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RESUMEN
Francisco Guadalupe Avalos Alanis. Fecha de Graduacion: Febrero, 2015
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.
Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo del Estudio: Sintesis y caracterizacion de nuevas amidas y
oxazolinas a,B-insaturadas: determinacion de su actividad
antituberculosa in vitro y posible mecanismo de accion del compuesto
mas activo.

Numero de paginas: 138 Candidato para el grado de Doctorado en
Ciencias con orientacidén en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

O Propédsito y Método de Estudio: La sintesis orgdnica asimétrica es una
disciplina ampliamente utilizada para la preparacién y desarrollo de moléculas con
propiedades quimicas y farmacoldgicas diversas. Por lo tanto, en el presente proyecto de
tesis se propuso llevar a cabo el disefio, sintesis y caracterizacion quimica de amidas y
oxazolinas o,p-insaturadas, con potencial aplicacion como nuevos farmacos para el
tratamiento de la tuberculosis. Utilizar la técnica de Alamar Azul para la determinacion
de la actividad antituberculosa, ademds de evaluar la actividad hepatotoxica sobre
rebanadas de tejido de rata, asi como realizar un microarreglo de ADN para determinar

una posible via de accién de este tipo de moléculas sobre Mycobacterium tuberculosis
H37Rv.

Contribuciones y Conclusiones: Se lograron sintetizar y caracterizar 8 hidroxiamidas
o,B-insaturadas, asi como 10 oxazolinas o,p-insaturadas, a partir del aminoacido (S)-
fenilalanina, de las cuales se probaron 7 de cada una (andlogos) ante Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, asi como ante una cepa resistente a los farmacos de primera linea,
resultando en CMI menores o iguales a 16 pg/mL para todos los casos estudiados,
ademds de que no presentaron actividad hepatotéxica relevante ex vivo, factor
importante en el desarrollo de nuevo farmacos. Finalmente se determind un posible
mecanismo de accion resultando que este tipo de moléculas probablemente presentan
actividad sobre la proteina HU-HNS (HU histona de unién a nucleoide), repercutiendo
en la inhibicidn de la transcripcidn y por ende en la sintesis de proteinas.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis
1.1.1 Problematica de la Tuberculosis.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que convive con la humanidad desde hace
varias décadas, causando graves problemas de salud, siendo considerada como la
segunda causa de muerte por infeccién sélo por detrds del Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH)." Normalmente afecta a los pulmones (TB pulmonar), pero puede afectar
también a otros sitios (TB extrapulmonar). La enfermedad se propaga de una manera
muy sencilla, a través del aire cuando las personas que estdn enfermas con TB pulmonar
expulsan las bacterias al toser." Es por ello que desde el ano 1993 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), ha catalogado a esta enfermedad como de emergencia
global.1 La tuberculosis es causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis (bacilo
de Koch),2 bacteria alcohol-dcido resistente, aerobia estricta, descrita por Robert Koch
en el afio de 1882. Este microorganismo es causante de una gran cantidad de infecciones
y muertes al afio, de manera general en todo el mundo. Segin datos reportados por la
OMS, es mas comtn que se dé la infeccion entre los hombres que entre las mujeres, y
afecta principalmente a los adultos en edad productiva,’ ademds en afios recientes ha
surgido un especial temor debido a su asociacién como enfermedad oportunista en los
pacientes que padecen el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), siendo un
problema sanitario muy grave. De acuerdo a las estimaciones realizadas por la OMS en
el afio 2012, 8.6 millones de personas desarrollaron tuberculosis y 1.3 millones murieron
debido a esta causa, siendo aproximadamente 320,000 pacientes con VIH—positivo.1

El gran problema de este padecimiento, es la gran complejidad estructural de la pared
celular que posee el Mycobacterium,” ademés de su gran capacidad de mutacion,
generando sus propios mecanismos de sobrevivencia y resistencia a sustancias
antibidticas. De acuerdo a esta capacidad, Mycobacterium tuberculosis ha sido
clasificado en tres grupos:' sensible a los firmacos de primera linea,
multidrogorresistente (MDR-TB, primera linea, isoniacida y rifampicina) vy
extremadamente resistente (XDR-TB, primera linea, a todas las fluoroquinolonas y
resistencia demostrada a por lo menos un fiarmaco parenteral de segunda linea,
capreomicina, kanamicina y amikacina) (Figura 1.

Segun estimaciones de la OMS, en el afio 2012 se detectaron 84,000 personas con
tuberculosis MDR, ademads de que se han reportado por lo menos un caso de tuberculosis
XDR en 92 paises a finales del 2012.
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En México, esta enfermedad es de gran importancia ya que en el afio 2012 (datos de la
Secretaria de Salud) se reportaron alrededor 19,735 nuevos casos de tuberculosis en
todas sus formas, siendo la de mayor incidencia la de tipo pulmonar, participando con un
80.7%.° Ademais se registraron 395 casos de farmacorresistencia, convirtiéndose en un
problema de salud muy grave y por ende se debe poner especial interés.

Esta problematica se debe a la falta de infraestructura material, econémica y profesional,
principalmente en los paises en vias de desarrollo. Estos paises no cuentan con lo
minimo necesario para realizar el diagndstico temprano de la enfermedad y mucho
menos para llevar a cabo el tratamiento adecuado. Esto ha originado que se generen
cepas resistentes a los farmacos de primera linea, lo cual nos lleva a la necesidad de
desarrollar nuevas terapias para enfrentar este problema.’

1.1.2 Mecanismos de Resistencia.

Como otros microorganismos, la base de la resistencia del bacilo de Koch es la seleccion
de bacterias mutantes con resistencia innata a las drogas antituberculosas existentes.

La generacion de cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis puede deberse a tres
mecanismos:

a) conversion de cepas salvajes durante el tratamiento (resistencia adquirida).
b) quimioterapia inapropiada (resistencia amplificada).

. ., . . o oy 2
¢) transmisién de cepas mutantes a personas susceptibles (resistencia transmitida).>®

Actualmente se sabe con certeza qué genes son los afectados en los procesos de

resistencia de Mycobacterium tuberculosis ante farmacos antituberculosos, como se
2

puede observar en la tabla 1.>®

. . . 4 . 2
Tabla 1. Mecanismos de resistencia a farmacos por M. tuberculosis.”®

Farmaco Gen / proteina Mecanismo de Resistencia
Rifampicina RpoB/RNA pol Reduccion del efecto de inhibicion.
Isoniacida KatG, inhA/reductasas Disminucion de sintesis de
reductasas.
Pirazinamida pncA/pirazinamidasa Conversion a acido pirazinodico.
Etambutol embB/proteina de membrana Disminucién del etambutol a la
EmbB.
Estreptomicina rpsL, rrs/proteinas Interaccion ribosomal.
ribosomales
Quinolonas gyr A/DNA Girasa Inactivacién de la DNA girasa.
bacteriana
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Debido a la resistencia generada sobre los farmacos actualmente utilizados, existe la
necesidad de desarrollar nuevas moléculas que presenten actividad antituberculosa, asi
como nuevos regimenes terapéuticos eficaces.

1.1.3 Clasificacion de Farmacos Antituberculosos.

Los farmacos para el tratamiento de la tuberculosis se dividen en cinco grupos:2

1) Farmacos de primera linea orales: Isoniacida, rifampicina, etambutol, pirazinamida y
rifabutina.

2) Agentes inyectables: kanamicina, amikacina, capreomicina, Vviomicina,
estreptomicina.

3) Fluoroquinolonas: moxifloxacino, levofloxacino, ofloxacino.

4) Agentes de segunda linea orales y bacteriostiticos: etionamida, protionamida,
cicloserina, terizidone, dcido para-amino-salicilico (PAS).

5) Agentes con un rol no claro en el tratamiento de TB MDR: clofazimina, linezolid,
amoxicilina clavulanato, tiocetazona, imipenem/cilastatina, altas dosis de isoniacidab y
claritromicina.

Tabla 2. Firmacos antifimicos.’

Mds Efectivo Menos Tolerable
Inyectables Orales (Bacteriostaticos)
Rifampicina  Fluoroquinolonas = Aminoglicésidos Etionamida
Isoniacida Moxifloxacino Estreptomicina Cicloserina
Pirazinamida Levofloxacino Polipéptidos Acido p-aminosalicilico
Etambutol Gatifloxacino Capreomicina Terizidona
Primera Linea Segunda Linea

De manera general los farmacos de segunda linea son mds agresivos, menos tolerables y

menos efectivos causando mayor numero de efectos adversos (Tabla 2), ademas de ser
. 5

de mayor costo que los de primera linea.

UANL-FCQ D.C. OTN. FARMACIA Pagina 3



1.1.4 Tratamiento

El tratamiento farmacoldgico inicial para este padecimiento hace uso de tres de los
farmacos mads eficaces: isoniacida, rifampicina y pirazinamida, sin embargo se aconseja
asociar un cuarto formaco como el etambutol, debido a la resistencia inicial generada por
el mycobacterium."* '°

Los regimenes farmacolégicos se han establecido en dos fases, siendo bien tolerados y
de baja toxicidad: 10

a) Fase intensiva o bactericida: dos meses de isoniacida, rifampicina, pirazinamida y
etambutol en forma diaria (60 tomas)

b) Fase de consolidacion (esterilizante): cuatro meses de isoniacida y rifampicina en
forma diaria (120 dosis).

Estos esquemas terapéuticos tienen una eficacia cercana al 100% en el caso de pacientes
con bacterias sensibles y con un cumplimiento total del tratamiento.

Cabe sefialar que la gran problemdtica causada por la alta incidencia de casos de
farmacorresistencia, es que desde 1995 la OMS ha promovido la estrategia TAES
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado), con el objetivo de lograr el

o . P i 1,10
cumplimiento de los tratamientos y con ello elevar el indice de éxito.

A pesar de todos los esfuerzos que se han realizado en los tltimos afos, el contar con la
vacuna Bacillus Calmette-Guerin (BCG), asi como con regimenes terapéuticos efectivos
ante cepas sensibles, la tuberculosis sigue jugando un papel preponderante en la salud
publica mundial. Por lo tanto, es indispensable continuar con la bisqueda de nuevas
estrategias para combatir esta infeccion, desde el punto de vista epidemioldgico y
farmacoldgico. Una de las estrategias importantes puede ser el desarrollo de nuevas
moléculas que presenten actividad antituberculosa novedosa, asi como regimenes de
tratamiento mas accesibles y efectivos para el paciente.

Por todo lo anterior, el presente proyecto se ha centrado en desarrollar nuevas moléculas
de una manera sencilla y accesible, ademds de evaluar la activad antituberculosa in vitro.
Con la finalidad de desarrollar nuevas alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de
la tuberculosis.
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CAPITULO 2
2. ANTECEDENTES

2.1 Amidas y Oxazolinas.

Las amidas y las oxazolinas son compuestos encontrados ampliamente como
metabolitos primarios y secundarios en mdltiples variedades de plantas.'’ Como por
ejemplo las de la familia Piperaceae'* y Rutaceae" donde se han reportado presencia
principalmente de alcaloides, amidas y oxazolinas, adjudicdndoles tradicionalmente
algunos efectos terapéuticos en el tratamiento de diversas enfermedades, tales como:
cardiopatias, disenteria, diarrea, diabetes, fiebre, ademds de actividad desinflamatoria,
analgésica, antioxidante,'* citotéxica,'* antimicrobiana'’ y otras multiples actividades
bioldgicas, 1619 ademds de un amplio uso como insecticida. '* Por ejemplo, los farmacos
captopril® y enalapril®' (Figura 1) los cuales son compuestos del tipo amidas que
presentan actividad sobre el sistema renina-angiotensina, el cual juega un papel muy
importante en la regulacion de la presion arterial.

Do
QH HOOC N;if'( OFt
HoOC K 4 HN

3 SH

Captopril Enalapril

1 2

Figura 1. Agentes antihipertensivos.

El Dideoximicobactim, quien presenta una oxazolina en su estructura quimica (Figura 2)
y que es utilizado como un potente estimulante de células T, factor importante para el
estudio y tratamiento en pacientes con infecciones bacterianas, principalmente por

Mycobacterium tuberculosis. 15

AciI)LNH
o
Ry H
ka (o) N NH
cYN Y Y Y
o (o] (6]
OH R

Dideoximicobactin
3

Figura 2. Firmaco estimulante de células.
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2.2 Amidas o,B-insaturadas.

Hasta el momento se han reportado una gran cantidad de metodologias para lograr la
sintesis de amidas o,[3-insaturadas partiendo de diferentes materias primas, asi como el

uso de diferentes catalizadores para lograr su obtencién de manera eficiente (Figura
3).2228

o
T
=z

\
Py

&
@)
@}
z
I
N

o o
(MeO)ZP\)LN,R

+

Sml,/MeOH
+

RCHO

+
Qo
+ g

R/\)J\OH o] RCHO

Figura 3. Metodologias para la sintesis amidas o, 3-insaturadas.

En el afio 1989, Arutyunyan y colaboradores™ prepararon amidas o,B-insaturadas del
tipo 6 y 7, andlogos de la pseudosparsomicina, la cual es utilizada como antibiético
natural (Esquema 1).

R

oM
e
O 0 (0] R 1) R
5 NaBH
NN ————— \ N)\I(OMe—% s A A oH
H § LiCl, THF H
6 7

4
R: a = CH(CHa)y, b = (CHy)3CHs
C = (CH,);SCHg, d = CH,CH(CHy),
e = CH,CqHs.
Esquema 1. Compuesto andlogo de la pseudosparsomicina.
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Estos andlogos fueron preparados a partir del dcido cindmico 4 y un amino éster S,
seguido de la reaccién de reduccion utilizando borohidruro de sodio (NaBH,) y cloruro
de litio (LiCl), obteniendo las PB-hidroxiamidas correspondientes. Los compuestos
obtenidos fueron sometidos a pruebas de actividad antitumoral, utilizando modelos de
sarcomas, observandose que los hidroxiderivados presentan una mejor actividad

antitumoral ademds de presentar menos efectos toxicos comparados con sus andlogos

esterificados.

Por otro lado, Hernéndez y col.,”"* en el 2006 y 2007 reportaron la preparacion de
sistemas o,f-insaturados 9 a partir de fosfonamidas quirales via la reaccién de Horner-
Wadsworth-Emmons (HWE),29’30 utilizando diferentes aldehidos arométicos y aliféticos.
Los autores describen la obtencion de estos compuestos con buenos rendimientos
quimicos y una excelente selectividad E/Z cuando se utilizan aldehidos voluminosos,

mientras que para aldehidos menos impedidos la selectividad E/Z disminuyod
considerablemente (Tabla 3).

Tabla 3. Preparacion de amidas a,3-insaturadas.

o o Ry 0 Ry
Il RCHO
MeO),P —_— > /L + Z)-(S)-9
(MeO), \)km/kRz DBU. LG RMH R, (2)-(S)
THF, t.a.
8 ° (E)(S)9
R R, R, Rendimiento E):(Z)
C6H5 Ph CH; 96 >98 : <02
p-ClC6H4 Ph CH3 94 >98 : <02
p-MeOC¢Hy Ph CH; 90 >08 : <02
i-Pr Ph CH; 92 55:45
i-Bu Ph CH; 92 73 :27
t-Bu Ph CH; 93 >08 : <02
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2.3 Oxazolinas.

De igual manera que las amidas, las oxazolinas han sido preparadas por diversas
metodologias, dependiendo de las materias primas de partida (Figura 4)2'% Una de las
metodologias mds utilizadas es a partir de hidroxiamidas, las cuales se han hecho
reaccionar con multiples reactivos con el objetivo de lograr la O-alquilacién como
SOCl,, SOCl,-AgOTf, PPh3/DEAD, cloruro de sulfonilo, BF3Et,0, Tf,0, Tf,0/Ph,SO,
P,0s, Et;N-SF;, PhsP/TEA/CCly, Bu,SnCl,, POCIl;, TMSF, 30% HBr, AcOH, o-
clorofenilfosforo-bis-(1,2,4)-triazol y RN3/(PhO)sP, logrindose obtener exitosamente;
sin embargo, la eficiencia en su obtencién dependeré de la hidroxiamida utilizada.™

.
Me,N=CHCI Cl
Et;N, p-TsCl, DAMP

DAST, Deoxo-Fluor,
X-TalFluor-E

SOCl,, K,CO3, NaBr

+
0 Ry
OH
A A
H RCHO
OR;
OR,
o) R OR3
+
N R,
R, o OH CN
-
Ty —= e Tt (X
Rz R /‘QN R NH,
_N+ R Rq RZ 3
Hzc/ ~N
T R,COBt
Zn %n
R ER i 4 o\(o
% Ph” “OMe &
+
X (0]
R/\/Fh ©/ )J\/OMS HN/\/OH
OH NH
HNT ’
(0]

Figura 4. Metodologias para la sintesis de oxazolinas.
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Actualmente existen multiples reportes de moléculas que incorporan en su estructura
quimica al menos una unidad de oxazolina y que presentan actividad anti
Mycobacterium tuberculosis relevante, por ejemplo, para los compuestos 10,* 11,%
12,49 se han reportado concentraciones de actividad semejantes a los farmacos de
primera linea (Figura 5).

Q o)
o i N
o) NO, HN_ o OH
0
L5 r
N O,N BuOt  g2,.m
8 umoliL HO’N\]&O
10 12 CisH31

Figura 5. Moléculas con actividad anti-Tb.

En este sentido, Eswaran y col.,”® en el 2010 prepararon nuevos derivados de la 1,3-
oxazolo[4,5c]quinolina 18 (Esquema 2), y evaluaron su actividad antibacterial in vitro
contra Escherichia coli (ATTC-25922), Staphylococcus aureus (ATTC 25923),
Pseudomona  aeruginosa (ATCC-27853), Klebsiella pneumoniae 'y contra
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294).

