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RESUMEN

El presente trabajo plantea una ruta eficiente para la sintesis de complejos 7-amino-8-
nitro-6-fluoroquinolona boro 169 y 170 obteniendo un 71% y 66% de rendimiento
respectivamente. Se emple6 la metodologia de Gould-Jacobs para la construccion del
anillo de fluoroquinolona 48 6 140 partiendo del EMME 46 y las anilinas 45 6 139,
seguido de una N-alquilacién para formar 159, 49, 160 6 161; despues, se realizé la
transformacion al éster de borilo 162 6 50 para incrementar el caracter electrofilico en
C-7 favoreciendo la SnA con la para-metoxibencilamina, obteniendo 165 ¢ 166;
seguido de una desbencilacion en medio acido para producir los derivados 7-
aminofluoroquinolona 167 6 168, que fueron sometidos a una nitracion convencional
mostrando selectividad hacia C-8 dando lugar a los productos 169 y 170. Todos los
intermediarios fueron caracterizados por espectroscopia de IR, UV-Vis y RMN de H,
13C, 19|:.

Adicionalmente, se realizé un estudio de acoplamiento molecular de una serie de
hibridos fluoroquinolona-bencimidazol 171a-j dirigidos hacia la enzima topoisomerasa
I de M. tuberculosis y humana. En la actividad antituberculosa, los resultados
mostraron una mayor energia de unién por parte de los derivados 171d y 171i (-23.18
y -24.36 kcal/mol) en comparacion con la moxifloxacina 23 (-22.2 kcal/mol), teniendo
interacciones adicionales gracias a la incorporacion del anillo de imidazol. Asi mismo,
los derivados 171c y 171h mostraron la mejor energia de enlace hacia la
topoisomerasa lla humana (-5.03 y -5.07 kcal/mol), al presentar energias mayores al
etoposido (-4.70 kcal/mol) y cercanas a la moxifloxacina (-5.88 kcal/mol)
posicionandolos como potenciales agentes anticancerosos. Este estudio tuvo la
finalidad de identificar a los mejores candidatos para su sintesis quimica a partir de los
precursores 169y 170 sintetizados, optimizando tiempo y recursos, incrementando asi
las probabilidades de éxito en futuras pruebas in vitro o in vivo.

Palabras clave: Fluoroquinolonas, bencimidazoles, hibridos, sintesis, docking
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ABSTRACT

The present work showed an efficient route for the synthesis of 7-amino-8-nitro-6-
fluoroquinolone boron complexes 169 and 170 obtaining a 71% and 66% of yield
respectively. The Gould-Jacobs methodology was used for the construction of the
fluoroquinolone ring 48 or 140 starting from EMME 46 and the anilines 45 or 139,
followed by an N-alkylation to form 159, 49, 160 or 161; then, the transformation was
carried out to the boryl ester 162 or 50 to increase the electrophilic character at C-7
favoring the SnA with the para-methoxybenzylamine, obtaining 165 or 166; followed,
by a debenzylation in an acid medium to produce the 7-aminofluoroquinolone
derivatives 167 or 168, which were subjected to a conventional nitration showing
selectivity towards C-8 giving rise to products 169 and 170. All intermediates were
characterized by IR spectroscopy, UV-Vis and 'H, 3C, °F NMR.

Additionally, a molecular docking study of a series of fluoroquinolone-benzimidazole
hybrids 171a-j targeting the M. tuberculosis and human topoisomerase |l enzyme was
performed. In the antituberculous activity, the results showed a higher binding energy
by derivatives 171d and 171i (-23.18 and -24.36 kcal / mol) compared to moxifloxacin
23 (-22.2 kcal / mol), having additional interactions thanks to incorporation of the
imidazole ring. Likewise, derivatives 171c and 171h showed the best binding energy
towards human topoisomerase lla (-5.03 and -5.07 kcal / mol), by presenting higher
energies than etoposide 172 (-4.70 kcal / mol) and close to moxifloxacin 23 (-5.88 kcal
/ mol) positioning them as potential anticancer agents. The purpose of this study was
to identify the best candidates for their synthesis from precursors 169 and 170
synthesized, optimizing time and resources, thus increasing the chances of success in
future in vitro or in vivo tests.

Key words: Fluoroquinolones, benzimidazoles, hybrids, synthesis, docking
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1. INTRODUCCION

Durante la ultima mitad del siglo XIX se demostré que determinados organismos
microscopicos son el agente causal de una de diversidad de enfermedades
infectocontagiosas que hasta ese entonces presentaban una alta tasa de mortalidad
por no contar con el tratamiento o medidas sanitarias preventivasl. Ejemplos
destacados son la tuberculosis, sifilis, neumonia, colera y difteria. Este hecho llevé a
especular que al eliminar dicho agente se lograria la cura o remision de la enfermedad;

surgiendo asi un nuevo campo de estudio, el de la quimioterapia antimicrobiana?2.

Paul Ehrlich en 1910, sintetizdé la arsfenamina 1, compuesto que fue conocido
comercialmente como salvarsan, utilizandose para combatir la sifilis y fue considerado
como el primer antimicrobiano en la historia debido a que eliminaba los
microorganismos invasores sin presentar toxicidad aguda considerable hacia las

células hospederas acuiiando asi el concepto de “la bala magica” 4.

Con el avance de los afios emergieron nuevas moléculas tanto de origen natural como
sintético, con potencial efecto antimicrobiano, teniendo marcadas diferencias en
estructura quimica (Figura 1) y mecanismo de accion (Figura 2). Las sulfonamidas 2
surgieron en los afios 30°s, revolucionando la quimioterapia antimicrobiana, ya que
lograron ser comercializadas transnacionalmente; después, su uso irracional y
excesivo llevd a la pérdida paulatina de la efectividad disminuyendo su uso como

farmaco*°.

La era dorada de los antimicrobianos ocurrié después de la segunda guerra mundial,
donde se produjeron grandes aportaciones como el descubrimiento de la
estreptomicina 3 (aminoglucoésido), la penicilina 4, las tetraciclinas 5, etc. En los 60°s
surgieron las quinolonas y mas tarde en los 80°s las fluoroquinolonas 646. Estas
altimas son uno de los mas grandes avances en la quimioterapia antimicrobiana ya
que a diferencia de otros farmacos, mostraron propiedades farmacocinéticas
favorables, destacandose por un amplio espectro de actividad, elevada potencia y baja

toxicidad’.



Desde inicios de los afios 2000, el desarrollo de nuevas familias de agentes
guimioterapéuticos para uso clinico ha disminuido notablemente, donde las
investigaciones estan enfocadas principalmente en la modificacion estructural de los

farmacos existentes®.
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Figura 1. Estructura quimica de familias de antimicrobianos®

Se reconoce que con el empleo de los diferentes antimicrobianos se han tenido
resultados favorables en el tratamiento y prevencion de una gran diversidad de
enfermedades infecciosas*®. Sin embargo, el uso indiscriminado de farmacos ha
generado resistencia de los microorganismos patdgenos frente a estos compuestos.
Por lo que las nuevas investigaciones cientificas se han enfocado a la busqueda y el
desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos para dar soporte al tratamiento de
infecciones microbianas, en especial aquellas ocasionadas por cepas resistentes.
Para ello, determinar en qué sitios los agentes quimioterapéuticos pueden actuar,
permitiéndolos clasificar como inhibidores de la sintesis de pared celular, inhibidores
de la membrana celular, inhibidores de la ADN topoisomerasa, entre otros (Figura
2)4,
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Figura 2. Sitios de accion de los antimicrobianos 45

El presente trabajo de investigacion enfoca su estudio en la sintesis y caracterizacion
espectroscopica de precursores 7-amino-8-nitro-fluoroquinolona 7a,b (Figura 3), junto
con el estudio de acoplamiento molecular de nuevas moléculas hibridas
fluoroquinolona-bencimidazol (FQ-BZ) dirigidas contra la topoisomerasa Il proveniente
de M. tuberculosis y la topoisomerasa lla humana; debido a los antecedentes como
antimicrobianos (antibacteriano, antifingico, antiparasitario) y anticancerosos
mostrados por ambas familias”-°. El estudio permite identificar aquellos derivados con
un mayor potencial de inhibir la accion enzimatica con el fin de concentrar los esfuerzos

experimentales en su sintesis quimica.
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Figura 3. Precursores 7-amino-8-nitro-fluoroquinolona-boro



2. ANTECEDENTES
2.1 FLUOROQUINOLONAS
2.1.1. Descubrimiento y Generaciones

Uno de los acontecimientos mas importantes que llevaron al descubrimiento y posterior
sintesis del primer compuesto quinolonico se remonta al afio de 1934 cuando la
corporacion Bayer en Alemania reporto la sintesis de la cloroquina 8 como una
alternativa menos costosa que la quinina 9 para el tratamiento de la malaria (Figura
4). Durante el proceso de sintesis se encontr6 como subproducto un derivado de tipo
acido 6-cloro-1-etil-4-oxoquinolin-3-carboxilico 10a, el cual fue biol6gicamente activo™®.
Posterior a este descubrimiento, en 1949, Price reporta la sintesis del acido-1-metil-6-
nitro-4-oxoquinolin-3-carboxilico 10b!!. Después, intensas investigaciones fueron
realizadas; ocurriendo en 1962, la sintesis del acido nalidixico 11 por Lesher y
colaboradores'?, el cual es considerado como el primer farmaco de la familia de las
quinolonas empleado como una terapia antibacteriana. Este nuevo compuesto
presentd una baja penetracion tisular y una alta unién a proteinas, acumulandose
mayormente en la orina, ejerciendo actividad contra bacterias Gram negativas
causantes de infecciones en el tracto genitourinario; inclusive presenté actividad contra
pseudomonas y algunas especies de microorganismos Gram positivos. Sin embargo,
a dosis elevadas y su administracién por tiempos prolongados, se observaron efectos
adversos hepéaticos y renales principalmente. Por lo antes mencionado y la generacion

de resistencia, se limit6 cada vez mas el uso de este compuesto?.

Cl

10a R1= Et, R2=CI
10b R1= Met,R2= NO,

Figura 4. Estructura quimica de la cloroquina 8, quinina 9 y las primeras quinolonas 10a,b1°



Modificaciones posteriores a la estructura del acido nalidixico, como la formacion del
dioxometano entre C-6 y C-7 o la adicion de sustituyentes piridinicos o piperidinicos
resultd en la obtencién de la primera generacion de quinolonas tales como el acido
oxolinico 12, acido pipemidico 13 y rosoxacina 14 principalmente (Figura 5). Estos
compuestos no presentaron avances farmacologicos significativos, mantenian una
baja distribucién tisular y se emplearon como antimicrobianos contra infecciones de
tracto genitourinario; sus efectos adversos provocaron que algunos de estos farmacos

fueran destinados para uso veterinario®3.
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Figura 5. Quinolonas de primera generacion!4

Tiempo después, con la introduccion del atomo de fldor en la posicion C-6 y un
sustituyente tipo piperazina en C-7, mejord drasticamente la actividad debida al
aumento significativo en la penetracion celular y disminucién de efectos adversos?®.
Comunmente conocidas como fluoroquinolonas, este grupo corresponde a la segunda
generacion (Figura 6) y ha sido el mayor grupo de antimicrobianos sintéticos usados
en la practica clinica, expandiendo su uso clinico no solo contra infecciones de tracto
genitourinario o gastrointestinal, sino abarcando ademas, el tracto respiratorio, piel y

tejidos blandos (tendones y articulaciones)*®.



Las fluoroquinolonas mostraron un espectro de actividad mas amplio, incluyendo
especies de bacterias patdbgenas como Enterobacteriaceae, Pseudomona
aeuroginosa,; bacterias intracelulares como Chlamydia y Mycoplasma. Estas nuevas
moléculas presentaron la desventaja de no ejercer efecto frente a ciertos grampositivos
como Staphylococcus aureus resistente a metilciclina y Streptococcus pneumoniae?’.
Los principales efectos adversos que presentaron fueron fototoxicidad,
hepatotoxicidad (por interaccion del farmaco con el citocromo P-450), vémito, diarrea,
nauseas, dolor de cabeza y mareos. Por otro lado, esta generacién presentd la ventaja
de poder ser administrada por via intravenosa, siendo un gran avance en el tratamiento
de infecciones prostaticas graves, por transmisién sexual, pielonefritis, nheumonia
nosocomial y septicemias ocurridas por complicaciones en los casos anteriores#16,
Algunos ejemplos importantes de esta generacion de fluoroquinolonas son: la

ciprofloxacina 15, norfloxacina 16, enoxacina 17, lomefloxaciona 18 y ofloxacina 19.
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Figura 6. Fluoroquinolonas de segunda generacion?®

Los primeros compuestos correspondientes a la tercera generaciéon de
fluoroquinolonas fueron sintetizados a partir de los afios noventa bajo la necesidad de
desarrollar compuestos mas seguros y potentes, siendo los mas reconocidos por su

uso en la terapia antimicrobiana: la gatifloxacina 20, levofloxacina 21, tosufloxacina 22,



moxifloxacina 23 y balofloxacina 24 (Figura 7)'°. Los compuestos de esta nueva
generacion se caracterizan por presentar una estructura mas grande que involucra la
adicion de sustituyentes mas complejos y formacion de puentes entre diversas
posiciones de la misma molécula para formar policiclos y poliheterociclos. Las mejoras
fue una mayor potencia, mayor distribucion tisular y espectro de actividad extendido,
siendo eficaces contra microorganismos de las generaciones anteriores a menores
dosis incluyendo cepas de S. pneumoniae resistente a penicilina y ciprofloxacina. Su
amplia penetracion tisular las hizo eficaces contra microorganismos intracelulares
atipicos como Legionella pneumophillia, H. influenzae, Chlamydia y Mycolpasma?’-*8,
Esta generacion presentd una favorable farmacocinética que permitié administrar una
dosis al dia y eliminarse en su mayoria por via biliar (heces). A pesar de no interactuar
con el citocromo P-450, algunos compuestos presentaron efectos adversos hepaticos.
Los principales efectos adversos presentados por integrantes de esta generacion son
reacciones de hipersensibilidad, efectos en el SNC, pancreatitis, hipoglicemia y
fototoxicidad; esta ultima disminuida en cierto grado en aquellas fluoroquinolonas con

un sustituyente metéxido en la posicion C-81418

o o o o o

| |
‘ OH F ‘ OH A ‘ ‘ OH
N (\N N Y N
/N\) O\)\ F
HsC CH

(0]
. \
(\N
HN (o]
et A

CHg 20 21 22
o) o) Q ‘0 F
F ‘ OH ] ‘ OH
m N N N N
FHL X o A
23 HaC/NH 24

Figura 7. Fluoroquinolonas de tercera generacion?’



Para las fluoroquinolonas sintetizadas a finales de los noventa y principio del afio 2000,
se les ha considerado como una cuarta generacion. Similar a los compuestos de la
tercera generacion poseen estructuras voluminosas a base de poliheterociclos
complejos y moléculas fusionadas a otra familia de antibiéticos'’.

El espectro de actividad de la mayoria de estos compuestos incluye a microorganismos
de las generaciones anteriores afiadiendo a su lista microorganismos anaerobios como
Clostridum, Bacteroides, Prevotella, etc.?! Ademas, se ha demostrado que poseen
actividad in vitro contra células tumorales y flngicas??>?3, se han empleado como
tratamiento contra parasitos como el causante de la malaria y como tratamiento de
infeccién ocular?®. Debido a la toxicidad que han presentado integrantes de esta
generacion, un numero menor de estas moléculas se encuentra disponible en el
mercado y en fases de experimentacion en humanos. Algunos ejemplos de moléculas
de esta generacion son: gemifloxacina 25, clinafloxacina 26, sitafloxacina 27,

trovafloxacina 28 y prulifloxacina 29 (Figura 8)%6:27,
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Figura 8. Fluoroquinolonas de cuarta generacion?®



2.1.2. Estructura Base

La estructura quimica basica que debe contener el farmacoforo para presentar
actividad antimicrobiana consiste en un anillo de piridona, insaturado entre C-2 y C-3,
el grupo cetona en posicion C-4 y un carboxilo en C-3. La estructura del
auxofarmacoforo o auxéforo consiste principalmente en la fusion de la piridona entre
C-5 y C-6 al anillo aromético o heteroaromatico que puede estar sustituido. Como
resultado se obtiene un derivado tipo acido 4-oxo-3-carboxilico quinolina, naftiridina,
piridopirimidina o de cinolina, dependiendo del nimero y posicion de los heteroatomos

de nitrégeno que pueda contener la molécula (Figura 9)°.
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Figura 9. Estructura base de las fluoroquinolonas??

Asimismo, la introduccién de nuevos sustituyentes, como el flior en C-6, dio lugar a
nuevos compuestos denominados 6-fluoroquinolonas, que presentan mejor

farmacocinética y mayor espectro de actividad?®.

2.1.3. Clasificacion de los Derivados de Quinolona

La clasificacion de las fluoroquinolonas en base a las generaciones se ha sugerido por
mucho tiempo; sin embargo, al tratar de clasificar los nuevos derivados, la confusion
incrementa, por ejemplo, el acido nalidixico es el representante de la primera
generacion, aunque no contenga el atomo de fldor; por otro lado, la moxifloxacina se
ubica en la cuarta generacién a pesar de que el lanzamiento de su patente la considera

como un farmaco de tercera generacion, lo cual genera mayor confusién2%0,



Ademas, los nuevos derivados son tan diferentes de los antiguos en términos de
actividad, estructura y espectro que dicha clasificacién se torna tan simple que pone
en duda la asignacion otorgada. Por lo que se ha propuesto, una clasificacién en base
a la estructura quimica y propiedades bioldégicas®33, la cual se describe a

continuacion.

2.1.3.1. Clasificacion Estructural

Se han propuesto cuatro grupos que permiten clasificar a las quinolonas en base al
namero de anillos presentes en su estructura quimica: I) monociclicas, Il) biciclicas,

1) triciclicas y IV) tetraciclicas (Figura 10). 31-33
2.1.3.1.1 Grupo |. Derivados Monociclicos

La estructura minima necesaria que deben poseer los derivados de quinolona para
ejercer el efecto antimicrobiano es el acido 4-piridon-3-carboxilico; la incorporacién del
fenol sustituido en C-6 y un sustituyente alquilico de cadena corta en N-1, trajo como
resultado el compuesto Ro 135478 30, mostrando actividad contra microorganismos

Gram negativos y considerado como el Ginico integrante de este grupo3-33,
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CLASIFICACION DE LAS FLUOROQUINOLONAS EN BASE A SU ESTRUCTURA
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
—— .
w Biciclicas Triciclicas Tetraciclicas
Ro 135478 ‘ Ro 149578
KB-5246
No Fluoradas 6-Fluoradas
Acido oxolinico Flumequina
Miloxacina Abufloxacina
Droxacina Ofloxacina
Rufloxacina
Levofloxacina
Purfloxacina
‘ Marbofloxacina
Grupo Il A Grupo Il B
Anillo de 6- Anillo de 5-
miembros miembros
‘ T-14097
1Al 1Al 1Al
1,8-naftiridina pirido [2-3d] quinolina
| pirimidina
[ | \ |
No fluoradas 6-fluoradas Acido pipemidico 6-fluoradas No fluoradas
Acido piromidico i
Acido nalidixico ‘ L Acroxacina
‘ ‘ ‘ Piroxacina
| 7-piperazina | | 7-pirrolidina | ‘ ‘ ‘
Enoxacina Tosufloxacina | 7-piperazina | | 7-pirrolidina | | Otros
Norfloxacina Merafloxacina Pirfloxacina
Ciprofloxacina Cinafloxacina Binfloxacina
Sparfloxacina Balafloxacina
Lomefloxacina

Figura 10. Clasificacién estructural de las fluoroquinolona3?

2.1.3.1.2. Grupo Il. Derivados Biciclicos

Acorde al tipo de heterociclo fusionado al anillo de piridona (5, 6 0 7 miembros), se
puede dividir en tres subgrupos; Il A, 11 By Il C.
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2.1.3.1.2.1. Grupo Il A

Este subgrupo esta integrado por derivados que fusionan al anillo de piridona con
heterociclos de seis miembros. Dependiendo de la posicion de estos heterodtomos,
este subgrupo a su vez se subdivide en 3 clases de compuestos; derivados de:

quinolina, 1,8-naftiridina y pirido[2-3d] pirimidina.
2.1.3.1.2.2. Grupo Il A-I: Derivados de 1,8-naftiridina

Los integrantes de esta division se clasifican en; derivados no fluorados encontrando
Unicamente al acido nalidixico; aquellos derivados fluorados en C-6 son agrupados a
su vez en base al sustituyente presente en C-7 (Figura 10). Los principales
representantes y que ademas se encuentran disponibles para uso médico son:

tosufloxacina 22, enoxacina 17, gemifloxacina 25 y trovafloxacina 28.
2.1.3.1.2.3. Grupo Il A-ll: Derivados de pirido[2-3d] pirimidina

En esta clasificacion destacan dos compuestos: el acido pipemidico 13 y el acido
piromidico 31 por presentar moderada actividad antimicrobiana. Cabe mencionar que
estos compuestos presentan dos heteroatomos de nitrdgeno, el segundo ubicado en
posicion 6, son moléculas no fluoradas y se diferencian por el sustituyente contenido

en posicién C-7 (piperazina y pirrolidina en los compuestos 13 y 31 respectivamente).
2.1.3.1.2.4. Grupo Il A-lll: Derivados de Quinolina

Este es el grupo con mayor cantidad de derivados y se han denominado verdaderas
quinolonas ya que el nucleo base consiste en un anillo de benzopiridona (proveniente
de la quinolina) variando los sustituyentes en cada posicién. Este subgrupo también
se divide en dos subclases: quinolonas no fluoradas y derivados fluorados en C-6
(fluoroquinolonas). En la clasificacion de los compuestos no fluorados se encuentran

pocos derivados donde destacan la rosoxacina 14 y piroxacina 32.

Los derivados fluorados son agrupados en base al sustituyente contenido en C-7 (los

mas frecuentemente encontrados han sido la piperazina, pirrolidina, pirrol, morfolina,
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piperidina). Cabe mencionar que existen derivados cuya estructura base es una

isoquinolina o presentan el Unico heteroatomo de nitrégeno en una posicion distinta.
2.1.3.1.2.5. Grupo II B

Este grupo consiste en la fusion de un heterociclo de cinco miembros al anillo de
piridona (principalmente tienil, pirazolil y furil). A pesar de los esfuerzos, estos
compuestos no presentaron la seguridad y eficacia como farmacos por lo que

guedaron descartados en las primeras fases de investigacion.
2.1.3.1.3. Grupo lll. Derivados Triciclicos

Este grupo se desglosa en 13 subclasificaciones tomando como base la posicién y el
tipo de atomo donde ocurre el puente entre la quinolina, naftiridina o determinado

ndcleo base para formar el tercer ciclo.

La subclasificacion Il E de este grupo cuenta con la mayor cantidad de analogos
triciclicos, siendo los méas conocidos en la terapéutica: la ofloxacina 19, levofloxacina
21y flumequina 33; dentro del &mbito veterinario se encuentra a la marbofloxacina 34,

binfloxacina 35a (Figura 11) y el &cido oxolinico 12.
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Figura 11. Derivados triciclicos de fluoroquinolona3-33



2.1.3.1.4. Grupo IV. Derivados Tetraciclicos

Este grupo cuenta con una poca cantidad de compuestos, sin embargo, se han
descrito fluoroquinolonas hibridas a las que se incorporan nucleos de otra familia de

antimicrobianos potenciando su efecto343%,

2.1.4. Mecanismo de Accién Molecular de las Fluoroquinolonas

En términos generales el tamafio de las bacterias se encuentra entre 1os 0.4 - 3 umy
10 - 200 um para las células eucariontes, que comparado con el tamafio del ADN de
doble cadena en el interior de la célula presenta una longitud mucho mayor, por lo que
resulta de vital importancia controlar y proteger la topologia del cromosoma®¢. Para
ello, el ADN debe permanecer en su forma condensada ya que asi ocupa menos
espacio, sobre todo al momento de la replicacion donde cada hebra de ADN es
separada por efecto de la ADN girasa (decatenacion), provocando
superenrollamientos a cada lado de la horquilla de replicacion. Con la finalidad de
liberar la tension, proteger la integridad del cromosoma y permitir el avance de la
replicacion, las topoisomerasas de tipo Il (o topoisomerasa IV, segun sea el caso)
utilizan la energia de la hidroélisis del ATP para cortar ambas hebras del ADN, después
atravesar un segmento de ADN a través del corte y finalmente restablecer el enlace
fosfodiéster por enzimas de tipo ligasa. La correcta funcion de la maquinaria
enzimatica es de gran importancia ya que con ello se mitiga un posible dafio al material

genético y se mantiene la homeostasis celular®’ .

