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Valle, J. Study of the antibacterial action of isoxazole nitroderivatives. Acta Veterina-
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Twenty isoxazolyl derivatives 12-g and 2a-m were tested against six bacterial species:
Bacillus ceveus, Staphylococcus aurens, Listeria spp., Peudomonas acruginosa, Salmonel-
la spp. and Escherichia cols, the results of the tests are reported. The general structure
of 1la-g was 1,3-di-(3-methyl-4-nitroisoxazol-5-yl)-2-arylpropane and the corre-
sponding to 2a-m was 3-methyl-4-nitro-5-(2-arylvinyl)isoxazole. Five compounds
tested show moderate antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosw. 1a was
the most active compound, which prevents the growth of P. aeruginoesa at 250 mg.
litre'l. 1a and 2j show very low activity against S. auress and Salmonella spp. respec-
tively. All the compounds show no activity against the other three tested species.
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INTRODUCCION.

El anillo de isoxazol es una agrupacién qui-
mica que forma parte como grupo activo en
gran nimero de firmacos con accién antifin-
gica o antibacteriana (1). En ocasiones, el ani-
llo de isoxazol aparece asociado quimicamente
(2) a otras agrupaciones con accién bactericida
como penicilinas y cefalosporinas semisintéti-
cas {Oxaciclina y Cefoxazol)} o bacteriostitica
en sulfanilamidas isoxazélicas (Sulfametoxazol
y Sulfisoxazol). Las sales de isoxazolio conve-
nientemente sustituidas muestran asimismo ac-
ci6én antibacteriana (3) frente a bacterias gram-
positivas. Algunos nitroisoxazoles o isoxazoles
unidos a un resto nitroimidazol o nitrofurano
muecstran actividad frente a tripanosomas o tri-
comonas (1). Los nitrotiazolilisoxazoles tam-
bién han mostrado actividad antimicrobiana.
Por otra parte, amidas y bases de Schiff de 3-
metil-4-amino-5-(2-anlvinil)isoxazoles (4) han
mostrado una apreciable actividad antibacte-
riana frente a 8. aureus, E. coli y B. subtilis.

Aunque los 4-nitro-3,5-dialquil (o aril} iso-
xazoles son conocidos desde hace tiempo, y
han demostrado ser muy atiles cn sintesis or-
ginica, no existe un estudio sistemitico de su
actividad antimicrobiana. En el presente traba-
jo se exponen los resultados del estudio de la
actividad antibacteriana de 1,3-di-(3,metil-4-
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nitroisoxazol-5-il)-2-arilpropano (la-g) cuya
sintesis ha sido puesta a punto recientemente
(5), contrastada con el estudio, en las mismas
condiciones, de 3-metil-4-nitro-5-(2-adlvinil)-
isoxazoles (2a-m), que en su mayor parte
constituyen precursores sintéticos de los ante-
riores.

Se han escogido para el screening seis bac-
terias, tres gram-positivas y tres gram-negati-
vas, todas ellas potencialmente patégenas para
¢l hombre vy los animales.

MATERIAL Y METODO.

Sintesis de los compucstos de partida.

La estructura de cada uno de los compues-
tos la-g y 2a-m, que han sido sometidos a
screening, se muestra en la Figura 1, con las
especificaciones correspondientes.

Los compuestos 1a-g han sido sintetizados
mediante una modificacién del método gene-
ral (5). Se dejaron reaccionar en un matraz, 4-
nitre-3,5-dimedlisoxazol (58,2 mmol), pipen-
dina (2 ml) y el correspondiente 3-metil-4-
nitro-5-( 2-arilvinil)isoxazol (19,4 mmol), a re-
flujo de etilenglicolmenometiléter (50 cc) du-
rante 8 horas, bajo agitaciébn magnética. La
masa de reaccibn, una vez enfriada, se filtra y
el solido filtrado se recristaliza varias veces su-
cesivas de etanol, proporcionando 1a-g con un
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Figura 1.

rendimiento aproximado del 50-60%.

Por otra parte, los compuestos 2a-m sc han
obtenido, tal como ha sido descrito (6), por re-
accién del 4-nitro-3,5-dimetilisoxazol (50
mmol} y ¢l correspondiente arilcarbaldehido
{50 mmol), utilizando como catalizador piperi-
dina (2,5 ml}, y realizando la reaccién a reflujo
de etanol (25 cc). El tratamiento habitual de la
masa resultante proporciona 2a-m en rendi-
miento anilogo al encontrado en la bibliografia.

