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RESUMEN
Nombre: Erika Lilidn Loredo Calderén. Fecha de Graduacion: septiembre, 2021
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.
Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo del Estudio: SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NUEVOS a-AMINOFOSFONATOS
(TIPO ESTER Y TIPO AMIDA) Y EVALUACION DE SU ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA Y ANTIBACTERIANA in vitro.

Numero de paginas: 324 Candidato para el grado de Doctorado en
Ciencias con orientacion en Farmacia.

Area de Estudio: Sintesis de moléculas con actividad biolégica.

Propdsito y Método del Estudio: Los a-aminofosfonatos (a-AP) han presentado diversas
actividades dentro de la quimica medicinal (inhibidores enzimaticos, antivirales,
antioxidantes, antimicrobianos y anticancerigenos). El objetivo principal del proyecto fue
realizar la sintesis de dos series de o-AP, evaluar su actividad antiproliferativa y
antibacteriana in vitro. La sintesis se realizé por el método one-pot de Kabachnik-Fields
empleando irradiacion por microondas sin catalizadores y con etanol como disolvente. Los
productos obtenidos fueron purificados y caracterizados (RMN *H, 3C, 3P y HRMS). La
determinacidn de la Clso se realizé por el método de evaluacién de viabilidad celular MTT
en las lineas celulares cancerigenas MDA-MB-231, MCF-7 y en la linea celular no
modificada MCF-10A. La evaluacidn de apoptosis se realizd por la deteccidon de
caspasa-3. Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de
microdilucién en placa utilizando las cepas P. aeruginosa, S. aureus y E. coli.

Contribuciones y Conclusiones: Dieciocho a-AP (nueve ésteres y nueve amidas) fueron
sintetizados, purificados y caracterizados. El éster 5 y las amidas 15, 18 y 22 presentaron
actividad antiproliferativa en MDA-MB-231. Los ésteres 5, 8 y las amidas 17 y 18 lograron
inhibir la proliferacién celular de MCF-7. El éster 5 y amidas 15, 18 y 22 resultaron
citotéxicos en la linea celular no tumoral MCF-10A, mientras que el éster 8 y la amida 17
no lo fueron. Lo anterior sugiere que los a-AP 8 y 17 son selectivos para la linea celular
cancerigena. Se determind que los a-AP activos producen muerte celular al desencadenar
el proceso apoptético. Las amidas 15-18 y 21 presentaron actividad antibacteriana con
CMI menores en S. aureus.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION.

1.1. CANCER.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece que el cancer es el
término genérico asignado a un amplio grupo de enfermedades con capacidad
de afectar cualquier parte del organismo. El cédncer se caracteriza por
desencadenar metdstasis, proceso en el cual se presenta multiplicacion rapida y
descontrolada de células anormales capaces de invadir tejidos y diseminarse a

varios drganos a través del torrente sanguineo o del sistema linfatico.?

1.1.1. ESTADISTICA A NIVEL MUNDIAL.

Datos de la OMS posicionan al cancer como una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en el afio 2020 se
registraron casi 10 millones de defunciones. Se prevén 27.5 millones de

nuevos casos para el afio 2040.%3
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Los datos epidemioldgicos de la incidencia del cdncer y mortalidad
causada por cdncer varian enormemente entre paises y regiones
alrededor del mundo,* aproximadamente el 70% de la mortalidad debida
al cdncer se presenta en paises de ingresos medios y altos. Una
problematica frecuente en este padecimiento es la falta de diagndstico, la
deteccidon del cancer en una fase avanzada y la falta de tratamiento;
aunado al impacto econdmico, el cudl es substancial y va en aumento,
estimaciones reportadas por la OMS establecen que el costo total en 2010

ascendio a USS 1,16 billones.?

Existen mas de 100 tipos de cancer, los tipos de cdncer reciben el
nombre de los tejidos u érganos donde se forman, también suelen
nombrarse segun el tipo de células que los forma.> Los cinco principales
tipos de cancer responsables de la mortalidad mundial son (tabla 1):

Tabla 1. Mortalidad atribuida al cdncer OMS 2020.?

Tipo de cancer Numero de Defunciones ‘

Pulmonar 1 800 000

Colorrectal 935 000
Hepatico 830 000
Gastrico 769 000
Mamario 685 000

1.1.2. ESTADISTICA EN MEXICO.

—
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La Secretaria de Salud (SSA) en 2017, posiciona al cancer como la
tercera causa de muerte en México, describe que 14 de 100 fallecimientos
se deben a este padecimiento e indica que los tumores malignos mas
frecuentes son: el cdncer de mama (20 000 casos), prostata y
cervicouterino (14 000 casos), colon y pulmdn (8 000 casos).®

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en su
comunicado publicado en febrero de 2018, reporta los datos de
mortalidad nacional distribuidos en grupos de diferentes edades en un
periodo de 2011 a 2016 (Tabla 2)’:

Tabla 2. Mortalidad atribuida al cancer, México. INEGI 2018.

Rango de edad

~ Numero de Defunciones Tipo de cancer

(afos)

0-17 2 de cada 100 000 T
18 -29 3 de cada 100 000 hombres TS

2 de cada 100 000 mujeres
30-59 3 de cada 10 Céancer en 6rganos
60y mas 4 de cada 10 mujeres s s
3 de cada 10 hombres

En 2016, se presentaron 16 defunciones por cada 100 000 mujeres de
20 afios y mas debido al cancer de mama.

Para la poblacién de 18 a 29 afios, el cancer de drganos
hematopoyéticos es agente causal del mayor porcentaje de muertes (27.1
- 30.9%), en segundo lugar, se encuentra el cancer de ovario y testiculos y

en tercer lugar se encuentran los tumores de érganos digestivos.

—
w
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

Los cinco principales tipos de cancer como causa de mortalidad para
el grupo de 30 a 59 afios son: tumores malignos de los érganos digestivos,
cancer de drganos genitales femeninos (cancer cérvico uterino y de
ovario), tumor maligno de mama, cancer de érganos hematopoyéticos y
tumores malignos de los 6rganos respiratorios e intratoracicos (cancer de
pulmon).

El mayor porcentaje de muertes por cdncer en la poblacién de 60 afios
y mas se presenta en tumores malignos de odrganos digestivos,
posteriormente cancer de drganos genitales masculinos, la tercera causa
de muerte corresponde a los tumores malignos de los &rganos
respiratorios e intratordcicos y finalmente los tumores en dérganos

genitales femeninos.”

1.1.3. FACTORES CAUSALES DEL CANCER.

El cancer se puede desarrollar cuando existe una transformacion de
células normales a células tumorales o cancerigenas. Dicho proceso se
presenta cuando agentes externos causan dafio a los proto-oncogenes
(genes involucrados en el control de la proliferacién celular); existen
agentes que causan dafio genético, pero que son capaces de potenciar
selectivamente el crecimiento de células tumorales. El cancer surge por la
acumulacién de varias mutaciones (generalmente por varios afios), las

cuales evaden el proceso de control de proliferacién y muerte celular.? La
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interaccion de los factores genéticos del paciente con algunos agentes
externos (ejemplos de estos en la Tabla 3) puede dar lugar al desarrollo
del cancer.!

Tabla 3. Agentes externos causantes de cancer.

Tipo de agente

carcinogénico

Fisico Radiacidn ionizante y ultravioleta®

Quimico Amianto, humo de tabaco, aflatoxinas, arsénico*

Infecciones causadas por
virus: Virus del Papiloma Humano (VPH)1%12
bacterias: Helicobacter pylorit®*>14
parasitos: Schistosoma haematobium®*®

Bioldgico

Existen otros factores de riesgo (ademds de los mencionados en la Tabla
3), como son: inactividad fisica,! edad avanzada,® factores hormonales,
factores dietéticos e incluso consumo de alcohol;* estos Ultimos han sido
relacionados con el desarrollo de cdncer de pulmén en pacientes no

fumadores.t’

1.1.4. TRATAMIENTOS.

El correcto diagnodstico del cancer es fundamental para la prescripcidn
de un tratamiento eficaz y acorde al tipo de cancer que padece el
paciente; cada caso es diferente y requiere de un protocolo especifico que
puede abarcar una o varias alternativas.! A continuacién se describen
algunos de los tratamientos empleados en la actualidad para

contrarrestar el cancer:
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a. Quimioterapia. Tratamiento basado en la administracion de
medicamentos, los cuales tienen como principal objetivo destruir
las células de rapido crecimiento. Al ser una terapia sistémica,
puede actuar en todo el cuerpo (a diferencia de la cirugia y la
radioterapia); asimismo, tiene la capacidad de destruir células
cancerosas que se han propagado a partes alejadas del tumor
original e inclusive en metdastasis.'® EI mecanismo de accidn
consiste en provocar una alteracion celular que desencadene la
muerte celular,’® a continuacién se mencionan los principales
mecanismos de accién de algunos farmacos empleados en la
quimioterapia:

e Agentesintercalantes del Acido Desoxirribonucleico (ADN):
promueven el arresto del ciclo celular mediante el dafio
inducido en el ADN; antraciclinas (doxorubicina),
capecitabina y compuestos con platino.

e Agentes estabilizadores de microtubulos: producen el
arresto del ciclo celular al estabilizar los microtubulos;
taxanos y epotilonas.

e Inhibidores del factor de crecimiento epidérmico: Inhiben
competitivamente la unién del factor de crecimiento vy
promueven la citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos; trastuzumab, cetuximab y pertuzumab.
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e Inhibidores del receptor de tirosina quinasa: bloquean las
vias oncogénicas mediante la inhibicién de la fosforilacion
de las proteinas; lapatinib y sunitinib.

e Inhibidores de la angiogénesis: Reducen el crecimiento
microvascular o bien bloquean las vias proangiogénicas;
bevacizumab e ixabepilona.?°

b. Radioterapia. Este tratamiento emplea particulas u ondas de alta
energia (rayos X, rayos gamma, rayos de electrones o de protones)
para danar o eliminar las células tumorales. Esta terapia es
localizada, se somete al paciente a radiaciones con dichos rayos de
alta energia y la radiacién actta a nivel celular dafnando el ADN
(inespecificamente, es decir tanto en células normales como en
células cancerosas)?! este dafio frena el crecimiento y la divisién
celular, y finalmente causa la muerte celular. La radioterapia
puede administrarse de manera externa o interna; la radiacion
externa se efectla con aparatos que envian la radiacién a la zona
del tumor vy la radioterapia interna (también conocida como
braquiterapia)??> emplea una fuente radioactiva o implante que
debe ser colocada cerca o dentro del tumor del paciente. La
radioterapia puede administrarse en combinacidn con otros

tratamientos, como la cirugia o la quimioterapia.'®
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c. Cirugia. Es un procedimiento empleado para diagnosticar,
determinar la etapa (estadificacion) y tratar el cancer. El método
mas utilizado para los tumores pequenos y localizados en un lugar
concreto. Para que sea completamente eficaz, es necesario
extirpar parte del tejido que rodea el tumor para asegurar que
todas las células cancerosas han sido extraidas.?>?* Ademas de la
cirugia convencional, existen otro tipo de técnicas quirargicas:
cirugia ldser, criocirugia, electrocirugia, ablacion por
radiofrecuencia, cirugia de Mohs (controlada mediante
microscopio), cirugia laparoscépica y toracoscépica.?’

d. Inmunoterapia. Este tratamiento se caracteriza por estimular o
reponer el sistema inmunitario del paciente para que reconozcay
elimine eficazmente las células cancerosas. Con la finalidad de
mejorar, identificar o recuperar el funcionamiento adecuado del
sistema inmunoldgico se utilizan agentes producidos por el cuerpo
o fabricados en un laboratorio (anticuerpos). Los anticuerpos
producidos en el laboratorio son llamados anticuerpos
monoclonales y pueden ser disefiados para atacar un blanco
especifico.?® Existen diversos anticuerpos que pueden ser
administrados y que producen la activacidén del sistema inmune.
También se emplea esta terapia para aplicar radiacién

directamente en las células cancerosas, este tratamiento es
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llamado radioinmunoterapia. Algunos anticuerpos monoclonales
son utilizados para transportar medicamentos potentes (usados
en la quimioterapia) e ingresarlos directamente en las células
cancerosas.'®

e. Hormonoterapia. Es el tratamiento que disminuye o detiene el
crecimiento de tumores que requieren de hormonas para crecer;?’
por lo anterior, esta terapia se emplea principalmente para
combatir tumores como los de mama y de préstata. El tratamiento
actua al alterar la produccién o impidiendo la acciéon de las
hormonas sobre los érganos involucrados. Puede administrarse
antes de otro tratamiento, en este caso la hormonoterapia
actuaria como neoadyuvante, al ayudar en la eliminacién de las
células cancerosa y contribuyendo a la eficacia del tratamiento
principal.*®

f. Terapia Fotodinamica. Es un método terapéutico &ptico,
minimamente invasivo. Involucra elementos que carecen de
citotoxicidad por separado, pero que al combinarse producen
efectos celulares toxicos en un ambiente dependiente de
oxigeno.?® Consiste en la administraciéon de un farmaco (llamado
farmaco fotosensibilizador, FS) seguido por la irradiacién con luz
visible. Cuando el FS es expuesto a una longitud de onda en

particular y en presencia de oxigeno, produce especies reactivas
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de oxigeno que inducen muerte celular y destruccion del tejido

canceroso.?’

Las terapias mencionadas anteriormente presentan efectos adversosy
la mayoria de ellas no son selectivas hacia el tejido cancerigeno; es decir,
gue destruyen tanto a las células sanas como a las células cancerosas.
Adicional a lo anterior, un factor que determina la efectividad en el
tratamiento quirdrgico es la habilidad del cirujano para diferenciar el
tejido tumoral del normal, basandose en un criterio subjetivo para la
extraccion total de las células neopldsicas.?°

Los efectos secundarios presentados frecuentemente una vez
administradas las terapias anteriormente mencionadas, se enlistan a
continuacion:831

e Nduseay voémito.

e (Caida del cabello.

e Cansancio / Fatiga.

e Convulsiones.

e Debilidad.
e Dolor.
e Fiebre.

e Problemas de coagulacién por la trombocitopenia.
e Anemia debido a la eritropenia.

e Inmunosupresidn y por tanto infecciones.

10
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e Problemas intestinales y estomacales.

e Disminucion del apetito y del peso.

e Llagas en boca, encias y garganta.

e Problemas en nervios y musculos.

o Hepatotoxicidad y nefrotoxicidad.

e Problemas de fertilidad debido a los efectos en drganos

reproductores.

Debido a los efectos adversos enlistados anteriormente, es
necesario contar con alternativas que sean efectivas, selectivas hacia las
células cancerigenas y ademas que presenten los menores efectos
secundarios posibles.

Dado que la quimioterapia es uno de los principales tratamientos
empleados y debido al surgimiento de la resistencia de algunos tipos de
cancer frente a los fdrmacos quimioterapéuticos de cabecera, es
fundamental el trabajo en la investigacion del tratamiento del cancer, con
la finalidad de proponer nuevas alternativas que contrarresten este
padecimiento. La investigacidén basada en el disefio de nuevos farmacos
contra el cancer es critica para el avance en este campo, tanto para el
aporte de nuevos tratamientos eficaces y menos téxicos, como para la

mejora de las terapias actualmente utilizadas.??

11
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1.2. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Los microorganismos patdégenos como bacterias, virus, hongos o parasitos
son los agentes causales de las enfermedades infecciosas; estas pueden
transmitirse directa o indirectamente de una persona a otra.?3 La transmision
directa esta sujeta al contacto con una persona que estd enferma (mujeres
embarazadas también pueden transmitir enfermedades infecciosas a sus bebés
por esta via); mientras que el contacto indirecto se refiere a la via de contagio
mediante la manipulacion o el contacto de articulos que estuvieron en contacto
con una persona enferma. Las enfermedades infecciosas también se pueden
contraer por una infeccion causada a través de picaduras de insectos o animales,

o bien mediante el consumo o contacto de agua, suelo o plantas contaminados.3*

1.2.1. INFECCIONES BACTERIANAS

Las bacterias son microorganismos procariotas, unicelulares, con un
tamafio entre 0.3 a 6 um de longitud.3®> Existen bacterias que son
patdgenas y son agentes causantes de infecciones en el ser humano;
algunas de ellas tienen la capacidad de producir toxinas, las cuales pueden

dafiar los tejidos y causar enfermedades.3®

1.2.1.1. ETIOLOGIA BACTERIANA
Se ha identificado una gran cantidad de bacterias que son

capaces de generar infecciones. Las bacterias patdgenas son

12
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capaces de producir enfermedades variadas, con distintos signos y

sintomas, por ejemplo:

a)

b)

d)

f)

g)

Meningitis meningocdcica y septicemia causada por Neisseria
meningitidis.3’

Neumonia, septicemia y meningitis causada por Streptococcus
pneumoniae.3®

Tuberculosis, causada por Mycobacterium tuberculosis.>®
Gastroenteritis bacteriana causada por Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori,*° Escherichia coli,** Salmonella typhi,*?
Shigella dysenteriae,*® y Yersinia enterocolitica.**
Enfermedades de transmisidn sexual causadas por: Neisseria
gonorrhoeae,* Chlamydia trachomatis,*® y Treponema
pallidum.*”

Colera, Vibrio cholerae.*®

Infecciones cutdneas causadas por Staphylococcus aureus.*

1.2.1.2. ESTADISTICA DE INFECCIONES BACTERIANAS

Anualmente, el tratamiento y la atencién médica de cientos de

millones de pacientes en todo el mundo, se complica por infecciones

que

se contraen durante la asistencia médica. Debido a lo anterior,

se dan algunos casos en los que el paciente se enferma mas

gravemente que si no se hubiera infectado. Las infecciones

nosocomiales, son las infecciones que estan relacionadas con la

[ =)
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atencién sanitaria, se producen por causas variadas y son un

problema de salud importante.

Datos de la OMS, establecen que mds de 1.4 millones de
personas en todo el mundo contraen infecciones nosocomiales. En
paises en desarrollo, el riesgo de infeccidn hospitalaria o nosocomial
es de 2 a 20 veces mayor que en los paises desarrollados. En los
Estados Unidos de América (EUA), 1 de cada 136 pacientes se
enferman gravemente a consecuencia de una infeccién nosocomial,
lo que se traduce a 2 millones de casos y 80 000 casos de mortalidad
anual. En México, se calcula que de 450 000 casos de infeccion
nosocomial se presentan 32 muertes. Respecto a costos
relacionados con dichas infecciones, se estima que la cifra en EUA
es de 4 500 — 5 700 millones de USS, mientras que en México el

costo estimado anual es de 1 500 millones.”°

1.2.1.3. TRATAMIENTO DE INFECCIONES BACTERIANAS

Los antibidticos son medicamentos que combaten las
infecciones bacterianas. Estos actian de dos maneras, matando a
las bacterias (bactericidas) o impidiendo su reproduccién
(bacteriostaticos). Los antibidticos se clasifican con base a su
estructura quimica y mecanismo de accion como se muestra en la

Tabla 4:

14
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Tabla 4. Clasificacion de agentes antibacterianos.

Blanco
Clase

terapéutico

Facultad de Ciencias Quimicas.

51,52

Ejemplo

Penicilinas (B lactamicos)

Penicilina G, Ampicilina,
Oxacilina, Piperacilina

Inhibidores de B-lactamasas y
combinaciones penicilinicas

Acido clavulanico + Ticarcilina
Sulbactam + Ampicilina
Tazobactam + Piperacilina

Cefazolina (12 generacion)

en la subunidad 508S)

Pared Cefalosporinas (B lactamicos) i (2 e i)
celular P Ceftriaxona (32 generacidn)
Cefepime (42 generacidn)
Monobactamicos
L Aztreonam
(B lactamicos)
Carbapenems (B lactamicos) Imipenem
Glucopéptidos Vancomicina
Cotrimoxazol
Sulfonamidas,? (antifolatos) (Trimetoprima +
Acidos Sulfametoxazol)
Nucleicos . Acido nalidixico (12 generacién
Quinolonas®® . . (12g - )
N . Ciprofloxacino (22 generacion)
(inhiben las topoisomerasas) . .,
Levofloxacino (32 generacion)
Aminoglucdsidos - .,
. . - . Estreptomicina (12 generacion)
(acttian a nivel de ribosomas T (PR )
en la subunidad 30S) &
; ) Macrdlidos® . -
Sintesis de . . . Eritromicina
, (actuan a nivel de ribosomas . ..
proteinas Claritromicina

Lincosamidas®
(actdian a nivel de ribosomas
en la subunidad 508S)

Clindamicina

2farmacos bacteriostaticos, ® bacteriostatico a concentraciones menores,
bactericidas a concentraciones elevadas

1.2.1.4. FARMACORRESISTENCIA

Las enfermedades infecciosas eran la principal causa de

mortalidad del ser humano, antes del descubrimiento y uso de los

15
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farmacos antibacterianos; en algunas partes del mundo lo sigue
siendo, principalmente en paises en desarrollo que no tienen acceso

a medicamentos.

Una grave problematica relacionada con el uso de los
antibidticos es el surgimiento de la resistencia bacteriana. Las
infecciones nosocomiales causadas por microorganismos
resistentes a los antimicrobianos son una importante causa de

mortalidad a nivel mundial.>*

La resistencia a los antibiéticos no es una enfermedad
diferente, sino que surge después del descubrimiento y Ia
propagacion del uso de antibidticos como sulfonamidas y penicilina,
en la “edad de oro” (mediados del siglo XX) de los descubrimientos
de antimicrobianos; durante ese periodo, se dio el uso excesivo e
indebido de los antibidticos, ocasionando que muchos
microorganismos adquirieran resistencia a los antimicrobianos. Las
bacterias farmacorresistentes pueden causar mayor morbilidad y
mortalidad, especialmente a pacientes con otras enfermedades o

inmunosuprimidos.

La resistencia bacteriana es propagada a través de la
transmision de los factores de resistencia de una bacteria a otra. Los

factores que contribuyen al desarrollo de farmacorresistencia son:

16
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uso inapropiado e incontrolado de antibiéticos, administracién de
dosis subdptimas, poca duracidn del tratamiento y el diagndstico

erréneo.>®

La OMS, en febrero de 2017, publicd una lista de “patdgenos
prioritarios” resistentes a los antibidticos, en donde se incluyen las
12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud de la poblacién.
En dicha lista, se mencionan principalmente las bacterias Gram
negativas resistentes a multiples antibidticos las cuales tiene la
capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los
tratamientos y transmitir el material genético que posee esa
farmacorresistencia. En la Tabla 5 se muestran los patdgenos

prioritarios.>®

17
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Tabla 5. Lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y
desarrollo de nuevos farmacos, OMS.

Prioridad Patogeno Resistencia
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
1. Critica Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos

Enterobacteriaceae,

productoras de ESBL® Carbapenémicos

Enterococcus faecium Vancomicina
Meticilina, sensibilidad
Staphylococcus aureus intermedia y resistencia
a la vancomicina
2. Elevada Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp Fluoroquinolonas
Salmonellae Fluoroquinolonas

Cefalosporinas,

Neisseria gonorrhoeae .
fluoroquinolonas

Streptococcus pneumoniae Penicilina
3. Media Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas

2 ESBL, Betalactamasas de espectro extendido, por sus siglas en inglés
Extended spectrum beta lactamases; principalmente Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella sp

Debido a los datos mostrados anteriormente con respecto a la
grave problematica de salud que implica el incremento de las
bacterias farmacorresistentes, surge la necesidad de continuar con
la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos;
con la finalidad de proponer nuevas alternativas farmacéuticas que
puedan aportar mds opciones de tratamiento para la recuperacién

de la salud en la poblacion.
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1.3. AMINOFOSFONATOS (a-AP)

Los compuestos organofosforados son sustratos importantes en el estudio de
procesos bioquimicos; especialmente los compuestos tetracoordinados de
fésforo pentavalente son ampliamente utilizados como compuestos

biolégicamente activos.

Los a-aminofosfonatos son considerados analogos estructurales de los
a-aminodacidos (Figura 1) y presentan propiedades similares, pueden ser

reconocidos por receptores y actuar como inhibidores enzimaticos.

Se ha reportado que los a-aminofosfonatos y sus derivados, han mostrado
actividad antiviral, antibacteriana, antiflingica, antioxidante, han producido
inhibicién enzimatica y también han presentado buena inhibicién de la

proliferacion de células cancerigenas.>”>%59.60

R; Ra

H O\P/O OH
R o NS

R4 Ry
a-aminofosfonato a-aminodcido

Figura 1. Estructura quimica de un a-aminofosfonato y un a-aminoacido

Debido a las diversas propiedades farmacoldgicas de los a-aminofosfonatos,
se han desarrollado varios métodos para la sintesis de nuevos derivados

bioactivos de este tipo de compuestos. Actualmente, la reaccién de Kabachnik-
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Fields mediante irradiacién por microondas sin catalizadores, es uno de los

métodos mas efectivos para la sintesis de a-aminofosfonatos.®!

Por otra parte, algunos compuestos heterociclicos y compuestos relacionados
como las amidas, han mostrado importantes propiedades antitumorales,

neuroprotectoras, antibidticas y antifingicas.%%63

Debido a las propiedades biolégicas que han mostrado los
a-aminofosfonatos y algunos de sus derivados, se propone realizar la sintesis y
caracterizacion de nuevos a-aminofosfonatos, asi como de sus derivados tipo
amida y realizar la evaluacién de su actividad antiproliferativa y la evaluacién de

la actividad antibacteriana in vitro.

Llevar a cabo este proyecto, permitird la generacién de conocimiento cientifico
relevante y original, asi como brindar nuevas opciones de moléculas activas que

puedan actuar como agentes anticancerigenos y/o antibacterianos.
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CAPITULO 2.

ANTECEDENTES.

2.1 o-AMINOFOSFONATOS

La sintesis orgdnica de los a-aminofosfonatos, se ha logrado por metodologias
variadas, las cuales incluyen: alquilacion nucleofilica de bases de Schiff, adicién
nucleofilica de fosfitas a iminas,®*® conversién de 1-hidroxifosfonatos a su
correspondiente a-aminofosfonato®® vy reacciones de acoplamiento de tres
componentes empleando ultrasonido,®’ entre otras.

Ademas de las metodologias mencionados anteriormente, existe la reaccion de
Kabachnik-Fields, que involucra el acoplamiento de tres componentes en un solo paso
“one pot”; en la cual reaccionan aldehidos (o cetonas), aminas y diaril o dialquil fosfitas
para producir el a-aminofosfonato (Esquema 1). Esta metodologia ha demostrado ser
una excelente alternativa para la sintesis de compuestos con enlaces carbono-fésforo,
es una ruta efectiva y prometedora, para la sintesis de compuestos con actividades
bioldgicas importantes.®®5° A continuacidn se describen los antecedentes en los cuales

se baso esta investigacion.

RO o
o RO._ //O \P// 'L
NH + 11 + P —_ = 2 \ ZaN
L , H -H0 RO (o3

Esquema 1. Esquema general de la reaccién “one-pot” multicomponente Kabachnick-Fields.®
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2.1.1 SINTESIS ORGANICA

Tal como se menciond, uno de los métodos mas utilizados actualmente para
la sintesis de a-aminofosfonatos, es el método de reaccion “one pot”
multicomponente Kabachnik-Fields. En la Tabla 6 se muestran algunos
antecedentes de la sintesis de este tipo de compuestos, las condiciones de reaccién

empleadas y los rendimientos de reaccién obtenidos.

Tabla 6. Antecedentes de la sintesis de a-aminofosfonatos.

MW

METODO DE COMPUESTOS
% POTENCIA
REACCION SINTETIZADOS
(Watts)
(0]
e Convencional /H \i:\,OPh
s “Onepot” N/A 80 120 7992 RY ‘opn
Sampath L . R'
Polientilenglicol .
la- 1'j
Convencional EtO-P—OEt
“One pot” a. TA
2016. .15
o Tolueno N/A b. bal-S . 55-91 N NH
& a. RCHO+ArNH; Reflujo | N0 R
b. HPO(OEt), H
la-11x
Convencional
“One pot”
Sin disolvente N/A 60 2-5h 81-94 OEt
Acido EtO-P=0
fosfosulfénico* HN o]
2016. )\ >
Gundluru” MW NS o]
“One pot” N:h
Sin disolvente 400 - 5-9 95-97 Ha-1111
Acido
fosfosulfénico*
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Tabla 6. Antecedentes de la sintesis de a-aminofosfonatos (continuacion)

MW

:\\ o) METODO DE COMPUESTOS
, POTENCIA .
AUTOR REACCION SINTETIZADOS
(Watts)
H \\ OEt
2015 Convencional Q/
Mirzae.is-"’ “One pot” N/A 50-60 30-120 | 85-96
Sin disolvente
R1
1Va-1Vp
o iy -0
2014372 “One pot” 100-140  100-120  15-30  85-97 \
Kumari . PO(OEt),
Sin disolvente
Va-Vi

MwW

o\\P/OR1

H ™Sor

2014. “One pot” cl N !
Subba- _Unep 490 - 46 | 8392 7\
dv7 Sin disolvente HO _‘_
Redy i iy

Amberlyst-15*

Vla-Vlj
R\ OR
2013 MW o= Ny
Yan-Pin.g74 “One pot” 200 110 20-30  79-87 @EE\H
Sin disolvente OH NC
Vlila-Vlle
Convencional N/A Reflujp = 4-6h | 6874 (05l
Tolueno J RNy OEt
2012. O
Venkata- IN
Ramana®!
MW
“One pot” 490 - 12-14  84-92  HLCO
Tolueno Villa-VIIj
R
N o

Convencional

Br. P-0Et
?012. “One pot” N/A 100 6-7h 75-92 O O EtO
Anil-Kumar L - N
Polientilenglicol

IXa- IXn

T: Temperatura, t: tiempo, R: rendimiento, N/A: No Aplica, TA: Temperatura Ambiente, *catalizador
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Los antecedentes presentados anteriormente, muestran condiciones de
reaccidon que han sido empleadas por diferentes grupos de investigacién para la
sintesis de a-aminofosfonatos. Los reportes citados establecen que los
a-aminofosfonatos han sido sintetizados por el método de reaccién de Kabachnik-
Fields; ya sea por método convencional o empleando irradiacion con MW. Como
se observa en la Tabla 6 de antecedentes, los tiempos de reaccién por el método
convencional varian entre 0.5-7 h, mientras que, al emplear MW, los tiempos de
reaccidén se acortan a 5-30 min. Las temperaturas de reaccién varian entre 60-
120°C y los rendimientos de reaccion van de 55-96% por el método convencional
y de 79-97% por MW; los datos anteriores establecen las ventajas de realizar

sintesis via MW, tiempos de reaccién cortos y mayores rendimientos de reaccion.

La mayoria de los antecedentes enlistados en la Tabla 6, carecen del uso de
un catalizador; sin embargo, los a-aminofosfonatos han sido sintetizados
empleando un sinfin de catalizadores: BiCls, TaCls, InCls, SbCl3,%® &cido
fosfosulfénico,”* Amberlist-15,73 FeCls, TiO», TiCls, VCl3, nitrato de etilamonio, entre
otros. La mayoria de los catalizadores que han sido empleados en la sintesis de
a-aminofosfonatos son costosos, toxicos e involucran el uso de solventes
contaminantes al ambiente.®® Debido a lo anterior, surgid la necesidad de emplear
metodologia de sintesis orientada a la quimica verde, en donde no se emplearan

solventes contaminantes ni catalizadores toxicos.
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2.1.2 ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

Fang y colaboradores en 2016, sintetizaron a-aminofosfonatos (Figura 2)
mediante las condiciones de reaccidn mencionadas en la Tabla 6 y evaluaron su
actividad anticancerigena. Emplearon cuatro lineas celulares: A549
(adenocarcinoma de pulmdn), Hela (cdncer de cérvix), MCF-7 (cdncer de mama) y
U20S (osteosarcoma), determinaron la viabilidad celular por el método de MTT
[boromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], utilizaron el 5-
fluorouracilo (5-FU) como control. Reportaron que seis compuestos (l1j, llq, Ilr,
lls, lluy l1x) presentaron mejor actividad que 5-FU (Cls0=34.3 uM) con Clsp=16.6-
31.1 uM en células A549. En células Hela, catorce compuestos (I1b- IIf, I1j, 11,
IIn, llr-l1lv, 1lx) presentaron actividad anticancerigena con Clso= 2.5-50 uM,
mientras que el Clso de 5-FU fue de 56.5 uM. Diecinueve compuestos presentaron
mejor actividad que 5-FU con Cls0=0.3-79.0 uM en células MCF-7 (l1b, 11d-11j, 111,
IIn, l1p-11x). Finalmente, siete compuestos (l1n, llp, 11t-11x) presentaron Clso= <50
UM en células U20S. La determinacion de apoptosis fue realizada en células Hela,
(expuestas al compuesto llu) por los métodos de tincion de naranja de
acridina/bromuro de etidio y Hoechst 33342, concluyeron que el compuesto llu es

capaz de producir apoptosis.”®
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(o)
EtO_11 _OEt
P
N N-R
H
N (o)
H
IIa-x
R:
Ila Ph Ilg  2-NO2CsH4 IIm 2-BrCeH4 lls 2,4-diNO2CsH3
Ilb  2-CH3CeHa IlTh  4-NO2CsHa lIn 3-BrCeHa It 2-Cl-4-NO2CsH3
llc  3-CHsCsH4 i 4-OCH3CeHas llo 4-BrCeHa llu 3-Cl-4-FCeH3
Ild  4-CHsCsH4 11j 2-ClCeHa llp 2,6-diCH3CeHs llv  2,3-diCICeH3
lle  3-CF3CeH4 Ik  3-ClCeH4 Ilq 3,4-diCH3CeHs llw 3,5-diCICeH3
1} 4-CF3CsHa i 4-CICeH4 lIr 3,5-diCF3CeHs lIx 1-Naftil

Figura 2. Estructura de los compuestos sintetizados por Fang y colaboradores.