Rz
R, Ry
R,
1.-NaN3; DMF, 0 °C, ta. Anhidrido isatéico o
_—
N
2.-Pd/C, MeOH, t.a. o Na,CO,, 80 °C CEJ\H T
NH, NH;

pH=7
15

150 °C PPA

N />—NH POCI, < R-N=C=0
- -
I 80 °C O z Tolueno, 110 °C O N7

Esquema 2. Sintesis de derivados de la 1,3-oxazolo[4,5c]quinolina 18.

z

Con respecto a la prueba in vitro contra Mycobacterium tuberculosis, 1os compuestos
mas activos fueron los derivados de la 1,3-oxazolo[4,5-c]quinolina, los cuales en todos
los casos presentan un CMI de 1 pg/mL y un valor de inhibicién del 99%, siendo
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superior al presentado por el farmaco de referencia isoniacida (CMI 1.5; 95%), como se
muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Actividad antituberculosa de 18 (A-F).

COMPUESTO R R; R, CMI (pg/mL) % Inhibicion
A 2-metoxifenilo F H 1 99
B Bencilo F H 1 99
C 4-fluorofenilo F H 1 99
D 4-fluorofenilo H F 1 99
E 2-metoxifenilo H F 1 99
F 3-clorofenilo H F 1 99
INH -- -- -- 1.5 95
RIF -- -- -- 0.5 99

En los afos 2010 y 2012, Moraski y col. reportaron la preparacion de diferentes sistemas
heterociclicos y realizaron un estudio de Relaciéon Estructura-Actividad (REA),
evaluando su actividad antibacteriana en contra de Mycobacterium tuberculosis y su
actividad citotoxica sobre la linea celular Vero (células de rifién de mono verde).

En este sentido, en el 2010% prepararon una gran variedad de oxazolinas y oxazoles
andlogas a ND-005859, porciéon importante en la estructura de derivados de

mycobactim.
O
< \>—<\
N jW/OB n

OH o)
ND-005859
19

Los estudios de Relacion Estructura-Actividad, demostraron que tanto las oxazolinas
como sus andlogos oxidados, presentan una importante actividad antituberculosis. Esta
actividad puede estar influenciada por el tipo y la posiciéon de los sustituyentes en el
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grupo fenilo, viéndose aumentada con la presencia de grupos electroatractores como
cloro y nitro, aunque las correlaciones requieren un estudio mds detallado. De manera
general los autores refieren que los oxazoles presentan una mejor actividad anti-Tb,

comparada con sus correspondientes oxazolinas.

Tabla 5. Actividad antituberculosa de oxazolinas y oxazoles.
(GAS= Medio de sales-alanina-glicerol. GAST= Adicionado con hierro).

gl ialesalrea
o /@pﬁ R R
AT BT oo T

31

n

Compuesto GAS (M) GAST (uM) Vero 1Csy (nM)
20 12.6 7.69 >128
21 7.2 4.42 >128
2 11.6 1.8 >128
23 6.24 0.95 >128
24 13 87 e
25 2.72 511
26 0.77 1.42 >128
27 0.47 0.49 121
28 1.10 0.48 >128
29 0.73 1.69 >128
30 0.7 1.65 >128
31 2.54 1.84 >128

Rifampicina 0.06 0.01 125

En su discusion proponen un posible mecanismo de accion de este tipo de moléculas,
particularmente la presencia o ausencia del grupo éster. Se menciona que la actividad
radica en que el grupo benciléster funciona como profarmaco, permitiendo la entrada de
éste a la bacteria, y posteriormente ya adentro, este grupo es metabolizado al
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correspondiente dcido carboxilico, el cual es importante en la inhibicién metabdlica del
microorganisrno49 (Tabla 5).

Mientras que en el afno 2012* los autores diversifican su sintesis, permitiéndose preparar
diferentes sistemas heterociclicos como oxazolinas, oxazoles, tiazolinas, tiazoles y
derivados imidazo-piridina, evaluando de igual manera su actividad anti-Tb (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad Antituberculosa de heterociclos.
(GAS= Medio de sales-alanina-glicerol. GAST= Adicionado con hierro).

SUR VY

N Y

(0] S
v av )
(6] o] o o
32 33 34
H
©\rs N (o}
| | N N

N_/

{0

35 36 37
Compuesto GAS (M) GAST (uM) Vero ICsy (nM)
32 4.9 4.4 >129
33 5.7 0.49 121
34 12.9 3.5 >129
35 6.0 6.2 >129
36 3.5 >64 >129
37 2.2 NA >50
Rifampicina 0.09 0.2 113

De manera general los autores concluyen que los sistemas heterociclicos, presentan una
actividad bastante relevante ante Mycobacterium tuberculosis, debido a que muestran
concentraciones similares a la de los fairmacos de primera linea. Hasta el momento los
derivados de imidazol-piridina son los que presentan mejores resultados, como se puede
observar en la figura 6. Sin embargo, el resto de los heterociclos estudiados son de gran
importancia ya que son fuentes de futuras modificaciones quimicas para mejorar los
resultados.
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Figura 6. Actividad antituberculosa de sistemas heterociclicos.

Con base a lo descrito previamente, se puede observar que existen diversos reportes de
actividad bioldgica de compuestos que incorporan en su estructura los grupos amida y
oxazolina. Ademas, se han publicado una gran variedad de estrategias sintéticas para su
obtencion, lo cual nos permitird hacer uso de las mismas para sintetizar amidas y
oxazolinas o,B-insaturadas con caracteristicas estructurales capaces de presentar
actividad antimicobacteriana, y de esta manera cumplir con los objetivos que se plantean
en la presente propuesta.
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CAPITULO 3

3.1 Justificacion

Como ya se menciond anteriormente, las enfermedades infecciosas representan un
importante problema de salud a nivel mundial, destacando particularmente la
tuberculosis, enfermedad causada por el Mycobacterium tuberculosis y catalogada como
la segunda causa de muerte por infeccién en el mundo." Esta enfermedad se consideraba
“erradicada”, sin embargo ha resurgido de manera alarmante debido al uso
descontrolado de los antibidticos. Por lo anterior, la OMS ha lanzado una alerta
epidemioldgica a nivel mundial, principalmente a causa de la aparicion de cepas
resistentes 'y multirresistentes a los farmacos disponibles.z’8 Entre las distintas
estrategias propuestas para enfrentar a esta enfermedad infecciosa se ha propuesto la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Por esta razon diferentes grupos de
investigacion se han dado a la tarea de disefiar y sintetizar nuevos compuestos y evaluar
su actividad antituberculosa, con la finalidad de encontrar nuevos y mejores farmacos
que pudieran ser utilizados en el tratamiento contra este padecimiento.

Por todo lo anterior, en este proyecto de tesis se propone el desarrollo de una nueva ruta
de sintesis para la preparacién de amidas y oxazolinas a,B-insaturadas y la evaluacién
del efecto antituberculoso ante diferentes cepas clinicas tanto sensibles como resistentes
a los farmacos de primera linea, buscando obtener moléculas con potenciales
propiedades farmacoldgicas.

3.2 Hipodtesis

La actividad antituberculosa in vitro de nuevas amidas y oxazolinas insaturadas es mejor
que los antifimicos isoniacida, rifampicina, etambutol (primera linea) ante cepas
sensibles a estos, asi como al ofloxacino (segunda linea) ante cepas
multidrogorresistentes (TB-MDR).

3.3 Objetivo General.

Sintetizar y caracterizar amidas y oxazolinas insaturadas y determinar su actividad
antituberculosa in vitro utilizando la técnica de Alamar Azul.
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3.4 Objetivos Especificos.

Sintetizar amidas y oxazolinas insaturadas y caracterizarlas por medio de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN lH, 13C, 31P) y Espectrometria de Masas de Alta Resolucion
(EMAR).

Determinar:
1) El efecto antituberculoso in vitro de las nuevas amidas y oxazolinas.

2) La capacidad hepatotoxica sobre rebanadas de tejido de los compuestos
mas activos.

3) El posible mecanismo de acciéon del compuesto mas activo, mediante la
técnica de microarreglos de ADN.

3.5 Metas

En un periodo de tres afios nos propusimos alcanzar las siguientes metas:

» Preparar nuevas amidas y oxazolinas insaturadas, partiendo del aminodcido (S)-
fenilalanina.

Presentar los resultados obtenidos en un congreso nacional y otro internacional.
Publicar un articulo cientifico en una revista con arbitraje internacional.

Llevar a cabo el examen pre-doctoral.

vV V V V¥V

Obtener el grado de Doctor en Ciencias con Orientacion en Farmacia.

3.6 Aportacion Cientifica.

El presente trabajo de tesis consiste en la sintesis de nuevas amidas y oxazolinas
insaturadas que pueden ser utiles como nuevos farmacos para el tratamiento de
tuberculosis, debido a la necesidad actual por desarrollar nuevos principios activos mas
eficaces contra Mycobacterium tuberculosis.
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CAPITULO 4
4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

4.1 Metodologia Sintética.

En base a estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion, se decidié
probar dos rutas de sintesis para la preparacion de oxazolinas o,p-insaturadas; la primera
partiendo del clorhidrato de la (S)-fenilalanina 38 y del cloruro de bromoacetilo y la
segunda a partir de la (S)-fenilalanina 48 y el trietilfosfonoacetato 46 (Esquema 3).

RUTA 1 RUTA 2 i
° 0 Bn\‘)kOH
o
" Br\)J\ O Bn (FoR OFt e
OCH, cl 46 48
HCI H,N - e e N OCH;
o K,COs N KOH LiAIH,
38 CHyCly,Hp0 20 O MeOH, H,0 THF
l(MeO)sP o o Bn on
L
(EtO),P. oH NH,
9 o Bn 47 49
(MeO)2P\)kH/'}(OCH3
o
40
NaBH, | THF, MeOH CH,Cl, | DCC, DMAP
o o 1.-D§;x(()3—|FIl]or 9 o Bn o) Bn
i 5Cl DBU. LiCl
(MeO)ZP\)\\ (R‘O)ZP\)kN/'\ e e RMNJ\
N” "pBn  2..s0Cl, NaBr H o on THF H o O
42 K,CO3, CH,Cl, 41:R, = Me RCHO 45
) 50: R, = Et
DBU, LiCI SOCl,, NaBr
THF K,CO.
RCHO 2~M3 | SOCl, K,CO3, MeCN
CH,Cl, | NaBr
R ® 0 o Bn R ©
N\? 0 K,CO3, DMF \/\fj
(R1O)2P\)LN/H N—/
w BP HoL RCHO Bn
43: R, = Me “
51: R, = Et
DBU, LiCl lNaH’ THF Nat
THF RCHO
RCHO
o o
Il
(EtO)zP\)\\N “,
Bn
52
s
Ot et meo D ¢t Ol
(A) (B) (©) (D) (E) (F)
Q
o
o ]
Ot O o
o)
©G) (H) N )

Esquema 3. Rutas de sintesis para la preparacion de amidas y oxazolinas o, 3-insaturadas.
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4.1.1 Informacion general.

El material de vidrio, barras de agitaciéon magnética, cdnulas, jeringas y agujas que se
emplearon en las reacciones que requirieron condiciones anhidras, se secaron en una
estufa a una temperatura de 120 °C. Todas las materias primas utilizadas fueron
adquiridas en Aldrich, Fluka y otros distribuidores de materiales, reactivos y equipos de
laboratorio.

El tetrahidrofurano (THF) utilizado en las reacciones anhidras se destil6 sobre sodio
metdlico y benzofenona bajo atmdsfera inerte de N,. El THF se calent6 a reflujo hasta
adquirir una coloracién de azul intenso a morado, caracteristica propia del radical cetilo,
indicando con esto que el THF se encuentra libre de humedad.

Los puntos de fusion se determinaron en los equipos Fisher-Johns y Electrothermal
1101D.

Los espectros de RMN se obtuvieron de un espectrometro Varian MERCURY 200 a
200MHz para 'H, 81MHz para *'P y 50MHz para “C, Varian MERCURY 300 a
300MHz para 'H, 121MHz para 3lp y 75MHz para 3¢, Varian INOVA 400 a 400MHz
para '"H y 100MHz para °C. Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por
millén (ppm) con respecto a la referencia interna de tetrametilsilano (TMS) para 'H; las
constantes de acoplamiento (J) estdn dadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las
sefales se denotaron con las siguientes abreviaturas: s para indicar una sefial simple, d
para indicar una sefial doble, dd para indicar una sefial doble de dobles, t para indicar
una sefial triple, dt para indicar un doble de triples, ¢ para indicar una sefial cuadruple,
dc para indicar una sefial doble de cuartetos, m para indicar una sefial multiple, a para
indicar una sefial ancha, Sistema AB; empleando en ocasiones combinaciones de ellas.
Los disolventes deuterados empleados en las determinaciones fueron CDCl; y DMSO-
de.

El curso de las reacciones se siguidé por cromatografia en capa fina, empleando como
fase estacionaria gel de silice y como revelador se utilizé luz ultravioleta y vapores de
1odo. La purificacion de los productos obtenidos de las reacciones realizadas se llevo a
cabo por cromatografia en columna utilizando silica gel Merck 60 (230-400 mm). Los
andlisis de masas de alta resolucion (EMAR) se llevaron a cabo en un equipo JEOL
MStation JMS-700.
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4.1.2 Preparacion de (S)-2-(2-bromoacetamido)-3-fenilpropanoato de
metilo.

0
Br\)J\N OMe
H o
39

En un matraz redondo de 500 mL con agitador magnético se colocaron 3.0 g, (14.877
mmol) del clorhidrato de éster metilico y se adicionaron 150 mL de una mezcla de
diclorometano-agua (4:1). A la solucion resultante se le adicion6 4.81 g, (37.192 mmol)
de carbonato de potasio [2.5 Eq] y posteriormente se agregé lentamente 2.81 g, (16.364
mmol) de cloruro de bromoacetilo [1.1 Eq]. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion
contante y a reflujo por 4 horas. Transcurrido el tiempo, se llevé a cabo la separacién de
la fase orgdnica, lavdndose 2 veces la fase acuosa con acetato de etilo (15 mL cada vez).
La fase orgénica se secé con sulfato de sodio anhidro y se evapord hasta sequedad.
Obteniéndose un sélido blanco, 90%, p.f. 82 °C, RMN 'H (400 MHz, CDCl5):
03.15(2dd, J = 14.0, 6.0 Hz, 2H, CH,Ph), 3.74 (s, 3H, OMe), 3.84 (Sistema AB, J =
13.6, 2H, CH;,Br), 4.85 (dt, J = 7.6, 6.0 Hz, 1H, CHBn), 6.85 (a, 1H, NH), 7.1-7.33 (m,
5H, Harom). RMN *C (100 MHz, CDCL3): § 29.0 (CH,Ph), 38.0 (CH,Br), 53.0 (OMe),
54.0 (CHBn), 127.0, 128.9, 129.5, 135.0, 165.0 (CONH), 171.5 (CO;Me). EMAR
(FAB™): calculado para C;,H;sBrNO; [M+H]", m/z 300.0235; encontrado para [M+H]",
m/z 300.0301.

4.1.3 Preparacion de (S)-2-(2-(dimetoxifosforil)acetamido)-3
fenilpropanoato de metilo.

o O
1
(MeO)ZP\)J\N OMe
H 0]
40

En un matraz redondo de 50 mL con agitador magnético y un sistema de destilacion, se
colocaron 3.0 g, (9.962 mmol) de la bromoamida del éster metilico de la (S)-fenilalanina
39 y se le adicionaron 3.71 g (29.887 mmol) de trimetilfosfita [(MeO);P]. El matraz se
sumergio en un bafo de aceite a una temperatura de 105 £ 5 °C y la mezcla de reaccién
se dej6é en agitacién por 5 horas. Transcurrido este tiempo, el matraz se colocé en el
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Kugel-Rohr a 140 °C durante 5 horas para eliminar los compuestos voldtiles [(MeO);P y
(MeO),P(O)Mel].

Obteniéndose un aceite amarillo, 99%, RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 62.87 (dd, J
=20.8, 4.8 Hz, 2H, CH,P), 3.12 (2dd, J = 14.4, 5.6 Hz, 2H, CH,Ph), 3.71 (s, 3H, OMe),
3.69 y 3.76 (2d, J = 11.2 Hz, 6H, ((OCHs)3), 4.84 (dt, J = 9.2, 7.6 Hz, 1H, CHBn), 7.1
(a, 1H, NH), 7.16-7.32 (m, 5H, Haom). RMN *C (100 MHz, CDCl5): & 34.0 (CH,P),
38.0 (CH,Ph), 52.0 (CHNH), 53.0 ((MeO)P), 54.0 (OMe), 127.0, 128.0, 129.0, 136.0,
164.0 (CONH), 172.0 (CO,Me). RMN *'P (81MHz, CDCL3): § 25.66. EMAR (FAB™):
calculado para C4H,NOgP [M+H]", m/z 330.1106; encontrado para [M+H]", m/z
330.1119.

4.1.4 Preparacion de (5)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-
oxoetil)-fosfonato de dimetilo.

o o [i
1l
(MeoprLN OH
H
41

En un matraz de 250 mL provisto con agitacién magnética, se colocaron 2.92 g, (8.874
mmol) del éster metilico 40, previamente disueltos en 30 mL THF. La solucién
resultante se calenté a 65 °C por 5 minutos y enseguida se adicionaron 2.01 g, (53.24
mmol) de borohidruro de sodio [6.0 Eq] de una manera lenta, evitando contacto con la

boca del matraz, y se continud con el calentamiento a esta temperatura por 15 minutos
mas. Posteriormente, se afiadieron 15 mL de metanol grado reactivo gota a gota y se
dej6 reaccionar por 5 horas a reflujo. Después de este tiempo, se procedio a verificar el
proceso de la reaccion mediante cromatografia en capa fina. Se separ¢ la fase organica,
adicionando aproximadamente 15 mL de agua destilada y se lavo la fase acuosa con
acetato de etilo. Se secd con sulfato de sodio anhidro y evaporé hasta sequedad.
Finalmente, se purificé por columna cromatografica, utilizando un sistema de elucién
Acetato de etilo:Hexano:Metanol (5:4:1).

