y se han 

preparado entre 50 000 y 100 000 análogos semisintéticos. 

El desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos ha alcanzado un 

punto crftico, debido a que el número de nuevos fármacos eficaces 

producidos en los últimos años es muy pequeño en relaci6n a las 

inversiones que se han hecho para encontrar nuevos compuestos con 

propiedades anti bacteria nas. 

En el mercado de los Estados Unidos existen un poco más de cien 

agentes antimi crobi anos de los cual es 29 son de origen natural , 

49 semisintéticos y 35 totalmente sintéticos'. Lo anterior es debido 

a que las caracterfsticas de un antibi6tico deben ser optimizadas, 

tales como espectro bacteriano, caracterfsticas farmacéuticas, es­

tabilidad qufmica, toxicidad, efectos secundarios y compatibilidad 

qufmica con otros agentes farmacol6gicos, entre otros. Frecuente­

mente, se puede optimizar una caracterfstica a expensas de otra, 

por lo que el qufmico farmacéutico debe decidir que caracterfstica 

es más importante, siendo i ndi spensab 1 e estab 1 ecer como base para 

el desarrollo de nuevos antibi6ticos, el conocimiento de las bases 

bioqufmicas de su acci6n, como son su inhibici6n de la funci6n ri­

bosomal, sfntesis de los ácidos nucléicos, daños a las membranas 
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citoplasmllticas o bloqueo de la fonnaci6n de la pared celular~ 

En la actualidad existen distintas familias de fánnacos con las ca­

racterfsticas deseadas, en los que se aprovecha el conocimiento de 

dichas bases bioquímicas. 

La rifampicina, es un antibi6tico 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

bi6ticos. Se piensa que realizar estudios encaminados a contribuir 

al conocimiento de las bases bioquímicas de su acci6n, se podrfa d! 

señar un antibiótico análogo que supere la efectividad terapéutica 

de la propia rifampicina. 

Una fonna de alcanzar ese objetivo, es con los métodos cuantitativos 

de relacion estructura-actividad, los cuales han demostrado su uti­

lidad en el diseño racional de nuevos fánnacos. 

Las ri fami ci nas son una familia de anti bi6ti cos, obtenidos por 

fennentaci 6n de cultivos bacterianos de Nocardi a medi terranei y 

por modificaciones químicas de los mismos~ Las rifamicinas son 

naftoquinonas o naftohidroquinonas crom6foras, las cuales presentan 

un puente alifático de 17 miembros, llamado cadena ansa~ 

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

las rifamicinas. 

La biosintesis del esqueleto molecular de estas rifamicinas, proviene 

del ácido 3-ainino-5-hidroxi benz6ico~ Este aminoácido inicia la for-

maci6n de un policétido por reacci6n de unidades de acetato y propio­

nato, dando lugar a la cadena ansa~ La ciclizaci6n oxidativa entre C6 

del aminoácido y el pol icétido, ya sea antPs o después de la fonnaci6n 

de la lactama, cierra el segundo anillo del núcleo naftalenoider Al 

final ocurren modificaciones estructurales secundarias, tanto en la 

cadena del policétido, como en los núcleos para formar las diferentes 

rifamicir.as conocidas ª. 
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2.- OBJETIVOS 

A pesar de que las rifamicinas han sido analizadas cuantitativamente 

en su relación estructura-actividad, estas no han sido estudiadas to­

mando en cuenta los factores estereoqufmicos del sustituyent.e en la 

posición 3, que puedan influir sobre la respuesta biológica. 

Además no se han descrito mediciones experimentales del coeficiente 

de reparto octano 1-agua, para cada una de las ri fami ci nas que se han 

probado. 

Considerando lo anteriormente expuesto, el propósito de esta tesis es 

la de contribuir al estudio del modo de acción, actividad y estructu­

ra de las rifamicinas. Para lograrlo se consideraron los siguientes· 

objetivos 

1.- Efectuar la sfntesis de varias rifamicinas, tales como: O, S, SV, 

3-formil rifamicina SV y rifampicina. 

2.- Sintetizar las hidrazonas de la 3-formil rifamicina SV con la 

4-amino morfolina, (R)-(+)-l-amino-2(metoxi metil) pirrolidina y la 

(S)-(-)-l-amino-2(metoxi metil) pirrolidina. 

3.- Detenninar la actividad antibacteriana de todos los compuestos 

que fueron sintetizados. 
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4.- Diseñar un método para l~ evaluación experimental del coeficiente 

de reparto octanol-agua, que pennita medir dicha constante para las 

rifamicinas sintetizadas. 

5.- Analizar los datos obtenidos para establecer una relación cuanti­

tativa estructura-actividad, expresada mediante una ecuación matemá­

tica. 

6.- Comparar la actividad biológica de dos rifamicinas diasteroisomé­

ricas, que muestren el efecto de la estereoquímica del sustiuyente de 

la posición 3 en las rifamicinas. 
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3. - ANTECEDENTES. 

3.1.- Historia. 

En 1959, P .. Sensi describi6 un antibi6tico fonnado por un 

complejo de ci neo compuestos bi o l6gi camente activos, denomina­

dos A, B, C, O y E~ El antibi6tico fué producido por una cepa 

de Nocardia mediterranei, proveniente de una muestra de tierra 

coleci;ada en el sur de Francia por H. Pagani, el complejo 

fué llamado Rififi, el título de una pelfcula, para más tarde 

llamarse rifomicina y finalmente rifamicina~º 

Marga 1 i th y Pagani , obtuvieron un mutante que mediante la a­

di ci 6n de 0.2% de dietilbarbiturato de sodio, producfa casi 

exclusivamente la rifamicina B. 

3.2.- Estructura. 

Las rifamicinas en general contienen 9 átomos de carbono asi­

métricos y 3 dobles enlaces carbono-carbono y el microorganís­

mo s61o produce uno de los is6meros posibles. 

Su estructura química fué elucidada por Prelog, Sensi y Dppolzer, 

mediante datos analíticos y reacciones químicas de degradaci6n:1
• 12 

misma que fué confinnada por análisis de rayos X del cristal de 

p-iodo-anilida de la rifamicina B." 
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La configuración relativa de las rifamicinas ha sido determi -

nada por análisis de rayos X y en parte por resonancia magnética 

protónica. Su configuración abso 1 uta, ha si do derivada de 1 a co~ 

figuración de uno de los productos de oxidación de la rifamicina 

B, el (+)- kido-2,6-dimetil heptanodioico, proveniente de la 

cadena ansa, por lo que se dedujo que su estructura deberfa ser 

16, 17-cis; 18,19-trans; 28-29-trans; 20(5), 21 (S), 22(R). 23(R), 

24(R), 25(5), 26(R) y 27(5)'.• La estructura se presenta en la 

figura 2. 

Figura 2.- Rifamicina B. 

Las estructura~ de las rifamicinas más usuales y que serán sin­

tetizadas en este estudio se presentan en la figura 3. 
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Figura 3.- Rífamicinas sintetizadas. 
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3.3.- Desarrollo de las rifamicinas. 

La ri fami ci na B es separada fácilmente de los demás componentes 

del medio de cultivo, debido a su naturaleza ácida(pKa=2.8 y 

pKa= 6.7) y a su buena estabilidad'~ La rifamicina B, resultó 

ser un antibiótico de interés clfnico por su actividad contra 

bacterias gram-positivas y por su baja toxicidad. Sensi, uti-

1 i z6 agentes oxidantes para obtener un anti bi ót i ca, que mostró 

mayor actividad antibacteriana, denominándola rifamicina O, que 

por análisis e 1ementa1 , presentaba dos átomos de hi dr6geno menos 

y era muy interesante, que en su espectro de infrarrojo presen­

taba una banda a 1822 cm- 1, que justificaba una ciclizaci6n in­

terna del grupo carboxilo, para formar una lactona y explicaba 

el bajo carácter ácido de la rifamicina O'~ 

Motivados por ese incremento en la actividad biol6gica, ése mis­

mo grupo de investigadores, decidieron preparar más derivados,La 

rifarnicina 0, mediante una reacción de hidrólisis en medio ácido)' 

genera la ri famicina S, la cual puede encontrarse en fonna de 

varios confónneros, debido a la flexibilidad de los ángulos en 

la cadena ansa a partir de C-28 a C-19 4 ·'~ La rifamicina S re-

sultó ser muy activa, contra microorganfsmos gram-positivos y 

Mycobacteri um tuberculosis. 

La rifamicina SV, fué obtenida por reducción de la rifamicina S, 
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con ácido asc6rbico '~ siendo fácilmente convertida en rifamicina 

S por la acci6n de agentes oxidantes por lo que pueden estable­

cer un sistema reversible de 6xido-reducci6n 'º· La rifamicina SV 

es un ácido monobásico (pKa=2. 7), su caracterfstica ácida depen­

de de la presencia de un grupo enol, por lo que puede formar sa­

les en presencia de bases, su sal s6dica es un fármaco que se 

uti 1 iza parentera lmente 21 • 

N. Maggi y colaboradores en 1967, decidieron examinar la posibi­

lidad de obtener rifamicinas-3-sustituidas de mayor actividad 

biol6gica, para lo que estudiaron la reactividad de las 3-amino 

metil ri fami ci nas SV - N ,N-di sus ti tuídas con agentes oxidantes, 

tales como el bi6xido de manganeso, posterionnente en condicio­

nes ácidas y finalmente una reducci6n con ácido asc6rbico, fué 

obtenida la 3-formil ri famicina SV, un compuesto que presentaba 

en el espectro de resonancia magnética prot6nica una nueva se­

ñal en 10.59 ppm, para un prot6n, la cual no desaparecía por 

adici6n 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 la rifampicina ·~ 
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La rifampicina result6 ser un antibiótico que era absorbido o­

ralmente y con amplio espectro antibacteriano, incluyendo a 

f:!ycobacterium tuberculosis, siendo hasta la fecha la rifamicina 

con mayor actividad terapéutica. 