Mizraei y colaboradores en 2015, sintetizaron a-aminofosfonatos (Figura 3,
Tabla 7) y evaluaron su actividad anticancerigena en la linea celular DU145 (cancer
de préstata) por el método de deteccidn de viabilidad celular MTT, reportaron dos
compuestos (IVb y IVd Clso= 46, 45 uM, respectivamente) con actividad similar al

farmaco control docetaxel (Clso= 40 uM) a las 48 h de exposicion.®>
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Tabla 7. Sustituyentes R! y R? de los
a-aminofosfonatos sintetizados por
Mizraei y colaboradores

ALDEHIDO
COMPUESTO Rl

IVa 4-N(Et), 4-Cl
H O\\ _OEt Vb 4-N(Et)2 4-Br
NR IVe 4-N(Et): 3.Br
OEt
Ivd 4-N(Et), 4-Me
R2
Ve 4-N(Et)2 3-Me
e IV 4-N(Et) H
Vg 4-N(Et)2 4-NO2
IVa-p IVh 4-N(Et)2 0-CHs
1Vi 4-N(Me)2 4-Cl
Figura 3. Estructura de los compuestos 1IVj 4-N(Me)2 4-Br
sintetizados por Mizraeiy IVK 4-N(Me)2 3-Br
colaboradores.
VI 4-N(Me), 4-Me
1IVm 4-N(Me)2 3-Me
IVn 4-N(Me)2 H
1Vo 4-N(Me)2 4-NO
IVp 4-N(Me)2 O-CH3

Klimczak y colaboradores en 2015, sintetizaron a-aminofosfonatos (Figura 4,
Tabla 8) y evaluaron la actividad anticancerigena en tres lineas celulares de cancer
de esoéfago: KYSE 30, KYSE 150 y KYSE 270. Utilizaron el método de MTT vy
reportaron valores de Clso= 38, 51 y 77 uM del compuesto mas activo (Xa).
Realizaron la determinacién de apoptosis empleando un kit de bioluminiscencia y
reportaron que el compuesto mads activo induce un proceso apoptético. No

emplearon farmaco control.”
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Tabla 8. Sustituyentes R y R? de los
a-aminofosfonatos sintetizados por
Klimczak y colaboradores

Grw R
0 “~OR2 COMPUESTO
NHR' Xa 2-MeO-CeHa Me
Xa-d Xb 3-MeO-CeHa Me
Figura 4. Estructura de los compuestos Xc 3-MeO-CeHa Et
sintetizados por Klimczak y colaboradores. Xd 4-MeO-CeHa Et

Man Yi Ye y colaboradores en 2014, sintetizaron o-aminofosfonatos
(Xla-k y Xlla-q, Figura 5) y evaluaron la actividad antitumoral por el método de
MTT. Utilizaron las lineas celulares: NCI-H460 (cancer de pulmdn), KB (carcinoma
epidérmico oral), MGC-803 (cancer gastrico), HelLa (cancer de cérvix), Hct-116
(cancer de colon), CNE (cancer nasofaringeo), A549 (cancer de pulmén) y HUVEC
(células endoteliales de cordén umbilical), como farmaco control emplearon 5-FU.
En la linea celular Hct-116, los compuestos Xllb y XlIm presentaron mayor
actividad que el control, (Clso= 8-10 uM), Clsgode 5-FU= 10 uM. Para la linea celular
MGC-803, la totalidad de compuestos (X1 y XII) presentaron mejor actividad que
5-FU (Cls0=47 uM), con un rango de Clso= 3-39 uM. Respecto a la evaluacién en las
células NCI-H460, casi la totalidad de los compuestos resultd ser mas activa que el
control (5-FU, Cls0=45 uM). Para la linea celular A549, alrededor de la mitad de los
compuestos (Xli, Xlk, Xlla-Xllh, XlIlj, XIIl, XIIn-XIlp) presentan una Clsg
menor a la del control (5-FU, Clso=34 uM). En la linea celular KB, alrededor de la
mitad de los compuestos (Xlla, XIlb, XI1h, XI11j, XI1I-Xllo, Xllq) presentan una

Clso menor a la del control (5-FU, 1.2 uM). Los compuestos Xla-Xlk, XIHi-XIIm,
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Xllp y Xllq, presentaron menor citotoxicidad (Clso= >50 uM) que el control 5-FU
(Cls0=24 uM) en células HUVEC, (informacién disponible en el material adicional
del articulo). Finalmente, evaluaron la inducciéon de apoptosis (en células NCI-
H460, empleando los compuestos XlIlh, XIljy XlIIn) por el método de tincién de
Hoechst 33258, activacion de caspasa por el método de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real (qQRT-PCR) y ensayos de citometria de flujo; concluyeron
que los a-aminofosfonatos son capaces de inducir apoptosis, activar las caspasas

3,4y 9y detener el ciclo celular en la fase G1.7¢

Rz
O OH o
O\HJ\ /OEt
Socpant
R 0
O
XI R1:H
XII R1=CH3
R:
Xla 4-Br XIf 2-F Xlk  4-CHs Xlle 2-Cl XIlj 2-OCHs Xllo 2-Naftil
Xlb 2-Br Xlg 4-F Xlla 4-Br XIf  3-Cl Xllk 3-OCHs Xllp 3-CHs
Xlc 2-OCHs Xlh 2-Cl Xllb 2-Br Xllg A4-F XIl  4-0CHs Xllg 4-CHs
Xld 4-OCHs Xli Ph Xlle 3-Br Xllh 2-F Xllm Ph
Xle 3-OCHs Xlj 3-CHs Xlld 4-Cl X  3-F Xlln 1-Naftil

Figura 5. Estructura de los compuestos sintetizados por Man-Yi Ye y colaboradores.

Yan Ping y colaboradores en 2013, sintetizaron los a-aminofosfonatos
Vlla-e (Figura 6) y evaluaron la actividad antitumoral y antiviral. La determinacion
de la actividad anticancerigena fue evaluada en la linea celular
PC-3 (cancer de prostata) a 1 y 10 umol/L por 72 h de exposicion. Emplearon el

método de evaluacion de viabilidad celular MTT. Concluyeron que el compuesto
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con di-i-pentilfosfita (V1le) mostré una excelente actividad antitumoral con un
91% de inhibicidn celular a 10 umol/L. No emplearon farmaco control.”*

OR
QI

Ox/_OR H

VIla-e: R=Et, n-Pr, n-Bu, /-Bu, i-amil

Figura 6. Estructura de los compuestos sintetizados por Yan Ping y colaboradores.

Anil Kumar y colaboradores en 2012, sintetizaron o-aminofosfonatos
(Figura 7, Tabla 9) y determinaron la actividad anticancerigena empleando tres
lineas celulares: A549, MCF-7 y NCI-N87 (cdncer de pulmdén, mama y estdmago,
respectivamente). Utilizaron el método de evaluacién de viabilidad celular de WST-
1 [2-(4-Yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio], evaluaron
concentraciones de 1-10 uM; tres compuestos presentaron buena actividad anti
proliferativa contra las tres lineas celulares (1Xc, I’Xe y IXXm). El compuesto 1 Xe
mostré un 58% de inhibicién a 1 uM en la linea celular A549, no emplearon farmaco
control.>®

R
HN o

11
P~0Et

Rovs

N
|

Et

Br

IXa-n

Figura 7. Estructura de los compuestos sintetizados por Anil Kumar y colaboradores.
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Tabla 9. Radicales de los ai-aminofosfonatos sintetizados por Anil Kumar y colaboradores

COMPUESTO ALDEHIDO m

1Xa HQN—Q
IXb Hz"“@’c"ls
1Xc HZN@—<
IXd H2N—©—OCH3
IXe H2N—< \>—Br
CHs
IXF . H2N—©—F
Br
IXh E‘t HZN—@Br
1 Xi HZN—QOH
IXk HQN—Q—CN
IXI H2N—< ?—CI
CF,
H,N
-0
IXn H2N—©—NH2

2.1.3 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Sampath y colaboradores en 2016, sintetizaron a-aminofosfonatos
(Figura 8, Tabla 10) y evaluaron la actividad antibacteriana contra Escherichia coli,
Bacillus subtilis y Streptococcus bovis. Utilizaron el método de difusidon en disco
evaluando concentraciones de 150, 250 y 350 pyg/mL, emplearon estreptomicina
como control y reportaron que cinco compuestos (la, Ic, le, Ify li) poseen potente
actividad antibacteriana. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en un rango de

78-162 pg/mL (datos obtenidos del material adicional del articulo).®®
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Tabla 10. Radicales de los a-aminofosfonatos
sintetizados por Sampath y colaboradores.

] L L
. 0L,

=
N
A
Ib |
N
N
N

o el

My

A
)
o
/

Y

A\

N

H
NO,

Ia-j

‘ Crd

Figura 8. Estructura de los QO N
NO,

A\

N

H

compuestos sintetizados por Sampath
y colaboradores. Ig @

/

Ih )
OO OO

Y

NO,

Maddina y colaboradores en 2014, realizaron la sintesis de
a-aminofosfonatos (Figura 9) y evaluaron la actividad antibacteriana y antifungica.
Utilizaron el método de difusidon en disco (controles: DMSO vy estreptomicina)
evaluaron concentraciones de 25 y 50 pg/mL. Los compuestos derivados de
benzaldehido, p-clorobenzaldehido y p-metoxibenzaldehido (XlIlla, XlIllc, XI1li)
mostraron una potente actividad antibacteriana contra B. subtilis (16 mm de halo
de inhibicion a 25 pg/mL), E. coli (16 mm a 25 ug/mL) y P. aeruginosa (16 mm a

50 pg/mL).>?
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)
R 11_OE
P:O t
OEt
NH
Y
L

R: XIIIa-l

Xllla CsHs Xllle 2-OH-CsHa XIMli  4-OCHs-CeHa
Xlllb 4-OH-CsHa XIHIf 3-OH-CsHa XIHj  3- CH3-CeHa
Xlllc  4-Cl-CsH4 Xlllg 4-NO:2CsHs XlIllk  3,4,5- OCH3CsH>
Xllld  4-F-CeHa XIllh  3-NO2CeHa XIHl  2,4-CICeHs

Figura 9. Estructura de los compuestos sintetizados por Maddina y colaboradores.

Abdel-Megeed 'y colaboradores en 2012, sintetizaron cinco
a-aminofosfonatos, XI1Va-e (Figura 10) y evaluaron la actividad antibacteriana
contra E. coli, B. subtilis y S. aureus en un rango de concentracién de 10-1000
pug/mL. Reportaron que todos los compuestos presentaron alta actividad
antibacteriana a concentraciones bajas (CMI promedio 10 pg/mL), utilizaron

Ciprofloxacino (CMI= 5 pg/mL) como control.>’

XIVa-e
Ar = CgHs, 4-CICgHy4, 4-MeCgHy, 4-HOCgH,, NHCGH;

Figura 10. Estructura de los compuestos sintetizados por Abdel y colaboradores.
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2.1.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Gundluru y colaboradores en 2016, sintetizaron  a-aminofosfonatos
(Figura 11) y evaluaron la actividad antioxidante por el método de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina (DPPH). Una solucién de 85 uM de DPPH fue agregada a un medio
con los diferentes a-aminofosfonatos, después de 30 min de incubacién a
temperatura ambiente, se midié la disminucién de la absorbancia (518 nm). Acido
ascoérbico fue usado como control, reportaron que todos los compuestos muestran

buena actividad antioxidante in vitro.”!

OEt
N\N O\\P/\OE

I1a-l

Figura 11. Estructura de los compuestos sintetizados por Gundluru y colaboradores.

Tabla 11. Radicales de los es de los a-amin aminofosfonatos sintetizados tetizados por Gundluru ‘Gundluruy co colaboradores.

e ch—®— ne \OO n Q—
HsC, 0 N\
N \ |
ma < )— O_@_ 1T OQNQ_

Sampath y colaboradores en 2016, sintetizaron a-aminofosfonatos (Figura 8,
Tabla 9) y evaluaron la actividad antioxidante empleando el método de DPPH vy

acido ascérbico como control, reportaron alta actividad antioxidante.%®
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Subba-Reddy y colaboradores en 2014, sintetizaron o-AP (Figura 12, Tabla
12) y realizaron la determinacién de la actividad antioxidante por el método de
DPPH, usaron a&acido ascorbico como control. Concluyeron que todos los
compuestos presentaron buena actividad antioxidante; sin embargo, el mejor fue

el VIh.3

O\\P/OR1
“OR;

Q
zT

R
VIa-j

Figura 12. Estructura de los compuestos sintetizados por Subba-Reddy y colaboradores.

Tabla 12. Radicales de los ai-aminofosfonatos sintetizados por Subba-Reddy y colaboradores.

Via ©\/\€ Et
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Tabla 12. Radicales de los ai-aminofosfonatos sintetizados por Subba-Reddy y
colaboradores (continuacién).

COMPUESTO
Vlg \N/©/ Me
|
Vih CC Me
OH
Vi ©/ Me
N02
Vlj @( Me
OCH,Ph

Venkata-Ramana y colaboradores en 2012, sintetizaron a-aminofosfonatos
(Figura 13, Tabla 13) y evaluaron la actividad antiviral y antioxidante. La actividad
antioxidante fue determinada por el método de DPPH (solucién 1 mM),
encontraron que los compuestos poseen una buena actividad antioxidante y una
potente actividad antiviral contra Virus del Mosaico de Tabaco (TMV)

(6x10°3 mg/mL).%*

R.
NH OEt
MeO XN ﬁ_ﬁ\OEt
)
—
N~ “Cl
VIlla-j

Figura 13. Estructura de los compuestos sintetizados por Venkata y colaboradores.
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Tabla 13. Radicales de los a-aminofosfonatos sintetizados por Venkata y colaboradores.
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El analisis critico de la literatura presentado en esta seccidon pone de manifiesto la
relevancia de la actividad farmacolégica de los a-aminofosfonatos, en el presente
proyecto, se planted realizar una comparacion entre dos series de estos compuestos, las
cuales difieren en un grupo éster y un grupo amida. Se propuso que los derivados tipo
amida incrementan la actividad presentada por los a-aminofosfonatos tipo éster.
También se realiz6 una comparacion de la actividad de los compuestos contra la

actividad de los controles seleccionados en cada una de las pruebas.
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CAPITULO 3.

En este capitulo se muestran los puntos principales en los cuales se fundamenté la
realizacion del proyecto, se plantea la hipdtesis, los objetivos y la aportacién

cientifica del mismo.

3.1. HIPOTESIS.
Nuevos derivados tipo amida de a-aminofosfonatos, presentan mayor
actividad antiproliferativa en células cancerigenas y antibacteriana in vitro en

comparacion con los a-aminofosfonatos precursores.

3.2. OBJETIVO GENERAL.
Sintetizar y caracterizar nuevos a-aminofosfonatos (tipo éster y tipo

amida) y determinar su actividad antiproliferativa y antibacteriana in vitro.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
3.3.1. Sintetizar nueve a-aminofosfonatos tipo éster (Serie 1).
3.3.2. Sintetizar nueve a-aminofosfonatos tipo amida (Serie 2).
3.3.3. Purificar los dieciocho productos obtenidos.
3.3.4. Caracterizar los productos mediante RMN *H, 13C y 3!P, espectrometria
de masas de alta resolucion.
3.3.5. Determinar la actividad antibacteriana de los a-aminofosfonatos

precursores, y de sus derivados tipo amida.
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3.3.6. Realizar el screening in vitro de todos los productos sintetizados
(inhibicién de la proliferacion celular por el método de Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)).

3.3.7. Determinar la actividad antiproliferativa in vitro, de los
a-aminofosfonatos precursores y de los derivados tipo amida, por el
método de viabilidad celular MTT.

3.3.8. Determinar la citotoxicidad, de los a-aminofosfonatos precursores y de
los derivados tipo amida por el método de viabilidad celular MTT.

3.3.9. Realizar ensayos que aporten informacién con respecto al posible
mecanismo de accién de los 2 compuestos con mayor actividad
antiproliferativa (determinacién de actividad apoptética y produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS)).

3.3.10. Determinar la actividad antioxidante de los a-aminofosfonatos por el

método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina, DPPH.

3.4. APORTACION CIENTIFICA.

La sintesis de nuevos a-aminofosfonatos (tipo éster y tipo amida) y el
estudio de su actividad antiproliferativa y antibacteriana in vitro, permitira
ofrecer informacién cientificamente relevante relacionada con nuevas
alternativas farmacolégicas para el tratamiento del cdncer e infecciones
bacterianas, asi como informaciéon relacionada con la citotoxicidad de los

compuestos evaluados.

37

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

CAPITULO 4.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se presenta la metodologia experimental empleada para la sintesis
organica de los a-aminofosfonatos (tanto para los derivados tipo éster, como para los
derivados tipo amida); la técnica de purificacion utilizada; el proceso de caracterizacion
estructural; la metodologia del cultivo celular desarrollada en las pruebas bioldgicas para
la evaluacién de la citotoxicidad, efecto antiproliferativo y determinacién de apoptosis;
la técnica seguida para la determinacién de la actividad antimicrobiana, determinacion
de la concentracion minima inhibitoria y finalmente los protocolos seguidos durante la
determinacién de la actividad antioxidante y la determinacién de la produccion de

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species).

INFORMACION GENERAL.

La primera parte de la sintesis organica (correspondiente a la sintesis de los
a-aminofosfonatos tipo éster) fue llevada a cabo en el Laboratorio de Quimica Industrial
ubicado en el Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) y en el Laboratorio de
Quimica Organica 4 ubicado en tercer piso del edificio redondo; ambos en la FCQ de la

UANL.
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La segunda parte relacionada con sintesis de los a-aminofosfonatos tipo amida fue
realizada en el laboratorio 2-081, los ensayos correspondientes a la evaluacién de la
actividad antiproliferativa en células cancerigenas y citotoxicidad de todos los
compuestos fueron llevados a cabo en el laboratorio de cultivo celular 2-054; ambos
ubicados en el edificio Katz de la Facultad de Farmacia y Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Alberta, Edmonton Alberta, Canada.

Los ensayos correspondientes a la evaluacién de la actividad antibacteriana y
determinacién de la CMI fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia 3, ubicado
en el segundo piso del edificio redondo de la FCQ de la UANL.

La evaluacion de la actividad antioxidante, determinacidon de estrés oxidativo y
determinaciéon de la produccién de apoptosis, fueron realizados en el laboratorio de
Ingenieria Genética y Gendmica (INGGEN) ubicado en la subdivision de estudios de

posgrado de la FCQ de la UANL.

4.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS.

4.1.1. MATERIALES Y REACTIVOS UTILIZADOS PARA LA SINTESIS DE LOS
a-AMINOFOSFONATOS:
e SIGMA-ALDRICH: 4-Clorobenzaldehido 97%, 4-Hidroxibenzaldehido 98%,
4-Metoxibenzaldehido 98%, Benzaldehido 99%, 4-(Difenilamino)
benzaldehido 97%, 4-(4-Morfolinil) benzaldehido 97%, 1-Metil-1-H-pirazol-4-
carboxaldehido 96%, Isobutiraldehido 98%, 2-etil-butilaldehido >92%, 4-
Aminobenzoato de etilo 98%, Difenilfosfita 98%, (S)-(+)-2-Fenilglicinol 98%,

Etanolamina 299%, Fosfato tribasico de potasio >98%. Solventes grado HPLC:
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Hexano >95%, Acetato de etilo (AcOEt) 99.8%, Metanol (MeOH) >99.9%,
Isopropanol (iPrOH) 299.7%, Dimetilsulféxido (DMSQO) 299.5%
e Macherey-Nagel: Silica Gel 60, 0.040-0.063 mm
e Biotage: Cartuchos (columnas) para purificacion, Biotage SNAP KP-Sil 10g,
25g y 50g.
o Fisher Scientific, Teledyne ISCO Inc: Columna RediSep Rf Gold, High
Performance. HP Silica 40g
e Desarrollo de Especialidades Quimicas (DEQ): Carbonato de potasio,
etanol 97%, isopropanol, acido acético. Disolventes grado industrial,
destilados previo a su uso: hexano, acetato de etilo, metanol.
e Merck: Placas para cromatografia en capa fina (por sus siglas en inglés
TLC, Thin Layer Chromatography) TLC silica gel 60 Fsa Analytical
chromatography.
4.1.2. MATERIALES Y REACTIVOS UTILIZADOS PARA LAS PRUEBAS BIOLOGICAS
DE LOS 0-AMINOFOSFONATOS:
a) Cultivo celular y determinacién de la inhibicion de proliferacion celular y
citotoxicidad de los a-aminofosfonatos:
e GIBCO: Medio de cultivo celular RPMI (con L-glutamina), medio de
cultivo celular DMEM/F12 GIBCO Dulbecco’s modified Eagle
Medium Nutrient Mixture F12 Ham ([+]L-Glutamina, [+] 15 mM
HEPES (acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il] etanosulfénico)).

Mezcla de antibidticos PenStrep: 5000 unidades/mL de penicilina,
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5000 pg/mL de estreptomicina. Solucién de Tripsina-EDTA (1X)
0.25% (acido etilendiaminotetraacético, EDTA)

e Kit Lonza: Insulina (recombinante humana), hidrocortisona,
extracto bovino de pituitaria, sulfato de gentamicina, anfotericina
B, factor de crecimiento epidérmico (recombinante humano).

e Lineas celulares: MDA-MB-231 ATCC® HTB-26™ (cancer de mama,
triple negativo), MCF-7 ATCC® HTB-22™ (cdncer de mama,
receptor hormonal positivo), MCF-10A ATCC® CRL-10317™ (tejido
mamario no tumoral), Vero (células epiteliales de rifidn de mono).

e SIGMA-ALDRICH: Suero Fetal Bovino (SFB) F-1051. Buffer Salino de
Fosfatos Dulbecco (DPBS por sus siglas en inglés, Dulbecco’s
Phosphate Buffered Salin) D8537, modificado sin cloruro de calcio
ni cloruro de magnesio. MTT, Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio. Dimetilsulfoxido (DMSQO) 299.5%

e MCE MedChem Express: Fotemustine 95.87%

e Thermo Scientific: Frascos de cultivo T75 cm? Biolite 130190.
Placas de 96 pozos estériles, fondo plano con tapa. Puntas para
micropipeta de 1-10 pL, 20-200 pL y 100-1000pL.

e Corning: Reservorios (poliestireno estéril) 50 mL, tubos cénicos
15 mLy 50 mL

e VWR: Hematocitémetro

e Eppendorf: microtubos 1.5 mL, 2 mL
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e Micropipetas 1-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 L, pipeta multicanal

30-300 pL.

b) Evaluacion de la actividad antioxidante, determinacién de
produccién de especies reactivas de oxigeno y actividad apoptética:

e SIGMA-ALDRICH: Dimetilsulféoxido (DMSQO) >99.5%, Diacetato de
2’,7’-Diclorofluoresceina (DCFDA) 297%, Xantina Oxidasa, Acido
citrico 299.5%, 2,2-Difenil-1-picryl-hidrazina (DPPH).

e Thermo Scientific: Kit para determinacidn de actividad apoptética,
Molecular Probes, EnzChek Caspase-3 Assay Kit #2.

e Desarrollo de Especialidades Quimicas (DEQ): Metanol grado ACS.

e Micropipetas y puntas 1-10 pL, 20-200 pL, 100-1000 L, pipeta

multicanal 30-300 pL.

¢) Evaluacioén de la actividad antimicrobiana y determinacion de CMI:

e Cepas bacterianas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus, proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia, ubicado en el segundo piso del edificio redondo de
la FCQ, UANL.

e SIGMA-ALDRICH: Dimetilsulfoxido (DMSO) 299.5%,

e PISA: Solucion salina 0.9%

e Senosiain, Altia: Ciproflox, Ciprofloxacino 200mg/100mlL.
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e Corning Costar: Placas de 96 pozos fondo redondo, no tratadas,
estériles.

e Eppendorf: Micropipetas y puntas 20-200 uL, 100-1000 pL

e Otros: mechero bunsen, asas bacterianas, tubos pyrex con rosca
13x100mm, estandar 0.5 McFarland (Cloruro de Bario, BaCl,; Acido

Sulfurico, H2504), caldo nutritivo.

4.1.3. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA SINTESIS ORGANICA Y ELUCIDACION
ESTRUCTURAL DE LOS a.-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER:
e Equipo de Microondas para sintesis Monowave 300, Anton-Paar; equipo
de cromatografia flash ISOLERA ONE, Biotage; equipo de RMN H
(60 MHz), Anazasi; ubicados en el laboratorio de Quimica Organica 4 del
edificio redondo de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.
e Equipo de RMN (400 MHz)*H, *3Cy 3'P, Varian; ubicado en el laboratorio
de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la UANL.
e Espectrémetro de Masas de alta resolucién, Agilent technologies 1260
infinity, ubicado en el laboratorio de Espectrometria de Masas en el
departamento de Quimica y Bioquimica de la Universidad Brigham Young,

Provo Utah.

4.1.4. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA SINTESIS ORGANICA Y ELUCIDACION

ESTRUCTURAL DE LOS at-AMINOFOSFONATOS TIPO AMIDA:
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e Equipo de Microondas MW Irradiator, Biotage; equipo de cromatografia
flash CombiFlash Rf, Teledyne ISCO; Equipo de RMN H (60 MHz), nanalysis
ubicados en el laboratorio 2-081 del edificio Katz, Facultad de Farmacia y
Ciencias Farmacéuticas de la Universidad de Alberta.

e Equipo de RMN (600 MHz) *H, 13Cy 3P, Bruker Ascend 600; ubicado en el
laboratorio 2-032 del edificio Katz, Facultad de Farmacia y Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad de Alberta.

e Espectrémetro de Masas de alta resolucidn, Agilent technologies 1260
infinity, ubicado en el laboratorio de Espectrometria de Masas en el
departamento de Quimica y Bioquimica de la Universidad Brigham Young,

Provo Utah.

4.1.5. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA Y CITOTOXICA DE LOS o.-AMINOFOSFONATOS:
e Incubadora para cultivo celular VWR, CO, Symphony 5.3 A; Microscopio
invertido OLYMPUS, Culture Microscope CK40; ubicados en el laboratorio
2-057 del edificio Katz, Facultad de Farmacia y Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad de Alberta.
e Lector de microplacas Biotek, synergy H1 Hybrid Multi Mode Reader;
ubicados en el laboratorio 2-043 del edificio Katz, Facultad de Farmacia y

Ciencias Farmacéuticas de la Universidad de Alberta.
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4.1.6. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LOS a.-AMINOFOSFONATOS:
e Incubadora para cultivo bacteriano, General Purpuse Incubator Sheldon
Manufactoring, Inc. Ubicada en el laboratorio de Microbiologia, en el

segundo piso del edificio redondo de la FCQ, UANL.

4.1.7. EQUIPOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE, DETERMINACION DE PRODUCCION DE ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO Y ACTIVIDAD APOPTOTICA DE LOS
a-AMINOFOSFONATOS

La totalidad de los equipos enlistados a continuacién se encuentran ubicados en el

laboratorio de INGGEN de la Subdivisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UANL.

e Incubadora para cultivo celular Thermo Scientific MIDI 40 CO; Incubator.
e Lector de microplacas Biotek Instruments EIx800 UV Absorbance
Microplate Reader.

e Fluorémetro Thermo Scientific, Fluoroskan Ascent.

4.2 SINTESIS DE LOS a.-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER

La sintesis organica de la serie de a-aminofosfonatos tipo éster, se llevd a cabo

mediante la reaccidn one-pot de Kabachnick Fields, utilizando irradiacién por microondas
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como fuente de activaciéon, empleando el equipo Monowave 300, Anton-Paar

(Figura 14).
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Figura 14. Equipo de Microondas Monowave 300, Anton-Paar.

En un tubo G10 con agitador magnético, se agregaron: 4-aminobenzoato de etilo,
2 (1.0 Eq), aldehido, 1a-j (1.5 Eq) y difenilfosfita 3 (1.5 Eq), las condiciones de reaccidn
fueron: temperatura de 80°C y tiempo de 20 min (Esquema 2, Tabla 14). Los parametros
del equipo de MW (temperatura y tiempo) se ajustaron en cada experimento para
favorecer la reaccién e incrementar el rendimiento de los productos deseados. Los
aldehidos 1a-j varian en el grupo R y corresponden al mismo orden descrito para los

productos 4 — 12.
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Esquema 2. Sintesis de los a-aminofosfonatos tipo éster.

Tabla 14. Radicales de los ai-aminofosfonatos tipo éster, compuestos 4-12.

4 C|/©}LL 7 ©}H 10 \N\/j/z“

5 . Q/E 8 CEBQ/E 11 ﬁ}‘

i d ’ mO)\ * %

4.3 SINTESIS DE LOS a-AMINOFOSFONATOS TIPO AMIDA

La sintesis de los derivados tipo amida, se llevd a cabo por irradiacion por

microondas empleando el equipo de Microondas MW Irradiator, Biotage (Figura 15).
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Biotage

Facultad de Ciencias Quimicas.

Figura 15. Equipo de Microondas MW Irradiator, Biotage.

Inicialmente se sintetizd la materia prima tipo amida 14 ((S)-4-amino-N-(2-hidroxi-

1-feniletil)benzamida), en un vial de reaccién de 0.5-2 mL, con agitador magnético, se

agregaron: 4-Aminobenzoato de etilo 2 (1 Eq), (5)-(+)-2-Fenilglicinol 13 (1 Eq) y K3PO4

(0.3 Eq) en isopropanol, a una temperatura de 70°C por 24h (Esquema 3).

O MW
70°C, 24 h

iPrOH

HoN K3PO,

H,oN
OH

Iz

OH
HoN

14

Esquema 3. Sintesis de (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida
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Posteriormente, se realizd la sintesis de los derivados de a- aminofosfonatos tipo
amida siguiendo el método de reaccién de one pot de Kabachnik Fields. En un vial de
reaccion de 0.5-2 mL, con agitador magnético, se agregaron: la materia prima tipo amida
14 (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamidaa (1 Eq), aldehido 1a-i (1 Eq) vy
difenilfosfita 3 (3 Eq) en etanol a 80°C por 20 min (Esquema 4). Los parametros del equipo
de MW (temperatura y tiempo) se ajustaron en cada experimento para favorecer la

reaccion e incrementar el rendimiento.

o)
MW
0 0 Q 80°C, 20 min N OH
Jo oH * P T - H
R H ” PhO H OPh EtOH HN
OPh
H,N R™PL .
PhO
1a-i 14 3 15-23

Esquema 4. Sintesis de los derivados de a-aminofosfonatos tipo amida.

Tabla 15. Radicales de los a-aminofosfonatos tipo éster, compuestos 15-23.

s N e e
cl N=

16 - Q}‘ 19 QN@ 22 j}k
17 o d 20 u @A 23 %
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4.4 PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS

Se evaluaron diferentes sistemas de disolventes mediante cromatografia en capa

fina (TLC) y se eligio el que presentd una eficiente separacion del producto de interés.

Inicialmente, los primeros a-aminofosfonatos tipo éster, se purificaron en columna
cromatografica con gel de silice y el sistema de disolventes que presentd la mejor
separacion del compuesto de interés. Posteriormente, las purificaciones restantes,
fueron realizadas utilizando el equipo de purificacion de cromatografia flash ISOLERA
ONE, Biotage (Figura 16). Las purificaciones de la amida 14 (empleada como materia
prima) y algunas purificaciones de los a-aminofosfonatos tipo amida, fueron realizadas
empleando el equipo de purificacion de cromatografia flash CombiFlash Rf, Teledyne
ISCO (Figura 17). Ambos equipos fueron programados partiendo del sistema de
disolventes elegido para la TLC y extrapolandolo al gradiente en el software del equipo.
En el equipo CombiFlash Rf, se corrieron dos sistemas para contar con dos valores de Rf
y esa informacidn se utilizé para que el equipo optimizara automaticamente el gradiente
con la finalidad de obtener la mejor separacién del compuesto de interés; algunas veces
fue necesario editar el método cromatografico mientras la purificacidn se encontraba en

proceso.
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./“'

Figura 16. Equipo de cromatografia flash ISOLERA ONE, Biotage.
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Figura 17. Equipo de cromatografia flash CombiFlash Rf, Teledyne ISCO.