Los compuestos 1a-b, 1g y 21-m coinciden
en su punto de fusién y datos espectroscopi-
cos con los encontrados en la bibliografia. Los
compuestos lc-fy 2g-k se describen a conti-
nuacibén, siendo los anidlisis elementales de
todos ellos suficientemente satisfactorios. Los
puntos de fusién han sido determinados €n un
aparato Gallenkamp MFB-595 y no han sido
corregidos. Los espectros de 1.R. han sido re-
gistrados en un espectrofotémetro Shimadzu
IR-408, en emulsién con nujol. Los espectros
de U.V. han sido registrados en un espectrofo-
tdbmetro Hitachi 150-20, en cloroformo. Los
cspectros de '"H-R.M.N. han sido obtenidos
en un aparato Perkin Elmer R-32, en deutero-
cloroformo, y los anilisis elementales se han
realizado en un aparato Perkin Elmer 240-B.
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1,3-Di-(3-metil-4-nitvoisoxazol-5-il)-2-
arilpropanos la-b y 1g (5).

Han sido preparados de acuerdo con el
procedimiento explicado anteriormente. la:
p.f. 92-93°C (recristalizado de etanol, rendi-
micnto 75%). 1b: p.f. 109-110°C (de etanol,
rendimiento 60%}. 1g: p.f. 114-115 °C (de
etanol, rendimiento 40%).

1,3-Di-(3-metil-4-nirroisoxazol-5-1)-2-(4-
merilfentl) propanoe Ic.

Preparado segan el método descrito. P.f.
103-104 °C (de etanol, rendimiento 60%).
LR. (cm™): 1600, 1515, 1380, 820. 'H-
RM.N. (ClaCD): 2,35 (s. 3H, CH3) 2,47 (s,
6H, 2xCHa), 3,67 (d, 4H, J=7 Hz, 2xCHa),
3,80-4,10 (m, 1H, CH), 7,05-7,10 (m,
4Hurom). _

1,3-Di-(3-metil-4-nitroisoxazol-5-il)-2- (4-
Puorofenil) propane 14.

Preparado segian el mértodo descrito. P.f.
95,5-96 °C (de ctanol, rendimiento 50%). L.R.
(cm™): 1600, 1510, 1380, 825. "H-R.M.N.
(ClaCD): 2,47 (s, 6H, 2xCHa3}, 3,68 (d, 4H,
J=7 He, 2xCHs), 3,70-4,00 (m, 1H, CH),
7,00-7,20 {m, 4Haom).




1,3-Di-(3-meril-4-nitroisoxazol-5-il)-2- (4-
bromaofenil)propans Ie.

Preparado segin ¢l método descrito. P.f.
119-119,5 °C (de etanol, rendimicnto 50%).
LR. (em): 1600, 1520, 1380, 825. 'H-
R.M.N. (ChCD): 2,47 (s, 6H, 2xCHs), 3,67
(d, 4H, J=7 Hz, 2xCH:), 3,80-4,05 (m, 1H,
CH), 7 15-7,50 (m 4Harom).

1,3-Di-(3-metil-4-nirroisoxazol-5-il)-2-(3,4-
metilendioxifenil)propanc 1f.

Preparado seglin el método descrito. P.f.
132,5-133 °C (de ctanol, rendimiento 60%).
LR. (cm™): 1600, 1520, 1380, 830, 'H-
R.M.N. (ClsCD): 2,49 (s, 6H, 2xCHas), 3,68
(d, 4H, J=7 Hz, 2xCHa}, 3,90-4,20 (m, 1H,
CH), 5,90 (s, 2H, OCH:0), 6,70-6,90 (m,
3Haurom).

3-Metil-4-nitro-5-(2-arilvinil)isoxazoles 2a-f y
21-m.

Han sido preparados de acuerdo con el
procedimientc explicado anteriormente. 2a
(7): P£. 153 °C (de etanol, rendimiento 90%).
2b (8): P.f. 161-162 °C (de ctanol, rendi-
miento 80%). 2c (B): P.f. 172-173 °C (dc cta-
nol, rendimiento 90%). 2d (9): P.f. 188-190
°C {de etanol, rendimiento 75%). 2e (7): P.f.
218-220 °C (de etanol, rendimiento 70%). 2f
{(7): P.f. 163-164 °C (de ctanol, rendimiento
85%). 21 (7): P.f. 208-209 °C (de ctanol, ren-
dimiento 90%). 2m (8): P.f. 164-165 °C (de
ctanol, rendimiento 80%).

