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RESUMEN:

Acinetobacter baumannii es una bacteria perteneciente al género Acinetobacter, que
comprende cocobacilos Gram-negativos, aerobios estrictos, no fermentadores, catalasa
positivos, oxidasa positivos e inmdviles. Es la especie més representativa, debido a que
es un patégeno nosocomial con una elevada tasa de mortalidad. A. baumannii causa una
amplia gama de infecciones como bacteriemia, neumonia, infecciones del tracto
urinario, infecciones de heridas profundas y osteomielitis en personas hospitalizadas,
que se someten a una intervencion quirdrgica, o inmunodeprimidas, o que tienen otras
enfermedades que favorecen la infeccion. Este microorganismo puede sobrevivir en el
medio ambiente, en objetos inanimados, ademads de pertenecer a la microbiota de la piel,
por lo que su transmisién puede ser enddgena o exdgena. Lo mds importante de A.
baumannii es su gran capacidad para crear resistencias contra antimicrobianos, por lo

tanto, resulta muy complicado encontrar un tratamiento para combatir la infeccién.

Este proyecto se centra en el disefio, sintesis de nuevos compuestos derivados del 3-
amino-1,2-propanodiol, y su evaluaciéon bioldgica frente a Acinetobacter baumannii
multirresistente; buscando obtener andlogos a un prototipo (compuesto 7) con actividad,

detectado en un screening preliminar.

Se realizaron modificaciones en el esqueleto del prototipo mediante dos aproximaciones
centradas en dos de los puntos de variabilidad estructural del modelo, en la funcion éster
y en el esqueleto del aminoalcohol. El disefio se estructuré por generaciones de forma
que en cada una de ellas se determine qué rasgos estructurales son necesarios para la

actividad bioldgica y se preserven en las sucesivas generaciones.

Los resultados de actividad bioldgica de los compuestos de la primera generacion
permitieron encontrar compuestos activos (11 y 12) con baja ICsy de forma que se
convierten en nuevos modelos para la siguiente generacion. Los compuestos (13-15) de

la segunda generacion son diseiiados tomando estos compuestos como modelo.

Palabras clave: Antimicrobianos, Acinetobacter baumannii, multirresitencia, derivados

de urea.
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1. INTRODUCCION

A principios del siglo XX, en 1911, el microbilogo holandés Beijerink describié un
microorganismo aislado del suelo, tras enriquecerlo con un medio de calcio-acetato, al
que denominé Micrococcus calco-aceticus. En las siguientes décadas se fueron
describiendo micoorganismos similares. Fue en 1954 cuando Brisou y Prévot
designaron al género como Acinetobacter, del griego axwvetoc [akinetos] que significa

inmovil, para diferenciar los microorganismos méviles de los inmdviles.

El género Acinetobacter comprende cocobacilos Gram-negativos, aerobios estrictos, no
fermentadores, catalasa positivos, oxidasa positivos e inmoéviles. Los miembros de este
género se clasifican en la familia Moraxellaceae dentro del orden

Gammaproteobacteria (Peleg y cols. 2008).

En la actualidad se aceptan 33 genoespecies del género Acinetobacter, que han sido
definidas por hibridacion ADN-ADN. Prevalecen en ambientes naturales, incluyendo
suelos, agua dulce, océanos, sedimentos, la region polar, y los sitios contaminados con
hidrocarburos (Jung and Park 2015). Tienen forma de varilla de 1-1.5pum de didmetro y
1.5-2.5um de longitud, durante su fase rdpida de crecimiento, pero luego se desarrollan

en forma esférica durante la fase estacionaria (Almasaudi 2016).

Acc.V Spot Magn Det WD Exp
25.0 kv3.0 13331x SE 16,5 3

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido. Fuente: CDC's Public Health Image Library
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La especie mas representativa de Acinetobacter es A. baumannii (Figura 1), debido a
que es tipicamente un patégeno nosocomial, de elevada tasa de mortalidad, junto a otros
micoorganismos como Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., enterobacterias

productoras de betalactamasas y Pseudomonas aeruginosa.

Acinetobacter baumannii se ha clasificado dentro de un complejo, llamado
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (ABC), junto a otras tres especies, A. pitti,
A. nosocomialis y A. calcoaceticus, por ser altamente similares, lo que supone que la
diferenciacion de estas especies mediante técnicas moleculares y fenotipicas en
laboratorios de diagnéstico rutinario sea dificil y se identifiquen erréneamente con
frecuencia (Vanegas-Miunera y cols. 2014). Actualmente se utiliza una técnica de

identificacion de las especies del complejo ABC basada en la deteccion de genes por

PCR.

Los genes que codifican oxacilinasas de origen natural, que son f-lactamasas de clase
D, se han identificado en varias especies de Acinetobacter. El gen blaOXA-51-like es
especifico de Acinetobacter baumannii, por lo que se utiliza para llegar a una

identificacion exacta mediante PCR (Kamolvit y cols. 2014)

A. baumannii es un patégeno de dmbito hospitalario. Aunque se han descrito brotes en
unidades médicas y quirdrgicas, la mayoria han tenido lugar en unidades de cuidados
intensivos (UCI) y unidades de quemados (Eliecer Cano y cols. 2008). A. baumannii
causa una amplia gama de infecciones monomicrobianas y polimicrobianas, incluyendo
bacteriemia, neumonia, infecciones del tracto urinario, infecciones de heridas profundas
y osteomielitis. Este microorganismo tiene la capacidad de formar una biopelicula que
le permite sobrevivir en el medio ambiente, superficies y objetos inanimados de dmbito
hospitalario, lo que puede provocar una contaminacion exdgena a través de las manos
de los profesionales (Mody y cols. 2015). También en sondas vesicales e intravenosas,
material quirdrgico y equipos médicos, lo que supone un vehiculo potencial para la
transmision enddgena del micoorganismo patégeno, ya que, A. baumannii pertenece a
la flora normal de la piel y es un patégeno oportunista (Nurain y cols. 2015). Los

factores de riesgo relacionados con su adquisicion incluyen:

- Estancia hospitalaria prolongada.
- Empleo de maniobras invasoras como intervenciones quirurgicas.

- Inmunosupresion.
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-  Enfermedad de base grave como cdancer, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), insuficiencia cardiaca y renal, presencia de heridas.

- Uso previo de antimicrobianos.

Por tanto, una de las medidas de control mds importantes para prevenir brotes de A.
baumannii es la higiene de manos y la necesidad de limpieza de alta calidad y
desinfeccion de las habitaciones que han sido ocupadas por pacientes infectados, ya que,
las superficies ambientales son un reservorio epidemiolégicamente importante para este
patdgeno, s6lo superada por las manos del personal sanitario (Caroline y cols. 2016). La
expansion de A. baumannii al medio extrahospitalario es de escasa importancia (Eliecer

Cano y cols. 2008).