4.5 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS PRODUCTOS SINTETIZADOS Y

PURIFICADOS.

La caracterizacién inicial, se llevdo a cabo mediante un analisis preliminar por
Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN H) de 60 MHz, utilizando el equipo de

RMN H (60 MHz), Anazasi (Figura 18), para los a-aminofosfonatos tipo éster y el equipo

——t
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de RMN *H (60 MHz), nanalysis (Figura 19) para la amida empleada como materia prima

y los a-aminofosfonatos tipo amida.

Figura 18. Equipo de RMN *H (60 MHz), Anazasi.

Figura 19. Equipo de RMN H (60 MHz), nanalysis.
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Posteriormente, los productos fueron caracterizados en un equipo de RMN de mayor

frecuencia (400 MHz o 600 MHz) analizando *H, 13C y 3'P (Figura 20).

Figura 20. Equipo de RMN (600 MHz), Bruker Ascend 600

Asimismo, se realizd un analisis de Espectrometria de Masas de alta resolucion (Figura
21), utilizando como método de ionizacion electrospray, ESI, por sus siglas en inglés

Electrospray lonization.
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Figura 21. Equipo de Espectrometria de Masas, Agilent technologies 1260 infinity.

Finalmente, se realizd el cotejo de los resultados arrojados en todos los analisis
anteriormente mencionados, buscando la relacion de estos con los resultados

esperados.

4.6 ESTRATEGIA GENERAL DE LA EVALUACION DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

Finalizada la parte de sintesis, purificacion y caracterizacidn, se propuso la

siguiente estrategia para la evaluacion bioldgica de los a-aminofosfonatos.

a) Realizacion de la evaluacion preliminar (screening) de las dos series de

compuestos para determinar su actividad antiproliferativa, analizando
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b)

d)

e)

f)

g)

Unicamente 4 concentraciones de estos en las dos lineas celulares
cancerigenas.

Seleccion de los 4 compuestos mds activos, para la realizaciéon de la
determinacion de la actividad antiproliferativa en lineas celulares
cancerigenas y obtencidn de la Clso, analizando 6 concentraciones de los a-
aminofosfonatos que mostraron actividad antiproliferativa en el screening.
Determinacién de la citotoxicidad de los 4 compuestos mas activos,
empleando la linea celular no tumoral de tejido mamario.

Seleccidon de los 2 compuestos que presentaron una Clsp mas baja, para la
determinacién de actividad apoptdtica y determinacidn de produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS).

Realizacion de la evaluacidn preliminar (screening) de las dos series de
compuestos para determinar su actividad antibacteriana, analizando
Unicamente una concentracion en las tres cepas bacterianas.

Seleccion de los 4 compuestos mas activos, para la determinacién de la
actividad antibacteriana y obtencién de la CMI, empleando el método de
microdilucion en placa, analizando 6 concentraciones de los
a-aminofosfonatos que mostraron actividad en el screening.
Adicionalmente, determinacién de la actividad antioxidante de |a totalidad

de los compuestos sintetizados.

Una vez planteada la estrategia general, se describe a continuacion la

metodologia utilizada para la realizacion de los objetivos propuestos.
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4.7 SCREENING DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS (ACTIVIDAD

ANTIPROLIFERATIVA EN LINEAS CELULARES CANCERIGENAS)

Se llevd a cabo una evaluacién preliminar (screening) de la actividad

antiproliferativa de todos los compuestos sintetizados.

Se emplearon lineas celulares de cdncer de mama, MDA-MB-231 (triple negativo)
y MCEF-7 (receptor hormonal positivo) para realizar la evaluacién de la inhibicién de
proliferacién celular. El screening se realizé por triplicado y en tres dias diferentes. Todo
el proceso relacionado con las pruebas bioldgicas se realizd en un ambiente de

esterilidad y de acuerdo a la siguiente metodologia:

a)  Propagacion celular.

El proceso de propagacion celular inicidé con la tripsinizacidn de un cultivo
celular que alcanzoé al menos un 80% de confluencia. La tripsinizacidn consistié en
la adicion de 500 pL de tripsina 0.25% a la caja de cultivo T75 con la linea celular
confluente, se incubd 5 min a 37°C (para despegar la monocapa celular), y
posteriormente 2 mL de medio de cultivo fueron adicionados para inactivar la
enzima. Una vez que las células se desprendieron de la caja de cultivo, se tomaron
alicuotas de la suspension para sembrar en mas cajas de cultivo, a todos ellos se
agregd medio de cultivo cuanto baste para (cbp) 4 mL. Se incubd a 37°C, 5% CO, y
humedad. Las cajas de cultivo fueron revisadas continuamente para asegurar la
viabilidad celular y el cambio de medio de cultivo fue llevado a cabo cada 2 dias

hasta la obtencion de un cultivo confluente.
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b) Preparacion de la placa de 96 pozos.

A un cultivo celular confluente destinado para la evaluacién de la actividad
de los compuestos, se le adicionaron 500 uL de tripsina 0.25%, se incubé 5 min a
37°C; posteriormente, se inactivo la enzima con 2 mL de medio de cultivo, se tomé
la suspensidn celular y se colocd en un tubo cdnico de 15 mL. El frasco de cultivo
se lavd con 2 mL de PBS, se retiré y se adicioné al tubo cénico. Se llevd a
centrifugacién (1250 rpm, 5 min a 25°C), se retird el sobrenadante y la pastilla
celular fue resuspendida en medio de cultivo para continuar con el conteo celular
en hematocitdmetro o camara de Neubauer. Se realizaron los calculos para
obtener la concentracion celular/mL, y una vez conocida la cantidad celular
disponible, se calculé la cantidad de células/pozo en 100 plL/pozo para cada linea
celular (8 000 cel/pozo para MDA-MB-231 y 10 000 cel/pozo para MCF-7 y
MCF-10A). Se deposité la suspension con la concentracion deseada en cada pozo

de la placa y se incubd por 24 h a 37°C, 5% CO2y 95% de humedad.

c) Preparacion de los compuestos a evaluar

Se prepard una solucion stock de 10 mg/mL; para ello, se pesaron 5 mg de
cada compuesto y se disolvieron en 500 puL de DMSO. Las concentraciones finales
a evaluar fueron 0.1, 1.0, 10.0 y 100.0 pg/mL, para que las concentraciones finales
fueran las anteriormente mencionadas se concentraron las soluciones 1:6

debido a lo siguiente:
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Solucién 600 ug/mL
600 pg — 1000 pL (concentracion)

X - 20 pL (volumen de la soluciéon del compuesto a evaluar)

x=12 pg/20 pL
Debido a que las células en cada pozo se encuentran en 100 pL de medio
de cultivo:

12 ug — 120 pL (volumen en el pozo*)

X - 1000 pL (para calcular la concentracién/mL)

x= 100 pg/mL concentracion final
*100 ulL de la suspension celular + 20 uL de la concentracion a evaluar
en cada pozo

Por lo anterior, para evaluar la concentracién final de 0.1, 1.0, 10.0 y

100.0 pg/mL, se prepararon las soluciones: 0.6, 6.0, 60.0 y 600.0 pg/mL.

Para preparar las diferentes concentraciones de cada compuesto a evaluar,

primero se prepararon los siguientes substocks (partiendo del stock de 10 mg/mL):

GV =G,
Substock de 1000 ug/mL:
Mg
(100055 (1 mL)

V. = = 0.1mL
1= 710000 pg/mL m

100 pL del stock 10 mg/mL + 900 pL de medio de cultivo
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Substock de 600 ug/mL:

(600 £9) (1 mL)

v, = = 0.06 mL
1 = 10000 ng/mL m

60 pL del stock 10 mg/mL + 940 puL de medio de cultivo

Substock de 60 ug/mlL:

(60£9) (1 mL)
v, = =0.1mL
1 600 ug/mlL m

100 pL del substock 600 mg/mL + 900 pL de medio de cultivo

Substock de 6 ug/mL:

(65 1y )(1 mlL)

=——=———=0.1mL
1= 60 ug/mL m

100 pL del substock 60 mg/mL + 900 uL de medio de cultivo

Substock de 0.6 ug/mL:

0.6 “9)(1 mlL)
V. = = 0.1mL
! 6 ug/mL "

100 pL del substock 6 mg/mL + 900 pL de medio de cultivo
Nota importante: la concentracion maxima de DMSO en contacto con las células
fue del 1% debido a lo siguiente:
%DMS0:
Para la preparacion del substock de 600 pug/mL se tomaron 60 pL del stock
de 10 mg/mL (100% DMSO) a los cuales se les adicionaron 940 uL de medio de
cultivo, por lo que la concentracion de DMSO en esa solucidon corresponde

al 6%.
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_ (100%)(60 pL)

= 0,
2 1000 pL 6%

De la solucién anterior (600 pg/mL) se tomaron 20 uL y éstos se agregaron a
la suspension celular cuyo volumen fue de 100 uL/pozo; por lo tanto, el volumen
final fue de 120 plL y la concentracion final del DMSO corresponde a 1%. Dicho
porcentaje no presenta citotoxicidad; sin embargo, el control de DMSO fue

evaluado en todos los ensayos.

_ (6%)(20uL) _
27 120 uL = 1%

d) Exposicion a los compuestos

En el inciso a), se describié la metodologia para preparar la placa de 96 pozos
con una cantidad determinada de células/pozo, al final de la preparacion de la
placa, se requiere incubacién de la misma. Una vez transcurridas las 24 h de
incubacidn, se observd la formacion de monocapa y se continud con la exposicién
a los compuestos. Se adicionaron 20 pL de cada concentracion a evaluar (0.6, 6.0,
60.0 y 600 pg/mL) de los diferentes compuestos y el control (fotemustine),
distribuidos en la placa de 96 pozos como se describe en la (Figura 22),

posteriormente, se incubd por 24 h a 37°C, 5% CO, y ambiente de humedad.
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1* triplicate; 2" triplicate; 3" triplicate; 4™ triplicate;

highest dose lowest dose
1 2 3 4 5 6 7 38 n 1 on
Reference drug A0 100 w00 w1011 11 0010
Novel compound 1 B0 10 1t 1 1 01 01 01 001 001 001
Novelcompound2 ¢ 10 10 10 1 1 1 01 01 01 000 001 01
Novelcompound3 D 10 10 10 1 1 1 01 01 01 000 001 01
Novel compound 4 E 10 10 1 1 1 1 0 01 o 000 001 001
F NOT USED
G NOT USED
Control row H CC € C € € € € CC € o M

CM - control of
the media,
without addition
of the cells

CC — control of untreated cells,
growing in the media

Figura 22. Placa de 96 pozos, distribucidn establecida por el software Cheburator’” para
determinacién de la actividad antiproliferativa de los a.-aminofosfonatos en el
screening inicial

El software Cheburator fue utilizado para el andlisis de los resultados
obtenidos en el screening, una vez que se tuvieron los datos de lecturas de

absorbancia del MTT, el cual se describe a continuacion.

e) Evaluacidn de la actividad antiproliferativa y citotoxica por el método MTT

El método de evaluacién de viabilidad celular de MTT, se fundamenta en la
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio a sales de
formazan por las deshidrogenasas mitocondriales; es decir, a mayor nimero de
células viables, mayor actividad metabdlica y mayor cantidad de MTT reducido, por

lo tanto, mayor generacién de color.”®
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Una vez transcurrido el tiempo en que las células estuvieron en contacto con
los compuestos y el control, se remplazé el medio de cultivo por 120 uL de medio
de cultivo nuevo, se agregaron 30 pL de una solucion de MTT (3 mg/mL disuelto en
PBS estéril) y se incubd 3 h a 37°C, 5% CO, y ambiente de humedad. Después de
ese tiempo de incubacién, se retird el medio de cultivo de cada pozo con una pipeta
Pasteur y empleando vacio, se dejo secar en la campana por 2 h y posteriormente
se observaron los cristales morados de formazan que fueron disueltos en 100 pL
de DMSO. Finalmente se midié la absorbancia a A 570 nm utilizando el lector de

microplacas y el software Gen5.

4.8 DETERMINACION DE LA INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR IN VITRO DE

LOS a.-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER Y TIPO AMIDA.

Una vez que se obtuvieron los resultados del screening, se realizé una seleccién de
los 4 compuestos mas activos en cada linea celular y se siguidé la misma metodologia
descrita para el screening (procedimiento establecido en el punto 4.7); sin embargo, en
este ensayo se evaluaron 6 concentraciones, rango de concentracion: 0.098, 0.391,
1.562, 6.250, 25.000, 100.000 pg/mL. Los compuestos seleccionados fueron adicionados
de acuerdo a la distribucién mostrada en la Figura 23. Para la determinacién de la Clsg se

utilizé el software PRISM.
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Concentracion
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Figura 23. Placa de 96 pozos, distribucién de compuestos elegidos para la determinacién
de la actividad antiproliferativa in vitro.

49 DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD IN VITRO, DE LOS

0-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER Y TIPO AMIDA.

Los a-aminofosfonatos que fueron mas activos, fueron seleccionados para la
evaluacion de la citotoxicidad en células de tejido mamario no tumoral; sin embargo,
también se incluyeron compuestos con una Clsp media, dado que se considerd que si
éstos tenian una Clsp relativamente baja en células cancerigenas y baja o nula
citotoxicidad, serian compuestos prometedores para ser considerados en futuras
evaluaciones. La adicion de los compuestos se realizd de acuerdo a la distribucion

mostrada en la Figura 23.
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4.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE TODOS LOS

COMPUESTOS

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana, se partié de cultivos puros
proporcionados por el laboratorio de Microbiologia de la FCQ de la UANL. El indculo
bacteriano empleado para la evaluacién de la actividad de los a-aminofosfonatos fue
preparado mediante la seleccién de colonias aisladas de un cultivo puro con 24 h de
crecimiento. Todo el procedimiento descrito a continuaciéon fue realizado en ambiente

de esterilidad proporcionado por el uso de un mechero Bunsen.

a) Preparacion de soluciones

Se preparé una solucion stock de 2 mg/mL; para ello, se pesaron 2 mg de
cada compuesto y se disolvieron en 1000 puL de DMSO. La solucion de trabajo
empleada para la evaluacién de la actividad bacteriana se preparé a una
concentracion de 200 pug/mL para que la concentracion final correspondiera a 100

pg/mL. La solucion de trabajo (200 pg/mL) se prepard de acuerdo a lo siguiente:

GV =G,
Substock de 200 ug/mL:
kg
B (200 mL)(l mlL)

_ = 0.1mL
1= 72000 pug/mL m

100 pL del stock 2 mg/mL + 900 pL de caldo nutritivo
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b) Preparacion del indculo bacteriano

Con el asa bacteriana se tomaron de 3 a 5 colonias aisladas y éstas fueron
transferidas a un tubo con 10 mL de solucidn salina. Se compard la turbidez del
inéculo con el estandar 0.5 de McFarland (preparacion del estandar de McFarland
en ANEXOS 7.1) y se adicionaron mdas UFC, hasta alcanzar el mismo nivel de

turbidez que el estandar de referencia (5X10* UFC/0.1 mL por pozo).

c) Preparacion de la placa de 96 pozos

100 pL del substock de 200 pg/mL de cada compuesto a evaluar, fueron
agregados a la placa de 96 pozos de fondo redondo, de acuerdo a lo descrito en la
Figura 24. Posteriormente 100 pL del inéculo bacteriano fueron agregados a cada
pozo de la placa de 96 pozos. Se incubaron las placas a 37°C por 24 h, se reviso la
turbidez del control positivo, en donde un botdn >2mm presente indicé un
adecuado crecimiento bacteriano. Se revisaron resultados del efecto de los
compuestos adicionados en cada pozo. El screening fue realizado por triplicado en
tres dias diferentes. Se eligieron los a-aminofosfonatos mas activos y se realizé la

determinacion de la CMI.
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Figura 24. Placa de 96 pozos, distribucidn de compuestos para la realizacion del
screening bacteriano.

NOTA IMPORTANTE: la concentracidn maxima de DMSO en contacto con las
bacterias fue del 5% debido a lo siguiente:
%DMSO:

Para la preparacion del substock de 200 pg/mL se tomaron 100 puL del
stock de 2 mg/mL (100% DMSO) a los cuales se les adicionaron 900 pL de caldo
de cultivo, por lo que la concentracién de DMSO en esa solucidén corresponde
al 10%

_ (100%)(100 pL)

= 109
z 1000 pL &

De la soluciéon anterior (200 pg/mL) se tomaron 100 pL y a éstos se les
agregaron 100 pL del inéculo bacteriano; por lo tanto, el volumen final fue de

200 pL y la concentracién final del DMSO corresponde al 5%. Dicho porcentaje

[ o)
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no presenta citotoxicidad; sin embargo, el control de DMSO fue evaluado en

todos los ensayos.

_ (10%)(100 pL)
27200 L

=5%

4.10.1. DETERMINACION DE LA CMI

Para la determinacidn de la concentracién minima inhibitoria, se empled la
metodologia de microdilucién en placa,”® para ello se seleccionaron los 5
compuestos mas activos y a diferencia del screening, en esta ocasién se realizaron
diluciones seriadas, las concentraciones a evaluar fueron: 100.000, 50.000,
25.000, 12.500, 6.250, 3.125 pg/mL. Se emplearon las mismas cepas bacterianas

utilizadas en el screening: E. coli, P. aeruginosa y S. aureus.

a) Preparacion de soluciones

Para la determinacion de la CMI, se partié del mismo stock mencionado
en el punto 4.10 a), el cual tuvo una concentracion de 2000 pg/mL; sin
embargo, para la preparacién de las soluciones seriadas, se prepard un

substock de 400 pg/mL:

GV =GV,
Substock de 400 ug/mL:
Hg
B (400 mL) (2ml)

- = 0.4mlL
1= 72000 pg/mL m

400 pL del stock 2 mg/mL + 1600 pL de caldo nutritivo
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b) Preparacion del inéculo bacteriano

La preparacion del inéculo bacteriano se realizé siguiendo la

misma metodologia de trabajo descrita en el punto 4.10 b).

c) Preparacion de la placa de 96 pozos

La preparacion de la placa de 96 pozos inicié con la adicidén de
100 pL de caldo nutritivo a los pozos elegidos para la evaluacién de los
compuestos (A-1: F12), posteriormente en la primer fila de la placa, se
adicionaron 100 pL del substock de 400 pg/mL, se mezclaron y se
tomaron 100 uL de esa solucién (cuya concentracién corresponde a 200
ug/mL) y se agregaron al pozo siguiente, se mezclaron y se tomaron
100 pL de esa solucion (cuya concentracion corresponde a 100 pg/mL) y
se agregaron al pozo siguiente y asi sucesivamente hasta tener 6
concentraciones, lo cual corresponde al método de diluciones seriadas

(Figura 25).
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Concentracién
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Figura 25. Placa de 96 pozos, distribucién de compuestos elegidos para la
determinacidn de la CMI.

Una vez concluido el paso anterior, se adicionaron 100 plL del
indculo bacteriano; de esta manera, los compuestos que se encontraban
a las concentraciones 200.00, 100.00, 50.00, 25.00, 12.50 y 6.25 pg/mL
se diluyeron y las concentraciones finales a evaluar correspondieron a

100.000, 50.000, 25.000, 12.500, 6.250y 3.125 pg/mL.

Se evaluaron los siguientes controles: a) 5% DMSO,
correspondiente al control del porcentaje maximo de DMSO adicionado
(5%), para descartar que la inhibicion del crecimiento bacteriano se
debiera al solvente y no a la actividad antibacteriana de los compuestos;

b) CONTROL +, consistio en la adicion del microorganismo y caldo
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nutritivo, lo cual correspondié al 100% de crecimiento bacteriano; c)
BCO. MEDIO, control correspondiente a los pozos adicionados
Unicamente con medio de cultivo (caldo nutritivo), para descartar una
contaminacién en la placa de 96 pozos, d) Ciprofloxacino, corresponde
al farmaco control al cual también se le realizaron las diluciones seriadas

para determinar la CMI.

Una vez que se llenaron las placas, se incubaron a 37°C por 24 h,
se revisO la turbidez del control positivo en donde un botédn >2mm
presente indicé un adecuado crecimiento bacteriano. Se revisaron
resultados del efecto de los compuestos adicionados en cada pozo. Los
ensayos de determinacion de la CMI fueron realizados por triplicado en

tres dias diferentes.

4.11 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacion de la actividad antioxidante se realizdo empleando el método de
DPPH,% en el cual se utilizé acido ascérbico como control. Inicialmente, se prepard un
stock de DPPH a 10 000 pg/mL y posteriormente substocks de 1000, 100 y 60 pg/mL.
Para la preparacién de las soluciones anteriormente mencionadas, se realizaron los

siguientes calculos:

Stock DPPH 10 000 pg/mL

Se pesaron 10 mg de DPPH vy se disolvié en 1 mL de metanol

( 1
{1 )
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Substock 1000 ug/mL:

~ (1000 £dy (5 mL)

V, = = 0.5mL
1= 710000 pg/mL m

500 pL del stock 10 mg/mL + 4.5 mL de metanol

Substock 100 yug/mlL:

(100 B9y mL)

Vv, = = 1.1 mL
L= 771000 pg/mL m

1.1 mL del substock 1000 pg/mL + 9.9 mL de metanol

Substock 60 pug/mL:

Hg.
_ (60 ) (11 mL)
1™ 1000 pug/mL

= 660 L

660 pL del substock 1000 pg/mL + 10.34 mL de metanol

Se evaluaron todos los a-aminofosfonatos sintetizados, se prepararon diluciones

seriadas, como se describe en el punto 4.10.1 c), pero empleando metanol como

diluyente en lugar del caldo nutritivo. Las concentraciones finales evaluadas fueron:

100.000, 50.000, 25.000, 12.500 y 6.250 pg/mL. Posterior a la adicién y dilucion de los

compuestos, se agregaron 100 pL de la solucién de DPPH a evaluar (60 pg/mL). Como

control, se utilizé acido ascorbico en las siguientes concentraciones: 200, 100, 80, 60, 40,

20 y 10 pg/mL (en cada pozo 100 pL de la solucion de acido ascérbico + 100 pL de la
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solucion de DPPH). La distribucion de los compuestos y controles en la placa de 96 se

describe en la Figura 26.

Concentracion
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Figura 26. Placa de 96 pozos, distribucién de compuestos elegidos para la
determinacidn de la actividad antioxidante.

Posteriormente se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,
finalmente, se realizd la lectura de absorbancia, empleando el lector de microplacas a

una A de 550 nm.

——t
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4.12 REALIZACION DE ENSAYOS QUE APORTEN INFORMACION RESPECTO AL POSIBLE

MECANISMO DE ACCION DE LOS COMPUESTOS MAS ACTIVOS.

4.12.1. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ESTRES OXIDATIVO

Se seleccionaron los compuestos que presentaron actividad
antiproliferativa en lineas celulares cancerigenas, para determinar si el
mecanismo de accién por el cual provocaron muerte celular se debia a la
produccién de ROS; para ello, se siguié la metodologia descrita a continuacion,
empleando el diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFDA) para la deteccion de

especies reactivas de oxigeno.®!

Se empled un cultivo confluente de la linea celular MCF-7, (metodologia
de cultivo celular descrita en la seccidn 4.7 a) a d)); se llevé a cabo la preparacion
de las placas de 96 pozos de la misma manera como se describié anteriormente;
sin embargo, para esta determinacién, las células fueron expuestas a las
concentraciones: 100.000, 50.000, 25.000, 12.500, 6.250 y
3.125 pg/mL de cada compuesto activo. Como control positivo (+) se empled una
solucién de Xantina Oxidasa (XO) (0.06 U/mL). La distribucion de los compuestos

en la placa de 96 pozos se realizé como se describe en la Figura 27.

Posteriormente 100 pL de la solucién de DCFDA (50 pg/mL), fueron
agregados a los todos pozos con compuestos o controles a evaluar, se incubd a

37°C, 5% CO, y 95% de humedad; finalmente, se realizaron lecturas a 0.5, 1.0, 2.0,
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3.0,4.0,5.0,6.0,12.0 y 24.0 h empleando el fluorémetro a una A de excitacion

de 585 nm y A de emisién de 530 nm.
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Figura 27. Placa de 96 pozos, distribucién de compuestos elegidos para la
determinacion del estrés oxidativo.

4.12.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APOPTOTICA

Para la determinacidn de la actividad apoptdtica, se siguid el protocolo
establecido en el inserto del kit EnzChek® Caspase-3 Assay kit #2 de Molecular

Probes.

La linea celular MCF-7 fue utilizada para la determinacién de apoptosis, la
propagacion celular fue realizada de acuerdo al punto 4.7 a), una vez que se
alcanzd el 80% de confluencia, las células fueron tripsinizadas empleando el

método descrito para determinacion de actividad antiproliferativa (4.7 b)).
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Una placa de 6 pozos fue preparada sembrando 1 000 000 cel/pozo en
2 mL de medio de cultivo/pozo. La placa de 6 pozos fue incubada 24 h a 37°C, 5%
de CO; y 95% de humedad; posteriormente, el Clso de cada compuesto y control
positivo de apoptosis fue adicionado (36 uM) y la placa se volvid a incubar en las

condiciones anteriores, distribucién de compuestos en Figura 28.

Figura 28. Placa de 6 pozos, distribucién de compuestos elegidos para la determinacidn
de la actividad apoptética.

Podofilotoxina (36 uM) fue empleada como control positivo (inductor de
apoptosis), como control negativo se emplearon células sin tratamiento y para el

blanco se empled medio de cultivo.

Después de 24 h de incubacion con los compuestos a evaluar, las células
fueron colectadas y lavadas con PBS; para ello, se retiré el medio de cultivo que
contenian las cajas de cultivo celular, se tripsinizaron con 200 uL de tripsina y se
incubaron por 5 min a 37°C, transcurrido el tiempo, se agregd 1 mL de medio de
cultivo para inactivar la enzima, se tomo la suspensién celular y se colocé en un

tubo coénico. Posteriormente, se centrifugd a 5000 rpm por 5 min, se tomo la

76

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

pastilla celular, se lavd con 2 mL de PBS se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones, se retird el sobrenadante y la pastilla celular obtenida fue empleada
para seguir el protocolo establecido en el inserto el kit, el cual se describe a

continuacion.

Las soluciones fueron preparadas como se establece en el inserto del kit:

a) Solucion stock 5 mM del sustrato Z-DEVD-R110. Una vez que los viales
del sustrato y de DMSO estuvieron a temperatura ambiente, el sustrato
fue disuelto en 264 uL de DMSO.

b) Solucion stock 1 M de Ditiotreitol (DTT). 650 uL de H,0O desionizada y
ultrapurificada fueron agregados al vial de DTT.

c) Buffer de lisis 1X. 50 uL de buffer de lisis 20X fueron agregados a

950 pL de H,0 desionizada y ultrapurificada.

Una vez preparadas las soluciones de trabajo, se continué con el protocolo
de determinacion de apoptosis. Cada pastilla celular colectada (obtenida de las
células expuestas a: Control positivo, Control negativo, a-AP 8 y 17) fue
resuspendida en 50 plL del buffer de lisis 1X; posteriormente, se incubd en un

bafio de hielo por 30 min.

Mientras las células se encontraban en el proceso de lisis, se prepararon las

siguientes soluciones:
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d) Solucion 2X de buffer de reaccion. Se mezclaron 400 pL de buffer de
reacciéon 5X + 10 pL de DTT 1 M + 590 plL de H,O desionizada vy
ultrapurificada.

e) Solucion de trabajo 2x del sustrato. Se mezclaron 10 uL de la solucidn
5 mM del sustrato (preparada en a)) con 990 uL del buffer de reaccién

2X (preparado en d)).

Una vez concluidos los 30 min de incubacién en hielo, el lisado celular fue
centrifugado a 5000 rpm por 5 min; posteriormente, se tomaron 50 uL del
sobrenadante de cada muestra, y se adicionaron a un microtubo para su posterior

analisis.

Con la finalidad de homogenizar las muestras empleadas en la deteccidn de
caspasa-3, se realizd la determinacidn de proteinas en cada lisado celular
siguiendo el método de Bradford®>®3 y se realiz6 el ajuste de concentracién para
que en todas las muestras se tuvieran 80 ug/mL de proteinas totales en 50 pL de

volumen total, se utilizo buffer de lisis 1X para realizar el ajuste de concentracién.

Una vez que la cantidad de proteina fue estandarizada, 50 uL de cada
muestra fueron agregados a una placa oscura de 96 pozos, como blanco se
emplearon 50 plL de buffer de lisis 1X; posteriormente se agregaron 50 uL de
solucidn de trabajo 2X de sustrato a cada muestra y controles, se cubrié la placa
y se incubd a temperatura ambiente por 30 min. Finalmente, se realizo la lectura

de fluorescencia (excitacion/emisién 496-520 nm).
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4.13 FORMA DE MANEJO Y DISPOSICION DE LOS RESIDUOS GENERADOS.
Las reacciones que se llevaron a cabo no son consideradas de alto riesgo para la
salud, por lo que para su realizacidn se utilizd el equipo basico de proteccidn personal

de laboratorio (bata, lentes, guantes y mascarilla al manipular silica gel).

Para descartar los residuos generados, se siguid el programa de disposicidon de
residuos implementado por la FCQ de la UANL, utilizando los siguientes
contenedores:

- A:soluciones de sales inorganicas, acidos y bases neutralizados.

- B:sodlidos inorganicos.

- C: compuestos y disolventes organicos no halogenados.

- D: compuestos y disolventes organicos halogenados.

- E: muy toéxico, cancerigeno organico.

- G: solidos organicos.

- Vidrio impregnado de sustancias quimicas.

- Plastico impregnado con sustancias quimicas.

- Basura industrial.

- Residuos bioldgicos: el desecho de estos residuos se llevd a cabo
mediante el estandar de clasificacién de los RPBI (Residuos Peligrosos
Bioldgico Infecciosos) empleando:

i. Contenedor rojo: Residuos punzocortantes bioldgico-infeccioso

ii. Contenedor amarillo: Residuos patoldgicos (érganos, tejidos,
células bioldgico-infecciosas).
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CAPITULO 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describen los resultados obtenidos tanto en el area de sintesis,
purificacién y caracterizacidon de los a-aminofosfonatos, como también de las pruebas

bioldgicas realizados a los mismos.

A. SINTESIS ORGANICA.

5.1. SERIE 1. a-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER.

5.1.1. a-AMINOFOSFONATO 4 (ESTER DE p-CLOROBENZALDEHIDO)

En la Figura 31 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 4

5.1.1.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 4
4-(((4-clorofenil)(difenoxifosforil)metillamino)  benzoato de etilo.
4-Clorobenzaldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo (0.59 g,
1 eq) y difenilfosfita (1.25 g, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL). La
mezcla de reaccidn se expuso a irradiacion por microondas a 80°C por

20 min, el progreso de la reaccion fue monitoreado por TLC.
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El crudo de reaccion fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema de disolventes: hexano - acetato de etilo (7:3) presento
la mejor separacion del compuesto de interés. Se identificd la mancha del
producto, se juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro
con el mismo factor de retencidn (Ry), Rr=0.49 (7:3 hexano - acetato de etilo),
se concentraron las fracciones al eliminar el solvente por rotaevaporacion y
se obtuvo un sélido de color blanco con un punto de fusién (PF) de 116-

118°C.

El a-aminofosfonato 4 posee una masa molecular de 521.93 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 1524.60 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 82% de rendimiento quimico.

5.1.1.2. CARACTERIZACION DEL o.-AMINOFOSFONATO 4
A continuacion, se muestran los valores de las senales observadas en los

espectros de Resonancia Magnética Nuclear *H, 3C, y 3'P.
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" RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El analisis de *H RMN fue realizado y se obtuvo el espectro con
varias sefiales a diferentes desplazamientos quimicos (6, ppm), una
vez analizados todos los pardmetros de utilidad, se llevd a cabo la

asignacion de las sefales con los protones presentes en la molécula.

El espectro obtenido después del analisis de RMN H (400 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 29.

A un desplazamiento quimico de 1.26 ppm (a) se observa una
sefial triple (t, J= 7.0 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los
protones del metilo (CHs) de la parte del éster.

En 4.21 ppm (b) se encuentra un cuarteto (c, J= 7.0 Hz) que
integra para 2 H, los protones del metileno (CH3) de la parte del éster.