3-Metil-4-nitro-5-(4-fluoroestirvilYisoxazol 2g.

Preparado segiin el método general. P.f.
178 °C (de etanol, rendimiento 75%). LR.
{cm™): 1625, 1590, 1575, 1380, 1160, 970,
825. UV. A max, nm (loge): 240 {4,11), 267
(4,14), 362 (4,37).

3-Metil-4-nirro-5-(4-cianoestiril)isoxazol 2h.

Preparado segin ¢l método descrito. P.F.
190,5-191 °C (de etanol, rendimiento 90%).
LR. {(em™'): 1740, 1630, 1580, 1505, 1380,
1145, 980, 830. U.V. A max, nm (log € }:
239 (4,05), 265 (4,25), 350 (4,45).

3-Metil-4-nitro-5-(4-formilestivil)isoxazol 2i.
Preparado segan una modificacion del mé-
todo general: Se deja gotear una solucién al-
cohdlica (250 cc) diluida de 4-nitro-3,5-
dimetlisoxazol {50 mmol) y piperidina {2,5
cc) sobre otra disolucién alcohélica diluida
(250 cc} de aldehido terftilico (50 mmol) du-
rante 2 horas, a reflujo de ctanol. El trata-

miento habitual de la masa resultante propor-
ciona 2i, p.f. 208,5 °C (de etanol, rendimiento
90%). L.R. (cml): 2840, 1690, 1580, 1510,
1375, 1140, 970, 820. U.V.A max, nm (log
€): 239 (4,06), 275 (4,23), 356 (4,48).

3-Metil-4-nitro-5-(2,3,4-trimetoxiestril) - fsoxa-
zof.

Preparado scgin ¢l método general. P.f.
135-136 °C (de etanol, rendimicnto 80%).
LR. (cm™): 1620, 1585, 1380, 1270, 1090,
825. U.V. A max, nm (log € ): 239 (4,10),
270 (3,99), 401 (4,24).

3-Meril-4-nitro-5-(2,4,6-trimetoxiestril)-
isoxazol 2k.

Preparado segiin ¢l método general. P.f.
214-215 °C (de etanol, rendimiento §0%).
LR. {cm™): 1600, 1565, 1380, 1280, 1160,
1120, 980, 860, 815. U.V. A max, nm (log
€): 240 (4,16), 296 (4,08), 422 (4,46).

Prucbas microbiolégicas.

Se han seleccionado para el estudio tres
bacterias gram-positivas (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureusy Listeria spp.) y tres
gram-nepgativas { Piesdomonas aeruginosa, Sal-
monella spp. y Escherichia coli). El método
empleado estd basado en la técnia de dilucién
en agar (10). Sc prepard una solucién de
cada compuesto probado en dimetilsulféxido,
en cantidad suficiente para conseguir concen-
traciones finales de 1000, 500, 250, 125 y
62,5 mg.litro’!. La solucién fue diluida en el
medio de Mueller-Hinton hasta conseguir las
concentracicnes desecadas. Aproxdmadamente
25 ml de cada una de las soluciones prepara-
das fueron colocados cn sendas placas de
Petni estériles de un diimetro de 9 cm. Los
seis microorganismos, obtenidos de cultivos
en fase logaritmica de crecimiento, fucron
scmbrados en cada una de las placas, que se
pusieron a incubar inmediatamente a 37 °C
durante 72 horas. Cada 24 horas se hizo una
lectura de crecimiento positive o negativo en
cada placa. Los resultados se han expresado
mediante la concentracidn minima inhibitoria
de sustancia capaz dg evitar el crecimiento vi-
sible de las bacterias en el tiempo miximo es-
tudiado.