Obteniendose un liquido viscoso transparente, 94%, RMN 'H (400 MHz, CDCl5):
02.87(d,J=21.2,2H, CH,P), 2.88 (dd, J=7.6, 2.4 Hz, 2H, CH,Ph), 3.54 (dd, /= 11.2,
4.4 Hz, 2H, CH,0OH), 3.69 y 3.77 (2d, J = 11.6, 6H, (OCH3)3), 4.21 (m, 1H, CHBn), 7.1
(d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.18-7.30 (m, 5H, Harom). RMN C (100 MHz, CDCl3): 8 35.0
(CH,P), 37.0 (CH,Ph), 53.0 (CH,OH), 54.0 [(MeO)P], 63.0 (CHBn), 126.0, 128.6,
129.4, 138.0, 164.0 (CONH). RMN *'P (81MHz, CDCl): & 26.585.
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4.1.5 Preparacion de (5)-((4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)metil)
fosfonato de dimetilo.

MeO FI? o
M0 ],
N~ “Bn

42

En un matraz de 25 mL provisto con agitaciéon magnética y en condiciones de sequedad,
se colocaron 300 mg, (0.9958 mmol) de la fosfohidroxiamida 41 y se puso en un bafo
de temperatura a -20 °C, previamente disuelto en 10 mL de diclorometano (CH,Cl,),
seguido se adicionan 0.2423 g, 0.2019 mL, (1.0952 mmol) gota a gota el reactivo
deoxo-flaor y se dejo reaccionar por 35 minutos. Después de este tiempo se le
adicionaron 5 mL de una solucion acuosa de bicarbonato de sodio saturada (NaHCO3) y
se deja a temperatura ambiente por 10 minutos, seguido se realiz6 la extraccion con
acetato de etilo en tres ocasiones. La fase orgénica se seca con sulfato de sodio anhidro
(NaxSO4) y se concentra a presion reducida. Finalmente, se purificd por columna
cromatogréfica, utilizando un sistema de elucién Hexano:Acetato de etilo (1:1).

Obteniéndose un liquido viscoso amarillo, 32%, RMN 'H (400 MHz, CDCls):
02.67y3.10 (2dd, J = 13.6, 5.6 Hz, 2H, CH,P), 2.88 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 2H, CH,Ph),
2.94 (d, J = 21.8 Hz, 2H, CH,P), 3.80 y 3.81 (2d, J = 11.0 Hz, 6H, (OCHs),P), 4.10 y
4.25 (2dd, J = 8.4 Hz, 1H, CH,0), 4.40 (m, 1H, CHN=), 7.12-7.40 (m, 5H, Hy;om). RMN
3C (100 MHz, CDCly): § 25.0 y 28.0 (CH,P), 42.0 (CH;Ph), 53.0 [(MeO)P], 67.0
(CHBn), 73.0 (CH,0), 126.0, 129.0, 130.0, 138.0, 161.0 (CONH). RMN de *'P
(81MHz, CDCl3): 6 24.93.

4.1.6 Preparacion del (S)-(2-((1-bromo-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-
oxoetil)-fosfonato de dimetilo.

(I? 0]
(MeO)ZP\)LN Br
H
43

En un matraz de 250 mL se hicieron reaccionar 1.89 g, (6.273 mmol) de la
fosfohidroxiamida de la (S)-fenilalanina 41 con 0.87 mL, 0.6348 g, (6.273 mmol) de
trietilamina, posteriormente se adicionan 0.5 mL, 0.82 g, (6.9 mmol) de cloruro de
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tionilo y finalmente 0.90 g, (7.528 mmol) de bromuro de sodio. La mezcla de reacion se
deja reaccionando por 4 horas. Después de este tiempo, se procedié a verificar el
proceso de la reaccion mediante cromatografia en capa fina. Se separé la fase orgénica,
adicionando aproximadamente 15 mL de agua destilada y se lavd la fase acuosa con
acetato de etilo. Se secd con sulfato de sodio anhidro y evaporé hasta sequedad.
Finalmente, se purificé por columna cromatogrifica, utilizando un sistema de elucién
Acetato de etilo:Hexano:Metanol (5:4:1).

Obteniéndose un soélido blanco, 80%, RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 62.84(d, J
=20.7 Hz, 2H, CH,P), 2.92 (d, J = 7.5 Hz, 2H, CH,Ph), 3.49 y 3.64 (2dd, J = 11.4, 4.2
Hz, 2H, CH,Br), 3.68 y 3.87 (2d, J = 11.4 Hz, 6H, (OCH3),P), 4.45 (m, 1H, CHBn), 7.0
(d, J = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.18-7.33 (m, 5H, Harom). RMN *C (100 MHz, CDCl3): 8 35.0
(CH,P), 38.0 (CH,Ph), 53.0 (CH,OH), 54.0 [(MeO)P], 64.0 (CHBn), 126.0, 128.5,
129.4, 138.0, 164.0 (CONH).

4.1.7 Preparacion del (S)-((4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)metil)
fosfonato de dimetilo a partir de la fosfobromoamida 43.

1 4>
(MeO)zP\)J\N Br LiHvDS \/< j
H

43

Se hicieron reaccionar 0.5 g, (1.37 mmol) de la fosfobromoamida de la (S)-fenilalanina
43 con 0.46 g, (2.74 mmol) de LIHMDS vy se dej6 a reflujo por 4 horas.

Después de este tiempo, se procedié a verificar el proceso de la reaccion mediante
cromatografia en capa fina. Se separd la fase orgénica, adicionando aproximadamente 15
mL de agua destilada y se lavé la fase acuosa con acetato de etilo. Se sec6 con sulfato de
sodio anhidro y evapord hasta sequedad. Finalmente, se purific6 por columna
cromatogréfica, utilizando un sistema de elucion Acetato de etilo:Hexano:Metanol
(5:4:1).

Obteniéndose un liquido viscoso amarillo, 17%, RMN 'H (200 MHz, CDCls):
02.67y3.10 (2dd, J =13.6, 5.6 Hz, 2H, CH,P), 2.88 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 2H, CH,Ph),
2.94 (d, J = 21.8 Hz, 2H, CH,P), 3.8 y 3.81 (2d, J = 11.0 Hz, 6H, (OCHj3),P), 4.10 y
4.25 (2dd, J = 8.4 Hz, 1H, CH,0), 4.4 (m, 1H, CHN), 7.12-7.40 (m, 5H, Ha.om). RMN
B3C (50 MHz, CDCl;): & 25.0 y 28.0 (CH,P), 42.0 (CH,Ph), 53.0 [(MeO)P], 67.0
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(CHBn), 73.0 (CH;0), 126.0, 129.0, 130.0, 138.0, 161.0 (CONH). RMN de *'P
(81MHz, CDCl3): 6 24.930.

4.1.8 Preparacion del (S,E)-4-bencil-2-stiril-4,5-dihidrooxazol.

ol 10D 2 QMT Jo

Se hicieron reaccionar en un matraz de 25 mL, 0.070 g, (0.247 mmol) de la
fosfooxazolina 42 con 0.11 mL, 0.11 g, (0.741 mmol) de DBU, 0.03 g, (0.741mmol) de
cloruro de litio y 0.025 mL, 0.026 g, (0.247 mmol) de benzaldehido, por 4 horas.
Después de este tiempo, se procedid a verificar el proceso de la reaccion mediante
cromatografia en capa fina. Se separd la fase orgdnica, adicionando aproximadamente 15
mL de agua destilada y se lavé la fase acuosa con acetato de etilo. Se sec6 con sulfato de
sodio anhidro y evaporé hasta sequedad. Finalmente, se purific6 por columna
cromatogréfica, utilizando un sistema de elucién Hexano:Acetato de etilo (7:3).

Obteniéndose un soélido blanco, 2-10%, p.f. 71-73 °C, [a]p = -10.0 (¢ 1.0, MeOH).
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6§ 2.71 y 3.17 (2dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 2H, CH,Ph), 4.05
y 4.29 (2dd, J = 8.4, 7.5 Hz, 2H, CH,OH), 4.52 (m, 1H, CHBn), 6.65 (d, J;;4ns = 16.2 Hz,
1H, CHC=N), 7.30-7.41 (m, 10H, Huom), 7.32 (d, Jyuns = 16.2 Hz, 1H, CH(C4Hs)).
RMN "C (75 MHz, CDClL3): § 41.7 (CH,Ph), 67.7 (CH,0), 71.5 (CHBn), 115.1 (CH-
C=N), 126.5, 127.5, 128.2, 128.5, 128.7, 128.7, 128.80, 128.9, 129.0, 129.1, 129.46,
137.92, 140.0 (CH=CH-CN), 163.7 (CH=N). EMAR (FAB"): calculado para
C1gH;sNO [M+H]", m/z 264.1388; encontrado para [M+H]", m/z 264.1400.
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4.1.9 Procedimiento general I para la preparacion de las
hidroxiamidas a,p-insaturadas 45A-H.

oo |('3)' Q Bn . j’\ DBU, LiCl Q Bn
ek n T RS
H on o on
41 45
®/<H CI’®/<H F H o MeO Hoo Yy
A B C D E

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacién magnética, se colocaron bajo
atmosfera inerte de nitrogeno [1.0 Eq] de la fosfonoamida 41 y 30 mL de
tetrahidrofurano seco. Posteriormente se adicionaron via canula [3.0 Eq] de cloruro de
litio previamente disuelto en 5 mL de THF seco. Terminada la adicion, se agregaron [3.0
Eq] de 1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno (DBU), la mezcla de reaccion se dejo en
agitacion por 15 minutos y enseguida se adicionaron [1.2 Eq] del aldehido
correspondiente. Terminada la adicién, la mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion
durante 4 horas; transcurrido este tiempo, la reaccién se termind al adicionar una
solucién saturada de cloruro de amonio (10 mL) y se separaron las fases; la fase acuosa
se lavo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase orgdnica se sec6 sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se evapor6 a presion reducida y finalmente se purificé por
cromatografia en columna utilizando como eluente una mezcla Hexano:Acetato de Etilo
(7:3) y Acetato de Etilo:Hexano:Metanol (5:4:1).

4.1.9.1 Preparacion de la (S)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)cinamamida.

0]

X N OH
H

45A
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Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.25 g, (0.85 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.11 g, (2.55 mmol) de cloruro de litio; 0.37 mL 0.39 g, (2.55
mmol) de DBU y 0.086 mL, 0.09 g, (0.85 mmol) de benzaldehido.

Obteniéndose un sélido blanco, 96%, p.f. 144-146 °C, [a]p = -100.0 (¢ 1.0, MeOH).
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 62.95 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,Ph), 3.65 y 3.75 (2dd, J =
11.1, 3.3 Hz, 2H, CH,OH), 4.30 (m, 1H, CHBn), 6.10 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NH), 6.37 (2,
Jiwans = 15.6 Hz, H, CHC=0), 7.20-7.47 (m, 10H, H.om), 7.60 (d, Jyans = 15.6 Hz, H,
CH(CgHs)). EMAR (FABY): calculado para CisHoNO, [M+H]", m/z 282.1494;
encontrado para [M+H]", m/z 282.1506.

4.1.9.2 Preparacion de la (S,E)-3-(4-clorofenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-
acrilamida.

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.25 g, (0.847 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.11 g, (2.543 mmol) de cloruro de litio; 0.37 mL, 0.39 g, (2.543
mmol) de DBU y 0.12 g, (0.847 mmol) de p-clorobenzaldehido.

Obteniéndose un sélido blanco, 98%, p.f. 132-134 °C, [a]p =-1.3 (¢ 3.0, MeOH). RMN
'H (400 MHz, CDCL): 5 2.88 (dd, J = 13.9, 7.2 Hz, 1H, CH,Ph), 2.94 (dd, J = 13.9,
7.3 Hz, 1H, CH,Ph) 3.56 (dd, J = 11.3, 5.2 Hz, 1H, CH,OH), 3.64 (dd, J = 11.3, 4.2 Hz,
1H, CH,OH), 4.19-4.34 (m, 1H, CHBn), 6.46 (d, Jus = 15.7 Hz, 1H, CHC=0), 7.15-
7.44 (m, 10H, Hyrom y NH), 7.49 (d, Jyyans = 15.7 Hz, 1H, CH(p-CIC¢Hs)). RMN *C (100
MHz, CDCl3): 6 36.9 (CH,Ph), 52.8 (CHBn), 63.0 (CH,OH), 121.2, 126.4, 128.4,
129.0 (2), 129.2, 133.4, 135.5, 137.9, 139.6, 166.6 (C=0). EMAR (FAB"): calculado
para C;3sH;9NO,Cl [M+H]", m/z 316.1104; encontrado para [M+H]", m/z 316.1105.
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4.1.9.3 Preparacion de la (S,E)-3-(4-fluorofenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-
acrilamida.

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.49 g, (1.64 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.21 g, (4.921 mmol) de cloruro de litio; 0.72 mL, 0.75 g, (4.921
mmol) de DBU y 0.18 mL, 0.20 g, (1.64 mmol) de p-fluorobenzaldehido.

Obteniéndose un sélido blanco, 96%, p.f. 75-77 °C, [a]p = -88.3 (¢ 1.6, MeOH). RMN
'H (400 MHz, CDCl3): §2.92 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,Ph), 3.62 (dd, J = 11.2, 5.2 Hz,
1H, CH,OH), 3.72 (dd, J = 11.2, 3.8 Hz, 1H, CH,OH), 4.31 (m, 1H, CHBn), 6.28 (d,
Jians = 15.6 Hz, 1H, CHC=0), 6.38 (d, J = 7.6 Hz, 1H, NH), 6.90 (dd, J = 8.8, 7.2 Hz,
2H, Haom), 7.20-7.29 (m, SH, Hayom), 7.37 (dd, J = 8.4, 5.2 Hz, 2H, Haom), 7.50 (d, Jians
= 15.6 Hz, 1H, CH(p-FC¢H,)). RMN *C (100 MHz, CDCls): & 37.2 (CH,Ph), 53.2
(CHBn), 64.0 (CH,OH), 116.0, 120.37 (CH), 126.8, 128.8, 129.4, 129.8, 131.0, 137.8,
140.4 (CH), 163.7, 166.6 (C=0). EMAR (FAB"): calculado para C;sH;oNO,F [M+H]",
m/z 300.1400; encontrado para [M+H]", m/z 300.1402.

4.1.9.4 Preparacion de la (S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(4-metoxifenil)-
acrilamida.

i
H
MeO

45D

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.31 g, (1.015 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.13 g, (3.045 mmol) de cloruro de litio; 0.45 mL 0.46 g, (3.047
mmol) de DBU y 0.12 mL, 0.14 g, (1.015 mmol) de p-metoxibenzaldehido.

Obteniéndose un soélido blanco, 95%, p.f. 128-130 °C, [a]p = -95.7 (¢ 1.0, MeOH).
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 62091 (dd, J = 14.1, 7.6 Hz, 1H, CH,Ph), 2.98 (dd, J =
14.1, 7.6 Hz, 1H, CH,Ph) 3.60 (dd, J = 11.2, 5.1 Hz, 1H, CH,OH), 3.67 (dd, J = 11.2,
4.3 Hz, 1H, CH,OH), 3.78 (s, 3H, OMe), 4.26-4.34 (m, 2H, CHBn y NH), 6.40 (d, Jaus
=15.7 Hz, 1H, CHC=0), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H,om), 7.13-7.31 (m, SH, Hyom), 7.42
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(d, J = 8.7 Hz, 2H, Hyom), 7.51 (d, Jyans = 15.7 Hz, 1H, CH(p-CH;0CsHy)). RMN *C
(75 MHz, CDCl3): 6 36.6 (CH,Ph), 52.5 (CHBn), 54.8 (CH30C¢H,), 62.6 (CH,OH),
113.7, 117.7, 125.8, 126.9, 127.8, 128.7, 128.8, 137.6, 140.0, 160.3, 166.7 (C=0).
EMAR (FABY): calculado para C;oH»,NO; [M+H]*, m/z 312.1600; encontrado para
[M+H]", m/z 312.1587.

4.1.9.5 Preparacion de la (S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(tiofen-2-
il)acrilamida.

(6]
S N N OH
g H

45E

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.84 g, (2.797 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.36 g, (8.388 mmol) de cloruro de litio; 1.28 g, 1.23 mL, (8.388
mmol) de DBU y 0.31 g, 0.26 mL, (2.797 mmol) de tiofen 2-carbaldehido.

Obteniéndose un sélido amarillo, 93%, p.f. 110-113 °C, [a]p = -161.45 (¢ 3.0, MeOH).
RMN 'H (400 MHz, CDCl5): §2.95 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,Ph), 3.65 (dd, J = 11.1, 5.1
Hz, 1H, CH,OH), 3.75 (dd, J = 11.1, 3.6 Hz, 1H, CH,OH), 4.32 (m, 1H, CHBn), 6.09
(d, J =7.7 Hz, 1H, NH), 6.19 (d, J;;uns = 15.3 Hz, 1H, CHC=0), 7.03 (dd, J = 5.0, 3.6
Hz, 1H, CH=C-S), 7.19-7.34 (m, 7H, Harom), 7.73 (d, Jiyans = 15.3 Hz, 1H, CHCS). RMN
BC (100 MHz, CDCL3): § 37.0 (CH,Ph), 53.1 (CHBn), 64.1 (CH,OH), 119.2, 126.7,
127.5, 128.0, 128.7, 129.3, 130.5, 134.3, 137.6, 139.8, 166.3 (C=0). EMAR (FAB"):
calculado para C;gH;sNO,S [M+H]", m/z 288.1058; encontrado para [M+H]", m/z
288.1071.