Posteriormente, a 5.88 ppm (c) se puede observar un doble de
doble (dd, J= 25.4, 10.2 Hz) que integra para 1 H y corresponde al
protéon que estd unido al Carbono a (enlazado al Nitrégeno y al
Fosforo), el cual es una de las sefiales caracteristicas que identifican a
esta familia de a-aminofosfonatos.

En 6.95 ppm (d) se observa una sefial doble (d, J= 8.7 Hz) que
integra para 2 H, seial caracteristica que corresponde a los protones

meta del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la Figura 30 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual se muestran con mayor claridad las sefiales de los protones

restantes.
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A un desplazamiento quimico de 7.00 — 7.38 ppm (e) se
encuentran las sefiales multiplete que integran para 10 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita. En
7.49 ppm (f) se observa una sefial doble (d, J= 8.3 Hz) que integra para
2 H, los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo, como
se puede observar, se tiene los dos dobles caracteristicos de un fenilo
disustituido.

Posteriormente, en 7.67 ppm (g) se encuentra una sefial doble
de doble (dd, J=10.3, 5.3 Hz) que integra para 1 H, el protdn enlazado
al N en el grupo amino. Finalmente, a 7.68-7.79 ppm (h) se observa
un multiplete que integra para 4 H y corresponden a los protones del
p-cloro fenilo.

En la Figura 31 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.

()
@, L
(h) 0™ (g
H.
(9 H
H (c)
H P\\/oo
cl H c|) (e)
H (9)
(e)

Figura 31. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 4.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (101 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 32:
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A un desplazamiento quimico de 14.8 y 60.2 ppm, se observan
las sefales correspondientes a los C alifaticos del éster (CHsy CH»
respectivamente). Entre estas dos sefales, se encuentra una sefial
doble en 53.6 ppm con una constante de acoplamiento caracteristica
para este tipo de compuestos (d, J = 156.3 Hz), ésta indica la presencia
del enlace C-P y es evidencia de que la reaccion de acoplamiento se

llevo a cabo.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.2,118.7,120.7,120.9, 125.8, 128.9,

130.3,130.9, 131.1, 133.3, 134.7, 150.2, 150.4 y 151.5 ppm.

Finalmente, en 166.1 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 33, en el cual se observa una sefial
doble (debido al acoplamiento del P con el H del C a) a un

desplazamiento quimico de 15.24 ppm (d, /=25.1 Hz).
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Figura 33. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 4.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

CasH26CINOsP [M + H]* =522.1159, encontrado 522.1094.

5.1.2. a-AMINOFOSFONATO 5 (ESTER DE p-HIDROXIBENZALDEHIDO)

En la Figura 36 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 5

5.1.2.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 5

4-(((difenoxifosforil)(4-hidroxifenil)metil)Jamino)benzoato  de etilo.
4-Hidroxibenzaldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo
(0.68 g, 1 eq) y difenilfosfita (1.44 g, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL).
La mezcla de reaccién se expuso a irradiacidon por microondas a 90°C por 30

min, el progreso de la reacciéon fue monitoreado por TLC.
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El crudo de reaccion fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema de disolventes hexano: acetato de etilo (1:1) presento la
mejor separacion del compuesto 5. Se identificd la mancha del producto, se
juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro con el mismo
Rf= 0.52 (1:1 hexano-acetato de etilo), se concentraron las fracciones al
eliminar el solvente mediante la rotaevaporacion y finalmente se obtuvo un

sélido de color naranja con un PF de 154-156°C.

El a-aminofosfonato 5 posee una masa molecular de 503.48 g/mol y
después de realizar su purificacién, se obtuvieron 1492.70 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 72% de rendimiento quimico.

5.1.2.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 5

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 'H (400 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 34.

A un desplazamiento quimico de 1.26 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, J = 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los
protones del metilo del éster. En 4.21 ppm (b) se encuentra un
cuarteto (c,J=7.0 Hz), que integra para 2 H, los protones del metileno

del éster.
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En la Figura 35 se presenta una ampliacion del espectro, en la
cual se muestran con mayor claridad las sefiales de los protones

restantes.
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Figura 35. Ampliacién del espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 5.
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En 5.64 ppm (c) se observa una sefal doble de doble (dd, J =
24.1, 10.0 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén enlazado
al Carbono a. A un desplazamiento quimico de 6.80 ppm (d) aparece
una sefial doble (d, / = 8.8 Hz), que integra para 2 H, sefial
caracteristica que corresponde a los protones meta del fenilo del 4-

aminobenzoato de etilo.

Posteriormente en 6.85 — 7.60 ppm (e) se observan las sefiales
multiplete que integran para 14 H y corresponden a protones
aromaticos de la difenilfosfita y del p-OH fenilo. En 7.56 ppm (f) se
encuentra un doblete (d, J = 4.6 Hz) que integra para 1 H, el protén
unido al Nitrégeno. En 7.71 ppm (g) aparece una sefal doble (d, J =
9.0 Hz), que integra para 2 H, sefial caracteristica que corresponde a

los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.

Finalmente, en 9.57 ppm (h) se observa una sefial singulete, que
integra para 1 H, y corresponde al OH del p-OH fenilo. En la Figura 36
se indican en letras minusculas y entre paréntesis los protones
descritos anteriormente, para aclarar la asignacién otorgada a cada

sefal.
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Figura 36. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 5.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de 13C RMN (101 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 37.

A un desplazamiento quimico de 14.8 y 60.2 ppm, se observan
las sefales correspondientes a los C alifaticos del éster (CHsy CH»
respectivamente). Entre estas dos sefiales, se encuentra la sefial que
indica la presencia del enlace C-P, la cual corresponde al doblete
ubicado en 53.8 ppm (d, J = 157.6 Hz) con una constante de
acoplamiento caracteristica que evidencia que la reaccién de
Kabachnik-Fields se llevo a cabo.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.1, 115.6, 118.3,120.8, 121.0, 125.3,
125.6, 125.7, 130.2, 130.3, 130.4, 131.1, 150.4, 150.5, 151.8 y

157.8 ppm.
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Finalmente, en 166.2 ppm se observa la sefal caracteristica

para el C del carbonilo del éster.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 38, en el cual se observa una seial

doble a 16.30 ppm (d, J = 24.0 Hz).
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Figura 38. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 5.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

CasH27NO6P [M + H]* 504.1498, encontrado 504.1485.

5.1.3. a-AMINOFOSFONATO 6 (ESTER DE p-METOXIBENZALDEHIDO)

En la Figura 41 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 6

5.1.3.1. SINTESIS DEL o-AMINOFOSFONATO 6
4-(((difenoxifosforil)(4-metoxifenil)metil)lamino) benzoato de etilo.
4-Metoxibenzaldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo (0.61 g, 1 eq)

y difenilfosfita (1.29 g, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL). La mezcla
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de reaccién se expuso a irradiacién por microondas a 60°C por 20 min, el

progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

Para la purificacidon del compuesto 6, el crudo de reaccidén fue filtrado y
lavado con etanol. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido con las
materias primas, obteniendo una mancha diferente a éstas ultimas. El
producto obtenido posee un Rf=0.31 (hexano: acetato de etilo 7:3), el sélido

de color blanco posee un PF de 147-149°C.

El a-aminofosfonato 6 posee una masa molecular de 517.51 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 1658.40 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 87% de rendimiento quimico.

5.1.3.2. CARACTERIZACION DEL a:-AMINOFOSFONATO 6

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 'H (400 MHz,

DMSO-de) se muestra en la Figura 39.

A un desplazamiento quimico de 1.26 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, J = 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los
protones del metilo del éster. En 3.74 ppm (b) se encuentra una sefial
singulete que integra para 3 H, los protones del metoxilo del
p-metoxi fenilo. En 4.21 ppm (c) se observa un cuarteto (c, J = 7.0 Hz),

gue integra para 2 H, los protones del metileno del éster.
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En 5.72 ppm (d) se observa una seiial doble de doble (dd, J =
24.4,10.1 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén enlazado

al Carbono a del a-aminofosfonato.
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Figura 39. Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 6.
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A un desplazamiento quimico de 6.91 ppm (e) aparece una
sefial doble (d, J = 8.1 Hz), que integra para 2 H, sefial caracteristica
gue corresponde a los protones meta del fenilo del 4-aminobenzoato
de etilo. En 6.97 ppm (f) aparece una seial doble (d, J = 8.5 Hz), que

integra para 2 Hy corresponde a los protones orto del p-metoxi fenilo.

Posteriormente en 6.99 — 7.39 ppm (g) se observan las seiales
multiplete que integran para 10 H y corresponden a protones

aromaticos de la difenilfosfita.

A un desplazamiento quimico de 7.59 ppm (h) aparece una
sefial doble de doble (dd, J = 10.2, 4.9 Hz) que integra para 1 H, el
protén el amino. En 7.65 ppm (i) aparece una sefial doble (d, J = 8.6

Hz), que integra para 2 H, los protones meta del p-metoxifenilo.

Finalmente, en 7.71 ppm (j) se observa una sefial doble (d, J =
8.6 Hz), que integra para 2 H, sefial caracteristica que corresponde a

los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la Figura 40 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 40. Ampliacion del espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 6.
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En la Figura 41 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.
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Figura 41. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 6.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (101 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 42.

A un desplazamiento quimico de 14.8 ppm, se observa la seial
correspondiente al C alifatico del metilo del éster. En 53.70 ppm, se
encuentra un doblete (d, J = 157.2 Hz) que indica la presencia del
enlace C-P, la constante de acoplamiento es caracteristica y evidencia

gue la reaccion de Kabachnik-Fields se llevé a cabo.
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A 55.6 ppm, se observa la seial del C del metoxilo. En 60.2 ppm

se encuentra la sefial correspondiente al C del metileno del éster.
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Figura 42. Espectro de RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 6.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.1,114.3,118.4,120.8,121.0, 125.7,
127.2, 130.2, 130.3, 131.1, 150.3, 150.5, 151.7 y 159.6 ppm.
Finalmente, en 166.2 ppm se observa la sefial caracteristica para el C

del carbonilo del éster.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!P.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 43, en el cual se observa una sefial

doble a 16.08 ppm (d, J = 24.2 Hz).
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Figura 43. Espectro de RMN 3P (162 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 6.

" ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION

En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

Ca9H29NO6P [M + H]* 518.1654, encontrado 518.1636.
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5.1.4. a-AMINOFOSFONATO 7 (ESTER DE BENZALDEHIDO)

En la Figura 46 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 7

5.1.4.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 7

4-(((difenoxifosforil)(fenil) metil)Jamino) benzoato de etilo. Benzaldehido
(0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo (0.78 g, 1 eq) y difenilfosfita (1.66 g,
1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL). La mezcla de reaccién se expuso a
irradiacion por microondas a 80°C por 20 min, el progreso de la reaccion fue

monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 7, el crudo de reaccidn fue filtrado y
lavado con etanol. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido con las
materias primas, obteniendo una mancha diferente a éstas ultimas. El
producto obtenido posee un Rs=0.42 (hexano: acetato de etilo 7:3), el sélido

de color blanco posee un PF de 142-143°C.

El a-aminofosfonato 7 posee una masa molecular de 395.39 g/mol y
después de realizar su purificacidn, se obtuvieron 1712.60 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 92% de rendimiento quimico.

5.1.4.2. CARACTERIZACION DEL o.-AMINOFOSFONATO 7
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (400 MHz,

CDCls3) se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 7.
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A un desplazamiento quimico de 1.32 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, / = 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los
protones del metilo del éster.

En 4.29 ppm (b) se observa un cuarteto (c, J = 7.1 Hz), que
integra para 2 H, los protones del metileno del éster.

En 5.20 ppm (c) se observa una sefal doble de doble (dd, J =
24.7, 5.2 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén enlazado
al Carbono a del a-aminofosfonato.

A un desplazamiento quimico de 5.70 ppm (d) aparece un
singulete ancho, que integra para 1 H, el protén unido al N del amino.

En 6.60 ppm (e) se observa una sefial doble (d, J = 8.8 Hz), que
integra para 2 H, y corresponde a sefial caracteristica de los protones
meta del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.

Posteriormente en 6.71 — 7.64 ppm (f) aparecen los multiplete
gue integran para 15 H y corresponde a los protones aromaticos del
fenilo y de la difenilfosfita.

Finalmente, en 7.80 ppm (g) se observa una sefal doble (d, J = 8.7
Hz), que integra para 2 H, sefial caracteristica que corresponde a los

protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la se Figura 45 presenta una ampliacidn del espectro, en la cual

las sefiales se muestran con mayor claridad.
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En la Figura 46 se indican en letras minusculas y entre paréntesis
los protones descritos anteriormente, para aclarar la asignacion

otorgada a cada seiial.
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Figura 46. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 7.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3C (101 MHz,

CDCls3) se muestra en la Figura 47.

A un desplazamiento quimico de 14.4 y 60.3 ppm, se observan
las sefales correspondientes a los C alifaticos del éster (CHsy CH>
respectivamente). Entre estas dos sefiales, se encuentra la sefial que
indica la presencia del enlace C-P, la cual corresponde al doblete
ubicado en 55.4 ppm (d, J = 154.5 Hz) con una constante de
acoplamiento caracteristica que evidencia que la reaccién de

Kabachnik-Fields se llevd a cabo.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.8,120.2,120.4, 120.6, 125.4, 125.6,
128.2, 128.6, 128.9, 129.7, 129.8, 131.4, 134.2, 149.8, 150.1 y 150.2
ppm. Finalmente, en 166.6 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3'P (162 MHz,
CDCl3) se muestra en la Figura 48, en el cual se observa una sefial

doble a 14.58 (d, J = 24.3 Hz).
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Figura 48. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 7.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

CasH27NOsP [M + H]* 488.1549, encontrado 488.1553.

5.1.5. a-AMINOFOSFONATO 8 (ESTER DE 4-(DIFENILAMINO) BENZALDEHIDO)

En la Figura 51 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 8.
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5.1.5.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 8
4-(((difenoxifosforil)(4-(difenilamino)fenil)metil) amino)benzoato  de
etilo. 4-(Difenil-amino)benzaldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo
(0.30 g, 1 eq) y difenilfosfita (0.64 g, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL).
La mezcla de reaccién se expuso a irradiacidon por microondas a 80°C por 20

min, el progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

El crudo de reaccidon fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema de disolventes hexano: acetato de etilo (7:3) presenté la
mejor separacion del compuesto 8. Se identificd la mancha del producto, se
juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro con el mismo
R; =0.50 (7:3 hexano-acetato de etilo), se concentraron las fracciones al
eliminar el solvente mediante la rotaevaporacién y finalmente se obtuvo un
solido de color café con un PF de 144-146°C.

El a-aminofosfonato 8 posee una masa molecular de 654.69 g/mol y
después de realizar su purificacién, se obtuvieron 699.70 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 58% de rendimiento quimico.

5.1.5.2. CARACTERIZACION DEL a-AMINOFOSFONATO 8

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (400 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 49.
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A un desplazamiento quimico de 1.27 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, J = 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los

protones del metilo del éster. En 4.21 ppm (b) se observa un cuarteto
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(c, J = 7.1 Hz), que integra para 2 H, los protones del metileno del

éster.

En 5.74 ppm (c) se observa una sefal doble de doble (dd, J =
24.4,10.1 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén enlazado

al Carbono a del a-aminofosfonato.

En 6.86 ppm (d) se observa una sefial doble (d, J = 8.2 Hz), que
integra para 2 H, y corresponde a seiial caracteristica de los protones

meta del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.

Posteriormente en 6.92 —7.65 ppm (e) aparecen los multipletes
gue integran para 24 H y corresponde a los protones aromaticos del
trifenilamino y de la difenilfosfita. En la Figura 50 se presenta una
ampliacién del espectro, en la cual las sefales se muestran con mayor

claridad.

En 7.65 ppm (f) se encuentra una sefial doble (d, J = 4.6 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al protén del amino. Finalmente, en
7.71 ppm (g) se observa una senal doble (d, J = 8.8 Hz), que integra
para 2 Hy corresponde a la sefial caracteristica de los protones orto

del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la Figura 51 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.
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Figura 51. Asignacidn a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 8.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del anélisis de RMN 3C (101 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 52.

A un desplazamiento quimico de 14.8 y 60.2 ppm, se observan
las sefiales correspondientes a los C alifaticos del éster (CHs y CH»
respectivamente). Entre estas dos senales, se encuentra la sefial que
indica la presencia del enlace C-P, la cual corresponde al doblete
ubicado en 53.8 ppm (d, J = 156.0 Hz) con una constante de
acoplamiento caracteristica que evidencia que la reaccién de

Kabachnik-Fields se llevé a cabo.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.0,118.4,120.6,121.0, 123.6, 124.4,
125.8, 129.2, 130.0, 130.2, 130.3, 131.2, 147.5, 147.7, 150.4, 150.5 y

151.7 ppm.
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Figura 52. Espectro de RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 8.
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Finalmente, en 166.2 ppm se observa la sefal caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 31p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 53, en el cual se observa una seial

doble 15.92 (d, J = 24.5 Hz).

16.00
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Figura 53. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 8.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

Ca0H34N20sP [M - H]* 653.2205, encontrado 653.2128.

5.1.6. a-AMINOFOSFONATO 9 (ESTER DE 4-(4-MORFOLINIL) BENZALDEHIDO)

En la Figura 56 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 9.

5.1.6.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 9
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4-(((difenoxifosforil)(4-morfolinofenil)metil)Jamino) benzoato de etilo.
4-(4-Morfolinil)benzaldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo
(0.43 g, 1 eq) y difenilfosfita (0.92, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol
(3 mL). La mezcla de reaccién se expuso a irradiacién por microondas a 60°C

por 30 min, el progreso de la reaccidon fue monitoreado por TLC.

El crudo de reaccidon fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema de disolventes hexano: acetato de etilo (7:3) presentd la
mejor separacion del compuesto 9. Se identificd la mancha del producto, se
juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro con el mismo
Rf = 0.59 (hexano: acetato de etilo (4:6), se concentraron las fracciones al
eliminar el solvente mediante la rotaevaporacidn y finalmente se obtuvo un

solido de color café oscuro con un PF de 98-100°C.

El a-aminofosfonato 9 posee una masa molecular de 572.59 g/mol y
después de realizar su purificacién, se obtuvieron 885.7 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 59% de rendimiento quimico.

5.1.6.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 9
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 54.

117

—
| —



Sep08-2016.31.fid
Erika: Proton on morf
CPP_Proton.A CDCI3

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

A un desplazamiento quimico de 1.34 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, / = 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los

protones del metilo del éster.
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Figura 54. Espectro de RMN H (600 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 9.
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En 3.14 ppm (b) se observa un doble de doble (dd, J = 6.1,
3.1 Hz), que integra para 4 H, los protones alifaticos de los dos
metilenos enlazados al N del morfolinil. En 3.85 ppm (c) se observa
una sefial triplete (t, J = 4.8 Hz), que integra para 4 H, los protones

alifaticos de los dos metilenos enlazados al O del morfolinil.

En 4.29 ppm (d) se observa un cuarteto (c, J = 7.1 Hz), que
integra para 2 H, los protones del metileno del éster. En 5.14 ppm
(e) se observa una sefial doble (d, J = 24.2 Hz) que integraparalHy

corresponde al protdn enlazado al Carbono a del a-aminofosfonato.

A un desplazamiento quimico de 6.65 ppm (f) aparece un doble
(d, J = 8.8 Hz), que integra para 2 H, y corresponde a sefial
caracteristica de los protones meta del fenilo del 4-aminobenzoato

de etilo.

En 6.83 — 6.90 ppm (g) se observa una senal multiplete que
integra para 4 H, y corresponde a sefal de los protones aromaticos

del fenilo enlazado con el morfolinil.

Posteriormente en 7.03 — 7.48 ppm (f) aparecen los multipletes
gue integran para 10 Hy corresponde a los protones aromaticos de

la difenilfosfita.
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En la Figura 55 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 55. Ampliacién del espectro de RMN H (600 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 9.
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Finalmente, en 7.83 ppm (g) se observa una sefal doble
(d, J = 8.8 Hz), que integra para 2 H, sefial caracteristica que
corresponde a los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de

etilo.

En la Figura 56 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacién otorgada a cada sefial.
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(f)H H O /((i
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~0
R‘\N H é (h)
0 H (9 \©
H (h)

")

Figura 56. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 9.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 57.

A un desplazamiento quimico de 14.3 ppm, se observa la sefial

correspondiente al C del metilo del éster. En 47.2 y 49.0 ppm, se
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observan las sefal de los C alifaticos del morfolinil, que estan

enlazados al N.
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En 54.6 ppm se encuentra la sefial doblete (d, J = 156.4 Hz) que
indica la presencia del enlace C-P, con una constante de acoplamiento
caracteristica que evidencia que la reaccién de Kabachnik-Fields se

llevd a cabo.

En 60.4 ppm, se observa la sefial correspondiente al C del
metileno del éster. En 66.7 ppm, se observa la seiial de los C alifaticos

del morfolinil, que estan enlazados al O.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.8, 115.8, 120.1, 120.3, 120.6, 125.4,

125.5,129.0, 129.6, 129.8, 131.4, 149.9, 150.0 y 150.1 ppm.

Finalmente, en 166.8 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 31p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
CDCl3) se muestra en la Figura 58, en el cual se observa una sefial

doble a 14.96 ppm (d, J = 23.9 Hz).
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Figura 58. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 9.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C32H34N206P [M + H]* 573.2076, encontrado 573.1992.

5.1.7. a-AMINOFOSFONATO 10 (ESTER DE 1-METIL-1-H-PIRAZOL-4-

CARBOXALDEHIDO)

En la Figura 61 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 10.

5.1.7.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 10
4-(((difenoxifosforil)(1-metil-1H-pirazol-4-il)metil)Jamino)benzoato de
etilo. 1-Metil-1H-pirazol-4-carboxaldehido (0.20 g, 1 eq), 4-aminobenzoato
de etilo (0.30 g, 1 eq) y difenilfosfita (0.64 g, 1.5 eq) fueron disueltos en
etanol (3 mL). La mezcla de reaccidn se expuso a irradiacién por microondas

a 60°C por 30 min, el progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.
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El crudo de reaccidon fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; se empled un gradiente de hexano: acetato de etilo (1:1 a 1:9) ya
gue este presentd la mejor separacion del compuesto 10. Se identificé la
mancha del producto, se juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el
compuesto puro con el mismo Ry=0.45 (hexano: acetato de etilo 3:7), se
concentraron las fracciones al eliminar el solvente mediante Ila
rotaevaporacion y finalmente se obtuvo un sélido de color amarillo pélido

con un PF de 122-124°C.

El a-aminofosfonato 10 posee una masa molecular de 491.48 g/mol y
después de realizar su purificacién, se obtuvieron 887.6 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 97% de rendimiento quimico.

5.1.7.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 10
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
El espectro obtenido después del analisis de RMN *H (400 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 59.

A un desplazamiento quimico de 1.35 ppm (a) aparece una
sefal triplete (t, /= 7.1 Hz) que integra para 3 H y corresponde a los

protones del metilo del éster.

En 3.74 ppm (b) se observa una seial singulete que integra para

3 Hy corresponde al metilo enlazado al N del pirazol.
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A 4.31 ppm (c) se encuentra un cuarteto (c, J = 7.1 Hz), que
integra para 2 H, los protones del metileno del éster. A un
desplazamiento quimico de 5.25 ppm (d) aparece una sefial doble
(d, J = 22.1 Hz), que integra para 1 H y corresponde al protén

enlazado al Carbono a del a-aminofosfonato.

En 6.66 ppm (e) aparece un doble (d, J = 8.8 Hz), que integra
para 2 H, y corresponde a sefial caracteristica de los protones meta
del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo. En 6.95 — 7.32 ppm (f) se
observa una sefial multiplete que integra para 10 H, y corresponde

a sefial de los protones aromaticos de la difenilfosfita.

Posteriormente en 7.49 ppm (g) aparecen una sefial singulete
que integran para 1 Hy corresponde al protdn aromatico del pirazol
enlazado al C contiguo al N-metilo. En 7.60 ppm (h) aparecen otra
sefal singulete que integran para 1 H y corresponde al protén
aromatico del pirazol enlazado al C que a su vez estd enlazado por

un doble enlace al N (C=N).

En la Figura 60 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.

127

—
| —



16023-28-EHF-142/1

16026-28, EHF-142
CDCL3, 1H-RMN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON.

s —
LTS —

S99~
199

869
00,

+0°'L
€T°L \
vi'L \
9T°L
8T°L k
€L~
STLF
9¢'L
8¢'L
6C°L
6b’'L —

09—

¥8 L~
(8L

Facultad de Ciencias Quimicas.

o
F s
-
s
(o]
— N
B }00'1 "
s
- .
o 8
1 o)
Lo 2
C
o
Fw qg
L~ o)
” S
© C
L £
Lo ?
0 (=]
- -
Fg %
- =
Lo o
(@]
~ a
Fo (@)
N
-3 T
« =
LS Py
g
e
k@'g —
s T
L2 -
O 4
P
Fooz [ s
L 2
© (]
Fo °
o
a P -
Lo g
o
L2 o
}00'17 N @
- 2
L S
}u'z ~ ©
F \g
Pu'v - S
™ i
< =
LY £
Foor 2 <
=]
© o
Foor R ©
S
~N
r~ .20
[T
@
S
Fooz [,
F N
o
Fo
~—~
o

Finalmente, en 7.85 ppm (i) se observa una sefial doble (d, J =
8.7 Hz), que integra para 2 H, sefal caracteristica que corresponde

a los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la Figura 61 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacioén otorgada a cada sefial.

U
(e)H (c)
] 07 (g)
@, N
H H(d)
() HiC-N| ] TP,

Figura 61. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 10.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *3C.

El espectro obtenido después del analisis de RMN 3C (101

MHz, CDCl3) se muestra en la Figura 62.

A un desplazamiento quimico de 14.4 ppm, se observa la seial
correspondiente al C del metilo del éster. En 39.1 ppm se observa la
sefial del C del N-metilo del pirazol. En 47.0 ppm se encuentra la sefial
doblete (d, J = 163.0 Hz) que indica la presencia del enlace C-P, con
una constante de acoplamiento caracteristica que evidencia que la
reaccion de Kabachnik-Fields se llevé a cabo. En 60.4 ppm, se observa

la sefal correspondiente al C del metileno del éster.
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Figura 62. Espectro de RMN 3C (101 MHz, CDCl;) del a-aminofosfonato 10.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.7,114.9, 120.4, 120.5, 120.6, 125.5,

129.5,129.8, 129.9, 131.5, 138.7, 149.7, 150.1 y 150.2 ppm.
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Finalmente, en 166.6 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!P.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
CDCl3) se muestra en la Figura 63, en el cual se observa una sefial

doble a 14.46 ppm (d, J = 21.9 Hz).
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Figura 63. Espectro de RMN 3P (243 MHz, CDCl;) del a-aminofosfonato 10.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

Co6H27N30sP [M + H]* 492.1610, encontrado 492.1612.

5.1.8. a-AMINOFOSFONATO 11 (ESTER DE ISOBUTIRALDEHIDO)

En la Figura 66 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 11.

5.1.8.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 11

——t
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4-((1-(difenoxifosforil)-2-metilpropil)amino)benzoato de etilo.
Isobutiraldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo (1.14 g, 1 eq) y
difenilfosfita (2.44, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL). La mezcla de
reaccidon se expuso a irradiacién por microondas a 60°C por 40 min, el

progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

El crudo de reaccidon fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacion fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema hexano: acetato de etilo (7:3) presenté la mejor
separacion del compuesto 11. Se identificé la mancha del producto, se
juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro con el mismo
Rf =0.39 (hexano: acetato de etilo (7:3), se concentraron las fracciones al
eliminar el solvente mediante la rotaevaporacidn y finalmente se obtuvo un
sélido de color blanco con un PF de 103-105°C.

El a-aminofosfonato 11 posee una masa molecular de 453.47 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 2319.50 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 74% de rendimiento quimico.

5.1.8.2. CARACTERIZACION DEL a.-AMINOFOSFONATO 11
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H.
El espectro obtenido después del analisis de RMN *H (400 MHz,

CDCls3) se muestra en la Figura 64.
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A un desplazamiento quimico de 1.16 ppm (a) aparece una

sefial doble de doble (dd, J = 12.5, 6.8 Hz) que integra para 6 Hy
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corresponde a los protones de los metilos del isopropilo. En 1.37 ppm
(b) aparece una sefial triplete (t, J = 7.1 Hz) que integra para 3 Hy
corresponde a los protones del metilo del éster.

En 2.44 - 2.56 ppm (c) se observa una sefial multiplete que
integra para 1 H y corresponde al CH del isopropilo contiguo al C a.
En 4.13 ppm (d) se encuentra una sefal doble de doble de doble
(ddd, J =19.0, 10.7, 4.2 Hz), que integra para 1 H y corresponde al

protén enlazado al Carbono a del a-aminofosfonato.

En 4.33 ppm (e) aparece un cuarteto (c, J = 7.1 Hz), que integra
para 2 H, los protones del metileno del éster. A un desplazamiento
quimico de 4.64 ppm (f) aparece una sefial doble de doble (dd, J=
3.5, 10.7 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén enlazado
al N. En 6.65 ppm (g) aparece un doble (d, J = 8.7 Hz), que integra
para 2 H, y corresponde a senal caracteristica de los protones meta
del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo. En 6.84 — 7.38 ppm (h) se
observa una sefial multiplete que integra para 10 H, y corresponde

a sefal de los protones aromaticos de la difenilfosfita.

Finalmente, en 7.87 ppm (i) se observa una sefial doble (d, J =
8.7 Hz), que integra para 2 H, sefal caracteristica que corresponde

a los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.
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En la Figura 65 se presenta una ampliacién del espectro, en la
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cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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En la Figura 66 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacioén otorgada a cada seiial.

(i)

@, 1 I @
(0 D)% (b)
°N

H
(©) )
(a) HSC\EJQHFQO
CHy | © (h)

e
(h)

Figura 66. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 11.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *3C.

El espectro obtenido después del andlisis de 13C RMN (101 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 67.

A un desplazamiento quimico de 14.5 ppm, se observa la seial
correspondiente al C del metilo del éster. En 17.9 y 20.7 ppm se
observan las sefales de los carbonos de los metilos del isopropilo. A
30.1 ppm aparece la senal del C del CH del isopropilo. En 55.6 ppm se
encuentra la seial doblete (d, /= 151.9 Hz) que indica la presencia del

enlace C-P, con una constante de acoplamiento caracteristica que
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evidencia que la reaccién de Kabachnik-Fields se llevd a cabo. En 60.4

ppm, se observa la sefial correspondiente al C del metileno del éster.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.2,119.8,120.4, 120.5, 125.2, 125.4,

129.6, 129.9, 131.6, 150.0, 150.2 y 151.1 ppm.

Finalmente, en 166.7 ppm se observa la sefal caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 31p,
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,
CDCl3) se muestra en la Figura 68, en el cual se observa una sefial

doble de doble a 17.54 ppm (dd, J = 19.2, 8.3 Hz).

17.63
17.57

{17.51
17.46

18.0 17.6 17.2 16.8
f1 (ppm)

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 C
f1 (ppm)

Figura 68. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 11.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C25H29NOsP [M + H]* 454.1705, encontrado 454.1658.
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5.1.9. o-AMINOFOSFONATO 12 (ESTER DE 2-ETIL-BUTILALDEHIDO)

En la Figura 71 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 12.

5.1.9.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 12

4-((1-(difenoxifosforil)-2-etilbutillamino)benzoato de etilo.
2-Etilbutiraldehido (0.50 g, 1 eq), 4-aminobenzoato de etilo (0.82 g,
1 eq) y difenilfosfita (1.75, 1.5 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL). La
mezcla de reaccidn se expuso a irradiacion por microondas a 80°C por 30 min,

el progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

El crudo de reaccidon fue adsorbido en silica gel, el solvente fue
evaporado y la purificacién fue realizada por cromatografia en columna con
silica gel; el sistema de disolventes hexano: acetato de etilo (7:3) presento la
mejor separacion del compuesto 12. Se identificé la mancha del producto, se
juntaron las fracciones en las cuales se tuvo el compuesto puro con el mismo
Rs =0.48 (hexano: acetato de etilo (7:3), se concentraron las fracciones al
eliminar el solvente mediante la rotaevaporacion y finalmente se obtuvo un
sélido cristalino de color blanco con un PF de 121-123°C.

El a-aminofosfonato 12 posee una masa molecular de 453.47 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 2317.00 g de producto

puro, lo cual corresponde a un 90% de rendimiento quimico.

5.1.9.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 12

139

—
| —



16043-02-EHF-172/1
16043-02, EHF-172

CDCL3

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (400 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 69.
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Figura 69. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) del a-aminofosfonato 12.