La enzima ADN girasa es un heterotetramero con dos pares de subunidades A2B: las
cuales estan codificadas por los genes gyrA 'y gyrB respectivamente. Los mondmeros
GyrA y GyrB son de aproximadamente 97kDa y 90kDa. Las subunidades GyrA son
responsables de la ruptura de un segmento de doble cadena de ADN, el paso
transitorio de la doble cadena sin cortar a través del corte y la posterior union del ADN

para producir los superenrollamientos; las subunidades GyrB presentan actividad
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ATPasa que cataliza la uniébn de las hebras de ADN después de ocurrir el

superenrollamientos8,

La ADN topoisomerasa IV también es un heterotetrdmero compuesto por subunidades
homologas a las de la girasa denominadas en este caso ParC y ParE. El 36% de los
aminoéacidos que conforman la subunidad ParC son exactamente los mismos a los
encontrados en GyrA y el 40% de los aminoacidos de ParE son idénticos a los que
posee la subunidad GyrB. EI mecanismo de ruptura y reunién de las cadenas de ADN
es similar al que presentan GyrA y GyrB, sin embargo, esta enzima posee una mayor

actividad decatenante38:39,

Las fluoroquinolonas intervienen en el mecanismo de las topoisomerasas tipo Il
(Figura 12), atraviesan la membrana celular mediante difusion pasiva o con la ayuda
de porinas o canales transportadores*®. Una vez en su interior inhiben directamente la
replicacion del ADN al interactuar con la ADN girasa en organismos Gram negativos y
la topoisomerasa IV en organismos Gram positivos'®1%38, También, las FQ han
presentado actividad sobre la topoisomerasa Il en microorganismos flngicos y algunos
parasitos?? 2241: asi como actividad inhibitoria de la ADN topoisomerasa lla humana
en células cancerigenas puesto que dicha enzima se encuentra sobreexpresada para

promover el rapido crecimiento y division celular?®2428:42,
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Figura 12. Mecanismo de accion de la topoisomerasa |l y sitio de interaccién con las FQ33-35

El mecanismo molecular por el cual las fluoroquinolonas inhiben a las topoisomerasas
no ha sido esclarecido del todo, sin embargo, existen teorias para dar una explicacion
l6gica del posible suceso. La teoria mas aceptada es aquella que involucra la
formacion de un complejo ternario enzima-fluoroquinolona-ADN el cual interrumpe el
proceso de replicacion debido al bloqueo de la funcién de la maquinaria enzimatica

llevando a una eventual muerte celulart®20,

Se ha propuesto que este tipo de compuestos forman complejos tetraméricos entre
ellos mediante interacciones de apilamiento m —  para después introducirse en sitios
especificos de la topoisomerasa una vez que esta realiza el corte de la doble hebra de
ADN para atravesar el otro segmento'®>. Mediante calculos in silico, se ha propuesto
diversos modelos que ayudan a comprender las probables uniones de las
fluoroquinolonas con la enzima y el ADN. Un modelo te6rico sugiere la interaccion
entre un iébn Mg?* con los grupos 3-carboxilo y 4-ceto de la fluoroquinolona, al mismo

tiempo que el magnesio interacciona con grupos fosfato del ADN o bien con las bases
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nitrogenadas mediante un enlace coordinado. Sumadas a ello, se ha reportado
interacciones de tipo puente de hidrogeno de gran importancia entre el flior en C-6 y
el sustituyente en C-7 con la serina-83 y &cido aspartico-87 de la porcion GyrA en E.

coli (Esquema 1)*3.

Guanina O-6 ADN

RO, OR Purina N-7

\F’/ -—\___\_:\

7N\ Mg%
ADN girasa © o
Interacciones electrostaticas r/ \
ylo covalentes
o] o}
Puentes de
Ser 83-OH hidrogeno <*—— F o
Interacciones |
Asp 87 COO™ electrostaticas <+ &7 N

R4

RO, LOR Interacciones de \
P\ apilamiento -% Interacciones
o] o hidrofobicas

Esquema 1. Representacion de la interaccion de las fluoroquinolonas con la enzima y el ADN2343

Por otra parte, la moxifloxacina 23 forma un complejo ternario con el ADN vy la
topoisomerasa IV de Acinetobacter baumanii favorecida por la coordinacion del &tomo
de magnesio con los grupos ceto en C-4 y carboxilato en C-3; moléculas de agua
dentro de la esfera de coordinacion del magnesio favorecen la interaccién con los
amioacidos Ser-84 y Glu-88 conservados en la subunidad ParC (Figura 13). Se han
sugerido ademas interacciones de apilamiento entre las fluoroquinolonas con las
bases nitrogenadas de cadena abierta o sencilla de ADN debido a su planaridad
(intercalacién), favorecida ademas por interacciones de grupos dadores de puente de
hidrogeno en el farmaco con los grupos fosfatos, o bien, mediante interacciones dipolo-

dipolo®.
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Figura 13. Puente metal-agua e interaccion FQ-enzima3®

La interaccion de las fluoroquinolonas de una manera casi especifica con
determinados aminoacidos y debido a la similitud en enzimas de distintos
microorganismos ha originado que esta regiéon muy en particular de la proteina diana
sea asociada al sitio de union y por ende el sitio de generacidn de resistencia ya que
al verse mutado alguno de estos aminoacidos existe una disminucion significativa en

la actividad antimicrobiana“3.

2.1.5. Mecanismos de Generacion de Resistencia a las Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas se convirtieron en farmacos de gran interés cientifico y clinico
debido a que poseen propiedades de un antimicrobiano ideal, como lo es su alta
potencia, amplio espectro de actividad, alta biodisponibilidad, diversas formas
farmacéuticas para su administracion, altas concentraciones en suero, alto volumen
de distribuciéon y baja incidencia de efectos adversos!®. Por tal motivo, se han
considerado como farmacos seguros y eficaces de primera linea para el tratamiento
de enfermedades infecciosas; no obstante, su uso excesivo, inapropiado y
desmesurado condujo a la aparicién de cepas resistentes resultando en un problema

sanitario que ha puesto en riesgo la salud y la vida de la poblaciéon®415.
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El fendmeno de resistencia hacia las fluoroquinolonas se ha reportado tanto en Gram
positivos como Gram negativos, ademas, es posible que también pueda desarrollarse
en microorganismos fangicos, parasitarios e incluso células humanas como un
mecanismo natural de adaptacion heredable que les permita sobrevivir a la presencia
de estos farmacos*344. Los mecanismos de resistencia conocidos son variados y es
posible que un microorganismo desarrolle mas de un tipo, por ello, es sumamente

importante controlar la propagacion de estos microorganismos altamente patégenos.

A continuacién, se describen algunos de los principales mecanismos; por una parte,
se tienen aquellos generados por genes cromosOmicos mientras que por otro lado se
encuentran los mecanismos generados por genes presentes en plasmidos

(extracromosOmicos).

2.1.5.1. Resistencia Generada por Mutaciones Cromosdémicas que Alteran

el Sitio de Unidn a las Fluoroquinolonas

Este tipo de resistencia ha sido asociada a mutaciones cromosoémicas especificas en
los genes que codifican las diferentes subunidades de la enzima diana, mas
comunmente se han encontrado en una regidn especifica del gen gyrA que codifica
para la region conocida como QRDR (regién determinante de resistencia a la
quinolona) y es equivalente o se encuentra de manera similar en diferentes especies
bacterianas®®. En E. coli, las modificaciones implicadas han sido principalmente el
cambio de serina-83 por triptéfano y &cido aspartico-87 por asparagina, estos son
responsables de formar la interaccion de tipo puente metal-agua con los carbonilos en
posiciones C-3 y C-4 de la fluoroquinolona“®. Mientras que en la topoisomerasa IV los

aminoacidos Ser-80 y Glu-84 codificados por el gen parC*’.

Las mutaciones en el gen que codifica la subunidad GyrB ocasionan un cambio
conformacional en la estructura final de la proteina alterando el sitio donde las
fluoroquinolonas se introducen (poket o bolsillo) para interactuar con la subunidad B,
esto disminuye drasticamente la sensibilidad hacia el farmaco. En este caso, las

mutaciones han sido el cambio del acido aspartico-426 por asparagina y lisina-447 por
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acido glutamico confiriendo resistencia a quinolonas acidas y ligera hipersensibilidad

a quinolonas de caracter anfétero*’+48,
2.1.5.2. Resistencia Mediada por Plasmidos

Los plasmidos son segmentos de ADN circular encontrados fuera del cromosoma,
estan presentes en la mayoria de las bacterias y son capaces de transferirse de una
célula a otra. Estos segmentos poseen informacion para codificar moléculas protéicas
gue confiere a los microorganismos la capacidad de adaptacién al medio ambiente

nocivo que ocasionan las fluoroquinolonasé:4’-

Se conocen tres tipos de genes provenientes de plasmidos que confieren resistencia
a las fluoroquinolonas: un gen similar al que traduce la enzima aminoglucosido acetil
transferasa, los codificadores de sistemas de bombas de eflujo de farmaco y aquellos
genes que codifican la expresion de la familia de proteinas conocidas como Qnr que

impiden la accion de las FQs*°.
a) Proteinas Qnr

Los genes Qnr codifican una serie de proteinas integrantes de la familia de
pentapéptidos repetidos (mantienen un motivo recurrente de cinco aminoacidos en
tandem) mayor a 200 aminoécidos identificando seis clases: QnrA, QnrB, QnrC, QnrD,
QnrS y QnrCV; las dos primeras fueron identificadas por primera vez en una cepa de
Klebsiella pneumoniae resistente a ciprofloxacina, mientras que en Shigella flexneri se
identifico la proteina QnrS. Acerca de estas proteinas no se conoce con detalle su
mecanismo de accion, unicamente se ha discutido que se unen al complejo ADN-
girasa reduciendo la disponibilidad de los sitios blanco e impidiendo la union y accion

de las fluoroquinolonas*’4,
b) Modificacion e inactivacion enzimatica de las fluoroquinolonas

En E.coli, se identificé el plasmido pHSH10-2 que codifica a la proteina aac(6")-Ib-cr,
una variante mutante con actividad acetiltransferasa que inactiva a las

fluoroquinolonas. Esta enzima presenta mutaciones puntuales con modificacion en los
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aminoacidos Trp-102 por Arg y Asp-179 por Tyr, es capaz de acetilar el nitrégeno
insustituido presente en la piperazina en C-7 de la norfloxacina y la ciprofloxacina, por

ejemplo, lo que disminuye la afinidad por el sitio diana y da lugar a la resistencia®®.
c) Expresion de bombas de expulsion del farmaco

Los sistemas de expulsion membranal son complejos proteicos que disminuyen la
concentracion intracelular de compuestos biogénicos y xenobidticos no esenciales
para la célula mediante su expulsién al medio extracelular, algunos son codificados
por genes cromosémicos como proteccidn natural, sin embargo, en cepas bacterianas
patbgenas se han encontrado plasmidos de resistencia asociados a

fluoroquinolonas®.

El plasmido pOLAS52 identificado en la cepa resistente de E. coli codifica a OgxA y
OgxB, la primera es una proteina de membrana interna de la familia de los
transportadores RND (Resistance Nodullation cell Division) y la segunda esta situada
en el periplasma bacteriano. Estos transportadores son asistidos por proteinas
accesorias como TolC de tipo OMP (Outer Membrane Protein) y AcrA de tipo MFP
(Membrane Fusion Protein), trabajan en conjunto formando un complejo trimérico
(tripartita) permitiendo la salida del farmaco a través de la doble membrana de los
microorganismos Gram negativos. Las quinolonas anfifilicas como el acido nalidixico
11 o la ciprofloxacina 15 son capturadas tanto del periplasma como del citosol, se
mueven a través de la membrana hasta el transportador o son directamente atrapadas

en el citoplasma para ser expulsadas de la célula*®0.

En una cepa clinica de E. coli resistente se descubro la proteina QepA la cual es
codificada por un gen proveniente del plasmido pHPA, es situada dentro de la familia
de transportadores de tipo MFS (Mayor Facilitator superfamily) las cuales son capaces
de transportar solutos (farmacos) en respuesta a gradientes quimiosmaéticos de

fluoroquinolonas hidrofilicas como la ciprofloxacina 1548,
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2.1.6. Relacion Estructura-Actividad de las Fluoroquinolonas

Modificaciones a la estructura de las fluoroquinolonas ha conducido a mejoras en

cuanto a la farmacocinética aumentando la biodisponibilidad y volumen de distribucion,

también hubo reduccion en la toxicidad y menores interacciones con otros farmacos.

Al modificar la estructura se ha logrado combatir microorganismos resistentes y

también ampliar cada vez mas el espectro de actividad de estos compuestos (Figura

14)33,
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Controla potencia e C-3yC-4
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Figura 14. Relacion Estructura-Actividad de las Fluoroquinolonat?23.33
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2.1.6.1. Modificaciones en Posicién N-1

Esta posicion de la quinolona se involucra con la interaccion de la enzima diana, por
lo que se considera esencial para la actividad y la potencia; siendo influenciada por
efectos estéricos, electrénicos, asi como efectos espaciales favorables en el
sustituyente. Las quinolonas de primera generacion presentan un grupo etilo en N-1y
destacaron por su actividad contra Gram negativos. Mientras que la introduccién del
ciclopropilo en adicion con el flior en C-6 incrementd la actividad contra Gram
negativos ademas de inhibir el desarrollo de cepas de microorganismos Gram

positivos®?.

No obstante; sustituyentes como el 4-fluorofenilo y el 2,4-difluorofenilo ceden una

potente actividad in vitro contra Grampositivos y bacterias anaerobias®%°3.

Asimismo, la introduccién del sustituyente terbutilo en N-1 en asociacion con el metoxi
en C-8 aumentd significativamente la actividad en contra de micobacterias en

comparacion con el ciclobutilo o el etilo%52:53,
2.1.6.2. Modificaciones en Posicion C-2

Debido a la proximidad de esta posicién con el sitio de unién en la enzima diana, el
hidrogeno es el que produce mayor actividad antimicrobiana. Sustituyentes
voluminosos modifican la interaccion llegando a perder el efecto deseado, las
modificaciones realizadas han sido con el objetivo de establecer puentes con la

posicion N-1 o C-3 generando moléculas policiclicas®.
2.1.6.3. Modificaciones en Posiciones C-3y C-4

El grupo 3-carboxilo y 4-carbonilo son esenciales para la actividad e involucrados en
la interaccion con el ADN y residuos de la enzima diana. Llevan a cabo la coordinacion
con cationes como el Mg ?* formando un puente metalico (enlace coordinado) entre el
farmaco y el complejo enzima-ADN. También, estos grupos son necesarios para el

transporte de la fluoroquinolona hacia el interior de la célula de una manera efectiva®*.
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Las modificaciones en el 4-carbonilo conllevan a la pérdida considerable de la actividad
por lo que se considera el grupo 0ptimo en dicha posicion. En el caso del 3-carboxilico
se han llevado a éster, amida e incluso aldehido con el objetivo de que funja como un
profarmaco; el cual, una vez en el organismo vuelve a transformarse en carboxilo
permitiendo asi una mejor actividad®>°6, El remplazo del grupo 3-carboxilico por un
grupo bioisostérico como el anillo de isotiazol, incremento del caracter aroméatico y un
hidrégeno bastante acido unido al nitrégeno el cual puede ser comparado con el proton
del &cido carboxilico, gener6 derivados de mayor potencia con actividad

anticancerigena®’.
2.1.6.4. Modificaciones en Posicion C-5

Se considera al grupo amino como el 6ptimo, ya que aumenta la actividad y potencia
hacia organismos Grampositivos, principalmente. Los efectos producidos por la
modificacién del grupo C-5 estan influenciados a su vez por la naturaleza del
sustituyente en N-1. Un grupo amino en C-5 en el ciclopropilo en N-1 resulté en un
aumento de la actividad contra Gram positivos y en algunas circunstancias mejoro la
actividad contra Gramnegativos. En algunos casos como el sparfloxacino, el grupo 5-
amino incremento la lipofilicidad de la molécula. Al igual que el amino, el hidroxi y el
metilo como sustituyentes en C-5 en conjunto con ciclopropilo en N-1, presentan de
buena a moderada actividad contra Grampositivos. Un sustituyente etilo, terbutilo o
2,4-difluorofenilo en N-1 en conjunto con el amino en C-5 resulté en una notable

disminucion de la actividad antimicrobiana in vitro®1:53,
2.1.6.5. Modificaciones en Posicién C-6

La incorporacion del flior en C-6 resulté en un aumento en la penetracion celular de
hasta 70 veces mayor que los derivados no fluorados, asi como un aumento de 2 a 17
veces en la inhibicién de la enzima diana por una mejor interaccién con derivados
fluorados. Esta modificacion permitio administrar dosis menores de farmaco por via
oral y en intervalos mas prolongados de tiempo. Las fluoroquinolonas se han utilizado

desde entonces para tratar de una manera eficiente infecciones causadas por
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microorganismos anaerobios, intracelulares, infecciones sistémicas y de tejidos

blandos®°.

Ademas de la adiccion del flior en esta posicion se han introducido diversos grupos
como ClI, Br, CHs, SCHs, NO2, CN, H; sin embargo, estos no presentan mayor actividad
que con el flior en C-6. El reemplazo del fldor por un grupo amino, disminuye
considerablemente la fototoxicidad observada en fluoroquinolonas de reciente

aparicion®s,

Compuestos con ausencia de flior en posicién C-6, con un sustituyente metoxido en
C-8 y ciclopropilo en N-1, presentaron una actividad in vitro 4 veces mayor que la
ciprofloxacina o levofloxacina. EI empleo de las quinolonas desfluoradas se ha

enfocado al tratamiento del VIH, principalmente?85°,
2.1.6.6. Modificaciones en Posicion C-7

El sustituyente en esta posicion interactla directamente con la girasa o topoisomerasa,
es responsable de los efectos de solubilidad, potencia, espectro antimicrobiano y
propiedades farmacocinéticas. En el C-7 se ha llevado a cabo la mayor variedad las
modificaciones estructurales en las fluoroquinolonas, esto seguido del descubrimiento
de que un sustituyente piperazinico en C-7 junto con el flior en C-6 favorecian
drasticamente la actividad antimicrobiana. Grupos lineales y pequefios no muestran

actividad intrinseca considerable>5:60,

La presencia de heterociclos nitrogenados de 5 y 6 miembros como sustituyente en
esta posicion ha demostrado ser responsables del aumento en la potencia y actividad
antimicrobiana del farmaco. Se ha observado que sustituyentes grandes tienen
influencia en la proteccion de la fluoroquinolona contra los mecanismos de expulsion
activa del microorganismo, aumentando la actividad contra anaerobios ademas de

prevenir la aparicion de resistencia®%:5461,
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2.1.6.7. Modificaciones en Posicion C-8

La posicion 8 de las fluoroquinolonas esta ocupada por un atomo de nitrégeno
(técnicamente naftiridonas) o un &tomo de carbono opcionalmente sustituido
(quinolonas). De manera general, la introduccion de sustituyentes en esta posicion da
lugar a cambios en la estructura tridimensional de la molécula lo que ocasiona una
alteracién que modifica la afinidad hacia las topoisomerasas diana; ciertos parametros
farmacocinéticos también se ven afectados al realizar sustituciones en este sitio
aumentando la toxicidad del compuesto, principalmente al exponerse a la radiacion

solar y presencia de genotoxicidad?%62

Entre las diferentes modificaciones en esta posicién, son los halégenos como el cloro
y el flor los que aumentan la actividad anti anaerobia. El cloro y el flior también son
sustituyentes que aumentan la absorcion por via oral. Sin embargo, estos halégenos
como sustituyentes se han asociado a fenédmenos de fototoxicidad en farmacos como
fleroxacina 35b, lomefloxacina 18, sparfloxacina 36 y clinafloxacina 26 (Figura 15). El
remplazo por un grupo metoxi en C-8 resulté en derivados como la moxifloxacina 23

exhibiendo una potente y amplia actividad antimicrobiana®:52.63,

0 0 NH, O 0
F = OH ) 5 OH
|| ||
K\N :Q;\N Hch\N ™ "
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3

VAN

F CH,
35b 36

Figura 15. Estructura quimica de la fleroxacina 35b y la sparfloxacina 36

2.1.7 Caracteristicas Fisicas y Quimicas Importantes para las Propiedades

Medicinales

Las quinolonas son sustancias sélidas de un color amarillo palido o blanco-amarillento
con aspecto cristalino, son poco solubles o insolubles en agua y la mayoria de los

solventes organicos; se solubilizan bien en soluciones ligeramente alcalinas o acidas;
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resisten la aplicacion de temperaturas elevadas y presentan puntos de fusion

elevados!.64,
2.1.7.1. Quelacion

Los quelatos de fluoroquinolonas con iones metalicos (Figura 16) como aluminio (llI),
magnesio (Il), calcio (l), cobre (11) y con hierro (Il y 1ll) se dan por la interaccién con el
3-carboxilo y 4-carbonilo, la proximidad de estos dos grupos en la molécula de
qguinolona en presencia del idbn metélico origina una donacion electrénica por parte del
4-carbonilo con la posterior formacién de un anillo. Los quelatos metalicos son
insolubles en agua y su formacion se ve favorecida en soluciones que van de neutras
a alcalinas. La quelacion provoca eventos de interacciones farmaco-alimento o
farmaco-molécula que conllevan a una disminucién en la absorcion del antimicrobiano

cuando se administra junto con algunos alimentos, antiacidos y otros farmacos®°®,

Figura 16. Representacion general del quelato metalico de fluoroquinolona®3:64

2.1.7.2. Caréacter Acido - Base

Las fluoroquinolonas presentan naturaleza anfotérica debido a los dos grupos
funcionales ionizables susceptibles a la protonacion (Figura 17). El primero es el 3-
carboxilo, el cual, a pH basico se encuentra en forma de carboxilato 37 mientras que
el amino presente en la piperazina en C-7 se protona a pH acido dando lugar a la
formacion de una sal de amonio 38 con mayor solubilidad en medio acuoso. En
condiciones de pH neutro cercano al punto isoeléctrico de la molécula, la
fluoroquinolona presenta dos estructuras en equilibrio. Una es la forma no ionizada la

cual es mas estable y es la que mejor se absorbe hacia las células 39; y la otra que es
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una estructura en forma zwitterion 40, un compuesto quimico eléctricamente neutro
gue contiene cargas formales positiva y negativa sobre atomos diferentes. Estos dos
grupos ionizables y/o susceptibles a protonarse determinan propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas como la solubilidad, coeficiente de particion,

volumen de distribucién y absorcién principalmente!®°,

o o
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@
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Figura 17. Caracter acido-base de las FQ# 23

Las fluoroquinolonas entran a la célula a través de difusion pasiva y canales presentes
en la membrana, el paso a través de estos ultimos se ve favorecido por la interacciéon
del farmaco con iones Mg?* a pH ligeramente alcalino en medio extracelular. A pH mas
acido como el encontrado en medio intracelular el grupo carboxilo se encuentra
protonado siendo imposible formar el quelato de magnesio y atravesar la membrana,

esto hace que el farmaco no pueda retornar por el canal y se acumule dentro%5-67,
2.1.7.3. Fotoquimica

La fototoxicidad presentada en los pacientes en tratamiento con fluoroquinolonas es
debida a la exposicion a la luz solar. Muchas quinolonas sustituidas con halégenos
absorben luz en un rango de 350 a 425 nm provocando reacciones de
fotodescomposicion que conllevan a la disminucién de la actividad del farmaco.1%68
Los productos de la fotodescomposicién dependen de ciertas condiciones como la

estructura de la molécula y el medio de la reaccion. En un medio acido, las quinolonas
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con un grupo electrodonador en C-8 y un sustituyente tipo piperazina en C-7 (como el
caso de la ofloxacina 19) ocurre una fotolisis oxidativa del anillo piperazinico 41. En
moléculas como la sparfloxacina 36 ocurre una ruptura heterolitica en el enlace C-F
que conduce a la pérdida del sustituyente 43. Es posible también la ruptura homolitica
formando radicales en C-8 cuyos electrones pueden reaccionar con el sustituyente en
N-1 formando un nuevo heterociclo 44 (18 y 19)569,
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Figura 19. Fotoquimica de la sparfloxacinal# &7
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2.1.8. Estrategias de Sintesis de Fluoroquinolonas

La sintesis de Gould-Jacobs es una metodologia ampliamente utilizada y adaptada
para la preparacion del anillo de la fluoroquinolona’™"t. Una variante aplica la sintesis
asistida por microondas partiendo de la difluoroanilina 45 y EMME 46, catalizado con
CeClz-7H20 (Esquema 2)’%, disminuyendo el tiempo de reaccién a 3 minutos a
temperatura ambiente obteniéndose el acrilato 47. La ciclacion intramolecular asistida
por microondas Yy el reactivo de Eaton como catalizador, permiten disminuir también el
tiempo y temperatura de reaccion para formar el producto 48. El siguiente paso
consiste en la N-alquilacion 49, después, la reaccion con BF3-(OEt)2 forma un éster de
borilo 50 lo que provoca mayor caracter electrofilico en C-7, permitiendo la introduccion
de diversos nucledfilos 51 asi como el uso de microondas para minimizar el gasto

energeético, tiempo y cantidad de reactivos.

(o}
F
= COOEt CeCl-7 H.O EtOOC COOEt F COOEt
| Ezooct SackiTie P,0,/CH,SOH o
—_—
S N, T \ S T Tamb 50 W, 30 min. o I I
2 3 min. o
46 55°C F N
46 ag "
K.CO,
DMF, 80790 °C
ah
(o} (0} i
F COOEt
F S ;
200 *C, 30 min. e
1550 w
Nu g N 40°C F N
2060 min.
H HSC HLC 49

Esquema 2. Sintesis reportada por Leyva y cols™

Con la ruta reportada por Grohe-Zeiler’? es posible preparar fluoroquinolonas N-alquil,
cicloalquil y aril sustituidas (Esquema 3). Se parte de un acido benzdico sustituido 52
el cual es sometido a una halogenacién para formar el cloruro de benzoilo 53, este, al
reaccionarlo con monoetilmalonato es transformado al benzoilacetato de etilo 54. Se

hace reaccionar el B-ceto éster formado con ortoformiato de trietilo en presencia de
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anhidrido acético para formar un etoxialqueno 55, después, el grupo etoxi puede ser
sustituido por una alquil o aril amina de interés para generar el intermediario 57, que
se somete a una ciclacién intramolecular facilitada por una base fuerte; finalmente, se

genera el acido carboxilico 58 mediante hidrdlisis basica del éster.