4.1.9.6 Preparacion de la (S,E)-3-(4-(benciloxi)fenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
il)acrilamida.
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Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.69 g, (2.285 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.29 g, (6.855 mmol) de cloruro de litio; 1.04 g, 1.0 mL, (6.8561
mmol) de DBU y 0.49 g, (2.285 mmol) de benciloxibenzaldehido.

Obteniéndose un sélido blanco, 64%, p.f. 171-173 °C, [a]p = -83.35 (¢ 1.0, DMSO).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): 8 2.69 (dd, J = 13.7, 8.5 Hz, 1H, CH,Ph), 2.90 (dd, J
=13.7, 5.6 Hz, 1H, CH,Ph), 3.36 (dd, J = 10.7, 5.6 Hz, 1H, CH,OH), 3.42 (dd, J = 10.8,
4.9 Hz, 1H, CH,OH), 3.94-4.12 (m, 1H, CHBn), 5.13 (s, 2H, PhCH,0), 6.52 (d, Jiyans =
15.9 Hz, 1H, CHC=0), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hyom), 7.31 (d, Jyans = 15.9 Hz, 1H,
CH(p-BnOC¢Hy), 7.12-7.53 (m, 10H, Hyom), 7.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Hyom), 8.03 (d, J =
8.3 Hz, 1H, NH). RMN C (100 MHz, DMSO-d¢): & 36.7 (CH,Ph), 52.5 (CHBn),
62.8 (CH,OH), 69.9 (OCH,Ph), 114.9, 118.0, 126.2, 127.3, 127.5, 127.8, 128.2, 128.4,
129.0, 129.1, 136.3, 137.8, 140.5, 159.9, 167.1. EMAR (FAB"): calculado para
CosHa6NO3 [M+H]", m/z 388.1913; encontrado para [M+H]", m/z 388.1910.

4.19.7 Preparacion de la (S,E)-3-(4-(difenilamino)fenil)-V-(1-hidroxi-3-
fenilpropan-2-il)acrilamida.

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 1.03 g, (3.11 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.39 g, (9.35 mmol) de cloruro de litio; 1.37 mL, 1.42 g, (9.35
mmol) de DBU y 0.85 g, (3.11 mmol) de 4-(difenilamino)benzaldehido.

Obteniéndose un so6lido verde, 64%, p.f. 70-74 °C, [a]p =-161.78 (c 3.0, MeOH). RMN
"H (400 MHz, CDCL3): §2.96 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,Ph), 3.66 (dd, J = 11.1, 5.2 Hz,
1H, CH,OH), 3.76 (dd, J = 11.1, 3.5 Hz, 1H, CH,OH), 4.32 (m, 1H, CHBn), 6.05 (d, J =
7.6 Hz, 1H, NH), 6.24 (d, J,;ans = 15.5 Hz, 1H, CHC=0), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Hom),
7.07-7.13 (m, 6H, Hyrom), 7.21-7.34 (m, 11H, Hyom), 7.54 (d, Jyans = 15.5 Hz, 1H, CH(p-
CeH4-N(Ph),). RMN C (100 MHz, CDCl3): & 37.1 (CH,Ph), 53.2 (CHBn), 64.3
(CH,OH), 117.7, 122.0, 123.8, 125.2, 126.7, 127.8, 128.7, 128.9, 129.3, 129.4, 137.7
141.2, 147.0, 149.4, 167.0 (C=0). EMAR (FAB*): calculado C3yH2oN,O, [M+H]", m/z
449.2229; encontrado para [M+H]", m/z 449.2227.
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4.1.9.8 Preparacion de la (S,E)-3-(furan-2-il)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
il)acrilamida.

\O ) N
OH
45H

Siguiendo el procedimiento general I se hicieron reaccionar, 0.51 g, (1.54 mmol) de la
fosfohidroxiamida 41; 0.20 g, (4.63 mmol) de cloruro de litio; 0.67 mL, 0.71 g, (4.63
mmol) de DBU y 0.12 mL, 0.15 g, (1.54 mmol) de 2-furaldehido.

Obteniéndose un sélido blanco, 71%, p.f. 108-111 °C, [a]p = -116.0 (¢ 1.0, MeOH).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 6 2.91 (d, J = 7.3 Hz, 2H, CH,Ph), 3.60 (dd, J=11.2,5.3
Hz, 1H, CH,OH), 3.70 (dd, J = 11.2, 3.8 Hz, 1H, CH,OH), 4.29 (m, 1H, CHBn), 6.28
(d, Jyans = 15.3 Hz, 1H, CHC=0), 6.37 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 6.39 (dd, J =34, 1.8
Hz, 1H, CH=CH-0O), 6.49 (d, J = 3.4 Hz, 1H, CH=C), 7.34 (d, Jiyans = 15.3 Hz, 1H, CH-
furilo), 7.14-7.37 (m, 6H, Hyom y CH=0). RMN “C (100 MHz, CDCls): & 37.2
(CH,Ph), 53.2 (CHBn), 64.0 (CH,OH), 112.3, 114.2, 118.3, 126.8, 128.4, 128.7, 129.4,
137.8, 144.3, 151.3, 166.7 (C=0). EMAR (FAB"): calculado para C;sH;sNO; [M+H]",
m/z 272.1287; encontrado para [M+H]", m/z 272.1282.

4.1.10 Procedimiento general Il para la preparacion de oxazolinas
o,B-insaturadas.

O Bn SOC|2, K2C03,

o)
NaBr 3
R/\)J\N/H P R/\\\/<\N B
H on :
45 A 44

En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacién magnética se coloca [1.0 Eq] de
la B-hidroxiamida o,B-insaturada 45 correspondiente en 30 mL de acetonitrilo.
Enseguida se adiciona lentamente cloruro de tionilo (SOCl,) [1.1 Eq], se deja en
agitacion por 10 minutos. Después de este tiempo se afiade carbonato de potasio
(K2CO3) [2.2 Eq] y se deja reaccionar por 20 minutos mds, posterior a este tiempo se
afiade bromuro de sodio (NaBr) [1.0 Eq] y se mantiene a reflujo por otras 4 horas. La
reaccion se termindé mediante la adiciéon de 5 mL de NH4Cl y 10 mL de H,O destilada,
posteriormente se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x
30 mL). La fase orgénica se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro (Na,SQOy), se filtré y se
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evapord a presion reducida. El residuo resultante se purific6 por cromatografia en
columna con gel de silice usando como eluente una mezcla de Hex/AcOEt (7:3).

4.1.10.1 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-stiril-4,5-dihidrooxazol.

@
44A

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.35 g, (1.229 mmol) de la
(8)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)cinamamida 45A; 0.16 g, 0.10 mL, (1.3521 mmol)
de SOCly; 0.37 g, (2.705 mmol) de K,CO3 y 0.15 g, (1.229 mmol) de bromuro de sodio.

Obteniéndose un solido blanco, 60%, p.f. 71-73 °C, [a]p = -10.0 (¢ 1.0, MeOH). RMN
"H (300 MHz, CDCl5): 52.71 y 3.17 (2dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 2H, CH,Ph), 4.05 y 4.29
(2dd, J = 8.4, 7.5 Hz, 2H, CH,OH), 4.52 (m, 1H, CHBn), 6.65 (d, J;;ans = 16.2 Hz, 1H,
CHC=N), 7.30-7.41 (m, 10H, Hyrom), 7.32 (d, Jirans = 16.2 Hz, 1H, CH(C4Hs)). RMN *C
(75 MHz, CDCl3): 6 41.7 (CH,Ph), 67.7 (CH;0), 71.5 (CHBn), 115.1 (CH-C=N),
126.5, 127.5, 128.2, 128.5, 128.7, 128.7, 128.80, 128.9, 129.0, 129.1, 129.46, 137.92,
140.0 (CH=CH-CN), 163.7 (CH=N). EMAR (FAB"): calculado para C;sH;sNO
[M+H]", m/z 264.1388; encontrado para [M+H]", m/z 264.1400.

4.1.10.2 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-clorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 1.53 g, (4.851 mmol) de la
(S,E)-3-(4-clorofenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)acrilamida 45B; 0.64 g, 0.39 mL,
(5.336 mmol) de SOCl,; 1.48 g, (10.672 mmol) de K,CO3 y 0.50 g, (4.851 mmol) de
bromuro de sodio.

Obteniéndose un sdlido blanco, 32%, p.f. 81-83 °C, [a]p = +4.0 (c 1.0, MeOH). RMN
"H (300 MHz, CDClL3): 5 2.70 (dd, J = 13.8, 8.4 Hz, 1H, CH,Ph), 3.14 (dd, J = 13.8, 5.4
Hz, 1H, CH,Ph), 4.04 (dd, J = 8.4, 7.8 Hz, 1H, CH,OH), 4.27 (dd, J = 9.0, 8.4 Hz, 1H,
CH,0H), 4.48 (m, 1H, CHBn), 6.62 (d, Jyus = 16.2 Hz, 1H, CHC=N), 7.21-7.51 (m,
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10H, Hyom y CH(p-CIC¢Hs)). RMN B¢ (75 MHz, CDCls): 6 41.7 (CH,Ph), 67.7
(CHBn), 71.6 (CH;0), 115.8 (CH), 123.6, 126.5, 128.6, 128.8, 129.1, 132.0, 134.1,
137.8, 138.7 (CH), 163.4 (C=N). EMAR (FAB™): calculado para C;sH;7NOCI [M+H]",
m/z 298.0999; encontrado para [M+H]", m/z 298.1002.

4.1.10.3 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-fluorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.69 g, (2.307 mmol) de la
(S,E)-3-(4-fluorofenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)acrilamida 45C; 0.30 g, 0.1841
mL, (2.536 mmol) de SOCl,; 0.70 g, (5.074 mmol) de K,CO3 y 0.28 g, (2.307 mmol) de
bromuro de sodio.

Obteniéndose un sélido blanco, 30%, p.f. 93-95 °C, [a]p = +17.7 (¢ 1.0, MeOH). RMN
'H (300 MHz, CDCl3): §2.91 (dd, J = 13.7, 8.5 Hz, 1H, CH,Ph), 3.35 (dd, J = 13.7,
8.5 Hz, 2H, CH,Ph), 4.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CH,OH), 4.49 (t, J = 8.4 Hz, 1H, CH,0OH),
4.72 (m, 1H, CHBn), 6.75 (d, Jyyuns = 16.2 Hz, 1H, CHC=N), 7.20-7.24 (m, 1H, Haom),
7.32 (d, Jyrans = 16.2 Hz, 1H, CH(p-FC¢Hy)), 7.45-7.65 (m, 7H, Hyrom), 7.67-7.68 (m, 1H,
Haom). RMN *C (75 MHz, CDCl3): 8 41.7 (CH,Ph), 67.7 (CH,0), 71.6 (CHBn),
114.9 (CH-C=N), 115.8, 116.0 (CH-CH-F) 126.5, 128.5, 128.6, 129.1, 129.2, 129.3,
131.4, 137.9, 138.7, 161.7, 163.6, 165.1. EMAR (FAB"): calculado para C;3H;7FNO
[M+H]", m/z 282.1294; encontrado para [M+H]", m/z 282.1304.

4.1.10.4 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-metoxistiril)-4,5-dihidrooxazol.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.26 g, (0.829 mmol) de la
(S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(4-metoxifenil)acrilamida 45D; 0.15 g, 0.09
mL, (0.912 mmol) de SOCl,; 0.25 g, (1.824 mmol) de K,CO3 y 0.10 g, (0.829 mmol) de
bromuro de sodio.
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Obteniéndose un sélido blanco, 34%, p.f. 68-70 °C, [a]p = +16.3 (c 1.0, MeOH). RMN
"H (300 MHz, CDCl3): §2.72 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H, CH,Ph) 3.16 (dd, J = 13.8, 4.8
Hz, 1H, CH,Ph), 3.80 (s, 3H, CH30), 4.03 (dd, J = 8.1, 7.5 Hz, 1H, CH,0), 4.26 (dd, J =
8.7, 8.1 Hz, 1H, CH,0), 4.50 (m, 1H, CHBn), 6.52 (d, J;yuns = 16.2 Hz, 1H, CHC=N),
7.32 (d, J = 6.9 Hz, 2H, Hyom), 7.22- 7.43 (m, 8H, Hyrom y CH(p-CH30C¢Hy)). RMN *C
(75 MHz, CDCl3): 6 41.8 (CH,Ph), 55.3 (CH30), 67.6 (CHBn), 71.5 (CH,0), 112.7
(CH), 114.2, 126.5, 127.9, 128.5, 128.9, 129.1, 138.0, 139.7, 160.7, 164.0 (C=N).
EMAR (FABY): calculado para CioHyNO, [M+H]", m/z 294.1494; encontrado para
[M+H]", m/z 294.1490.

4.1.10.5 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(2-(tiofen-2-il)vinil)-4,5-dihidrooxazol.

o
S
44E

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.44 g, (1.547 mmol) de la
(S,E)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-3-(tiofen-2-il)acrilamida 45D; 0.20 g, 0.12 mL,
(1.701 mmol) de SOCl,; 0.47 g, (3.404 mmol) de K,COs3 y 0.16 g, (1.547 mmol) de
bromuro de sodio.

Obteniéndose un sélido café, p. f. 62-64, 63%, RMN '"H (400 MHz, CDCl3): 52.73
(dd, J = 13.8, 8.5 Hz, 1H, CH,Ph), 3.18 (dd, J = 13.7, 5.5 Hz, 1H, CH,Ph), 4.06 (dd, J =
8.2, 7.6 Hz, 1H, CH,0), 4.29 (dd, J = 9.6, 8.5 Hz, 1H, CH,0), 4.53 (m, 1H, CHBn),
6.47 (d, Jyans = 16.0 Hz, 1H, CHC=N), 7.05 (dd, J = 5.0, 3.6 Hz, 1H, CH=CH-S), 7.17-
7.36 (m, 7H, Huom), 7.46 (d, Jyans = 16.0 Hz, 1H, CH-C-S). RMN *C (100 MHz,
CDCl;): & 41.8 (CH,Ph), 67.8 (CH,0), 71.6 (CHBn), 114.2, 126.5, 127.3, 127.9,
128.6, 129.2 (2C), 132.7, 138.0, 140.5, 163.4 (C=N).

4.1.10.6 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-(benciloxi)stiril)-4,5-dihidrooxazol.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.51 g, (1.326 mmol) de la
(S,E)-3-(4-(benciloxi)fenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)acrilamida 45F; 0.17 g,
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0.11 mL, (1.458 mmol) de SOCl,; 0.40 g, (2.918 mmol) de K,COs y 0.14 g, (1.326
mmol) de bromuro de sodio.

Obteniéndose un sélido blanco, 64%, p.f. 141-143 °C, [a]p = +23.4 (¢ 1.0, CHCI5).
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): §2.70 (dd, J = 13.8, 9.0 Hz, 1H, CH,Ph), 3.16 (dd, J =
13.5, 5.1 Hz, 1H, CH,Ph), 4.03 (dd, J = 8.2, 7.5 Hz, 1H, CH,OH), 4.27 (dd, J =9.3, 8.2
Hz, 1H, CH,OH), 4.49 (m, 1H, CHBn), 5.08 (s, 2H, CH,0), 6.51 (d, J;uns = 16.2 Hz,
IH, CHC=N), 6.97 (d, J] = 8.4 Hz, 2H, Hyom), 7.22-7.43 (m, 13H, Hyom y CH(p-
BnOC¢Hs). RMN *C (75 MHz, DMSO-d¢): & 41.8 (CH,Ph), 67.7 (CHBn), 70.0
(CH,Ph), 71.5 (CH;0O), 112.9, 115.1, 126.5, 127.4, 128.1, 128.5, 128.6, 129.0 (2),
129.1, 136.5, 138.0, 139.6, 159.9, 164.0 (C=N). EMAR (FAB"): calculado para
CasHyuNO, [M+H]", m/z 370.1807; encontrado para [M+H]|", m/z 370.1820.

4.1.10.7 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-defenilaminostiril)-4,5-
dihidrooxazol.

W
.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.44 g, (0.974 mmol) de la
(S,E)-3-(4-(difenilamino)fenil)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)acrilamida 45G; 0.17 g,
0.11 mL, (1.462 mmol) de SOCl,; 0.30 g, (2.144 mmol) de K,COs y 0.12 g, (1.169
mmol) de bromuro de sodio.

Obteniéndose un sélido amarillo, 38%, p.f. 151-153 °C.

44G

4.1.10.8 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(2-(furan-2-il)vinil)-4,5-dihidrooxazol.

(0]
44H

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.20 g, (0.73 mmol) de la
(S,E)-3-(furan-2-il)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)acrilamida 45H; 0.10 g, 0.06 mL,
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(0.81 mmol) de SOClI,; 0.22 g, (1.62 mmol) de K,COs y 0.08 g, (0.73 mmol) de
bromuro de sodio.

Obteniéndose un sélido café, 41%, p.f. 72-74 °C, [a]p = +16.0 (c 1.0, MeOH). RMN 'H
(300 MHz, CDCl3): 6 2.90 (dd, J = 13.8, 8.4 Hz, 1H, CH,Ph), 3.16 (dd, J = 13.8, 5.2
Hz, 1H, CH,Ph), 4.01 (dd, J = 8.5, 7.5 Hz, 1H, CH,0OH), 4.24 (dd, J = 9.0, 8.5 Hz, 1H,
CH,OH), 4.49 (m, 1H, CHBn), 6.42-6.44 (m, 1H, Hyom), 6.48 y 6.57 (m, 2H, Hyom ¥
CHC=0), 7.07-7.45 (m, 7H, Hyrom y CH-furfuril). RMN C (75 MHz, CDCl): & 41.6
(CH,Ph), 67.6 (CHBn), 71.4 (CH,0), 112.0, 112.7, 112.8, 126.4, 127.0, 128.5, 129.1,
137.8, 144.0, 151.3, 163.6 (C=N). EMAR (FAB™): calculado para C;sH;sNO, [M+H]",
m/z 254.1181; encontrado para [M+H]", m/z 254.1187.