6.5

Fooz

6T°LA _
0T°L~ %0'8

68°L
681l Fooz
06 L/

It'mL Fooe
L
L
L

1H-RMN
8.0

140

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

A un desplazamiento quimico de 0.99 ppm (a) aparece una
sefial triplete (t, J/ = 7.3 Hz) que integra para 6 H y corresponde a los
protones de los metilos provenientes del 2-etilbutilaldehido. En 1.39
ppm (b) aparece una seial triplete (t, J = 7.1 Hz) que integra para 3 H

y corresponde a los protones del metilo del éster.

En 1.45—1.74 ppm (c) y en 1.88 — 2.10 ppm (d) aparecen dos
multipletes que integran para 2 H cada uno y corresponden a los

protones de los metilenos provenientes del 2-etilbutilaldehido.

En 4.35 ppm (e) aparece un cuarteto (c, J = 7.2 Hz), que integra
para 2 H, los protones del metileno del éster. Empalmado con la sefial
anterior, en 4.41 ppm (f) se encuentra una sefial doble de doble (dd,
J=10.9, 3.6 Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protén enlazado

al Carbono a del a-aminofosfonato.

A 4.51 — 4.57 ppm (g) se observa una sefial multiplete que
integra para 1 Hy corresponde al CH contiguo al C a. En 6.67 ppm (h)
aparece un doble (d, J = 8.7 Hz), que integra para 2 H, y corresponde
a sefal caracteristica de los protones meta del fenilo del 4-

aminobenzoato de etilo.

En la Figura 70 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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En 6.84 — 7.39 ppm (i) se observa una sefial multiplete que
integra para 10 H, y corresponde a sefal de los protones aromaticos

de la difenilfosfita.
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Figura 70. Ampliacion del espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 12.
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Finalmente, en 7.90 ppm (j) se observa una sefial doble (d, J =
8.7 Hz), que integra para 2 H, sefal caracteristica que corresponde

a los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo.

En la Figura 71 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacién otorgada a cada sefial.

()

", Ho 9 (g
07 )
H\N
(af)|_|2(g)|ﬂ<4 0
O~ p©
@hqe CH, | © (i)

(a)HsC (c) 0@
()

Figura 71. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 12.
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (101 MHz,

CDCl3) se muestra en la Figura 72.

A un desplazamiento quimico de 11.9y 12.0 ppm, se observan
las sefales de los carbonos alifaticos correspondiente a los C de los
metilos provenientes del 2-etilbutilaldehido. En 14.4 ppm, se observa
la sefial correspondiente al C del metilo del éster. En 22.3y 22.8 ppm

se observan las sefiales de los carbonos de los metilenos provenientes
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del 2-etilbutilaldehido. En 43.3 ppm aparece la senal del C del CH

proveniente del 2-etilbutilaldehido.
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En 52.3 ppm se encuentra la sefial doblete (d, J = 153.5 Hz) que
indica la presencia del enlace C-P, con una constante de acoplamiento
caracteristica que evidencia que la reaccién de Kabachnik-Fields se
llevd a cabo. En 60.3 ppm, se observa la sefial correspondiente al C

del metileno del éster.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.1, 120.0, 120.3,120.4, 125.1, 125.3,

129.6, 129.8, 131.6, 150.2, 150.3 y 150.8 ppm.

Finalmente, en 166.6 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (162 MHz,
CDCl3) se muestra en la Figura 73, en el cual se observa una sefial

doble de doble a 18.22 ppm (dd, J = 18.6, 10.7 Hz).
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Figura 73. Espectro de RMN 3!P (162 MHz, CDCls) del a-aminofosfonato 12.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C,7H33NOsP [M + H]* 482.2018, encontrado 482.2020.

5.1.10. COMPARACION DE SINTESIS ORGANICA DE
a-AMINOFOSFONATOS TIPO ESTER
Nueve a-aminofosfonatos tipo éster fueron sintetizados por el método de
reaccion “one pot” Kabachnik-Fields con irradiacion por microondas. Se
evaluaron diferentes condiciones de tiempo y temperatura, en la Tabla 16, se

resumen las condiciones que produjeron los mejores rendimientos de reaccidn:
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Tabla 16. Condiciones de reaccién y rendimientos obtenidos. Serie 1

TEMPERATURA  TIEMPO  RENDIMIENTO
(°C) (MIN) (%)

Los rendimientos obtenidos fueron de moderados a altos (58-97%). La
metodologia descrita, se propuso debido al interés de realizar protocolos dentro
de la quimica verde, por lo cual no se hizo uso de ningun catalizador y se empled
etanol como disolvente. Las condiciones de reaccidn propuestas en este proyecto
de investigacidn, mostraron rendimientos altos en la mayoria de los compuestos
y coinciden con lo reportado por otros investigadores e incluso con algunos que

emplearon catalizadores.>®6%7273
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5.2. SERIE 2. a-AMINOFOSFONATOS TIPO AMIDA
La propuesta inicial del proyecto planteaba la sintesis de los derivados tipo
amida a partir de los a-aminofosfonatos precursores (ésteres), bajo las condiciones

de reacciodn que se describen en el Esquema 5.

]

o MW
+ 100 C, 20 min /@)J\
HN
OPh HoN EtOH HN
R P OH K,COs OPh
PhO R /P\\o
PhO
4-12 13 15-23

Esquema 5. Condiciones de reaccidn propuestas inicialmente para la sintesis de los derivados

de a-aminofosfonatos tipo amida. (ver R, en Tabla 14).

Se realizaron las reacciones de sintesis partiendo de las condiciones
mencionadas anteriormente; empleando como materia prima el a-aminofosfonato
tipo éster, el (S)-(+)-2-Fenilglicinol (13) y K2COs3, utilizando etanol como disolvente a
una temperatura de 100°C por 20 minutos. Sin embargo, no se obtuvieron los
resultados deseados, las materias primas reaccionaban, pero varios subproductos
fueron obtenidos; entre ellos, se logré identificar el acido a-aminofosfénico, como

producto de la hidrélisis del grupo fosfonato (Figura 74).
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Figura 74. Acido a-Aminofosfénico obtenido durante las condiciones iniciales de sintesis.

También se detectd que los demds subproductos encontrados correspondian a
la ruptura de los enlaces con el carbono a al fosforo, dando como resultado la
descomposicion del a-aminofosfonato precursor tipo éster en las materias primas

empleadas en cada caso (aldehido, 4-aminobenzoato de etilo y difenilfosfita).

Se realizaron varias pruebas partiendo de las condiciones de reaccién
inicialmente propuestas para el proyecto (descritas en el Esquema 5), cambiando de
materias primas, disolventes, equivalentes de base, etc, y no se obtuvieron los
resultados que se esperaban (condiciones probadas en ANEXOS 7.2); debido a la
situacion anteriormente descrita, se decidid cambiar la ruta de sintesis para la

obtencidn del producto de interés.

La nueva propuesta consistié en la modificacién inicial del grupo éster del
4-aminobenzoato de etilo (2) para la obtencién de la amida (14), la cual se llevd a cabo

mediante la ruta de sintesis mostrada en el

Esquema 6 y las condiciones de reaccién probadas se describen en la Tabla 17.

5.2.1. AMIDA 14.
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5.2.1.1. SINTESIS DE LA AMIDA 14

(S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida.

0 MW
o H o
O/\ N 185°C, 40 min
EtOH N
HoN
HoN 2 K,CO3 H  oH
OH H,N
2 13 14

Esquema 6. Sintesis de la amida 14, materia prima para los derivados de
a-aminofosfonatos tipo amida (15-23).

Tabla 17. Condiciones de reaccién probadas para la sintesis de los derivados de
a-aminofosfonatos tipo amida.

MATERIAS PRIMAS
(EQUIVALENTES)

TEMPERATURA TIEMPO

GAMINO o 0o NI (°c) (MIN)

PRODUCTO

BENZOATO K2CO3
SRR GLICINOL (13)
30a 1 1 - 80 20 N.R
30b 1 1 - 100 20 N.R
30c 1 1 1 80 20 N-R
30d 1 1 1 100 A N-R
30e 1 1 1 120 20 N.R
30f 1 1 1 140 20 N.R
30g 1 1 1 160 20 N.R
30h 1 1 1 180 20 N.R
. Dos productos
30i 1 1 1 180 40 sbservados en TLC
- Dos productos
30j 1 1 1 e Y observados en TLC
Dos productos
30k 1 1 1 200 20 pservados en TLC

*En la totalidad de los experimentos se empled etanol como disolvente. N.R: No Reaccion
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Los dos productos obtenidos en las 3 ultimas reacciones de la Tabla 17
corresponden a los compuestos mostrados en la Figura 75 (amida 14 y al

acido 14b).

OH

Iz

OH HoN
H,N 2
14 14b

Figura 75. Productos obtenidos con la ruta de sintesis del

Esquema 6: amida 14 y acido 14b.

Una vez que los productos 14 y 14b fueron identificados (caracterizacién
de 14b en ANEXOS 7.3), se buscaron nuevas condiciones de reaccién con la
finalidad de aumentar el rendimiento de la amida 14 y disminuir o eliminar
la hidrdélisis del éster para la obtencion del acido 14b, para ello se llevaron a

cabo las reacciones mostradas en la Tabla 18.

Tabla 18. Condiciones de reaccién y rendimientos obtenidos en la sintesis de la amida 14

MATERIAS PRIMAS
(EQUIVALENTES) RENDIMIENTO

TEMPERATURA | TIEMPO

. (+)-2- " %
Bilﬁéwc;:?o (?E::L-z rl (MIN) AMIf):\) (14)
DE ETILO (2) | GLICINOL (13)
31 1 1 1 185 40 12.7 mg (6.8%)
32 1 1 2 185 40 53.6 mg (9.5%)
35 1 1 3 185 40 291.8 mg (31.2%)
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Las condiciones de reaccion anteriores elevaban la presién del equipo
de MW (la presién oscilaba entre los 20 y 25 bar; sin embargo, en una ocasion
se elevo hasta 28.5 bar y el maximo permitido por el equipo es 30 bar) y dada
la obtencidn de rendimientos bajos, se decidié cambiar la metodologia para

la sintesis de la amida 14.

Partiendo de la ruta de sintesis descrita en el Esquema 3, se probaron
diferentes condiciones de reaccién; en las cuales se plantearon
modificaciones y finalmente, como se observa en la Tabla 19, las mejores
condiciones de reaccion arrojaron un 75% de rendimiento (reaccién 86), el
cual fue obtenido cuando las materias primas: 2 (1 eq, 722.5 mg), 13 (1 eq,
600.0 mg) y K3PO4 (0.3 eq, 278.5 mg) se hicieron reaccionar por 24 h a

70 °C, empleando iPrOH como disolvente (2mL).

Tabla 19. Condiciones de reaccién optimizadas y rendimientos obtenidos en la sintesis de la
amida 14

RENDIMIENTO
4-AMINO (S)-(+)-2- (%)
DE ETILO | GLICINOL
(2) (13)

74 1 1 0.3 120 25 min 37
76 1 1 0.3 120 40 min 54
78 1 1 0.3 60 24h 70
86 1 1 0.3 70 24h 75
98 1 1 0.3 60* 48 h 30

*método convencional
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La amida 14, fue purificada mediante recristalizacion con /PrOH, una
vez que se realizd la filtracion a vacio, se observd que el licor tenia un poco
de producto, el cual fue purificado empleando el equipo de cromatografia
flash Combiflash, el sistema de disolventes hexano: acetato de etilo: metanol
(5:4:1) presentd la mejor separacion del compuesto de interés. Se obtuvo un
sélido blanco cristalino con un Ry de 0.36 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1) y un PF de 174-176°C.

La amida 14 posee una masa molecular de 256.30 g/mol y después de
realizar su purificacidon, se obtuvieron 840.80 mg de producto puro, lo cual

corresponde a un 75% de rendimiento quimico.

Una vez que se contd con la amida 14 pura, ésta se caracterizd y se
empled como materia prima para la sintesis de la segunda serie de

a-aminofosfonatos (tipo amida).

5.2.1.2. CARACTERIZACION DE LA AMIDA 14
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR !H.
El espectro obtenido después del andélisis de RMN 'H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 76.

A un desplazamiento quimico de 3.61 —3.73 ppm (a) aparece una
sefial multiplete que integra para 2 H y corresponde a los protones del

metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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En 4.88 ppm (b) aparece una senal triplete (t, / = 5.9 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al protdn del hidroxilo. Fue posible

observar el proton del hidroxilo se acopla con otros protones (en este
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caso con los protones del metileno) tanto en la amida 14 como en
todos los a-aminofosfonatos tipo amida y esto debido a que es comun
observar acoplamientos del OH si la muestra es pura, si se analizé a
baja temperatura o si fue disuelta en un solvente altamente polar como
el dimetilsulfoxido® (todos los a-aminofosfonatos tipo amida y la
amida 14 fueron disueltos en DMSO-ds para la obtencién de los

espectros de RMN).

En 5.04 ppm (c) aparece un cuarteto (c, / = 7.8 Hz) que integra
para 1 Hy corresponde al protén del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-
fenilglicinol. En 5.61 ppm (d) aparece una seial singulete que integra
para 2 Hy corresponde a los protones del grupo amino proveniente del
4-aminobenzoato de etilo.

A un desplazamiento quimico de 6.56 ppm (e) se observa una
sefial doble (d, J = 8.6 Hz) que integra para 2 H, y corresponde a sefial
caracteristica de los protones meta del fenilo del 4-aminobenzoato de
etilo. En 7.20 — 7.39 ppm (f) aparece una senal multiplete que integra
para 5 H, los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, en 7.65 ppm (g) se observa una sefial doble
(d, J = 8.6 Hz), que integra para 2 H y corresponde a la sefial
caracteristica de los protones orto del fenilo del 4-aminobenzoato de
etilo. Finalmente, en 8.18 ppm (h) se observa una sefal doble

(d, J=8.1 Hz), que integra para 1 H, el protdon del amino de la amida.
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En la Figura 77 se presenta una ampliacion del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 77. Ampliacion del espectro de RMN H (600 MHz, DMSO ds) de la amida 14.
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En la Figura 78 se indican en letras minusculas y entre paréntesis
los protones descritos anteriormente, para aclarar la asignacién

otorgada a cada seiial.

(7)
(9)
@, 1 I H (a)
N H
ﬁ: e
(d) HzN (h)™ () (b)

Figura 78. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN H la amida 14.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,
DMSO ds) se muestra en la Figura 79.

A un desplazamiento quimico de 56.0 ppm se encuentra la sefial
correspondiente al C del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 65.1 ppm se observa la sefal correspondiente al C del
metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol. Posteriormente, las sefiales
correspondientes a los Carbonos aromaticos se encuentran en
112.9,121.8,127.1,127.5,128.4,129.4,142.4 y 152.1 ppm.

Finalmente, en 166.5 ppm se observa la sefal caracteristica
para el C del carbonilo de la amida, lo que confirma que reaccién

entre el éster y el aminoalcohol se llevd a cabo.

——t

157

—



Erika: Deptq on Amide-ST2

May08-2017.11.fid

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

- o
o
-
o
o
o
- ™
<
o (]
L o
o
€
o ©
L g ©
. )
095 — S
-3 <
by
159 — (@]
N
S =
[a]
<
° T
- o 2
T —
g 1
o =
L gz
&
i
=z
o
LS E
)
©
LS o
- s
6CTT — 3]
]
o
SR
- L
oot — — - o
EoTeen ~
G g/~
> . - Q ©
A LA =
S peet 3
=3 oo
wn -
o [
= °
[=%
% b ThT — — =
£
2
] 2
2 rger— —— -
5
9
o
() o
= L o
z 2
<
g
5 §99T— ——
a L R
| —
o
o
o

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C15H16N20; [M + H]* 257.1285, encontrado 257.1288.
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5.2.2. a-AMINOFOSFONATO 15 (AMIDA DE p-CLOROBENZALDEHIDO)

En la Figura 82 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 15.

5.2.2.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 15

Difenil ((4-clorofenil)((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)
amino)metil)fosfonato. 4-Clorobenzaldehido (63 mg, 1.5 eq), (S)-4-amino-N-
(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida (70.0 mg, 1 eq) y difenilfosfita (191.9 mg, 3
eq) fueron disueltos en etanol (0.5 mL), la mezcla de reaccién se expuso a
irradiacion por microondas a 60°C por 20 min, el progreso de la reaccidn fue

monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 15, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, obteniendo una mancha diferente a éstas ultimas.
El producto obtenido posee un Rf=0.48 (hexano: acetato de etilo: metanol
5:4:1), el sélido de color blanco (ligeramente aperlado) posee un PF de 148-

150°C.

El a-aminofosfonato 15 posee una masa molecular de 613.0 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 133.8 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 80% de rendimiento quimico.

5.2.2.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 15

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
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El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 80.

6t L g

L

90°L -

0Z°Z 1 == oo

o))
N
N
T
4.5
f1 (ppm)

62"/ r
6C°L A j koot
0€°L 1 ot

5.0

ecs | == 10071

Figura 80. Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 15.
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Las sefiales observadas en el espectro de RMN H son similares
a las sefiales del correspondiente derivado tipo éster, por lo que se
mostraran a detalle Unicamente las diferencias observadas para el

derivado tipo amida.

A un desplazamiento quimico de 3.55 — 3.76 ppm (a) aparece
una sefal multiplete que integra para 2 H y corresponde a los

protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 4.86 ppm (b) aparece una sefial doble de triple (dt, J = 8.8,

5.9 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén del hidroxilo.

En 5.01 ppm (c) aparece un cuarteto (c, J = 7.0 Hz) que integra
para 1 Hy corresponde al protén del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-

fenilglicinol.

Posteriormente, a 5.84 ppm (d) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 25.6, 10.4, 2.4 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrégeno y al Fésforo), el cual es una de las sefiales caracteristicas

que identifican a los a-aminofosfonatos.

En la Figura 81 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 81. Ampliacién del espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 15.
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En la regidon de los protones aromaticos, de 6.88 — 7.81 ppm (e)

se encuentran las sefiales multiplete que integran para 24 H vy
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corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10
H), los protones del fenilo del del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los
protones del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H) y

los protones del 4-clorofenilo (4 H).

Finalmente, en 8.26 ppm (f) se observa una sefial doble de doble
(dd, J= 8.1, 4.5 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén

enlazado al N de la amida.

En la Figura 82 se indican en letras minusculas y entre paréntesis
los protones descritos anteriormente, para aclarar la asignacién

otorgada a cada seiial.

(e)
(e) H O (a)
H T H
LT 0kl
N C
(©) H N (b)
H(d)
H L0
~o
cl H c|) (e)
H (e)
(e)

Figura 82. Asignacidn a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 15.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 83:
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CPP_De

A un desplazamiento quimico de 53.8 ppm se encuentra un
doblete (d, J/ = 156.3 Hz) con una constante de acoplamiento

caracteristica que indica la presencia del enlace C-P de los a-
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aminofosfonatos. En 56.1 ppm se encuentra la sedal
correspondiente al C del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
En 65.1 ppm se observa la sefial correspondiente al C del metileno
del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentran en 113.0, 120.8, 121.0, 123.8, 125.8,
127.1,127.4,128.5,128.8,129.1, 130.3, 130.9, 133.2, 135.0, 142.3,
149.8, 150.2 y 150.5 ppm.

Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 31p,
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 84, en el cual se observa una sefial

doble a 15.59 ppm (d, J = 26.4 Hz).

15.64
<15.54

16 15
f1 (ppm)

"

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 C
f1 (ppm)

Figura 84. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 15.
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. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el andlisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C34H31CIN20sP [M + H]* = 613.1654, encontrado 613.1720.

5.2.3. a-AMINOFOSFONATO 16 (AMIDA DE p-HIDROXIBENZALDEHIDO)

En la Figura 87 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 16.

5.2.3.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 16

Difenil (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil) amino)(4-
hidroxifenil)metil)fosfonato. 4-Hidroxibenzaldehido (50 mg, 1.5 eq), (S)-4-
amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)lbenzamida (70.0 mg, 1 eq) y difenilfosfita
(191.9 mg, 3 eq) fueron disueltos en etanol (0.5 mL), la mezcla de reaccién
se expuso a irradiacion por microondas a 60°C por 20 min, el progreso de la

reaccion fue monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 16, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas ultimas. El
producto obtenido posee un Ryf=0.42 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1), el sélido de color blanco posee un PF de 139-141°C.

El a-aminofosfonato 16 posee una masa molecular de 594.6 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 35.3 mg de producto puro,

lo cual corresponde a un 22% de rendimiento quimico.
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5.2.3.2. CARACTERIZACION DEL a-AMINOFOSFONATO 16
m RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 85.

A un desplazamiento quimico de 3.55 — 3.75 ppm (a) aparece
una sefal multiplete que integra para 2 H y corresponde a los
protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 4.87 ppm (b) aparece una seiial doble de triple (dt, J = 8.5,
5.9 Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protén del hidroxilo. En
5.02 ppm (c) aparece una seial triple de doble (td, /= 7.8, 5.5 Hz) que
integra para 1 Hy corresponde al protén del CH unido al fenilo del (S)-
(+)-2-fenilglicinol. Nota: Se realizé una prueba agregando D,0O a la
muestra de la amida 16, para corroborar la correcta asignacion de los
protones (b) y (c), espectros en ANEXOS 7.4

Posteriormente, a 5.59 ppm (d) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 24.4, 10.3, 2.0 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrogeno y al Fésforo), el cual es una de las sefiales caracteristicas

gue identifican a los a-aminofosfonatos.
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Figura 85. Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 16.
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En la Figura 86 se presenta una ampliacion del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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En la regién de los protones aromaticos, de 6.60 — 7.77 ppm (e)

se encuentran las sefiales multiplete que integran para 24 H y
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corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita
(10 H), los protones del fenilo del del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los
protones del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H)
y los protones del 4-hidroxifenilo (4 H).

Posteriormente, en 8.25 ppm (f) se observa una sefial doble de
doble (dd, J= 8.1, 5.2 Hz) que integra para 1 H y corresponde al
protén enlazado al N de la amida.

Finalmente, en 9.49 ppm (h) se observa una sefial doble (d, J=

2.3 Hz), que integra para 1 H, y corresponde al OH del
p-hidroxifenilo.

En la Figura 87 se indican en letras minusculas y entre

paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.

(e)
e) H O H ()
H
H (f)E H OHH
> (c)
(e) H N H (d) (b)
: P
S0
()HO ‘o ©
H (e)
(e)

Figura 87. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 16.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 88.
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Figura 88. Espectro de RMN *3C (151 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 16.
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A un desplazamiento quimico de 53.9 ppm se encuentra un
doblete (d, J = 157.6 Hz) con una constante de acoplamiento
caracteristica que indica la presencia del enlace C-P de los a-

aminofosfonatos.

En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente al C del CH
unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la

sefial correspondiente al C del metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.9,115.6,120.8,121.1, 123.4, 125.6,
125.7,127.1, 127.4, 128.5, 129.1, 130.2, 130.3, 142.3, 150.2, 150.5,

150.6 y 157.7 ppm.

Finalmente, en 166.4 ppm se observa la sefal caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 89 en el cual se observa una seiial

doble a 16.66 ppm (d, J = 24.4 Hz).
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Figura 89. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 16.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C34H32N206P [M + H]* 595.1992, encontrado 595.2016.

5.2.4. a-AMINOFOSFONATO 17 (AMIDA DE p-METOXIBENZALDEHIDO)

En la Figura 92 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 17.

5.2.4.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 17

Difenil  (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(4-metoxi
fenil)metil)fosfonato. 4-Metoxibenzaldehido (55.8 mg, 1.5 eq) y (S)-4-amino-
N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida (70 mg, 1 eq) fueron disueltos en etanol
(0.5 mL), se agregé la difenilfosfita (191.8 mg, 3 eq) y se expuso a irradiacién
por microondas a 60°C por 20 min, el progreso de la reacciéon se monitoreé

por TLC.
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Para la purificacién del compuesto 17, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas Ultimas. El
producto obtenido posee un Rf=0.42 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1), el sélido de color blanco posee un PF de 140-143°C.

El a-aminofosfonato 17 posee una masa molecular de 608.6 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 133.7 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 80% de rendimiento quimico.

5.2.4.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 17

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 90.

A un desplazamiento quimico de 3.61 — 3.71 ppm (a) aparece
una sefial multiplete que integra para 2 H y corresponde a los

protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Figura 90. Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 17.
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En 3.74 ppm (b) se encuentra una sefial doble (d, / =1.2 Hz) que

integra para 3 H, los protones del metoxilo del p-metoxifenilo.
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En 4.87 ppm (c) aparece un cuarteto (c, J = 7.1 Hz) que integra

para 1 Hy corresponde al protdn del hidroxilo.

En 5.02 ppm (d) aparece una seiial triple de doble (td, /= 7.9,
5.4 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén del CH unido al

fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, a 5.68 ppm (e) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 24.7, 10.3, 2.3 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrégeno y al Fésforo), el cual es una de las sefales caracteristicas

gue identifican a los a-aminofosfonatos.

En la region de los protones aromaticos, de 6.88 —7.71 ppm (f)
se encuentran las sefiales multiplete que integran para 24 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10
H), los protones del fenilo del del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los
protones del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H) y

los protones del 4-metoxifenilo (4 H).

En la Figura 91 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 91. Ampliacién del espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 17.
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Finalmente, en 8.26 ppm (g) se observa una sefial doble de
doble (dd, J= 8.1, 5.1 Hz) que integra para 1 H y corresponde al

protén enlazado al N de la amida.

En la Figura 92 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacioén otorgada a cada sefial.

0]
f
H() H O Hlja)
(f) N4
N @' (@) O
(M H H(e)
H 0O
o
(b) H3CO H | Y
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) j@
(

Figura 92. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 17.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3C (151 MHz,

DMSO-dg) se muestra en la Figura 93.

A un desplazamiento quimico de 53.8 ppm se encuentra un
doblete (d, J = 157.5 Hz) con una constante de acoplamiento
caracteristica que indica la presencia del enlace C-P de los a-

aminofosfonatos.
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Figura 93. Espectro de RMN 3C (151 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 17.
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En 55.6 ppm, se observan la sefial del C del metoxilo. A 56.1
ppm aparece la sefial correspondiente al C del CH unido al fenilo del

(S)-(+)-2-fenilglicinol.
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En 65.1 ppm se observa la sefal correspondiente al C del

metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.0,114.2,115.0, 115.7,120.8, 121.1,
123.5, 125.7, 127.1, 127.4, 128.4, 129.1, 130.2, 130.4, 132.3, 142.3,

150.1, 150.4, 150.6 y 159.5 ppm.

Finalmente, en 166.4 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 94, en el cual se observa una seiial

doble a 16.45 (d, J = 24.8 Hz).

16.50
16.40

(16

17.0  16.0
f1 (ppm)

A

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
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Figura 94. Espectro de RMN 3P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 17.

180

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el andlisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C35H34N206P [M + H]* 609.2149, encontrado 609.2077.

5.2.5. a-AMINOFOSFONATO 18 (AMIDA DE BENZALDEHIDO)

En la Figura 97 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 18

5.2.5.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 18

Difenil (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(fenil)
metil)fosfonato. Benzaldehido (82.8 mg, 1 eq), (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-
feniletil)benzamida (200.0 mg, 1 eq) y difenilfosfita (548.2 mg, 3 eq) fueron
disueltos en etanol (1.5 mL), la mezcla de reaccién se expuso a irradiacion
por microondas a 70°C por 30 min, el progreso de la reaccién fue

monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 18, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas uUltimas. El
producto obtenido posee un Rf=0.42 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1), el sélido de color blanco posee un PF de 170-172°C.

El a-aminofosfonato 18 posee una masa molecular de 578.6 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 154.6 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 34% de rendimiento quimico.

5.2.5.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 18
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 95.
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Figura 95. Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 18.
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A un desplazamiento quimico de 3.54 — 3.76 ppm (a) aparece
una sefial multiplete que integra para 2 H y corresponde a los

protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 4.87 ppm (b) aparece una sefial triple de triple (tt, /= 7.6, 5.9
Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protdn del hidroxilo. En 5.02
ppm (c) aparece una sefial cuarteto de dobles (cd, J = 7.8, 5.2 Hz) que
integra para 1 Hy corresponde al protén del CH unido al fenilo del (S)-

(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, a 5.76 ppm (d) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 25.2, 10.3, 4.7 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrégeno y al Fésforo), el cual es una de las sefales caracteristicas

gue identifican a los a-aminofosfonatos.

En la regién de los protones aromaticos, de 6.85 —7.85 ppm (e)
se encuentran las sefiales multiplete que integran para 25 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10
H), los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los protones
del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H) y los
protones del fenilo del benzaldehido (5 H).

En la Figura 96 se presenta una ampliacidn del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Finalmente, en 8.22 — 8.30 ppm (f) se observa una sefal
multiplete que integra para 1 H y corresponde al protdn enlazado al

N de la amida.
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En la Figura 97 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.

(e)
H(e) HoQ H (a)
(e) ﬁN W
H\N (f H (c) OH (b)
H H (d)
H 0O
o LW
H H o e
(e) ¥
(e)

Figura 97. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 18.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 98.

A un desplazamiento quimico de 54.4 ppm se encuentra un
doblete (d, J = 156.0 Hz) con una constante de acoplamiento
caracteristica que indica la presencia del enlace C-P de los a-
aminofosfonatos.

En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente al C del CH
unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la

sefial correspondiente al C del metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.0,120.8,121.1,123.6,125.7, 127.1,
127.4,128.4,128.8, 129.1, 129.2, 130.3, 135.8, 142.3, 150.0, 150.3 y

150.5 ppm.
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Figura 98. Espectro de RMN 3C (151 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 18.
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Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefal caracteristica
para el C del carbonilo de la amida.
m RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3P,

El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 99 en el cual se observa una sefial

doble a 16.21 ppm (d, J = 24.8 Hz).
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Figura 99. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 18.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C34H32N205P [M + H]* 579.2043, encontrado 579.1975.

5.2.6. a-AMINOFOSFONATO 19 (AMIDA DE  4-(DIFENILAMINO)
BENZALDEHIDO)

En la Figura 102 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 19

5.2.6.1. SINTESIS DEL o-AMINOFOSFONATO 19
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Difenil  ((4-(difenilamino)fenil)(4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)
fenil)amino)metil)fosfonato. 4-(difenilamino)benzaldehido (213.3 mg, 1 eq),
(S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida (2000 mg, 1 eq) vy
difenilfosfita (548.2 mg, 3 eq) fueron disueltos en etanol (1.5 mL), la mezcla
de reaccidn se expuso a irradiacidn por microondas a 70°C por 30min, el

progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 19, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas ultimas. El
producto obtenido posee un R;=0.52 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1), el sélido de color blanco posee un PF de 158-159°C.

El a-aminofosfonato 19 posee una masa molecular de 745.8 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 282.5 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 49% de rendimiento quimico.

5.2.6.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 19

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del anélisis de RMN *H (600 MHz, DMSO-

ds) se muestra en la Figura 100.
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Figura 100. Espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 19.
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A un desplazamiento quimico de 3.59 — 3.75 ppm (a) aparece
una sefial multiplete que integra para 2 H y corresponde a los

protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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En 4.88 ppm (b) aparece un cuarteto (c, J/ = 5.8 Hz) que integra
para 1 H y corresponde al protén del hidroxilo. En 5.03 ppm (c)
aparece una sefial triple de dobles (td, /= 8.0, 5.4 Hz) que integra para
1 H y corresponde al protéon del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-

fenilglicinol.

Posteriormente, a 5.71 ppm (d) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 24.7, 10.3, 2.6 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrégeno y al Fésforo), el cual es una de las sefales caracteristicas

gue identifican a los a-aminofosfonatos.

En la regién de los protones aromaticos, de 6.81 —7.77 ppm (e)
se encuentran las sefiales multiplete que integran para 34 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita
(10 H), los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los
protones del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H)

y los protones del trifenil amino (14 H).

Finalmente, en 8.27 ppm (f) se observa una sefal doble de
doble (dd, J= 8.1, 4.0 Hz) que integra para 1 H y corresponde al

protén enlazado al N de la amida.

En la Figura 101 se presenta una ampliacion del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 101. Ampliacién del espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 19.
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En la Figura 102 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacioén otorgada a cada seiial.
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Figura 102. Asignacidn a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 19.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del analisis de RMN *3C (151 MHz,

DMSO-dg) se muestra en la Figura 103.

A un desplazamiento quimico de 53.9 ppm se encuentra un
doblete (d, J = 156.2 Hz) con una constante de acoplamiento
caracteristica que indica la presencia del enlace C-P de los a-
aminofosfonatos. En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente

al C del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 65.1 ppm se observa la sefial correspondiente al C del

metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentran en 112.8, 120.7, 121.1, 123.4, 123.6,
124.3, 125.6, 125.8,127.1, 127.4,128.4, 129.1, 129.5, 130.0, 130.2,

130.4, 142.3, 147.5, 147.6, 150.1, 150.5 y 150.6 ppm.
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Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-ds) se muestra en la Figura 104 en el cual se observa una seiial

doble a 16.28 ppm (d, J = 24.5 Hz).
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Figura 104. Espectro de RMN 3P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 19.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C46H41N30sP [M + H]* 746.2778, encontrado 746.2686.

