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Wad« González Luis Antonio, Evaluación de la potencia y determinación del «podio 

antibacteriano de una cefaquinoloas de desarrollo nacional, Asesores: Dr, Luis Ocampo 

Camberos. Dr, Motor Suma» López 

El presente trabajo ató relacionado coa el dime° y desarrollo desuna nueva generación de 

antimicrobianos denominado fluoro-4.quitioloeicacefalooporinico, (cefaquistoloass) que 

posees una potencio extraordinaria contra bacterias Drago positivas, Gram aegativas de tipo 

letra y extracelular, tanto de «fa normales como costra bacterias multiresisteates e 

incluyendo a cepas resistentes a cefalosporisas y fluoroquisolosms coa uso terapéutico  

actual. En apiada talkie tiene efectos micoplasmicidas. 

Los medios de toxicidad y su excelente farmacocinética, así como su efectividad 

desafio radiados en animales de laboratorio con cepas patógena, permken abriSu 

apelaras de que esta nueva generaciós de antimicrobianos (ceibquinolostas) abra`  



labinda 

Entrando ya al siglo XXI, se ha comentado en diversos niveles del ámbito médicacientifico, 

que se está llegando al fin de la era, de los medicamentos milagrosos. De hecho, el último 

derarrollo de imponencia mundial as el área de los medicameetos antibacterianos, han sido 

les fluoroquinolonas, Mondadas ea México como de tercera generación; tanto por el 

desarrollo de iafecciones producidas por organismos demude reditentes, como por la 

leettkrad y escasez de nuevas opciones antimicrobienes, el universo de la investigación pare 

combatir las infecciones, ha visto diminuidas las aportaciones te ene rubro, 

Con ate marco de refertecie y coesiderado que hasta el momento del doraron° de la 

CQEPCA, la modificación del grupo añora° del carbono 3 del anillo quinolónico, habla 

dado como remilgado la l'activación total de la molécula, el agregar una molécula de gran 

experimentada con ata nueva molécula, demoararon una vez más, que ea la citada no 

dote concepto inamovible. La eanactura general de las cefaloquisolooas como grupo, se  

prometa en h figura 

Figura I. Fórmula eanactural de las cefaloquinolonas 



Los ensayos in - vitro, han demostrado que su eficacia antibacteriana es superior al de las 

fluoroquinoloaas y cefaloriporials de tercera generación. Los desafio' in - vivo en animales 

de laboratorio, han ratificado dicha potencia y oletea una fannacocinética excepcional, 

que más tarde, al estudiarse so ratones, aves y peno', hace pensar que el medicamento tiene 

una penetración tlaular excepcioaal y hada ahora no se ha detectado un efecto tóxico 

relevante. 

El potencial terapéutico de la CQEPCA es evidente, su posible ingreso al cordura° 

terapéutico ta medicina humana y veterinaria, representará imludablemeete un avance ea la 

quimioterapia de las enfermedades iafecciosas, pero más importante que todo esto, es el 

hecho de que México coatribuye por primera vez ea la historia de las enfermedades 

(afecciona coa un quimioterapéutico, probablemente superior a los haata ahora conocidos. 

Los editemos de havestignión y desarrollo ea este campo, se iniciaron en 1990, a partir de 

loa grupos terapéuticos *oponible' más favorables y estudiando las diferentes posibilidades 

de mezclas &ices y mediación de radicales en lea diferentes posicioaes de las moléculas 

iadividuales. Deopués de nalltiples consideraciones y tentativas de hibridación, se concluyó 

que la mejor expectativa, era tratar de realizar una unión de un grupo fluoroquinolóalco 

ara derivado del ácido 7-aminocefalosporánico formando un grupo carboxamido con el 7-

Amino del núcleo lactámio para obtener un nuevo tipo de cefalosporinas (véase figura l). 

La finalidad de esta tesis, es tratar de comprobar que la CQEPCA tiene una mayor potencia 

que el reato de las fluoroquieolonas, ad como ua espectro antimicrobiano mas amplio. 



Eipectro mierobiológko 

las pilabas de amabilidad amimicrobiana in vitro, permiten al chico, hacer una elección 

del tratamiento mas apropiado. 