4.1.10.9 Preparacion de la (S,E)-4-(2-(4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)vinil)benzoato
de metilo.

Siguiendo el procedimiento general II se hicieron reaccionar, 0.23 g, (0.68 mmol) de la
(S,E)-4-(3-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)amino)-3-oxoprop-1-en-1-il)  benzoato  de
metilo 45]J; 0.09 g, 0.05 mL, (0.75 mmol) de SOClI,; 0.21 g, (1.51 mmol) de K,COs y
0.07 g, (0.68 mmol) de bromuro de sodio.

Obteniéndose un sdlido blanco, 47%, p.f. 114-115 °C, [a]p = +4.0 (¢ 1.0, MeOH).
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): §2.70 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H, CH,Ph), 3.16 (dd, J =
13.8, 5.7 Hz, 1H, CH,Ph), 3.92 (s, 3H, MeO), 4.06 (dd, J = 8.5, 7.5 Hz, 1H, CH,OH),
4.30 (dd, J = 9.3, 8.5 Hz, 1H, CH,0OH), 4.52 (m, 1H, CHBn), 6.72 (d, J;uns = 16.2 Hz,
1H, CHC=N), 7.21-7.38 (m, 6H, Hyom y CH(p-CH30,CCgHy), 7.52 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Harom), 8.03 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hyom). RMN C (75 MHz, CDCl3): & 41.7 (CH,Ph),
52.2 (CH30), 67.8 (CHBn), 71.6 (CH,0), 117.6, 126.5, 127.3, 128.6, 129.1, 130.0,
130.6, 137.8, 138.7, 139.5, 163.3 (C=N), 166.6 (C=0). EMAR (FAB"): calculado para
CooH2oNO3 [M+H]", m/z 322.1443; encontrado para [M+H]", m/z 322.1430.
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4.1.11 Ruta alterna para la obtencion de B-hidroxiamidas.

4.1.11.1 Preparacion de acido 2-(dietoxifosforil) acético.

o o
(EtO)ZP\)kOH

47

En un matraz redondo de 200 mL provisto de agitacién magnética, se colocaron 5.0 g,
4.42 mL (22.3 mmol) de trietilfosfonoacetato, 2.50 g, (44.6 mmol) de hidréxido de
potasio y 100 mL de una mezcla de MeOH:H,O (80:20). La mezcla de reaccidn se agitd
durante 20 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la reaccion se termin6
adicionando gota a gota aproximadamente 14 mL de &cido clorhidrico al 20% en
metanol hasta ajustar a pH= 2. Terminada la adicion, la mezcla de reaccion se agitd
durante 10 min, se filtr6 y lavé con 20 mL de metanol. El residuo obtenido se evapor6 a
presion reducida y posteriormente se le adicionaron 15 mL de acetato de etilo y se
enfrié a 0 °C por 20 minutos para precipitar sales remanentes. El sélido resultante se
filtré y lavé con 20 mL de acetato de etilo, se evapor6 a presion reducida y enseguida se
separaron las fases, la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase
orgénica se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y evapor6 a presion reducida.

Obteniendose un liquido viscoso transparente, 99%, RMN 'H (300 MHz, CDCl5):
01.34 (t, J = 6.8 Hz, 6H, CH3;CH,OP), 2.07 (a, 1H, HO), 2.99 (d, J = 21.7 Hz, 2H,
CH,OOH), 4.18 (m, 4H, CH3;CH,OP). RMN de p (121 MHz, CDCl3): 0 21.86.

4.1.11.2 Preparacion de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol.

Bn

OH
HoN

49

En un matraz redondo de 500 mL provisto de agitacion magnética se colocaron 5.58 g,
(33.8 mmol) de (S)-fenilalanina en 100 mL de THF. El matraz de reaccién se agitd y se
sumergio en un bafio de hielo a 0 °C. Posteriormente, se adicionaron lentamente 2.69 g,
(70.9 mmol) de LiAlH,4. Terminada la adicién, la mezcla de reaccion se calent6 a reflujo
durante 4 horas con agitacién constante. Transcurrido ese tiempo, el matraz de reaccién
se enfrio a 0 °C y entonces se adicionaron lenta y cuidadosamente 10 mL de agua
destilada. Terminada la adicion, la mezcla de reaccion se agité por 10 minutos a
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temperatura ambiente y enseguida se adiciond gota a gota una solucion de hidréxido de
sodio al 10 % (NaOH: H,0). La mezcla de reaccién se agité durante 10 minutos més y
posteriormente se filtré y se lavé con 20 mL de acetato de etilo. El residuo obtenido se
evapor6 a presion reducida, se disolvié en 10 mL de AcOEt y se enfrié a 0 °C durante
12 horas para su cristalizacién. El s6lido obtenido se filtrd y se lavé con éter etilico.

Obteniéndose un sélido blanco, 72%, p.f 90-92 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCl5): 6 2.31
(a, 1H, OH), 2.52 y 2.79 (2dd, J = 8.7, 13.4 Hz, 2H, CH,Ph), 3.11 (m, 1H, CHBn), 3.40
y 3.63 (2dd, J = 10.7, 3.8 Hz, 2H, CH,OH), 7.25 (m, 5H, Hyrom).

4.1.11.3 Preparacion de (S5)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-oxoetil)
fosfonato de dietilo.

9 (0] Bn
(EtO)2P\)J\”/H

OH
50

En un matraz redondo de 250 mL provisto de agitacién magnética, se colocaron bajo
atmosfera inerte de N, 4.37 g, (22.3 mmol) del 4cido 2-(dietoxifosforil) acético 47, 3.1
g, (20.2 mmol) del (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol 49 y 30 mL de cloruro de metileno
seco. En otro matraz de 100 mL se colocaron bajo atmoésfera inerte de N, 4.15 g, (20.2
mmol) de DCC, 0.49 g (4.02 mmol) de DMAP y 30 mL de cloruro de metileno seco.
Posteriormente, la mezcla de reaccion del primer matraz se agité por 10 minutos para
favorecer la disoluciéon y enseguida se adiciond via cdnula la mezcla del segundo
matraz. Terminada la adicién, la mezcla de reaccion se agité por 20 horas a temperatura
ambiente bajo atmosfera de N,. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se filtré
y se lavo con 20 mL de AcOEt, el residuo organico se evapord a presion reducida,
obteniéndose un liquido viscoso amarillo. El liquido viscoso resultante se purificd por
cromatografia en columna utilizando como eluente una mezcla de AcOEt:Hex:MeOH
(5:4:1).

Obteniéndose un aceite viscoso, 94%, [a]p = -16.5 (¢ 1.7, MeOH). RMN 'H (300 MHz,
CDCl3): 61.28 y 1.31 (2t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3CH,0), 2.82 (2d, J = 21.0 Hz, 4H,
CH,CO y CH,Ph), 3.50- 3.69 (m, 2H, CH,OH), 3.98-4.14 (m, 4H, CH3CH,0), 4.16-4.25
(m, 1H, CHNH), 6.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.16-7.31 (m, 5H, Haom). RMN *'P (121
MHz, CDCl;): § 23.89. EMAR (FAB): calculado para C;sH,sNOsP [M+H]*, m/z
330.1470; encontrado para [M+H]", m/z 330.1467.
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4.1.11.4 Preparacion de (S)-(2-((1-bromo-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-oxoetil)
fosfonato de dietilo.

o 0
(EtO)zp\)LN
B
51

r

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacién magnética se colocaron 2.02 g
(6.1 mmol) del (S)-(2((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-oxoetil)fosfonato de
dietilo 50 y 30 mL de diclorometano seco. La mezcla de reaccién se dejé en agitacidn
por 10 minutos y posteriormente se adicionaron 0.85 mL (6.1 mmol) de Et;N.
Enseguida se adicion6 gota a gota 0.88 mL (12.3 mmol) de SOCl,. Terminada la
adicion, la mezcla de reaccién se calenté a reflujo por 20 minutos con agitacion
constante. Posteriormente, se adicion6 al matraz 0.94 g (9.2 mmol) de NaBr y la mezcla
de reaccion se calent6 a reflujo por 2 horas. La reaccion se termind mediante la adicién
de 5 mL de NH4Cl y 10 mL de H,O destilada, posteriormente se separaron las fases y la
fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase orgénica se seco sobre
Na,SOy4 anhidro, se filtr6 y se evapord a presion reducida. El residuo resultante se

purific6 por cromatografia en columna con gel de silice usando como eluente una
mezcla de AcOEt/Hex/MeOH (5:4:1).

Obteniendose un sélido blanco, 80%, p.f. 89-91 °C, [a]p = -12.9 (¢ 1.0, MeOH). RMN
'H (300 MHz, CDCls): 6 1.30 y 1.34 (2t, J = 7.2 Hz, 6H, (CH;CH,0),P), 2.82 y 2.87
(2dd, J = 17.8; 15.5 Hz, 2H, CH,P), 2.94 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CH,Ph), 3.51 y 3.64 (2dd, J
=11.3, 3.5 Hz, 1H, CH,Br), 4.06 y 4.15 (2dc, J = 14.2, 7.1 Hz, 4H, CH,OP), 4.42-4.50
(m, 1H, CHBn), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.21-7.33 (m, 5H, Haom). RMN C (75
MHz, CDCL): § 16.4 ((CH;CH,0),P), 16.5 ((CH;CH,0),P), 35.2 (d, J = 131.0 Hz,
CH,P), 37.5 (CH,Ph), 46.5 (CH,Br), 51.5 (CHBn), 62.9 (d, J = 3.7 Hz, CH,OP), 63.0
(d, J = 3.7 Hz, CH,OP), 127.0, 128.9, 129.4, 137.0, 163.9 (C=0). RMN *'P (121 MHz,
CDCls): § 22.46.

4.1.11.5 Preparacion de (S)-((4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)metil) fosfonato de
dietilo.

(I? Oj
(EtO)ZP\)\\N //,,'
52
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En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitador magnético se colocé bajo
atmosfera inerte de N, 0.13 g (5.6 mmol) de NaH en 25 mL de THF seco.
Posteriormente se adicionaron via cdnula 1.0 g (2.5 mmol) de la fosfobromoamida 51
previamente disueltos en 15 mL de THF seco. Terminada la adicién, la mezcla de
reaccién se agitdé durante 20 horas bajo atmdsfera de N, a temperatura ambiente.
Trascurrido el tiempo, la reaccion se terminé con la adicién de 5 mL de NH4Cl y 10 mL
de H,O destilada. Posteriormente se separaron fases y la fase acuosa se extrajo con
AcOEt (3 x 30 mL). La fase orgédnica se sec sobre sulfato de sodio anhidro, el residuo
resultante se purificé por cromatografia en columna utilizando gel de silice como fase
estacionaria y una mezcla de AcOEt:Hex:MeOH (5:4:1) como fase mévil.

Obteniéndose un aceite amarillo, 83%, [a]p = -42.9 (¢ 4.7, MeOH). RMN 'H (300
MHz, CDCl;): 6 1.35 (t, J = 6.8 Hz, 6H, (CH3CH,0),P), 2.93 (d, J = 21.5 Hz, 2H,
CH,P), 2.66 y 3.10 (2dd, J = 8.5, 13.8 Hz, 2H, CH,Ph), 4.02 y 4.24 (2dd, J =9.1, 7.5
Hz, 2H, CH,0), 4.17 (dc, J = 14.4, 7.1 Hz, 4H, CH,OP), 4.37-4.46 (m, 1H, CHBn),
7.19-7.32 (m, 5H, Harom). RMN *C (75 MHz, CDCl3): § 16.4 ((CH3-CH,0),P), 16.4
((CH3CH,0),P), 27.4 (d, J = 138.6 Hz, CH,P), 41.6 (CH,Ph), 62.7 (d, J = 5.3 Hz,
CH,O0P), 67.6 (CHBn), 72.4 (CH,0),126.7, 128.6, 129.2, 137.8, 160.4 (d, J = 8.9 Hz,
C=N). RMN *'P (121 MHz CDCl): & 21.13. EMAR (FAB"): calculado para
C15H23NO4-P [M+H]", m/z 312.1365; encontrado para [M+H]*, m/z 312.1363.

4.1.12 Procedimiento general IIl para la preparacion de
oxazolinas o,p-insaturadas a partir de la fosfo-oxazolina 52.

0
7 L e (.
( )2 TRCHOTHF RN
a4

W @ Cﬂ Cﬂ aﬂ
RCHO' WQJZ W

En un matraz redondo de 100 mL provisto con agitacién magnética, se colocaron bajo
atmosfera inerte de N, [2.2 Eq] de NaH en 25 mL de THF seco. Posteriormente se
adicion6 via cdnula [1.0 Eq] de la fosfo-oxazolina 52 previamente disuelta en 15 mL de
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THF seco, terminada la adicion, la mezcla resultante se agité durante 30 minutos a
temperatura ambiente y transcurrido este tiempo se adiciond [1.1 Eq] del aldehido
correspondiente. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas
bajo atmoésfera inerte. Transcurrido el tiempo de reaccidn, se termind la misma con la
adicién de una solucién saturada de NH4CI (5 mL) y 10 mL de H,O destilada, se
separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). La fase
orgdnica se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y evapord a presion reducida.
Finalmente el residuo obtenido se purificd por cromatografia en columna utilizando
como fase estacionaria gel de silice y usando como eluente una mezcla Hex:AcOEt
(7:3).

4.1.12.1 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-stiril-4,5-dihidrooxazol.

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.30 g, (2.0 mmol) de la
fosfo-oxazolina 52; 0.06 g, (4.0 mmol) de NaH; y 0.31 g, (2.2 mmol) de benzaldehido.
Obteniéndose un sélido blanco, 30%, p.f. 71-73 °C.

4.1.12.2 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-clorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

C)
44B

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.63 g, (2.03 mmol) de la
fosfo-oxazolina 52; 0.11 g, (4.4 mmol) de NaH y 0.31 g, (2.2 mmol) de p-
clorobenzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco, 32%, p.f. 81-83 °C.
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4.1.12.3 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-fluorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

C)
44C

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.67 g, (2.1 mmol) de la
fosfo-oxazolina 52; 0.11 g, (4.7 mmol) de NaH y 0.25 mL, 0.28 g, (2.3 mmol) de p-
fldorbenzaldehido. Obteniendose un sélido blanco, 15%, p.f. 93-95 °C.

4.1.12.4 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-metoxistiril)-4,5-dihidrooxazol.

)

S S

Meo/®/\/< N Bn
44D

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.40 g, (1.3 mmol) de la
fosfo-oxazolina 52; 0.07 g, (2.8 mmol) de NaH y 0.17 mL, 0.19 g, (1.4 mmol) de p-
metoxibenzaldehido. Obteniendose un sélido blanco, 34%, p.f. 68-70 °C.

4.1.12.5 Preparacion de la (S,E)-4-bencill-2-(2-(furan-2-il)vinil)-4,5-dihidrooxazol.

(0]
44H

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.63 g, (2.0 mmol) de la
fosfo-oxazolina; 0.10 g, (4.4 mmol) de NaH y 0.18 mL, (2.2 mmol) de 2-furaldehido.
Obteniéndose un sélido café, 41%, p.f. 72-74 °C.
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4.1.12.6 Preparacion de la (S,E)-4-(2-(4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)vinil)benzoato
de metilo.

)
—~0 44J

Siguiendo el procedimiento general III se hicieron reaccionar, 0.40 g, (1.3 mmol) de la
fosfo-oxazolina 52; 0.07 g, (2.8 mmol) de NaH y 0.23 g, (1.4 mmol) de 4-
formilbenzoato de metilo. Obteniéndose un sélido blanco, 47%, p.f. 114-115 °C.

4.1.13 Procedimiento general IV para la preparacion de oxazolinas
o,-insaturadas a partir de la fosfobromoamida 51.

(EO) 2p\)L /Q© 0 EtO j /©] RCHO /\/kj Q

DMF, A
Br

@*4 @/“ @ @ @AQ/“
RCHO= @jH >/®/« @4

H

En un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacion magnética se coloca la
fosfobromoamida 51 en 5 mL de dimetilformamida. Enseguida se adiciona el carbonato
de potasio (K>COs3) [2.0 Eq] y se deja reaccionar a reflujo por 2 horas, posterior a este
tiempo se deja enfriar la reaccion y se afiade el aldehido correspondiente [1.0 Eq] y se
deja a reflujo por otras 2 horas. La reaccién se terminé mediante la adiciéon de 15 mL de
NH,CI, posteriormente se realizé una extraccion utilizando acetato de etilo (3 x 30 mL).
La fase orgdnica se sec sobre sulfato de sodio anhidro (Na,SQOy), se filtrd y se evapord
a presion reducida. El residuo resultante se purific6 por cromatografia en columna

utilizando gel de silice como fase estacionaria y usando como eluente una mezcla de
Hex/AcOEt (7:3).
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4.1.13.1 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-stiril-4,5-dihidrooxazol.

@gpm/@

44A

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.41 g, (1.03 mmol) de la
fosfobromoamida 51; 0.29 g, (2.07 mmol) de K,COs3; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.11 g, (1.03 mmol) de benzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco, 93%,
p.f. 71-73 °C.

4.1.13.2 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-clorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

/@A\i\p)@

44B

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.32 g, (0.8 mmol) de la
fosfobromoamida 51; 0.22 g, (1.6 mmol) de K,COs;; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.11 g, (0.8 mmol) de p-clorobenzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco,
94%, p.t. 81-83 °C.

4.1.13.3 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-fluorostiril)-4,5-dihidrooxazol.

o
F
44c

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.40 g, (1.0 mmol) de la
fosfobromoamida 51; 0.27 g, (2.0 mmol) de K,COs; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.12 g, (1.0 mmol) de p-fluorbenzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco,
93%, p.f. 93-95 °C.
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4.1.13.4 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-metoxistiril)-4,5-dihidrooxazol.