5.2.7. a-AMINOFOSFONATO 20 (AMIDA DE  4-(4-MORFOLINIL)
BENZALDEHIDO)

En la Figura 107 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 20.
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5.2.7.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 20

Difenil (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(4-
morfolinofenil)metil)fosfonato. 4-(4-Morfolinil)benzaldehido (78.3 mg, 1.5
eq), (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletillbenzamida (70 mg, 1 eq) vy
difenilfosfita (191.8 mg, 3 eq) fueron disueltos en etanol (0.5 mL), la mezcla
de reaccién se expuso a irradiacién por microondas a 60°C por 20 min, el

progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.

Para la purificacién del compuesto 20, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas ultimas. El
producto obtenido posee un Ry =0.32 (hexano: acetato de etilo: metanol

5:4:1), el sélido de color amarillo paja posee un PF de 127-129°C.

El a-aminofosfonato 20 posee una masa molecular de 663.7 g/mol y
después de realizar su purificacién, se obtuvieron 102.8 mg de producto

puro, lo cual corresponde a un 57% de rendimiento quimico.

5.2.7.2. CARACTERIZACION DEL a-AMINOFOSFONATO 20
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
El espectro obtenido después del analisis de RMN *H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 105.
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A un desplazamiento quimico de 3.09 — 3.21 ppm (a) aparece

una sefial multiplete que integra para 4 H y corresponde a los
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protones alifaticos de los dos metilenos enlazados al N del morfolinil.
En 3.64 —3.75 ppm (b) aparece una sefial multiplete que integra para
2 Hy corresponde a los protones del metileno provenientes del (S)-
(+)-2-fenilglicinol. En 3.77 ppm (c) se observa una seiial triplete (t, J =
4.5 Hz), que integra para 4 H, los protones alifaticos de los dos

metilenos enlazados al O del morfolinil.

En 4.91 ppm (d) aparece un doble de triple (dt, J = 8.0, 5.9 Hz)

qgue integra para 1 Hy corresponde al protdn del hidroxilo.

En 5.07 ppm (e) aparece una seial triple de doble (td, J = 7.8,
5.5 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén del CH unido al

fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, a 5.66 ppm (f) se puede observar un doble de
doble de doble (ddd, J= 24.4, 10.3, 2.0 Hz) que integra para 1 Hy
corresponde al protén que estd unido al Carbono a (enlazado al
Nitrogeno y al Fésforo), el cual es una de las sefiales caracteristicas

gue identifican a los a-aminofosfonatos.

En la regién de los protones aromaticos, de 6.89 — 7.77 ppm (g)
se encuentran las sefiales multiplete que integran para 24 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10

H), los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H), los protones
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del amino y del fenilo del 4-aminobenzoato de etilo (5 H) y los
protones del fenilo enlazado al morfolinil (5 H).
En la Figura 106 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 106. Ampliacién del espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d;s) del a-aminofosfonato 20.
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Finalmente, en 8.29 ppm (h) se observa una sefal doble de
doble (dd, /= 8.1, 6.0 Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protén

enlazado al N de la amida.

En la Figura 107 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seiial.

(9)
(@ H O ()
Hjij)kN H
(9) I H
Hoy mH () 0|(4d)

Figura 107. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 20.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 108.
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A un desplazamiento quimico de 48.7 ppm, se observan las
sefales de los C alifaticos del morfolinil, que estan enlazados al N. En

53.9 ppm se encuentra undoblete (d, /= 157.7 Hz) con una constante
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de acoplamiento caracteristica que indica la presencia del enlace C-P

de los a-aminofosfonatos.

En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente al C del CH
unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la
sefial correspondiente al C del metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En
66.5 ppm, se observan las sefales de los C alifaticos del morfolinil,

que estan enlazados al O.

Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 113.0,113.7,115.2,120.9,121.1, 123.4,
125.6, 127.1, 127.4, 128.4, 129.0, 129.8, 130.2, 142.3, 150.1, 150.4,

150.6 y 151.2 ppm.

Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 109, en el cual se observa una seiial

doble a 16.59 ppm (d, J = 24.4 Hz).

201

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

16.64
16.54

{16

17.0 16.5 16.0
f1 (ppm)

daros

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 109. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 20.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C3sH39N306P [M + H]* 664.2571 encontrado 664.2498.

5.2.8. a-AMINOFOSFONATO 21 (AMIDA DE 1-METIL-1-H-PIRAZOL-4-
CARBOXALDEHIDO)

En la Figura 112 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 21

5.2.8.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 21

Difenil  (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(1-metil-
1H-pirazol-4-il)metil)fosfonato. 4-(dietilamino)benzaldehido (32.2 mg, 1.5
eq), (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida (50 mg, 1 eq) vy
difenilfosfita (137 mg, 3 eq) fueron disueltos en etanol (3 mL), la mezcla de
reaccion se expuso a irradiacién por microondas a 60°C por 30 min, el

progreso de la reaccién fue monitoreado por TLC.
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Para la purificacién del compuesto 21, el crudo de reaccién fue filtrado
y lavado con etanol frio. Se corrié una TLC comparando el sélido obtenido
con las materias primas, se obtuvo una mancha diferente a éstas Ultimas. El
producto obtenido posee un Ry de 0.18 (hexano: acetato de etilo: metanol

6:3:1), el sélido de color blanco tornazol posee un PF de 126-128°C.

El a-aminofosfonato 21 posee una masa molecular de 582.6 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 75.2 mg de producto puro,

lo cual corresponde a un 66% de rendimiento quimico.

5.2.8.2. CARACTERIZACION DEL a-AMINOFOSFONATO 21

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600

MHz, DMSO-ds) se muestra en la Figura 110.

A un desplazamiento quimico de 3.58 — 3.74 ppm (a) aparece
una sefial multiplete que integra para 2 H y corresponde a los
protones del metileno provenientes del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 3.81
ppm (b) se observa una senal singulete que integra para 3 H, los

protones del N-metilo del pirazol.

En 4.88 ppm (c) aparece un singulete que integra para 1 Hy

corresponde al protdn del hidroxilo.
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En 5.03 ppm (d) aparece una seiial triple de doble (td, J = 7.9,

5.5 Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protén del CH unido al
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fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. Posteriormente, a 5.70 ppm (e) se
puede observar un doble de doble (dd, J=21.2, 10.2 Hz) que integra
para 1 H y corresponde al protén que esta unido al Carbono a
(enlazado al Nitrégeno y al Fésforo), el cual es una de las sefales

caracteristicas que identifican a los a-aminofosfonatos.

En 6.91 ppm (f) se observa una sefial doble (d, J = 10.3 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al protén del amino de la 4-amino
benzamida. En 6.97 ppm (g) se encuentra una sefial doble (d, /= 8.7
Hz) que integra para 2 H, los protones meta de la 4-

aminobenzamida.

A un desplazamiento quimico de 6.99 — 7.44 ppm (h) se
encuentran las sefiales multiplete que integran para 15 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita

(10 H) y a los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H).

Posteriormente en 7.61 ppm (i) aparecen una sefial singulete
que integran para 1 H y corresponde al protén enlazado al C
contiguo al N-metilo del pirazol. En 7.71 ppm (j) se encuentra una
sefial doble de doble (d, J = 8.8, 2.0 Hz) que integra para 2 H, los

protones orto de la 4-aminobenzamida.

En la Figura 111 se presenta una ampliacién del espectro, en la

cual las sefiales se muestran con mayor claridad.
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Figura 111. Ampliacién del espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 21.
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Erika:Proton on Amide-pyraole

En 7.81 ppm (k) aparece otra sefal singulete que integran para
1 Hy corresponde al protdn enlazado al C que a su vez esta enlazado

por un doble enlace al N (C=N) del pirazol.
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Finalmente, en 8.27 ppm (/) se observa una sefial doble de doble
(dd, J= 8.1, 3.4 Hz) que integra para 1 H y corresponde al protén

enlazado al N de la amida.

En la Figura 112 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacioén otorgada a cada sefial.

(g) (a)

4 @
N (h)
e
(h)

Figura 112. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN *H para el
a-aminofosfonato 21.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 113.

A un desplazamiento quimico de 39.1 ppm, se observa la sefal
del C del N-metilo del pirazol. En 46.6 ppm se encuentra un doblete
(d, J = 163.2 Hz) con una constante de acoplamiento caracteristica

gue indica la presencia del enlace C-P de los a-aminofosfonatos.
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CPP_De|

En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente al C del CH
unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la

senal correspondiente al C del metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.7,115.4,120.9,121.0, 123.4, 125.6,
127.1, 127.4, 128.4, 129.1, 129.8, 130.3, 130.7, 138.9, 142.3, 150.2,

150.5 y 150.6 ppm.

Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 114 en el cual se observa una sefial

doble a 16.40 ppm (d, J = 20.9 Hz).

3
<16.44
16.35

,16.44 g5t
116.35

16.5 15.5
f1 (ppm)

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 114. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 21.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C32H32N405P [M + H]* 583.2105, encontrado 583.2056.
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5.2.9. a-AMINOFOSFONATO 22 (AMIDA DE ISOBUTIRALDEHIDO)

En la Figura 117 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 22

5.2.9.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 22

Difenil (1-((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)-2-metil
propil)fosfonato. lsobutiraldehido (29.5 mg, 1.5 eq) y (S)-4-amino-N-(2-
hidroxi-1-feniletil)benzamida (70.0 mg, 1 eq) fueron disueltos en etanol
(0.5 mL), se agregd la difenilfosfita (191.9 mg, 3 eq) y se expuso a irradiacién
por microondas a 60°C por 40 min, el progreso de la reaccion continud
monitoredndose por TLC.

Para la purificacion del compuesto 22, el crudo de reaccién fue
adsorbido en silica gel y se purificé en el equipo de cromatografia flash
Combiflash empleando el sistema hexano: acetato de etilo: metanol (5:4:1).
Se utilizé una columna de Silica 4g, con un flujo de 18 mL/min. Se corrid una
TLCy se observaron dos manchas diferentes a las materias primas. Se realizé
una recristalizacién con etanol y se obtuvo un producto puro de sélido color
blanco con un Rf=0.54 (hexano: acetato de etilo: metanol 5:4:1) y un PF de
124-125°C.

El a-aminofosfonato 22 posee una masa molecular de 544.6 g/mol y
después de realizar su purificacidn, se obtuvieron 30.5 mg de producto puro,

lo cual corresponde a un 21% de rendimiento quimico.

5.2.9.2. CARACTERIZACION DEL a-AMINOFOSFONATO 22
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.

El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 115.

A un desplazamiento quimico de 1.10 ppm (a) aparece una
sefial doble (d, J = 6.7 Hz) que integra para 3 H, a continuacidn, en
1.14 ppm (b) aparece otra sefial doble (d, J = 6.8 Hz) que integra para
3 H; estas sefiales dobles corresponden a los protones de los metilos

del isopropilo.

En 2.39 ppm (c) se observa un hepteto (hept, J = 6.7 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al CH del isopropilo contiguo al C a.
En 3.60 — 3.74 ppm (d) aparece una sefial multiplete que integra para
2 Hy corresponde a los protones del metileno provenientes del (S)-

(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, en 4.44 ppm (e) se puede observar un doble de
doble de doble de doble (dddd, J=22.3, 16.6, 10.6, 5.3 Hz) que integra
para 1 H y corresponde al protdn que esta unido al Carbono a
(enlazado al Nitrégeno y al Fosforo), el cual es una de las sefiales

caracteristicas que identifican a los a-aminofosfonatos.
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En 4.89 ppm (f) aparece un triplete (t, / = 5.8 Hz) que integra

para 1 Hy corresponde al protén del hidroxilo. En 4.99 —5.08 ppm (g)
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aparece una sefial multiplete que integra para 1 H y corresponde al

protén del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol.

En 6.51 ppm (h) se observa una seiial doble (d, /= 10.5 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al protén del amino de la 4-amino

benzamida.

En 6.94 ppm (i) se encuentra una sefal doble (d, /= 8.5 Hz) que

integra para 2 H, los protones meta de la 4-aminobenzamida.

A un desplazamiento quimico de 6.96 — 7.43 ppm (j) se
encuentran las seflales multiplete que integran para 15 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10

H) y a los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H).

En 7.70 ppm (k) se encuentra una sefial doble (d, J = 8.8 Hz) que
integra para 2 H, los protones orto de la 4-aminobenzamida.
Finalmente, en 8.23 — 8.28 ppm (/) se observa una sefial multiplete
gue integra para 1 H y corresponde al protdon enlazado al N de la

amida.

En la Figura 116 se presenta una ampliacion del espectro, en la

cual se muestran con mayor claridad las senales descritas.
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En la Figura 117 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seial.
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(k)
% (d)
(h)H :©):;H (g)OH
(a) chgC)H/k H e \©
b
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Figura 117. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN H para el
a-aminofosfonato 22.
. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO -ds) se muestra en la Figura 118.

A un desplazamiento quimico de 18.9 y 20.6 ppm se observan
las sefiales de los carbonos de los metilos del isopropilo. A 30.3 ppm

aparece la sefal del C del CH del isopropilo.

En 55.5 ppm se encuentra un doblete (d, /= 152.4 Hz) con una
constante de acoplamiento caracteristica que indica la presencia del
enlace C-P de los a-aminofosfonatos. En 56.1 ppm se encuentra la
sefial correspondiente al C del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-
fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la sefial correspondiente al C del

metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Posteriormente, las sefales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 112.0,120.9,121.1, 125.4,125.7, 127.1,

127.5,128.4,129.2,130.1, 130.4, 142.4, 150.4, 150.6 y 151.5 ppm.
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Finalmente, en 166.4 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo de la amida.

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 119 en el cual se observa una sefial

doble de doble a 19.31 ppm (dd, J = 17.5, 7.1 Hz).

19.36
19.34
19.29
19.26

19.36
19.34 2
1929 £
19.26

/
i

19.4 19.0
f1 (ppm)

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 119. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 22.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C31H34N205P [M + H]* 545.2200, encontrado 545.2088.

5.2.10.0-AMINOFOSFONATO 23 (ESTER DE 2-ETIL-BUTILALDEHIDO)

En la Figura 122 se encuentra la estructura quimica del a-aminofosfonato 23.
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5.2.10.1. SINTESIS DEL a-AMINOFOSFONATO 23

Difenil (2-etil-1-((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)
butil)fosfonato. 2-Etil-butilaldehido (41mg, 1.5 eq) y (S)-4-amino-N-(2-
hidroxi-1-feniletil)benzamida (70.0 mg, 1 eq) fueron disueltos en etanol
(0.5 mL), se agregé la difenilfosfita (191.9 mg, 3 eq) y se expuso a irradiacién
por microondas a 60°C por 40 min, el progreso de la reaccion continud

monitoredndose por TLC.

Para la purificacion del compuesto 23, el crudo de reaccién fue
adsorbido en silica gel y se purificé en el equipo de cromatografia flash
Combiflash empleando el sistema hexano: acetato de etilo: metanol (5:4:1).
Se utilizé una columna de Silica 12g Gold, con un flujo de 30 mL/min. Se
concentraron las fracciones que contenian el producto mayoritario, el cual
corresponde a un sdlido color blanco con un Rf=0.56 (hexano: acetato de

etilo: metanol 5:4:1).

El a-aminofosfonato 23 posee una masa molecular de 572.6 g/mol y
después de realizar su purificacion, se obtuvieron 49.2 mg de producto puro,

lo cual corresponde a un 31% de rendimiento quimico.

5.2.10.2. CARACTERIZACION DEL o-AMINOFOSFONATO 23

= RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
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El espectro obtenido después del andlisis de RMN H (600

MHz, DMSO-ds) se muestra en la Figura 120.
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Figura 120. Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) del a-aminofosfonato 23.
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A un desplazamiento quimico de 0.81 — 0.99 ppm (a) aparece
una sefial multiplete que integra para 6 H y corresponde a los

protones de los metilos provenientes del 2-etilbutilaldehido.

En 1.34 - 1.63 ppm (b) y en 1.79 — 1.95 ppm (c) aparecen dos
multipletes que integran para 5 H y corresponden a los protones de
los metilenos provenientes del 2-etilbutilaldehido y al protén del CH

contiguo al C a.

En 3.59-3.74 ppm (d) aparece una sefial multiplete que integra
para 2 Hy corresponde a los protones del metileno provenientes del

(S)-(+)-2-fenilglicinol.

Posteriormente, en 4.47 ppm (e) se puede observar un doble de
doble de doble de doble (dddd, J=21.8, 16.4, 10.5, 5.1 Hz) que integra
para 1 H y corresponde al protdn que estd unido al Carbono a
(enlazado al Nitrogeno y al Fosforo), el cual es una de las sefiales

caracteristicas que identifican a los a-aminofosfonatos.

En 4.88 ppm (f) aparece un triplete (t, J = 5.9 Hz) que integra
para 1 H y corresponde al protén del hidroxilo. En 5.04 ppm (g)
aparece una sefial triple de doble (td, /= 7.9, 5.5 Hz) que integra para
1 H y corresponde al protén del CH unido al fenilo del (S)-(+)-2-

fenilglicinol.
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En la Figura 121 se presenta una ampliacion del espectro, en la

cual se muestran con mayor claridad las sefiales descritas.

bbb 5
I <
sw\ < LS
o'y — in
wvf [
8b't PPN 0 Le
. SH'P ~ [ L s+~ .
6v't S -
0s'b wr— 3% T8 R N
Ly — S« 01| < © o
8b't — < z L@ =
6v't 2 o c
OS'v/ M < < &9
e |72}
[
55
[
~ =
ku_; E
© ®
[ wn
< B
i [ 7]
> (28 ‘* S
- <
O
68t~ | ] Le ‘S
A ~N
F 4 N
| 2E (e 2
<8 i o
— Fow N
" o u
z0's\ F o Fe >
€0°S o< [~ o
€0°§ ~ £ " © =]
v0's 7 @ LS [ )
2 < L
50°'s
N~ T
90'5/ - [6E <
- M Z
n *Lov
*é Foo'r kgﬂ g
()
O
F o o)
~ (@]
VLD' :
o
[°e]
L2 3]
O
[ o x
Fore [2 v
| —_— (O]
~ o
-
hove [n O
2 zre [ o S
© Kotz [™ ©
z n .©
2 ooy | =2
> .
Ty <
N = Pﬂ FN g
) n N
o L~ o
< © o~
& M -
5e ~ ©
BIE 7% Fooz M~ 5
2% ]
kg [
38 2
I3 F o
i3 N L2
) ST'8~ = - ©E @
< T ©
o mo 5 o] g2 £
<] 97’8 — < o a%”) Foor
S0 . @ ™
=g gzef Lz~ = o
B4 czs @ «
58 @ [«



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

En 6.48 ppm (h) se observa una sefial doble (d, /= 10.5 Hz) que
integra para 1 H y corresponde al protdon del amino de la 4-amino

benzamida.

En 6.92 ppm (i) se encuentra una sefal doble (d, /= 8.6 Hz) que

integra para 2 H, los protones meta de la 4-aminobenzamida.

A un desplazamiento quimico de 6.93 — 7.45 ppm (j) se
encuentran las sefiales multiplete que integran para 15 H y
corresponden a los protones de los dos fenilos de la difenilfosfita (10

H) vy a los protones del fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol (5 H).

En 7.71 ppm (k) se encuentra una sefial doble (d, J = 8.8 Hz) que
integra para 2 H, los protones orto de la 4-aminobenzamida.
Finalmente, en 8.26 ppm (/) se observa una sefal doble de doble (dd,
J=8.1,3.2 Hz) que integra para 1 Hy corresponde al protdn enlazado

al N de la amida.

En la Figura 122 se indican en letras minusculas y entre
paréntesis los protones descritos anteriormente, para aclarar la

asignacion otorgada a cada seial.
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Figura 122. Asignacion a las sefiales del espectro de RMN H para el
a-aminofosfonato 23.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 13C (151 MHz,

DMSO-ds) se muestra en la Figura 123.

A un desplazamiento quimico de 11.7 y 12.0 ppm, se observan
las sefales de los carbonos alifaticos correspondiente a los C de los
metilos provenientes del 2-etilbutilaldehido. En 22.0 y 22.4 ppm se
observan las sefiales de los carbonos de los metilenos provenientes
del 2-etilbutilaldehido. En 42.9 ppm aparece la senal del C del CH
proveniente del 2-etilbutilaldehido. En 52.4 ppm se encuentra la
sefial doblete (d, J = 154.2 Hz) que indica la presencia del enlace C-P,
con una constante de acoplamiento caracteristica que evidencia que

la reaccion de Kabachnik-Fields se llevo a cabo.
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En 56.1 ppm se encuentra la sefial correspondiente al C del CH
unido al fenilo del (S)-(+)-2-fenilglicinol. En 65.1 ppm se observa la

senal correspondiente al C del metileno del (S)-(+)-2-fenilglicinol.
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Posteriormente, las senales correspondientes a los Carbonos
aromaticos se encuentranen 111.9,120.9,121.0,122.7,125.4, 125.7,

127.1, 127.5, 128.4, 129.3, 130.1, 130.4, 142.4, 150.4, 150.6 y 151.1

Finalmente, en 166.3 ppm se observa la sefial caracteristica

para el C del carbonilo del éster.

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3!p.
El espectro obtenido después del andlisis de RMN 3P (243 MHz,
DMSO-de) se muestra en la Figura 124 en el cual se observa una sefial

doble de doble a 19.81 ppm (dd, J = 17.6, 8.3 Hz).

12y08-201: N MO O
ika: 31P -2-ethylbutyr 0 0NN
PP P31.A DMSO {CA\Bruker\Top: y oo oo
N OO ARG
000NN —_————
(o)) e le))
o
MANGAI
—_—
20.0 19.6 19.2
f1 (ppm)

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
f1 (ppm)

Figura 124. Espectro de RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) del
a-aminofosfonato 23.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el analisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para

C33H3sN20sP [M + H]* 573.2513 encontrado 573.2477.
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5.2.11. COMPARACION DE SINTESIS ORGANICA DE
a-AMINOFOSFONATOS TIPO AMIDA
La sintesis de nueve a-aminofosfonatos tipo amida se llevd a cabo por el
método de reaccién “one pot” Kabachnik-Fields con irradiacién por microondas. Se
evaluaron diferentes condiciones de tiempo y temperatura. En la Tabla 20, se

resumen las condiciones de reaccién que produjeron los mejores rendimientos de

reaccion:
Tabla 20. Condiciones de reaccidn y rendimientos obtenidos. Serie 2
TEMPERATURA TIEMPO RENDIMIENTO

(9 (MIN) (%)
15 20 80
16 20 22
17 20 80
18 30 34
19 30 49
20 20 57

(\

J
21 \Nﬁ} 60 30 66

N

22 \fﬁ 60 40 21
23 kﬁ” 60 40 31
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Los rendimientos de reaccion obtenidos oscilaron entre 21 y 80%. Como se
puede observar en las estructuras quimicas de la serie 2 (Esquema 4), en cada una
de las reacciones llevadas a cabo para la obtencidén de los a-aminofosfonatos tipo
amida de la Serie 2, habia la posibilidad de que el producto fuera la mezcla de dos
diastestereoisémeros (el S,S y el S,R). Lo anterior es una de las posibles causas de
rendimientos bajos en algunos casos; es decir, lo que se realizé en cada experimento
fue la sintesis de la mezcla diasteroisomérica; sin embargo, al parecer se favorecio
la sintesis de alguno de los dos estereoisémeros y con ese fue con el que se trabajo
en las pruebas bioldgicas en cada caso, a diferencia de los a-AP de la serie 1
(derivados tipo éster) donde se obtuvo una mezcla racémica y con esa se trabajo en

las pruebas bioldgicas.
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B. PRUEBAS BIOLOGICAS

5.3. LINEA CELULAR MDA-MB-231
5.3.1. EVALUACION PRELIMINAR (SCREENING) DE LOS
a-AMINOFOSFONATOS
En la Figura 125 se presenta la linea celular empleada para la evaluacién

de la actividad antiproliferativa de los a.-aminofosfonatos.

Figura 125. Linea celular MDA-MB-231 a) 10X b) 20X

Una vez realizado el proceso de exposicidén de las lineas celulares a la
totalidad de los compuestos sintetizados (resumen de datos espectroscépicos
en ANEXOS 7.5), se llevo a cabo la determinacion de la viabilidad celular por el
método de MTT; concluida la evaluacién y con los valores de absorbancia
obtenidos en las tres repeticiones (realizadas por triplicado), dichos datos se
vaciaron al software Cheburator obteniendo los siguientes reportes

(Unicamente se muestran los resultados de los compuestos que presentaron
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inhibicion de la proliferacidn celular a una concentracion menor a 100 pg/mLy

el resultado de una sola repeticion):

G-AP 5 o
07
HN
oPh
Px
pho ©
HO
o-AP 15
(0]

IC50 (Abs.): 12.51 ug/ml;
ug/ml | Avg * SD | & ink
100 0.052 = 0.001 100.00
10 0.573 = 0.041 25.65
1 0.731 = 0.011 3.07
0.1 0.732 = 0.043 2.93

Method: nonlinear regression

IC50 (Abs.): 7.97 ug/ml

ug/ml | Avg # SD | & inh
100 0.061 = 0.006 96.23
10 0.253 + 0.025 56.58
2 0.499 + 0.015 6.04
0.1 0.522 + 0.009 1.37

Method: nonlinear regression

ICS0 (Abs.): 15.78 ug/ml

ug/ml | Avg * SD | € inh
100 0.301 £ 0.007 €5.01
10 0.456 = 0.022 40.54
<X 0.539 = 0.011 27.38
0.1 0.551 + 0.002 25.48

Method: nonlinear regression

IC50 (Abs.): 25.82 ug/ml

ug/ml | Avg £ SD | & ink
100 0.122 + 0.015 83.45
10 0.418 £ 0.013 19.85
1 0.506 £ 0.003 1.26
0.1 0.524 = 0.028 0.00

Method: nonlinear regression

Facultad de Ciencias Quimicas.

R2: 0.990

Figura 126. Reporte del screening realizado en la linea celular MDA-MB-231
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Como se muestra en la Figura 126 en la serie 1 solamente el
a-aminofosfonato 5, (correspondiente al éster sintetizado a partir del
p-hidroxibenzaldehido), presenté actividad antiproliferativa con un 100% de
inhibicion celular a 100 pg/mL. De la serie 2, los a.-aminofosfonatos 15, 18 y 22,
presentaron inhibicién de la proliferaciéon celular; la amida 15 a 10 pg/mL
presentd un 56% de inhibicidn, la amida 18 a 100 pg/mL presentd un 65% de
inhibicion, la amida 22 a 100 pg/mL presentd un 83% de inhibicion, estos cuatro

compuestos fueron seleccionados para la determinacion de la Clso.

5.3.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LOS

a-AMINOFOSFONATOS EN COMPARACION CON FOTEMUSTINE

Una vez seleccionados los compuestos que en el screening presentaron
inhibicién de la proliferacién celular en MDA-MB-231, se continué con la
determinacion de la actividad antiproliferativa in vitro con un mayor nimero de
puntos en la curva de concentracion, se obtuvieron los graficos de porcentaje
de viabilidad vs concentracion (Figura 127), se determind la Clso (se empled el
software PRISM) y se realizé la comparacion de los resultados con el control

Fotemustine (Tabla 21).
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o- AP activos. MDA_MB231

1001
- o-AP-5
\o\i = O-AP-15
- -« 0-AP-18
= * 0-AP-22
o]
© i
S 50
©
@)
0

0.1 1 10 100
Log Dose [ug/mL]

Figura 127. Actividad antiproliferativa in vitro de lo compuestos activos en la linea
celular MDA-MB-231

Tabla 21. Clso de los compuestos activos en linea celular MDA-MB-231

Clso

(kM)

1 5 J@}i 8.15+0.36
HO
15 J@}‘ 26.61+5.08
Cl
2 18 Q}i 61.58 + 14.93
22 w}a 49.10 +3.94
Fotemustine 851.00 + 75.86
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5.4. LINEA CELULAR MCF-7
5.4.1. EVALUACION PRELIMINAR (SCREENING) a-AMINOFOSFONATOS
En la Figura 128 se presenta la linea celular empleada para la evaluacién

de la actividad antiproliferativa in vitro de los a.-aminofosfonatos en las células

MCF-7.

Figura 128. Linea celular MCF-7, a) 10X b) 20X

Una vez concluido el proceso de exposicién a los compuestos, se realizd
la determinacién de la viabilidad celular por el método de MTT, se obtuvieron
los valores de absorbancia y dichos datos se vaciaron al software Cheburator
obteniendo los siguientes reportes (Unicamente se muestran los resultados de
los compuestos que presentaron actividad a una concentracion menor de 100

pg/mLy el resultado de una sola repeticion):
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0

c-AP S

HN

OPh
Ps

Phg O

HO
o-AP 8 G

o-AP 17

FpPh
Chi

ICS50 (Abs.): 2.51 ug/ml:
ug/ml | Awg * 5D | & inh
100 0.066 + 0.007 S8_88
10 0.217 + 0.036 75_.50
1 0.555 = 0.019 23.73
0.1 0.634 + 0.044 12_.18%
Mathod: nonlinear regression

IC50 (Abs.): 1.36 ug/ml;

ug/ml | Avg * 5D | €& inh
100 0.353 £ 0.021 55.05
10 0.366€ £ 0.027 53.17
1 0.3%2 £ 0.050 45.20
0.1 0.54€ £ 0.038 25.71

Method: nonlinear regression

IC50 (Abs.): 22.64 ug/ml;

ug/ml | Avg %= SD | & inh
100 0.197 = 0.019 B80.62
10 0.6e02 = 0.050 27.48
1 0.756 £ 0.035 T.25
0.1 0.77%2 £ 0.060 4,19

Method: nonlinear regression

IC50 (Abs.): 1.05 ug/ml;

ug/ml | Avg £ 5D | % ink
100 0.355 £ 0.013 59.79
10 0.372 £ 0.038 57.56
1 0.432 = 0.010 49.8%
0.1 0.450 = 0.030 47.37

Method: nonlinear regression

100

100

IC

Facultad de Ciencias Quimicas.

RZ: 0.55%5

.1e8

R2: 0.%e2
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Figura 129. Reporte del screening realizado en la linea celular MCF-7
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Como se muestra en la Figura 129, los compuestos que resultaron activos
de la serie 1 fueron a-aminofosfonatos 5 (a 10 pg/mL presentd un 76% de
inhibicién) y 8 (a 10 ug/mL presentd un 53% de inhibicidon). De la serie 2, los a-
aminofosfonatos 17 (a 100 pg/mL presenté un 80% de inhibicién) y 18 (a 10
ug/mL presentd un 57% de inhibicidn) presentaron actividad antiproliferativa a
una concentracién menor a 100 pg/mL; estos cuatro compuestos fueron

seleccionados para la determinacién de la Clso.

5.4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LOS a-
AMINOFOSFONATOS EN COMPARACION CON FOTEMUSTINE
Una vez obtenidos los graficos de porcentaje de viabilidad vs
concentracion (figura 130) se determind la Clsop de cada compuesto activo y

estos resultados se compararon con el control Fotemustine (tabla 22).
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a- AP activos. MCF-7

100
* o-AP5
_—
-2 & o-AP-8
g
- + a-AP-17
=
e ®  g-AP-18
@© i
S 50
[0,
O
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r T : -
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Log Dose [pg/mL]
Figura 130. Actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos activos en la

linea celular MCF-7

Tabla 22. Clso de los compuestos activos en linea celular MCF-7

1 5 J@}‘ 13.16 £ 0.53
HO

35.72 £16.65

0.50+0.22

2
17 J@)‘ 36.68 + 12.31
H,CO

18

Fotemustine 812.61 + 64.93
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5.5. DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS a.-AMINOFOSFONATOS
Una vez concluida la determinacidn de la actividad antiproliferativa en lineas
celulares cancerigenas, se llevé a cabo la determinacion de la citotoxicidad de los

compuestos moderadamente activos y los compuestos mas activos.