Uno de los rasgos mds importantes de Acinetobacter baumannii es su gran facilidad
para desarrollar resistencias bacterianas. Asi en la ultima década, la resistencia a
antimicrobianos entre las diferentes especies de Acinetobacter se ha incrementado de
manera sustancial, probablemente en relacion a la relativa impermeabilidad de su
membrana externa y la exposicion ambiental a un amplio grupo de genes de resistencia
(Maragakis y Perl 2008) En los diversos mecanismos de resistencia se incluyen: -
lactamasas, sobreexpresion de bombas de expulsion, pérdida de porinas y modificacion

del blanco de accién de los antibidticos. Estos pueden ser intrinsecos o adquiridos.
Mecanismos de resistencia intrinsecos:

- Cefalosporinasa tipo AmpC no inducible denominada ADC, es el mecanismo de
defensa mds frecuente de esta bacteria a los B-lactdmicos, que expresada a bajo
nivel confiere resistencia a ampicilina pero sobreexpresada produce resistencia a
cefalotina, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, sin afectar
carbapenémicos, ni cefepime.

- OXA-51, cuya expresion basal hidroliza débilmente penicilinas y

carbapenémicos.
Mecanismos de resistencia adquiridos:
Resistencia a f-lactdmicos que comprende mecanismos enzimaticos y no enzimaticos.

- Enzimaticos: Degradacién de B-lactdmicos por B-lactamasas de clase A, B o D,

que estdn en elementos genéticos moviles por lo que el uso repetitivo de un
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antibidtico puede llevar a la expresion de multiples mecanismos de resistencia.

Clase A son resistentes a penicilinas, clase B o metalo-f-lactamasas que no se

inhiben por el dcido clavuldnico ni tazobactam, y clase D u oxacilinasas.

- No enzimaticos:

Alteraciones de las proteinas de membrana externa (OMPs), que se

asocian con la resistencia a meropenem e imipenem, la disminucion de la

permeabilidad de la membrana, lo que disminuye la entrada de colistina

y B-lactamicos, y el cierre de porinas para imipenem.

Bombas de expulsion de B-lactdmicos, aminoglicésidos, macrélidos,

cloranfenicol, tigeciclina, tetraciclinas, fluoroquinolonas y trimetoprim.

Carencia de las proteinas de unién a penicilinas que confiere resistencia a

imipenem y meropenem.

También se han descrito mecanismos de resistencia a aminoglicésidos, quinolonas,

polimixinas,

tetraciclinas

y glicinas,

cloranfenicol (Vanegas-Munera y cols. 2014).

colistina,

trimetropim,

sulfonamidas vy

Tabla 1. Mecanismos de resistencia de A.baumannii a antibiéticos diferentes de los B-lactdmicos

(Vanegas-Munera y cols. 2014)

Grupo de Perfil de
Mecanismo de resistencia Variantes
antibidticos resistencia
Enzimas modificadoras AAC, ANT,
. o Variable
de aminoglicésidos APH
Todos los
Metilacién 16S RNA armA
. L aminoglicésidos
Aminoglicésidos
Todos los
AdeABC . o
aminoglicésidos
Bombas de expulsion
Gentamicina,
AdeM
kanamicina
Mutacién genética gyrA, parC Variable
. Todas las
Quinolonas AdeABC
Bombas de expulsion quinolonas
AdeM Variable
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Tetraciclina,
Tet (A) pero no
minociclina
Tetraciclinas Bombas de expulsion Tetraciclina,
’ Tet (B) o
glicilciclinas minociclina
Tetracilinas,
AdeABC o
glicilciclinas
Proteccion ribosomal tet(M) Tetraciclinas
Modificacion lipido A pmrA,pmrB Colistina
Polimixinas
Modificacion porinas OmpW Colistina
sul Sulfonamidas
Alteracion del blanco
Trimetoprim, dnfr Trimetoprim
sulfonamidas, CraA Cloranfenicol
Cloranfenicol Bombas de expulsion Trimetoprim,
AdeABC
cloranfenicol

La resistencia de A. baumannii a multiples fairmacos supone un serio problema para el
tratamiento de las infecciones causadas por ésta. Resulta ser un microorganismo
panresistente, es decir, que no hay de momento ningtin antibidtico capaz de tratar las

infecciones causadas por éste,

Se ha llevado a cabo antibiogramas, con diferentes antimicrobianos, en muestras con
micoorganismos aislados de A. baumannii con la intencién de encontrar algin
antibidtico al que sea sensible, para asi, poder establecer un tratamiento. Los aislados de
A. baumannii mostraron una alta tasa de resistencia (94-100%) para todas las
generaciones de cefalosporinas, penicilinas, imipenem y quinolonas, también para
inhibidores de beta-lactamasas (89-96%), aminoglucésidos como la gentamicina y la
tobramicina (87.9% y 76.7% respectivamente), y un grado variable de resistencia, segin
el pafs, para sulfametoxazol en combianacién con trimetoprim. Tras los resultados se
puede decir que A. baumannii es enormemente resistente a todos los antibidticos
probados, excepto para colistina (1.7%) y minociclina (26.7%), que mostré tasas de

resistencias relativamente bajas. Sin embargo, estas tasas varian seguin el pais, debido a
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la apariciéon de resistencias por el uso continuado de éstos como antimicrobianos

(Batarseh y cols. 2015).

Tabla 2. Sensibilidad de Acinetobacter baumannii multirresistente aislada (n=116) a varios

antibidticos probados (Batarseh y cols. 2015)

. N° de Sensibilidad
Variable . .
aislamientos (%)
Multirresistente® 90 77.6
Colistina + minociclina 37 31.9
Colistina + tobramicina 1 0.9
Colistina + sulfametoxazol/trimetoprim 12 10.3
Colistina + ampicilina/sulbactam 6 5.2
Colistina
+
ampicilina/sulbactam 2 1.7
+
sulfametoxazol/trimetoprim
Colistina
+
sulfametoxazol/trimetoprim 1 0.9
+
tobramicina
Colistina + minociclina + ampicilina/sulbactam 1 0.9
Colistina
+
minociclina 9 7.8
+
sulfametoxazol/trimetoprim
Colistina + minociclina + tetraciclina 10 8.6
Colistina + minociclina + tobramicina 2 1.7
Colistina
+
minociclina + tetraciclina + tobramicina 9 7.8
+
sulfametoxazol/trimetoprim
Panresistente” 10 8.6
No sensible a ningtin antibiético probado 2 1.7
Sensible sélo a colistina 8 6.9

2 . . , . . ey e b .
‘Resistentes a imipenem mds 3 o mas clases diferentes de antibidticos. "Resistentes a todos los

antibidticos probados o sélo sensible a colistina.

10
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Aunque este estudio resulta esperanzador en cuanto a la sensibilidad de Acinetobacter
baumannii frente a colistina, desafortunadamente en la actualidad, se ha informado en
todo el mundo sobre la resistencia a la colistina. El mecanismo de resistencia no esta
claro atn pero algunos estudios confirman que podia estar relacionado con una pérdida

de lipopolisacaridos (LPS) y/o el sistema PmrAB de dos componentes (Cai y cols.
2012).