12 Q0
MeO
44D

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.27 g, (0.68 mmol) de
la fosfobromoamida 51; 0.19 g, (1.36 mmol) de K,COs; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.93 g, (0.68 mmol) de p-metoxibenzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco,
68%, p.f. 68-70 °C.

4.1.13.5 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-(benciloxi)stiril)-4,5-dihidrooxazol.

Sye
it

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.15 g, (0.38 mmol) de
la fosfobromoamida 51; 0.11 g, (0.77 mmol) de K,COs; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.08 g, (0.38 mmol) de benciloxibenzaldehido. Obteniéndose un sélido blanco,
53%, p.f. 141-143 °C.

4.1.13.6 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(2-(furan-2-il)vinil)-4,5-dihidrooxazol.

(0]
0. 1.
\

44H

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.28 g, (0.71 mmol) de la
fosfobromoamida 51; 0.20 g, (1.42 mmol) de K,COs;; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.07 g, (0.71 mmol) de furaldehido. Obteniéndose un sélido café, 94%, p.f. 72-
74 °C.
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4.1.13.7 Preparacion de la (S,E)-4-(2-(4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)vinil)benzoato

de metilo.
(0]
o

O

44J

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.35 g, (0.90 mmol) de la
fosfobromoamida 51; 0.25 g, (1.80 mmol) de K,COs;; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.15 g, (0.90 mmol) de 4-formilbenzoato de metilo. Obteniéndose un sélido
blanco, 89%, p.f. 114-115 °C.

4.1.13.8 Preparacion de la (S,E)-4-bencil-2-(4-bromostiril)-4,5-dihidrooxazol.

0. 0
/©/\)\\N .
Br
44K

Siguiendo el procedimiento general IV se hicieron reaccionar, 0.29 g, (0.73 mmol) de la

fosfobromoamida 51; 0.20 g, (1.46 mmol) de K,COs;; posterior al enfriamiento se
adicion6 0.14 g, (0.73 mmol) de p-bromobenzaldehido.

Obteniendose un sé6lido blanco, 80%, p.f. 98-99 °C, [a]p = +8.0 (c 1.0, MeOH). RMN
"H (300 MHz, CDClL3): §2.70 (dd, J = 13.8, 8.4 Hz, 1H, CH,Ph), 3.14 (dd, J = 13.8,
5.7 Hz, 1H, CH,Ph), 4.03 (dd, J = 8.2, 7.8 Hz, 1H, CH,OH), 4.26 (dd, J = 9.0, 8.2 Hz,
1H, CH,OH), 4.50 (m, 1H, CHBn), 6.60 (d, J,;ans = 16.2 Hz, 1H, CHC=N), 7.21-7.42
(m, 10H, Hyom y CH(p-BrCsHy)). RMN C (75 MHz, CDCls): & 41.7 (CH,Ph), 67.7
(CHBn), 71.6 (CH,0), 115.7, 126.5, 128.3, 128.7, 128.8, 129.1, 133.6, 135.3, 137.8,
138.6, 163.5 (C=N). EMAR (FAB"): calculado para C;gH;;NOBr [M+H]*, m/z
342.0494; encontrado para [M+H]", m/z 342.0489
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4.2 Evaluaciones Biologicas

4.2.1 Evaluacion de la Actividad Antituberculosa

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad antituberculosa, se utilizé la técnica
colorimétrica de Alamar Azul (MABA),50 una de las metodologias mds utilizadas para
determinar esta actividad.’®' Esta técnica se fundamenta en las reacciones de 6xido-
reduccién bacterianas, siendo un indicador de la viabilidad celular, ademds de permitir
tener una correlacién aceptable en la deteccion de la resistencia a los farmacos
isoniacida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y estreptomicina (STR).

4.2.1.1 Seleccion de las cepas de Mycobacterium tuberculosis.

La seleccion de las cepas de Mycobacterium tuberculosis a estudiar incluyé una cepa
resistente a los farmacos de primera linea (aislado clinico), asi como una cepa de
referencia (M. tuberculosis H37Rv, ATCC 27294, de la American Type Culture
Collection, Rockville, MD).

4.2.1.2 Preparacion de soluciones “stock” de los compuestos de prueba.

Se preparo6 un stock de 1,024 ug/mL (1 mL).
1.-Se colocaron 1,024 pg del compuesto en un tubo de ensayo.
2.- Se adicionaron 200 uL. de DMSO para disolver el compuesto.

3.- Se adicionaron 700 puL. de medio de cultivo Middlebrook 7H9. (Se precipita el
compuesto formdndose una suspensién lechosa)

4.- Se adicionaron 100 uLL de Tween 80, para solubilizar por completo.

4.2.1.3 Esterilizacion de los stocks.

Se colocaron los 2 mL de compuesto en una jeringa colocada sobre un filtro de
membrana especial para DMSO con didmetro de poro de 0.22um y se colecto el filtrado
estéril en un vial nuevo, también estéril. El mismo procedimiento se realizé con cada
uno de los 18 compuestos preparados anteriormente (44, 45, R, I, E, Ofx).

Nota: 44A-G (oxazolinas), 45A-G (amidas), R.-rifampicina, IL.- isoniacida, E.-
etambutol, Ofx.- ofloxacino. *Este proceso se realizé en una campana de bioseguridad
de flujo laminar vertical tipo II estéril.
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4.2.1.4 Preparacion de las placas de cultivo.

Se realizaron 5 experimentos por sesion de trabajo, se probaron 2 compuestos por placa
asi como 9 concentraciones las cuales se evaluaron por triplicado.

1.-Inicialmente se realizé la adicion de 200 pL de agua desionizada estéril en cada uno
de los pozos de la periferia de la placa de 96 pozos.

2.- El segundo paso consistid en colocar 100 uL. de medio de cultivo Middlebrook 7H9 a
cada uno del resto de los pozos.

3.- Enseguida se colocaron 100 uL del compuesto a probar en los pozos de la posicién 2
(concentracién mds alta), 3 pozos para cada compuesto y en las 2 placas.

4.- Se realizaron las correspondientes diluciones de izquierda a derecha, (256, 128, 64,
32,16, 8, 4,2yl ng/mL) como se observa en la figura 7.

5.- Teniendo las cajas preparadas se cubrieron con parafilm, se envolvieron en plastico y
se almacenaron en un congelador a -80 °C, hasta su uso.
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Figura 7. Disefo de placa para las pruebas de actividad anti-Tb.

UANL-FCQ D.C. OTN. FARMACIA Pagina 45



4.2.1.5 Preparacion de la cepa bacteriana.

Se realizé la resiembra de 3 Tubos con medio de cultivo Lowenstein-Jensen conteniendo
la cepa de Mycobaterium tuberculosis a probar (sensible o resistente), del panel de
evaluacion del INDRE.

Se colocaron 4 gotas con pipeta Pasteur a partir de medio liquido (Tubo MGIT) y se
procedi6 a incubar por 14 dias.

4.2.1.6 Inoculacion de las placas de prueba con la cepa en estudio.

Se rasparon 3 tubos de cultivo con Mycobacterium tuberculosis, con asa bacteriologica
sobre una pomadera con perlas de agitacion con 4 gotas de agua desionizada estéril. Se
disgreg6 el botén celular mediante agitacion y vortex, hasta lograr una disgregacion
completa.

A partir de este aislado microbiano se prepar6 un tubo con 10 mL de agua, llevdndolos
al tubo de McFarland No.1, afiadiendo gota a gota la suspension celular hasta alcanzar la
turbidez deseada. Teniendo ya los tubos estandarizados, estos 10 mL preparados se
diluyeron 1:25 con medio de cultivo Middlebrook 7H9 suplementado con 0.2% de
glicerol, 10% de OADC (4cido oléico, albimina, dextrosa y catalasa; 10 mL de
suspension + 30 mL de medio). Con la suspension celular en mano, se procedid al
llenado de las placas de 96 pozos anteriormente preparadas y atemperadas, después del
proceso de congelaciéon a -80 °C, adicionando 100 pL a cada uno de los pozos, para
tener un volumen final de 200 pL. Enseguida se procedio a incubar a 37 °C por 5 dias,
para posteriormente realizar el ensayo de Azul Alamar.

Nota: Estidndar de McFarland No. 1

*Se prepar6 una solucion de cloruro de bario (BaCly) al 1%.

Se pes6 0.01g de BaCl, y se disolvieron en 1 mL de agua desionizada.

*Se prepar6 una solucién de dcido sulfirico (H,SOy) al 1%.

Se midieron 0.1 mL de H,SO, y se disolvieron en 10 mL de agua desionizada.

Teniendo ambas soluciones al 1%, se mezclaron 0.1 mL de BaCl, con 9.9 mL de H,SOy,
obteniendo asi el estdindar de McFarland No.1 (3 x 108 UFC/mL)
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4.2.1.7 Revelado de la viabilidad con el reactivo Azul Alamar.

*El reactivo original se diluyé con Tween 80 al 10% en una proporcién 1:1.

Después de los 4 dias de incubacién se procedi6 a afiadir 50 pL del reactivo* a los pozos
del carril control de crecimiento y se incubd por otras 24 horas. Después de este tiempo
se observo el viraje de coloracion de azul intenso a rosa, procediendo al revelado del
resto de la placa (Esquema 4).

Cada uno de los experimentos se llevarén a cabo por duplicado y cada una de las
concentraciones por triplicado, sobre dos cepas de Mycobacterium tuberculosis, una
sensible a los farmacos de primera linea (S, I, R, E, Pz) y otra resistente a estos mismos
farmacos (farmacorresistente), como se menciond anteriormente.

AZUL ALAMAR

McFarland No. 1

(\ 200 uL H,0 -5 [ HOOOHOOOOCE |
WIS R PRSP ERP ‘

100 pL de DOCCOOOOILH | 100 pL

- medio 7H9 = t | eemaco

1:25 200 uL H,0 ~> |

Aislado

l 37°C /5 dias

Revelar control con
Alamar Azul al 50%

137 °C/24h
Leer a

590 nm

Si hay cambio a color
— 37°C/24h _ rosa, revelar la placa

Amidas, Oxazolinas, INH,
RIF, ETM,OFX

Esquema 4. Técnica de Alamar Azul para evaluacion de la actividad antituberculosa.
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4.2.2 Toxicidad Tisular

4.2.2.1 Metodologia de evaluacion.

Los compuestos que mostraron mejor actividad antituberculosa, fueron estudiados en un
modelo ex vivo, utilizando rebanadas de higado de rata, para evaluar su posible efecto
hepatotoxico.

4.2.2.2 Preparacion y esterilizacion de los compuestos a evaluar.

Se prepard un stock de 1 mg/mL de cada uno de los compuestos, disolviendo éstos en
DMSO y medio TYI sin suplementar en una proporcién 1:1. (1.5 mL DMSO - 1.5
medio).

Se probaron 3 concentraciones diferentes 30, 15, 5 ug/mL

*30 ug/mL.- Del stock de 1 mg/mL se tomaron 300 uL y se diluyeron con 9.7 mL de
medio de cultivo TYT sin suplementar.

*15 ug/mL.- De la dilucién anteriormente preparada (30 pg/mL), se tomaron 3.5 mL y
se diluy6 con 3.5 mL de medio TYL

*5 ug/mL.- De la dilucion anteriormente preparada (15 pg/mL) se tomaron 2 mL y se
diluy6 con 4 mL de medio TYI.

4.2.2.3 Preparacion de Placas.

a) Preparacion de una placa de transporte de 6 pozos con 4 mL de medio de cultivo TYI
suplementado bajo condiciones de esterilidad.

b) Preparacion de las placas de cultivo de 24 pozos con los compuestos a probar.

Rebanada de Higado: Cada prueba se realiz6 por duplicado, se incluyeron ademads
controles consistentes en medio de cultivo, solvente, control-isoniacida, 44-45. En todos
los casos se utilizaron 3 concentraciones (Figura 8).
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Placa 1 Placa 2

Placa Higado Placa Higado
44C

Medio Disolvente
s 1% ¢

- 000000 QO0OOO
- 900000 - 000000
-~ 900000 .. 000000
~- 000000 --000000

Isoniacida 45C 45D 45E

30 ug/ml. 15 ug/ml. 5 ug/mL

Figura 8. Distribucién de placas para pruebas de hepatotoxicidad.

4.2.2.4 Preparacion de rebanadas de higado.

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de dos a tres meses de edad, machos o hembras, las
cuales fueron proporcionadas por el Bioterio del Centro de Investigacién Biomédica del
Noreste del IMSS, donde recibieron los cuidados y manejo humanitarios basados en
normas internacionales acerca del cuidado de los animales de experimentacion, asi como
en los criterios definidos en la NOM 062-Z00-1999.>

En condiciones de esterilidad, se anestesi6 el animal mediante una inyeccién de
pentobarbital sédico (5 mg/100 g de peso), ya anestesiado el animal se procedié a
realizar la cirugia para extraer el higado, colocdndolo sobre un recipiente con buffer KB
a 4 °C. El higado fue separado de acuerdo a sus lobulos y posteriormente se hicieron
bocados del tejido del tamafio adecuado para colocarlos en un rebanador Brendel Vitron;
se prepararon rebanadas de 10 mm de didmetro y 300 pm de grosor, a partir de éstas se
prepararon chips de tejidos utilizando un sacabocados y se colocaron en el medio de
transporte (medio TYI suplementado). Las rebanadas se colocaron en el medio de
transporte el cual se dejé en incubacién por 1 hora y en agitacion moderada a 37 °C en
atmosfera de 5% CO,. Después de este tiempo, bajo condiciones de esterilidad, se
colocé 1 rebanada por pozo en las placas anteriormente preparadas y se incubaron en
presencia de los compuestos de prueba y los controles correspondientes durante 24 h a
37 °C en atmosfera de 5% CO, y agitacion lenta. Todo el proceso se realiz6 en
condiciones asépticas.
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4.2.2.5 Fijacion de las rebanadas tratadas.

Después del tiempo de incubacién con los tratamientos, y de haber verificado la no
contaminacion de los tejidos, las rebanadas se colocaron en viales que contenian 5 mL
de formalina amortiguada al 10%, y se fijaron durante 24 horas a temperatura
ambiente.”*

4.2.2.6 Encapsulacion de las muestras fijadas.

Las muestras fijadas anteriormente, se colocaron en papel filtro triangular dentro de un
cassette de inclusién y se sometié al siguiente proceso de la técnica histoldgica, 30
minutos en cada paso.

Deshidratacién

1.- Etanol al 80% 5.- Etanol Absoluto (3)
2.- Etanol del 96 6.- Etanol Absoluto (4)
3.- Etanol Absoluto (1) 7.- Etanol Absoluto (5)

4.- Etanol Absoluto (2)

Aclaramiento

8.- Xilol

9.- Xilol

Infiltracién

10.- Parafina liquida (1 hora) 55-60 °C.
Inclusion

Teniendo la muestra infiltrada con parafina, el siguiente paso consistié en incluir las
rebanadas en un bloque de parafina.

Inicialmente la parafina se fundié en un bafio de calentamiento, mientras que las
capsulas conteniendo el tejido se precalentaron en una plancha de calentamiento a 60 °C
al igual que los moldes de acero inoxidable donde se confecciona el bloque de parafina
que contendré el tejido. Teniendo todo el material a una temperatura similar se procedi
a colocar el tejido en el molde de inclusion y se le adiciond la parafina fundida,
posteriormente los moldes fueron enfriados para lograr la solidificacion de la parafina,
colocando encima la base de la cadpsula; después se colocaron en refrigeracion para
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lograr una solidificacion homogénea y finalmente se liberé el molde para el proceso de

corte posterior.

A partir de los bloques de parafina conteniendo el tejido, se prepararon cortes
histolégicos de 5 um de grosor, los cuales fueron extendidos en un bafio con agua
destilada a 56 °C, posteriormente se colocaron en un portaobjetos con una gota de
albimina y se dejaron secar del agua; ya secos se colocaron en una plancha de
calentamiento a 60 °C para desparafinizar los cortes de tejido. El proceso de corte se

realizé utilizando un microtomo American Optical.

4.2.2.7 Tincion Hematoxilina - Eosina.

Las laminillas con los cortes histolégicos se tifieron con Hematoxilina y Eosina, bajo el

siguiente procedimiento:

1.- Xilol “Desparafinar” (5 min)

2.- Xilol (5 min)

3.- Etanol Absoluto (2 min)

4.- Etanol Absoluto (2 min)

5.- Etanol al 96% (2 min)

6.- Etanol al 80% (2 min)

7.- Etanol al 70% (2 min)

8.- Agua destilada (10 inmersiones)
9.- Hematoxilina de Harris (7-10 min)
10.- Agua de la llave (10 inmersiones)
11.- Etanol 4cido (2 inmersiones)

12.- Agua de la llave (10 inmersiones)

13.- Etanol amoniacal (2 inmersiones)

14.- Agua de la llave (10 inmersiones)
15.- Etanol al 80% (10 inmersiones)
16.- Eosina (20 segundos)

17.- Etanol al 96% (10 inmersiones)
18.- Etanol al 96% (10 inmersiones)
19.- Etanol al 96% (10 inmersiones)
20.- Etanol al 96% (10 inmersiones)
21.- Etanol Absoluto (10 inmersiones)
22.- Alcohol isopropilico (10 inmersiones)
23.- Xilol (5 min)

24.- Xilol (5 min)

25.- Montaje con resina sintética
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4.2.2.8 Montaje con resina sintética.

Después del proceso de tincién se continud con la etapa de montaje, para ello se colocé
1 o 2 gotas de resina sobre el portaobjetos y se colocé un cubreobjetos sobre los tejidos
evitando la formacién de burbujas.