La prueba de amabilidad que aquí se utilizará, es coa bale ca cultivos puros de 

microorSeoinnoa aislados de «fi§ upecialmente ce:tiendas ATCC patrón, de acuerdo coa 

d método de Malón es apr (IChby-Bauer), cuyo objetivo es el de estandarizar el mítodo 

del disco de papel, utilizando asar Mueller-Hinton (1); al final de la pmeba se'medirán los 

diámetros de les diferentes acusa de imbibición y se interpretarán do acuerdo con les  

recommidaciones del Nadase' Comunes for Cliaicd Laboratuy Standards (NCCLS) 

Determinación de la Conceetradéo Minima Inhibitorick (C1111) 

Los datos del mpectro microbiológico, se analizarán mediante un análiais de Chi cuadrada, 

tanto para efecto de producto, como para efecto de dilución. 

Los datos de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), se analizarán estadisticamente 

mediante un análisis de valiente parandtrico (ANOVA) de doble entrada (efecto de 



producto y efecto de dilución) y de haber diferencias eetadieticamente sipilicativas, se 

llevarán a cabo plebes de T de Studien. 

La práctica del uso de 2 aatibacterianos juntos para el tratamiento de una iafección, ha 

tomado kern o los últimos tiempos, tratando siempre de establecer un efecto sinérgico. 

Existen combiaacioaes que nunca serán &lisérgica', por ejemplo un bactericida &generativo 

que requiere de bacterias en rtplicacióst o con alta actividad metabólica y bacterioetática, 

cuya filiación es inhibir el crecindeato bacteriano. Si el microorganismo es inhibido ea su 

crecimiento por el bacterionático, también será inhibida la acción del bactericida 

degolerativo, pudiendo llegar a ser cero su efecto. 

Lo que generalmente todo mundo ha buscado es un efecto sinérgico, esto es que la 

~Ración cause un efecto poteacializado mayor defecto por upando de uno de ellos, 

Este fenómeno se ha usado, amado se pretende ampliar el eopectro antimicrobiano en 

infeccionee migas o en emergencias, cuando no se tiene la etiología definida o se duda de 

La primera pregunta posterior a la obtención de la datada, lite si -le  mezcla &ice de las 

moléculas actúa sietérgicsmente o no. Para lo cual, utilizando cepas ATCC patrón y la 

metodología para la determinación de concentración mínima inhibitoria (CMI), se estableció 

la CMI utilizando mezclas ilsicas equimoleculares, equivalentes a algunas series de 

antimicrobianos que se obtienen por siatesis, en seguida se llevaron a cabo pruebas de 

dilución de entontecido para evaluar la CMI, de acuerdo con los métodos estándar. 



Preparacióa del mtimicrobiano: 

El método de preparación de soluciostes stock, como se describe e« le gula modificada de 

dilución en caldo para eatimicrobleaos (cuadr0 I), monote ea el uso de usa tabla sistemática 

de diluciones 

Los tubos de taraye se rotulan para las dilucioses, Estas diluciones pueden ser dobles, coa 

ua malta amplio o enredo, o puede establecerse ea diferentes niveles. 

Esto se usa paerebneate para detentaciones coa un solo microorganismo, 

Por lo tanto ea les previsiones para este, asá" deben de iaclukse micrompaimes de 

control apropiado, que debe* satisfacer los criterios para las pruebas de susceptibilidad por 

dilución 

Ea el método de microonda el objetivo es una concentración fiad de 105  

INC/01.(Unidedes For:oidoras de Colonias por mililitro). 

Para efectuar este método es necesario utilizar tubos de cultivo de 13x100 mm, coa tapones 

de algodón, tembit puedes usarse tubos de I2x75 mm. 

Procedimieato: 

Se inoculan tubos conteniendo 5 ad, de medio del calvo coa 4 o 5 colonias aisladas del 

mismo tipo morfológico y es alcoba:be 37°C durante 2 a 5 lloras liase que d desenrollo ea 

compuable al tubo 0.5 de Macfarkutd; si es necesario diluir coa medio de cultivo estéril,  

basta su ajuste. 
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Una vez qhaetado el babado, se deja reposar no mis de 15 a 20 minutos antes de inocular los 

tubos. 