11
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2. ANTECEDENTES:

Debido a la multirresistencia de Acinetobacter baumannii a todos los antimicrobianos
probados, es necesario buscar nuevas alternativas de tratamiento. Una de las vias a

seguir es la terapia combinada.

Una estrategia para el restablecimiento de la eficacia de los antibidticos B-lactdmicos
fue el desarrollo de nuevos inhibidores de la B-lactamasa. Compuestos derivados del
acido borénico que sustituyen el anillo B-lactdmico formando un enlace covalente
reversible con la serina del sitio activo de B-lactamasas de clase A y C, asumiendo una
geometria que se asemeja a la del estado de transicion tetraédrico de la reaccion
hidrolitica B-lactamasa. Se disefi6 un borato que contiene la cadena lateral R' de
cefoperazona (1) (Drawz y cols. 2010). De esta forma se puede administrar
conjuntamente con un B-lactdimico permitiendo que cumpla su funcién sin ser

hidrolizado.

OH

(
(L
>:

/B\

Figura 2. Estructura de andlogo de Cefoperazona

Un segundo enfoque para contrarrestar la resistencia a antibidticos mediada por B-
lactamasa fue el disefio de B-lactdmicos resistentes a la hidrdlisis. Se modificaron y
sintetizaron derivados de carbapenems. Los mas potentes son los derivados de
tienamicina (es decir, imipenem (2), meropenem, ertapenem, y doripenem). Los
carbapenems actian como inhibidores de B-lactamasas de clase A, clase C, D (ADC) y
otras mediante la formacion de un intermedio acil-enzima B-lactamasa que se hidroliza
muy lentamente. Por lo tanto, las enzimas de ADC [B-lactamasas podian servir como

dianas importantes para el disefio de nuevos inhibidores (Drawz y cols. 2010).

12
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Figura 3. Estructura de Imipenem

Imipenem ha sido el tratamiento de primera linea en infecciones por Acinetobacter
baumannii hasta que aparecieron casos de resistencias a carbapenems que han ido en

aumento.

Se siguid desarrollando compuestos derivados del borénico, pero ahora, con enfoque a
cepas de A. baumannii resistentes a carbapenems. Estos se clasifican dentro de una
familia llamada oxoboroles. GSK2251052 (3) es un compuesto que estd siendo
desarrollado por GlaxoSmithKline. Inhibe la leucil-ARNt sintetasa, una nueva diana en

el campo de los antibacterianos, y por ello, la sintesis proteica (Garcia-Sanchez y cols.

2012)

Figura 4. Estructura del compuesto GSK2251052

Se estan investigando nuevos péptidos antimicrobianos (AMP) que muestran una buena
actividad contra A. baumannii resistente a carbapenems, como por ejemplo, péptidos de
la familia de las piscidinas: pleurocidina, moronecidina, dicentracina, epinecidina-1 y

minixidina. Los AMP pueden ser naturales o sintéticos. Se han aislado varios AMP,

13
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incluyendo cinco clones de ADNc de piscidinas del bazo de tilapia (Oreochromis
niloticus); estos clones fueron nombrados tilapia piscidina 1 (TP1), TP2, TP3, TP4 y
TPS5. TP3 y TP4 exhibieron actividades antimicrobianas potentes y de amplio
espectro. Estas caracteristicas sugieren que TP3 y TP4 pueden ser adecuadas para el
desarrollo como nuevos, agentes antimicrobianos administrados sistémicamente

(Pan y cols. 2015).

Tabla 3. Inhibicién del crecimiento dependiente de la dosis de los aislados clinicos de
Acinetobacter baumannii (SK44) resistente a carbapenems y por incubacién con TP3 o TP4

para 16 h (Pan y cols. 2015).

Acinetobacter baumannii Acinetobacter baumannii

e
Y
J
o
%

3 oh 1 3 on
. 6h B 6h

OD at 600 nm
= s
ES (-
L L
OD at 600 nm
s
1

e
2
1

0.24

=]
=
1
-
=
I

¢ 019039078 1.56 312 625125 25 50 10 0 019 0.39 0.78 1.56 3.12 6.25 125 25 50 100
TP3 Peptide concentration (pg/ml) TP4 Peptide concentration (pg/ml)

Las barras de error representan la desviacion tipica (SD) y la densidad 6ptica (OD).

Se probé el efecto de TP3 y TP4 en ratones infectados con Acinetobacter baumannii
(SK44) y aument6 significativamente la tasa de supervivencia en comparacién con
los controles no tratados o los ratones tratados con antibidticos. Por otra parte,
reducen la carga bacteriana en la sangre y otros Organos. En cuanto a pruebas
toxicolégicas, TP3 y TP4 no afecté a los pardmetros bioquimicos en ED50 o
ED100. Por lo tanto, TP3 y TP4 son compuestos prometedores para el tratamiento de
infecciones bacterianas causadas por A.baumannii (SK44) resistente a carbapenems

(Pan y cols. 2015). Se sigue a la espera de més estudios.

BAL30072 (4) es un nuevo antibidtico monociclico B-lactdimico. Actualmente estd
en la Fase I de ensayos clinicos. Tiene una potente actividad antimicrobiana contra
una amplia gama de bacterias Gram-negativas, entre ellas cepas de A. baumannii
resistentes a carbapenems. Es un monosulfactam, un sideréforo andlogo al tigemonam,
que inhibe la sintesis del peptidoglicano. Actualmente es estable frente a la mayoria de

carbapenemasas (Bassetti y cols. 2013).

14
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OH
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Figura 5. Estructura del compuesto BAL30072

Eravaciclina (5) es una nueva fluorociclina de via oral e intravenosa similar a la
tigeciclina. Que se pueda administrar via oral permite su uso mas alld del ambito
hospitalario. Tiene actividad de amplio espectro contra todas las bacterias Gram-
negativas, incluyendo patégenos multirresistentes emergentes como A. baumannii,
ademds, es de dos a ocho veces mds activa que la tigeciclina. Eravaciclina ha tenido
muy buenos resultados en las tres fases de ensayos clinicos, s6lo falta comprobar el
perfil de acontecimientos adversos y las interacciones con otros medicamentos. Por
todo esto, eravaciclina parece ser un antimicrobiano prometedor (Zhanel y cols.

2016).

NH,

Figura 6. Estructura de Eravaciclina

15
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Un enfoque alternativo para sacar a la luz nuevos antibacterianos, que esta atrayendo
una atencién mads reciente, es la seleccién de bibliotecas de medicamentos aprobados
para otras patologias (o medicamentos que llegaron a ensayos clinicos, pero al final
no pudieron recibir la aprobaciéon regulatoria) con el fin de reutilizarlos como

antimicrobianos.