3.4.- Tuberculosis y Salud Pública. 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa transmi si b 1 e y ca­

racterizada patológicamente por infiltraciones inflamatorias, 

lesiones exudativas, formación de tubérculos y fibrosis. Daña 

especialmente al pulmón, algunas veces daña al tracto genito­

urinario, sistema nervioso y al sistema óseo 24• 

La tuberculosis aún es un gran problema de salud pública en 

México. La mortalidad poi· tuberculósis en todas sus formas fué 

de 9.6 por cien mil habitantes en el período de 1979-1983, la 

la alta morbilidad demuestra que aproximadamente el 32 por cien­

to de la población se ha infectado con Mycobacterium tuberculo­

~ y si se toma en cuenta que que se presentan 34.8 nuevos ca­

sos por cien mil habitantes por año y una prevalencia de 80 ca­

sos por cada cien mil habitan tes, se tendr§ un panorama sobre 

la tubercuo 1 is is como un problema de sa 1 ud púb 1 i ca ''. 
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3.5.- Mecanismo de acción. 

La rifampici na inhibe la enzima RNA pol imerasa DNA-dependi ente, la 

cual cataliza la sfntesis de RNA. La sfntesis de proteínas se detiene 

a consecuencia de esta inhibición, bloqueando la reproducción bacte­

riana a . 

Sólo la RNA polimerasa eubacteriana y no la correspondiente a las 

células eucari6ticas contiene un sitio especffico de unión para la 

rifampi ci na, la cual actúa en concentraciones tan bajas como 8 mg/l • 

Esos experimentos explican la excelente tolerancia al fármaco a ba­

jas concentraciones, por las células humanas . 

Debido a que la RNA polimerasa DNA-dependiente no ha sido cristaliz~ 

da, el análisis cristalográfico por rayos X del complejo enzima-anti 

bi6tico no ha sido llevado a cabo, por lo que no se sabe que parte 

del f:irmaco se encuentra directamente unido. Con la excepción de los 

sustituyentes en la posición 3 del anillo de la naftohidroquinona, 

casi no puede ser alterada la estructura del fármaco, sin una pérdida 

sustancial en la capacidad de unión a la enzima. El complejo enzima­

rifampicina se disocia inmediatamente en presencia de cloruro de 

guanidina, la cual destruye la estructura tridimensional de la enzima, 

lo cual sugiere que el antibiótico no se une covalentemente a la 

enzima 'º. 
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La RNA po l imerasa DNA-dependi ente de una eubacteri a, es una protefna 

con un peso molecular de aproximadamente 500 000, la enzima de la 

Escheri chia col i consiste de cuatro cadenas de poli pépti dos, 11 amados 

alfa, beta, beta'y sigma, con una composición estequiométrica de (2-

alfa, beta, beta', sigma)••. 

Se han desarro liado cepas bacteria nas resistentes a la rifampi ci na, 

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 

rifampicina.'º 

Este gen codifica para una secuencia de 50 aminoácidos cercanos al 

centro de 1 a cadena beta del poli pépti do, la cual está compuesta de 

1342 aminoácidos . Se ha supuesto que esta regi6n de la cadena beta 

es la parte fundamental del sitio de uni6n a la rifampicina, además 

éste sitio se protege contra una ruptura proteolítica si se encuentra 

unido a la rifampicina 'º· 

La rifampicina no requiere de un mecanismo especial de penetración , 

debido a su carácter lipofílico por lo que alcanza el citoplasma vía 

un equilibrio de distribuci6n n. Mycobacterium tuberculosis, el agen-

te causante de la tuberculosis, contiene muy altas cantidades de 

lípidos en su pared celular, lo que facilita la penetración de la 

rifampi ci na. 
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Con unas cuantas excepciones, muchas ri {ami ci nas san ac.ti~as contra 

bacterias cuando aquellas son activas contra RNA polimerasa, siendo la 

excepción 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 

la pared celular"· Un caso es el de la rifamicina B que es inactiva 

frente a 1 a bacteria, pero activa frente a la enzima, si es te anti bió­

t i co se transforma a rifamici na S, su actividad aumenta notablemente •P 

Es importante ele torrar en cuenta lo anterior en el clisefo de nuevas ri­

famicinan, ~r.:i que por medio de ln rocxlificación Ce su est.nictura se 

puecla incranentar su oemeabiliclad a trav!>s de la rared celular. 

Sin embargo, recientemente se han pro pues to mecanismos de acción a­

dicional es. Uno de ellos es el que la rifamicina SV en presencia de 

iones metálicos de transición, puede sustancialmente degradar a lamo­

lécula de DNA, debido a la fonnación del radical "OH , el cual tie­

ne la capacidad de degradar a la desoxirribosa ••. 

J.6.-Estudios de relaciones estructura-actividad para rifamicinas. 

Se han llevado a cabo muchos estudios acerca de la relación estructu­

ral con su actividad de estos antibióticos. 

La metan6lisis de la rifamicina S, en condiciones ácidas dá el epoxi-
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derivado en 23 y 27, resultando ser un empuesta inactivo. También 

el 21 y 23 O-acetil rifamicina S, present6 una actividad muy baja 31
• 

La hexahidrori,famicina s muestra una actividad.muy baja en ccmoora­

ci6n a los análagos dihidro y tetrahidro, debida a los cambios que 

se producen en la conformaci6n de la cadena ansa" • 

Esas confonnaciones han sido estudiadas nnr resonancia "'3ml€tica 

nuclear para las rifamicinas S, SIJ y las 3-sustituídas. Las rifami­

c;inas presentan cuatro diferentes estereoisáreros conformacionales, 

debidos a la combinaci6n de dos rotaciones, una relativa al plano que 

contiene el doble enlace en C-28 y C-29 y la otra relativa al plano 

de la amida" . 

Magqi y colaboradores, encontraron que las rifamicinas en condiciones 

alcalinas, produjeron una desacetilaci6n t:iara dar el 25-desacetil deri­

vado, sin pfu:dida de la actividad biol6gica , junto ccn otros dos pro­

ductos: el 25-desacetil-23-acetil derivado y el 25-desacetil-21-aoetil 

derivado, ambos biol6gicamente inactivos" . 

El grupo hidroxilo unido a C-8, también es una parte e..-ncial de las 

rifamicinas, debido a que la 8-ne1:9xi rifamicina S es inactiva. Sin 

embargo, los hidroxilos de c-1 y C-4, pueden ser sustituídos por qru­

pos cet6nicos, sin p1irdida sustanci¡tl de la actividad 28 
• 

A partir de esos estudios se ouecje deducir que los requerimientos en 
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cuanto a su estructura, para la inhibici6n de la RNA polimerasa de 

la bacteria, son los grupos hidroxilos libres en C-S"C-21 y C-23, 

junto con una confonnaci6n adecuada del anillo ansa y un arreglo 

estereoqufmico bien definido"· 

Además se han rea 1 izado di versas modi fi caci ones en 1 as rifamici nas, 

principalmente en las posiciones 3 y 4. A_continu-~ci6n_ se presentan 

algunos resúmenes de los estudios más relevantes: 

~
~. . ' . . . 

1 1 
\ • R • 1 

o 

R=Cl,Br,I,CN 

~-

Actividad rélativa a rifampicina. 

Incrementando el carácter electro-

atrayente del sustituyente, aumenta 

la inhibici6n a RNA polimerasa."·.•• 

Disminuye la actividad contra gram 

negativos, misma actividad contra 

M. tuberculosis, mayor toxicidad"· 
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/R'·--., 

R= -N=CH-N : 

'\._R·· _J 

OH 

* 
: ·. 
'. R 

OH 

R= -N -N= CH- R' 
1 

CH, 

R= -CH= 

Mayor actividad contra M. tuber-

culosis, 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"· 

Actividad similar contra~ 

berculosis, mayores tiempos de 

vida media en plasma, algunos 

son más tóxicos •0
•

4
'. 
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R= -CH= NOR' 

/R 
R= - CH,- N 

1'-R' o 

Menor actividad contra M. tuber-

culos is••. 

Disminuci6n de la actividad 

in vitro y aumento de la toxici­

dad si se aumenta la 1ipofi1 id ad •>. 

Menor actividad contra M. tubercu-

losis y gram negativas. Mayor ac-

tividad contra algunas gram 

positivas••. 

- - Menor actividad contra M. tubercu-

-19-

losis, confonne aumenta la lipofi­

lidad de R y R' ••. 



/~ 
Af R' 

o-cH -coN/ Q z '-R" 

N CH,-CH,-coo ..... .. 

CH,0-;t' 

*
o 

' . ' 

" NDR 

*
OH. / ó .. 