Posteriormente, se colocaron los portaobjetos sobre una plancha precalentada a 60 °C
por 15 minutos y finalmente se dejaron en la estufa a 55 °C por 24-48 horas, para su
posterior observacion por el patélogo.

*Se realizaron 3 experimentos y se seleccionaron fotografias representativas de los
resultados (Esquema 5).

1
44C-44E,
45C-45E el
(30, 15, 5 pg/mL)
Tincién
Hematoxilina = Montaje 12
y del
Eosina preparado
*ANALIS[S 5
HISTOPATOLOGICO

0 Efectoalas 24 h

10 ‘ ™ o
M ™ 6
: Procesamiento
Sy 9 % 8 . : iz
M Inclusién Dels h1drgtac1on 2 Fijacién en Xilol
T— (Parafina) -Aclaramiento
-Infiltraciéon

Esquema 5. Técnica de evaluacion de la toxicidad tisular.
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4.2.3 Evaluacion del Posible Mecanismo de Accion.
4.2.3.1 Microarreglo de ADN.

Para llevar a cabo la determinacién del posible mecanismo de accién de este tipo de
compuestos (amidas insaturadas y oxazolinas), se realizé un andlisis genético, mediante
un microarreglo de ADN. La técnica disefiada por Brown y Botstein™~° en 1999, que
consiste en un conjunto ordenado de genes de un organismo en particular en una
pequeia superficie solida, que bajo las condiciones de estudio, permite evaluar las
diferencias de expresion entre los genes estudiados.

4.2.3.2 Preparacion del Compuesto 44D.

Se prepar6 un stock de 1,000 pug/mL (1 mL) del compuesto 44D.
1.-Se colocaron 1000 pg del compuesto 44D en un tubo de ensayo.
2.- Se adicionaron 200 uL. de DMSO vy se disolvié el compuesto.
3.- Se afnadieron 700 uLL de Medio de cultivo Middlebrook 7H9.
4.- Se adicionaron 100 uL de Tween 80, para lograr la solubilidad.

5.- Se esteriliz6 el compuesto por filtracion.

4.2.3.3 Preparacion de las cajas de cultivo.

Se colocaron 2000 pL del compuesto 44D a 8 ug/mL por pocillo en una placa de 6
pozos (tratamiento), mientras que a otra placa de 6 pozos se le adiciond unicamente
medio de cultivo (sin tratamiento). Teniendo las cajas preparadas, se taparon con
parafilm y se envolvieron en plastico y se procedié a almacenar en un criocongelador a
-80 °C hasta su uso.

4.2.3.4 Preparacion de la cepa bacteriana.

Se realiz6 la resiembra de 3 Tubos Lowenstein-Jensen de la cepa de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv.

Se colocaron 4 gotas con pipeta Pasteur a partir de medio liquido (Tubo MGIT) y se
procedid a incubar por 14 dias.
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Se rasparon 3 tubos de cultivo con Mycobacterium tuberculosis, con asa bacterioldgica
sobre una pomadera con perlas de agitacion con 4 gotas de agua desionizada estéril. Se
disgreg6 el botdn celular mediante agitacion y vortex, hasta lograr una disgregacion
completa. A partir de este aislado microbiano se preparé un tubo con 10 mL de agua,
llevandolo al tubo de McFarland No.1 anteriormente preparado, afiadiendo gota a gota la
suspensiéon celular hasta alcanzar la turbidez deseada. Teniendo ya los tubos
estandarizados (3-30 mL) se procedié al llenado de las placas de 6 pocillos
anteriormente preparadas y atemperadas, después del proceso de congelacion a -80 °C,
adicionando 2000 puL a cada uno de los pocillos.

Finalmente se procedi6 a incubar a 37 °C por 6 horas, para su posterior lisis.

4.2.3.5 Proceso de coleccion, lisis y extraccion del ARN total.

Después del tiempo de tratamiento, se llevé a cabo la extraccién de la bacteria tratada y
sin tratar de la placa de 6 pocillos y se colocé en un vial.

Se procedié a centrifugar por 15 minutos a 10,000 x g en una centrifuga con rotor de
seguridad para aerosoles y se descart el sobrenadante. Teniendo listo el botén celular,
este se resuspendié en 1.5 mL de ARN later para la posterior lisis de la bacteria.

Para realizar la lisis bacteriana y la extraccion del ARN total, se utilizé el kit RNAeasy
Mini Kit de QIAGEN

Inicialmente el pellet bacteriano se resuspendié completamente en 700 puL de buffer
RLT en vortex por 5-10 segundos. Enseguida se adiciond la suspension bacteriana a un
vial que contenia perlas de zirconia para lisis y se sometio a tres etapas de 20 segundos
de vortex en el equipo fastprep, después de esto se centrifugé por 3 minutos a 4 °C y se
pasa el sobrenadante a un tubo limpio y libre de nucleasas. Enseguida se adicionaron
700 puL de etanol al 70% y se mezclo bien por pipeteo y se transfiere el lisado a una
columna RNeasy spin y se centrifugd por 1 minuto a 10,000 rpm y se desecho el
filtrado. Se adicionaron 700 uL del buffer RW1 en el centro de la columna RNeasy spin
y se volvid a centrifugar por 1 minutos a 10,000 rpm y se deseché el sobrenadante. Se
afladieron 500 pL del buffer RPE en el centro de la columna RNeasy spin y se volvié a
centrifugar por 1 minuto a 10,000 rpm y se desecha el sobrenadante.

Nuevamente se adicionaron 500 uL del buffer RPE en el centro de la columna RNeasy
spin y se volvié a centrifugar por 3 minutos a 10,000 rpm y se desecha el sobrenadante.

El tubo con el filtro se volvié a centrifugar por 1 minuto para asegurarse de la
eliminacion de trazas de etanol.
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Se transfiri6 la columna RNeasy a un tubo de coleccion nuevo de 1.5 mL y se afiadieron
30 uL de agua libre de nucleasas en el centro de la membrana de la columna RNeasy y
se centrifugd durante 2 min a 10,000 rpm para eluir el ARN.

Esto se realiz6 con cada uno de los experimentos realizados, midiéndose las
concentraciones de ARN obtenidas en el equipo Nanodrop, asi como corriendo las
muestra en gel de agarosa al 1%.

4.2.3.6 Proceso de sintesis y etiquetado del ARNa.

Para lograr la sintesis y etiquetado de las muestras de ARN total se llevaron a cabo los
siguientes pasos:

PASO 1. Poliadenilacion del ARN total.

Inicialmente se colocaron aproximadamente 500 ng de ARN total en tubo estéril libre de
RNasa para cada muestra y se aforé a 5 uLL con agua libre de nucleasas.

Muestra 1
Muestra (C/T 1) 103.0 ng-1puL

500 ng- 4.80uL. (Se tomaron 5 uL)
Control (S/T) 142.2 ng-1puLL

500 ng- 3.51uL. (Se tomaron 5 uL)

Muestra 2
Muestra (C/T 2) 139.3 ng-1uL

500 ng- 3.58uL.  (Se tomaron 3.6uL + 1.4 uL de agua libre de nucleasas)
Control (S/T 2) 309.6 ng-1uL

500 ng- 1.61uL (Se tomaron 2uL + 3 pL de agua libre de nucleasas)

Para tener una tercera repeticion y validar los resultados, se procedié a preparar una
tercera muestra utilizando una combinacién de la muestra 1 y 2.

Muestra 3
Muestra (C/T 3) 2.5uL de C/T 1 + 1.8 uL de CT/ 2 + 0.7 uL de agua libre de nucleasas.

Control (S/T 3) 1.8 uL de S/T 1 + 0.8 uL de ST/ 2 + 2.9 uL de agua libre de nucleasas.
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Teniendo las muestras listas se procedi6 a la desnaturalizacion de las mismas por lo que
se colocaron en el termociclador por 10 min a 70 °C. Después de los 10 minutos se
retiraron las muestras de ARN del termociclador, se centrifugaron brevemente (~ 5 seg)
y se colocaron en hielo durante 3 min.

Mientras las muestras eran incubadas a 70 °C por 10 minutos, se preparé el Master Mix
de poliadenilacion en un tubo libre de nucleasas a temperatura ambiente y en el siguiente
orden (Tabla 7):

Tabla 7. Master Mix de Poliadenilacion.

Cantidad Para 7 muestras Componente
1.5uLL 10.5 Agua libre de nucleasas
1.0uLL 7.0 Buffer de colas poli (A) 10X
1.0nLL 7.0 Inhibidor de RNasa
0.5uLL 3.5 Colas poli (A) ATP
1.0pL 7.0 PAP

La mezcla se someti0 a vortex suavemente y se centrifugd durante ~ 5 segundos.
Teniéndolo listo se transfirié 5 pL. a cada muestra de ARN, se mezcl6 bien por agitacion
suave, se centrifugd para limpiar las paredes del tubo y se colocaron en el termociclador
a 37 °C por 15 minutos. Después de la incubacién, se removieron las muestras del
termociclador y se colocaron en hielo.

PASO 2. Sintesis de la primera hebra de ADNCc.

Teniendo el ARN poliadenilado se procedid a realizar la transcripcion de la misma, para
lo cual primeramente se preparé el Master Mix para transcripcion inversa en un tubo
libre de nucleasas a temperatura ambiente y en el orden siguiente (Tabla 8):

Tabla 8. Master Mix para primera cadena.

Cantidad Para 7 muestras Componente
3uLL 21.0 Agua libre de nucleasas
1uL 7.0 T7 Oligo(dT)VN
1pL 7.0 Buffer de primera hebra 10X
4uL 28.0 dNTP Mix
1pL 7.0 arrayscript
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Se transfirieron 10 pL del Master Mix para transcripcidn inversa a cada muestra, se
mezclé bien por agitacién suave, se centrifugaron y se colocaron las muestras en el
termociclador a 42 °C por 2 horas. Después de la incubacion de las reacciones durante 2
horas, se prosigui6 a centrifugar brevemente (~ 5 seg) y se dejaron en hielo.

PASO 3. Sintesis de la segunda hebra de ADNCc.

Se prepar6 sobre hielo el Master Mix para segunda cadena, mezclando los reactivos en
el orden indicado (Tabla 9):

Tabla 9. Master Mix para segunda cadena.

Cantidad Para 7 muestras Componente
63uL 441.0 Agua libre de nucleasas
10uL 70.0 Buffer de segunda hebra 10X
4uL 28.0 dNTP Mix
2uL 14.0 ADN Polimerasa
1pL 7.0 RNase H

Se agité suavemente el tubo para hacer una mezcla homogénea, se centrifugd durante ~
5 segundos y se transfirieron 80 uL a cada muestra, enseguida se mezclaron por
agitacion suave a fin de no inactivar las enzimas, se centrifugaron y se colocaron en el
termociclador a 16 °C por 2 horas. Después de las 2 horas, las muestras se dejaron en
hielo mientras se preparaba el paso de purificacion del ADNCc.

PASO 4. Purificacion del ADNc.

Primeramente se prepararon 2 filtros y dos tubos de lavado para ADNc, uno para cada
muestra y se les afiadié 50 uL de buffer de unién para ADNc y se incub6 por 5 minutos
a temperatura ambiente, enseguida se afadieron 250 uL de buffer de unién de ADNc a
cada muestra y se mezclaron por pipeteo suave. Esta mezcla fue adicionada al centro del
filtro para ADNc y se centrifugé durante ~ 1 min a 11,000 rpm y se descart¢ el filtrado.
Se aplicaron 500 uL de buffer de lavado a cada cartucho para ADNc, se centrifugd
durante 1 min a 11,000 rpm, se desech¢ el filtrado y se volvié a centrifugar por otro
minuto para eliminar trazas de etanol. Finalmente se transfiri6 el cartucho con el ADNc
a un tubo de coleccion para ADNCc y se le afiadieron 10 uL. de agua libre de nucleasas
precalentada a 55 °C en el centro del cartucho de ADNc y se dejé a temperatura
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ambiente durante 2 min, después de este tiempo se centrifugd por 2 min a 11,000 rpm, o
hasta que todo el agua libre de nucleasas atraveso el filtro. Se repiti6 el paso anterior con
otros 10 uL de agua DEPC.

PASO 5. Sintesis del aRNA por Transcripcion in vitro.
Inicialmente se procedié a preparar a temperatura ambiente el Master Mix IVT
afiadiendo los siguientes reactivos a un tubo libre de nucleasas en el orden indicado

(Tabla 10):

Tabla 10. Master Mix para transcripcion.

Cantidad Para 7 muestras Componente
16 pLL ADNCc de doble cadena
12 uLL 84 ulLL ATP, CTP, GTP Mix (25 mM)
3 uL 21 uLL aaUTP Solution (50 mM)
1uL 7 uL. UTP solution (50mM)
4 uL 28 uLL T7 Buffer de reacciéon10X
4 uL 28 uLL T7 Mezcla de enzimas

Se mezcl6 con agitacion suave, se centrifugé brevemente (~ 5 segundos) y se afiadieron
24 uL a cada muestra, se mezcld por pipeteo de 2-3 veces, se centrifugé brevemente y se
colocaron los tubos en el termociclador a 37 °C por 14 horas.

Después del tiempo de incubacién, las muestras se dejaron en hielo, mientras se
preparaba la siguiente etapa.

PASO 6. Purificacion del ARNa.

Para iniciar el proceso de purificacion del ARNa se afiadieron 60 uL de agua libre de
nucleasas a cada muestra para aforar a un volumen final de 100 pL y se mezcl6 por
agitacion suave. Enseguida se afiadieron 350 pL de buffer de unién para ARNa a cada
muestra, se mezclaron por agitacion suave, se continué con la adicién de 250 pL de
etanol absoluto calidad ACS a cada muestra de ARNa, y se mezcl6 por pipeteo; teniendo
la mezcla completa, esta se transfirié al centro del filtro para ARNa, se centrifugd
durante ~ 1 min a 11,000 rpm y se descarto el filtrado.

Se aplicaron 650 pL de buffer de lavado a cada filtro para ARNa, se centrifugé durante
~ 1 min a 11,000 rpm, o hasta que toda la soluciéon de lavado atravesara el filtro, se
descart6 el filtrado y se volvid a centrifugar una vez mds por ~ 1 min para eliminar
trazas de etanol. Finalmente se transfirié el filtro para ARNa a un tubo nuevo de
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coleccion libre de RNasas y se afiadieron 100 pL de agua libre de nucleasas precalentada
a 55 °C, sobre el centro del filtro, se incubaron las muestras a 55 °C durante 5 min y
finalmente se procedié a centrifugar durante ~ 1.5 min a 11,000 rpm, o hasta que la
solucidn atravesara el filtro.

PASO 7. Proceso de Cuantificacion.
Se llevé a cabo la cuantificacion del ARNa amplificado, utilizando el nanodrop.

PASO 8. Acoplamiento del ARNa con las cianinas Cy3 y CyS.

Teniendo el ARNa amplificado se procedi6 a etiquetar las muestras con las cianinas Cy3
y CyS5, por lo que se calcularon 15,000 ng de cada muestra y se colocaron en un tubo de
coleccion.

Muestra (C/T 1)  539.5ng- 1uL Control (S/T 1) 433.3ng- 1 uL
15000ng- 27.8uLL 15000ng- 34.62uLL

Muestra (C/T 2) 404.8ng- 1uL Control (S/T 2) 358.8ng- 1 uLL
15000 ng- 37.05uLL 15000ng- 41.80uL

Muestra (C/T 3) 306.3ng- 1uL Control (S/T 3) 336.4ng- 1 uL
15000 ng- 48.97uLL 15000 ng- 44.58uL

Se procedié a centrifugar la muestra en una centrifuga de vacio Speedvac por 45 min a
45 °C hasta sequedad. Después de centrifugar, se observd en la pared del tubo una
pequefna mancha blanca correspondiente al ARNa el cual se redisolvié con 7 pL de
buffer de acoplamiento (buffer de carbonatos) y se dejé en incubacion a temperatura
ambiente por 20 minutos.

Por otro lado se procedi6 a preparar los colorantes Cy3 (naranja) y Cy5 (azul),
adicionando a cada vial 22 uL. de DMSO, se mezclé por pipeteo hasta disolucién
completa y se dejé en reposo por 15 minutos para asegurar la disolucion (sin contacto
con la luz).

Teniendo lista la muestra y los colorantes se llevo a cabo el etiquetado adicionando 5 pL
del colorante apropiado a cada muestra (Tabla 11).
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Tabla 11. Etiquetado con cianinas (Cy3-Cy5).

Muestra Cianina
C/T 1 (Muestral) Cy5 (Azul)
S/T 1 (Control 1) Cy3 (Naranja)
C/T 2 (Muestra 2) Cy3 (Naranja)
S/T 2 (Control 2) CyS5 (Azul)
C/T 3 (Muestra 3) Cy5 (Azul)
S/T 3 (Control 3) Cy3 (Naranja)

Se mezcl6 por pipeteo y se centrifugdé suavemente para limpiar las paredes del tubo y se
dejaron en incubacién por 3 horas a temperatura ambiente y sin contacto con la luz.

PASO 9. Purificacion del ARNa acoplado.

Después del transcurso de las 3 horas de incubacién, se adicionaron 4.5 pL de
hidroxilamina 4M para detener la reaccién de acoplamiento y se afor6 a 100 puL. con
agua libre de nucleasas (83.5 uL)

Se adicionaron 350 uL de buffer RLT, 250 uL de etanol absoluto y se homogeniz6 por
pipeteo, para adicionar los 700 pL de muestra sobre una columna RNeasy MinElute
Spin, se centrifugé por 15 segundos a 10,000 rpm y se descart6 el filtrado, enseguida se
transfirié la columna a un nuevo tubo de colecciéon de 2 mL, se pipetearon 500 uL de
buffer RPE sobre el centro de la columna, se centrifugé por 15 segundos a 10,000 rpm y
se descart6 el filtrado nuevamente. Se adicionaron 500 pL de etanol al 80% sobre la
columna, se centrifugd bajo las mismas condiciones, se desech¢ el filtrado y se volvié a
centrifugar por 3 minutos para eliminar trazas de etanol.