RESULTADOS Y DISCUSION.
Los 1,3-di(3-metil-4-nitroisoxazol-5-il)-2-

arilpropanos la-g muestran una accién mode-
rada o nula frente a la seric de bacterias estu-




Compuesto  Staphylococens  Pseudomonas Salmonella
o

n BUTERS aLruginosa pp.
1a 1000 250 >1000
Ic >1000 1000 >1000
1d >1000 1000 >1000
2¢g >1000 500 >1000
2 =>1000 500 1000

Tabla I. Actividad antibacteriana de compuestos
con estructuras 1 y 2, expresada como concentra-

cién minima inhibitorda [C.M.I. (mg.litro!)].

diadas. Bactilus cereus, Listeria spp., Salmonella
spp. y Escherichia coli han resultado ser insensi-
bles totalmente a estos compuestos hasta con-
centraciones de 1000 mg.litro”. Staphylococcus
aurews ha resultado poco sensible frente a la,
siendo su C.M.I. la mis alta en estudio, 1000
mg.litro’. En cambio, algunos compuestos de
esta serie, han mostrado una actividad aprecia-
ble frente a Preudomonas aeruginosa, cuyo cre-
cimiento resulta totalmente inhibido a concen-
traciones de 250 mg.litro” para 1la y de 1000
mg.litro’ para lc-d. La Tabla I muestra las
C.M.1. de los compuestos que han mostrado
actividad frente a alguna de las bacterias en es-
tudio. Resulta sorprendente que el compuesto
mis activo con estructura tipo 1 sea el término
mds bajo de la serie, lo que podria ser explica-
ble en términos de menor solubilidad en lipi-
dos de los compuestos con el grupo fenilo sus-
tituido.

Por otra parte, los 3-Metil-4-nitro-5-(2-
arilvinil)isoxazoles 2a-m muestran asimismo
actividad moderada o nula frente a la serie de
bacterias estudiada. Salmonella spp. ha resulta-
do ser sensible en un solo caso, frente a 2j, a
una C.M.I. dc 1000 mg.litro’. Sin embargo,
los compuestos 2g y 2 han mostrado actividad
apreciable frente a Preudomonas acruginosa, de
manera aniloga a los compuestos de la serie
anterior. La Tabla I muestra las C.M.1. de los
compucstos que son activos frente a alguna de
las bacterias estudiadas. En esta serie, parece
ser que la toxicidad frente a estas bacterias estd
determinada por la presencia de determinados
sustituyentes sobre ¢l grupo fenilo de los com-
puestos con estructura tipo 2.

En el conjunto de los screening realizados
¢s de destacar que una bacteria gram-negativa,
como Pseudomonas aeruginosa, altamente pa-
tOgena, y que puede presentar resistencia a los
antibi6ticos comunes, sea la que manifiesta
una mayor scnsibilidad frente a cinco de los
veinte compuestos probados. Este hecho ha
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resultado inesperado ya que en anteriores tra-
bajos (3) se habia demostrado que tanto P. ze-
ruginosa como E. coli, ambas gram-ncgativas, re-
sultaban ser insensibles a los tetrafluoboratos de
2-metil- 3( 2-arilvinil)-2-metlisoxazolio, com-
puestos muy relacionados quimicamente con las
estructuras 1 y 2. En cambio, S. aureus o Listeria
spp., ambas gram-positivas, si resultaban sensi-
bles frente a dichas sales de isoxazolio. Estos re-
sultados permiten la consecucién de una cierta
selectividad en la aceion antibacteriana de los
compuestos estudiados, dependiendo de la ac-
tivacién del anillo de isoxazol mediante un
grupo nitro o la formacion de la sal de isoxa-
zolio. Una aplicacién inmediata seria la prepa-
racién de medios de cultivo selectivos para de-
terminados grupos de bacterias.
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RESUMEN,

Un total de veinte compuestos del isoxa-
zol, cuya estructura general es 1,3-di-(3-metl-
4-nitroisoxazol-5-il)-2-arilpropano para los
compuestos la-g, y 3-metil-4-nitro-5-(2-
arilvinil)isoxazol para los 2a-m, han sido some-
tidos a tests biologicos frente a seis especies
bacterianas: Bacilius cerews, Staphylococcus au-
reus, Listeria spp., Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella spp. y Escherichia coli. Cinco com-
puestos estudiados han mostrado una activi-
dad antimicrobiana moderada fente a Psendo-
monas acruginosa. El compucsto la ha
resultado ser €l mis activo, inhibiendo el creci-
miento de P. aeruginosa a 250 mg litro’l. Los
compuestos la y 2j han mostrado una activi-
dad baja frente a S. aureus y Salmonella spp.
respectivamente. Ninguno de estos compues-
tos ha mostrado actividad frente a las otras tres
especies estudiadas.
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