Loa tubos se incuban a 35°C durante 18 e 20 hora. 

laterpretaciée: 

La detenniaaciée de rendidos se hace ea gateral visualmeete, determinando la menor 

cantidad de antibiótico que es capaz de háibir totalmente el crecimiento del 

microorganismo; es iarportante mantater te tubo control no haoculado, debido a la ligera 

Nitidez que protestan loa medios de cultivo liquklos, 

Feo tubo como comparativo ayuda a determinar el punto de inhibición de crecimiento, 

Cuadro Gula modificada de dihicion de caldo para aatimicrobinoa, 

Volum 
de 

dilkseete 
de ea a 
ala& 

13.62 ml 

2 vol 
3 vol 
7 vol 

2 vol 
3 vol 
7 vol 

2 vol 
3 vol 
7 vol 

2 vol 
3 vol 
7 vol 
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eteáta e Ightd) 

256 
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32 
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0,25 
0,125 
0.063 



Emos resultados nos demueetran primero, que los valores de CMI para cada une de las 

fkoroquisolonas y Ácido Zsinino cefalosposinicos, ion matos potentes que las moléculas 

áttetizadas y que las mezcles &Jos equintoleculares son memores tembló' a los rookedes 

obtenidos por las moléculas de síntesis, lo que nos demueetra que no existe un efecto 

lisérgico de las mezclas &ticas y que la elevada potencia de las moléculas sintetizadas esta 

dada por este nuevo concepto obtenido o su propia murales' química. 

En el ámbito de la quindeteraph de (desmedido bacteriaaas ea veteriaaria, es México se 

ha seguido el modelo de adquirir tecnología de paises del primer mundo. Una vez que esta 

adapta, se procede a si comercialización, Ea contraste, la CQEPCA es una idea original;  

mexicaas, cuyo desarrollo ha sido implemeetado por investigadores e inskuciones 

chulea 

Ahora se le pretende proyectar para el tratamiento de eafermedades producidas por 

bacterias resistentes o multireitentes, por desgracia'cada día más frecuentes ea nuestra 

industria pecuaria, 

Ea el rubro de la invorigación sobre esta molécula se proyecte lo siguiente: 

Efectos sobre micoplasmods o diferestes apeles 

Pesetraciós a tejidos de boja rabión, como abscesos, grane,' sitios con fibrosis 

Capacidad de pesetración J'amoldar para entidades como le mas itis por 

Sksphylococau moroso, 

Evaluación de formas fenneduticas que favorezcan su penetración, como por 

ejemplo con el uso de liposomas y ciriodextrios. 



f. 

Adicionalmente se esto llevando a cabo ensayos tendientes a definir el sitio y modo de 

acción do esta molécula, ya que los eetudios iniciales han revelado que difiere de ambos, el 

de las fluoroquinolonas y el de las cefeloqmátas. 

El concepto original para el desarrollo de la cefaquisolone, the d de crear una nueva 

generación de cefalosporinas y fluoroquinolostas formando un híbrido, eón cuando la 

literatura y la experiencia con ene tipo de compuestos hibridos no ha sido del todo favorable 

pus la obteación de productos con una nueva actividad andbacteriaaa superior a la do sus 

partes, los resididos huta ahora obtenidos, tamo desde el punto de vista fartnacoquímico 

como de la elevada actividad antibecteriana han sido altamente ~darlos. 

Los esfuerzos de inveatipcióst y desarrollo ea sute campo, se iniciaron en 1990, a parir de 

los gnipos terapéuticos diepostibles mis favorables y estudiando las diferentes posibilidades 

de mezclas físicas y sustitución de radicales en las diferentes posiciones de las moléculas 

individuales. Deepués de múltiples consideraciones y tentativas de hibridación, se concluyó 

que la mejor expectativa, era tratar de realizar una unión de un grupo fluoroquinolónico coa 

un derivado del ácido 7-aminocefalosponinico formando un grupo carboxamblo con el 7-

Amito del núcleo lacté:mico para obtener un nuevo tipo de cefelosporines (véase figura I). 

Esta nueva serie de'compuestos, se designó con el nombre genérico de tefaquinolonas". 