COOH  soc1, 6 cocl COOEt
:@: oot :@: “CH(COOECO, LI, H L,

53 l(EtO)JCH,

Ac,0

COOH
COOEt F COOEt
Base ‘
" Gater cl c OEt

55
58 57

Esguema 3. Sintesis de Grohe-Zeiler’2

Chu y colaboradores®?, proponen un método de sintesis para introducir sustituyentes
aromaticos en N-1 (Esquema 4); El cual parte de la conversion del 1,2,4-
trifluorobenceno 59 a la cetona 60 por la reaccion de acilacion de Friedel-Crafts y
convertido después al acido 2,4,5-trifluorobenzoico 61 mediante la oxidacién con
hipoclorito de sodio. El intermediario generado, se hace reaccionar con etilmalonato
62 para dar lugar a un B-cetoéster 63 que luego reacciona con el ortoformiato de trietilo
64 en presencia de anhidrido acético generandose el etoxialqueno 65. La reaccion de
este Ultimo con anilinas sustituidas forma el compuesto 66 que es ciclado utilizando

hidruro de sodio para asi obtener la fluoroquinolona N-sustituida 67.
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Esquema 4. Sintesis de Chu y cols®?

Miyamoto y colaboradores” reportan la sintesis de derivados de tipo naftiridona (
Esquema 5) partiendo de un precursor tipo dicloropiridina 68 el cual se hace
reaccionar con una amina ciclica para formar el intermediario 69; se lleva a cabo la
reaccion con 70 utilizando bicarbonato de sodio como base; seguido de una ciclacién
intramolecular usando hidruro de sodio y tolueno como solvente. Finalmente se

hidroliza el éster 71 en medio acido o basico para formar el compuesto 72a?°.

amina
Fu? COOEt amina Fu s COOEt COOEt o our Fo s COOEL COOEt
A T L e Y
i 2
cl N cl amina N Cl RHN amina N NH
68 69 70
o) 0 NaH, Tolueno
hidrolisis acida
F / COOH 6 basica F = COOEt
-
R= ciclopropilo \/|L | \J\ |
N N N N
amina | amina |
R R
72a 71

Esquema 5. Sintesis de Miyamoto y cols’®
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La sintesis de Gerster’* (Esquema 6) es un método que permite la preparacion de
fluoroquinolonas triciclicas, la materia de partida suele ser una molécula biciclica de
tipo tetrahidroquinolina 72b que se somete a una reduccién catalitica produciendo el
intermediario 73, después, se utiliza la metodologia de Gould-Jacobs para dar lugar al

derivado triciclico final 74.

_é\ H] X Z\l Gould-Jacobs EEN OH
I = Sh = * |
W N Cat NH S .
|
o
B CH, CH, S ch
7 73 g
o 74

Esquema 6. Sintesis de Gerster 74

2.2 BENCIMIDAZOLES

El anillo de bencimidazol 75 es uno de los heterociclos nitrogenados mas estudiado y
de gran importancia en la quimica medicinal’®. La primera sintesis fue reportada en el
aflo de 1872, pero su potencial terapéutico se remonta a los afios 40°s con el
descubrimiento del 5,6-dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)-bencimidazol como producto de

degradacién de la vitamina B12 76 (Figura 20)76.

Este hallazgo llevé a la teoria de que este nucleo estaba involucrado en diversos
procesos biologicos por su similitud estructural a las purinas 77a, 77b (bases
nitrogenadas del ADN), al poseer el anillo de imidazol 78 dentro de su estructura, el
cual forma parte también de moléculas de importancia biolégica como son la histidina
79 y la histamina 80. A partir de estos antecedentes surgio el enorme interés en el
estudio de este tipo de compuestos como intermediarios para el desarrollo de
moléculas con impacto farmacolégico. Asi mismo, el bencimidazol esta ligado a una

gran variedad de compuestos bioactivos abarcando un amplio rango de usos
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terapéuticos los cuales se han logrado gracias a la optimizacion de los sustituyentes

alrededor de su estructura’’.

Los bencimidazoles actian como agentes antibacterianos, antiparasitarios,
antifangicos, anticancerosos, antihipertensivos, antiinflamatorios, antihistaminicos,

antivirales, antioxidantes y anticonvulsivantes’>-'8,

Figura 20. Derivados imidazolicos y bencimidazolicos™

2.2.1. Estructura Quimica

El ntcleo de bencimidazol estd compuesto por la fusién del benceno en C-4 y C-5 del
imidazol dando lugar al biciclo, por lo que presenta caracteristicas de un compuesto
aromatico, ademas de exhibir propiedades acido-base gracias al N-H &cido (pKa 5.6)

y el nitrégeno iminico con caracter basico (comportamiento anfotérico)”>7®.

Asi mismo, los derivados que contienen al atomo de hidrégeno en N-1 se encuentran
en equilibrio dinamico, es decir, el 5-metilbencimidazol 83 es el tautbmero del 6-
metilbencimidazol 84 y viceversa, por lo que ambas estructuras representan al mismo
compuesto (Figura 21). La tautomerizacion en estos derivados es posible gracias a la

deslocalizacion de los pares de electrones m de la imina con la simultanea migracion
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del hidrégeno aminico, permitiendo la formacion del N-H entre los nitrogenos del
imidazol; mientras que, en bencimidazoles N-sustituidos no se presenta el equilibrio

tautomérico y se pueden aislar dos moléculas o isémeros no equivalentes’’:"°.

Por otro lado, el punto de fusion (p.f.) se ve afectado al modificar el hidrogeno en N-1;
el bencimidazol sin sustituir puede formar puentes de hidroégeno intermoleculares a
través del N-H, mientras que el N-3, a través de los pares de electrones libres funge
como aceptor de puente de hidrogeno, esto trae como consecuencia un incremento en
el valor del p.f. en derivados no sustituidos comparado con el observado en N-
sustituidos (1H-bencimidazol p.f. 130 °C, 1-meti-bencimidazol p.f. 66 °C)8°,

Para el caso de la solubilidad es similar; el N-H favorece la formaciéon de puentes de
hidrogeno con solventes polares y en soluciones acidas (mayor solvatacion) mientras
gue compuestos N-sustituidos son mayormente solubles en disolventes menos

polares, o bien, en medios acidos o basicos®%8L,

HsC NH, o HaC - N HsC 4 H
QU ol —E —" 0
NH, OH e - N 5 - N
81 82 83 84

Figura 21. Tautomerizacion del 5-metilbencimidazol””

2.2.3. Estrategias de Sintesis de Bencimidazoles

En 1872 Hoebrecker efectud la primera sintesis de bencimidazoles por medio de la
reaccion de 4-metil-2-nitroacetanilida 85 y estafio metélico en un medio acido
llevandose a cabo la reduccién 86 y con la consecutiva ciclacion intramolecular se
obtuvo la mezcla del 2,5- y 2,6-dimetilbencimidazol 87, 88. En 1878, Landenburg
obtuvo los mismos productos mediante la reaccion de 3,4-diaminotolueno 89 con acido

acético en condiciones de reflujo (Esquema 7)7282,
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H4C NO H
N 2 Sn HC NH, -H,0 HaC N HC N
S —_—
Hl \C[ /%CH3 —_— \>7CH3
NHCOCH 5 NHCOCH 5 ¥ N
H
86 87 88

Esquema 7. Primera sintesis de bencimidazoles?®-82

El interés por la sintesis de estos derivados se retomé tiempo de después a finales de
los 40°s y principios de los 50°s cuando Brink y colaboradores identificaron el 5,6-
dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)-bencimidazol como producto de degradacion de la

vitamina B12 76, un cofactor enzimatico esencial para el desarrollo celular’®83,

El ndcleo de bencimidazol se ha posicionado como uno de los pilares mas importantes
de la quimica medicinal, numerosos métodos se han desarrollado para la preparacion
y funcionalizacibn de este tipo de derivados las cuales pueden clasificarse e
identificarse en base a los materiales de partida y tipo de reaccion llevada a cabo
(condensacidn, ciclacion, N-arilacion, acoplamiento cruzado, etc.) como a continuacion

se describe84:85,

2.2.3.1. Sintesis a partir de la orto-fenilendiamina
A) Reaccion con Acidos Carboxilicos

En la ruta convencional, un &cido carboxilico alifatico es calentado con la orto-
fenilendiamina en solucion acuosa de acido clorhidrico concentrado para favorecer la
deshidratacion (reaccion de Phillip’s). Bajo este método los bencimidazoles se
obtienen con diferentes sustituyentes alquilicos en C-2 con buenos rendimientos de
reaccion. Sin embargo, al emplear acidos carboxilicos aromaticos los rendimientos

disminuyen drasticamente; no obstante, es posible llevar a cabo la reaccion en un tubo
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cerrado a 180 °C, empleando acido polifosférico o pentéxido de fosforo para permitir
la deshidratacion®, o bien, mediante la condensacion de o-fenilendiaminas sustituidas
y diferentes acidos carboxilicos aromaticos catalizados con cloruro de amonio

(Esquema 8a)®e.
B) Reaccion con Derivados de Acido Carboxilico
B.1. Cloruros de Acido

La introduccién de sustituyentes aromaticos en C-2 se ha llevado a cabo mediante la
reaccion entre la o-fenildiamina y los cloruros de &cido arométicos; la gran reactividad
de estos precursores permite generar derivados 2-aril-sustituido 90 y un intermediario
1-acil-2-sustituido 91 cuando un exceso de cloruro de acido es utilizado®8, cuando
se usa una zeolita, la sintesis se vuelve selectiva a bencimidazoles 2-sustituidos
(Esquema 8b)88,

NH
A = 2 R,COOH = N
"I~ | H* 6 NH,* CI AN | \>kR2
o NH,
N NH, X N .
H R, = alquil, aril
B = NH2  R.cocl = N\ = N\
R— | — R—— | —R, T R—\ | >—R2 R, = aril
NS
X NH, N N
. o
920 91 R,

Esquema 8. Sintesis de bencimidazoles: a. a partir de acidos carboxilicos; b. a partir de cloruros de

acido86.88

B.2 Esteres y Amidas

Jing y colaboradores® reportaron la sintesis de bencimidazoles 2-sustituidos 93

mediante la reaccion de dihidrocloruro de orto-fenilendiamina 92 con diferentes ésteres
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utilizando radiacién de microondas como fuente de energia. La reaccion se lleva a

cabo en 1,2-etanodiol como solvente a 165 W en 90 segundos (Esquema 9).

+ -
NH; Cl O HOCH,CH,OH N\
b ol e >
MW N
H

+ -
NH; ¢ OEt R = CH,CI, CH,, CH,0H
92 93 Et, H, n-C,H,,

Esquema 9. Sintesis de bencimidazoles a partir de ésteres®

En 2015, Kattimani y colaboradores sintetizaron derivados de bencimidazol mediante
la reaccion asistida por microondas entre orto-fenilendiaminas sustituidas con N,N-
dimetil formamida y amidas sustituidas bajo un medio acido empleando radiacion por
microondas. La DMF tiene un efecto dual actuando como solvente y reactivo, ademas

de emplearse carbonato de potasio como base (Esquema 10)%.

NH, o = N
R_/ | o R{j[ \>
X S XX N

NH,

HCI 70 %
MW

-

Esquema 10. Sintesis de bencimidazoles a partir de amidas®°

A\
R>—NH2
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B.3 Anhidridos

Una modificacion a la reaccion de Phillips consiste en calentar la o-fenilendiamina con
anhidrido acético en una solucién de acido clorhidrico al 15% obteniéndose el 2-

metilbencimidazol®®.
C) Reaccion con Aldehidos

Los métodos para la sintesis de bencimidazoles a partir de la condensacion entre o-
fenilendiamina y aldehidos, utilizan ademés condiciones de reaccion oxidantes para
asegurar el éxito de la reaccién®:. Por ejemplo, la sintesis de Weidenhagen®’ para
obtener bencimidazoles 2-sustituidos mediante la condensacion del diclorhidrato de
orto-fenilendiamina N-sustituido 94 con aldehidos alquilicos, arométicos o
heterociclicos, se emplea una solucidén acuosa o etandlica en presencia de acetato de
cobre como oxidante. La sal cuprosa de bencimidazol 95 resultante, se pone al
contacto con sulfuro de hidrogeno para dar lugar al bencimidazol libre y la formacion

de sulfuro cuproso (Esquema 11).

NH,
N
@ *2HCl + R'CHo —Z9MAc_ N—r'+ cucl, *+ 4CH,COOH
N

NHR 2 (CH,CO0), Cu \ + H20
94 95 R

Esquema 11. Sintesis de Weidenhagen de bencimidazoles®?

Por otro lado, Yang y colaboradores®? aportaron un método eficiente para la sintesis
de bencimidazoles a partir de la reaccion de aldehidos y o-nitroanilinas con ditionitio
de sodio (Na2S204) como agente reductor; permitiendo la reduccion y ciclacion
intramolecular en un solo paso de reaccion, brindando asi, un método sencillo para

producir gran variedad de derivados de bencimidazol (Esquema 12).
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NH,

= Na,S,0, = N\
Ri— | + RCHO ——— > R [ DR,
X EtOH, 70 °C, 5h XN N
H

NO,

Esquema 12. Sintesis de Yang de bencimidazoles®?

Asi mismo y siguiendo los principios de la quimica verde, Pardeshi y colaboradores®,
reportaron la reaccion de orto-fenilendiamina con distintos aril aldehidos en presencia
de dodecilsulfato de sodio en medio acuoso para generar 2-arilbencimidazoles
(Esquema 13).

NH,

SDS 10 mol % = N\

Ric | + acHo ——22 rRE [ D—ar
AN agua X N
H

NH,

Esquema 13. Sintesis de Pardeshi para bencimidazoles®?

D) Reaccién con Cetonas

La reaccion de cetonas con o-fenilendiaminas N-sustituido lleva a la formacion del
intermediario tipo bencimidazolina 96 que pierde un grupo alquilo y un hidrégeno (RH)
para generar al bencimidazol 2-disustituido 97 mas estable por su caracter aromatico
(Esquema 14)8.

H

NH, o N Rs -R,H N
Ul — T e
NHR Rs N N

Rl
97

Ry

96

Esquema 14. Sintesis de bencimidazoles a partir de cetonas?®>86
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La variacion en la posicion del N-sustituyente por el 3,4-diaminotolueno 98 con
acetofenona 99 a 180 °C por Ladenburg y Rugheimer permite formar el derivado
bencimidazolina 100, donde la eliminacion de metano gener6 el 2-fenil-5-
metilbencimidazol 101, que, debido al incremento en la aromaticidad, se obtiene una

molécula con mayor estabilidad en comparacién del metilo (Esquema 15)8.

98

Esquema 15. Sintesis de Ladenburg-Rugheimer para bencimidazoles®8586

E) Reaccion con Nitrilos, Urea, Tiourea e Iminoéteres (Imidatos)

Una alternativa para el uso de distintos carbonilos (aldehidos, &cidos carboxilicos y
sus derivados) para la formacién de bencimidazoles, se encuentra el bromonitrilo, el
cual ofrece una buena opcién de agente electrofilico, permitiendo que en condiciones
préticas (metanol-agua) se obtenga el 102 con buenos rendimientos y condiciones
suaves de reaccion (Esquema 16)%. Lo que permite, ademas, utilizar esta reaccion

con diversos sustituyentes en el anillo aromatico de la o-fenilendiamina.

NH2 CNBr
= MeOH/H,O 1:1 AN N
R R \}NHZ
N 50 °C, 1h | _—
NH, N

Esquema 16. Sintesis de bencimidazoles a partir de nitrilos®*
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Asi mismo, por generar bencimidazoles con fuentes débilmente electrofilicas como la
urea y la tiourea, han permitido que Rathod y colaboradores® plantearan un método
de sintesis 2-bencimidazolonas 103 a partir del dihidrocloruro de o-fenilendiamina y
urea a 130 °C. O bien, por medio de la reaccion de orto-fenilendiamina con urea o
tiourea en presencia de HCI para generar los derivados de 2-bencimidazolonas 6 2-

bencimidazotionas 104, respectivamente (Esquema 17)°%.

Z
=
I
NZ
NS
4
NI
Iz
T
(e}
z \l/ z
o
I

104

Esquema 17. Sintesis de bencimidazolonas y bencimidazotionas®®

No obstante, se observd que durante la sintesis de bencimidazoles a partir de
derivados carbonilicos es posible que la o-fenilendiamina, la cual presenta cierto
caracter basico, compita por el protdn del catalizador acido lo que puede dificultar el
ataque al sitio carbonilico. Una aportacién consiste en reemplazar el derivado
carbonilico por el imino éter 105 incrementando la basicidad y mejorando, en ciertos
casos la preparacion de derivados de bencimidazol 2-aril 6 2-alquil sustituidos

(Esquema 18).

A partir de ello, Zarguil y colaboradores®® describen la sintesis de bencimidazoles por
medio de la reaccion de N-ciano-imidatos 106 con o-fenilendiaminas aril-sustituidas

107. Dicha reaccién procede mediante el ataque nucleofilico al imidato donde se
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sustituye al etoxi generando un intermediario tipo amidrazona 108 que se cicla

intramolecularmente dando la formacién al anillo de bencimidazol 109.

OR — —

-~

N

CN
A
N—CN X NH, R NH "
74 N
R—< + i NH, = | \>7R
OEt Y NH, ¥ ™ N
106 107 X 100
- 108

Y

Esquema 18. Sintesis de bencimidazoles a partir de iminoéteres®

F) Reaccién con Electrofilos Alternativos

Una alternativa verde para preparar las 2-bencimidazolonas consiste en hacer
reaccionar o-fenilendiaminas con dioxido de carbono a 100 °C, atmosfera inerte de
nitrégeno y tributilamina (TBA) como catalizador, formando agua como producto
secundario de la reaccién (Esquema 19a)%. O bien, en lugar del CO2, se ha reportado
que el disulfuro de carbono permite la formacion de derivados de 2-

mercaptobencimidazol en condiciones basica y de reflujo (Esquema 19b)%,

& H NH H b
N co, 2 cs, N

HZO + o=< j@ B @ . <j[ >:S
N TBA, N, ECOH: KOH N
H H

Esquema 19. a. Sintesis de Brahmayya b. Gurrala®®
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2.2.3.2. Reduccion in situ y Ciclacién Intramolecular de orto-nitroanilinas

En diversas estrategias de sintesis, la reduccion de o-nitroanilinas o-fenilendiamina es
considerado un paso importante para la sintesis de derivados de bencimidazol. Los
mecanismos propuestos, involucran la reduccion catalitica que requiere el equipo
especializado, o bien, la reduccion por transferencia de electrones mediante el empleo

de catalizadores metalicos como estafio, zinc o hierro en un medio acido8499.

No obstante, se han desarrollado rutas alternas de sintesis a partir de precursores con
funcionalidades orto-nitro-amino que son transformados a bencimidazoles en un solo
paso de reaccion sin la necesidad de los catalizadores metalicos, por ejemplo, la
reduccion in situ de o-nitroanilinas N-sustituidas y su reaccion con aldehidos
empleando etanol y exceso de ditionitio de sodio como agente reductor (Esquema 12),

permite la formacion de bencimidazol por transferencia de un electron®?,

Mientras que la sintesis reportada por Nguyen y colaboradores'®® (Esquema 20)
involucra la ciclaciéon reductiva de orto-nitro-ter-anilinas 110y 111 en un solo paso para
sintetizar bencimidazoles 1,2-disustituidos 112 6 bencimidazoles policiclicos 113. La
reaccion emplea iodo molecular en conjunto con acido férmico que actia como agente

reductor y es llevada a cabo bajo atmosfera de argén a 120°C.

CHy

K\/ //\/CH3
N _~_-CHs I, HCOOH N
—_—
: '
@i 120 °C N CHy
NO,
111
110

C@ 1,, HCOOH N
N —_—

. Y
o T A
R NO 113

2

112

Esquema 20. Sintesis de Nguyen a partir de orto-nitro-ter-anilinas®%19°
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2.2.3.3. Ciclacién Intramolecular de Arilamidinas (N-arilacion)

En la metodologia reportada por Baars y colaboradores'®® (Esquema 21), la
arilamidina 114 es ciclada intramolecularmente calentando a 120°C en DMSO y KOH
concentrado de 12 a 24 horas. La reaccion se lleva a cabo a través de un mecanismo
concertado con la formacion de derivados sustituidos en N-1, C-2 y en el anillo de
benceno 1152, De forma similar, Liubchak y colaboradores'®® (Esquema 21) parten
de la reaccion de la o-bromoanilina 116 con diferentes amidas ciclicas 117 en
presencia de POCIs 6 PCls formando la o-bromoamidina 118, esta ultima es ciclada a
través de un mecanismo similar al acoplamiento cruzado, calentdndose a 80 °C en
acetonitrilo en presencia de Cul, DMEDA y carbonato de potasio; siendo posible

preparar bencimidazoles triciclicos a través de N-1 y C-2 de la porcioén imidazdlica 119.

R
/ 3

X R
= N KOH = N
Rli\ ‘ /)\ ° N ‘ /> R
N R, DMSO120°C X N
114 115

Ry R1 Ry

o}
NH, R3% PCl; 6 PCl Na~™  cul, DMEDA K,CO, N
+ —_— — - \
N HN__ CH,CN, 80 °C R3
RY Br Ry Ry Br R, R7 N\

Ry

116 117 118 119

Esquema 21. Sintesis de bencimidazoles a partir de aril amidinas02

2.2.4. Aplicaciones Biologicas

El anillo de bencimidazol es un fragmento estructural presente en moléculas de gran
importancia biologica y farmacolégica. La optimizacion de los sustituyentes alrededor
de su estructura ha resultado en varios compuestos de interés terapéutico, donde la
modificacion de las diferentes posiciones en el anillo puede llevar a diversos
mecanismos de accion, como son el estrés oxidativo, accion enzimatica 0 mecanismos

mediados por receptores’®7°. La diversidad que brinda el anillo de bencimidazol para
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ser modificado ha permitido situarlos en fases de investigacion y en desarrollo,
mientras que otros ya son comercializados para uso clinico. Los farmacos mas
notables y con usos terapéuticos mas comunes (Figura 15) han sido antiparasitarios
(albendazol 120)76:104-109 " antibacterianos!!®-119, antivirales (enviradina 121)120-124
anticancerosos (bendamusina 122)125-128 antihipertensivos (candesartan 123)129-131,
antihistaminicos (astemizol 124)132-134  antiinflamatorios (125)'3>-138,  antiacidos
(omeprazol 126)139140  entre varios mas (Figura 22). Por lo que se esperaria la

existencia de una actividad sinérgica al fusionar ambos farmacéforos.

e CHg cl
120 121 3 122

Figura 22. Bencimidazoles con actividad biol6gical20-140

2.3. Hibridos Fluoroquinolona - Bencimidazol

La relacién estructura-actividad de las fluoroquinolonas ha permitido conocer a detalle
las interacciones que llevan a cabo los grupos funcionales en cada posicion de su
estructura con ciertas funcionalidades en el sitio diana para ejercer su efecto
farmacolégico dando lugar a farmacos excepcionales. Sin embargo, el fendmeno de

resistencia se ha convertido en un potencial problema de salud*%142, Por lo que, los
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actuales proyectos de investigacion estan enfocados al desarrollo de nuevas
bibliotecas de compuestos activos capaces de actuar en contra de las cepas

resistentesl42.143,

La hibridacién, es una estrategia que consiste en la incorporacion de dos o mas
farmacoéforos para formar una sola molécula con multiples mecanismos de accién#4;
en el caso de las quinolonas, ha sido empleada para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos, con la fusion de diversos farmacoéforos generando derivados
triciclicos, es decir, por medio de la fusion de la quinolona con anillos de imidazol 127,
triazol 128, pirazol 129 06 tiazol 130 (Figura 23), a pesar de ello, siguen manteniendo

un gran interés debido a que han demostrado una prometedora actividad bioldgica in

[0} N— N—NH (o]
N/ NH / NH O ) N//\S o
| \ | \
) w i :
127 R 128 R 129 R 130 k

Figura 23. Distintos tipos de hibridos fluoroquinolona-heterociclo43.144

En 1995 Fujita y colaboradores'#® reportaron la sintesis de hibridos de imidazo[4,5-
flguinolona 131 (Esquema 22) y su evaluacion antibacteriana contra cepas de S.
aureus y Gramnegativos como E. coli y P. aeruginosa, alcanzando CMI similares a la
sparfloxacina 36 y, en algunos casos, a la ciprofloxacina 15. Ademas, se demostr6 que
la via de administracion de los derivados quinolonicos en modelos murinos infectados
con P. aeruginosa, resulta de gran importancia, ya que por via IV (intravenosa) inhibi6
el desarrollo de la cepa a dosis minimas efectivas, equivalentes a las presentadas por
la sparfloxacina y cercanas a la ciprofloxacina. Sin embargo, tras la administracién por
via oral se observo una remarcable disminucion de la eficacia debido a problemas de

solubilidad y absorcidon gastrointestinal que limitaron la actividad antibacteriana.
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Para la sintesis de imidazo[4,5-flquinolona 131, se parte del cloruro de 2,4-dicloro-5-
nitrobenzoilo 132 para obtener el intermediario 6-nitroquinolona 133 como variante del
mecanismo de Grbhe-Heitzer para la sintesis de fluoroquinolonas. El grupo nitro de
este intermediario es reducido con cloruro de estafio en medio acido, después, el grupo
amino formado 134 es protegido con el formilo 135; posterior a esto, se lleva a cabo
una reaccion de nitracion empleando una mezcla de acido nitrico, acido acético y
anhidrido acético a 0 °C para producir el intermediario N-nitro-N-formilo 136,
presentando un reacomodo en el sustituyente nitro y posicionandolo en C-5 junto con
la hidrolisis del formilo formando el producto 6-amino-5-nitroquinolona 137.
Finalmente, a través de la reduccion catalitica se obtiene el derivado 5,6-
diaminoquinolona 138 que es el precursor junto con el formiato de trietilo HC(OEt)s

para la sintesis de los hibridos bencimidazol-fluoroquinolona de interés 131.