La auranofina (6) es un medicamento aprobado inicialmente para el tratamiento de la
artritis reumatoide. Se ha descubierto que presenta una potente actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas multirresistentes.
En el caso de las Gram-negativas, la actividad se ve disminuida con respecto a las
Gram-positivas, debido a la existencia de la membrana externa de Gram-negativas, lo
que dificulta la entrada de la auranofina en la célula bacteriana. Se incluy6 un agente
permeabilizante de membrana como el nonapéptido polimixina B (PMBN) con
auranofina y se exhibié una potente actividad contra todas las cepas ensayadas de
patégenos Gram-negativos incluyendo A. baumannii, que es extremadamente
resistente a farmacos (Thangamani y cols. 2016). Por lo que la auranofina puede
resultar ser un gran antimicrobiano, pero necesita la administraciéon conjunta de un

permeabilizante de la membrana externa de patégenos Gram-negativos.

CHj3

Figura 7. Estructura de auranofina

16
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En cualquier caso, las bacterias no van a dejar de hacerse resistentes y sigue siendo un
objetivo prioritario en investigacion en quimica médica la busqueda de nuevas

estructuras que sean potentes y eficaces antibacterianos.

En este contexto donde se enmarca el trabajo que viene haciendo el grupo de
investigacién en el seno del cual se ha realizado este trabajo de Fin de Grado, en
colaboracion con el grupo de la Dra. Pachén Ibafiez, (grupo de Enfermedades
Infecciosas) del Instituto de Biomedicina de Sevilla. Se habia sometido a evaluacién de
la actividad in vitro una coleccién de 61 compuestos con diferentes estructuras, contra
diferentes cepas clinicas resistentes a colistina, A. baumanii, P. aeruginosa, S. aureus y
E. coli; encontrando actividad frente a dos cepas de A. baumanii, en dos de los
compuestos testados, a los cuales se les determiné la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) asi como la Concentracién
Citotéxica 50 (CCsp), no siendo toxicos. Uno de ellos es el compuesto 7, un éster
sulfonico derivado del 3-amino-1,2-propanodiol, donde el grupo amino esta
funcionalizado con una urea (Figura 8) y que es el prototipo en base al cual se han
disefiado los nuevos andlogos, trabajo que se presenta en esta memoria. Los datos de

actividad bioldgica para el compuesto 7 se recogen en la Tabla 4.

0} Cl

S S

O NH NH

OH

Figura 8. Estructura del prototipo

Tabla 4. CMI, CMB y citotoxicidad para el compuesto 7

Cepa A.b.21R Cepa A.b.22P
CMI (uM) CMB CMI (uM) CMB (uM) CCso (uM)
(M)
35 45 30 45 100,2

17
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3. OBJETIVOS

El presente Trabajo Fin de Grado se enmarca en esa linea de investigacion centrada en
la bisqueda y preparacidon de nuevos compuestos con potencial actividad bioldgica, y en
concreto en este trabajo, actividad contra Acinetobacter baumanii. Para la consecucion

de este objetivo global se plantearon varios objetivos parciales.

1) Disefio de nuevos compuestos. Plantear, en base a la estructura del prototipo
detectado en un screening preliminar (compuesto 7), el disefio de una pequeia coleccién
de compuestos, diferentes pero relacionados estructuralmente. Se realizard por
generaciones de forma que el estudio de cada generacidn permita analizar las relaciones
estructura actividad, y por tanto, qué rasgos estructurales deben ser mantenidos en la

siguiente generacion de compuestos, con objeto de potenciar la actividad bioldgica.

2) Sintesis de los nuevos compuestos diseiiados. Emplear una metodologia sintética
sencilla y corta que transcurra con altos rendimientos y que permita obtener en pocos

pasos una pequeiia coleccion de compuestos andlogos al prototipo.

3) Analisis estructural de los nuevos compuestos. Los nuevos compuestos obtenidos
serdn sometidos a los correspondientes estudios que permitan confirmar la estructura
propuesta. En concreto se realizardn sus espectros de Masas y de Resonancia Magnética
Nuclear. Para la realizacién de estos estudios se contard con la colaboracién de los
Servicios de Espectrometria de Masas y de Resonancia Magnética Nuclear,

respectivamente, del CITIUS de la Universidad de Sevilla.

4) Evaluacion in vitro de la actividad biolégica. Se realizard un screening preliminar
en los compuestos de la primera generacion que evalde la inhibicién del crecimiento
bacteriano frente a cepas de Acinetobacter baumanii y para aquellos compuestos que se

detecte actividad se determinara la CMI.

5) Establecimiento de relaciones estructura actividad. En base a los resultados de
actividad de la primera generacion se disefiardn nuevos andlogos potencialmente activos

(2 generacion de compuestos).
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4. METODOLOGIA
4.1 Métodos generales

Todos los reactivos, disolventes y materiales de partida fueron obtenidos a partir de
proveedores comerciales y usados directamente sin previa purificacion. Las
evaporaciones fueron realizadas a presion reducida en rotavapor. Las reacciones fueron
monitorizadas por cromatografia en capa fina (TLC) en soportes de aluminio Kieselgel
60 F254 y detector UV para su visualizaciéon. La cromatografia en columna fue
realizada en Silica Gel 60. Los rendimientos obtenidos proceden de los productos
purificados. Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato Stuart Melting Point
SMP 10 y estan sin corregir. Los espectros de masas (MS) fueron registrados en un
espectrometro de masas Micromass AUTOSPECQ mediante las técnicas de ionizacién
quimica (CI) a 150 eV y bombardeo de atomos rapidos (FAB) usando una matriz de
tioglicerol. Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se registraron con una
resolucion de 10.000. Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) fueron
realizados a 25 °C en un espectrémetro Bruker AV500 a 500 MHz para 'H y 125 MHz
para °C. Los desplazamientos quimicos estdn expresados en ppm en la escala relativa al
tetrametilsilano (TMS). Los experimentos COSY, DEPT, HSQC y NOESY fueron

realizados con objeto de asignar las sefiales en el espectro de NMR.

4.2 Procedimiento para la obtencion de las ureas derivadas de 3-aminopropanol y

de 3-amino-1,2 propanodiol

A una disolucién de 3-amino-1-propanol (3,6 mmol) en diclorometano seco (20 mL) se
adiciona el isocianato correspondiente (3,0 mmol), apareciendo al instante un

precipitado blanco que se aisla por filtracion a vacio.