' • + . N 

~-O 

Menor actividad contra M. tubercu-

·losis, aumento de actividad si los 

·sustituyentes aumentan su caracter 

lipofflico ••. 

Muy activa contra gram negativas, 

misma actividad contra gram posit! 

vas e inh.ibici6n a RNA polimerasa ••. 

Potencia similar, aumenta 1 a 

actividad in vitre contra M. tu­

berculosis, si se aumenta el núm~ 

ro de átomos de carbono en la ca-

dena lateral, aumentando la 

toxicidad º·~8 

Buena actividad anti bacteriana, 

no es absorbido en el tracto 

gastroiintestinal •• 
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En general se observa que si los sustituyentes fonnados en C-3, son 

más lipofflicos o su carácter electroatrayente disminuye, la capaci 

dad inhibitoria sobre la RNA-polimerasa disminuye. 

Las rifamicinas con mayor utilidad terapéutica son las 3-sustitufdas 

y particulannente las hidrazonas que puedan ser fonnadas en esa 

posici6n. 

A partir de esos estudios se puede inferir que las características 

estructurales del antibi6tico que interaccionan con la enzima y 

consecuentemente presentan una mayor actividad antibacteriana, son 

cuando en C-3 se encuentra un átomo de carbono, unido mediante un 

doble enlace a t>n átomo de nitr6geno, como puede ser una hidrazona, 

y este a su vez unido a dos átomos de carbono que finalmente se 

encuentran unidos a un elemento electronegativo como oxfgeno o nitró 

geno. Una representaci6n general puede ser escrita somo sigue: 

OH OH 

- CH = N - NH - CH2 - CH2- X 

X= Nitr6geno u Oxfgeno. 

-21-



Además es importante destacar que no se han est.ud;ado los posibles 

factores estereoquími cos que podrfan influenciar en esta parte de 

la molécula sobre la actividad que puedan presentar sobre la RNA-po-

1 imerasa 'º . 

3. 7 .- Métodos cuantitativos -par~ determinar la relación estructura­

act.ividad. 

Uno de los principios fundamentales en la química farmacéutica es la 

correlaci6n entre la estructura molecular y la actividad biológica 

que pl!eda presentar una sustancia, siendo este un camino para el 

diseño racional de fármacos más efectivos. En los años 60 se comienza 

a encontrar desrriptores adecuados de una estructure. molecular, que 

puedan ser correlacionados con la reactivide.d química de una 

sustancia dada. 

Hammett, fué el primero en enr.ontrar una correlación entre la acidez 

de los ácidos benióicos para y meta sustituídos y los descriptores 

moleculares llamados sigma'°. 

Se han desarrollado modelos matemHicos similares al de Hi111111ett, que 

correlacionan algune pr0piedad fisicoquímica de un fánnar.o con su ac­

tivid¡¡d biológica. Burger, e~tableci6 que una propiedad fisicoquímice. 

importante en la efectividad de un fároaco es la hidre>fohicidad". Por 

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

teriana ~·. 

Los métodos cuantitativos para establecer relaciones cuantitativas 

estructura- actividad (QSAR), describen matemáticamente l~ relación 

entre una propiedad biol6gica que se desea optimizar y las propied~ 

des moleculares calculadas de su estructura''. 

Uno de esos métodos es el de Hansch o de energfa libre lineal•>. Se 

basa en la hip6tesis de que el efecto de los sustituyentes sobre las 

interacciones de un Hnnaco y su receptor u otra biomolécula es de 

tipo aditivo. Esas interacciones pueden ser de tipo electrostático, 

estérico e hidrof6bico ••. 

Los descriptores moleculares de Hans ch, son las constantes lí , que 

representan el efecto de un sustituyente sobre el logaritmo del co!! 

ficiente de partición entre el 1-octanol y el agua de una sustancia 

dada( log P ). Esta variable fisicoqufmica ha demostrado que puede 

correlacionar con la actividad biol6gica, toxicidad y la distribu -

ci6n de un fánnaco "· 

Esas correlaciones pennitieron expresar matemáticamente la ecuaci6n 

de Hans ch ( Ecuaci 6n l ) . 

log( l/C) = a + b 1í + cEs + d MR + e <1' Ecuación l 
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El ténnino log ( l/C ), es la potencia relativa de un análogb, do~ 

de C es 1 a con cent ración requerida para producir una res pues ta bio-

1 ógi ca. Los ténninos lí , Es y o- , representan las constantes de 

Hansch, Taft y Hamnett, respectivamente. Los valores de los coefi -

cientes a, b, c, d y e, pueden ser determinados por un análisis de 

regresión múltiple••. 

Se ha observado que la relación entre actividad biológica y log P, 

no es necesariamente lineal, por lo que se ha propuesto una ecuación 

f., que contiene únicamente los ténninos lí y lí 2 , lo que pennite 

calcular un log P óptimo, conocido como log Po.••. 

log (1/C) a + b lí + c lí 2 + d E + e MR + F o-s 

Ecuación f. 

El método de Hansch puede además ser estudiado estadfsticamente, con 

el fin de diseñar nuevas series que reducen el número de análogos 

requeridos para ser investigados. Actualmente éste método se ha uti 

lizado para la detenninación de sustituyentes que puedan ser bioisó~ 

teros, en el mapeo de receptores y estudiar diversos parámetros far-

macoci néti cos e2. 

Las principales ventajas de éste método es que a través de la extr2 

polación de correlaciones encontradas entre parámetros estructura-
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les y la actividad biológica se puede proponer la síntesis de deri­

vados con mayor actividad. Asimismo evita la síntesis y evaluación 

biológica de derivados con la misma actividad y se encuentra en la 

posibilidad de confinnar o rechazar la hipótesis de un modo de 

acci 6n ". 

Sin embargo, éste método presenta varias limitaciones, como es que 

no siempre se puede predecir correctamente la actividad de un nuevo 

análogo y que es todavía incapaz de transferir un descriptor' molecu­

lar a un di agrama de tres dimensiones ••. 

En cuanto a las rifami ci nas, es tas han si do, estudiad as mediante los 

métodos cuant ita ti vos de rel aci on estructura-acti vi dád con buenos 

resultados. 

Barbare et al, realizaron uno de los primeros estudios para relaci~ 

nar el carácter l i poffl i co y la actividad anti bacteriana de algunas 

rifamicinas contra S. aureus ••. La propiedad fisicoquímica que 

fué utilizada para describir su estructura fué la detenninación cr9 

matográfica del Rm para cada una de ellas, el cual es el logaritmo 

de: [(1/Rf) - 1 ] 00,•1, utilizando como eluyente acetona al 39% en 

agua. Los resultados mostraron una relaci6n parabólica entre el Rm 

y el valor de log l/C, detenninando la ecuación l 
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lag l/C 0.370 Rm - 1.659 Rm2 + 4.012 Ecuaci6n l 

Más tarde otro grupo de investigac16n evaluaron la actividad de 76 

rifamicinas contra S. aureus y fueron correlacionados cuantitativ!! 

mente con sus va lores de Rm, donde fueron encontradas tres correl a­

ciones parab6licas distintas para tres series estudiadas 12 • Se pr!! 

puso en ese estudio la ecuaci6n ~ que expresa una correlaci6n g~ 

neral y que confinna que la actividad contra S. aureus por parte 

de las rifamicinas 3 y 4 sustituidas, se debe principalmente a la 

capacidad qt•e tiene la molécula para penetrar a la bacteria. 

lag l/C -0.84 Rm2 - 0.18 Rm + 8.02 Ecuaci6n ~ 

Sin embargo, también se observó en ese estudio, que la actividad i~ 

trínseca de las rifamicinas, como la inhibici6n a la RNA-polimerasa 

DNA-dependi ente, fué sustancialmente independiente de la l i pofi l i­

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 2_ y§. para esos compuestos también mostra­

ron que la actividad es una funci6n parab61 ica de lag P . Dos ami­

das de la rifamicina B fueron sintetizadas y evaluadas posterior­

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

-26-



cciones resultaron ser correctas, cuando se midió su actividad anti 

biótica en cinco de seis experimentos realizados••. 

lag l/C = 0.27 lag P2 - 0.62 lag P - O.IS : Ecuación .§. 

lag l/C 0.03 lag P2 .+ 0.41 lag P + 0.76 Ecuación~ 

Es importante men¿i onar que en los estudios realizados, donde se 

utiliza el coeficiente de reparto octanol-agua, se parte de un solo 

valor experimental de una rifamicina y los valores de las demás rif~ 

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

También se han utilizado otros descriptores estructurales para las 

rifamicinas, tales como las constantes de entropfa para cada susti­

tuyente, obteniéndo excelentes correlaciones••. 

3.8.-0eterminación del lag P y la actividad biológica. 

El sis tema octano 1-agua, ha demostrado una gran utilidad en los est~ 

dios de relaciones cuantitativas estructura-actividad. El 1-octanol 

es un cornpues to que funciona corno rnode lo de los componentes l i pídi -

cos de la membrana celular. 

La detenninación del coeficiente de partición octanol-agua (P), por 

medio de los métodos convencionales, resulta ser dificil de rea­

lizar y especialmente para compuestos que son escasamente solubles 
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en agua, por lo que se han desarrollado métodos cromatográficos para 

detenninar el coeficiente de reparto (P), de un fánnaco ••. 