132

o o o
on coa ShCHH.O HN COOEt
L O,N fica z
_ HClcone.
cl cl cl N c N
133 A 134 A

HCOOH, Ac,0

NO, O

o
r‘\lo2 o
NH COOEt
HoN COOEt N COOEL oHe”
‘ OHC ‘ ‘ -
cl N | N HNO,, Ac,0,AcOH  Cl N
137 A 136 A

Cli
135 A

NH, O
H,, PdC NH O o
2 H,N COOEt N//\
‘ HC(OEY), oH
_
c. N |
R N
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X X = Halogeno
R = amina ciclica

131

Esquema 22. Sintesis de Fujita y cols. para hibridos de fluoroquinolona-bencimidazol4°
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Por otro lado, la fusién del imidazol en posiciones 1,8 y 7,8 de la 3-carboxilamida-4-
quinolona por Reddy y colaboradores'4’ (Esquema 23) exhibieron una moderada
actividad in vitro contra cepas de microorganismos Grampositivos como S. aureus y B.

subtillis; y Gramnegativos como P. aeruginosa y Klebsiella aerogenes.

La sintesis del imidazol fusionado a la 3-carboxamida-4-quinolona parte de la reaccion
del etoximetilenmalonato de dietilo (EMME) con 3-cloro-4-fluoroanilina 139 para formar
la hidroxiquinolina 140 el cual se somete a una nitracién convencional para formar la
8-nitrofluoroquinolona 141, después, al reaccionar con un exceso de metilamina forma
el intermediario 7-amino-8-nitro-3-amido-fluoroquinolona 142 que se somete a
reduccion catalitica para dar lugar al compuesto 7,8-diaminado 143. Posterior a ello,
se lleva a cabo la reaccion con aldehidos para la formacion del producto hibrido 6-
fluoro-4-hidroxi imidazo[4,5-h]-quinolina-3-amida 144, 6 en el caso de aldehidos
aromaticos, se produce la mezcla de productos imidazo[4,5-h]-quinolina-3-amida 144
y el imidazo[4,5-i,jJquinolon-3-amida 145, debido a que los aldehidos aroméaticos son
mas propensos a sufrir ataques nucleofilicos. Finalmente, los hibridos imidazo[4,5-

h]quinolona 144 son alquilados en N-1 con iodoetano para obtener el producto 146.

[} OH O
E
EMME F F
—_—
cl NH, — > % Pz
2 al N HSO, al N
139 140 NO,
141 \Qf%
E
NHCH 3 oH o
F F
N R-CHO X NHCH 4 N NHCH 4
N=— R _ T pac =
H,, Pd-C
145 ACOH, A H,‘\, N 2 HN N
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(o} (o}
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CHy NH, CHz  NO;
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NHCH 5 NHCH 3
| Etl, K,CO, ‘
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Esquema 23. Sintesis de Reddy de hibridos fluoroquinolona-bencimidazol4”
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En 2015, Zahra y colaboradores!#® llevaron a cabo la sintesis de hibridos de
imidazo[4,5-h]Jquinolona incorporando diferentes sustituyentes arilo en C-2,
optimizando condiciones de reaccion mediante el empleo de radiacién de microondas
como fuente de energia alterna (Esquema 24). Los compuestos sintetizados
exhibieron buena actividad antimicrobiana en contra de cepas Grampositivos y
Gramnegativos con CMI de 0.15-3 pg/mly 0.7-3.0 pg/ml, respectivamente. La sintesis,
involucra al precursor 7,8-diaminofluoroquinolona 147, es adsorbido en silica gel en
presencia de nitrobenceno como agente oxidante, seguido, se adiciona el arilaldehido
o acido carboxilico correspondiente y se coloca debidamente en un reactor de
microondas 8-10 minutos a 140 °C y 350 W para formar el 2-arilbencimidazol 148. El
paso final es la hidrélisis del éster para generar los hibridos bencimidazol-
fluoroquinolona de tipo 149.

Ar-CHO, PhNO,

Si0,, MW

Esquema 24. Sintesis de Zahra y cols. de hibridos fluoroquinolona-bencimidazol48

Ademas del nacleo de bencimidazol, se ha demostrado que heterociclos similares
como el anillo de benzo-[c]-1,2,5-tiadiazol 150 muestra una variedad de propiedades
antimicrobianas!#%1%0, Bajo esta premisa, Al-Qawasmeh y colaboradores*®! reportaron
la  sintesis de compuestos hibridos acido 9-ciclopropil-4-fluoro-6-
oxo0[1,2,5]tiadiazolo[3,4-h]quinolin-5-carboxilico 152; mostrando actividad in vitro tanto
en la forma éster 151 como de &cido carboxilico 152 contra cepas de bacterias
Grampositivas y Gramnegativas, algunas resistentes a farmacos como metilciclina y

ciprofloxacina.
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El proceso de sintesis de estos hibridos, parte del acido 2,4-dicloro-5-fluoro-3-
nitrobenzoico 153 siguiendo un mecanismo similar al de Grohe para producir el
compuesto 154, este reacciona con azida de sodio para generar el compuesto 155 que
es reducido a amina con cloruro de estafio en medio acido obteniendo el precursor
7,8-diaminofluoroquinolona 156; la reaccidn subsecuente con cloruro de tionilo
produce el hibrido 151 que es hidrolizado en medio acido para producir la molécula

152 (Esquema 25).

:: :N
= N\

°
~ 7/
N

150

Cl Cl X

NO, NO, A
X=Cl

153

H,0, HCI 151

—> R=H

Esquema 25. Sintesis de hibridos tiadiazolo-fluoroquinolona propuesta por Al-Qawashme y colaboradores?!!

Bajo estos antecedentes, el presente trabajo de investigacion se enfoca a establecer
una ruta alternativa para la sintesis del intermediario 7-amino-8-nitrofluoroquinolona el
cual es esencial para la preparacion de una serie de hibridos imidazo[4,5-h]quinolona
con funcionalizacién en C-3 quinolonico en forma de éster de borato con la variacion

de los sustituyentes en el imidazol.
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Para ello, los estudios de acoplamiento molecular permiten predecir la interaccion de
los nuevos compuestos hibridos con las dianas biologicas enfocadas a la terapéutica
antimicrobiana y antitumoral, estableciendo aquellos candidatos que presenten mayor
actividad in silico permitiendo un tamizado sobre los derivados con menor probabilidad

de éxito.

2.4. Acoplamiento Molecular
2.4.1. Generalidades

El desarrollo de un medicamento (presentacion farmacéutica del farmaco) para uso
clinico sigue un proceso de investigacion largo, costoso y de elevada dificultad; uno de
cada 5.000 farmacos que entran a la etapa de ensayos preclinicos sera aprobado para
uso terapéutico. Con el paso del tiempo surge la necesidad de integrar diversas
disciplinas cientificas e incluso de otras areas para trabajar en conjunto con el objetivo
de generar nuevos farmacos mas seguros y eficientes, escatimando tiempo y

recursos®?,

Los métodos de quimica computacional (conocidos como in silico) han permitido
estudiar de manera tedrica propiedades moleculares tales como momento dipolar,
polarizacion, energias relativas, propiedades espectroscopicas, propiedades
fisicoquimicas, mecanismos de reaccion, modelado y arreglos geométricos de
intermediarios y estados de transicidn, asi como la interaccion de ligantes con dianas
bioldgicas. Para ello, se fundamenta en ecuaciones matematicas basadas en la
mecanica cuantica y la mecanica molecular para simular los procesos en un
ordenador, y con ello, complementar y respaldar el trabajo de sintesis en el

laboratorio®®3.

El estudio de acoplamiento molecular o Docking molecular es una herramienta para el
disefio de farmacos asistido por computadora basado en la estructura del receptor,

trabaja en conjunto con la sintesis organica asignando prioridades sobre las moléculas
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en las que es mas conveniente enfocar los esfuerzos experimentales y descartar

aquellas que solo ocasionen el desperdicio de recursos!®.

La técnica consiste en identificar el modo de interaccion, es decir, la orientacion y
conformacion mas estable que el ligando adopta en la cavidad de una diana molecular.
Debido a la flexibilidad de las moléculas y la plasticidad de la cavidad del sitio de
interaccion pueden existir variedad de conformaciones y posiciones de interaccion con
el receptor. El uso de computadoras y algoritmos basados en la energia ayudan a
acelerar el proceso y sugerir modelos de union que pueden demostrarse mediante la

cristalografia por difraccion de rayos X del complejo ligando-receptor®®4,

La posibilidad de estudiar moléculas formadas por un gran nimero de atomos como
las proteinas y los acidos nucleicos radica en que se emplea un modelo de pelotas y
resortes para representar el enlace y los atomos sin diferenciar entre nucleos ni
electrones (menor costo computacional). Se emplean las bases de la mecanica
molecular (fisica clasica) para describir la energia potencial asociada al tipo de
movimiento de los enlaces como lo es el estiramiento, flexion, torsion, deformacion,
asi como las fuerzas intermoleculares. La suma de todas las interacciones determina

la distribucién espacial (conformacion) de un conjunto de atomos (Ecuacién 1) 153155,

ET — Eestir + Edef + Effp + Etor 4 Ecruz 4 Evdw + Eelec

Ecuacion 1. Célculo de energia potencial asociada al tipo de movimiento de los enlaces. En un campo
de fuerza, la energia potencial total (Et) es la suma de las energias de estiramiento de enlace (Eestr),
deformacion de angulo de enlace (E%), flexion fuera del plano (Ef), torsién de enlace (E), fuerzas de

Van der Waals (Ev®) e interacciones intermoleculares (E€'ec) 156,

El acoplamiento molecular consta de dos componentes para la generaciéon de
resultados, el primero consiste en la busqueda de la conformacion y orientacion éptima
de las moléculas para la interaccion (docking); el segundo, denominado “scoring” tiene

la finalidad de medir el grado de interaccion ligando-receptor asignando valores de

53



energia libre del sistema. El scoring se efectia a todas las posibles conformaciones
encontradas tornando complicado calcular con precision y en poco tiempo la energia

minima de manera certeral®*.

Para efectuar los calculos correspondientes es necesario el empleo de un campo de
fuerza el cual consiste en un conjunto de funciones y criterios para estimar la energia
potencial del sistema en funcién del tiempo describiendo todos los enlaces y las
interacciones intermoleculares'®’. Con ello, es posible asignar a cada atomo la etiqueta
correcta especificando las coordenadas atémicas iniciales y la conectividad de cada
atomo de la molécula para obtener una expresion matematica solida que proporcione
valores numéricos interpretables sobre la probable interaccion. Existe un amplio
catalogo de simuladores de campo de fuerza dependiendo del estudio computacional
a realizar; el campo de fuerza universal permite estimar la energia potencial con la
particularidad de que al no ser reactivo es posible realizar modificaciones en la

geometria (enlaces rotables) sin la ruptura o formacién de enlaces covalentes'®8,

Bajo un campo de fuerza adecuado el calculo de energia potencial entre la interaccion
ligando-receptor relaciona la energia libre Gibbs con la constante de inhibicion
mediante la Ecuacién 2 en donde AG es la diferencia de la energia libre de Gibbs, AH
es la diferencia de entalpia, T es la temperatura absoluta, AS diferencia de entropia, R

es la constante del gas ideal y Kies la constante de inhibicién59:160,

AG = AH — TAS = —RTInK;

Ecuacion 2. Relacion de la energia libre de Gibbs con la constante de inhibicién?'°,

El cambio en la energia libre de Gibbs determina si una reaccion es espontanea (AG
negativo) o no espontanea, de todas las conformaciones acopladas aquella que arroje
el resultado con el valor mas negativo representara la mejor evaluacion y el modo de

interaccion con mayor probabilidad de éxito. La constante de equilibrio se aplica al
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proceso de disociacion del complejo enzima-ligando similar al equilibrio acido-base, de
esta forma el valor de energia libre se relaciona con la constante para evaluar la
capacidad de inhibicion enzimatica; a menor AG mayor inhibicion (valor de Ki

pequefio)!s3160,

En conclusion, el acoplamiento molecular es una herramienta efectiva para proponer
modelos de interaccion; sin embargo, los valores de AG y Ki obtenidos son producto
de la medida de las energias en una situacién hipotética haciendo que los resultados
no representen un valor fisicoquimico real que garantice un comportamiento similar en
los ensayos experimentales (ambos son complementarios). Este problema es mitigado
sometiendo los modelos obtenidos por acoplamiento molecular a sistemas de cémputo
mas refinados que soporten calculos de modelado molecular con niveles de teoria mas

elevados (mecanica cuéntica).
2.4.2. Paquete Computacional Autodock 4.2

Los sistemas de computo mas utilizados para llevar a cabo estudios de acoplamiento

molecular son Autodock 4.2 (version libre), Le dock, Autodock Vina, entre otros.t%’

Autodock 4.2 es una version libre utilizada como herramienta computacional para
predecir interacciones ligando-receptor explorando distintas conformaciones (grados
de libertad) para proponer un modelo de interaccién en base a los valores de energia
obtenidos. El paquete cuenta con 3 herramientas: 1) Autodocktools, permite
establecer las coordenadas de la molécula en estudio y los coloca en los archivos de
salida “.pdb” y “. pdbqt”, esta herramienta también permite visualizar una simulacién
de la interaccion ligando-receptor. 2) Autogrid, calcula los potenciales de afinidad para
cada atomo presente en la molécula, ademas de delimitar la superficie de interaccion,
los resultados obtenidos se representan mediante el “gridbox”. 3) Autodock, realiza el
acoplamiento basandose en algoritmos genéticos Lamarckianos y parametros de

busqueda local basados en la mecénica moleculart>3157,
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2.4.3. Fluoroquinolonas y el Docking

La optimizacion de los sustituyentes en la estructura de las fluoroquinolonas de uso
clinico y la adicion de fragmentos o farmacoéforos (hibridacién) con actividad
antimicrobiana y antitumoral es una atractiva estrategia que busca generar nuevas
alternativas terapéuticas, en especial, en el ambito de la resistencia hacia estos
compuestos, en donde el docking molecular juega un papel importante en el disefio

racional de nuevos farmacos?!6!.

En este contexto, Norouzbahari y colaboradores'®?, reportaron el disefio, sintesis,
estudio de acoplamiento molecular y evaluacion biolégica de nuevos anélogos de
fluoroquinolona fusionados a fragmentos de quinazolina 157; esta Ultima, presenta

variedad de aplicaciones biolégicas, entre ellas, destaca su actividad antimicrobiana.

Los nuevos derivados, mostraron de moderada a buena actividad in vitro en contra de
tres cepas de Grampositivos (Staphylococcus aureus resistente a metilciclina,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y tres Gramnegativos (Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli) empleando cirpofloxacina y
sarafloxacina como referencia. De los derivados sintetizados, el compuesto con
sustituyentes: R1 = OMe, Rz = H, R3 = ciclopropilo, mostro la mejor actividad in vitro en
contra de la cepa de S. aureus resistente a metilciclina, a menor concentracion a la

mostrada por los farmacos de referencia.

T

OH

R, = ciclopropilo 6 4-fluorofenilo

157

Figura 24. Hibrido fluoroquinolona-quinazolina

Asi mismo, se realiz6 el estudio de acoplamiento molecular con el programa autodock
4.2.1. package para evaluar la energia de union y el modo de interaccion del derivado

mas potente en contra de la enzima ADN girasa (PDB: 2XCT), comparando los
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resultados con la ciprofloxacina. Los resultados revelaron un modo de interaccion
similar entre ambas moléculas dentro del sitio activo de la enzima, ademas, se
observaron las mismas interacciones con el iébn Mn?* (Figura 25). El nuevo derivado
mostro una mayor energia de interaccion (-17.73 Kcal/mol) en comparacién con la
ciprofloxacina (-12.83 kcal/mol). La adicion del fragmento de quinazolina genero

interacciones adicionales con la enzima de tipo Van der Waals e hidrofébicas.
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Figura 25. a. Representacion 2D de la interaccion del hibrido fluoroquinolona-quinazolina con la

enzima; b. Superposicion de la ciprofloxacina (rojo) con el hibrido (gris).

El docking se ha vuelto una herramienta util para el disefio y sintesis de farmacos, con
resultados favorables traducidos en costos y tiempo, generando derivados con mayor
probabilidad de éxito en cuanto a actividad biologica. Sin embargo, es importante
contar con bases tedricas y datos de referencia para asi hacer una comparacion

significativa con la nueva informacién generada de los nuevos farmacos.

Atendiendo esta necesidad, Jadhav y Karuppayil'®® realizaron un estudio de
acoplamiento molecular de 13 derivados de fluoroquinolona de uso clinico, dirigidos
hacia las enzimas: topoisomerasa humana lla (PDB : 4FM9) y la isoforma Ilb (PDB :

3QX3). Para ello, emplearon el paguete computacional autodock 1.5.6rc2 para
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establecer el tipo de interacciones, asi como las energias de union entre ligantes y

enzimas.

Los resultados mostraron que las fluoroquinolonas interaccionan con residuos de
aminoacido en el espacio del sitio activo de las enzimas estudiadas y con residuos del
ADN, encontrando que la sparfloxacina presenté la mejor energia de unién hacia la
Top2a (-8.17 kcal/mol), mientras que, para la Top2b el compuesto mas activo fue la
levofloxacina con una energia de unién de -11.78 kcal/mol.

Este estudio permite identificar aquellos derivados de fluoroquinolona con una
prometedora actividad anticancerigena. Si bien, el uso clinico de los compuestos en
estudio esta enfocado a la quimioterapia antimicrobiana, es posible optimizar los
sustituyentes para aumentar dicha actividad y/é reorientarlos hacia un uso como
agentes antitumorales. No obstante, es necesario llevar a cabo experimentos de
actividad anticancerigena in vitro e in vivo para posicionar estos farmacos como

potenciales agentes antitumorales.

3. JUSTIFICACION

El descubrimiento y desarrollo de la quimioterapia antimicrobiana trajo grandes
avances y resultados favorables en el tratamiento de enfermedades infecciosas, las
cuales en su época fueron de las principales causas de mortalidad. Con el transcurso
de los afios, el uso irracional de estos farmacos, incluso una incorrecta disposicion de
estos propicid la generacion de resistencia en muchos derivados de diversas familias
(penicilinas, sulfas, macrdlidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, etc.) extendiéndose
cada vez a mayores regiones geograficas. La propagaciéon de microorganismos
resistentes pone en peligro la vida de cualquier organismo vulnerable al no contar con
farmacos efectivos y seguros. Es por ello, que la busqueda y desarrollo de nuevas
moléculas con actividad hacia aquellos microorganismos resistentes es cada vez de
mayor interés de los investigadores debido esta notable necesidad para la poblacion

en general.
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Por otro lado, las fluoroquinolonas como los bencimidazoles que poseen buena
actividad antimicrobiana, han demostrado una favorable farmacocinética que los hace
efectivos contra un amplio espectro de patdgenos, abarcando microorganismos de
mayor complejidad como hongos y parasitos con una baja tasa de efectos adversos.
El mecanismo de accién de cada uno de los farmacoforos de fluoroquinolonas y
bencimidazoles (inhibicion de topoisomerasas tipo 2, intercalacion en el ADN) ha
mostrado buena efectividad en contra de células tumorales in vitro, por lo que el estudio
de nuevas alternativas antitumorales a través de la fusion de estos nucleos base son

de gran interés.

La sintesis del imidazol fusionado entre C-7 y C-8 de la FQ es una estrategia que
permite la generacion de compuestos con potencial actividad antimicrobiana y
antitumoral gracias a la probable sinergia en propiedades farmacoldgicas individuales
de estos nucleos. Para ello es necesario un estudio de acoplamiento molecular para
predecir la interaccion de dianas farmacoldgicas (enzimas, proteinas, etc.) con las
estructuras de nuevos hibridos, variando los sustituyentes para establecer aquellos
con mayor actividad in silico y, en base a esto, enfocar los esfuerzos en la sintesis de

aguellos derivados con potencial actividad in vitro optimizando costos y tiempo.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

» Sintesis de complejos 1-(etil/metil)-6-fluoro modificados en C-7 y C-8 y analisis
comparativo del acoplamiento molecular, docking, de nuevos hibridos
fluoroquinolona-bencimidazol, en la topoisomerasa lla de Mycobacterium

tuberculosis y humana.
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4.2. Objetivos Particulares

» Sintetizar los complejos 1-(etil/metil)-6,7-difluoro- y 6-cloro-1-(etil/metil)-7-
fluoro-quinolona-boro a partir de la 3,4-difluoro 6 3-cloro-4-fluoroanilinas.

» Incorporar el grupo amino en C-7 de la 6,7-difluoro 6 6-cloro-7-fluoroquinolona-
boro, mediante el empleo de la para-metoxibencilamina.

» Llevar a cabo una nitracion en C-8 de la 7-amino-1(etil/metil)-6-fluoroquinolona-
boro.

» Elucidar los intermediarios de reaccion mediante las espectroscopias de (IR,
RMN H, 13C, °F y UV-Vis).

» Realizar el andlisis comparativo de acoplamiento molecular de hibridos
Fluoroquinolona-Bencimidazol dirigidas hacia las enzimas topoisomerasa Il de
Mycobacterium tuberculosis (cédigo PDB: 5BTL) y topoisomerasa lla humana
(codigo PDB: 4FM9).

5. Material y Métodos
5.1. Técnicas de Analisis y Caracterizacion
5.1.1. Determinacion del Punto de Fusién

Se empled un aparato “Fisher-Johns”, en el cual se afiadieron pocos miligramos de la
muestra entre dos cubreobjetos redondos de vidrio, que fueron colocados sobre la
placa de calentamiento del aparato. Posteriormente se elevo la temperatura
gradualmente, obteniendo la lectura con un termémetro de mercurio situado en la base

del cilindro metalico, registrando el valor donde se presenta el cambio de estado fisico.

El punto de fusidon de una sustancia solida puede proporcionar su grado de purezay
en ocasiones la identificacién del compuesto mismo, si se conoce el valor determinado.
En algunos casos, se toma como referencia un rango menor a 2°C para considerarlo
como puro, siendo medido desde la aparicion de las primeras gotas, hasta que se

licuan las Ultimas trazas del sélido en estudio. La presencia de compuestos
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adicionales, asi como humedad en la muestra, provoca la disminucién del valor; por lo

tanto, presenta variaciones en el mismo.

5.1.2. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros se realizaron en un espectrofotometro “Nicolet iS10 FT-IR” (Thermo
Scientific), equipado con accesorios: Smart OMN-Transmission, para el analisis de
muestras por pastilla de KBr; y Smart iTR-ATR de diamante, para el andlisis directo de

muestras.

Esta técnica permite conocer los diferentes grupos funcionales presentes en la
molécula. La longitud de onda utilizada (400 a 4000 cm-1) causa diferentes vibraciones
en toda la estructura proporcionando la naturaleza de los enlaces. Estas vibraciones
son: alargamiento, tension asimétrica, tension simétrica, flexion en forma de tijera y
flexion fuera del plano. Las vibraciones se presentan en una region determinada para

ciertos grupos funcionales dando una huella dactilar.
5.1.3. Espectroscopia de Ultravioleta-Visible

Los espectros UV-Vis se obtuvieron mediante un espectrofotémetro “Shimadzu UV-
2401 PC”, utilizando celdas de cuarzo de 0.5 cm marca Spectrocell. Se utilizé etanol

como solvente.

La longitud de onda de luz ultravioleta (190-800 nm) proporciona energia necesaria
para generar la transicion de electrones de un orbital molecular a otro, observandose

principalmente transiciones t — n* y n— m*.
5.1.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN de protén (*H), carbono (*3C) y fltor (*°F) se obtuvieron en un
espectrometro “Bruker Ascend 400 MHz NMR spectrometer”. Los disolventes
empleados fueron cloroformo deuterado (CDCls), dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-

de), acetona deuterada (CD3COCDs3) y acido trifluoroacético deuterado.
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La técnica analitica de RMN es un método no destructivo que se utiliza para el estudio
de los nlcleos como H, 13C, N, °F y 3P, los cuales se someten a un campo
magnético homogéneo donde absorben energia dentro del rango de correspondiente
a radiofrecuencias (longitud de onda de 1x10?! a 1x10% m). La energia absorbida
permite identificar el desplazamiento quimico que es influenciado por elementos que
rodean al nucleo, asi como propiedades que estos le brindan, tales como: proteccion,
desproteccion o bien, efecto inductivo; esos efectos ocasionan sefiales con diferentes
desplazamientos quimicos para cada tipo de nucleo. Los desplazamientos quimicos
(8), son expresados en partes por millon (ppm); para indicar la multiplicidad exhibida
en los espectros de RMN, se utilizan las abreviaturas: singulete (s), doblete (d), triplete

(t), cuadruplete (c), quintuplete (q) y multiplete (m).

Tabla 1. Reactivos utilizados en la sintesis

REACTIVO FABRICANTE
3-cloro-4-fluoroanilina Sigma-Aldrich
3,4-difluoroanilina Sigma-Aldrich
etoximetilenmalonato de dietilo Sigma-Aldrich
iodometano Sigma-Aldrich
iodoetano Sigma-Aldrich
carbonato de potasio Sigma-Aldrich
etileterato de trifluoroborilo Sigma-Aldrich
para-metoxi-bencilamina Sigma-Aldrich
acido trifluoroacético Sigma-Aldrich
acido sulfarico Fermont
acido nitrico Jalmek
trietilamina Sigma-Aldrich
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Tabla 2. Disolventes empleados en la sintesis y purificacion

DISOLVENTE FABRICANTE
agua destilada Sigma-Aldrich
acetato de etilo Jamlek
diclorometano Jamlek

n-hexano Jamlek
etanol Jamlek
difenil éter Sigma-Aldrich
N,N-dimetilformamida Sigma-Aldrich

Tabla 3. Softwares utilizados para el estudio de acoplamiento molecular

SOFTWARE
autodock 4 y autogrid 4
autoDockTools-1.5.6
Meaestro (Schrodinger®)

5.2 Metodologia de Sintesis

5.2.1. Sintesis de 2-[(3,4-difluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 47 y

2-[(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 158.