A una disolucién del isocianato correspondiente (3,6 mmol) en diclorometano seco (20
ml) se le adiciona gota a gota una disolucién de 3-amino-1,2 propanodiol (3 mmol) en
metanol (1mL), precipitando al instante el producto buscado que se aisla por filtracion a

vacio.
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4.2.1 N-(4-Clorofenil)-N’-2,3-dihidroxipropilurea (8)

o Cl
g
OHYNH NH
OH

8

Se obtuvo el producto como un sélido puro mediante cromatografia en columna
empleando diclorometano-metanol (30:1) como eluyente (0,6 g; 85% rendimiento). MS
(FAB): m/z 267 (100%) [M+Na]*. "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 88,76 (s, 1H), 7,37-
7,35 (m, 2H), 7,25-7,23 (m, 2H), 6,19 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 5,01 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 4,82
(t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,56-3,50 (m, 2H), 3,38-3,30 (m, 2H), 3,03-2,98 (m, 1H). *C NMR
(125 MHz, DMSO-ds) 6 155,6, 139,1, 1284, 124,8, 1194, 70,5, 63,5, 42,4 .HRMS
(m/7): calcd. para CioH3CIN,O3Na 267,0507 [M+Na]*; encontrado 267,0501. Anal.
caled para CoH3CIN,Os: C, 49,09; H, 5,36; N, 11,45. Encontrado: C, 49,51; H, 5,66;
N, 11,34.

4.2.2 N-(4-Clorofenil)-N’-3-hidroxipropilurea (16)

JOL /©/C|
OH""NH" "NH

16

Se obtuvo el producto como un sélido cromatograficamente puro. (0,7g; 95%
rendimiento). MS (CI): m/z 251 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
8,59 (s, 1H), 7,44-7,41 (m, 2H), 7,27-7,24 (m, 2H), 6,16 (t,J=5,4 Hz, 1H), 4,48 (t, J =
5,1 Hz, 1H), 3,47 (dd, J = 6,2 Hz, J = 11,3 Hz, 2H), 3,16 (dd, J = 6,0 Hz, J = 12,1 Hz,
2H), 1,62-1,57 (m, 2H). °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 155,1, 139,6, 128,4, 1243,
119,0, 58,6, 36,5, 32,8. HRMS (m/z): calcd. para CoH;3CIN,O,Na 251,0558 [M+Na]™;
encontrado 251,0550. Anal. Calcd para C;oH;3CIN,O,: C, 52,52; H, 5,73; N, 12,25.
Encontrado: C, 52,93; H, 5,85; N, 12,13.
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4.3 Reaccion de monoacilacion regioselectiva de la urea derivada del 3-amino-1,2-

propanodiol (8)

A una disolucién enfriada en un bafio de agua-hielo de 8 (0,5 mmol) en diclorometano
seco (20 ml) y piridina (0,5 mmol) se le afiade gota a gota el correspondiente cloruro de
acilo (0,4 mmol) disuelto en diclorometano (5 mL). La reaccién se deja evolucionar a
temperatura ambiente y se procesa cuando la cromatografia en capa fina indica que todo
el producto de partida ha reaccionado. La mezcla de reaccién se procesa evaporando a
sequedad y coevaporando con tolueno para eliminar restos de piridina. El producto se

purifica por cromatografia en columna.

4.3.1 N-(4-Clorofenil)-N’-[2-hidroxi-3-(4-metilbenzoiloxi)propilJurea (9)

o) o Cl
oY NHJLNHO

OH
9

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (50:1) como eluyente (90 mg; 63% rendimiento); MS (FAB):
m/z 385 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,73, (s, 1H), 7,92-7,84
(m, 4H), 7,43-7,26 (m, 4H), 6,32 (t, J/ = 5,5 Hz, 1H), 4,23-4,17 (m, 2H), 3,97-3,86 (m,
2H), 3,22-3,16 (m, 2H), 2,39, 2,38 (2s, 3H). °C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & 165,8,
155,2, 143,6, 139,5, 129,3, 129,2, 129,1, 128,5, 127,0, 124,4 119,0, 67,6, 66,4, 42,2,
21,1. Anal. Calcd para C;gH;9CIN,O4: C, 59,59; H, 5,28; N, 7,72. Encontrado: C, 60,14;
H, 5,53; N, 8,15.

4.3.2 N-(4-Clorofenil)-N’-[2-hidroxi-3-(2-metilbenzoiloxi)propilJurea (10)
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Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (60:1) como eluyente (83 mg; 57% rendimiento); MS (FAB):
m/z 385 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,73, (s, 1H), 7,91-7,83
(m, 1H), 7,51-7,46 (m, 1H), 7,43-7,40 (m, 2H), 7,35-7,30 (m, 2H), 7,28-7,25 (m, 2H),
6,34-6,29 (m, 1H), 5,33-5,32 (m, 1H), 4,24-4,18 (m, 2H), 3,92-3,87 (m, 1H), 3,65-3,52
(m, 1H), 3,21-3,16 (m, 1H), 2,54 (s, 3H). °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 1668,
155,2, 139,4 139,0, 132,1, 131,5, 130,2 129,5, 128,4, 125,9, 124,4 119,2, 74,4, 67,6,
66,4, 60,6, 42,3, 21,1. HRMS (m/z): calcd. para C;sH;9CIN,O4Na 385,0926 [M+Na]*;
encontrado 385,0922.

4.4 Reaccion de acilacion de la urea derivada del 3-amino-1-propanol (16)

A una disoluciéon de 16 (0,5 mmol) en diclorometano seco (25 mL) y 4-
dimetilaminopiridina (0,78 mmol, 1,5 eq) se le afiade el correspondiente cloruro de acilo
(0,62 mmol, 1,2 eq). La reaccion se deja estar hasta que la cromatografia en capa fina
indica que todo el producto de partida ha reaccionado. La mezcla de reaccion se procesa

evaporando a sequedad. El producto se purifica por cromatografia en columna.

4.4.1 N-(4-Clorofenil)-N’-[3-(4-metilbenzoiloxi)propilJurea (17)

i 2 Cr
0" "NH" NH

17

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (35:1) como eluyente (140 mg; 79% rendimiento). MS (CI): m/z
369 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 8,61 (s, 1H), 7,89-7,87 (m,
2H), 7,43-7,41 (m, 2H), 7,34-7,32 (m, 2H), 7,27-7,24 (m, 2H), 6,30 (t, J = 5,6 Hz, 1H),
4,31 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,26 (dd, J = 6,4 Hz, J = 12,6 Hz, 2H), 2,39 (s, 3H), 1,92-1,87
(m, 2H). °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 165,8, 155,1, 143,5, 139,5, 129,2, 129,1,
127,1, 124,4, 119,1, 62,4, 36,1, 29,0, 21,1. HRMS (m/z): calcd. para C;3H;9CIN,O3Na
369,0976 [M+Na]"; encontrado 369,0971. Anal. Calcd para Ci3H;oCIN,O;: C, 62,34; H,
5,52; N, 8,08. Encontrado: C, 62,53; H, 5,38; N, 7,86.
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4.4.2 N-(4-Clorofenil)-N’-[3-(2-metilbenzoiloxi)propil]urea (18)

O JOL /©/C|
0" "NH" NH

18

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (35:1) como eluyente (160 mg; 88% rendimiento). MS (CI): m/z
380(100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,61 (s, 1H), 7,86-7,82 (m,
1H), 7,50-7,47 (m, 1H), 7,44-7,42 (m, 2H), 7,34-7,30 (m, 2H), 7,27-7,25 (m, 2H),
6,31 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,30 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,28-3,24 (m, 2H), 2,54 (s, 3H), 1,92-
1,87 (m, 2H). °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 167,0, 155,1, 139,5, 138,9, 132,0,
131,6, 130,0 129,6, 1284, 125,9, 124,4, 119,1, 62,3, 36,1, 29,0, 21,1. HRMS (m/z):
caled. para C;gH;sCIN3O3Na 380,0072 [M+Na]*; encontrado 380,0070. Anal. Calcd
para C;sH;oCIN,O5: C, 60,42; H, 4,51; N, 11,74. Encontrado: C, 60,56; H, 4,95; N,
11,18.