Nahum y Horvath, utilizaron la cromatograffa lfquida de alta resolu­

ci6n(HPLC), para detenninar los coeficientes de reparto octanol-agua, u­

tilizándo una sustancia como referencia interna de coeficiente de parti­

ción conocido, la cual debe ser similar a la sustancia de interés••. 

Con respecto a la evaluaci6n de la actividad antibacteriana, existen dos 

métodos que son frecuentemente empleados : el de difusión en agar y el 

del método de tubo. Las bases de ámbos métodos es la comparación 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 

estándard y la otra es una muestra cuya actividad será detenninada ••. 

Se ha establecido que de los dos métodos, el del ensayo de difusión en 

agar es más cxmfiable , debido a que es un ensayo biológico donde 

existen diversas variables fisicoquímicas en las que se utiliza a un 

mi croorganfsmo como indicador ; muchas de 1 as variaciones observadas son 

debidas a descuidos en los aspectos fisicoquímicos y no por una varia -

ción de orden biológico••. 

Para el caso específico de las rifamicinas, se ha probado que la evalu!! 

ci6n biológica es independiente del método utilizado••. 
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El método elegido para analizar tanto la actividad biológica, como 

para detenninar el coeficiente de reparto P, traerá como resultado 

una mejor ca 1 idad de los da tos bi o 1 ógi cos, grado de varianza en los 

resultados y una buena relación del tiempo necesitado para la sínte­

sis y las pruebas biológicas. 
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4.- RESULTADOS Y DISCllSIQN 

Con el ffn de analizar el comportamiento cuantitativo de la relación 

estructura-a~tividad· de algunas rifamicinas, 'se si,ntetizaron varios 

de es tos anti bi ót i cos que posteriormente fueron eva 1 uados bi ol ógi ca y 

fisi coqufmi camente: 
,.- .. ,., 

Las sfntesis real hadas fueran la; ~iguieííf~s:-

4.1.- Sfntesis de rifamicina 'o: 

Existen varios métodos sintéticos reportados. El primeramente descrito 

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

de peróxido de hidrógeno, con un rendimiento del 60% ·~ 

Uno de los métodos m~s recientes es el de Seons y Han, donde utilizaron 

bióxido de manganeso corno oxidante, como se puede observar en la figura 

No. 4: 67 

o 

Mn O, :Q· 
o o 

4 o 

o-cH,-COOH 

Figura 4. 
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En es te trabajo se utilizó e 1 método anterior, donde se obtuvo un ren­

dimiento del 89.4%, similar al reportado (87%). 

4.2.- Sfntesis de rifamicina S: 

Sensi, describió una sfntesis a partir de rifamicfoa O, p~rmedio de 
;:..,..:··-·_,,_, 

ácido clorhfdrico "· 

Esas reacciones de hidr6lisis también pueden ser llevadas a cabo con 

ácido sulftírico y a distintas temperaturas, con -oue~os resultados••. 

Seons y Han reportaron una sfntesis a partir de la rifamicina B con 

bi6xido de manganeso y posterior hidrólisis con ácido clorhfdrico, pa­

ra obtener rifamicina S con un rendimiento del 91% •1
, la cual se esqu~ 

matiza en la figura 5. 

OH 

:* Mn 02 H C 1 

o-cH,-COOH 

Figura 5. 
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La sfntesis de la rifámidna S, se.reaÚz6 por el método anterior con . ,_, 

un renrlimi ento del· 89.1%;_·.;. 

4.3.- Síntesis de rifamidna SV: 

La rifamicina SV ha sido sintetizada a partir de rifamií:ina S, por medio 

de una reducci 6n con ácido asc6rbi co 11. 

Posterionnente se publicó una técnica que reportaba un rendimiento del 

78% 0! 

En esta tesis se realizaron estudios encaminados en aumentar el rendimien-

to de esta sfntesis, variando la cantidad de disolvente y la relaci6n de 

agente reductor. Finalmente se encontraron las condiciones oue permitie­

ron obtener un rendimiento del 86.6%, superior al descrito en la litera­

tura química. La síntesis se representa en la figura 6. 

OH 

ACIDO 

ASCORBICO 
.. 

* OH 

Figura 6. 
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4.4.- Sfntesis de 3-fonnil rifamiclna SV: 

La 3-fonnil rifamicina SV, fué sintetizada a partir de una oxidación con 

bi 6xido de manganeso de 1 as N ,N-di sustituf das-3-ami no met i1 ri f ami ci na 

sv 22 • 

En 1969 se reportó la síntesis de esta rifamicina a partir de rifamicina 

S con cantidades equimoleculares de fonnaldehfdo y terbutilamiPa en pre­

sencia de bióxido de manganeso, para finalmente ser reducida con ácido 

asc6rbico en medio ácldo ••. 

Para sintetizar a la 3-fonnil rifamicina SV, se siguió el método anterior 

con un rend imi en to de 1 71. 5%, di cha sfntesi s se presenta en la figura 7. 

. . 

*
~ 

·: ·. 

o 

-i-NH2 

HCHO 

~ T . ·YiY~:i 
'-~\ 

Figura 7 .70 

4.5.- Síntesis de rifampicina: 

·~·OH\ 
ACIOO 

ASCORBICO ... o 
... -:?º 

OH 

Maggi y colaboradores, describieron la sfn'tesis;d~,1a+Hámpicirrn, la 

cual es una hidrazona obtenida a partird~ la 3~t'61lni1 rif~idna SV Y 



la 1- amino-4-meti.l piperazina son un rendimiento del 90%, como se 

puede observar en la fi9Ura 8.2 • 

Figura 8. 

Posterionnente fueron patentados los procesos sintéticos para obtener 

rifampicina a partir de rifamicir.a s. de m.anera directa 71 ••72 

Con el prop6s i to de obtener a la rifampi ci na, se sigui 6 el método de 

Maggi, la cual es una reacci6n rápida y se obtuvo un rendimiento del 

90.9%. 

4.6.- Sfntesis de 3-[(4-morfolinilimino)metil]rifamicina SV: 

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

tintos derivados de las rifamicinas incluyendo a la 3-[(4-morfolinilim..!. 
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no)metil]rifamicina SV, la sfntesis se realiz6 utilizando tetrahidrofu-

rano como disolvente y recristalizando de acetona"· 

Para obtener este producto, se hizo a partir de la 3-formil rifamicina SV 

con 4-amino morfolina, utilizando corno disolvente acetato de etiloyise. 

recristaliz6 de acetona, para obtener un rendimiento del 86.3%. La sfn­

tesis se representa en la figura 9. 

·Á .. 
··~º 

OH 

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

...#oº""· ~º N- N 
',, ~ 

OH 

Figura 9. 

La (S)-Rifaestradina, se prepar6 formando la hidrazona de la 3-formil 

rifamcina SV con la (S)-(-)-J-amino-2-(metoxirnetil) 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 la (S)cRifaestradina, asf como sus constantes ffsicas 

y espectrosc6picas se indican en la Tabla l· 

El espectro de .infrarrojo, pr~sent6 bandas de absorci6n a 3450, 2968, 

1718, 1645, 1718, 1522 /125¡ cm~ 1 • caracterfsticas para las rifamici­

nas . El espectrCJ cÍ~ Ü1fr~vióiet~, pr~sent6 máximos de absorci6n • ~ :•• • .. -_·_,.-_ .. _ .>;-~• ~- > "T:•'.,-'_" 
246 Y 341 nm; q~~ siiW':!"On l,a pres~ncia de un crom6foro del tipo de 

la ri fam.pi ¿i~a 7~~~· ' 

Con lo·anteriomiente expuesto se confirma que el rro1116foro hidroquinoj_ 

de defa (S)-Rifaestradina, permanece inalterado. 

Por otra parte, la (S)-Rifaestradina es una molécula similar a la 

rifampicina, la diferencia entre ambas estriba en el sustituyente de 

la posici6n 3, en la rifampicina es un núcleo de 4-meti.1 piperazina y 

en la (S)-Rifaestradina es un núcleo de (S)-(-)-2-(metoxi metil)pirro-

lidina~' 

Las señales en RMNP en conjunto con el espectro bidimensional COSY 

(Espectro 9), permitieron confirmar al núcleo de la 2-(metoxi metil) 

pirrolidina como sustituyente en la posición 3, el singulete a 3.38 ppm 

para el metoxilo, el multiplete a 3.4 ppm para los hidrógenos de C-2' y 

C-5', el multiplete a J.95 ppm para los protones de C-3' y C-4' y los 

multipletes a 3.05 y 3.35 ppm para los protones de C-6'. 
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TABLA!·· ConHanlf"s fhtcu y espectrC1scdptcu 

de 1.t (S)·Rtfaestndlna. 

P.F. : 182-1B4°C (descomposlcl.3n) 

[-<J
18

• -14.5° 
o 

Tiempo de retencl6n HPLC: 1.87 s. 