CHy

. o o . )
Py | | P 15h o
+ Hg Do 0~ chH, EEE—
| 110-115 °C N
X NH, X NH 0
o o
>

o
45X =F k 47X=F

- 46
139 X =Cl 158 X =ClI

CH,
Hs

Se montod un sistema de reaccién, en donde se colocaron 0.1 mL (1mmol) de la 3,4-
difluoroanilina 45 6 0.1455g (1 mmol) de 3-cloro-4-fluoroanilina 139 con 0.2020 mL (1
mmol) del etoximetilenmalonato de dietilo 46. La mezcla de reaccion se calento en un

bafio de aceite a 110-115 °C por 1.5-2 horas, el etanol formado durante la reaccion fue
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removido por destilacion. Se dejo enfriar la mezcla resultando un precipitado crema,
gue se recristalizé con 5 mL de etanol, observandose la formacion del compuesto 47
0 158 en forma de agujas blancas con un 83 6 85 % de rendimiento y p.f. de 70-71 6
55-57 °C, respectivamente.

5.2.2. Sintesis de 6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo

48 y 7-cloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo 140.

CH3

i
F
0~ >cH
d|fen|leter |
240-250 C X N
47X=F H

158 X =Cl 48X =F

140 X =ClI
H3C

Se utilizé un sistema a reflujo, donde se colocaron 10 mL de difeniléter, calentandose
en un bafio de aceite hasta alcanzar los 200°C. Después, se adicionaron gradualmente
2 g (6.704 mmol) del compuesto 47 6 2 g (6.256 mmol) de 158, originandose la
formacion de gases blancos y se incrementé la temperatura a 240-250 °C; transcurrido
un tiempo, se observo la produccién de explosiones acompafadas de la generacién
del sélido crema. Se mantuvo el sistema a reflujo por 2 horas con agitacion constante;
conforme transcurrié la reaccion, la generacién de gases blancos y la produccion de
explosiones fueron cada vez menos frecuentes. Finalmente, la mezcla de reaccion se
dejé enfriar a temperatura ambiente, después se filtré en vacio para separar el solido
obtenido y fue recristalizado con 5 mL de etanol, resultando en un polvo blanco 48 6
140 con un 85 6 80 % de rendimiento y p.s. de 270-271 6 288-290 °C, respectivamente.
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5.2.3. Sintesis de: 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato
de etilo 159, 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 49, 7-
cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 160 y 7-cloro-1-
etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 161.

L0
Mel 6 Etl, DMF
F O/\CH3 /\
| K,CO,, 90 C
X N
H

ﬁoxx_:Fa 159 X =F, R = Met
49X =F,R=Et
160 X = Cl, R = Met
161X =Cl, R=Et

La reaccion se llevé a cabo en un sistema a reflujo adicionando las materias primas
mostradas en la Tabla 4, empleando 10 mL de DMF como solvente. Se calentd en
bafio de aceite a 80-90°C y se dejé reaccionar por 8 horas; EI KHCOs producido
durante la reaccion fue separado por filtracidn en caliente y lavado con 1 mL de etanol.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente y después se adicionaron 15 mL de agua
destilada helada formandose un precipitado blanco el cual fue filtrado al vacio, secado
y recristalizado en 5 mL de etanol, resultando en cristales blancos rectangulares con
un 82, 85, 60 6 70 % de rendimiento y p.f. de 197-199,140-141, 214-215 6 139-141 °C.

Tabla 4. Condiciones de reaccion para la N-alquilacion.

_ Alquilante (5 mmol) K,CO; (2.5 mmol) Producto
48 0.253¢g lodometano 0.365 ml 0.344¢ 159
48 0.253 g lodoetano 0.401 ml 0.344g 49
140 0.2696 g lodometano 0.365 ml 0.344¢ 160
140 0.2696 g lodoetano 0.401 ml 0.344g 161
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5.2.4. Sintesis de 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato
de difluoroborilo 162 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 50, 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 163 y 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 164.

| o CHg difeniléter, BF,” (OEt),
200 °C, 20 min |

X N

iggxx_zF':hRfE’tv'a 162 X = F, R = Met
=R R= 50 X =F, R=Et

10X =L R Met 163 X = Cl, R = Met
61X=Cl, R=Et 164 X =Cl, R= Et

En un matraz redondo se colocaron 6 mL de difeniléter hasta alcanzar 200°C. Se
agrego poco apoco 1.315 mmol del éster de la quinolona 159 (400 mg), 49, 160 6 161;
observandose la formacion de vapores blancos en el interior del matraz.
Posteriormente se agregaron 197 uL (1.578 mmol) del BF3+(OEt)2, dejando reaccionar
por 25 minutos, observandose la formacion de un sdlido en las paredes del matraz y
dejandolo enfriar a temperatura ambiente. El sélido resultante fue separado por
filtracion al vacio y lavado con acetato de etilo resultando un sélido fino de color
amarillo palido 162, 50, 163 6 164 con un 96, 93, 90 6 89 % de rendimiento y p.f. de
251-253, 262-264, 299-301 6 274-277 °C, respectivamente.
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5.2.5. Sintesis del 6-fluoro-1-metil-7-(para-metoxibencil-amino)-1,4-dihidro-4-
oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 165 y 1-etil-6-fluoro-7-(para-metoxibencil-

amino)-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 166.

I | PMBA, TEA 5%, DMF F | |

F
OBF
X ’\Il NH N
R .
MetO

162 X = F, R = Met
50X =F, R = Et 165 R = Met

163 X = Cl, R = Met 166 R = Et
164 X=CI, R=Et

En un matraz redondo de 10 ml se afiadieron 0.35 mmoles del éster de borilo de la
fluoroquinolona 162, 50, 163 6 164 (0.1 g, 0.105 g, 0.106 g 6 0.111 g), 1.05 mmoles
de p-metoxibencilamina (PMBA) y 2.5 pL de trietilamina (TEA) en 5 mL de DMF. Se
calenté a 110-120 °C durante 7-8 horas en un sistema a reflujo. En los primeros 30
minutos se observé que la mezcla de reaccion adquiere un color amarillo, terminado
el tiempo se torna naranja-ambar. La mezcla se dej6 enfriar a temperatura ambiente,
transferida a un vaso de precipitados y después se afiaden 15 mL de agua destilada
helada observando la formacién de un precipitado amarillo canario, el cual se filtr6 al
vacio y fue recristalizado en 5 mL de etanol obteniendo un sélido amarillo paja 165 6
166 con un 88 6 82 % de rendimiento y p.f. de 264-266 6 283-286 °C, respectivamente.
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5.2.6. Sintesis de 7-amino-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 167 y 7-amino-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 168.

o) o) o o
F | | TFA 30% / CH,CI, F |
OBF, - OBF,
‘ 5h, t.a. ‘
NH 1\‘1 H,N l\‘l
R R

MetO
165 R = Met 167 R = Met

166 R = Et 168 R = Et

En un matraz redondo se colocaron 100 mg del compuesto 165 (0.251 mmol) 6 de 166
(0.247 mmol) en 5 ml de una solucion al 30 % de &cido trifluoro acético (TFA) en
diclorometano (CH2Cl2) y se agité a temperatura ambiente por 5 horas, terminado el
tiempo se cambio el refrigerante a modo de destilacion calentandose ligeramente para
destilar el exceso de CH2Cl2, después, la mezcla se vacié en un vaso de precipitado y
se afiadieron 15 mL de agua destilada helada observando la formacién de un
precipitado blanquecino el cual se filtr6 al vacio y se recristaliz6 en 5 ml de etanol
obteniendo un sélido blanco-crema 167 6 168 con un 80 6 60 % de rendimiento y punto

de descomposicion de 293-297 6 p.f. de 263-266 °C, respectivamente.

5.2.7. Sintesis de 7-amino-6-fluoro-1-metil-8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-
carboxilato de difluoroborilo 169 y 7-amino-1-etil-6-fluoro-8-nitro-1,4-dihidro-4-
oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 170.

F | ” HNO, / H,SO,
—_—

0°C,3h

167 R = Met 169 R = Met
168 R = Et 170 R = Et
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Se coloc6 un matraz redondo de fondo plano en un bafio de hielo a de 0 °C, en este,
se afiadieron 2 mL de acido sulfarico (H2SOa4) concentrado, se comenz0 a agitar y se
afadieron poco a poco 0.1 g del compuesto 167 (0.352 mmol) 6 0.1 g de 168 (0.335
mmol) formandose una solucién color rosa-purpura, se afiadié gota a gota 1 mL de
acido nitrico concentrado observando que la mezcla cambia a un color naranja-ambar.
Se conect6 el refrigerante en posicion de reflujo y se dejo reaccionar por 3 horas bajo
agitacion manteniendo una temperatura de 0 °C. Terminado el tiempo, la mezcla fue
transferida a un vaso de precipitados el cual contenia hielo picado para detener la
reaccion, luego se afiadieron 15 mL de agua destilada helada observando la formacion
de un precipitado amarillo el cual fue filtrado y secado al vacio obteniendo un sdlido
amarillo canario que corresponde al compuesto 169 6 170 con un rendimiento de 71 6
66 % punto de descomposicion de 293-297 6 p.f. de 142-145 °C, respectivamente.

5.3. Metodologia General para el Estudio de Acoplamiento Molecular (Docking)

El estudio de acoplamiento molecular fue realizado a 10 estructuras de tipo hibrido
fluoroquinolona-bencimidazol en forma de carboxilato 171 a-j, ademas del etopdsido
172 y la moxifloxacina 23 que fueron usadas como control, dirigido hacia las enzimas
topoisomerasa lla humanay la topoisomerasa Il de Mycobacterium tuberculosis con el
objetivo de evaluar aquellos candidatos con mejor actividad in sillico para su posterior
sintesis quimica empleando los precursores de 7-amino-8-nitro-fluoroquinolona

previamente sintetizados escatimando tiempo y recursos valiosos.
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172

Figura 26. Estructura de los hibrido fluoroquinolona-bencimidazol propuestos 171a-j y el etopésido
172

5.3.1. Construccidon y Optimizacion de los Ligandos

Se construye la estructura tridimensional de cada ligando control y de prueba con el
programa Chem Draw obteniendo las estructuras en formato “sdf’; después, con el
programa Maestro, la geometria es optimizada a nivel de mecénica molecular bajo un
campo de fuerza para obtener la estructura de minima energia. Las geometrias de los
ligandos optimizados se guardan en un formato “.pdb“ asignando asi los tipos de
atomos y sus enlaces con el objetivo de establecer las coordenadas conformacionales

de cada ligando para el célculo de acoplamiento molecular en el software.
5.3.2. Seleccion del Complejo Ligando-Proteina

De la base de datos en linea Protein Data Bank (https://www.rcbs.org/pdb) son

obtenidos los archivos en formato “.pdb” correspondientes a las proteinas
topoisomerasa lla humana (cédigo PDB: 4FM9) y la topoisomerasa |l de M.
tuberculosis (cédigo PDB: 5BTL). Frecuentemente las estructuras protéicas han sido
co-cristalizadas con farmacos y iones formando complejos enzima-ligando. En la

descripcion del archivo se puede encontrar informacion adicional sobre la presencia
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de mas elementos y moléculas presentes al momento de la difraccion de rayos X, lo

cual debe tenerse en cuenta ya que pueden variar los resultados del docking.
5.3.3. Preparacioén de la Proteina

El servidor libre Pymol permite manipular el complejo ligando-proteina para remover el
ligante y moléculas de solvente que estuvieron presentes en la difraccion de rayos X;
ademas, los iones metalicos que pudiesen servir como cofactores y que tienen un valor
significativo para la interaccion pueden ser conservados. Una vez aislada la estructura

de la enzima se genera un archivo “.pdb”.

A continuacién, con el programa Maestro o con AutoDockTool se realiza un
acondicionamiento de la proteina que consiste en asignar enlaces e hidrégenos,
eliminar moléculas de agua y cationes metélicos (si asi se requiere) para minimizar las
fuerzas que pueden ejercer. El procedimiento de remover las moléculas de agua se
realiza una segunda vez y por Ultimo se establecen los estados de protonacion

mediante la evaluacion del pKa en condiciones de pH 7-7.3 (condiciones fisiologicas).
5.3.4. Célculo de Acoplamiento Molecular

Los archivos “.pdb” correspondientes del ligando y la proteina son a continuacion
sometidos a un pretratamiento con el programa AutoDockTools, en donde a cada
ligando se le asignan los enlaces rotables, mientras que a la proteina se le proporciona
un caracter rigido asignando Unicamente hidrégenos polares y cargas atomicas

parciales de Koltman. Los archivos se guardan ahora en formato “.pdbqt”.

El siguiente paso es construir la caja de interaccion con la herramienta Autogrid. Aqui
se establece el espacio tridimensional (tamafio) de la caja, el nimero de puntos, asi
como las coordenadas X, Y, Z para delimitar el espacio de estudio. EI documento

generado para el docking dirigido se guarda como formato “.gpf”.

Para correr el calculo se importan los archivos “.pdbqt” del ligando y la proteina ademas
del archivo “.gpf” de la caja de interaccion al programa AutoDock 4.2. Se establecen

los parametros de ligando flexible para explorar todas las posibles conformaciones
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dentro de la macromolécula rigida mediante el uso de un algoritmo genético
Lamarckiano, se genera un archivo “.dpf’ con el cual ahora es posible realizar el calculo
de acoplamiento molecular utilizando Autogrid y AutoDock 4.2.

Finalmente, los mapas de interaccion, asi como los resultados de energia de
interaccion y constantes de inhibicion pueden ser visualizados por medio de

AutoDockTools, o bien, con el programa Maestro.
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6. Resultados

6.1. Caracterizacién de Compuestos

6.1.1. 2-[(3,4-difluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 47

CHj]
. | i’
F S NHTO
0 0
-l

Cristales blancos en forma de agujas, 83% de rendimiento
p.f. 70-71 °C
Férmula Quimica: C14H15F2NO4
PM: 299.27 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 1): Alargamiento N-H de amina secundaria (3249 cm),
alargamiento C-N de amina (1088 cm!), alargamiento C-H aromatico y vinilico (3060
cm?), alargamiento C-H alifatico (2984 cm?), alargamiento C=0 de éster (1683 cm™),
alargamiento C-O de éster (1270 y 1222 cm), alargamiento C=C de alqueno (1643
cm?), alargamiento C=C de aromatico (1618 y 1505 cm), alargamiento C-F (1222 y
1027 cm?).

UV-Vis (Espectro 19) se determiné en etanol observando bandas de transicion: = —
m* (288 nm) C=C de aromatico, m - m * (221 nm) C=0 de éster conjugado, n - m *

(319 nm) C=0 de éster conjugado.

RMN de 'H (Espectro 37) se determiné en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 1.35, metilico (t, Ju+= 7.10 Hz, 3H); 1.39, metilico (t, Jun
=7.10 Hz, 3H); 4.27, metilénico (c, Jun= 7.10 Hz, 2H); 4.32, metilénico (c, Jun=7.10
Hz, 2H); 6.86, aromatico (m, 1H); 6.99, aroméatico (ddd, JHHorto = 11.1 HZ, JHFmeta = 6.58,
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JHHmeta = 2.78 Hz, 1H); 7.19, aromatico (d, JHroro = 9.48 Hz, 1H); 8.38, vinilico (d, JunH
= 13.32 Hz, 1H); 11.0, aminico (d, Junn = 13.32 Hz, 1H).

RMN de 3C (Espectro 55) se determiné en DMSO-d6 a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 168.95y 165.41 (C éster); 151.69 y 106.64 (C vinilico);
150.91, 146.39, 136.12, 118.39, 113.39, 94.62 (C aromatico); 60.62 y 60.30 (C
metilénico); 14.40 y 14.26 (C metilico).

RMN de °F (Espectro 70) se determin6 en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -134.17 (d, Jrroro = 21.28 Hz, 1F); -142.08 (d, JrForto =
21.28 Hz, 1F).

6.1.2. 2-[(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 158

CHj)
Fm A
o] e NHifj\o
o} o}
H c)

3

Cristales blancos en forma de agujas, 85% de rendimiento
p.f. 55-57 °C
Férmula Quimica: C14H15CIFNOa4
PM: 315.7246 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 2): Alargamiento N-H de amina secundaria (3258 cm),
sobretono N-H de amina (3194 cm-1), flexién N-H de amina (1264 cm'), alargamiento
C-N amina (1070 cm), alargamiento C-H aromatico y vinilico (3078 cm),
alargamiento C-H alifatico (2972 y 2910 cm), alargamiento C=0 de éster (1717 cm"
1), alargamiento C-O de éster (1216 y 1202 cm™t), alargamiento C=C de alqueno (1665
cm?), alargamiento C=C de aromatico (1618 y 1506 cm-?), alargamiento C-F (1025 cm-

1), alargamiento C-Cl (760 cm™?).
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UV-Vis (Espectro 20) se determind en etanol observando bandas de transicion: © —
m * (298 nm) C=C de aromético, m — m * (219 nm) C=0 de éster conjugado, n - m *

(319 nm) C=0 de éster conjugado.

RMN de 'H (Espectro 38), se determindé en CDCl3 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.35, metilico (t, Jun = 7.13 Hz, 3H); 1.40, metilico (t, Jun =
7.13 Hz, 3H); 4.28, metilénico (c, Jun = 7.13 Hz, 2H); 4.33, metilénico (c, Jun = 7.13
Hz, 2H); 7.01, aromatico (ddd, JHHmeta = 2.78 HZ, JHFmeta = 3.89 HZz, JHHoro = 8.92 Hz,
1H); 7.17, aromético (dd, JHHorto = 8.60 Hz, JHForo = 8.62 Hz, 1H); 7.22, aromético (dd,
JHHmeta = 2.84 HZ, JHFmeta = 6.04 Hz, 1H); 8.39, vinilico (d, Junn = 13.44 Hz, 1H); 11.0,
aminico (d, Junn = 13.44 Hz, 1H).

RMN de 3C (Espectro 56), se determiné en CDCls a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 169.00 y 165.47 (C éster); 156.58 y 116.91 (C vinilico);
151.73, 136.26, 122.30, 119.25, 117.53, 94.65 (C aromatico); 60.62 y 60.31 (C
metilénico); 14.42 y 14.26 (C metilico).

RMN de °F (Espectro 71), se determin6 en CDClz a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -120.17 (s, 1F).

6.1.3. 6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo 48

0 o) OH |C|>
! F
FmAO/\C% = o O/\CH3
7
F N F N
H

Polvo blanco, 85% de rendimiento

p.s. 270-271 °C
Férmula Quimica: C12HoF2NO3

PM: 253.2015 g/mol
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FTIR-ATR (Espectro 3): Alargamiento O-H de alcohol (3200-2900 cm™t), alargamiento
N-H de amina secundaria (3160 cm), alargamiento C-N de amina (1286 cm™),
alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3105 cm™), alargamiento C-H de alifatico
(2990 cm?), alargamiento C=0 de éster (1681 cm?), alargamiento C-O de éster (1260
y 1199 cm?), alargamiento C=C de aromatico (1618 y 1483cm), alargamiento C=C
de alqueno (1585 cmt), alargamiento C-F de aromatico (1205, 1173 y 1083 cm).

UV-Vis (Espectro 21) se determind en etanol observando bandas de transicion: T —
m * (216 nm) C=0 de éster conjugado, m — m * (253 nm) C=C de aromatico, n — m *

(312 nm) C=0 de éster conjugado, n - m * (324 nm) C=0 de cetona conjugada.

RMN de H (Espectro 39) se determiné en TFA-d6 / DMSO-d6 a 400 MHz obteniendo
las siguientes sefiales (6 ppm): 1.45, metilico (t, Jux = 7.16 Hz, 3H); 4.69, metilénico
(c, Jnn = 7.16 Hz, 2H); 7.95, aromético (dd, JHFmeta = 6.32 Hz, JuForto = 9.08 Hz, 1H);
8.32, aromatico (dd, JuFmeta = 7.6 Hz, Jnrorto = 9.04 Hz, 1H); 9.27, vinilico (s,1H); 11.5,

aminico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 57) se determiné en TFA-d6 / DMSO-d6 a 101 MHz obteniendo
las siguientes sefales (6 ppm): 172.52 (C cetona); 167.19 (C éster); 156.28 y 105.08
(C vinilico); 158.81, 153.54, 150.93, 145.61, 143.73, 118.97 (C aromatico); 64.81 (C

metilénico); 11.95 (C metilico).
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6.1.4. 7-cloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo 140

(l_'l) (ljl OH ﬁ
E
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7
Cl N Cl N
H

Polvo blanco, 80% de rendimiento

p.s. 288-290 °C
Férmula Quimica: C12H9CIFNOs3
PM: 269.6561 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 4): Alargamiento O-H de alcohol (3205-2800 cm?), N-H amina
secundaria (3157 cm), alargamiento C-N de amina (1291 cm), alargamiento C-H de
aromatico y vinilico (3092 cm™), alargamiento C-H de alifatico (2988 y 2907 cm™),
alargamiento C=0 de éster (1694 cm™), alargamiento C-O de éster (1270, 1250y 1170
cm?), alargamiento C=C de aromatico (1609 y 1470 cm™), alargamiento C=N de imina
(1525 cm™), alargamiento C=C de alqueno (1584 cm-?), alargamiento C-F de aromatico
(1194 y 1170 cm™).

UV-Vis (Espectro 22) se determiné en etanol observando bandas de transicion: © —
m * (216 nm) C=0 de éster conjugado, T —» m * (242 nm) C=0 de cetona conjugada,
m — 7 * (252 nm) C=C de aromético, n — m * (305 nm) C=C de éster conjugado, n —

7 * (320 nm) C=C de cetona conjugada, n - m * (332 nm) C-X de aromatico.

RMN de 'H (Espectro 40) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.56, metilico (t, Jun = 7.20 Hz, 3H); 4.72, metilénico (c,
Jun = 7.20 Hz, 2H); 8.14, aromatico (dd, JHrmeta = 4.24 Hz, JHroro = 9.30 Hz, 1H); 8.34,
aromatico (d, JHrmeta = 4.60 Hz, 1H); 9.36, vinilico (s,1H); 11.62, aminico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 58) en DMSO-d6 a 101 MHz obteniendo las siguientes sefiales
(6 ppm): 172.64 (cetona); 167.15 (C éster); 157.07 y 105.10(C vinilico); 159.66,
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145.40, 136.11, 135.29, 122.51, 119.71 (C aromatico); 64.81 (C metilénico); 11.90 (C

metilico).

6.1.5. 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 159

0 0
3 S Jj/lo/\CHS
E = f\ll

CH

Cristales blancos rectangulares, 82% de rendimiento, p.f. 197-199 °C
Férmula Quimica: C13H11F2NO3
PM: 267.2281 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 5): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3069 cm),
alargamiento C-H de alifatico (2997 cm?), alargamiento C=0 de éster (1719 cm),
alargamiento C=0 de piridona (1675 cm), alargamiento C=C de alqueno (1638 cm),
alargamiento C=C de aromatico ( 1612, 1477 cm), flexion C-H de metilenos (1498
cm?), flexion C-H de metilos (1467 cm), flexibn de grupo ceto (1309 cm),
alargamiento C-N de amina (1264 cm™), alargamiento C-O de éster (1360 y 1223 cm"
1), alargamiento C-F de aromatico (1180 y 1122 cm™?).

UV-Vis (Espectro 23) se determind en etanol observando bandas de transicion: = —
m * (213 nm) C=0 de éster conjugado, m - 7 * (251 nm) C=0 de cetona conjugada,
m — 7 * (255 nm) C=C de aromatico, n — m * (319 nm) C=0 de éster conjugado, n —

7 * (330 nm) C=0 de cetona conjugada.

RMN de !H (espectro 41) se determiné en acetona-dé a 400 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 1.32, metilico (t, Jun = 7.12 Hz, 3H); 4.05, metilico (s, 3H);
4.27, metilénico (c, Jun = 7.12 Hz, 2H); 7.80, aromatico (dd, JxrFmeta = 6.52 Hz, JHForto =
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12 Hz 1H); 8.13, aromatico (dd, JHFmeta = 8.56 Hz, JuForo = 10.48 Hz, 1H); 8.62, vinilico
(s,1H).

RMN de 3C (Espectro 59) se determiné en acetona-d6 a 101 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 171.53 (cetona); 164.51 (C éster); 150.4 y 106.31 (C
vinilico); 154.24, 151.72, 149.18, 146.72, 114.03, 110.50, (C aromatico); 59.76 (C
metilénico); 41.09 y 13.81 (C metilico).

RMN de 19F (Espectro 72) se determiné en acetona-d6 a 376 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -131.54 (d, Jrroro = 21.86 Hz, 1F), -142.63 (d, JrForto =
21.86 Hz, 1F).