4.4.3 N-[3-(4-Cianobenzoiloxi)propil]-N’-(4-clorofenil)urea (19)

i Yo
0" "NH" NH

19

NC

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (35:1) como eluyente (160 mg; 93% rendimiento). MS (CI): m/z
369 (100%) [M+Na]*; '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,59 (s, 1H), 8,13-8,11 (m,
2H), 8,01-7,99( m, 2H), 7,42-7,39 (m, 2H), 7,36-7,30 (m, 2H), 6,30 (t, J = 5,6 Hz, 1H),
4,37 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,29-3,25 (m, 2H), 1,95-1,89 (m, 2H). *C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) 6164,6, 155,1, 139,4, 133,7, 132,7, 129,8, 128.,4, 124,4, 119,1, 118,0, 1154,
63,4, 36,0, 28,9, 26,8. HRMS (m/7): calcd. para C;gH9CIN,O3Na 369,0976 [M+Na]*;
encontrado 369,0972. Anal. Calcd para C;gH;oCIN,Os: C, 62,34; H, 5,52; N, 8,08.
Encontrado: C, 62,28; H, 5,47; N, 7,65.
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4.5 Reaccion de diacilacion de la urea derivada del 3-amino-1,2-propanodiol (8)

A una disoluciéon de 8 (0,5 mmol) en diclorometano seco (25 mL) y 4-
dimetilaminopiridina (1,25 mmol, 2,5 eq) se le afiade el correspondiente cloruro de acilo
(1,1 mmol, 2,2 eq). La reaccion se deja estar hasta que la cromatografia en capa fina
indica que todo el producto de partida ha reaccionado. La mezcla de reaccion se procesa
lavando con HCI (2 x 20 mL), HCOs;Na (2 x 20 mL) y disolucién saturada de sal (20
mL). Se seca sobre Na,SQO,, filtra y evapora a sequedad. El producto se purifica por

cromatografia en columna.

4.5.1 N-(4-Clorofenil)-N’-[2,3-di-(4-metilbenzoiloxi)propilJurea (11)

o o cl
oY NHJLNHO/

11

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (70:1) como eluyente (205 mg; 85% rendimiento); MS (FAB):
m/z 503 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,72, (s, 1H), 7,89-7,87
(m, 2H), 7,83-7,81 (m, 2H), 7,42-7,40 (m, 2H), 7,33-7,29 (m, 4H), 7,27-7,25 (m, 4H),
6,28 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 5,46-5,41 (m, 1H), 4,61 (dd, J = 4,1 Hz, J = 12,0 Hz, 1H), 4,46
(dd, J = 6,0 Hz, J = 11,6 Hz, 1H), 3,62-3,54 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 2,37 (s, 3H). °C
NMR (125 MHz, DMSO-d¢) d 165,4, 165,2, 155,1, 143,8, 143,6, 139,3, 129,4, 129,3,
129,2, 129,1, 128.4, 126,8, 126,6, 124,4 119,2, 71,3, 65,7, 30,7, 21,2, 21,1. Anal. Calcd
para C,cH,sCIN,Os: C, 64,93; H, 5,24; N, 5,82. Encontrado: C, 64,82; H, 5,76; N, 5,74.
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4.5.2 N-(4-Clorofenil)-N’-[2,3-di-(2-metilbenzoiloxi)propil Jurea (12)

o o Cl
o/\(\ NHJLNHO/

12

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (80:1) como eluyente (216 mg; 90% rendimiento); MS (FAB):
m/z 503 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) J 8,72, (s, 1H), 7,88-7,86
(m, 1H), 7,83-7,81 (m, 1H), 7,50-7,46 (m, 2H), 7,43-7,41 (m, 2H), 7,43-7,27 (m, 6H),
6,48 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 5,50-5,45 (m, 1H), 4,63 (dd, J = 3,4 Hz, J = 12,0 Hz, 1H), 4,48
(dd, J = 6,5 Hz, J = 12,0 Hz, 1H), 3,64-3,55 (m, 2H), 2,49 (s, 3H), 2,48 (s, 3H). °C
NMR (125 MHz, DMSO-d¢) d 167,0, 166,8, 155,6, 139,8, 139,7, 139,6, 132,8, 132,7,
132,1, 132,0, 130,7, 130,6, 129,9, 129,5, 128,9, 126,5, 126,3, 125,2 119,8, 71,8, 64,1,
31,2, 21,5, 21,4. Anal. Calcd para CyHsCIN,Os: C, 64,93; H, 5,24; N, 5,82.
Encontrado: C, 64,75; H, 5,58; N, 5,60.

4.5.3 N-(4-Clorofenil)-N’-[2,3-di-(4-metoxibenzoiloxi)propilJurea (13)
0 0 Cl
Isne-a
07 NHNH
H,CO 0 Z°

OCH;
13

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (120:1) como eluyente (190 mg; 74% rendimiento); MS (FAB):
m/z 535 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 88,71, (s, 1H), 7,96-7,94
(m, 2H), 7,90-7,88 (m, 2H), 7,44-7,42 (m, 2H), 7,27-7,25 (m, 2H), 7,04-7,01 (m, 4H),
6,48 (t, J =5,7 Hz, 1H), 5,45-5,41 (m, 1H), 4,59 (dd, J = 3,5 Hz, J = 12,1 Hz, 1H), 4,46
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(dd, J = 6,7 Hz, J = 11,8 Hz, 1H), 3,63-3,55 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,82 (s, 3H). °C
NMR (125 MHz, DMSO-d¢) d 165,1, 165,0, 163,3, 163,2, 155,1, 139,3, 131,4, 131,3,
128,4, 124,7, 121,8, 121,5, 119,2, 114,0, 113,9, 71,2, 63,4, 55,5, 55,4, 31,2, 21,5, 21,4.
HRMS (m/z): caled. para CosHpsCIN,O7Na 535,1242 [M+Na]*; encontrado 535,1247.