HtOH 
UY).. • 246, 341 ... 
lRJ lllU: 3450. 2968. 2928, 1718, 1645. 1562 •. 1522, 1456,.1417, 1376, _1331 0 1251 {Espectro 7) 

""'' (300 HIU, , ClJCl3): ·D.3(3H,d,J•7,CH3-34); 0.65(3H,d,J•7,CHJ"33)¡ D.8(311,d, 

J•7 ,CH331) ¡ 1.0(JH,d,J•7 ,CH3-J2)¡ 1. 35(1H ,ddq,J•lO ,l.5 ,7 ,H-26) t l. 55( lH,ddq ,J•lO, 

1, 7 ,H-24 )¡ l. 7 (IH,ddq ,J•l ,1.5 ,7 ,H-2Z) ¡ l.82(3H.s ,CH3·13)¡ l. 95(4H,m,CHz-3' ,Cll2·"); 

2.07 (JH,s ,CH3-JO}; 2 .15{3H,s ,CH3-36}; 2. 2(JH,s,CH3-14); 2. 35(1H ,ddq ,J•S.9 ,7 ,H-20) t 

3.05( IH,m,Hl-6') f J.05(JH,s ,CH:¡·37 )¡ J, 1 (lH,dd.J•l .S,10,H-23); 3. l!"a( lH ,m,Hb-6'), 

J.J8(JH.s. .CH3·7') i 3. 40(3H,m,H-2' ,CHz-5' h J.45( lH.dd ,J•t .s ,7 ,H-27); J. 6-3.8(2H. 

s. ,OH-21,0H-22)¡ J, 75(1H ,dd,J•9.1,H-2 l); 4. 95(\H ,dd ,J•l, ll ,H·25); 5.1 (lH,dd ,J•7, 13, 

H·Z8)¡ 5.9(1H,dd,J•l5,5,H-19)¡ 6.24(1H,d,J•l3,H·Z9)¡ 6.4(1H,dd,Joll,7,H·l8)¡ 6.5 

(lH,d,J•ll,H-17)0 7.8(1H,s,-CH•H-)¡ 11.BS(lH,s.-HH-); 13.22(1H,s,OH-l,OH-8,0H-4). (Espectn:is 8 1 9) 

R17i 13t(300 HH1, , Clltl 3): 7.45(C-14); 8.51(C·33)¡ 8.96(C·J4)¡ ID.7Z(C-32), 17.35 

(t-31 ); Z0.66, 20.98 (C-30, C·36)¡ 21.63(t-13)¡ Zl.8Z(C·3')¡ 26.81(C·4'); 33.26(C-Z2)¡ 

37.42(C-Z4)¡ 38.2Z(C-ZO)¡ 39.66(C-26)¡ 47.96(C·5');56.94(C 37); 59.26(C-7'); 61.85 

(C·Z')¡ 70.47(C-21); 74.23(C-6'); 74.36(C-Z5); 76.74(C-23,C·27)¡ 104.5Z, 105.3Z 

(C-9,C-Z); 108.83(C-12)¡ 111.74, llZ.24(C·3,C-5)¡ 117.68(C-10)¡ 118.47(C-Z8)¡ 

1l9.85(C·7); IZ3.53(C·l8)¡ 129.9(C-l6); 134.35(-CH•H·)¡ 134.35(C·l7); 138.46(t-1); 

U2.09(C·29); 142.BB(t-19)¡ 146.61(C-4)¡ 169.19, 169.8Z(C·8,C·15)¡ 17Z.02(C-35)¡ 

174.29(C0 6)¡ 194.93(C·ll). (tspectros 10 1 11) 



Las 7 señales observadas en RMN13c a Gl.85 .ppm(C~2'), 21.82 ppm(C~3'), 

26.81 

consistentes con la estructura de dicho 

en la literatura. 

4.8.- Sfntesis de la (R)"Rifaestradina. 

La (R)-Rifaestradina, se.sintei:iz6 fonnando la hidrazona de la 3-fonnil 

rifamicina SV con la (R)-(+)-l-amino-2-(metoximetil)pirrolidina, en ac~ 

tato de etilo y purificada por cromatografía en columna, con un rendi-

mi en to del 72. 7%. 

La estructura de la (R)-Rifaestradina, asf como sus constantes ffsicas 

y espectrosc6picas se indican en l~ Tabla _g_. 

La (R)-Rifaestradina present6 los mismos espectros de infrarrojo y ultra­

violeta que para la (S)-Rifaestradina, que indicaron su relaci6n de isQ 

meros. Sin embargo las propiedades de uno y otro, tal es como punto de 

fusión, artividad óptica, tiempo de retención en HPLC y Rf, son comple­

tamente distintas, lo que indica su naturaleza de diasteroisómeros. 
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TABLA 1..·· Con1.Unt•~ fhlcu y espectroscdplcH 

de h (R)·Rlfautradlna. 

CH,O 

P.F,: 125-127ºc 

[-'1)
18

• + 194° 
o 

Tiempo de retl!ncldn HPLC: 5.2 s 

HeOH 
11/ ~ : 245, 341 ... 

O
' .. 

N·N 
~ .. 

,· .. ~;.CH,-O-CHa .. ,. 

RHHP (300M>U. • COCI 3l: ·D.3(3H,d ,J:7 ,CH3:3~)/o::65(3~'.~ • .i-1:c~:·3j¡¡ o;8(3H ,d. 

J•7 ,CH3·31'): l .0(3H,d ,Jo7 ,CH3·31); · 1_. 35( iH;ddq ,,i:fo, 1_;·s,l ,H:26); 1.6(1H,ddq ,J;lD, 

1.7. H-24) i t. 75( lH,ddq ,J•l ,1.S .1 .H-22); 1~ 8(3H~s.CH(IJ); 1: 95(4H,m.CHz-l' ,CH2·4'}; 

2 .07(3H,s .CH3-JO);. 2.15(3H,s ,CH3-36) i 2.2(3H.s ,CH3-14)f .2. J(1H 1ddq,J•5,9 07 .H-20}¡ 

J.05(1H 0111,H1 ·6'), J.05(JH.s ,CH3-J7); 3.1 (lH,dd ,J•l, 5, 10.H-23); 3.4 (111,m,Hb ·6') ¡ 

J. 42 (lH,s ,CH3·7'); J. 35 (JH,m.H-2' ,CH2·S 1
) i J. S( lH,dd,J•l. S, 7 ,H-27 )¡ J.5·3.6S(2H, 

s .OH-21,0H-22) o J.75( lH ,dd ,J•9, t .H-21) o 4. 95( 1H,dd,J•l 0 l l 1 H-2S)o 5. 9(1H,dd ,J•l5 ,5 • 

H-19h 6. 24{1H,d ,J•13,H-29)o 6,J6(1H,dd ,J•ll .7,H·16); 6. 4{1H,d,J•11,H·17) ¡ 7 .95 

(tH,s,·CH•N-); 11.9(lH,s,NH); 12.65·13,2S(Jll,1. 00H-l,OH-4,0H-8). (Espectros ll, 14) 

rut<13C (300"'1, ,COC1 3): 7.51(t-14): 8.81(C·33): 8.91(C·34): ll.OO(C·31): 17.31 

(C·31)¡ 10.75(C·30,C·36)¡ 21.48(C·l3): 11.06(C·3')¡ 27.ll(C·4'): 33.J1(C-21): 

37 .J2(C·24)¡ 38.26(t-1D): 39.57(t-1o): 49. 85(C·5' )¡ 57 .14(C·37): 59.19(C·7' )¡ 

6J.54(C·2'): 7D.77(t-11); 74.14(t-6'): 74.43(C·15): 76.81(t-13,t-17): 104.45,105.76, 

(C·9,C·1)¡ 108.75(C·l1): 111.37 (C3·C·5 )¡ 118.03(C·10)¡ 118.13(MO): 120. 09(t-7)¡ 

121.92(C·18): 119.93(C·16): 134.54(-CH•H·): l34.54(t-17): 138.43(c-t): 142.16, 

141.53(C·l9,t-19)¡ 147.39(C·4): 169.06,170.90(C·8,C·15)¡ 172.23(t-35): 174.46 

(C·6); 195.45(t-ll ). (Espectros 15, 16) 



Las señales en RMNP fueron asignadas y confinnadas mediante experimentos 

de tipo COSY (Espectro14), que revelaron la presencia del núcleo de la 

2-(metoximetil)pirrolidina en la posici6n 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-5', un multiplete a 1.95 ppm para los hidrógenos de C-3' y C-4' y 

finalmente los multipletes a 3.05 ppm y 3.4 ppm para los protones de C-6! 

Por otra parte, las señales en RMN 13c a 63.54 ppm(C-2'), 22.06 ppm(C-3'), 

27.11 ppm(C-4'), 49.85 ppm(C-5'), 74.14 ppm(C-6') y 59.19 ppm (C"7'), in­

dican la estructura del sustituyente de la (R)-Rifaestradinal• 

Con esta infonnaci6n, se asign6 la estructura de la (R)-Rifaestradina, la 

cual es un compuesto nuevo. 

La detenninaci6n de los coeficientes de partici6n octanol-agua (P), de 

los derivados anterionnente descritos se describe a continuaci6n: 

4.9.- Determinación del coeficiente de partici6n octanol-agua (P). 