6.1.6. 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 49

o] 0
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Cristales blancos rectangulares, 85% de rendimiento, p.f. 140-141 °C
Foérmula Quimica: C14H13F2NO3

PM: 281.2547 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 6): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3029 cm),
alargamiento C-H de alifatico (2984 cm?), alargamiento C=0 de éster (1717 cm),
alargamiento C=0 piridona (1698 cm?), alargamiento C=C de alqueno (1695 cm),
alargamiento C=C de aromatico (1618 y 1478 cm), flexion C-H de metileno (1450),
flexion C-H de metilos (1395 cm™?), flexiéon de grupo ceto (1310 cm?), alargamiento C-
N de amina (1290 cm), alargamiento C-O de éster (1227 y 1182 cm?), alargamiento
C-F de aromético (1110 y 1079 cm™).
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UV-Vis (Espectro 24) se determind en etanol observando bandas de transicion: & —
7 * (212 nm) C=0 de éster conjugado, = — 7 * (250 nm) C=0 de cetona conjugada,
m — 7 * (253 nm) C=C de aromatico, n —» m * (318 nm) C=0 de éster conjugado, n -

7 * (330 nm) C=0 de cetona conjugada.

RMN de 'H (Espectro 42) se determiné en acetona-d6 a 400 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.27, metilico (t, Jun= 7.10 Hz, 3H); 1.33, metilico (t, Jun =
7.10 Hz, 3H); 4.20, metilénico (c, Jun=7.10 Hz, 2H); 4.37, metilénico (¢, Jnn=7.10 Hz,
2H); 8.05, aromatico (m, 2H); 8.69, vinilico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 60) en acetona-d6 a 101 MHz obteniendo las siguientes
sefales (6 ppm): 171.81 (cetona); 164.87 (C éster); 150.0 y 107.43 (C vinilico); 153.04,
147.91, 136.54, 126.20,114.31, 110.249 (C aromético); 60.37 y 48.93 (C metilénico);
14.78 y 14.77 (C metilico).

RMN de '°F (Espectro 73) se determiné en acetona-d6 a 376 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): -129.75 (ddd, Jrrorto = 22.80 Hz, JHForto = 12.30 HZ, JHFmeta
= 9.00 Hz, 1F); -140.64 (ddd, Jrrorto = 23.50 Hz, JHForto = 10.80 Hz, JHFmeta = 6.60 Hz,
1F).

6.1.7. 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 160

Cristales blancos rectangulares, 60% de rendimiento, p.f. 214-215 °C
Férmula Quimica: C13H11CIFNOs3
PM: 283.6827 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 7): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3069 cm),

alargamiento C-H de alifatico (2997 cm?), alargamiento C=0 de éster (1716 cm™),
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alargamiento C=0 de piridona (1673 cm™), alargamiento C=C de alqueno (1637 cm),
alargamiento C=C de aromatico (1611 y 1467 cm™), flexién de metilenos (1476 cm),
flexion de metilos (1373 cm™), flexién de grupo ceto (1308 cm™t), alargamiento C-N de
amina (1262 cm), alargamiento C-O de éster (1221 y 1179 cm), alargamiento C-F

de aromatico (1049 cm).

UV-Vis (Espectro 25) se determiné en etanol observando bandas de transicion: T —
m* (214 nm) C=0O de éster conjugado, m » T (255 nm) C=C de cetona
conjugada, t — m * (261 nm) C=0 de aromatico, n —» w * (308 nm) C=0 de éster
conjugado, n —» m * (326 nm) C=0 de cetona conjugada, n —» m * (337 nm) C-X de

aromatico.

RMN de !H (Espectro 43) se determiné en acetona-d6 a 400 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 1.32, metilico (t, Jun = 7.10 Hz, 3H);4.08, metilico (s, 3H);
4.27, metilénico (c, Jun = 7.10 Hz, 2H); 7.99, aromatico (d, Jurmeta = 5.86 Hz, 1H); 8.08,
aromatico (d, Jurorto = 9.44 Hz, 1H); 8.62, vinilico (s,1H).

RMN de 13C (Espectro 61) se determiné en acetona-d6 101 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 171.57 (cetona); 164.47 (C éster); 150.42 y 112.68 (C
vinilico); 156.26, 153.80, 137.33, 129.05, 125.76, 119.79 (C aromético); 59.76 (C
metilénico); 41.06 y 13.81 (C metilico).

RMN de flior °F (Espectro 74) se determiné en acetona-d6 a 376 MHz obteniendo
las siguientes sefales (6 ppm): -121 (s, 1F).
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6.1.8. 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 161

Cristales blancos rectangulares, 70% de rendimiento, p.f. 139-141 °C
Férmula Quimica: C14H13CIFNOs3
PM: 297.7093 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 8): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3072 y 3049 cm™),
alargamiento C-H de alifatico (2987 y 2945 cm?), alargamiento C=0 de éster (1716
cm?), alargamiento C=0 de piridona (1687 cm), alargamiento C=C de alqueno (1610
cm?), alargamiento C=C de aromatico (1596 y 1481 cm), flexién C-H de metilenos
(1462 cm™), flexion C-H de metilos (1373 cm?), flexion de grupo ceto (1308 cm),
alargamiento C-N de amina (1264 cm™), alargamiento C-O de éster (1206 y 1169 cm"

1), alargamiento C-F aromatico (1099 cm™).

UV-Vis (Espectro 26) se determind en etanol observando bandas de transicion: © —
m * (219 nm) C=0 de éster conjugado, ® — m * (255 nm) C=0 de cetona conjugada,
m — 7 * (260 nm) C=C de aromatico, n — m * (307 nm) C=0 de éster conjugado, n —

7 * (329 nm) C=0 de cetona conjugada, n - m * (339 nm) C-X de aromatico.

RMN de protén H (Espectro 44) se determiné en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo
las siguientes sefiales (6 ppm): 1.29, metilico (t, Jun = 7.10 Hz, 3H); 1.35, metilico (t,
JuH = 7.10 Hz, 3H); 4.23, metilénico (c, Jus = 7.10 Hz, 2H); 4.43, metilénico (c, JuH =
7.10 Hz, 2H); 8.04, aromatico (d, JHrorto = 9.40 Hz, 1H); 8.20, aromatico (d, JHFmeta =
6.00 Hz, 1H); 8.72, vinilico (s,1H).

RMN de carbono 3C (Espectro 62) se determin6 en DMSO-d6 a 101 MHZ
obteniendo las siguientes sefiales (6 ppm): 171.57 (cetona); 164.47 (C éster); 150.0 y
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110.46 (C vinilico); 156.06, 129.22, 125.92, 120.58, 113.16, 112.94 (C aromatico);
60.38 y 48.79 (C metilénico); 14.86 y 14.77 (C metilico).

RMN de fltor °F (Espectro 75) se determindé en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo
las siguientes sefales (6 ppm): -120.03, (s, 1F).

6.1.9. 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo

162
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Solido crema brillante, 96% de rendimiento, p.f. 251-253 °C
Férmula Quimica: C11HeBF4NOs
PM: 286.9748 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 9): Alargamiento C-H aromatico y vinilico (3070 cm),
alargamiento C=0 de éster (1698 cm), alargamiento C=C de alqueno (1629 cm),
alargamiento C=C de aromatico (1584 y 1486 cm™), flexién C-H de metilo (1392 cm?),
flexion de grupo ceto (1313 cm), alargamiento C-N de amina (1273 cm™),
alargamiento C-O de éster (1212 y 1132 cm), alargamiento C-F de aromatico (1126
y 1039 cm).

UV-Vis (Espectro 27) se determind en etanol observando bandas de transicion: = —
7 * (246 nm) C=C de cetona, n — m * (308 nm) C=0 de éster, n - m * (320 nm) C=0

de cetona.

RMN de 'H (Espectro 45) se determiné en DMSO-d6 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 4.37, metilico (s, 3H); 8.57, aromético (d, JHrForto = 8.00 Hz,
1H); 8.61, aromético (d, JHForto= 8.00 Hz, 1H); 9.61, vinilico (s,1H).
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6.1.10. 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 50

Solido crema brillante, 93% de rendimiento, p.f. 262-264 °C
Férmula Quimica: C12HsBF4NOs3
PM: 301.0014 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 10): Alargamiento C-H aromatico y vinilico (3082 cm™),
alargamiento C=0 de éster (1711 cm?), alargamiento C=C de alqueno (1636 cm),
alargamiento C=C de aromatico (1588 y 1486 cm), flexion de metileno (1466 cm1),
flexion C-H de metilo (1399 cm™), flexién de grupo ceto (1301 cm™), alargamiento C-
N de amina (1265 cm), alargamiento C-O de éster (1205, 1113 y 1034 cm™),
alargamiento C-F de aromatico (1080 y 1034 cm™?).

UV-Vis (Espectro 28) se determiné en etanol observando bandas de transicion: © —
m * (247 nm) C=0 de cetona conjugada, n — m * (305 nm) C=0 de éster conjugado,

n - 1 * (319 nm) C=0 de cetona conjugada.

RMN de 'H (Espectro 46) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.47, metilico (t, Juvn = 7.10 Hz, 3H); 4.86, metilénico (c,
Jun = 7.10 Hz, 2H); 8.54, aromatico (dd, JHFmeta = 8.38, JurForto = 9.8 Hz, 1H); 8.69,
aromatico (d, Jurmeta= 6.62Hz, JHrorto = 12 Hz, 1H); 9.60, vinilico (s,1H).

RMN de 13C (Espectro 63) se determind en DMSO-d6 a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 169.22 (cetona); 157.85 (C éster); 151.63 y 107.85 (C
vinilico); 155.34, 137.36, 130.78, 122.76, 111.89, 111.65 (C aromatico); 52.13 (C

metilénico), 15.39 (C metilico).
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RMN de °F (Espectro 76) se determiné en DMSO-d6a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): -121.37 (d, Jrrorto = 23.05 Hz, 1F); -132.31 (d, Jrrorto =
23.05 Hz, 1F); -140.33 (s, 2F).

6.1.11. 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 163
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Solido color crema brillante, 90% de rendimiento, p.f. 299-301 °C
Férmula Quimica: C11HsBCIF3NO3
PM: 303.4299 g/mol

IR (Espectro 11): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3119 cm-?), Alargamiento
C=0 de éster (1706 cm), alargamiento C=C de alqueno (1636 cm"), alargamiento
C=C de aromatico (1581 y 1476 cm™), flexiéon C-H de metilo (1392 cm™), alargamiento
C-N de amina (1263 cm™), alargamiento B-F (1192 y 1149 cm™?), alargamiento C-O de
éster (1125 y 1019 cm?), alargamiento C-F (1045 cm™).

UV-Vis (Espectro 29) se determind en etanol observando bandas de transicion: = —
 * (210 nm) C=0 de éster conjugado, m — 7 * (249 nm) C=0 de cetona conjugada,
n-mx* (306 nm) C=0 de éster conjugado, n - w* (315 nm) C=0 de cetona

conjugada, n — m * (330 nm) C-X de aromatico.

RMN de protén H (Espectro 47) se determiné en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo
las siguientes sefiales (6 ppm): 4.40, metilico (s, 3H); 8.49, aromatico (d, JHForto = 8.76
Hz, 1H); 8.74, aromatico (d, Jurmeta= 6.08 Hz, 1H); 9.60, vinilico (s,1H).
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6.1.12. 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo

164
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Solido crema brillante, 89% de rendimiento, p.f. 274-277 °C
Férmula Quimica: C12HsBCIF3NO3
PM: 317.456 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 12): Alargamiento C-H de aromético (3100 y 3060 cm),
alargamiento C-H de alifatico (3997 y 2960 cm?), alargamiento C=0 de éster (1702
cm?), alargamiento C=C de alqueno (1650 cm), alargamiento C=C de aromatico
(1580 y 1455 cm™), flexion C-H de metileno (1485 cm?), flexion C-H de metilos (1390
cm?), flexion de grupo ceto (1305 cm), alargamiento C-N de amina (1260 cm),

alargamiento C-O de éster (1230 y 1140 cm™), alargamiento C-F (1080 cm™).

UV-Vis (Espectro 30) se determiné en etanol observando bandas de transicion: © —
7 * (220 nm) C=0 de éster conjugad0, T — m * (234 nm) C=0 de cetona conjugada,

m — 7 * (264 nm) C=0 de aromatico, n — m * (280 nm) C=0 de éster conjugado.

RMN de 'H (Espectro 48) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 1.49, metilico (t, Jun = 7.10 Hz, 3H); 4.92, metilénico (c,
Jun =7.10 Hz, 2H) 8.49, aromatico (d, JHrorto = 8.72 Hz, 1H); 8.84, aromatico (d, JHFmeta
= 6.12Hz, 1H); 9.61, vinilico (s,1H).
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6.1.13. 6-fluoro-1-metil-7-(para-metoxibencil-amino)-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-

carboxilato de difluoroborilo 165
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Solido amarillo paja, 88% de rendimiento, p.f. 264-266 °C
Formula Quimica: C19H16BF3N204
PM: 404.1475 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 13): Alargamiento N-H de amina secundaria (3268 cm),
alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3150 y 3050 cm?), alargamiento C-H de
alifatico (2998 y 2975 cm?), alargamiento C=0 de éster (1710 cm), alargamiento C=0
de piridona (1633 cm™), alargamiento C=C de aromatico (1585 y 1445 cm), flexién N-
H de amina secundaria (1505 cm), flexion C-H de metileno (1474 cm?), flexién C-H
de metilo (1392 cm?), alargamiento C-O de éster (1236 y 1178 cm™?), alargamiento C-

N de amina (1290 cm), alargamiento C-F de aromatico (1028 cm™).

UV-Vis (Espectro 31) se determind en etanol observando bandas de transicion: T —
7 * (223 nm) C=0 de cetona insaturada, m — m * (280 nm) C=C de aromatico, n — m *

(342 nm) C=0 de cetona insaturada.

RMN de 'H (Espectro 49) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 3.33, metilico (s, 3H); 3.72, metilico (s, 3H); 4.49,
metilénico (d, Junn = 6.05 Hz, 2H); 6.71, aromatico (d, JHFmeta = 7.24 Hz, 1H); 6.91,
aromatico (d, JrHorto = 8.68, Hz, 2H); 7.39, aromatico (d, JuHorto = 8.64 Hz, 2H); 7.69,
aminico (s, 1H); 7.78 (d, JuForto = 8.92 Hz, 1H); 8.78, vinilico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 64) se determiné en DMSO-d6 a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 176.37 (cetona); 166.97 (C éster); 151.53 y 106.43 (C
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vinilico) 158.86, 149.07, 142.90, 142.75, 139.92, 130.53, 129.36, 119.07, 114.46,
114.34, 109.22, 97.14 (C aromatico); 55.48 y 42.15 (C metilico), 45.38 (C metilénico).

RMN de °F (Espectro 77) se determiné en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -127.44 (s, 1F); -132.68 (s. 2F).

6.1.14. 1-etil-6-fluoro-7-(para-metoxibencil-amino)-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-

carboxilato de difluoroborilo 166

Solido amarillo paja, 82% de rendimiento, p.f. 283-286 °C
Formula Quimica: C20H18BF3N204
PM: 418.1741 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 14): Alargamiento N-H de amina secundaria (3265 cm),
alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3049 cm), alargamiento C-H de alifatico
(2981 y 2936 cm), alargamiento C=0 de éster (1708 cm), alargamiento C=0 de
cetona (1630 cm™), alargamiento C=C de aromatico (1586 y 1410 cm?), flexién N-H
de amina secundaria (1519 cm-?), flexién C-H de metileno ( 1471 cm?), flexién C-H de
metilo (1374 cmt), alargamiento C-N de amina (1267 cm), alargamiento C-O de éster
(1251 y 1234 cm™), alargamiento C-O de éter (1179 y 1094 cm™), alargamiento C-F

de aromatico (1048 cm™).

UV-Vis (Espectro 32) se determind en etanol observando bandas de transicion: = —
 * (206 nm) C=0 de éster insaturado, m - m * (225 nm) C=0 de cetona insaturada,

m — 1 * (282 nm) C=C de aromatico, n - m * (344 nm) C=0 de cetona
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RMN de 'H (Espectro 50) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 1.11, metilico (t, Jun = 7.08 Hz, 3H); 3.71, metilico (s, 3H);
4.39, metilénico (c, Jun = 7.08 Hz, 2H); 4.51, metilénico (d, Junn = 5.54 Hz, 2H); 6.67,
aromatico (d, JHrmeta = 7.24 Hz, 1H); 6.91, aromatico (d, JnHorto = 8.68, Hz, 2H); 7.38,
aromatico (d, JuHorto = 8.72 Hz, 2H); 7.74, aminico (S, 1H); 7.78 (d, JHForo = 11.84Hz,
1H); 8.79,vinilico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 65) se determiné en DMSO-d6 a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 176.29 (cetona); 166.91 (C éster); 148.16 y 106.98 (C
vinilico) 158.87, 151.52, 148.16, 142.83, 142.68, 138.51, 130.53, 129.03, 114.95,
114.45, 110.23, 100.24 (C aromaético); 55.53 y 14.29 (C metilico); 49.3 y 45.3 (C

metilénico).

RMN de °F (Espectro 78) se determin6 en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -127.43 (s, 1F); -132.68 (s, 2F).

6.1.15. 7-amino-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 167

Sélido crema, 80% de rendimiento, 265-270 °C cambia a café, funde a 293-297 °C
Foérmula Quimica: C11HsBF3N20s3
PM: 283.999 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 15): Alargamiento N-H de amina primaria (3325 y 3213 cm™),
sobretono N-H de amina (3597 y 3464 cm), sobretono C=0 de éster (3381 cm),
alargamiento C=0 de éster (1694 cm™), alargamiento C=0 de cetona (1622 cm),
alargamiento C=C de aromatico (1622 y 1451 cm), flexién C-H de metilo (1398 cm),
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alargamiento C-N de amina (1327 cm™), alargamiento C-O de éster (1210 y 1101 cm-

1), alargamiento C-F de aromatico (1040 cm™?).

UV-Vis (Espectro 33) se determind en etanol observando bandas de transicion: T —
m * (206 nm) C=0 de éster conjugado, T - 7 * (225 nm) C=0 de cetona conjugada,

m — 1 * (276 nm) C=C de aromético, n — m * (319 nm) C=0 de éster conjugado.

RMN de 'H (Espectro 51) se determind en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 3.93, metilico (s, 3H); 6.69, amina (s, 2H); 6.95, aromatico
(d, JHFmeta = 7.74 Hz, 1H); 7.79, aromatico (d, JHrorto = 11.52 Hz, 1H); 8.84, vinilico
(s,1H).

RMN de 3C (Espectro 66) se determind en DMSO-d6 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 176.51 (cetona),167.02 (C éster); 151.3 y 106.4 (C
vinilico) 151.3, 144.17, 139.83, 114.85, 112.57, 110.32 (C aromético); 40.41 (C

metilico).

RMN de °F (Espectro 79) se determiné en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -128.04 (s, 1F); -133.23 (s, 2F).

6.1.16. 7-amino-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo

168
F\/
13
2 /| | 0
H2N S T\L
CH,

Sélido amarillo paja, 60% de rendimiento, p.f. 263-266 °C
Formula Quimica: C12H10BF3N20s3

PM: 298.0256 g/mol
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FTIR-ATR (Espectro 16): Alargamiento N-H de amina primaria (3345 y 3214 cm™),
sobretono N-H de amina (3447 cm?), alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3088
cm?), alargamiento C-H de alifatico (2970 cm™), alargamiento C=0 de éster (1714 cm-
1), alargamiento C=C de cetona (1643 cm), alargamiento C=C de aromatico (1619 y
1455 cm?), flexion N-H de amina (1505 cm™), flexion C-H de metileno (1470 cm?),
flexion C-H de metilo (1390 cm™), alargamiento C-N de amina (1324 cm),
alargamiento C-O de éster (1263, 1247 y 1200), alargamiento C-F de aromatico ( 1100
y 1047 cmt).

UV-Vis (Espectro 34) se determiné en etanol observando bandas de transicion: © —
7 * (204 nm) C=0 de éster conjugado, = — 7 * (226 nm) C=0 de cetona conjugada,

m — 7 * (278 nm) C=C de aromatico, n - m * (319 nm) C=0 de éster conjugado

RMN de 'H (Espectro 52) se determiné en DMSO-d6 a 400 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.41, metilico (t, Jnn = 7.15 Hz, 3H); 4.40, metilénico (c,
JuH = 7.15 Hz, 2H) 6.64, amina (s, 2H); 7.06, aromatico (d, JHFmeta = 7.44 Hz, 1H); 7.82,
aromatico (d, Jurorto = 11.52 Hz, 1H); 8.85, vinilico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 67) se determiné en DMSO-d6 a 101 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 176.46 (cetona); 166.96 (C éster); 148.19 y 106.71 (C
vinilico) 158.86, 144.18, 138.50, 129.36, 114.35, 110.33 (C aromatico); 49.46 (C

metilénico), 14.55 (C metilico).

RMN de °F (Espectro 80) se determin6 en DMSO-d6 a 376 MHZ obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): -122.17 (s, 1F); -132.68 (s, 2F).
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6.1.17. Sal de 7-amino-6-fluoro-1-metil-8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato
de difluoroborilo 169

F
(0] 0
F
P
HN f\ll
NO, CH3

Solido amarillo canario, 71% de rendimiento, a 90 °C cambia a color naranja; 145 °C

cambia a café y funde a 293-297 °C
Formula Quimica: C11H7BF3N30s
PM: 328.9965 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 17): alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3067 cm),
alargamiento C-H de alifatico (2916 cm?), alargamiento R-NHs* de amina primaria
protonada (2768, 2163 y 2143 cm™), alargamiento C=0 de cetona (1698 cm),
alargamiento C=C de alqueno (1609 cm!), alargamiento C=C de aromatico (1595 y
1406 cm), alargamiento N-O de nitro aromatico (1557 y 1349 cm?), flexién C-H de
alifatico (1467 cm), alargamiento C-N de amina (1312 y 1105 cm), alargamiento C-
O de éster (1279 y 1182 cm™), alargamiento C-F de aromatico (1044 cm™).

UV-Vis (Espectro 35) se determiné en etanol observando bandas de transicion: © —
7 * (217 nm) C=0 de éster conjugado, m — m * (262 nm) C=0 de aromatico, T — m *

(297 nm) C=C de cetona conjugada, n — m * (341 nm) C=0 de cetona conjugada.

RMN de 'H (Espectro 53) se determiné en acetona-d6 a 400 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 4.18, metilico (s, 3H); 13.87, amina protonada (s, 3H);
8.62, aromatico (d, JHrorto = 8.96 Hz, 1H); 9.0, vinilico (s,1H).

RMN de 3C (Espectro 68) se determiné en acetona-dé a 101 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): 175.85 y 164.19 (C éster); 154.33 y 115.23 (C vinilico)
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155.86, 153.32, 130.72, 129.64, 122.66, 122.46, 109.39 (C aromatico); 42.26 (C

metilico).

RMN de °F (Espectro 81) se determind en acetona-d6 a 376 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -115.40 (s, 1F); -118.99 (s, 2F).

6.1.18. Sal de 7-amino-1-etil-6-fluoro-8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato
de difluoroborilo 170

Solido amarillo paja, 66% de rendimiento, p.f. 142-145 °C
Formula Quimica: C12H9BF3N3Os
PM: 343.0231 g/mol

FTIR-ATR (Espectro 18): Alargamiento C-H de aromatico y vinilico (3073 cm™),
alargamiento C-H de alifatico (2918 cm), alargamiento R-NHs* de amina primaria
protonada (2771 y 2162 cm?), alargamiento C=0 de cetona (1694 cm), alargamiento
C=C de alqueno (1605 cm™), alargamiento C=C de aromatico (1500 y 1425 cm),
alargamiento N-O de nitro (1550 y 1311 cm™), flexion C-H de metileno (1465 cm™),
flexion C-H de metilo (1370 cm™), alargamiento C-N de amina (1280 cm),
alargamiento C-O de éster (1205, 1109 y 1091 cm?), alargamiento C-F de aromatico
(1046 cmt).

UV-Vis (Espectro 36) se determiné en etanol observando bandas de transicion: = —
m * (214 nm) C=0 de éster conjugado, m — m * (264 nm) C=C de aromatico, n - m *

(338 nm) C=0 de cetona conjugado.
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RMN de 'H (Espectro 54) se determiné en acetona-d6 a 400 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 1.56, metilico (t, Ju+ = 7.15 Hz, 3H); 4.46, metilénico (c,
Jun = 7.15 Hz, 2H); 8.64, aromatico (d, Jurorto = 8.96 Hz, 1H); 9.03, vinilico (s,1H);
13.84, amina primaria aromética (s, 3H).

RMN de 3C (Espectro 69) se determiné en acetona-dé a 101 MHz obteniendo las
siguientes sefiales (6 ppm): 175.95 (cetona); 164.18 (C éster); 152.8 y 115.51 (C
vinilico) 155.92, 153.37, 131.22, 128.56, 122.76, 110.05 (C aromatico); 51.4 (C

metilénico); 15.44 (C metilico).

RMN de '°F (Espectro 82) se determind en acetona-d6 a 376 MHz obteniendo las
siguientes sefales (6 ppm): -115.59 (s, 1F); -119.08 (s, 2F).

7. DISCUSIONES

7.1. Estudio de Acoplamiento Molecular de los Hibridos Fluoroquinolona-

Bencimidazol

El estudio estuvo encaminado a evaluar la actividad in silico de nuevos hibridos FQ-
BZ 171a-j (Tabla 5) como agentes anticancerosos y antituberculosos empleando las
estructuras cristalizadas de las enzimas topoisomerasa Il de Mycobacterium
tuberculosis y topoisomerasa Illa humana teniendo como referencia a la moxifloxacina
23 y el etoposido 172, farmacos con actividad conocida hacia estas enzimas. Con el
resultado obtenido se pretende identificar aquellos derivados con potencial actividad

biolégica con el fin de enfocar esfuerzos en su sintesis quimica.