La citotoxicidad se evalud en la linea celular no modificada MCF-10A, linea

celular de tejido mamario no tumoral, la morfologia de esta linea celular se puede

observar en la Figura 131.

b)

Figura 131. Linea celular MCF-10A, a)10X b) 20X

Una vez obtenidos los graficos de porcentaje de viabilidad vs concentracion
(Figura 132), se determind la Clso de cada compuesto evaluado y estos resultados se

compararon con el control Fotemustine (Tabla 24).
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Citotoxicidad. MCF-10A

100 A - (-AP-5
o & (-AP-8
o\o o
: - o-AP-15
= ®  0-AP-17
< = -AP-18
> 507 <+ 0-AP-22
o
@)

0

0.1 1 10 100
Log Dose [ug/mL]

Figura 132. Citotoxicidad de compuestos activos linea celular MCF-10A
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Tabla 23. Clso de los compuestos activos en linea celular MCF-10A

Clso

(uM)

3.48 £0.62

Q

HO

>100.00

364.75 + 88.40*

0
as
]

15 ﬁ 49.56 + 10.41
Cl
>100.00
o
H,CO 308.40 + 57.28*
2
18 ©>7‘ 27.08 +8.31
22 ﬁ}% 42.29 +9.95
Fotemustine 1367.96 + 86.32

*cifra extrapolada por el software

5.6. COMPARACION ENTRE ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA EN LINEAS
CELULARES CANCERIGENAS Y LA CITOTOXICIDAD DE LOS -
AMINOFOSFONATOS.

En la tabla 24 se pueden observar los resultados de la actividad
antiproliferativa en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 y del efecto

citotdxico en la linea celular MCF-10.
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Tabla 24. Comparacion entre actividad antiproliferativa y citotoxicidad

MDA-MB-231

MCF-10A

5 Q}* 8.15+0.36 13.16 + 0.53 3.48 +0.62
HO
1
8 @LN ) 35.72 + 16.65 >100.00
@ 364.75 + 88.40*
15 Q/E 26.61 + 5.08 - 49.56 + 10.41
Cl
17 J@)’H i 36.68 + 12.31 >100.00
- 308.40 + 57.28*
2
18 Q}H 61.58 + 14.93 0.50 +0.22 27.08 + 8.31
22 j}% 49.10 + 3.94 - 42.29 +9.95
Fotemustine 851.00 +75.86 = 812.61+64.93  1367.96 + 86.32

*cifra extrapolada por el software

Respecto a la linea celular cancerigena MDA-MB-231, el éster de p-OH (5),
las amidas de p-Cl (15), de fenilo (18) y de isopropil (22) presentaron inhibicién de la
proliferacién celular; de estos cuatro compuestos, el éster 5 fue el mas activo, con
una Clso de 8.15 puM. Los valores de Clso de los compuestos 15, 22 y 18 fueron 26.61,
49.10 y 61.58 uM respectivamente. Aunque el compuesto 5 fue el mas activo, Clso =
3.48 uM, este no ha sido considerado como un compuesto lider, debié a su elevada
citotoxicidad. Se observé una situacién similar con los compuestos 18 y 22, los cuales

presentaron actividad antiproliferativa; sin embargo, presentaron citotoxicidad en Ia
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linea celular normal MCF-10A (27.08 y 42.29 uM respectivamente) con valores de Clso
menores que en la linea celular MDA-MB-231. El a-aminofosfonato 15 (amida de
p-Cl) posee un Clsp= 26.61 uM para la linea celular MDA-MB-231, mientras que el valor
de Clsp para la linea celular no tumoral es de 49.56 uM; lo anterior sugiere que es
necesario aproximadamente el doble de la dosis para producir un efecto citotdxico en
la linea celular MCF-10A. Finalmente, se establece que los compuestos 5, 18 y 22 no
fueron considerados como buenos candidatos, debido a la cercania entre la
concentracién que produce una actividad antiproliferativa en células cancerigenas y
la concentracion a la que produce un efecto téxico, es decir poseen una estrecha

ventana terapéutica.

Para la linea celular MCF-7, los compuestos que presentaron inhibicidn de la
proliferaciéon celular fueron los a-AP 5, 8, 17, 18. El compuesto 5 (R= p-OH), presenté
efecto anticancerigeno a una Clso = 13.16 uM, mientras que, para la linea celular no
tumoral el Clso fue mucho menor, 3.48 uM; es decir, que este compuesto presentd
una elevada toxicidad en el tejido normal y por lo tanto no puede ser considerado

como un compuesto lider.

Hallazgos importantes fueron observados respecto a la actividad
antiproliferativa de los compuestos 8 y 17 (éster de difenilo y amida de p-OCHs3,
respectivamente), los cuales poseen efecto anticancerigeno en la linea celular MCF-7
(Clso=35.72y 36.68 UM, respectivamente) y no poseen citotoxicidad en la linea celular
normal MCF-10A, ya que los valores de Clso son mayores a 100 uM (el software arrojo

un valor extrapolado de Clsp> 300 uM).
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Otro resultado interesante fue encontrado respecto al efecto
anticancerigeno del derivado tipo amida 18 (R= fenilo), el cual fue el compuesto mas
activo con una Clso= 0.50 uM en MCF-7 y con Clso= 27.08 uM en MCF-10A; es
importante observar que es necesaria mas de 50 veces la Clsp en MCF-7, para que
presente efecto téxico en la linea celular no tumoral. Debido a lo anterior, el

compuesto 18 puede ser considerado como un compuesto lider.

Una vez realizado el analisis de los resultados, no se puede establecer una
relacion estructura quimica-actividad bioldgica directamente; sin embargo, en
general los derivados tipo amida son mas activos que los derivados tipo éster, ya que
solo 2 a-AP tipo éster (5 y 8) fueron activos, mientras que cuatro amidas (15,17, 18 y
22) presentaron inhibiciéon de la proliferacidon celular. Tampoco se observé una
diferencia en la actividad al comparar los derivados éster y amida, con el mismo grupo
R; por ejemplo, el éster 5 (R= p-OH) fue el compuesto mas activo en la tres lineas
celulares evaluadas; mientras que la amida 16 (mismo R), no presentd efecto

citotodxico alguno.

Se observd que al parecer existe un efecto sinérgico en algunos derivados
(por ejemplo, el éster 8, R= trifenilamino) causado por la presencia del
a-aminofosfonato, el grupo éster y el radical, mientras que dicho efecto no es

observado en el correspondiente derivado tipo amida.

Para las amidas 17 y 18, se identificd una situacion similar; se observa un

probable efecto sinérgico ocasionado por la presencia del a-aminofosfonato, el grupo
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amida y el radical (p-OCHs y fenilo, respectivamente) que no es observado con los

correspondientes derivados tipo éster.

Todos los compuestos activos presentaron valores de Clsomenores al control
Fotemustine; el cual fue elegido farmaco control debido a su semejanza estructural
con los a-aminofosfonatos sintetizados, ambos pertenecen a la misma familia de
compuestos. Ademads, Fotemustine es un farmaco efectivo que ha sido empleado
principalmente en protocolos de tratamiento de melanoma maligno diseminado (fase
, 11y 1) con buena tasa de respuesta y supervivencia.?48%87 Fotemustine, también ha
presentados notables resultados en el tratamiento de linfoma del sistema nervioso
central y glioblastoma multiforme.®8° Finalmente, Fotemustine no habia sido
evaluado anteriormente en las lineas celulares MDA-MB-231, MFC-7 y MCF-10A y es
de importancia cientifica el extender la investigacion de posibles farmacos que
puedan ser empleados como alternativas en el tratamiento del cancer, cancer de

mama en este caso.
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5.7. REALIZACION DE ENSAYOS QUE APORTEN INFORMACION RESPECTO AL
MECANISMO DE ACCION

5.7.1. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ESTRES OXIDATIVO

Como se describio en la seccién de metodologia (1.4.12.1) se
seleccionaron los a-AP con actividad antiproliferativa en lineas celulares
cancerigenas (éster de p-OH (5), éster de difenilo (8); amida de p-OCHs (17) y
amida de fenilo (18)) y se determind si éstos provocaron muerte celular debido

a la produccion de ROS, siguiendo el método de DCFDA.

Para la determinacién de la produccidon de ROS, se realizaron lecturas a
0.5,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0,6.0,12.0y 24.0 h empleando el fluorémetro a una A de
excitacion de 585 nm y A de emisién de 530 nm, se colectaron los datos de
fluorescencia, se restd el valor del blanco a todas las lecturas y se realizaron los
graficos correspondientes, a continuacion, se muestran los resultados obtenidos

(Figura 133-Figura 136):
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a-AP5 p-OH
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Figura 133. Evaluacion de produccién de ROS del a-AP 5
o-AP8 difenilo
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Figura 134. Evaluacion de produccion de ROS del a-AP 8
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Figura 135. Evaluacion de produccion de ROS del a-AP 17
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Figura 136. Evaluacion de produccién de ROS del a-AP 18

DCFDA es un precursor no fluorescente de la diclorofluoresceina (DCF), el

DCFDA captado por las células, es metabolizado por estearasas intracelulares a

H,DCF, el cual se acumula dentro de la célula y posteriormente es oxidado por
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ROS para producir DCF, el cual es un producto altamente fluorescente. La

medicidn de DCF es una prueba de la presencia de estrés oxidativo.*°

Como se puede observar en los resultados mostrados anteriormente, los
a-aminofosfonatos evaluados, no presentan produccién de ROS, debido a que,
no existe un aumento en el valor de fluorescencia, ni al incrementar la
concentracion de los compuestos evaluados, ni al transcurrir el tiempo; a
diferencia del control Xantina Oxidasa, donde se observa un aumento en el valor

de fluorescencia durante todo el ensayo.

5.7.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD APOPTOTICA
Las caspasas son una familia de cistein proteasas que pueden actuar
como mediadores de muerte celular®® y su activacién durante el proceso
apoptético resulta en la desencadenacion irreversible del proceso de muerte
celular,®? por lo cual la activacidn de las caspasas juega un papel crucial en los

eventos bioldgicos asociados con apoptosis.

Para establecer si la inhibicion de la proliferacién celular de los a-AP se
debe a la activacion del proceso apoptético, se llevd a cabo la determinacion
de la actividad de la caspasa-3 de acuerdo a las especificaciones del inserto del

kit EnzChek® Caspase-3 assay kit #2 (descrito en la parte de metodologia).

La actividad de la caspasa-3 fue evaluada en la linea celular MCF-7
después de ser expuesta a la Clsp de los compuestos 8 y 17 (se selecciond un

derivado tipo éster y un derivado tipo amida), se empleé el sustrato especifico
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Z-DEVD-R110, el cual al ser hidrolizado produce el compuesto fluorescente
rodamina 110 (R110), dicha fluorescencia fue medida empleando el
fluorémetro a una A de excitacion de 496 nm y una A de emisiéon de 520 nm.
La apoptosis intrinseca, observada en el control negativo (células sin
exposiciéon a compuestos) fue empleada como blanco y fue restado de todas

las lecturas obtenidas.

Como se observa en la Figura 137 los valores de fluorescencia de las
células expuestas a los compuestos 8 y 17 indican actividad de la caspasa-3,
debido a que la fluorescencia es directamente proporcional a la expresion de
la caspasa-3. Por lo anterior se puede establecer que la muerte celular
producida tanto por el control (podofilotoxina) como por los compuestos 8 y
17, se debe a la induccidon de apoptosis mediada por la activacidon de la

caspasa-3.

Determinacion de caspasa-3

2.0 7

Fluorescencia

——
T

Control Positivo 8 17 Control Negativo

Figura 137. Determinacidn de capasa-3 en MCF-7.
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Los resultados anteriores, coinciden con lo encontrado en bibliografia,
donde se establece que los a-AP son capaces de inducir apoptosis; Huang et
al., reportaron que los a-AP producen apoptosis y la evaluacidon del ciclo
celular indicd que un compuesto puede secuestrar el ciclo en el estado G1.%3
Fang et al., investigaron la induccidn de apoptosis de los a-AP, por el método
de tincién de naranja de acridina/bromuro de etidio e indicaron que estos
compuestos son capaces de producir muerte celular mediante el proceso de

apoptosis.”®

5.8. EVALUACION PRELIMINAR  (SCREENING) DE LA  ACTIVIDAD

ANTIBACTERIANA DE LOS a-AMINOFOSFONATOS

5.8.1. SCREENING DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA EN LA CEPA

Escherichia coli

Como se describié en la parte de metodologia (1.4.10) el indculo
bacteriano fue preparado y depositado en la placa de 96 pozos que contenia
el compuesto a evaluar a una concentracion final de 100 pg/mL.
Posteriormente fue incubado por 24 h y se reviso la turbidez en cada pozo,
donde un botén >2mm indicaba un crecimiento bacteriano positivo, en la

Figura 138 se muestra un ejemplo de crecimiento bacteriano positivo.

248

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON. Facultad de Ciencias Quimicas.

Figura 138. Evaluacion de la actividad antibacteriana, crecimiento bacteriano positivo

Una vez colectados todos los resultados (la evaluacion fue realizada por

triplicado en tres dias diferentes), se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 25. Resultados del screening en Escherichia coli

Escherichia coli = SERIE a-AP Escherichia coli
4 + 15 cP
5 + 16 PP
7 + 18 cP
9 + 20 cP
10 + 21 PP
11 + 22 +
12 + 23 +

+ crecimiento bacteriano, PP Poco precipitado (correspondiente al crecimiento
bacteriano), CP Compuesto Precipitado, T Turbio
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Como se puede observar en la Tabla 25, casi la totalidad de los derivados
tipo éster, a excepcidon del compuesto 8, tienen el resultado de crecimiento
bacteriano positivo (+) es decir que no provocaron muerte bacteriana y por lo

tanto no poseen actividad antibacteriana a una concentracion de 100 pg/mL.

Respecto a los derivados tipo amida, para los compuestos 15, 18, 19 y
20 el resultado fue CP, esto indica que no se observaba botdn bacteriano,
correspondiente a un resultado +, sino que se observaron unos pequenos
cristales propios del compuesto; cabe sefalar que estos a-AP poseen una baja
solubilidad, incluso en DMSO y por ello se optd por considerar 100 pg/mL

como la concentracién maxima a evaluar.

Los compuestos 16 y 21 presentaron resultados PP, es decir, que se
observé poco precipitado, no estaba presente el botén bacteriano

caracteristico del crecimiento positivo.

Para el compuesto 8 y 17 el resultado fue T, es decir, que habia ausencia
del botén caracteristico de crecimiento bacteriano, pero el pozo no estaba
totalmente transparente como en un resultado de inhibicion del crecimiento

bacteriano.

5.8.2. SCREENING DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA EN LA CEPA

Pseudomonas aeruginosa
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Una vez colectados todos los resultados (la evaluacién fue realizada por

triplicado en tres dias diferentes), se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 26. Resultados del screening en Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas Pseudomonas
o-AP . o-AP .
aeruginosa aeruginosa

+ crecimiento bacteriano, PP Poco precipitado (correspondiente al crecimiento
bacteriano), CP Compuesto Precipitado, T Turbio, SM Sin Microorganismo

Como se observa en la Tabla 26, los ésteres 4, 6 y 7 presentaron

resultado +, es decir que no inhibieron el crecimiento bacteriano.

Para los compuestos 5, 11, 12 y 21 el resultado fue PP, es decir que se observd

poco precipitado correspondiente al crecimiento bacteriano.

El resultado de los compuestos 8, 9, 10, 19, 20, 22 y 23 fue T turbio, ausencia
del botén caracteristico de crecimiento bacteriano, pero el pozo no estaba
totalmente transparente como en un resultado de inhibicion del crecimiento

bacteriano.
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Respecto a los compuestos 15 y 18, el resultado fue CP, compuesto
precipitado, es decir que no se observé un botdn bacteriano, correspondiente
a un resultado de crecimiento positivo, sino unos pequefios cristales propios

del compuesto debido a su baja solubilidad.

Finalmente, para los a-AP 16 y 17, se obtuvo SM debido a que se
observaron los pozos totalmente transparentes, es decir, que estas amidas

inhibieron el crecimiento bacteriano de Pseudomonas aeruginosa.

5.8.3. SCREENING DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA EN LA CEPA
Staphylococcus aureus
Una vez colectados todos los resultados (la evaluacién fue realizada por

triplicado en tres dias diferentes), se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 27. Resultados del screening en Staphylococcus aureus

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus

SERIE ao-AP SERIE a-AP

+ crecimiento bacteriano, PP Poco precipitado (correspondiente al crecimiento
bacteriano), CP Compuesto Precipitado, T Turbio, SM Sin Microorganismo
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Como se observa en la Tabla 27, casi la totalidad de los ésteres (4-11),
las amidas 19, 20, 22 y 23, presentaron resultado T, turbio; ausencia del botdn
caracteristico de crecimiento bacteriano, aunque el pozo no se observaba
totalmente transparente como en un resultado de inhibicion del crecimiento

bacteriano.

Para el compuestos 12 el resultado fue PP, es decir que se observé poco

precipitado correspondiente al crecimiento bacteriano.

Respecto a los compuestos 15, 17 y 18, el resultado fue CP, compuesto
precipitado, es decir que no se observd un botdn bacteriano, correspondiente
a un resultado de crecimiento positivo, sino unos pequenos cristales propios

del compuesto debido a su baja solubilidad.

Finalmente, para los a-AP 16 y 21, se obtuvo SM debido a que se
observaron los pozos totalmente transparentes, es decir, que estas amidas

inhibieron el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus.

5.8.4. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL SCREENING Y ELECCION DE
COMPUESTOS PARA DETERMINACION DE CMI

Una vez concluido el screening, se llevd a cabo la seleccion de los a-AP

activos a los cuales se les determind la CMI, en la Tabla 18, se muestra un

resumen de todos los compuestos evaluados:

——t
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Tabla 28. Resumen del screening en las tres cepas evaluadas

Pseudomonas | Staphylococcus

SERIE o-AP Escherichia coli .
aeruginosa aureus

+ crecimiento bacteriano, PP Poco precipitado (correspondiente al crecimiento
bacteriano), CP Compuesto Precipitado, T Turbio, SM Sin Microorganismo

Los a-AP seleccionados, fueron aquellos que arrojaron en el screening el
resultado de SM, el cual indicd ausencia del crecimiento bacteriano, tal es el

caso de las amidas 16, 17 y 21.

Las amidas 15 y 18 también fueron seleccionadas, para evaluar si la
inhibicidn del crecimiento bacteriano fue dada por la actividad antibacteriana

del compuesto o si se debid a la precipitacién de este.
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5.9. DETERMINACION DE LA CMI

Una vez concluida la metodologia experimental para determinacién de la
concentracion minima inhibitoria, se llevé a cabo el andlisis de los resultados
observados en cada pozo de las diluciones seriadas y como se establece en el
método, se definid el valor de la CMI como la concentracién a la cual se observo

ausencia del crecimiento bacteriano a las 24 h de incubacion.

5.9.1. DETERMINACION DE LA CMI EN LA CEPA Escherichia coli
Los resultados de la determinacion de la CMI para la cepa de Escherichia

coli se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Determinacion de la CMI en Escherichia coli

CMI
(ng/mL)
15 >100
16 >100
17 100
18 >100
21 >100
Ciprofloxacino 3.125

5.9.2. DETERMINACION DE LA CMI EN LA CEPA Pseudomonas aeruginosa

Los resultados de la determinacion de la CMI para la cepa de

Pseudomonas aeruginosa se muestran a en Tabla 30.
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Tabla 30. Determinacién de la CMI en Pseudomonas aeruginosa

(o\Y]!
(ng/mL)

15 100

16 100

17 100

18 100

21 100
Ciprofloxacino 6.25

5.9.3. DETERMINACION DE LA CMI EN LA CEPA Staphylococcus aureus

Los resultados de la determinacion de la CMI para la cepa de

Staphylococcus aureus se muestran en la Tabla 31.

Tabla 31. Determinacién de la CMI en Staphylococcus aureus

(o\Y]!
(ng/mL)
15 3.125
16 12.500
17 12.500
18 12.500
21 6.250
Ciprofloxacino 6.250

Una vez definido el valor de la CMI, se puede establecer que para la cepa
Escherichia coli, los compuestos 15, 16, 18 y 21 no fueron capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano a 100 pg/mL, lo anterior se determind al observar los pozos
de menor concentracion, en los cuales se observo el botdn caracteristico de

crecimiento bacteriano positivo; por lo que se pude establecer que la clasificaciéon
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del CP del screening se debe a que los compuestos iniciaban la inhibicion del
crecimiento bacteriano; sin embargo, no era la concentracidn adecuada para
detener el crecimiento, es probable que una concentracion mayor si mostrara
ausencia del crecimiento bacteriano. Para el compuesto 17, la CMI fue de
100 pg/mL, el valor fue definido debido a que desde la concentracion anterior

(50 pug/mL) se observaba un poco de precipitado y ausencia del botén bacteriano.

En la determinacion de la CMI de los a-aminofosfonatos evaluados en
Pseudomonas aeruginosa se obtuvo que todos los compuestos (15, 16, 17, 18 y 21)
poseen una CMI de 100 pg/mL. Para los compuestos 16 y 17, se corroboraron los
resultados obtenidos en el screening, es decir, que a 100 pg/mL no habia
crecimiento bacteriano mientras que a la concentracién anterior (50 pug/mL) se
observé muy poco precipitado, se optd por establecer 100 pg/mL como la CMI. Para
los compuestos 15, 18 y 21 la CMI fue de 100 pg/mL, este valor fue establecido
debido a que desde la concentracién anterior (50 pg/mL) se observaba muy poco

precipitado y ausencia del botén bacteriano.

Para la cepa de Staphylococcus aureus el compuesto mas activo fue el 15
(amida de p-Cl) con un valor de CMI de 3.125 pg/mL, posteriormente el compuesto
21 (amida de pirazol) con una CMI de 6.250 pg/mL y finalmente, las amidas 16

(p-OH), 17 (p-OCHs) y 18 (fenilo) con un valor de CMI de 12.500 pg/mL.

Con los resultados obtenidos, se puede establecer que las amidas activas (15,

16, 17, 18 y 21), en general presentaron mayor efecto en las bacterias gram
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positivas; debido a que en las otras dos cepas gram negativas los valores de CMI
fueron mas altos; sin embargo, para poder afirmar dicha selectividad hacia este tipo

de bacterias es necesario evaluar mas cepas.

5.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Como se describid en la parte de metodologia (4.11), la determinacién de la
actividad antioxidante de todos los a-aminofosfonatos se llevé a cabo por el método
de DPPH, donde una presente actividad antioxidante disminuird el valor de
absorbancia debido a que el DPPH es un radical libre estable con una coloracién
morado oscuro que al reaccionar con un compuesto antioxidante, se reduce a DPPH-
H y como consecuencia cambia de coloraciéon, a un color amarillo y por lo tanto el

valor de absorbancia disminuye.®*

Actividad antioxidante de los Actividad antioxidante del
o-aminofosfonatos Acido Ascorbico
1.600 1.600
2 1200 = 1200
5 s
o) 0
5 0.800 5 0.800
(%] (%]
< <
0.400 0.400 I
0.000 (B
0.000
wmwmwmg:gﬁg:ﬁagggm 10 20 40 60 80 100200
a) a-Aminofosfonatos b) Concentracion (pug/mL)

Figura 139. Evaluacion de la actividad antioxidante a) a-aminofosfonatos,
b) control (acido ascérbico)
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Como se observa en la Figura 139, los valores de absorbancia de los
compuestos evaluados no disminuyeron como en el caso del control acido ascérbico,
cuyo valor de absorbancia disminuyd al incrementar la concentracidn del acido
ascoérbico; lo anterior indica que los compuestos evaluados no presentan actividad

antioxidante.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

CAPITULO 6.

CONCLUSIONES

La reaccion multicomponente “one pot” Kabachnik-Fields, empleando
irradiacion con Microondas, es una excelente alternativa al método de
sintesis de ai-aminofosfonatos convencional, ya que mejora los tiempos y los
rendimientos de reaccion.

Se logré la sintesis de 9 nuevos a-aminofosfonatos tipo éster (4 — 12) con
rendimientos de moderados a altos (58 — 97 %) y con tiempo de reaccion
cortos (20, 30 o 40 minutos).

Las condiciones de reaccién fueron propuestas con un enfoque del uso de
quimica verde, dichas condiciones ofrecen rendimientos de reaccién
comparables con la literatura, sin el uso de catalizadores y empleando etanol
como Unico disolvente.

Se logré la sintesis de 9 ai-aminofosfonatos tipo amida, con rendimientos que
van desde 21 — 80% con tiempos de reaccion de 20 a 40 min.

Las estructuras de todos los a-aminofosfonatos fueron confirmadas con los
resultados de RMN *H, 13C y 3P y HRMS

Respecto a la citotoxicidad evaluada en células MCF-10A, el éster de p-OH

(5), las amidas de p-Cl (15) y de isopropil (22), mostraron Clsp bajos
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6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

(<50 uM) y muy similares al Clso de la linea celular cancerigena lo cual indica
una estrecha ventana terapéutica que se traduce en un riesgo de toxicidad
en tejido normal.

Se encontrd un resultado importante con el éster 8 (R= difenilamino) y la
amida 17 (R= p-OCHs), los cuales presentaron baja citotoxicidad en la linea
celular no tumoral MCF-10A (Clsp >100 puM ~300 uM) y buena actividad
antiproliferativa en la linea celular MCF-7 (Clsp 35.72 y 36.68 uM), por lo cual
se proponen como buenos candidatos y posibles moléculas lider.

La amida 18 (R= fenilo) presentd excelente actividad antiproliferativa en
MCF-7 (Clso= 0.50 uM) y baja citotoxicidad en el tejido no tumoral, ya que se
requieren casi 50 veces la Clso de MCF-7 para causar la muerte celular en el
tejido normal.

Respecto a los ensayos realizados para obtener informaciéon del posible
mecanismo de accidn, se concluye que los a-aminofosfonatos evaluados no
provocan muerte celular por produccion de especies reactivas de oxigeno.
Mediante la evaluacion de la actividad de caspasa-3, se comprobd que los
compuestos activos causan muerte celular mediante apoptosis.

Los ensayos de evaluacion de actividad antiproliferativa mostraron que en
general los derivados tipo amida son mds activos que los derivados tipo éster;
sin embargo, no se encontrd relacion directa entre un éster y una amida con

el mismo grupo R.
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6.11.

6.12.

6.13.

6.14.

No fue posible establecer una directa relacion estructura quimica-actividad
bioldgica; sin embargo, se encontrd que al parecer existe un efecto sinérgico
dado por la presencia de los tres componentes, el a-AP, el éster o amiday el
grupo R.

La Hipdtesis ha sido validada de manera parcial, ya que la actividad
antiproliferativa en general es mayor para los derivados tipo amida; sin
embargo, este comportamiento no es posible atribuirlo Unicamente al
cambio de grupo éster a grupo amida.

En el caso de la evaluacion de la actividad antibacteriana, las amidas
resultaron ser mads activas que los ésteres, ya que desde el screening estos
ultimos fueron descartados al no presentar inhibicién del crecimiento
bacteriano.

Los a-aminofosfonatos resultaron mds activos para la cepa gram positiva
Staphylococcus aureus con CMI de 3.125 pg/mL (a-AP 15) y 12.50 pg/mL (a-
AP 16, 17 y 18). Interesantemente, el compuesto 21 presenté la misma CMI

que el control ciprofloxacino (6.250ug/mL).
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ANEXOS

7.1. ESTANDAR DE MCFARLAND 0.5 M
Protocolo para la preparacién del estandar de McFarland empleado en la
determinacién de la actividad antibacteriana (metodologia descrita en 4.10.b):
= 1% (peso/volumen) BaCl, anhidro
= 1% (volumen/volumen) H,SO4

Agregar 0.5 mL de la solucién de BaCl> 1% a 99.5 mL de la solucién
de H,S04 1%, agitar para mantener la suspension.

Agregar 5 mL de la suspension anterior a un tubo de rosca. El
didmetro de estos tubos debe ser el mismo que los que se empleardn para
ajustar la densidad de la suspensién del cultivo bacteriano previo a la
inoculacién. Cuando los estandares de 0.5 M son vigorosamente agitados,
la turbidez mostrada equivale a la turbidez propia de un cultivo con
aproximadamente 1.5 x 102 células.

Almacenar los tubos con la solucién estandar de McFarland 0.5 M

en la oscuridad a temperatura ambiente.
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7.2. CONDICIONES DE REACCION AMIDA 14

Condiciones probadas en la sintesis de la amida 14 (S)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-

feniletil)benzamida.
0]
(0]
0y - -
N
OH HoN
2 13 14
2 13 Base solvente Temperatura tiempo Producto
(eq) | (eq) (eq) °C (min) (% rendimiento)
1 1 - EtOH 80 20 -
1 1 - EtOH 100 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 80 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 100 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 120 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 140 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 160 20 -
1 1 K2COs (1) EtOH 180 20 -
180 2 manchas en TLC
! ! KaCOs (1) EtOH 18.9 bar 40 Acido + Amida
190 2 manchas en TLC
1 ! KaCOs (1) EtOH 23 bar 20 Acido + Amida
200
28.5 bar 2 manchas en TLC
1 1 K2COs (1) EtOH No 20 Acido + Amida
recomendable
185 Acido (49 mg) 32%
K2COs (1 EtOH
! 1 205 (1) 20 bar 40 + Amida (13 mg) 6.8%
180 Acido (383.5 mg) 85.1%
K2COs3 (2 EtOH
! 1 203 (2) 18.9 bar 40 + Amida (53.6 mg) 9.5%
Acido (761.6 mg) 63.5%
2 1 | K.COs(2) EtOH 185 40 _
+ Amida (117.6 mg) 10.5%
180 Acido (453.8 mg) 60.4%
K2COs (3 EtOH
! 1 203 (3) 18.9 bar 40 + Amida (291.8 mg) 31.2%
N(CH2CHs)s Acido (113 mg)18.8%
EtOH
! ! (3) 185 4h + Amida (31.8 mg) 4.2%
1.1 1 - Tolueno 200 40 -
( )|
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N(CH2CH3)3

1.1 2) Tolueno 200 60 -
1.1 N‘C'g):mh Tolueno 240 40 -
Acido
+ Amida
1.1 K2COs (3) DMF 200 20 evaporacion de DMF en
linea de vacio Schlenk no
exitosa
Acido (no cuantificado)
1.1 K2COs (3) AcOEt 200 20 + Amida (11 mg) 7%
DMAP
1 0.1% EtOH 80 7h -
DMAP
1 0.1% EtOH 150 1h -
DMAP
1 0.1% EtOH 170 25h -
DMAP
1 0.1% EtOH 175 5.5h -
( |
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7.3. CARACTERIZACION ACIDO 14B

La estructura quimica del 4cido 14b es mostrada en la Figura 140

OH
H,oN

Figura 140. Estructura Quimica del acido 14 b

. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H.
El espectro obtenido después del anélisis de RMN 'H (400 MHz, MeOD) se

muestra en la Figura 141.

EHF-194-16047-13/1
16047-13, EHF-1%4
MEQD
1H-RMN

L 28000

- 30000

—7.33

6.66
B6.64
4.96
3,33
3,33
332
a3

<_
<
6z

7.78
7.76

L 26000
L 24000
+ 22000
L 20000
18000
L 16000
L 14000
L 12000
L 10000
L8000

- 5000

lj J S

4 g

2.001

+--2000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.0 12,5 12,0 11.5 11.0 105 100 95 90 B85 &80 75 7.0 &5 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
f1 {ppm}

Figura 141. Espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOD) del 4cido 14b.

266

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON.

Facultad de Ciencias Quimicas.

n RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 13C.

El espectro obtenido después del anélisis de RMN 3C (101 MHz, MeOD) se

muestra en la Figura 142.

EHF-194-16047-13/2
16047-13, EHF-194 10000
MECD
13C-RMN
o 2 - - ﬁ =L R R k= o000
% L m ﬂ - 00 0D M e P P
g i o =3 e ESEELE
g iy e
8000
L7000
L6000
L5000
L4000
L3000
2000
L1000
I I
1 " A oy
170 10 150 40 130 120 110 100 70 60 s0 40 W 0 10 0

an
f1 {ppm)

Figura 142. Espectro de RMN 3C (101 MHz, MeOD) del acido 14b.

. ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
En el andlisis de HRMS (ESI*) m/z, valor calculado para C;H7NO; [M +

H]* 138.0550, encontrado 138.0540.
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'H AMIDA 16 VS AMIDA 16 + D,O

7

7.4. COMPARACION RMN

La Figura 143 muestra la comparacion del espectro de *RMN H de la amida

16 (parte superior) respecto a la muestra de la amida 16 a la cual se le agregé D,0

(parte inferior).
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En la ampliacion del espectro (Figura 144) se observa la desaparicion de las
sefiales que previamente aparecian en 4.87 y 9.49 ppm (correspondientes al OH de
la amida 14 y al OH proveniente del p-hidroxibenzaldehido, respectivamente), lo
anterior debido al intercambio ocurrido entre los hidroxilos de la muestra con el D,0

gue se agregd en la prueba.