4.5.4 N-(4-Clorofenil)-N’-[2,3-di-(4-cianobenzoiloxi)propil]Jurea (14)

o) o Cl
oY NHJLNHQ/

NC

CN
14

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (120:1) como eluyente (150 mg; 60% rendimiento); MS (FAB):
m/z 525 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,70, (s, 1H), 8,13-8,12
(m, 2H), 8,08-8,06 (m, 2H), 8,01-7,99 (m, 4H), 7,40-7,38 (m, 2H), 7,26-7,23 (m, 2H),
6,51 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 5,50-5,47 (m, 1H), 4,70 (dd, J = 3,3 Hz, J = 12,4 Hz, 1H), 4,56
(dd, J = 6,6 Hz, J = 12,0 Hz, 1H), 3,67-3,60 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,82 (s, 3H). "°C
NMR (125 MHz, DMSO-dy) d 164,3, 164,2, 155,2, 139,2, 133,5, 133,2, 132,8, 132,7,
129,9, 129,8, 128,4, 124,7, 119,3, 118,0, 117,9, 115,6, 72,3, 64,3. HRMS (m/z): calcd.
para CysH9CIN;OsNa 525,0936 [M+Na]"; encontrado 525,0933. Anal. Calcd para
CoH1oCIN4Os: C, 62,09; H, 3,82; N, 11,14. Encontrado: C, 62,25; H, 3,81; N, 11,00.
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4.5.5 N-(4-Clorofenil)-N’-[2,3-di-(4-nitrobenzoiloxi)propil]urea (15)

o o Cl
O/Y NHJLNHO

O,N

NO,
15

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (100:1) como eluyente (244 mg; 90% rendimiento); MS (FAB):
m/z 565 (100%) [M+Na]*. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8,70, (s, 1H), 8,35-8,33
(m, 4H), 8,23-8,21 (m, 2H), 8,18-8,16 (m, 2H), 7,41-7,38 (m, 2H), 7,26-7,23 (m, 2H),
6,53 (t, J = 6,01 Hz, 1H), 5,55-5,51 (m, 1H), 4,74 (dd, J = 3,3 Hz, J = 12,2 Hz, 1H),
4,60 (dd, J = 6,7 Hz, J = 12,2 Hz, 1H), 3,70-3,60 (m, 2H). *C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) d 164,1, 163,0, 155,2, 1504, 150,3, 139,2, 134,9, 134,7, 130,8, 130,6,
128,4, 124,7, 123,9, 123.8, 119,2, 72,5, 64 4.

4.6 Evaluacion de la actividad biolégica
4.6.1. Screening preliminar. Evaluacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano

Se usé una concetracion final de SOuM para cada compuesto junto a una concentracion
de 5x10° UFC/ml de cada cepa de A. baumannii en placas de 96 pocillos. Estas placas
fueron incubadas durante 18 horas a 37°C. Se considerd un resultado positivo valores <

50 uM.

4.6.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) Microdilucion
en caldo Miieller Hinton Broth II (MHBII). Esta técnica se llevé a cabo en aquellos

derivados de piperazinas que presentaron actividad inhibitoria en el primer estudio.

Se usaron concentraciones decrecientes de los compuestos estudiados (SOuM-0,05uM)
y una concentracion de 5x10° UFC/ml de cada cepa de A. baumannii en placas de 96

pocillos. Estas placas fueron incubadas durante 18 horas a 37°C.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Este Trabajo de Fin de Grado se ha dirigido a realizar modificaciones en el prototipo
detectado en un screening preliminar de una colecciéon de 61 compuestos que ha
sintetizado el grupo de investigacion del Departamento de Quimica Orgédnica de la
Universidad de Sevilla, buscando nuevas estructuras que sean activas contra
Acinetobacter baumannii.

La estructura del prototipo es:

gséo/ﬁw/\mj\m/@ Cl

7

En este compuesto existen tres puntos de posible variabilidad estructural a la hora de
disefiar andlogos (Figura 9):

a) la funcioén éster sulfénico

b) el esqueleto central de 3-amino-1,2-propanodiol

¢) la funcién urea asi como la naturaleza electrénica del sustituyente o sustituyentes que

porta el anillo aromético de la funcién urea y su posicion.

o 0 cl

o\s// — /©/

o NH NH
L~
Funcidn urea
L J

Esqueleto de 3-amino-1,2-
propanodiol

Funcion éster sulfénico

Figura 9. Puntos de variabilidad estructural en el prototipo
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5.1 Primera generacion de compuestos. Diseiio, sintesis y evaluaciéon biologica

El punto de variabilidad escogido para generar la primera familia de derivados es la
funcion éster y las modificaciones realizadas han sido:

1) reemplazar el éster sulfonico por un éster carboxilico

2) emplear para ello cloruros de acilo diferentemente sustituidos en el anillo aromético
3) y obtener también los derivados diacilados, de forma que se funcionalice también el
hidroxilo secundario.

La Figura 10 muestra las estructuras generales de los compuestos que forman esta
familia asi como el andlisis retrosintético planteado para la preparacién de los nuevos

compuestos.

|
OH o c
N cl
OH™>""NHY'NH
OH™"NH, O=C=N—®—CI H
OH

Figura 10. Primera familia. Estructura general y andlisis retrosintético

La obtencién de los nuevos derivados se llevd a cabo mediante una metodologia
sintética corta constituida por reacciones quimicas sencillas que transcurren con elevado
rendimiento.

A partir del producto de partida comercial 3-amino-1,2-propanodiol se sintetizé el

compuesto 8 por reaccién con 4-clorofenilisocianato (Esquema 1).

29



Gracia Molina Rios

cl
, o)
1
OH/\|/\NH2 +O=C=N—©C| —_— L O/
o OH/\|/\NH NH

OH

i= 4-clorofenil isocianato (1,2 eq), CH,Cl,, 25°C 8

Esquema 1.

En el espectro de 'H NMR del compuesto 8 se destaca a 8,76 ppm la seiial atribuida al
protén del nitrégeno ureidico contiguo al anillo aromdtico y a 6,30 ppm el del otro
nitrégeno, el contiguo a la cadena alifitica; y entre 7,3-7,2 ppm las debidas a los
protones aromaticos. En el espectro de BC NMR aparece a 155 ppm la sefal del

carbonilo de la urea y entre 139-112 ppm las de los carbonos del anillo aromético.

El compuesto 8 se empled como precursor para la sintesis de los compuestos de la 1?
familia presentada en el Figura 10. Se realiz6 la reaccion de monoacilacion selectiva del
hidroxilo primario controlando la proporcién de reactivo (0,8 equivalentes de cloruro de
acilo), la velocidad de adicidn, la base empleada (piridina) asi como la temperatura. Se
han sintetizado los compuestos 9 y 10. El compuesto 10 es un anédlogo al 9 en el que el

grupo metilo se encuentra en posicion orto.

La reacciéon empleando 2,5 equivalentes del cloruro de acilo y 4-dimetilaminopiridina

como base proporciond los derivados diacilados 11 y 12 (Esquema 2).

0 o Cl
Q\* ’
o/\/\ NH™ NH

9 R': H; R%: CH;,
10 R": CHy; R%:H

0 o Cl
SOy
8 07 NHTNH
R2 R 0.0

R1

RZ
i=reactivo (0,8 eq), piridina (1 eq), 0°C

1. 3. 2.
ii= reactivo (2,2 eq), 4-DAMP (2,5 eq), CH,Cl, TR H; RS CH;

12 R!: CH;; R H
Esquema 2.
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De igual forma que en los derivados monoacilados, el compuesto 12 es el andlogo a 11

con el grupo metilo en posicioén orto.