Estos compuestos, correeposdat a los derivados del ácido 7saminocefeloaporinico con 

diferentes sudituyeatu en la posición 3, a su vez en la podcióst 2 de cada tina de ellas se 

consideran los ácidos libres y sus sales de sodio. En el grupo fluoroquholónico se han 

tomado como grupos preferidos los correepondientes a: 



(1-etil 7-(piperazinil)), 

( l-etil 744-metil- 

(1-ciclopropil-7-(1-piperazini1)), 

(1-ciclopropil-7-(4-etilpiperarin- I -11)) 

y los 7-cloro intermedios corrra oadientes. 

les cefaquiaolonu contideradas, tienen la fórmula calentura, que se ikultró te la figura 

Es ella se denso que: 

R 	Representa la posibilidad de ocho diferentes grupoo sustituyentes de los cuales, se han 

considerado cuatro preferidos como ya se mencionó, 

A: 	Repreneta cuatro grupos preferidos para la formación de sales. 

R2: Represada la posibilidad de once gerpos sustkuyeetes diferentes, de los cuales, dos se 

han considerado como preferidos. 

It3: 	remeta seis diferentes posibilidades de grupos fracioeales es las patentes, de las 

cuales, cuatro se consideran como preferidos. 

En los «odios de antena en el laboratorio, se ha trabqjado a nivel de 0.1 mol, para d 

desarrollo del proceso habiéndose definido el proceso de obtención y purificación 

resultados reproducibles. Además se han radiado con estos productos, estudios de 

actividad mtibacteriana in - vitro comparativos con las cefalosporiaas y firsoroquisolona 

antes mencimadas, determinando ad su grado de actividad, De los componeos obtenidos 

coa alta actividad se han desandado los procesos de laboratorio hada niveles de 

aprordmadameete 200 g por reacción (0.4 mol) para preparar lotes de calidad uniforme para 

los estudios farmacológicos necesarios. 

10 



Si la actividad antibacteriana ea interesante, comparada con la de antimicrobianos conocidos 

de uso terapánico comerciales de ah efectividad, del tipo de las c,efalogorinas de tercera 

generación y de las ibioroquinolonse, se procede a preparar con el proceso de síntesis 

previamente probado y se purifica por medios fisicoquímicos, para preparar una muestra lo 

auficieetemeete importante, como para poder iniciar dominaciones de actividad 

antibacteriena en torda« de concentraciones dabas ~norias (0111'0. 

El medio de cultivo ea el de btueller-Hinton, a excepción de aquellos microorganiolos que 

no crecen bien, en los cuales se utiliza el medio de j'Anión cerebro-corazón, partiendo de 

coluciós de 2,000 domaremos por ml. estéril, dama que se puede obtener filtrando 

por ~rama sitiad de 0.22 micras de diámetro. 

Utilizado el medio de cukivo estérik se efectuaron dilucioaes y se obtuvieron 

coaccetraciones sales en el caldo de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1.0, 0.5 0.25, 0.125, 0,063 y 

0431 microgramos por mililitro, como concentración final de cada uno de loa tubos de 



El análisis de los resultados se hizo visualmente, determinando la menor cantidad de 

antibiótico, que &e capu de inhibir totalmente el crecimiento del microorganismo, 

En el cuadro 2 se listan las C1111 pus 5 bacterias en mcg/m1 

Andedereliimea 
Staphylecetcus 

orees 
ATCC45311-P 

Zectericlile 
«II 

ATCC-inSM 

Streplecemn 
Wolk 

ATCC-10791 

Salema' 
eatetitidis 

GOATCCIft 

hedemos 
~gires* 

ATCC-25419 

CCIEPCA 0.063 0.063  QS 0.031 QS 

Espectro aatibaetariaao 

Ea el cuadro 3 se liman loa microorganismos para los cuales se tiene actividad demostrada, 

los derivados de cefaquinolona son apees bactericidas de amplio espectro que tienen 

actividad M vitro contra bactedas Gram positivas, Gram negativas. 