2
1

B (dt)

4.87
T
4.8

C (td)
5.02
F (m)
5.02
5.0

5.2

5.4

C(d)
5.58

D (ddd)
5.59
M
5.6

5.8

6.0

6.4

7.0

E(m)
7.23
D (m)
7.23
7.2

f1 (ppm)

7.4
Figura 144. Ampliacidn de los espectros de RMN H (600 MHz, DMSO-ds) amida 16 (superior),

7.6
amida 16 + D,0 (inferior)

7.8

F (dd)
8.25

M
8.2

E (ddd)

8.27
M

{C:\Bruker\TopSpin3.5pl7} vishwa 37
{C:\Bruker\TopSpin3.5.b.88pl7} vishwa 47
8.6 8.4

9.2

G (d)
9.49
9.4

9.6

Erika: Proton on Amide-OH-2

May29-2017.60.fid

Erika: proton on Amide -P-OH
CPP_Proton.A DMSO
Apr04-2017.50.fid
CPP_Proton.A DMSO

2.8
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7.5. RESUMEN DE DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS a-AP

4-(((4-clorofenil)(difenoxifosforil)metilJamino) benzoato de etilo, 4 (1.52 g, 82%); sélido
blanco; PF 116-118 °C; R= 0.49 (7:3 hexano — acetato de etilo). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de): 57.68 —7.79 (m, 4H, ArH, H-8), 7.67 (dd, J = 10.3, 5.3 Hz, 1H, NH), 7.49 (d, J = 8.3,
2H, ArH, H-6), 7.00 — 7.38 (m, 10 H, ArH, H-5), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH, H-4), 5.88 (dd,
J=25.4,10.2 Hz, 1H, CH-P), 4.21 (¢, J = 7.0 Hz, 2H, CH>-CH3), 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3).
RMN 13C (101 MHz, DMSO-ds): 6 166.1 (C=0), 151.5 (C-2), 150.4 (C-25), 150.2 (C-31),
134.7 (C-13), 133.3 (C-20), 131.1 (C-4, C-6), 130.9 (C-19, C-21), 130.3 (C-27, C-29, C-33,
C35), 128.9 (C-18, C-22), 125.8 (C-28, C-34), 120.9 (C-26, C-30), 120.7 (C-32, C-36), 118.7
(C-5), 113.2 (C-1, C-3), 60.2 (C-10), 53.6 (d, J = 156.3 Hz, C-P), 14.8 (C-11). RMN 3!P (162
MHz, DMSO-ds): 6 15.24 (d, J = 25.1 Hz). HRMS (ESI*) m/z calculado para CagH26CINOsP

[M + H]* 522.1159; encontrado 522.1094.

4-(((difenoxifosforil)(4-hidroxifenil)metil)Jamino)benzoato de etilo, 5 (1.50 g, 72%);
sélido naranja; PF 154-156 °C; R¢= 0.52 (1:1 hexano — acetato de etilo). RMN *H (400 MHz,
DMSO-de): & 9.57 (s, 1H, OH), 7.71 (d, J = 9.0 Hz, 2H, ArH, H-7), 7.56 (d, J = 4.6 Hz, 1H,
NH), 6.85 — 7.60 (m, 14H, ArH, H-5), 6.80 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH, H-4), 5.64 (dd, J = 24.1,
10.0 Hz, 1H, CH-P), 4.21 (c, J = 7.0 Hz, 2H, CH2-CH3), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs). RMN 13C
(101 MHz, DMSO-de): 6 166.2 (C=0), 157.8 (C-20), 151.8 (C-2), 150.5 (C-26), 150.4 (C-32),
131.1 (C-4, C-6), 130.4 (C-13), 130.3 (C-28, C-30) 130.2(C-34, C-36), 125.7 (C18) 125.6 (C-
22), 125.3 (C-29, C-35), 121.0 (C-27, C-31), 120.8 (C-33, C-37), 118.3 (C-5), 115.6 (C-19, C-

21), 113.1 (C-1, C-3), 60.2 (C-10), 53.8 (d, J = 157.6 Hz, C-P), 14.8 (C-11). RMN 3P (162
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MHz, DMSO-de): 6 16.30 (d, J = 24.0 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para C2sH27NOsP [M

+ H]* 504.1498; encontrado 504.1485.

4-(((difenoxifosforil)(4-metoxifenil)metil)Jamino) benzoato de etilo, 6 (1.66 g, 87%);
sélido blanco; PF 147-149 °C; R¢= 0.31 (7:3 hexano — acetato de etilo). RMN *H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH, H-9), 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH, H-8), 7.59 (dd,
J=10.2,4.9 Hz, 1H, NH), 6.99 — 7.39 (m, 10H, ArH, H-7), 6.97 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH, H-
6), 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH, H-5), 5.72 (dd, J = 24.4, 10.1 Hz, 1H, CH-P), 4.21 (c, J= 7.0
Hz, 2H, CH,), 3.74 (s, 3H, OCHs), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs). RMN 13C (101 MHz, DMSO-
ds): 6 166.2 (C=0), 159.6 (C-20), 151.7 (C-2), 150.5 (C-24), 150.3 (C-30), 131.1 (C-13),
130.3 (C-4, C-6), 130.2 (C-26, C-28, C-32 C-34), 127.2 (C-18, C-22), 125.7 (C-27, C-33),
121.0 (C-25, C-29), 120.8 (C-31, C-35), 118.4 (C-5), 114.3 (C-19, C-21), 113.1 (C-1, C-3),
60.2 (C-10), 55.6 (C-37), 53.7 (d, J = 157.2 Hz, C-P), 14.8 (C-11). RMN 3P (162 MHz, DMSO-
des): 6 16.08 (d, J = 24.2 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CasH2sNOeP [M + H]*

518.1654; encontrado 518.1636.

4-(((difenoxifosforil)(fenil)metillamino) benzoato de etilo, 7 (1.71 g, 92%); sdlido
blanco; PF 142-143 °C; Re= 0.42 (7:3 hexano - acetato de etilo). RMN 'H (400 MHz, CDCls):
67.80(d,J=8.7 Hz, 2H, ArH, H-6), 6.71 - 7.64 (m, 15H, ArH, H-5), 6.60 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
ArH, H-4), 5.70 (s, 1H, NH), 5.20 (dd, J = 24.7, 5.2 Hz, 1H, CH-P), 4.29 (c, J = 7.1 Hz, 2H,
CHa), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs). RMN 13C (101 MHz, CDCl3): § 166.6 (C=0), 150.2 (C-2),
150.1 (C-24), 149.8 (C-30), 134.2 (C-13), 131.4 (C-4, C,6), 129.8 (C-26, C-28), 129.7 (C-32,
C-34), 128.9 (C-19, C-21), 128.6 (C-20), 128.2 (C-18, C-22), 125.6 (C-27), 125.4 (C-33),

120.6 (C-25, C-29), 120.4 (C-5), 120.2 (C-31, C-35), 112.8 (C-1, C-3), 60.3 (C-10), 55.4 (d, J
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= 154.5 Hz, C-P), 14.4 (C-11). RMN 3!P (162 MHz, CDCl3): § 14.58 (d, J = 24.3 Hz). HRMS

(ESI*) m/z, calculado para CsH27NOsP [M + H]* 488.1549; encontrado 488.1553.

4-(((difenoxifosforil)(4-(difenilamino)fenil)metil)Jamino)benzoato de etilo, 8 (0.70 g,
58%); sélido café; PF 144-146 °C; Re= 0.50 (7:3 hexano - acetato de etilo). RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): 6 7.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH, H-7), 7.65 (d, J = 4.6 Hz, 1H, NH), 7.65 —
6.92 (m, 24H, ArH, H-5), 6.86 (d, J= 8.2 Hz, 2H, ArH, H-4), 5.74 (dd, J = 24.4, 10.1 Hz, 1H,
CH-P), 4.21 (¢, J = 7.1 Hz, 2H, CH,), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3). RMN 13C (101 MHz, DMSO-
de): 6 166.2 (C=0), 151.7 (C-2), 150.5 (C-20), 150.4 (C-25), 147.7 (C-31), 147.5 (C-37, C-
38),131.2 (C-4, C-6), 130.3 (C-13), 130.2 (C-27, C-29, C-33, C-35), 130.0 (C-40, C-42, C-45,
C-47), 129.2 (C-39, C-43, C-44, C-48), 125.8 (C-18, C-22, C-41, C-46), 124.4 (C-28, C-34),
123.6 (C-26, C-30), 121.0 (C-32, C-36), 120.6 (C-5), 118.4 (C-1, C-3), 113.0 (C-19, C-21),
60.2 (C-10), 53.8 (d, J = 156.0 Hz, C-P), 14.8 (C-11). RMN 3P (162 MHz, DMSO-ds): § 15.92
(d, J = 24.5 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CaoH3aN20sP [M - H]* 653.2205;

encontrado 653.2128

4-(((difenoxifosforil)(4-morfolinofenil)metil)Jamino) benzoato de etilo, 9 (0.89 g, 59%);
s6lido café oscuro; PF 98-100 °C; R= 0.59 (4:6 hexano - acetato de etilo). RMN *H (600
MHz, CDClz): 6 7.83 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH, H-9), 7.03 — 7.48 (m, 10H, ArH, H-8), 6.90 —
6.83 (m, 4H, ArH, H-7), 6.65 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH, H-6), 5.14 (d, J = 24.2 Hz, 1H, CH-P),
4.29 (c,J = 7.1 Hz, 2H, CH>), 3.85 (t, J = 4.8 Hz, 4H, CH,-CH,-0), 3.14 (dd, J = 6.1, 3.1 Hz,
4H, CH2-CH2-N), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs). RMN 13C (151 MHz, CDCls, MeOD): 6 166.8
(C=0), 150.1 (C-2), 150.0 (C-25, C-31), 149.9 (C-20), 131.4 (C-4, C-6), 129.8 (C-27, C-29),

129.6 (C-33, C-35), 129.0 (C-13), 125.5 (C-18, C-22), 125.4 (C-28, C-34), 120.6 (C-26, C-
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30), 120.3 (C-32, C-36), 120.1 (C-5), 115.8 (C-1, C-3), 112.8 (C-19, C-21), 66.7 (C-39, C-40),
60.4 (C-10), 54.6 (d, J = 156.4 Hz, C-P), 49.0 (C-37), 47.2 (C-38), 14.3 (C-11). RMN 3!P (243
MHz, CDCls): & 14.96 (d, J = 23.9 Hz). HRMS (ESI¥) m/z, calculado para Cs2H3aN206P [M +

H]* 573.2076; encontrado 573.1992.

4-(((difenoxifosforil)(1-metil-1H-pirazol-4-il)metilJamino)benzoato de etilo, 10 (0.89 g,
97%); sélido amarillo pdlido; PF 122-124°C; Rs= 0.45 (3:7 hexano - acetato de etilo). RMN
14 (400 MHz, CDCl3): & 7.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH, H-9), 7.60 (s, 1H, ArH, H-8), 7.49 (s,
1H, Ar-H, H-7), 7.32 — 6.95 (m, 10H, ArH, H-6), 6.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH, H-5), 5.25 (d,
J=22.1Hz, 1H, CH-P), 4.31 (c, J = 7.1 Hz, 2H, CHa), 3.74 (s, 3H, CH3-N), 1.35 (t, J = 7.1 Hz,
3H, CH3). RMN 3C (101 MHz, CDCls): 6 166.6 (C=0), 150.2 (C-2), 150.1 (C-19), 149.7 (C-
25), 138.7 (C-34), 131.5 (C-4, C-6), 129.9 (C-21, C-23), 129.8 (C-27, C-29), 129.5 (C-31),
125.5 (C-22, C-28), 120.6 (C-20, C-24), 120.5 (C-13), 120.4 (C-26, C30), 114.9 (C-5), 112.7
(C-1, C-3), 60.4 (C-10), 47.0 (d, J = 163.0 Hz, C-P), 39.1 (C-35), 14.4 (C-11). RMN 3'P (243
MHz, CDCl3): 6 14.46 (d, J = 21.9 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para Cz6H27N30sP [M +

H]* 492.1610; encontrado 492.1612.

4-((1-(difenoxifosforil)-2-metilpropil)Jamino)benzoato de etilo, 11 (2.32 g, 74%); sélido
blanco; PF 103-105 °C; R&= 0.39 (7:3 hexano - acetato de etilo). RMN 'H (400 MHz, CDCls):
67.87 (d, J=8.7 Hz, 2H, ArH, H-9), 7.38 — 6.84(m, 10H, ArH, H-8), 6.65 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
ArH, H-7), 4.64 (dd, J = 10.7, 3.5 Hz, 1H, NH), 4.33 (¢, J = 7.1 Hz, 2H, CH.), 4.13 (ddd, J =
19.0, 10.7, 4.2 Hz, 1H, CH-P), 2.56 - 2.44 (m, 1H, CH-CH-P), 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs-
CH2), 1.16 (dd, J = 12.5, 6.8 Hz, 6H, CH3-CH). RMN 3C (101 MHz, CDCl3): § 166.7 (C=0),

151.1 (C-2), 150.2 (C-19), 150.0 (C-25), 131.6 (C-4, C-6), 129.9 (C-21, C-23), 129.6 (C-27,
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C-29), 125.4 (C-22), 125.2 (C-28), 120.5 (C-20, C-24), 120.4 (C-26, C-30), 119.8 (C-5), 112.2
(C-1, C-3), 60.4 (C-10), 55.6 (d, J = 151.9 Hz, C-P), 30.1 (C-13), 20.7 (C-31), 17.9 (C-32),
14.5 (C-11). RMN 3P (162 MHz, CDCls): 6 17.54 (dd, J = 19.2, 8.3 Hz). HRMS (ESI*) m/z,

calculado para CasH29NOsP [M + H]* 454.1705; encontrado 454.1658.

4-((1-(difenoxifosforil)-2-etilbutil)amino)benzoato de etilo, 12 (2.17 g, 90%); sélido
cristalino color blanco; PF 121-123 °C; R+= 0.48 (7:3 hexano - acetato de etilo). RMN 'H
(400 MHz, CDCl3): 6 7.90 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH, H-10), 7.38 — 6.84 (m, 10H, H-9), 6.67 (d,
J=8.7 Hz, 2H, ArH, H-8), 4.51 — 4-57 (m, 1H, CH-CH.), 4.41 (dd, J = 10.9, 3.6, Hz, 1H, CH-
P), 4.35 (¢, J = 7.2 Hz, 2H, -CH,-0), 2.10 — 1.88 (m, 2H, CH,-CH), 1.74 - 1.45 (m, 2H, CHo-
CH), 1.39 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3-CH»-0), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 6H, CH3-CH»-CH). 3C RMN (101
MHz, CDCl3): 6 166.6 (C=0), 150.8 (C-2), 150.3 (C-19), 150.2 (C-25), 131.6 (C-4, C-6), 129.8
(C-21, C-23), 129.6 (C-27, C-29), 125.3 (C-22), 125.1 (C-28), 120.4 (C-20, C-24), 120.3 (C-
26, C-30), 120.0 (C-5), 112.1 (C-1, C-3), 60.3 (C-10), 52.3 (d, J = 153.5 Hz, C-P), 43.3 (C-13),
22.8 (C-34), 22.3 (C-31), 14.4 (C-11), 12.0 (C-33), 11.9 (C-32). 3P RMN (162 MHz, CDCl3):
6 18.22 (dd, J = 18.6, 10.7 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para Cy7H33NOsP [M + H]*

482.2018; encontrado 482.2020.

(5)-4-amino-N-(2-hidroxi-1-feniletil)benzamida, 14 (840.80 mg, 75%); solido blanco; PF
174-176 °C; Ri= 0.36 (5:4:1 hexano - acetato de etilo - metanol). RMN H (600 MHz,
DMSO-ds): & 8.18 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH, H-8), 7.39 — 7.20 (m,
5H, ArH, H-7), 6.56 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-6), 5.61 (s, 2H, NH>), 5.04 (c, J = 7.8 Hz, 1H, CH-
Ar), 4.88 (t, J = 5.9 Hz, 1H, OH), 3.73 — 3.61 (m, 2H, CHz). RMN 13C (151 MHz, DMSO): &

166.5 (C=0), 152.1 (C-2), 142.4 (C-14), 129.4 (C-4, C-6), 128.4 (C-6, C-18), 127.5 (C-15, C-
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19), 127.1 (C-17), 121.8 (C-5), 112.9 (C-1, C-3), 65.1 (C-12), 56.0 (C-11). HRMS (ESI*) m/z,

calculado para CisH16N202 [M + H]* 257.1285; encontrado 257.1288.

Difenil  ((4-clorofenil)((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)Jamino)metil)fosfo-
nato, 15 (133.8 mg, 80%); sélido color blanco ligeramente aperlado; purificado por
recristalizacion en etanol; PF 148-150 °C; R=0.48 (hexano - acetato de etilo - metanol,
5:4:1) RMN *H (600 MHz, DMSO-ds): & 8.26 (dd, J = 8.1, 4.5 Hz, 1H, NH-C=0), 7.81 — 6.88
(m, 24H, ArH), 5.84 (ddd, J = 25.6, 10.4, 2.4Hz, 1H, CH-P), 5.01 (c, J = 7.0 Hz, 1H, CH-Ar),
4.86 (dt, J = 8.8, 5.9 Hz, 1H, OH), 3.76 — 3.55 (m, 2H, CH2). RMN 3C (151 MHz, DMSO-d):
6 166.3 (C=0), 150.5 (C-2), 150.2 (C-22), 149.8 (C-28), 142.3 (C-38), 135.0 (C-10), 133.2
(C-17), 130.9 (C-4, C-6), 130.3 (C-24, C-26,C-30, C-32), 129.1 (C-16, C-18), 128.8 (C-41),
128.5 (C-40, C-42), 127.4 (C-15, C-19), 127.1 (C-39, C-43), 125.8 (C-25, C31), 123.8 (C-5),
121.0 (C-23, C-27), 120.8 (C-29, C-33), 113.0 (C-1, C-3), 65.1 (C-36), 56.1 (C-35), 53.8 (d, J
= 156.3 Hz, C-P). RMN 31P (243 MHz, DMSO-ds): & 15.59 (d, J = 26.4 Hz, P-H). HRMS (ESI+)

my/z, calculado para CzsH3oCIN20sP [M + H]* 613.1654; encontrado 613.1720.

Difenil  (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)  amino)(4-hidroxifenil)metil)
fosfonato, 16 (35.3 mg, 22%); solido blanco purificado por recristalizacién en etanol; PF
139-141 °C; R=0.42 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1) RMN 'H (600 MHz,
DMSO-ds): 6 9.49 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Ar-OH), 8.25 (dd, J = 8.1, 5.2 Hz, 1H, NH-C=0), 7.77 —
6.60 (m, 24H, ArH, NH), 5.59 (ddd, J = 24.4, 10.3, 2.0 Hz, 1H, CH-P), 5.02 (td, /= 7.8, 5.5
Hz, 1H, CH-Ar), 4.87 (dt, J = 8.5, 5.9 Hz, 1H, OH), 3.75 — 3.55 (m, 2H, CH2). RMN 3C (151
MHz, DMSO-dg): 6 166.4 (C=0), 157.7 (C-27), 150.6 (C-32), 150.5 (C-38), 150.2(C-12),

142.3 (C-5), 130.3 (C-14, C-16), 130.2 (C-34, C-36, C-40, C42), 129.1 (C-7, C-9), 128.5 (C-
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6, C-10), 127.4 (C-25, C-29), 127.1 (C-8), 125.7 (C-35, C-41), 125.6 (C-20), 123.4 (C-15),
121.1 (C-33, C-37) 120.8 (C-39, C-43), 115.6 (C-11, C-13), 112.9 (C-26, C-28), 65.1 (C-3),
56.1 (C-2), 53.9 (d, J = 157.6 Hz, C-P). RMN 3P (243 MHz, DMSO-ds) & 16.66 (d, J = 24.4
Hz, P-H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CzsH31CIN206P [M+H]* 595.1992; encontrado

595.2016.

Difenil (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(4-metoxifenil)metil)fosfo-
nato, 17 (133.7 mg 80%); sélido blanco purificado por recristalizacion en etanol; PF 140-
143 °C; R=0.42 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1). RMN *H (600 MHz, DMSO-
de): 6 8.26 (dd, J = 8.1, 5.1 Hz, 1H, NH-C=0), 7.71 — 6.88 (m, 24H, ArH, NH), 5.68 (ddd, J =
24.7,10.3, 2.3 Hz, 1H, CH-P), 5.02 (td, J = 7.9, 5.4 Hz, 1H, CH-Ar), 4.87 (¢, J = 7.1 Hz, 1H,
OH), 3.74 (d, J = 1.2 Hz, 3H, OCHs), 3.61 — 3.71 (m, 2H, CH2). RMN 3C (151 MHz, DMSO-
de): 6 166.4 (C=0), 159.5 (C-27), 150.6 (C-31), 150.4 (C-37), 150.1 (C-12), 142.3 (C-5),
132.3 (C-14, C-16), 130.4 (C-33, C-35), 130.2 (C-39, C-41), 129.1 (C-7, C9), 128.4 (C-25, C-
29), 127.4 (C-6, C-10), 127.1 (C-8), 125.7 (C-34, C-40), 123.5 (C-20, C-15), 121.1 (C.32, C-
36), 120.8 (C-38, C-42), 115.7 (C-11), 115.0 (C-13), 114.2 (C-26), 113.0 (C-28), 65.1 (C-3),
56.1 (C-2), 55.6 (C-44), 53.8 (d, J = 157.5 Hz, C-P). RMIN 3P (243 MHz, DMSO-ds) 6 16.45
(d, J = 24.8 Hz, P-H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CssH33N;06P [M+H]* 609.2149;

encontrado 609.2077.

Difenil (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)Jamino)(fenil) metil)fosfonato, 18
(154.6 mg, 34%); sélido blanco purificado por recristalizacion en etanol; PF 170-172 °C;
R~=0.42 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1). RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) 6 8.30

—8.22 (m, 1H, NH-C=0), 7.85 — 6.85 (m, 25H, ArH, NH), 5.76 (ddd, J = 25.2, 10.3, 4.7 Hz,
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1H, CH-P), 5.02 (cd, J = 7.8, 5.2 Hz, 1H, CH-Ar), 4.87 (tt, J = 7.6, 5.9 Hz, 1H, OH), 3.76 —
3.54 (m, 2H, CH2). RMN 13C (151 MHz, DMSO-ds): & 166.3 (C=0), 150.5 (C-31), 150.3 (C-
37),150.0 (C-12), 142.3 (C-5), 135.8 (C-20), 130.3 (C-33, C-35, C-39, C-41), 129.2 (C-14, C-
16), 129.1 (C-7, C-9), 128.8 (C-26, C-28), 128.4 (C-25, C-27, C-29), 127.4 (C-6, C-10), 127.1
(C-8), 125.7 (C-34, C-40), 123.6 (C-15), 121.1 (C-32, C-36), 120.8 (C-38, C-42), 113.0 (C-
11, C-13), 65.1 (C-3), 56.1 (C-2), 54.4 (d, J = 156.0 Hz, C-P). RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds)
6 16.21 (d, J = 24.8 Hz, P-H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para C3sH31N,0sP [M+H]*

579.2043; encontrado 579.1975.

Difenil ((4-(difenilamino)fenil)(4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)
metil)fosfonato, 19 (282.5 mg, 49%); solido ligeramente amarillo purificado por
recristalizacion en etanol; PF 158-159 °C; R=0.52 (hexano - acetato de etilo - metanol,
5:4:1). RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) & 8.27 (dd, J = 8.1, 4.0 Hz, 1H, NH-C=0), 7.77 — 6.81
(m, 34H, ArH, NH), 5.71 (ddd, J = 24.7, 10.3, 2.6 Hz, 1H, CH-P), 5.03 (td, J = 8.0, 5.4 Hz,
1H, CH-Ar), 4.88 (c, J = 5.8 Hz, 1H, OH), 3.75 — 3.59 (m, 2H, CH,). RMN 13C (151 MHz,
DMSO-ds) & 166.3 (C=0), 150.6 (C-32), 150.5 (C-38), 150.1 (C-12), 147.6 (C-27), 147.5 (C-
44, C-45), 142.3 (C-5), 130.4 (C-14, C16), 130.2 (C-34, C-36, C-40, C-42), 130.0 (C-47, C-
49, C-52, C-54), 129.5 (C-20), 129.1 (C-7, C-9), 128.4 (C-6, C-10), 127.4 (C-46, C-50, C-51,
C-55), 127.1 (C-25, C-29), 125.8 (C-48), 125.6 (C-53), 124.3 (C-35, C-41), 123.6 (C-26, C-
28), 123.4 (C-15), 121.1(C-33, C-37), 120.7 (C-39, C-43), 112.8 (C-11, C-13), 65.1 (C-3),
56.1 (C-2), 53.90 (d, J = 156.2 Hz, C-P). RMN 3P (243 MHz, DMSO-ds) & 16.28 (d, J =
24.5Hz, P-H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CasHaoN3OsP [M+H]* 746.2778; encontrado

746.2686.
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Difenil  (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(4-morfolinofenil)metil)
fosfonato, 20 (102.8 mg, 57%); sdlido amarillo paja purificado por recristalizacién en
etanol; PF 127-129 °C; R=0.32 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1) RMN H (600
MHz, DMSO-de): 6 8.29 (dd, J = 8.1, 6.0 Hz, 1H, NH-C=0), 7.77 — 6.89 (m, 24H, ArH, NH),
5.66 (ddd, J = 24.4, 10.3, 2.0 Hz, 1H, CH-P), 5.07 (td, J = 7.8, 5.5 Hz, 1H, CH-Ar), 4.91 (dt,
J=8.0,5.9 Hz, 1H, OH), 3.77 (t, J = 4.5 Hz, 4H, CH,-O(morph)), 3.75 - 3.64 (m, 2H, CH>),
3.21 —3.09 (m, 4H, CH2-N(morph)). RMN 13C (151 MHz, DMSO-ds) & 166.3 (C=0), 151.2
(C-27), 150.6 (C-32), 150.4 (C-38), 150.1 (C-12), 142.3 (C-5), 130.2 (C-34, C-36, C-40, C-
42), 129.8 (C-14, C-16), 129.0 (C-7, C-9), 128.4 (C-6, C-10), 127.4 (C-25, C-29), 127.1 (C-
8), 125.6 (C-35, C-41), 123.4 (C-20, C-15), 121.1 (C-33, C-37), 120.9 (C-39, C-43), 115.2 (C-
11, C-13), 113.7 (C-28), 113.0 (C-6), 66.5 (C-46, C-47) 65.1 (C-3), 56.1 (C-2), 53.9 (d, J =
157.7 Hz, C-P), 48.7 (C-44, C-45). RMN 3!P (243 MHz, DMSO-ds) 6 16.59 (d, J = 24.4Hz, P-
H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para CssH3sN3OsP [M+H]* 664.2571; encontrado

664.2498.

Difenil  (((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)(1-metil-1H-pirazol-4-il)
metil)fosfonato, 21 (75.2 mg, 66%); sélido blanco purificado por recristalizacién en
etanol; PF 126-128 °C; R=0.18 (hexano - acetato de etilo - metanol, 6:3:1). RMN *H (600
MHz, DMSO-ds): & 8.27 (dd, J = 8.1, 3.4 Hz, 1H, NH-C=0), 7.81 (d, J = 1.8 Hz, 1H, CH-
pirazol), 7.71 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, ArH, H-10), 7.61 (s, 1H, CH-pirazol), 7.44 — 6.99 (m,
15H, ArH, H-8), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH, H-7), 6.91 (d, J = 10.3 Hz, 1H, NH), 5.70 (dd, J
=21.2,10.2 Hz, 1H, CH-P), 5.03 (td, J = 7.9, 5.5 Hz, 1H, CH-Ar), 4.88 (s, 1H, OH), 3.81 (s,

1H, CHs), 3.74 —3.58 (m, 2H, CH2-OH). RMN 13C (151 MHz, DMSO-ds) & 166.3 (C=0), 150.6
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(C-26), 150.5 (C-32), 150.2 (C-12), 142.3 (C-5), 138.9 (C-41), 130.7 (C-14, C-16), 130.3 (C-
28, C-30), 129.8 (C-34, C-36), 129.1 (C-7, C-9), 128.4 (C-6, C-10), 127.4 (C-38), 127.1 (C-
8), 125.6 (C-29, C-35), 123.4 (C-15), 121.0 (C-27, C-31), 120.9 (C-33, C-37), 115.4 (C-20),
112.7 (C-11, C-13), 65.1 (C-3), 56.1 (C-2), 46.6 (d, J = 163.2 Hz, C-P), 39.1 (C-42). RMN 31p
(243 MHz, DMSO-de) & 16.40 (d, J = 20.9 Hz, P-H). HRMS (ESI*) m/z, calculado para

C3sH3sN306P [M+H]* 583.2105; encontrado 583.2056.

Difenil (1-((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino)-2-metil propil)
fosfonato, 22 (30.5 mg, 21%); sélido blanco purificado por cromatografia flash; sistema
hexano - acetato de etilo - metanol (5:4:1), columna Silica 4g, flujo de 18 mL/min; PF 124-
125 °C; Re= 0.54 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1). RMN *H (600 MHz, DMSO-
ds) 5 8.28 —8.23 (m, 1H, NH-C=0), 7.70 (d, J = 8.9 Hz, 2H, ArH, H-11), 7.43 — 6.96 (m, 15H,
ArH, H-10), 6.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH, H-9), 6.51 (d, J = 10.5 Hz, 1H, NH), 5.08 — 4.99 (m,
1H, CH-Ar), 4.89 (t, /= 5.8 Hz, 1H, OH), 4.44 (dddd, J = 22.3, 16.6, 10.6, 5.3 Hz, 1H, CH-P),
3.74 - 3.60 (m, 2H, CHa), 2.39 (hept, J = 6.7 Hz, 1H, CH-( CH3)2), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
CHs), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). RMN 13C (151 MHz, DMSO-ds) § 166.4 (C=0), 151.5 (C-
12), 150.6 (C-26), 150.4 (C-32), 142.4 (C-5), 130.4 (C-14, C-16), 130.1 (C-28, C-30, C-34, C-
36), 129.2 (C-15), 128.4 (C-7, C-9), 127.5 (C-6, C-10), 127.1 (C-8), 125.7 (C-29), 125.4 (C-
35),121.1 (C-27, C-31), 120.9 (C-33, C-37), 112.0 (C-11, C-13), 65.1 (C-3), 56.1 (C-2), 55.5
(d, J=152.4 Hz, C-P), 30.3 (C-20), 20.6 (C-38), 18.9 (C-39). RMN 3P (243 MHz, DMSO-ds)
6 19.31 (dd, J = 17.5, 7.1 Hz). HRMS (ESI*) m/z, calculado para C3iH33N2OsP [M+H]*

545.2200; encontrado 545.2088
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Difenil (2-etil-1-((4-(((S)-2-hidroxi-1-feniletil)carbamoil)fenil)amino) butil)fosfonato, 23
(49.2 mg, 31%); solido color blanco ligeramente amarillo purificado por cromatografia
flash, sistema hexano - acetato de etilo - metanol (5:4:1); columna Silica 12g Gold, flujo
de 30 mL/min; PF 88-90 °C; Rs= 0.56 (hexano - acetato de etilo - metanol, 5:4:1). RMN 'H
(600 MHz, DMSO-ds) 6 8.26 (dd, J = 8.1, 3.2 Hz, 1H, NH-C=0), 7.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H, ArH,
H-11), 7.45 —6.93 (m, 15H, ArH, H-10), 6.92 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH, H-9), 6.48 (d, J = 10.5
Hz, 1H, NH), 5.04 (td, J = 7.9, 5.5 Hz, 1H, CH-Ar), 4.88 (t, J = 5.9 Hz, 1H, OH), 4.47 (dddd, J
=21.8,16.4,10.5,5.1 Hz, 1H, CH-P), 3.74 -3.59 (m, 2H, CH,-OH), 1.95 - 1.79 (m, 2H, CH,),
1.63 — 1.34 (m, 3H, CH; y CH), 0.99 — 0-81 (m, 6H, CH3). RMN 13C (151 MHz, DMSO-ds) &
166.3 (C=0), 151.1 (C-11), 150.6 (C-25), 150.4 (C-31), 142.4 (C-4), 130.4 (C-27, C-29),
130.1 (C-33, C-35), 129.3 (C-13, C-15), 128.4 (C-6, C-8), 127.5 (C-5, C-9), 127.1 (C-7), 125.7
(C-28), 125.4 (C-31), 122.7 (C-14), 121.0 (C-26, C-30), 120.9 (C-32, C-36), 111.9 (C-10, C-
12), 65.1 (C-3), 56.1 (C-2), 52.4 (d, J = 154.2 Hz, C-P), 42.9 (C-19), 22.4 (C-37), 22.0 (C-40),
12.0(C-38),11.7 (C-39). RMN31P (243 MHz, DMSO-de) 6 19.81 (dd, J = 17.6, 8.3 Hz). HRMS

(ESI*) m/z, calculado para C33H37N20sP [M+H]* 573.2513; encontrado 573.2477.
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