Considerando que e 1 coeficiente de parti ci 6n octano 1-agua, es una cons­

tante de equilibrio que solamente puede ser aplicable en soluciones diluí 

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

El uso de la cromatografía de lfquidos de alta eficiencia (HPLC), ha 

venido a solucionar en gran parte las dificultades anterionnPnte men­

cionadas, debido a su alta eficiencia, rapidez y sensibilidad'"· 

En base a esas consideraciones, se desarro 116 en es ta tesis un método 

anaHtico que pennitió valorar los coeficientes de partici6n (P), por 

medio del uso de la cromatografía de li"quidos de alta eficiencia. 

Se detenninaron las concentraciones del antibiótico entre el 1-octanol 

y agua (Buffer fosfatos pH•7.4) 79 , realizando la distribuci6n por los 

métodos convencionales"· 

Las concentraciones fueron evaluadas únicamente en la fase octan6lica, 

por medio de técnicas de HPLC. Se detenuin6 la co~centraci6n del anti­

biótico en el 1-octanol, antes de efectuar la distribuci6n y despúes de 

esta, la diferencia entre esas dos mediciones debería ser la concentra­

ci6n aproximada en la fase acuosa. 

El coeficiente de partici6n (P}, fué calculado a partir de la ecuación 

z.·• 

P = ___ w~1~'-v_1 __ _ 
Ecuaci6n z. 

(W-W1) ! V2 
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donde: 

w
1
= cantidad de ri fami ci na en octano 1 , después de extraerla. 

W = cantidad de rifamicina inicial en octanol. 

V 1 = vol úmen de octanol. 

v2= volúmen de agua. 

La diferencia W-W 1, es la cantidad de rifamicina en la fase acuosa. En la 

Tabla 1_, se presentan los resultados obtenidos bajo estas condiciones. 

La mayorfa de los resultados obtenidos, no han sido reportados previame_!l 

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 determinó bajo condiciones experimentales similares. 

Sin embargo, el método desarrollado no fué capaz para determinar el coe-

ficiente de partición octanol-agua de la rifamicina O, debido a su 

escasa solubilidad en agua. 

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

derivados fueron evaluados con respecto a su actividad antibacteriana. 

4.10.- Evaluación de la actividad antibacteriana. 

La evaluación de la actividad antibacteriana, se realizó mediante un ensayo 

biológico de difusión en agar. 
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El ensayo se realiz6 para todos los derivados obtenidos con un inóculo de 

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

ción y dilución descritos en la USP XXII"· 

Por otra parte, con el ffn de minimizar la variabilidad de la respuesta 

en estas pruebas, se decidió aplicar la muestra de antibiótico al azar 

por medio de un diseño de cuadro latino ... Los resultados obtenidos para 

cada rifamicina sintetizada, se reportan en la Tabla l y están expresados 

en ntnol/ g de rifampicina estándar. 

A partir de esos resultados se puede observar que la introducción de un 

grupo fuertemente polar, como en la rifamicina B, trajo como resultado 

que la molécula presentara una actividad biológica demasiado baja. Por 

otra parte, la rifamicina O, que no presenta dicho grupo polar libre, pre­

senta una mejor actividad biológica con respecto a la rifamicina B, debido 

a que la permeabilidad de la membrana bacteriana se ve di smi nuída para 

moléculas con grupos polares. 

La actividad entre la rifamicina S y SV fué prácticamente igual, lo cual 

confirma el hecho de que los hidroxilos de C-1 y C-4, pueden ser sustituí­

dos por grupos carbonilos, sin una pérdida de la actividad••. 
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TABLA 1_.- Eval.uaci6n .del coeficiente de. reparto (P) y 
- . ~ . 

~ctiVidad mi<;robiol6gica de rifamicinas. 

Rifami ci ná: Actividad .Mi crobiol6gica 

29.804 ( 153.3 ) • 

3- formi, 
ri fami ci na SV 

'~·.· ... ·.·.······OH ....... · . 
. ,'---.,--·- _- ·-·' ·o· \ . ~o 

17.747 ( 705.1 ) 

OH 

OH /. 

Rifampicina 
• N-t/ ·.· ~N 
.. ~ . 

14.526 ( 1205.6 ) 

-- .----- ----

OH 

(R)- *7N-No 
OH CH,-O-CH, 

Rifa es tradi na 
12.590 ( 1664.2 ) 
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(S)-

Rifa es tradi riá 

·~OH/•· 

..
.. , .. ·.:.··. ·.·.º··.··.··.··.······.·.·.· .. ·.·• . N- Np. \ •. : ..... -::?" . 

..•.. oi'.t·· ··•• .. 
• •·. ·· · CH,-O-CH, 

11.416 ( 1936.4 ) 

:;~::~:;:::;, '·~,-( '-'J 10.801 ( 1815.6 ) 

ri fami ci na SV OH · 

Ri fami ci na SV 

;.»·OH.• 

·.· .. ····.··º··.········ .. \ 
\'\ ... - ', 

. ·oH . 

1.391 ( 161.7 ) 

Ri fami ci na B *
OH• 

' 
-- - - __ ·, --·~-

\ 

0.241 ( 9.2 ) 

o-cH.-cooH 

Ri fami ci na O - ( 56.7) 



La 3-fonnil rifamicina SV, present6 una actividad biol6gica mayor con 

respecto a la rifJmicina SV, posiblemente debido a que en aquella exi.§. 

te un grupo carbonilo que puede fonnar un puente de hidr6geno con el 

grupo -NH- de 1 a cadena ansa, que posi b 1 emente genere una nueva confor­

maci6n· que facilite su pasoa través de la membrana bacteriana••. 

Para los antibi6ticos: 3[(4-morfolinilimino)metil]rifamicina SV, rifampi­

cina, (R)-Rifaestradina y (S)-Rifaestradina, se present6 la mayor activi-

dad antibacteriana, los cuales presentan tm grupo electroatractor que 

se encuentra conjugado con la naftohidroquinona. Estos resultados son 

ronsistentes con la observaci6n reportada de que si se incrementa el ca­

rácter P.lectroatrayente del sustituyente de la posici6n 3, aumenta la 

inhibici6n 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 oxígeno de la morfolina y el del grupo metoxi­

metil se una más fuertemente por medio de un puente de hidr6geno(-O: ---H-0) 

y produzca una inhibición más marcada sobre la RNA-polimerasa, comparado 
+ 

con el que puede fornier el hidr6geno prot0nado de la piperazina (-N-H ---:O-) 

sobre N-4, el cual es de naturaleza más débil, además por una posible inter-

acci6n dipolo-dipolo que favorezca la uni6n no covalente entre la enzima 

y el fánnaco, siendo estas proposiciones consistentes con las hip6tesis do 

Arara y con otros est11dios previos ' 4·'° . 

Es muy interesante observar que de los dos estereois6meros sintetizados, 

-46-



la (R)-Rifae~.tradina y la (S)-Rifaestradina, presentan actividades 

cualitativamente diferentes, lo cual demuestra que la quiralidad de 

un fármaco puede ser muy importante, debido a la naturaleza asimétrica 

de las biomacromoléculas~• 

La distinta afinidad que presentan es te par de di asteros i 6meros frente 

a la RNA-polimerasa de Bacillus subtilis, indica la importancia de la 

orientaci6n espacial del sustituyente de la posici6n 3, influenciada 

además por interacciones no covalentes como son los pueptes de hidr6-

geno 82• 

Por otra parte, es importante seña lar que no se habían hecho estudios 

que demostraran la importancia de la estereoselectividad en el susti­

tuyente de la posici6n 3 de las rifamicinas. 

Una vez llegado a este punto, es oportuno destacar que el mayor prob1.!!_ 

ma en un análisis de estructura actividad es la complejidad de un sis­

tema biol6gico. Una acci6n fannacol6gica es el resultado de una rea -

cci6n en varios pasos, por lo que están involucrados varios equilibrios 

y general mente uno de ellos puede limitar di cha acci 6n farmacol 6gi ca 01 • 

En el caso de las rifamicinas, inhibidores enzimáticos antibacterianos, 

el problema se limita a la acci6n sobre la bacteria en un medio de 

cultivo y sobre la enzima aislada, por lo que los posibles pasos dete.r. 
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mi nantes en su acci 6n fannaco 16gi ca se pueden redur.i r a: l )La per­

meabilidad de 1 a membrana bacteriana y 2) Una uni6n es tereose lectiva 

a la RNA-pol imerasa. 

4.11.- Análisis cuantitativo dP la relaci6n estructura-actividad. 

Una vez obtenidos los datos sobre la actividad biol6gica y la medici6n 

del coeficiente 'd,e repartÓ octanol-agua, se procedi6 a correlacionar 

esas dos variables. La grMica obtenida, puede observarse en la figura 

10. 

En esa figura se puede observar una clara correl~ci6n parabólica entre 

la actividad biol6gica contra Bacillus subtilis y el carácter lipoff­

lico de la rifamicina, lo cual es consistente con lo reportado en 

la literatura ••,•1• 

PostErionnente se grafic6 y analiz6 los valores logarftmicos de ambas 

variables por medio de un análisis de regresi6n lineal, de donde se 

derivó la ecuación .!l.· 

Log l/C = -2.642 P2 + 3.228 P + 2.141 Ecuación .!l. 
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Este análisis report6 una desviaci6n estándar de 0.159, indica una 

buena correlaci6n entre ambas variables y a la vez se pudo observar 

que l ~s condiciones experimental es fueron adecuadas para la realiza­

ci 6n de las relaciones cuantitativas estructura-actividad 

Asimismo se report6 un valor de log Po = 1.05, el cual puede usarse 

como referencia para diseñar nuevos análogos de la rifampicina. 