Previo al estudio de docking se empled el servidor en linea libre SwissADME para
predecir propiedades quimicas, fisicoquimicas y farmacocinéticas (Figura 27) las
cuales son esenciales para garantizar la seguridad y la eficacia terapéutica de un
nuevo farmaco, siendo una de las mas importantes, la capacidad para atravesar la

membrana celular y asi alcanzar el sitio de accion.
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Tabla 5. Estructura quimica de los hibridos 171a-j propuestos

171a Met H
0 171b Met OH
F 171c Met NH,
e | | 171d Met Cl
171e Met Br

\
HN I\Il 171f Et H
'>d_-N R, 171g Et OH
171h Et NH,

Rz

171i Et cl
171j Et Br

®
e Water Solubility
L Log S (ESOL) 3.02
Solubility 2.75e-01 mg/ml ; 8.52e-04 moll
ne AEX Class Soluble
W N v Log 5 (Al 303
m Ny / Solubility 2.73e-01 mg/mi ; 9.43¢-04 moll
- % z Class Soluble
_\cu 1 Log 5 (SILICOS-IT) 444
F risaly Ak Solubility 1.06e-02 mg/ml ; 3.65¢-05 moll
Class Moderately soluble
Pharmacokinetics
o Gl absorption High
SMILES Cnlee(C(=0)0CC)e(=0)c2c et [nH]enc1c(c2)F EEBE pemmeant No
Physicochemical Properties P-gp substrate HNo
Formula C14H12FN303 CYP1A2 inhibitor Yes
Molecular weight 289.26 g/mol CYP2C19 inhibitor No
Num. heavy atoms 21 CYP2C3 inhibitor No
Hum. arom_ heavy atoms 13 CYP2D6 inhibitor No
Fraction Csp3 0z CYP3A4 inhibitor o
Num. rotatable bands 3 Log K (skin permeation) -8.79 cmis
Hum. H-bond acceptors 5 T
Mum. H-bond donors 1 ) - N
Molar Refractivity 7517 Lipinski .f.es. 0 violation
TPSA 76.98 b7 Ghose es
Lipophilicity Veber es
Log P, 182 Egan Yes
Log A, 179 Muegge Yes
te ! Bicavailability Score 0.55
Log 7, 215 Medicinal Chemistry
Log A, 1.06 PAINS 0 alert
Log Py (SILICOS-IT) 271 Brenk 0alert
Consensus Log Py, 191 Leadikeness fes
Synthetic accessibility 242

Figura 27. Prediccion de las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas al utilizar SwissADME162

Las esterasas presentes en el organismo son capaces de hidrolizar al éster (C-3 de
las FQ)

ligeramente basico como el que existe al exterior de las células favorece la formacién

produciendo el acido carboxilico correspondiente; el cual, en un pH
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del carboxilato, que puede coordinarse con iones magnesio para ser introducido a la
célula mediante proteinas transportadoras (Figura 26), el ibn magnesio ademas es
esencial para el mecanismo inhibitorio de la topoisomerasa ya que estudios teoéricos
indican que se coordina con los oxigenos carbonilicos de la FQ y atomos con pares de
electrones libres presentes en aminoacidos de la enzima o en el ADN (Figura 13,

Esquema 1).

Medio extracelular pH 7.5 Medio intracelular pH 6.1 .
Mg
Mg + Ea
0‘, o ol 0
| ] F
F o
o .
(\ (\ N N
N N
N Q
e N \) C‘\/I\ - \/J\
+ Mg -Mg™
H* +H
Difusian ] 1L
o T oyt pasva  Mg® Ruta de la porina 5
OH
Mg?* F
0 OH g | (+]
F Mg®* (\ N N
0
| N
(\N N M2 v \) E:'\/J\
/N \) o\)\ . R ﬂ L
Mg o oH
F
| [+]
Zona hidrofébica de la bicapa (\N N
T—
N
P NP
Acumulacion del farmaco

Figura 28. Movimiento de las fluoroquinolonas a través de la bicapa lipidica?®

7.1.1. Actividad Antituberculosa

El analisis del acoplamiento molecular realizado en la presente tesis de maestria sobre
los hibridos 171a-j hacia la topoisomerasa Il de Mycobacterium tuberculosis (5BTL)
mostré una mayor capacidad de interaccionar con la enzima, superando la energia de
enlace de la moxifloxacina MFX (23) de -22.2 kcal/mol, donde la mayoria de los

hibridos estudiados, estuvieron entre los -18.27 a los -24.36 kcal/mol (Tabla 6).

96



Tabla 6. Energias de interaccion entre los hibridos FQ-BZ 171a-j y la Topoisomerasa Il de

M. tuberculosis.

Enzima Top Il - Micobacterium tuberculosis (PDB: 5BTL)

Derivado AG (Kcal/mol) Interacciones
MFX -22.2 APH-Arg128, Mg-ADN
171a -21.37 APH-Arg128, Mg-ADN
171b -21.58 DPH-Arg482, Mg-ADN
171c -18.27 DPH-Tyr129, Mg-ADN
171d -23.18 dipolo-dipolo, Mg-ADN
171e -22.71 APH-Argl128
171f -22.65 puente salino-Arg-128, Mg-ADN
171g -22.38 DPH-Arg482, Mg-ADN
171h -18.93 pi-cation y DPH-Arg482, Mg-ADN
171i -24.36 APH-Arg128, Mg-ADN, dipolo-dipolo
171j -22.62 pi-cation y DPH-Arg482, Mg-ADN

APH = aceptor de puente de hidrégeno, DPH = donador de puente de hidrégeno

Asi mismo, los resultados obtenidos en el Docking molecular, demuestran que la
moxifloxacina 23 interacciona con el sitio de accion a través del carboxilato mediante
la formacién de un puente de hidrégeno con la arginina-128. Ademas, los iones Mg?*
juegan un papel importante en la interaccion, ya que se sitian entre la MFX y las
porciones del ADN, mediante enlaces coordinados incrementando la estabilidad de las

interacciones (Figura 29)

Para el caso de los hibridos 171a-j, la interaccién se presenté de manera similar al
compuesto 23, destacando 171d y 171i, de los cuales se obtuvieron la mejor energia
de enlace (-23.18 y -24.36 kcal/mol) superando a la MFX; teniéndose ademas una
interaccion complementaria hacia la enzima por el sustituyente en la porcion
imidazdlica, indicando que los derivados 171d y 171i son los mejores candidatos para

ser sintetizados y obtener resultados prometedores en las pruebas biolégicas.
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W Chamged (negative) Polar Distance == Sak bridge

W Chamed (positive) W Unspecfied residue * H-bond Solvent exposure
Glyone Water == Metal coordnation
_ Hydmophaobic Hydration site & Pi-Pistocking
W Maetal X  Mydration sité (displaced) —e Ficalion

Figura 29. Representacién 2D de la interaccién de 171a-j con la Topoisomerasa Il proveniente de M.
tuberculosis (PDB: 5BTL), utilizando como control la MFX 23

Los resultados obtenidos muestran similitud a lo descrito por Blower vy
colaboradores'®*, los cuales, reportan la estructura cristalizada de la enzima
Topoisomerasa Il de M. tuberculosis formando un complejo ternario con fragmentos
de ADN y estableciendo el modo de interaccién con 5 derivados de fluoroquinolona,
entre ellos la MFX 23 (5BTL). El estudio indicé que los derivados de fluoroquinolona
tienen una interaccion con la tirosina-129, arginina-128 y alanina-90, a través de las
porciones 4-ceto y 3-carboxilico, donde el ion magnesio sirve de puente entre la

enzima y los farmacos formando enlaces coordinados entre ambas partes dando una
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mayor estabilidad a la interaccion. Por otro lado, las interacciones observadas en los
sustituyentes en C-7 de las fluoroquinolonas involucra a los aminoacidos arginina-482,

treonina-500 y &cido glutdmico-501 (Figura 30).

En el caso de los hibridos 171a-j, estos interaccionan en la misma region donde se
une la MFX con la enzima cristalizada, dicha region ha sido denominada como la
determinante de la resistencia a las fluoroquinolonas y abarca de los aminoéacidos 74-
113 en GyrA y 461-500 en GyrB, estas porciones de la enzima estan involucradas en
la ruptura del doble segmento de ADN?'%®, Los hibridos muestran interaccién tanto con
tirosina-129, arginina-128 y alanina-90, asimismo, la introduccién del anillo de imidazol
mantuvo la capacidad de interaccionar con los aminoacidos treonina-500 y &cido

glutamico-501.

" Moxifloxacin

iz

Figura 30. Representacion 3D de la interaccion de la A. 8-metil-moxifloxacina y B. moxifloxacina con

la Topoisomerasa Il de M. tuberculosis reportado por Blower y colaboradores6

99



Demirci y colaboradores!®® estudiaron la actividad antituberculosa tanto in silico como
in vitro de hibridos 1,3,4-tiadiazol-fluoroquinolona; el acoplamiento molecular fue
dirigido a la topoisomerasa Il de M. tuberculosis PDB: 5BTC y el compuesto 173,

presentd la mejor actividad in vitro.

R = 2,4-diclorofenilo 173

Figura 31. Hibrido 1,3,4-tiadiazol-fluoroquinolona con actividad antituberculosa®®

El compuesto 173 tuvo interacciones similares a las obtenidas con MFX 23 y los
hibridos 171a-j; formaron un puente de hidrégeno con la arginina-128 por medio del
grupo carboxilo, teniendo ademas interaccién con serina-90, arginina-482, treonina-
500 y &cido glutamico-501. El iébn Mg?* estuvo formando enlaces coordinados con los
oxigenos carbonilicos, moléculas de agua, residuos de aminoacidos de la

topoisomerasa y/6 fragmentos del ADN (Figura 32).

Bajo estas observaciones, existe una alta probabilidad de que los hibridos 171d y 171i
muestren resultados prometedores en las pruebas in vitro como agentes

antituberculosos.
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Figura 32. Representacion 3D de la interaccion de 173 con la topoisomerasa Il de M. tuberculosis

(PDB: 5BTC) reportada por Demiric y colaboladores 166

7.1.2. Actividad Anticancerosa

Para la topoisomerasa lla humana (4FM9) los resultados obtenidos de la energia de
enlace de los hibridos propuestos 171a-j fueron comparados con los valores obtenidos
por MFX 23 y el etopoésido (ETO) 172, farmaco utilizado en la terapia contra el
cancert®’:168 | a MFX presentd una AG de -5.88 kcal/mol, el cual sugiere una mayor
interaccién en el sitio de accidon con la enzima, respecto al etopdsido con AG de -4.70
kcal/mol (Tabla 7). A diferencia del etopdsido que presenta interacciones débiles con
la enzima y el ADN, la MFX muestra la formacion de diversos puentes de hidrogeno,
ya sea con el ADN a traves del sustituyente en C-7 y/o con la lisina-990 a través del

oxigeno carbonilico en C-3 (Figura 33).
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Tabla 7. Energias de interaccion entre los hibridos FO-BZ (171a-|) y la enzima

Topoisomerasa lla humana

Enzima Topoisomerasa lla humana (PDB: 4FM9)

Derivado AG (Kcal/mol) Interacciones
MFX -5.88 2 DPH-G7
ETO -4.7 DPH-G7, APH-Lys990
171a -3.77 intercalacion, int. Hidrof.
171b -3.97 DPH-G6, APH+p.salino-Lys990
171c -5.03 APH-G4, DPH-G8
171d -4.09 DPH-T6, p.salino Lys990
171e -4.22 DPH-T6, p.salino Lys990
171f -4.18 APH-G4
171g -3.92 DPH-G7, APH+p.salino-Lys990
171h -5.06 APH-G4, DPH-G7
171i -3.91 APH-G4
171j -3.94 APH-G4

APH = aceptor de puente de hidrégeno, DPH = donador de puente de hidrégeno

Los hibridos 171a-j por la introduccién de la porcién imidazoélica fue posible formar
interacciones por puente de hidrogeno adicionales con fragmentos del ADN,
permitieron que los derivados 171c y 171h mostraran la mejor energia de enlace, con
valores de AG de -5.03 y -5.07 kcal/mol, respectivamente, que, aunque no superan el
AG de la MFX, son valores muy cercanos y mejores que el etopésido. Al igual que la
MFX, ambos hibridos muestran interaccion por puente de hidrogeno con porciones del
ADN a través del oxigeno carbonilico en C-3 y a través del grupo amino en la porcién
imidazolica. A pesar de ello, la interaccion se realiza de manera selectiva en la misma

region que los ligandos de referencia (Figura 33).
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Figura 33. Representacién 2D de la interaccién de 171a-j con la topoisomerasa lla humana (PDB:

4FM9), utilizando como control el etopésido 172 y la moxifloxacina 23.

Jadhav y colaboradores?3, realizaron el acoplamiento molecular entre la MFXy el ETO
con la topoisomerasa lla humana (4FM9) obteniendo energias de enlace de -7.7
kcal/mol para la 23 y -7.9 kcal/mol para el 172; asi mismo, la MXF interacciona con la
enzima a través de glutamina-796, lisina-798 y serina-800; no obstante, la interaccion
principal es un puente de hidrégeno con la glutamina-773 por medio del oxigeno
carbonilico en C-3, sin participaciéon de los iones Mg?* que fueron removidos en el
estudio (Figura 34). Por otro lado, el ETO interacciona con los aminoacidos glutamina-
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773, glicina- 796 y serina-800; estando intercalado también entre el ADN (Figura 35).
Tales interacciones son de mayor magnitud a las reportadas en el presente trabajo
(Tabla 7). Con respecto a los hibridos, cabe destacar que las interacciones ocurren,
en ambos casos, en un espacio que va desde el aminoécido 750 al 990, asi como con
fragmentos de ADN; en esta region ocurre la actividad catalitica de la enzima que se

encarga de la ruptura del ADN durante los procesos de replicacion o transcripcion.

Los resultados obtenidos en esta tesis posicionan a los derivados 171c y 171h como
buenos candidatos para ser sintetizados y evaluados como potenciales agentes

anticancerosos tanto in vitro como in vivo.
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Figura 34. Representacion 2D de la interaccion de la moxifloxacina 23 con la topoisomerasa lla
humana (PDB: 4FM9)163
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Figura 35. Representacion 2D de la interaccién del etopdsido 172 con la topoisomerasa lla humana
(PDB: 4FM9)163

7.2. Sintesis del Anillo de Fluoroquinolona a través del Mecanismo de Gould-

Jacobs

7.2.1. Reaccion de Adicion Conjugada 1,4 de Michael

La sintesis de Gould Jacobs para la construccion del anillo de la fluoroquinolona ha
sido ampliamente utilizada por diversos autores estableciéendose como una ruta
eficiente para obtener intermediarios en buenos rendimientos'%%17?; donde se hace
reaccionar el etoximetilenmalonato de dietilo (EMME) 46 con la 3,4-difluoro 45 6 la 3-
cloro-4-fluoroanilina 139, a través de un mecanismo de adicion conjugada 1,4 de tipo
Michael, donde el nucledfilo ataca el doble enlace vinilico del malonato que posee
mayor caracter electrofilico, deslocalizando la carga hacia el oxigeno carbonilico con
la consecuente expulsion del grupo etoxi para formar etanol como subproducto, el cual

es recuperado mediante destilacion en el transcurso de la reaccion.
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El atague nucleofilico al EMME ocurre de manera eficiente, a pesar de que las anilinas
empleadas son consideradas nucledfilos débiles ante la posibilidad de que los pares
de electrones libres del nitrégeno entren en resonancia al anillo aromatico, sumado al
efecto electroatractor de los sustituyentes haldgeno presentes. El rendimiento de
reaccion fue ligeramente menor con la 3,4-difluoroanilina (83%) que con la 3-cloro-4-
fluoroanilina (85%), probablemente debido a que los dos atomos de fluor ejercen
mayor efecto electroatractor de tipo inductivo que la combinacion cloro-fluoro en el
anillo de la anilina, dejando los pares libres del nitrdgeno menos disponibles para el

ataque.

La formacion de cada producto de esta reaccion (47 y 158) fue confirmada mediante
espectroscopia de infrarrojo, en donde se identific6 una banda de estiramiento N-H de
amina secundaria a 3258 cm para 47 y 3249 cm para 227, ademas de bandas de
estiramiento C=0 de 1683 cm™ para 47 y 1717 cm para 227, correspondientes al
carbonilo del malonato. También se obtuvieron bandas de estiramiento de los enlaces
C=C aromatico a frecuencia de 1618 y 1505 cmten 47, mientras que en 227 a 1618 y
1506 cm*; las bandas de estiramiento C=C vinilico se observaron a 1643 y 1665 cm™
respectivamente. En el caso de la RMN de 'H se muestran un par de sefiales que se
desdoblan en triplete (1.35 y 1.39 ppm) y otro par cuadruplete (4.28 y 4.33 ppm),
correspondientes a los protones de la porcién dietoxi en la molécula 15. Por otro lado,
el proton vinilico se acopla con el proton aminico produciendo un doblete con una
constante de acoplamiento comprendida entre 13.4 - 13.7 Hz. Para RMN 3C se
identificaron las sefiales correspondientes a cada uno de los carbonos presentes en la
estructura del producto de adicion esperado, encontrando que los dos carbonos
carbonilicos son los mas desprotegidos (observados a mayor desplazamiento quimico
en ppm), seguido por aromaticos, vinilicos, metilénicos y al final metilicos (mas

protegidos).

En los espectros de RMN °F se observa una Unica sefial para el compuesto 158
mientras que para el compuesto 47 se observan dos sefales dobletes a -134 y -142

ppm, ambas con una Jrroro de 21.28 Hz.
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Al llevarse a cabo el ataque de la anilina al EMME, la introduccién de los pares libres
del nitrégeno proporciona un aumento en la conjugacion del sistema en direccion al
grupo carbonilo del malonato, lo que disminuye la energia GAP requerida para
promover las transiciones electrénicas w —» m* de C=0, observando un efecto
batocrémico (desplazandose a mayores longitudes de onda) de 205 nm en el EMME
46 a 219-221 nm para 47 y 158. Este mismo efecto es observado para las bandas de
transicion T — w * de C=C aromético, que son desplazadas de una longitud de onda
de 232 nm en la anilina 45 a 288-298 para 47 y 1581,

7.2.2. Reaccién de Ciclacion Térmica Intramolecular y N-alquilacién

La reaccion de ciclacion intramolecular fue promovida por la energia proporcionada
por el calentamiento a 240-250 °C donde la fuerza motora son los pares libres del
nitrogeno hacia el anillo aromético en 47 y 158, originando un ataque nucleofilico al
carbonilo del malonato con la subsecuente eliminacién del etoxi; este Gltimo, substrae
el protén acido del intermediario obteniendo etanol como subproducto con el
restablecimiento de la aromaticidad y la formacién de los productos 48 6 140, en cada

caso.

La caracterizacion por IR muestra una banda de estiramiento N-H de mediana
intensidad a frecuencias de 3160 y 3157 cm™ para 48 y 140; cercana a esta region, en
ambos espectros se identificé una banda ancha de intensidad media del estiramiento
de enlace O-H en la especie 4-quinolinol entre 3250-2900 cm™; en la regiéon de
estiramiento de enlaces C=0 es observada una sola banda debida al éster; sin
embargo, la banda de C=0 de la piridona no es observada debido a que el compuesto
se encuentra en el equilibrio tautomérico de la 1,4-dihidroquinolona y el 4-quinolinol.
La deslocalizacion de los pares libres del nitrogeno hacia el oxigeno cetonico con la
migracion simultanea del atomo de hidrogeno permite la facil interconversion
tautomérica que es confirmada por la banda ancha de estiramiento O-H entre los 3250

y 2900 cm lo que indica que aumenta el caracter aromatico de la molécula dando
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mayor estabilidad al compuesto y presentando un punto de sublimacion a presion
atmosférica alrededor de los 290 °C. Este incremento en la aromaticidad del anillo
quinolonico, permite observar adicionalmente el desplazamiento del enlace C=C de
alqueno a menor frecuencia (de 1618 cm™* a 1600-1609 cm), sugiriendo que el
movimiento de interconversion provoca menor energia requerida para que la vibracion

del enlace ocurra.

Los productos 48 y 140 presentaron baja solubilidad en la mayoria de los disolventes
organicos, lo que dificultdé su analisis por RMN, sin embargo, al utilizar TFA en
combinacién con el DMSO fue posible obtener el espectro de RMN de 'H y 13C. Por
ejemplo, en el espectro de RMN de 'H se encontré una sefial triplete (a 1.45 ppm para
48 6 1.56 ppm para 140) y una cuadruplete (a 4.69 ppm para 48 y 4.72 para 140)
correspondiente al etoxi que permanece en la molécula, mientras que los hidrogenos
aminico y vinilico, presentaron una sefial singulete; siendo de menor intensidad la que

tuvo el aminico, con respecto a los compuestos 47 y 158.

En el caso de la espectroscopia UV-Vis, se tuvo un comportamiento similar a lo
reportado por Hernandez'’*; las bandas de transicién = — 7 * de C=C aromatico se
desplazan a una longitud de onda menor, al ocurrir la ciclacion, los pares libres del
nitrégeno entran en conjugacion y dirigidos hacia el carbonilo y no al anillo aromatico
lo que aumenta la energia GAP (efecto hipsocromico, la sefial es desplazada a menor
longitud de onda) de la transicion m —» 7 * de C=C aromatico en comparacion a la sefial
observada por el acrilato. Para el caso de la banda primaria de la transicion = —  * de
C=C aromaético (observada en el acrilato a longitudes de onda de 205 y 203 nm), al
desplazarse a una longitud de onda menor cuando ocurre la ciclacion, no es posible

observarla en el espectro.

Al realizar la N-alquilacion sobre los compuestos 48 y 140 se obtuvieron los productos
159, 49, 160 y 161; en el espectro IR fue notable la pérdida de la banda de N-H de
amina secundaria y la banda ancha del O-H; asi mismo, las bandas de C=0 de éster
fueron desplazadas a mayor frecuencia (1716-1719 cm™) debido a que ya no se

encuentra el OH (C-4 en la hidroxiquinolina) el cual crea un puente de hidrogeno
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intermolecular con el oxigeno carbonilico del éster en C-3, dotandole un caracter de
enlace sencillo que disminuye la frecuencia de vibracién. Con la N-alquilacion, aparece
las bandas a frecuencias de 1675-1698 cm™ que corresponde al estiramiento C=0 de
piridona y la banda de flexién entre los 1308-1310 cm; asi como el aumento en la
intensidad de las sefiales entre 1480 y 1475 cm correspondiente a los movimientos
de flexion de grupos metilénicos y metilicos indicando la introduccién de grupos

alquilicos.

En los espectros de RMN de 'H se obtuvieron sefiales singulete para 159y 160 a 4.08
y 4.05 ppm, respectivamente; con integracion para 3H confirmando la introduccién del
metilo en N-1, el cual fue desplazado a campo bajo por la desproteccion inducida del
nitrégeno que es mas electronegativo. Mientras que en los productos 49 y 161, se
observaron sefales cuadruplete a 4.37 y 4.43 ppm (con integracién para 2H) y tripletes

a 1.33 y 1.35 ppm (con integracion para 3H) debido al etilo en el nitrégeno.

La espectroscopia UV-Vis de los productos de alquilacion mostré las mismas sefiales
para las transiciones de hidroxiquinolina con la diferencia que aparecen nuevas
bandas a longitud de onda de 255 nm para los derivados 6-cloro-7-fluoro (159, 160) y
de 251 nm para los derivados 6,7-difluoro (49, 161) correspondientes a transiciones
m — 7 * de C=0 de cetona ademas de bandas a 326-330 nm para las transiciones n —

1 * de C=0 de cetona.

7.3. Formacion de Precursores 7-amino-8-nitro Fluoroquinolona

La introduccién de grupos amino en forma selectiva en el C-7 del anillo de la
fluoroquinolona ha sido un gran desafio para la sintesis organica'’>-74, la reactividad
de este grupo funcional ha sido la limitante; no obstante, al generar la 7-
aminoquinolona con buenos rendimientos y condiciones suaves de reaccion, permite
situarlo como un intermediario importante en la sintesis de nuevos fragmentos,
heterociclos o grupos funcionales de interés en quimica medicinal como lo son las

amidas, triazoles, tetrazoles, etcl’>176, Hasta el momento, la forma mas sencilla de
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incorporar los heterociclos a la fluoroquinolona, es mediante sustitucién nucleofilica
aromatica (SNA); y bajo el mismo mecanismo, la sustitucién con azida de sodio con la
posterior reduccién a amina primaria?®7°. similarmente, el uso de para-metoxi-bencil
amina (PMBA) se ha propuesto para la incorporacion de amina secundaria seguida de
la remocion del para-metoxibencilo y asi obtener la amina primaria en la posicion
deseadal’”1’8, Por lo que, a continuacion, se discutira la introduccién de PMBA a la

quinolona y su desbencilacion.

7.3.1. Sustitucién Nucleofilica Aromética en C-7 (Bencilacién)

Las estructuras quimicas derivadas del orto-fenilendiamino, o bien, orto-nitro-anilinas
permiten formar el anillo de imidazol mediante el empleo de diversos electrofilos. En
este caso, la formacion del intermediario 7-amino-8-nitro fluoroquinolona representa

una alternativa para la sintesis de los hibridos fluoroquinolona-bencimidazol.

Para ello, es esencial la introduccién del amino en C-7 de forma quimioselectiva, el
cual, se logra mediante la reaccion con la para-metoxi-bencil amina (PMBA) a través
de la sustitucion nucleofilica aromatica (SNA) del halégeno en C-7, el producto
formado es sometido a un mecanismo de desbencilacion en medio acido resultando la
7-amino fluoroquinolona. El grupo amino dentro del anillo quinolénico, sirve como
orientador orto lo que hace posible introducir al nitro en C-8 a través de la sustitucion

electrofilica aromatica (SEA) convencional.