11111111:::::1»;• 
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lischesidslo cara Strirplococcon fin" Sooploylococen 

0.5 NORFLOXACINA 

• 

ENRCIFLOXACINA 

ATCC-65314 

0.063 

~al 

Como le loa podido observar, el espectro antibacteriano es bastante amplio, mostrando 

t'ukase actividad aatibacteriana contra Staphyloc«na auno, Escherichia col! y 

Sireptococctu faualis, además de que la potencia es notable. Aaimismo se detennia6 de 

aataera comparativa la actividad de otras moléculas, ea las que la mambo química y los 

diferentes aumituytates, eabia considerados sm las moléculas de "cefaquiaoloass". 

En el cuadro 4, se liman los resultados expresados para las iluoroquiaoloaas, Eardoucina 

y Nodlimaciaa. 

Cuadro 4.•Eetudio comparativo de concentración míaima iabibitoria (CM1) en mcWml. 

Las figuras I 2 y 3 muestran que los valores de CMi pare cada ama de las fluoroquinolonas 

y Acido 7-amino ceralosporínicos, son matos potentes que las moléculas sintetizadas y que 

las mezclas íbices equbnoleculares son menores también a los resultados obtenidos por las 

moléculas de síntesis, lo que también denitteitra que no existe un efecto aiaergico de las 

mezclas íbices y que la elevada potencia de las moléculas deidades esta dada por eme 

nuevo concepto obtenido en su propia naturaleza química. 

15 





cebados (cefdorpoditas de tercera graeracióes) ad como de ciprofloxacia, COMOOXIICiell 

y memada§ (fluoroquiaoloaaa); loa resultados re obtuvo ea el cuadro 5: 



urashita 

ATCC-11i111 

CEFOPERAZONA 

CIPROPLOXACINA 

ENROPLOXACINA 

NORFLOXACINA 

ATCC•1•116 ATCC.1.791 

Cuadro 3,. CONCENTMCION MINIMA 1NHIHITOIUA (MIC) oiegynd 

Mieroorgaziouoi de puha 

Con el lb de hacer mía obvio el rendido de CAll'a ameradas ea loa aotinderobimos 

eatltdi dos, se Prelado weestredes lee datos de be egos estudiadas.  ffilieree 4,16,7  y 8  

le 
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K 	1111100 

COMPARACION K CONCINTRACION MININA 1/011111TORIA (C140 RE 
11111WITIAI 111012CULAS Rl CQ. CZIALOSPORINAS 

FIX0110QUINOLONAS Iliapiyierems semi ATCC411§4 



COMPAMCION DE CONCINTIACION MINIMA INIIIIITORIA (CMI) 
IN 01/1111ENTIA MOLICULAI DE CQ, CUALOIIPOIIINAS Y 
FLUOROQUINOLONAS IN Salsesella Medd& ASATCOM 

ir mor ~ir mum 
I ISM SEM 

0 I 
11[111 1M1  
0111111111111E 

1 I I I 
011111 lid I 

1.0 1.0 



ZO 

1.0 1,0 1.0 

0.6 

<0.001 0.031 0,031 

Figura 9.. 

COMPARACION K CONCIIIITRAC1014 01!(01A 174111111r01114 (COID 
111,111V47114 OIOLUILAII se c CEIAL01101111AO Y 

1/WOROQUIVIOIAO Peodelesese einglesse ATCC4fié$11 

4 

as 
3 

2.6 

2 

1,5 

0.5 

1 

Sicado la concentración iltininsa Inhibitoria (CMI) el valor de la poteccia de ua 

aatimicrobiaao, en este estudio después de determinarse en las mismas condiciones de 

prueba y usando las mimos cepas oficiales nos refleja, que les Cefalooporinas muestran un 

excelente nivel tanto u el caso de las cepas bacterianas ATCC 611113 positivas y Gnu 

efativas, dedicando dentro de todo el conjunto de antinicrobianos las di:cambiadas con 

las siguieetes 	CQEPCA, CQEPCTM, CQEPTM. 

Por lo que es promisorio su Arturo terapéutico si consideramos que este eoudio comparativo 

fiie hecho con antimicrobianos como Ciproflouchia Norfloucina, Euratom • 

Cefotaxints y Cefoperazona que son y seguirán ojeado excelentes antimicrobianos de 

elección para combatir infecciosos bacterianas causadas incluso por cepas multiresioentes. 

21 
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