La desviaci6n estándar es similar a la reportada en los estudios ant,g 

rieres , sin embargo el. log P0 no pudo compararse debido a que el 

que fué reportado por Quin y Oriscoll , fué reportado para amidas de 

la rifamicina B 
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S.- CCNculsI<l'lES 

1.- En este estudio se sintetizaron las siauientes rifamicinas: Rifa­

micina O, Rifamicina S, Rifam.icina SV, 3-formil rifamicina Sil, 

Rifamnicina, 3- (4-norfolinilirnino)rretil rifamicina SV, (R)-Rifa­

estradina y la (S)-Rifaestradina, siendo estas dos últimas dos 

rifamicinas no descritas en la literatura. 

2.- Cl'.m el o~sito de determinar el coeficiente de renarto oara las 

rifamicinas sintetizadas, se desarrol16 un rrétodo aue ennlea a la 

c:rcrnatoqraffa de Hauioos de alta eficiencia (ID'I.C) , el cual es 

eficiente y presenta la ventaja de aue la muestra no debe ser nece 

sariamente oura. 

3. - la determinaci6n de ia actividad antibacteriana se realiz6 contra 

Bacillus subtilis, rrediante la rretodoloqfa descrita en la lJSl' XXII 

y adern1is tratada nor un disero de cuadro latino, el cual disminuye 

el riesqo de lecturas err6neas. En r¡eneral se observ6 que la activi­

dad encontrada fu!l similar a las reoortadas. 

4.- En qeneral la (R) y la (S)-Rifaestradina, rrostraron un 001IDOrtamiento 

físico y qu.llnico característico nara una nareja de diasteroisáneros, 

por lo que era de esnerarse crue su actividad biol&¡ica entre 



ellos fuera distinta. Dicha diferencia está influenciada por 

interacciones no covalentes y por factores Pstéricos y que 

finalmente demostró 1 a importancia de 1 a es tereosel ect i vi dad 

en el sustituyente de la posición 3 de las rifamicinas. 

5.- Al realizar las relaciones cuantitativas estructura-actividad,se 

observó una dependencia claramante parabólica entre la actividad 

antibacteriana contra Bacillus subtilis y su lipofilidad, por 

lo que se desarrolló una ecuación que describe matemáticamente 

dicho comportamiento. 

***** 



6.- PARTE EXPERIMENTAL 

Los análisis cromotográficos en capa fina se efectuaron siguiendo 

la metodologfa convencional utilizando placas de vidrio recubier­

tas con Sflica-Gel 60 F-254 de Merck. utilizand0 vados sistemas 

de el uyentes. 

La cromatograHa en columna se realiz6 sobre Sflica-Gel 60 (0.04-

0. 063 ITl11) de Macherey Nagel. 

Las constantes físicas y espectrosc6picas fueron detenninadas en 

los siguientes aparatos: 

Los puntos de fusión se detenninaron en un aparato Fisher-Johns y 

no se encuentran corregidos. 

Los espectros de IR fueron realizados en un instrumento Perkin -

Elmer Mod. 599B en pastilla de KBr. (Facultad de Química UNAM) 

Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrofot6metro UV -

Perkin-Elmer Mod. 202. (Facultad de Química UNAM) 

Los espectros de RMNP y RMN13c, se determinaron en un aparato 

Varian VXR-3005, utilizando como disolvente CDCl 3 y como refe­

rencia interna TMS. Los despl azami entes químicos están dados en 

partes por mil 16n ( ppm). (!ns t ituto de Química UNAM) 
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La rotaci6n 6ptica fué detenninada en un polarfmetro Perkin-Elmer 

241 a una temperatura de 18°C, utilizando una lámpara de radiaci6n 

de sodio. 

Las detenni naciones por cromatografía de . líquidos de al ta efi cien-

ci a, fueron hechas en un instrumento Varian 5000, equipado con 

detector de UV y un integrador Vari an 4290. 

La evaluaci6n de la actividad bio16gica fué realizada por el méto­

do de difusión en agar, utilizando un diseño de cuadro latino. El 

medio antibiótico utilizado fué el OIFCO No.2 y la bacteria emplea­

da fué Bacil l us subt il is ATCC 6633. 

Los reactivos y disolventes se emplearon como se encuentran comer­

cialmente, ya sea grado reactivo o industrial. La rifamicina B 

que se empleó fué una muestra proporcionada por el QFB Francisco 

Aguilar Pérez de la compañia Fennic S.A .. La (R)· (+)-1-amino-2-(me­

toximetil )pirrolidina, fué adquirida a Merck-Schuchardt; la (s)~ 

(- )-1-ami no-2- (metoximeti l )pi rrol idina, fué suministrada por 

Aldrich Chemical Ca. 
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6.1.- SINTESIS DE DERIVADOS. 

Rifamicina O: En un matr~z de bola de 3 bocas de 500 ml, equipado 

con ap,itador mecánico y refrigerante, se color.aron 4 g de bi6xido 

de manganeso (0.046 moles) y una soluci6n de 3.8 g de rifamicina B 

(0.005 moles) en 250 ml de benceno. Esta mezcla fué agitada duran­

te 15 minutos a temperatura ambiente. La conversi6n a rifamicina O, 

se siguió por cro111atograffa en placa fina,utilizanrio como eluyente 

una mez~la de cloroformo-metanol-agua (80-20-2.5), la rifamicina O 

aparece como una manche de Rf• 0.83. Se filtr6 el bi6xido de mangi! 

neso y se concentr6 la solución bajo presión reducida, h<;sta que 

comienza a precipitar la rifamicina O, obteniéndo 3.71 g de un po! 

va de color amarillo, el cual se recristalizó de rnetanol para dar 

3.22 g de rifamicina O, con un rendimiento del 8d.9%. 

La rifamicina D fundi6 a 160ºC, con descomposición. Su identifica­

ci6n se realiz6 por IR, coincidiendo con el de un estandar de rifa­

micina O y con el reportado en la literatura 1
•. (Espectro 1). 

Rifamicina S: En un matraz de bola de 3 bocas de 5 litros, equipa­

do con agitaci6n mecánica, se colocaron 48 g de bi6xido de manganeso 

(0.487 moles), 42.4 de rifamicina B (0.056 moles), 3.2 litros de 

metanol y 160 ml de HCl al 10%. 

Después de agitar durante 15 minutos, se filtró el bióxido de mang!! 

neso. El filtrado se con ti nu6 agi tanda durante 5 horas y se siguió 
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la hidrólisis por cromatograffa en capa fina, se utilizó como 

eluyente benceno-acetona (8-2), la rifamicina S apareció como 

una mancha de Rf= O. 68. 

La sol uci 6n se concentró has ta un val t1nen de 800 ml , por medio de 

presión reducida. Esta solución se enfrió a 5°c, se mantuvo la 

agitación hasta que precipit6 un sólido de color amarillo, el cual 

se filtr6 y se recristaliz6 de metanol-agua (1-1), se obtuvieron 

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

La rifamicina S se obtuvo en fonna de cristales amarillos, los CU!! 

les fundieron con descomposición a 180-182ºC. La identificiación 

de la misma fué realizada por IR, se comparó con el de una muestra 

estandar y con e 1 reportado en la 1 i teratura 7~ (Espectro 2) 

Rifamicina SV: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 ml, equipado 

con agitador mecfoi ca, embudo de adición y refrigerante, se co 1 OC!! 

ron 5 g de rifamicina S (0.0072 moles) y 50 ml de metanol, los cu!! 

les fueron agitados a una temperatura de 50ºC. Posterionnente fué 

adicionada, gota a gota, una sol uci6n que contenf a 5. 38 g de ácido 

ascórbico (0.0288 moles) en 33 ml de agua. Se mantuvo la temperat!! 

ra y la agitación durante 45 minutos. 

La reacci6n tennin6 cuando por cromatografía en capa fina, desapar~ 

ce la mancha de rifamicina S (Rf=0.81) y aparece la mancha de rifa-

-56-



micina SV (Rf=0.33), cuando se usó como eluyerite clorofonno-meta­

nol-agua (80-20-2.5). 

Se enfrió a 10°c durante 30 minutos, se filtró el s6lido y se lavó 

con 15 ml de agua fria. Se obtuvieron 4.35 g de un polvo amarillo 

pálido con un rendimiento del 86.6%, que corresponde a la rifamici 

na SV, la cual funde con descomposici6n a 140ºc. 

La i dentifi caci ón de 1 a rifami ci na SV, se rea 1 izó por comparación 

de su espectro IR, con el reportado en la literatura'1 resultando 

ambos idénticos. (Espectro 3} 

3-fonnil-rifamicina SV: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 ml, 

equipado con agitador magnético, refrigerante y termómetro, se co l.Q. 

caron 60 ml de tetrahidrofurano, 9.3 ml de terbutilamina (0.088 

moles), 6.76 ml de formaldehfdo acuoso al 39% (0.088 moles), la mel_ 

c la se cal ent6 a reflujo durante 1 hora. 