Se observo una pobre reactividad al utilizar la fluoroquinolona-éster frente a la SNA
(Tabla 8), por lo que se optd como estrategia, la transformacion a derivados de éster
de borato (162, 50, 163, 164), los cuales, por efecto inductivo y de resonancia
incrementaron considerablemente el caracter electrofilico en C-7 de la fluoroquinolona

favoreciendo un ataque nucleofilico?® en esta posicion.
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Tabla 8. Condiciones de bencilacidon a partir de los ésteres 163 y 164 sin el empleo

de una base.
compuesto de partida |temperatura (°C) | tiempo (hr) solvente % rendimiento
164 100-110 8 DMF NR
164 120-130 8 DMF NR
164 110 24 PIR NR
164 110 48 PIR NR
163 130 8 DMF NR

La transformacion de la fluoroquinolona-éster al complejo fluoroquinolona-boro, se
confirmé por RMN de 'H, por la pérdida de las sefiales triplete y cuadruplete
correspondientes al grupo etilo, mientras que las sefiales del proton vinilico son
desplazadas a campo bajo debido a la creciente desproteccion provocada por el efecto

electroatractor del -OBF.

Asimismo, el espectro de RMN de °F muestra las sefiales doblete a-121.37 y -132.31
ppm, ambas con una Jrrorto de 23.05 Hz, que corresponden al compuesto 50; adicional
a esto, se observa una sefal de mayor intensidad a -140.33 ppm debido a los dos
atomos de flor enlazados al boro, confirmando la formacion del complejo quinolona-

difloroborilo.

Adicional a la obtencion del complejo fluoroquinolona-boro, se utilizé la trietilamina en
cantidades cataliticas (5%) para promover la sustitucion con PMBA (Tabla 9), en
ausencia de la base, el equilibrio de reaccidbn se orienta hacia los reactivos

recuperando el derivado 163 0 164 sin reaccionar.
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Tablas 9 y 10. Condiciones para la bencilacion a partir de los complejos quinolona-

boro
compuesto de partida |temperatura (°C) | tiempo (hr)| %R mezcla
164 100 5 37
164 100 6 27
164 100 8 55
164 120 5 46
164 120 6 50
164 120 8 56
164 130 5 28
164 130 6 35
164 130 8 70
163 115-120 5 67
163 115-120 6 71
solvente DMF, TEA como base

compuesto de partida temperatura (°C) tiempo (hr) producto %rendimiento
162 110-120 5 165 60
162 110-120 6 165 86
162 110-120 7 165 88
162 110-120 8 165 82
50 110-120 5 166 65
50 110-120 6 166 78
50 110-120 7 166 82
50 110-120 8 166 81

solvente DMF, TEA como base

El buen grupo saliente en la reaccién de bencilacién juega un papel importante, ya que
al partir de los derivados 163 y 164 se generan varios subproductos de dificil
purificacion ya sea por recristalizacion o por cromatografia en columna, pero que Si
son observados en el seguimiento de la reaccién en la CCF. La formacion de diversos
subproductos en la reaccion, posiblemente se debe a que la SNA se lleva a cabo en
ambos halégenos, obteniendo solo un crudo de reaccion (Tabla 9). Al emplear
derivados difluorados 162 y 50 se aisl6 el producto de la SNA con PMBA en C-7 de
manera selectiva (Tabla 10); obteniendo los compuestos 165 y 166, los cuales fueron

corroborados por IR al observar las bandas de alargamiento N-H de amina secundaria
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a 3265-3268 cm, asi como el aumento en la intensidad de las bandas C-O, C=C de
aromatico y aquellas bandas correspondientes a flexibn de grupos metilicos y

metilénicos (referentes al grupo metoxi y bencilo).

Complementariamente, en la RMN 'H se observé un incremento en el nimero de
sefales en la region de aromaticos por la introduccién del grupo bencilo, asi mismo se
identificaron las sefiales del hidrégeno aminico a 7.69 6 7.74 ppm y metilénicos a 4.48
0 4.51 ppm correspondientes a la porcion aromatica del bencilo en 165 y 166,
respectivamente; los cuales se acoplaron entre si mostrando un desdoblamiento en
forma de doblete. Por otro lado, los hidrogenos aromaticos de la fluoroquinolona
mostraron el desdoblamiento de las sefales a 7.78 y 8.92 ppm en forma de doblete,
los cuales corresponden al hidrégeno unido en C-5 (JxrForto = 11.84 Hz) y en C-8 (JHFmeta
=7.24 Hz), lo que indica que la sustitucidn se llevo a cabo en C-7. Asi mismo, la RMN
de °F mostré la sefial singulete del flior en C-6 (-127 ppm) y los fluoros en el boro de
mayor intensidad (-132 ppm), lo que confirm6 la introduccion de la para-

metoxibencilamina en C-7 de la fluoroquinolona.

Por tanto, las condiciones optimas para la introduccion del PMBA al anillo de FQ son
110-120 °C por 7 horas, en una relacién molar 1:3 (FQ:PMBA) y 5% de TEA. Menor
temperatura o menor tiempo de reaccién, no permite la formacion completa del
producto. Mayor tiempo de reaccion no muestra una diferencia significativa en el
rendimiento de reaccion. Por otro lado, el uso de la quinolona dihalogenada (6-Cl-7-F)
no fue recomendable para el método aqui descrito, ya que se presenté una baja
selectividad, generando la formacién de multiples subproductos y de baja solubilidad,

asi como la dificultad en su purificacién.

7.3.2. Sintesis de Derivados 7-amino Fluoroquinolona (Desbencilacion)

La transformacion de 165 6 166 a la 7-amino fluoroquinolona 167 ¢ 168 fue mediante
el tratamiento con acido trifluoroacético en diclorometano, la carga positiva del

nitrégeno de la especie protonada 165b 6 166b genera un movimiento electroatractor
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partiendo de los electrones libres del oxigeno de la porcidbn metoxi hasta el atomo de
nitrogeno, retornando los pares de electrones para estabilizar la carga positiva con la

liberacion simultanea del producto 167 ¢ 168 (Figura 36)7417°,
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Figura 36. Mecanismo de desbencilacion

Con el objetivo de optimizar las condiciones de reaccién para la desbencilacion de 165
y 166 para la obtencion de los productos 167 y 168, se realiz6 una adaptacion a lo
reportado en la literatura'’”1®, donde fueron exploradas variables de reaccién como
el tiempo, temperatura, asi como la concentracion de acido trifluoroacético (TFA); se
observé que el rendimiento de reaccion aumenta conforme lo hace el tiempo, hasta

llegar a 5 horas ya que a mayor tiempo no hay un cambio significativo (Tabla 11).

El mayor rendimiento para la obtencion de 167 y 168 es bajo condiciones de reaccion
de 5 horas a reflujo con 50% de TFA en diclorometano, alcanzando un 80% y 58%
respectivamente; sin embargo, no hay una diferencia significativa en el rendimiento al
modificar la temperatura o la concentracion de TFA, por lo que llevar a cabo la reaccién
a temperatura ambiente por 5 horas y 30% de TFA representa el menor costo
energeético y econdémico obteniendo un 74% para 167 0 un 54% de rendimiento para

168 siendo las condiciones Optimas en este experimento (Tabla 11).
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Tabla 11. Condiciones y rendimientos de la reaccion de desbencilacion de 165y 166

compuesto de partida | proporcion TFA:diclorometano |temperatura tiempo producto % rendimiento
166 30% reflujo 1h 168 27
166 30% reflujo 5h 168 56
166 30% reflujo 6h 168 58
166 30% ambiente 1h 168 25
166 30% ambiente 5Sh 168 54
166 30% ambiente 6h 168 55
166 50% reflujo 1h 168 29
166 50% reflujo 5h 168 58
166 50% reflujo 6h 168 59
166 50% ambiente 1h 168 26
166 50% ambiente Sh 168 57
166 50% ambiente 6h 168 55
165 50% reflujo 5h 167 80
165 50% ambiente Sh 167 74

La obtencion de los productos 167 y 168 se confirm6 por IR al observar en las bandas
de alargamiento de N-H indicando la desbencilacién para obtener la amina primaria.
En los espectros de UV-Vis se observa un efecto hipsocrémico en las bandas de
transicion de T - m* y n —» w * de C=C aromatico, desplazandose de 282 nm en los
compuestos bencilados 165, 166 hasta 276-278 nm en los compuestos 167 y 168; tal
efecto puede ser consecuencia de la eliminacién del bencilico, esta porcion de la
molécula posé sus propias bandas de transicion en la region aromatica las cuales en
el espectro de 165 6 166 fueron desplazadas ligeramente a mayor longitud por efecto
de los pares libres del oxigeno metoxi que entran en conjugacién con el anillo

aromatico bencilico con respecto a sus precursores 162 y 50.

Asi mismo, se identificaron las sefiales de amina primaria en la RMN de 'H con un
desplazamiento quimico de 6.69 ppm para el compuesto 167 y a 6.64 ppm para 168,
ambas con integracion para dos hidrégenos. Mientras que en la region de aromético
se observaron Unicamente las sefiales para dos tipos de protén, unaa 7.79 6 7.82 ppm
(JHForto = 11.52 Hz) y la otra & 6.95 0 7.06 ppm (JHFmeta 7.44-7.74Hz) lo que confirmo la
formacion de la 7-amino-6-fluoroquinolona 167 y 168.
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7.3.3. Nitracion

El grupo amino formado en C-7 de la fluoroquinolona es activador orto, es decir, activa
C-8, siendo susceptible a las reacciones de SEA; por otro lado; grupos
electroatractores como el carbonilo (por efecto de resonancia) 6 el flior (por efecto
inductivo) favorecen una sustitucion en posicion meta, es decir, en C-8 del anillo
quinolonico; como consecuencia, la introduccion del nitro en C-8 se encuentra
doblemente favorecida, permitiendo llevar con éxito la reaccidbn de nitracion
convencional utilizando la mezcla de H2SO4/HNOs3 en relacion 2:1. En esta reaccion,
la temperatura fue una variable fundamental, se observé que la obtencién de un solo
producto nitrado en posicion C-8 se logra con valores por debajo de los 0 °C en un

intervalo de 3 a 4 horas47.180,

La eliminacion del agua por evaporacion causa alteracion del producto por lo que
agregar hielo picado para finalizar con la reaccion y obtener el producto (en forma de
amina protonada) es lo més recomendable; a partir del cual, se identifican las bandas
de estiramiento de NHz* de amina primaria protonada a 2768, 2163 y 2143 cm™ 169;
2771 y 2162 cm para el 170; y bandas de estiramiento de enlace N-O de nitro
aromatico a 1557 y 1349 cmten 169; 1550 y 1311 cm*en 170.

En los espectros de RMN de !H, se identificaron sefiales correspondientes a los
hidrégenos amina primaria protonada (NHs*) a 13.85 ppm para el compuesto 169,
mientras que para el compuesto 170 se observa a 13.84 ppm como una sefal ancha
de baja intensidad en ambos casos. En la region de aromatico se observa una sola
sefal que integra para un protén a 8.62 y 8.64 ppm, respectivamente, con una Jxrorto
de 8.96 Hz, indicando que la nitracion ocurrié selectivamente en C-8 confirmando la
obtencion de la 7-amino-8-nitro fluoroquinolona 169 y 170. Adicionalmente, la RMN de
19F mostré la presencia de los singuletes de fltor aromatico a -115.40 ppm y flGor unido
al boro a-118.99 6 -119.08 ppm, indicando que el empleo del medio acido de reaccién

(H2S04/HNO3) no provoco la hidrdlisis del éster de borilo.
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En el caso de UV-Vis, la introduccion del grupo nitro provoca el incremento en la
conjugacion del sistema, partiendo del anillo aromatico hasta el grupo carbonilo en C-
3, esto genera un desplazamiento en las bandas de absorcion a una longitud de onda

mayor (menor energia) y cercana al espectro visible.

8. CONCLUSIONES

El acoplamiento molecular in silico, indic6 que los derivados 171d y 171i son los
candidatos de mayor probabilidad para obtener actividad contra Mycobacterium
tuberculosis, mientras que 171c y 171h contra la topoisomerasa lla humana,
posicionandolos como potenciales agentes quimioterapéuticos para su posterior
andlisis in vitro e in vivo. Debido a ello, en la presente tesis de maestria se establecio
una ruta de sintesis que permite generar el intermediario 7-amino-8-nitro-
fluoroquinolona partiendo de anilinas sustituidas, el cual representa un método simple
de obtencion y que resulta de gran interés para la quimica medicinal, donde se
obtuvieron moderados rendimientos de reaccion, abriendo la posibilidad de evaluar,
adicionalmente, el difluoroborilo incorporado a la quinolona fusionado al bencimidazol,
ya que las condiciones del acido trifluoroacético al 30% o la mezcla H2SO2/HNOs, en
la desbencilacion para generar la 7-aminoquinolona o la nitracion en C-8,
respectivamente, permiten conservar el éster de borato sin comprometer el

rendimiento y las condiciones suaves de reaccion.

9. PERSPECTIVAS

Los estudios de acoplamiento molecular realizados mostraron la posibilidad de que
determinados hibridos aqui propuestos puedan fungir como antituberculosos, incluso
antitumorales; sin embargo, es necesario evaluarlos de manera in vitro para
complementar y verificar la actividad, asi como su efectividad tanto en forma de acido
carboxilico como de éster de boro. Para ello, es necesario llevar a cabo la sintesis de

los hibridos partiendo de los compuestos 7-amino-8-nitro-fluoroquinolona 169 6 170
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sintetizados en este trabajo de tesis; la reduccion del nitro en C-8 con ditionitio de sodio
(Na2S204)18% o la reduccion con estafio metélico o cloruro de estafio en ambiente
prético'®? para formar el precursor 7,8-diamino-fluoroquinolona 173a-b, la reaccién de
este ultimo con urea permite la formacion de 174a-b sustituido con un OH en la porcion
imidazolica que es transformado a 175a-b mediante la reaccion con POCIs o PCls en
medio &cido, o bien, 171d 6 171i mediante la hidrélisis del éster'®. Por otro lado, la
sintesis de 176a-b es posible mediante la reaccion de la 7,8-diamino-fluoroquinolona
con bromonitrilo*®3-185 |a posterior hidrdlisis del éster permite formar los hibridos 171c
0 171h (Esquema 26).

o o
E
‘ OBF,
HoN h‘l
NO, R
169 R = Met
170 R=Et
o o o o o o o o
F F
F F
| 0BF, | OBF, ‘ OBF, ‘ OBF,
HN "“ H,N rv HN ’T‘ HN \
>:N R NH, R >/N >/N
HoN HO cl
176a R = Met 173a R = Met 174a R = Met 175 R = Met
176b R = Et 173b R=Et 174b R = Et 175b R = Et
o o
i o o
‘ OH E
OH
HN ‘ |
>:N HN T
" Y=t
171c R = Met cl
171h R=Et 171d R = Met
171i R =Et

Esquema 26. Sintesis de hibridos FQ-BZ a partir de 169 ¢ 170181185
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Espectro 1. IR del 2-[(3,4-difluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 47
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Espectro 2. IR del 2-[(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 158
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Espectro 4. IR del 7-cloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo 140
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Espectro 8. IR del 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo 161
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-4-0x0-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 162

Espectro 9. IR del 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro
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Espectro 10. IR del 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 50
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IR del 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 163

Espectro 11.
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Espectro 14. IR del 1-etil-6-fluoro-7-(para-metoxibencil-amino)-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 166
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Espectro 15. IR del 7-amino-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 167
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Espectro 17. IR del 7-amino-6-fluoro-1-metil-8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 169
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Espectro 18. IR del 7-amino-1-etil -6-fluoro- -8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 170
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Espectro 19.- UV-Vis del 2-[(3,4-difluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 47
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Espectro 20.- UV-Vis 2-[(3-cloro-4-fluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 158
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Espectro 21.- UV-Vis del 6,7-difluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo 48
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Espectro 22.- UV-Vis del 7-cloro-6-fluoro-4-oxo-1,4-dihidro-quinolin-3-carboxilato de etilo
140
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Espectro 23.- UV-Vis del 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de etilo

159
2 No. Abs.mdx  Long. de onda (nm)
1.8 1 1.77 212
2 1.06 253
1.6 3 0.99 250
a 0.8 318
1.4 5 0.71 330

Absorbancia

0.2 190 210 230 250 270 290 310 330 350
Longitud de onda (nm)
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Espectro 25.- UV-Vis del 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
etilo 160
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Espectro 26.- UV-Vis del 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
etilo 161
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Espectro 27.- UV-Vis del 6,7-difluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
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Espectro 28.- UV-Vis del 1-etil-6,7-difluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
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Espectro 29.- UV-Vis del 7-cloro-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 163

35
No. Abs max. Long. de onda (nm)
3 1 3 234
2 0.96 264
3 0.68 280
2.5
2 0 B\o
: T
1.5 ] 9
Cl g N
1 LCH3
0.5
e —
0
190 240 290 340 390

Longitud de onda (nm)

Espectro 30- UV-Vis del 7-cloro-1-etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-quinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 164
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Espectro 32.- UV-Vis del 1-etil-6-fluoro-7-(para-metoxibencil-amino)-1,4-dihidro-4-

oxoquinolin-3-carboxilato de difluoroborilo 166
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Espectro 33.- UV-Vis del 7-amino-6-fluoro-1-metil-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-carboxilato de
difluoroborilo 167
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Espectro 35.- UV-Vis del 7-amino-6-fluoro-1-metil-8-nitro-1,4-dihidro-4-oxoquinolin-3-

carboxilato de difluoroborilo 169
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Espectro 37. RMN *H del 2-[(3,4-difluoro-fenilamino)-metilen]-malonato de dietilo 47
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14. APENDICE D

ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE *C
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15. APENDICE E

ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE °F
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16. APENDICE F

Diagramas de interaccion de los ligantes hibridos fluoroquinolona-bencimidazol (171a-

j) con latopoisomerasa Il de M. tuberculosis (PDB: 5BTL).
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THR
D: 500

i}
1501
GLY
D: 483
(pra61
~
@) Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
) Charged (postive) @ Unspecfied residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination
_ Hydrophobic Hydration site & Pi-Pistacking
) Metal X Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 37. Representacion 2D de la interaccion de la moxifloxacina 23 con la enzima PDB:5BTL.

I.‘/G
D: 5
) Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge
() Charged (positive) @ Unspecified residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
_ Hydrophabic Hydration site e Pi-Pistacking
) Metal X Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 38. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-a con la enzima PDB:5BTL.
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@) Charged (negative) Polar

(.} Charged (postive) @  Unspecified residue
Glycine Water

' Hydrophabic Hydration site

(L) Metal X Hydration site (displaced)

-
L
—e

Distance — Salt bridge
H-bond Solvent exposure
Metal coordination

Pi-Fi stacking

Fi-cation

Figura 39. Representacion 2D de la interaccién del ligando 171-b con la enzima PDB:5BTL.

GLY

D: 483

485
S
) Charged (negative) Polar Distance — Sal bridge
() Charged (positive) @ Unspecified residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination

_ Hydrophobic Hydration site o Pi-Pistacking
) Metal ¥ Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 40. Representacion 2D de la interaccién del ligando 171-c con la enzima PDB:5BTL.
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Figura 41. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-d con la enzima PDB:5BTL.

GLY

() Charged (negative) Polar -+ Distance — Salt bridge

() Charged (postive) (] Unspecified residue - H-bond Sobvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination

' Hydrophobic Hydration site e-e Pi-Pistacking

L) Metal *  Hydration site (displaced) — Pi-cation

Figura 42. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-e con la enzima PDB:5BTL.
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/G

GLY
D: 483

Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine
Hydrophobic

Metal

TYR

Folar

[~} Unspecified residue
Water
Hydration site

X Hydration site (displaced)

>
e

—e

Distance — Sal bridge
H-bond Solvent exposure
Metal coordination

Pi-Pi stacking

Pi-cation

Figura 43. Representacion 2D de la interaccién del ligando 171-f con la enzima PDB:5BTL.

Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine

_ Hydrophobic

L) Metal

(3.0

Polar - Distance —  Salt bridge

@) Unspecified residue =  H-bond Solvent exposure
Water — Metal coordination
Hydration site e Pi-Pistacking

X Hvdration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 44. Representacion 2D de la interaccién del ligando 171-g con la enzima PDB:5BTL.
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) Charged (negative) Polar - Distance —  Salt bridge

&) Charged (postive) @ Uunspecfied residue = H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination

| Hydrophobic Hydration site &-& Pi-Pistacking

) Metal ¥ Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 45. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-h con la enzima PDB:5BTL.

@) Charged (negative) Palar - Distance —  Salt bridge

() Charged (postive) @ Unspecfied residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination

_ Hydrophobic Hydration site e Pi-Pistacking

W) Metal X Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 46. Representaciéon 2D de la interaccién del ligando 171-i con la enzima PDB:5BTL.
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Q‘ Charged (negative) _ Polar - Distance — Salt bridge

() Charged (postive) @ Unspecfied residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination

_ Hydrophobic Hydration site e-e Pi-Pistacking

) Metal X Hydration site (displaced) — Pi-cation

Figura 47. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-j con la enzima PDB:5BTL.
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17. APENDICE G

Diagramas de interaccion de los ligantes hibridos fluoroquinolona-bencimidazol (171a-

j) con latopoisomerasa lla humana (PDB: 4FM9).
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Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine
Hydrophobic

Metal

(D)

©

Polar

@ Unspecified residue
Water
Hydration site

X Hydration site (displaced)

-
[
—

Distance

H-bond

Metal coordination
PFi-Fi stacking
Pi-cation

Salt bridge
Solvent exposure

Figura 48. Representacion 2D de la interaccion del etopésido 172 con la enzima PDB:4FM9.

Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine
Hydrophobic

Metal

Polar

Unspecified residue
Water

Hydration site

Hydration site (displaced)

@®

X

il1141

Distance

H-bond

Metal coordination
Pi-Pi stacking
Pi-cation

Salt bridge
Solvent exposure

Figura 49. Representacion 2D de la interaccion de la moxifloxacina 23 con la enzima PDB:4FM9.
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() Charged (negative)

() Charged (positive) ®
Glycine

_ Hydrophobic

@ Metal X

Polar

Unspecified residue

Water
Hydration site

Hydration site (displaced)

dd1vi

Distance — Salt bridge
H-bond Solvent exposure
Metal coordination

Pi-Pi stacking

Pi-cation

Figura 50. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-a con la enzima PDB:4FM9.

Hydration site (displaced)

() Charged (negative) Polar

() Charged (positive) @) Unspeciied residue
Glycine Water

_ Hydrophobic Hydration site

) Metal X

ISER B

0
, .
GLN
/A: 038
VAL
A: 939
Distance —  Salt bridge
H-bond Solvent exposure
Metal coordination
Pi-Pi stacking
Fi-cation

Figura 51. Representacién 2D de la interaccién del ligando 171-b con la enzima PDB:4FM9.
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Charged (negative
Charged (positive)
Glycine
Hydrophobic

Metal

()

©

) Polar
@ Unspecified residue
Water
Hydration site

»  Hydration site (displaced)

ISERE:

Distance

H-bond

Metal coordination
Pi-Pi stacking
Fi-cation

Satt bridge
Solvent exposure

Figura 52. Representacién 2D de la interaccién del ligando 171-c con la enzima PDB:4FM9.

GLN
A: 938

| HO 0 i
VAL
A§\939
| e
| A
~
~ N*
__HN \
—N

Cl
w Charged (negative) Polar == Distance — Salt bridge
() Charged (postive) @ Unspecified residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
_ Hydrophobic Hydration site oo Pi-Pistacking
@ Metal X Hydration site (displaced) —® Pi-cation
Figura 53. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-d con la enzima PDB:4FM9.

223




/LY

la: 930
GLN

A: 938
VAL

A:939

() Charged (negative) Polar -~ Distance —  Salt bridge

(L) Charged (postive) @) Unspeciied residue - H-bond Saolvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination

_ Hydrophobic Hy dration site &+ Pi-Fistacking

L Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 54. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-e con la enzima PDB:4FM9.

\Az 49
N

P "

! Charged (negative)

() Charged (postive) @
Glycine

' Hydrophobic

' Metal x

Polar

Unspecified residue
Water

Hydration site

Hydration site (displaced)

-
(=]
—a

Distance

H-bond

Metal coordination
Pi-Pi stacking
Pi-cation

— Sak bridge
Solvent exposure

Figura 55. Representacién 2D de la interaccién del ligando 171-f con la enzima PDB:4FM9.
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OH

() Charged (negative) Polar ---  Distance — Salt bridge

() Charged (postive) @ Unspecified residue - H-bond Solvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination

| Hydrophobic Hydration site e Pi-Pistacking

) Metal X Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 56. Representaciéon 2D de la interaccién del ligando 171-g con la enzima PDB:4FM9.

() Charged (negative) Folar ----  Distance — Salt bridge

) Charged (postive) @ Unspecified residue —#=  H-bond Solvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination

_ Hydrophobic Hydration site & Pi-Pistacking

) Metal *  Hydration site (displaced) —® Pi-cation

Figura 57. Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-h con la enzima PDB:4FMO.
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() Charged (negative) Polar ---  Distance — Sal bridge

() Charged (positive) @) Unspecfied residue —»=  H-bond Solvent exposure
Glycine Water —  Metal coordination
Hydrophobic Hydration site &# Pi-Pistacking

) Metal > Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 58.- Representacion 2D de la interaccion del ligando 171-i con la enzima PDB:4FM9.

@
Az 435

() Charged (negative) Polar -~ Distance —  Sat bridge

W) Charged (postive) @) Unspecified residue - H-bond Solvent exposurg
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site & Pi-Pistacking

) Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 59.- Representacion 2D de la interaccién del ligando 171-j con la enzima PDB:4FM9.
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