En el espectro de 'H-RMN de estos compuesto 9-12 se destaca en torno a 8 ppm las
sefnales de los protones de los anillos arométicos introducidos y las sefiales de los metilo
en este anillo a 2,3 ppm. En el espectro de *C-RMN destacar al65 ppm una nueva
sefial debida al carbonilo del éster asi como a 21 ppm asignada ésta a los grupos metilo

en el anillo.

Para evaluar la actividad bioldgica se realizé en primer lugar un screening preliminar

frente a diferentes cepas de A. baumannii (Tabla 5). Se evalu6 también el compuesto 8.

Tabla 5. Screening preliminar (uM)

Ab| Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab | Ab
1,10 | 11 | 14 |16 | 17 | 19 | 20 [21R|22P| 24 | 99 | 1131327

8 - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - <50<50<50 - - -
10 - - - - - - - - <50<50<50 - - -
11 - - - - o oo <50 - - - -
12 - - - - - - - - <50<50 - - - -

Se considera que hay inhibicién del crecimiento con valores < 50 uM. El precursor 8 no

es seleccionado por no detectarse actividad bioldgica.

En esos casos se determin6 la CMI frente a las cepas correspondientes y se compara con

los datos del prototipo frente a esas cepas (Tabla 6).
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Tabla 6. Concentracién Minima Inbitoria (MCI, uM)

Prototipo 35 30 -
9 25 > 50 > 50
10 25 > 50 > 50
11 3,12 - -
12 1,56 3,12 -

De estos resultados se observé que los compuestos 9 y 10, monoésteres carboxilicos
andlogos al prototipo no han ofrecido un mejor perfil de actividad. Sin embargo, los dos
derivados diacilados, 11 y 12 (orto-metilo) tienen un valor bastante mejor de CMI,

destacando el compuesto 12 frente a la cepa AB 21R con un valor de 1,56 uM.

5.2 Segunda generacion de compuestos. Diseiio y sintesis.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la 1* Generacion, los compuestos que
presentaron mejor perfil de actividad fueron los diésteres 11 y 12, y por ello se escogid
su estructura como modelo para plantear la segunda familia. Disponiamos de un nuevo
esqueleto para poder generar andlogos con objeto de introducir cambios.

La modificaciéon que se realiz6 entonces fue en relacién al sustituyente en el anillo
aromdtico de la funcién éster, de forma que van a ser ahora grupos tanto electrén
donadores como electron atrayentes con objeto de poder estudiar en qué medida las
propiedades electronicas de esos grupos podrian influir en la actividad.

En las mismas condiciones de reaccion, a partir del compuesto 8 se obtienen los
compuestos 13-15 con grupos metoxilo (electron donador), ciano y nitro (electrén
atrayentes) respectivamente, en posicion para de los anillos aromdticos de los dos

ésteres (Esquema 3).
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cl
i g Y
0 07 NHTNH
L + —> R!
OH™>"NH™NH R? R
OH

8 RZ

13 R': H; R?: OCH;
14 R": H; R:CN
15 R': H; R%:NO,

i=reactivo (2,2 eq), 4-DAMP (2,5 eq), CH,Cl,

Esquema 3.

La evaluacion de la actividad bioldgica de los compuestos 13-15 permitird conocer qué
propiedades electronicas de los grupos en el anillo aromdtico del éster son las mas

adecuadas para optimizar la actividad bioldgica.

Finalmente y para disponer de mas informacion sobre la posible actividad de derivados
monoésteres, y antes de descartarlos como candidatos para las sucesivas generaciones se
plante6 obtener andlogos a los compuestos 9 y 10, pero carentes del hidroxilo
secundario, que en estos compuestos estd sin esterificar, cambiando por tanto el

esqueleto central, en lugar de un aminodiol un aminoalcohol.

La metodologia sintética seguida es similar a la empleada para la primera generacion. A
partir de 3-amino-1-propanol por reaccion con 4-clorofenilisocianato se obtiene la urea

derivada 16 (Esquema 4).

Cl
, Y
i

16
i= 4-clorofenil isocianato (1,2 eq), CH,Cl,, 25°C

Esquema 4.

La reaccion con el cloruro de acilo apropiado proporciona los ésteres 17-19. Se han
preparado andlogos con grupos en posicion para del anillo con diferentes propiedades

electrénicas (Esquema 5).
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0 C
cl : 0 0 |
0 cl JI}
O~ ’ > 0""NH""NH
B NH NH R? R
R? R!
16
17 R':H; R*: CH,4
i= Reacttivo (1 eq), 4-DAMP (1.5 eq), CH,CI 18 R CHy R%:H
1 cac IVO( eq)’ = ( 5 eq)’ 21 19 RlH, R2: CN

Esquema 5.

Los resultados biol6gicos que proporcionen los compuestos 17-19 permitirdan
determinar si el nuevo esqueleto central escogido puede generar una nueva estructura
general para las posteriores modificaciones y obtenciéon de andlogos que optimicen la

actividad.

34



Gracia Molina Rios

6. CONCLUSIONES

Como parte de la linea de investigacién que se lleva a cabo en el Dpto. de Quimica
Orgénica y Farmacéutica de la Universidad de Sevilla dirigida a la sintesis de nuevos

compuestos con actividad antibacteriana se ha realizado:

1) El disefio de familias de compuestos con posible actividad contra Acinetobacter
baumanii planteadas a partir de la estructura de un prototipo, urea derivada del 3-amino-
1.2-propanodiol, detectado en un screening preliminar. Se realizaron dos
aproximaciones, la primera centrada en modificar la funcién éster sobre el hidroxilo

primario, y la segunda a nivel del esqueleto central del aminoalcohol.

2) La sintesis de los nuevos compuestos disefiados empleando una metodologia sintética
sencilla que transcurre con altos rendimientos. Se han obtenido 2 productos intermedios

y 10 productos finales.

3) El anélisis estructural de los nuevos compuestos. Permitiendo confirmar la estructura
propuesta. En concreto, se han realizado sus espectros de Masas y de Resonancia
Magnética Nuclear. Para la realizacién de estos estudios se ha contado con la
colaboracion de los Servicios de Espectrometria de Masas y de Resonancia Magnética

Nuclear del CITIUS de la Universidad de Sevilla.

4) Se ha evaluado la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de los compuestos
de la 1* generacion, y se ha determinado la CMI en aquellos que dieron positiva la
inhibicién de crecimiento. Los compuestos con estructura de diésteres 11 y 12 (con un
grupo metilo en para y orto respectivamente) presentaron valores de 3,12 uM y 1,52
UM respectivamente, constituyéndose por tanto en nuevos prototipos para el disefio de

nuevos andlogos. Asi se ha planteado la 2* generacién de compuestos.
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