En otro matraz de bola de 3 bocas de 500 ml, equipado con agitación 

mecánica y refrigerante, se colocaron 100 ml de tetrahidrofurano, 

20 g de rifamicina S (0.0287 moles) y 11.4 g de bióxido de mangan~ 

so (0.131 moles). Se adicionó el contenido del primer matraz sobre 

éste y se mantiene con a'gitaci6n y a reflujo durante 17 horas. 

La reacción de oxidación se verificó que se llevó a cabo completa-
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mente por cromatografía en placa fina, el derivado de Mannich fo.r. 

mado, se observ6 como una mancha de color naranja de Rf=0.9, cuando 

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

El bi6xido de manganeso se elimin6 por filtraci6n y al filtrado se 

le adicionaron 100 ml de ácido sulfúrico al lll% y 22 g de ácido a~ 

córbico (0.125 moles). Se continu6 la agitaci6n y se elevó la tem­

peratura hasta 45°C durante 2 horas. En cromatoprafía en placa fina 

la 3-formil rifamicina SV, presenta un Rf=0.51, utilizando como el_!! 

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

Una vez terminada la reacci6n, la soluci6n se destil6, hasta que 

aparecieron unos cristales rojos, los cuales se filtraron y se o~ 

tuvieron 14.9 g de 3-formil rifamicina SV, con un rendimiento del 

71.5%. 

La 3-fonnil rifami ci na SV funde con des campos i ci 6n a 175-177ºc, su 

identificaci6n se realizó por métodos espectroscópicos de IR, por 

medio de comparaci 6n con e 1 reportado en l ~ literatura 7~ (Espectro 4) 

Rifampicina: En un matraz de bola de 3 bocas de 250 ml, equipado 

con agitaci6n magnética y refrigerante, se adicionaron 10 gramos 

de 3-formil rifa1nicina SV (0.0138 moles) y 100 ml 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 agitaci6n 

-58-



durante 20 minutos , 1 a fonnación de rifampi ci na se siguió por cr_<J_ 

matogra fía en p 1 aca fina uti 1 izando como e 1 uyente el orofonno-meta­

nol-agua (80-20-2.5). la cual presenta un Rf=0.60 y es una mancha 

de color naranja. El acetato de etilo fué evaporado a presión red.!!_ 

cida, hasta que tomó una consistencia de pasta y se cristalizó con 

75 ml de acetona, se obtuvieron; unos sólidos en fonna de cristales 

rojizos que se filtraron y lavaron con acetona fría. Las aguas 

madres se concentraron a 1/5 parte de su volúmen por medio de pre­

sión reducida, recuperando 0.9 gramos de producto. En total se 

obtuvieron 10.3 g de producto que corresponde a la rifampicina pura, 

para un rendimiento del 90.9%. 

La rifampicina funde con descomposición entre J.83-186°c. Su identi 

ficacción se hizo por comparaci6n de su IR, con el ya descrito en 

la literatura química•~ (Espectro 5) 

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

cas de 250 ml, equipado con agitación mecánica, se colocaron 90 ml 

de acetato de etilo, 20 g de 3-fonnilrifamicina SV (0.0276 moles). 

una vez que se disolvió, se adicion6 gota a gota 2.73 ml de 4-amino 

morfolina(0.0283 moles). 
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El avance de la reacción se siguió por croma tografia en placa fina, 

se utilizó como eluyente clorofonno-metanol (9-1), el producto pre­

sentó un Rf=0.5. Se enfri6 la reacción a 5°c y precipit6 un sólido 

de color naranja, el cual se filtr6 y recristalizó de acetona. Se 

obtuvieron 19.3 gramos de producto puro, con un rendimiento del 

86.3%, el cual fundió con descomposición a 255-257°C. 

La identificación del 3-[(4-morfolinilimino)metil]- rifamicina SV, 

se realizó por comparaci6n de su IR, con el reportado en la 

literatura 7~ (Espectro 6) 

{S)-Rifaestradina: En un matraz bola de 25 ml, de una boca, equipado 

con agitador magnético, se colocaron 15 ml de acetato de etilo, 2.5 

de 3-formil rifamicina SV (0.0035 mole$) y se adicionó gota a gota 

0.493 g de (S)-(-)-1-amino-2-(metoximetil )pirrolidina (0.0038 moles), 

se dejó bajo agitación durante 20 minutos y se verificó el avance de 

1 a reacci 6n por cromatograffa en p 1 aca fina, el producto mostró una 

mancha de color naranja de Rf=0.40 cuando el eluyente fué cloroformo-

metanol (g-1). 

La (S)-Rifaestradina, fué cristalizada de acetona-acetato de etilo, 

se filtró el producto y se obtuvieron 2.68 g de un polvo naranja, 

para obtener un rendimiento del 92.8%, el cual fundió con descomposi-

. o 18 o c1ón a 182-184 C y pt·csentó una [o\]0 = -14.5 . 
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La identificación de la (S)-Rifaestradina, se realizó por métodos 

espectroscópicos de IR, RMNP y RMN 13c. (Espectros 7, 8, 9, 10 Y 11) 

(R)- Rifaestradina: En un matraz bola de 25 ml, 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 adicionó gota a gota 0.493 g de 

(R)-(+)-l-amino-2(metoximetil )pirrolidina (0.0038 moles), cuando pasE_ 

ron 20 minutos se comprobó la completa formación del producto por 

cromatografía en placa fina, el cual presenta una mancha de color na­

ranja de R•=0.42, cuando se empleó clorofonno-metanol(9-l) como elu-

yente. Una vez tenHinada la reacción, se evaporó el disolvente y el 

producto crudo se purificó por cromatografía en columna de sílica -

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

Se obtuvieron 2.lg de producto puro, con un rendimiento del 72.7%, la 

(R}-Rifaestradina es un sólido en fom1a de cristales rojos, los cua­

les presentan un P.F.= 125-127°C y una actividad óptica [o< J68 =194°. 

su identificación se realizó por métodos espectroscópicos de IR, 

RMNP, RMN 13c y UV. (Espectros 12; 13, 14, 15 y 16). 
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6.2 .- DETERMINllCION DEL COEFICIENTE DE PARTICION 

OCTllNOL-1\GUll (P). 

Se prepararon 30 ml de una solución de rifamicina,,en l~octanol. La 

concentración aue se empleó estuvá en función de la' rifamicina en 

estudio, dichas concentraciones se presentan a contfnüación: 

Rifami ci na 

• Rifampi ci na 

. (S)-rifaestradina 

• (R)-rifaestradina 

. 3-[( 4-morfol i nil imi no )metil ]­

rif ami cina SV 

Rifami ci na S 

Rifamicina O 

3-fonnil rifamicina SV 

Ri fami ci na SV 

Rifamicina B 

Concentración (mg/1111) 

4 mg/ml 

0.1 mg/ml 

Diei, mililitros de esa solución se fi,ltraron a través de Millipore 

tipo HV de o. 45 micrómetros y se detcnninó por cromatografía de 
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líquidos de alta eficiencia (HPLC), la concentraci6n del antibi6-

tico, a partir de la medici6n del área bajo la curva del cromato­

grama respectivo. (Medici6n A) 

Por otra parte, se colocaron por duplicado diez mililitros de la 

soluci6n octan6lica en un embudo de separación de 150 ml y se adi­

cionaron 50 ml de una solución amortiguadora de fosfatos pH=7.4.Se 

invirti6 el embudo de separación en 100 ocasiones, aproximadamente 

en 5 minutos, se cuidó que 1 a agitaci 6n no fuera muy vigorosa con 

el fin de evitar emulsiones. 

La mezcla se centrifugó a 1500 rpm, durante 30 minutos. Se separ6 

la fase octanól i ca y se fi 1 tr6 a través de Mi 11 i pare tipo HV de 

0.45 micr6metros y la solución se analizó por HPLC. (MPdición B) 

La concentración de la fase acuosa fué obtenida por diferencia, e~ 

tre las dos medi cienes A y B. 

6.3.- EVALUAC!ON DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. 

Se pesaron 25 mg de la rifamicina en cuesti6n, e~cepto para rifami 

cina By O donde se pesaron 50 mg, se disolvieron y aforaron a 

25 ml con metanol. 

Se tomó 1 ml de la solución y se aforó a 100 ml con una solución 

-63-



amortiguadora de fosfatos pH 6. A partir .de esta solución, se prep_! 

raron dos diluciones distintas: 

Dilución 1: Se tornaron 5 ml de la solución. y s·é :áforaron: a· 100 ml 

con una soluci6n.amortiguadora de fosfatos pH 6:.;>'· 

Dilución 2: Se tornaron 5 ml de la solución y se aforaron a 50 ml 

con una solución amortiguadora de fosfatos pH 6. 

Se prepararon placas de medio antibiótico No. 2 DIFCO, inoculado 

con Baci 11 us subt il is ATCC 6633, de 30 cm de longitud en las cua-

les se hicieran 64 zonas de aplicación en un arreglo de BXB, orden_! 

dos al azar bajo un diseño de cuadro latino. 

Finalmente se aplicaron 0.1 ml de cada dilución, junto con una mue.?. 

tra estándar de rifampicina que fué previamente diluida como el de 

la muestra de la rifamicina en estudio, sobre las zonas previamente 

determinadas al azar. 

Se incub~ron a 35ºc, durante lB horas y se midieron los halos de 

inhibición, comparados con los producidos por la muestra estándar 

de rifampicina. 
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