Finalmente se realiz6 el proceso de elucidn, pasando el filtro a un tubo de coleccién
nuevo para centrifuga y se adicionaron 20 pL. de agua DEPC precalentada a 55°C y se
dej6 en reposo por 2 minutos, después de esto se centrifugd a 11,000 rpm por 1 minuto.
Se repitio la elucion con otros 20 pL de agua DPEC.

PASO 10. Cuantificacion en el Nanodrop.

Se siguieron los mismos pasos que en las cuantificaciones anteriores, a diferencia de que
se utilizo la pestafia de microarreglos en lugar de dcidos nucleicos, obteniéndose tanto la
concentracion en picomoles/uL como en ng/uL.
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PASO 11. Hibridacion

A. Microarreglos utilizados.

Para el proceso de hibridaciéon se adquirieron 3 microarreglos CAT-30-Array de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv de la marca MY croarray, permitiendo analizar 3975
genes, 99.4 % del genoma total de Mycobacterium tuberculosis.

B. Preparacion de la muestra para hibridacion.

Para la preparacién de la muestra para hibridacion se calcularon 150 pmol/uL de cada
muestra y se llevé a un volumen final de 48 uLL con agua DPEC (Cy3 mas Cy5 mds agua
DEPC).

Muestra (C/T 1) 46.8pmol- 1uL Control (S/T 1) 37.5pmol- 1 uL

150pmol- 3.20uL 150pmol- 4.0pLL
320 L C/T1+4.0 uL S/T 1 + 40.8 pL. H,O DEPC

Muestra (C/T 2) 41.3pmol- 1uL Control (S/T 2) 30.3pmol- 1 pL

150 pmol- 3.63uL 150pmol- 5.0pLL
3.63 uL C/T 2 + 5.0 uL S/T 2 + 39.37 uL. H,O DEPC

Muestra (C/T 3)  25.2pmol- 1uL Control (S/T 3) 38.7pmol- 1 pL

150 pmol- 5.95uLL 150 pmol- 3.87uLL
5.95uL C/T 3 + 3.87 pL S/T 3 + 38.18 uL. H,O DEPC

A los 48 pLL de muestra se le adicionaron 6 pLL de SSC 20X, 3.6 uL de liquid block, 2.4
uL de SDS al 2% y 0.6 uL de oligos control, se homogeniz6 por pipeteo en tres
ocasiones y se procedid a desnaturalizar a 65 °C por 5 minutos.

C. Montaje de la hibridacion.

Después del tiempo de desnaturalizacion, se procedié a adicionar la muestra en el
microarreglo anteriormente preparado, para lo cual se coloc6 un cubreobjeto con la parte
rugosa hacia abajo, asegurdandose de cubrir todos los pots del microarreglo. Teniendo
listo el microarreglo, se afiadi6 la muestra sobre los bordes horizontales del mismo,
cerciorandose de que se desplace la muestra completamente en todo el arreglo, luego se
sell6 con el acrilico y sus tornillos con el mayor ajuste posible.
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D. Tiempo de hibridacion.
Se colocé el soporte con los microarreglos en una incubadora a 55 °C por 8 horas.

PASO 12. Lavado de los microarreglos post hibridacion.

Después del tiempo cumplido de hibridacién se procedié al lavado de los microarreglos
hibridados, para lo cual, primeramente se hizo pasar por la solucién 1 precalentada a
55°C (20 mL de SSC a 20X + 10 mL de SDS al 10% + 170 mL de agua miliQ) por 5
minutos en agitacion, después de esto se paso a la solucién 2 (5 mL de SSC al 20X +
195 mL de agua miliQ) por otros 5 minutos y finalmente por la solucién 3 (1 mL de SSC
al 20X + 199 mL de agua miliQ) por el mismo tiempo.

Después del proceso de lavado se procedi6 a secar los microarreglos por centrifugacion
sobre tubos de 50 mL con desecante hasta asegurarse de que las ldminas queden
completamente secas.

4.2.3.7 Lectura y cuantificacion de los microarreglos.

Teniendo los microarreglos hibridados, limpios y secos, se procedié al proceso de
escaneo, para lo cual se hizo uso del equipo GenePix 4000B Molecular Devices y el
software GenePix Pro 6.0.

4.2.3.8 Analisis Estadistico.

Para realizar el anélisis estadistico de los datos se utilizé el programa GenePix Pro 6.0
dando como resultado la sobreexpresion de 186 genes con una relacién tratamiento-
control mayor de 0, asi como 20 genes reprimidos con relacion menor a O.
Considerandose relevantes para el caso de los genes sobreexpresados aquellos mayores a
2.0 mientras que para los reprimidos valores menores a -1.0.

4.2.3.9 Analisis Bioinformatico.

Los genes sobreexpresados e inhibidos fueron analizados en la base de datos Tuberculist
(http://tuberculist.epfl.ch/),®* obteniendo de ahi la categoria de funcionalidad, asi como
su actividad bioldgica, lo que permiti6 clasificarlos en base a esto.
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4.3 Materiales y Equipo (Infraestructura).

Las actividades del proyecto se realizaron en los Laboratorios de Sintesis Organica
FCQ-UANL, Laboratorio Estatal de la Secretaria de Salud de Nuevo Le6n, Laboratorio
de Cultivo Celular del Centro de Investigaciones Biomédicas del Noreste del IMSS, el
Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendémica FCQ-UANL y el Laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas del Instituto BIOS5 de la Universidad de Arizona, E.U.

A continuacion se hace un listado del equipo utilizado.

Nombre
*Espectrofotometro de IR

Ubicacion
Laboratorio de Analisis Instrumental

*Campana de Bioseguridad Nivel 11 Laboratorio Estatal SS y CIBIN-IMSS

*Incubadora para tejido celular
*Microscopio Optico
*Histoquinette

*Centrifuga

*Reostato

*Lampara de UV

*Columna de separacion
*Material de vidrio diverso
*Columna de destilacion
*Bomba de vacio

*Evaporador rotativo
*Campana de extraccion
*Termociclador

*Lector de microarreglos
*Centrifuga de vacio Speedvac
*Incubadora de UV
*Nanodrop

*Céamara de electroforesis
*Campana libre de RNasas

CIBIN-IMSS

CIBIN-IMSS

CIBIN-IMSS

CIBIN-IMSS

Laboratorio de Sintesis Organica-UANL
Laboratorio de Sintesis Organica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgdnica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgdnica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgdnica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgdnica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgénica-UANL
Laboratorio de Sintesis Orgénica-UANL
BIO5-UA

BIO5-UA

BIO5-UA

BIO5-UA

BIO5-UA

INGGEN-UANL

INGGEN-UANL
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4.4 Seguridad en el laboratorio y disposicion de residuos.

La seguridad en el laboratorio y la disposicién de cada uno de los residuos generados en
el presente proyecto de investigacion se hicieron de acuerdo a lo sefialado en el
Reglamento Interno de Seguridad e Higiene de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

UANL. Se manejaron residuos tanto quimicos como bioldgicos que se dispusieron en
diversos contenedores; el material bioldgico restante y fisico reusable se esteriliz

mediante calor himedo.

Colector A: Soluciones
salinas pH= 6-8. Soluciones
de sales inorgénicas, dcidos
inorganicos, dcidos
orgénicos y sales
inorganicas.

Colector E organico: Muy

téxico, cancerigeno organico.

Colector G: Combinaciones
organicas solidas.

Vidrio impregnado de
sustancias peligrosas.

Colector C: Téxicos e
inflamables,
combinaciones orgdnicas
no halogenadas liquidas,
bases orgdnicas y aminas,
disolventes organicos no
halogenados.

Colector E inorganico:
Muy téxico, cancerigeno
inorganico.

Colector B: Solidos
inorganicos, sales
inorganicas.

Plasticos impregnados con
sustancias peligrosas.

Colector D: Téxicos e
inflamables,
combinaciones organicas
halogenadas liquidas, bases
orgénicas y aminas,
disolventes organicos
halogenados.

Colector F: Sales de

metales preciosos.

Colector H: Oxidantes.

Basura industrial.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Preparacion de amidas y oxazolinas quirales a,B-insaturadas.
5.1.1. Analisis retrosintético propuesto.

Para llevar a cabo la preparaciéon de amidas y oxazolinas quirales o,[3-insaturadas se
propuso el siguiente andlisis retrosintético (Esquema 6).

O O

” + OH
EtO),P
eorP I, 9
47

H 49
R\/\(O O ('3' i
N\J — R'Mﬁl ;OH — (R1)2P\)LH
OH
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38

Esquema 6. Andlisis retrosintético para la preparacion de amidas y oxazolinas a.,f3-

insaturadas.
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Como se puede observar en el esquema 6, las oxazolinas a,[3-insaturadas 44 pueden ser
preparadas a partir de la B-hidroxiamida insaturada 45, la cual se obtiene a través de la
reaccion de Wittig-Horner de las B-hidroxiamidas 41 y 50 con diferentes aldehidos
aromaticos (benzaldehido,  p-clorobenzaldehido, = p-metoxibenzaldehido,  p-
fluorobenzaldehido, p-benciloxibenzaldehido, tiofen-2-carbaldehido y p-
difenilaminobenzaldehido, furaldehido, p-formilbenzoato de metilo). A su vez la -
hidroxiamida 41 se puede obtener a partir de la reaccién de Michaelis-Arbuzov entre la
trimetilfosfita y la bromoamida 39, con su correspondiente proceso de reducciéon del
grupo éster. La bromoamida 39 se obtiene mediante la reaccion del cloruro de
bromoacetilo con el clorhidrato del éster metilico de la (S)-fenilalanina 38. Por otra
parte, la fosfohidroxiamida 50 también se puede preparar mediante la reaccién de
acoplamiento entre el 4cido dietilfosfonoacético 47 y el (S)-fenilalaninol 49.

5.1.2. Sintesis de compuestos.

En esta parte se describen los resultados obtenidos en la etapa de sintesis orgdnica,
ademds de la discusion de algunos espectros representativos de cada etapa del proceso.

5.1.2.1 Preparacion de la bromoamida del éster metilico de la (S)-fenilalanina 39.

A partir del clorhidrato 38 se llevé a cabo la preparaciéon de la bromoamida 39, para lo
cual se hizo reaccionar el clorhidrato del éster metilico de la (S)-fenilalanina 38 con
cloruro de bromoacetilo, utilizando carbonato de potasio en una mezcla diclorometano-
agua, obteniéndose la bromoamida 39 como un sélido blanco con un rendimiento
quimico del 90% y un punto de fusion de 82 °C (Esquema 7).

(0]
Q Br\)J\CI 0
OMe _____ — BrQJ\N OMe
MHCI K,COs3 H o
38 CH20|2: Hzo 39

4:1
90 %

Esquema 7. Preparacion de la bromoamida 39.

La bromoamida 39 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H,
BC y Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (EMAR).
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A continuacién se describen las sefiales mds importantes de RMN de 'H para la
bromoamida 39 (Tabla 12): en un desplazamiento quimico de 3.15 ppm se observan dos
dobles de dobles que corresponde al grupo (CH,Ph), con constantes de acoplamiento de
J =140 y 6.0 Hz, e integra para 2H; en 3.74 ppm se observa una sefial sencilla que
corresponde a los protones del grupo metoxilo (OMe), e integra para 3H; en 3.84 ppm se
observa un sistema AB que corresponde a los protones del grupo metileno unido al
bromo (CH,Br) con una constante de acoplamiento J = 13.6 Hz, e integran para 2H; en
4.85 ppm se observa un doble de triples que corresponde al grupo metino unido al
bencilo (CHBn) con constantes de acoplamiento J = 7.6 y 6.0 Hz, e integra para 1H; en
6.85 ppm se observa una sefial ancha que corresponde al hidrégeno unido al nitrégeno
(NH), e integra para 1H; finalmente de 7.10-7.33 ppm se observa una sefial multiple que
corresponde para los hidrégenos aromaticos del grupo fenilo (Harom), € integra para SH.

Tabla 12. Datos de RMN de 'H para la bromoamida 39.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracién Protén J (Hz)
3.15 2dd 2H CH,Ph 14.0, 6.0
3.74 s 3H OMe = -
3.84 Sistema AB 2H CH,Br 13.6
4.85 dt 1H CHBn 7.6,6.0
6.85 a 1H NH
7.10-7.33 m 5H H,on = -—-

Asimismo, el espectro de RMN de PC mostr6 las siguientes sefiales: & 29 (CH,Ph), 38
(CH;Br), 53 (OMe), 54 (CHBn), 127, 128.9, 129.5, 135 (Ph), 165 (CONH), 171.5
(COzMe).

Por otro lado, el espectro de masas de alta resoluciéon para el compuesto 39 mostré un
i6n molecular [M+H]" y un [M+2]" con una relacién m/z 300.0301 y 302.0289. Estos
resultados indican que el compuesto analizado presenta bromo en su estructura al
observarse un M+2 caracteristico de isétopos.
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5.1.2.2 Preparacion de fosfonamida 40.

El siguiente paso consisti6 en llevar a cabo la preparacion de la fosfonamida 40, para lo
cual se hizo reaccionar la bromoamida 39 con trimetilfosfita a una temperatura de 100-
110 °C sin disolvente, obteniéndose la fosfonamida 40 como un liquido amarillo, con un
rendimiento quimico de 99 % (Esquema 8).

_(MeO)P

\)k OMe  100-110 °C (MeO), \)k OMe

99 %

Esquema 8. Preparacion de la fosfonamida 40.

La fosfonamida 40 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H,
B¢, 3P y Espectrometria de Masas de Alta Resolucién.

A continuacion se describen las sefiales mas importantes de RMN de 'H para la
fosfonamida 40 (Tabla 13): en un desplazamiento quimico de 2.87 ppm se observa un
doble de dobles que corresponde al grupo metileno unido al fésforo (CH,P) con
constantes de acoplamiento J = 20.8 y 4.8 Hz, e integra para 2H; en 3.12 ppm se
observan dos dobles de dobles, que corresponden al metileno del bencilo (CH,Ph) con
constantes de acoplamiento de J = 14.4 y 5.6 Hz e integra para 2H; en 3.71 ppm se
observa una sefial sencilla que corresponde al metoxilo (OMe) del éster, e integra para
3H; en 3.69 y 3.76 ppm se observan dos sefiales dobles para los protones de los metilos
del éster fosfonico [(MeO),P] con constantes de acoplamiento J = 11.2 Hz, e integran
para 6H; en 4.84 ppm se observa un doble de triples que corresponde al grupo metino
unido al bencilo (CHBn) con constantes de acoplamiento J = 9.2 y 7.2 Hz, e integra
para 1H; en 7.10 ppm se observa una sefial doble que corresponde al hidrégeno unido al
nitrégeno (NH) con una constante de acoplamiento J = 7.6 Hz, e integra para 1H;
finalmente de 7.16-7.32 ppm se observa una sefial multiple que corresponde a los
hidrégenos aromaticos del grupo fenilo (Harom), € integra para SH.
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Tabla 13. Datos de RMN de 'H para la fosfonamida 40.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracién Proton J (Hz)
2.87 dd 2H CH,P 20.8,4.8
3.12 2dd 2H CH,Ph 14.4,5.6
3.71 s 3H OCH;, -
3.69y3.76 2d 6H (OCHs), 11.2
4.84 dt 1H CHBn 9.2,7.6
7.10 d 1H NH 7.6
7.16-7.32 m SH Hyom

Asimismo, el espectro de RMN de BC mostré las siguientes sefales: 6 34 (CH,P), 38
(CH3,Ph), 52 (CHNH), 53 ((MeO)P), 54 (OMe), 127, 128, 129, 136 (Ph), 164 (CONH),
172 (CO,Me). El espectro de RMN de 3lp (81MHz, CDCl3), mostré una sefial en 25.66

Por otro lado, el espectro de masas de alta resolucién para el compuesto 40 mostré un
i6n molecular [M+H]" con una relacién m/z 330.1119 correspondiente al compuesto
esperado.

5.1.2.3 Preparacion de la fosfohidroxiamida 41.

Para la preparacion de la fosfohidroxiamida 41, se llevé a cabo la reaccién de reduccion
del éster metilico, para ello se hizo reaccionar la fosfonamida 40 con borohidruro de
sodio en una mezcla de tetrahidrofurano-metanol, obteniéndose el alcohol de la
fosfonoamida como un liquido viscoso transparente con un rendimiento quimico del
94% (Esquema 9).

NaBH4 /’:/©
(MeO 2P\)J\ OMe THF/MeOH MeOzP\)\

94%

Esquema 9. Preparacion de la fosfohidroxiamida 41.
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La fosfohidroxiamida 41 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H, °C,”'P.

Las sefiales de RMN de 'H para la fosfohidroxiamida 41 se muestran a continuacién
(Tabla 14): en un desplazamiento quimico de 2.87 ppm se observa una sefial doble que
corresponde al grupo metileno unido al fésforo (CH,P) con una constante de
acoplamiento J = 21.2 Hz, e integra para 2H; en un desplazamiento quimico de 2.88
ppm se observa un doble de dobles que corresponde al grupo metileno unido a fenilo
(CH2Ph) con constantes de acoplamiento J = 7.6 y 2.4 Hz, e integra para 2H; en 3.54
ppm se observa un doble de dobles que corresponde al metileno unido al grupo hidroxilo
(CH20H) con constantes de acoplamiento de J = 11.2 y 4.4 Hz, e integra para 2H; en
3.69 y 3.77 ppm se observan dos sefales dobles que corresponden a los metoxilos del
éster fosféonico [P(OMe),] con constantes de acoplamiento J = 11.6 Hz, e integran para
6H; en 4.21 ppm se observa una senal multiple correspondiente al metino unido al
bencilo (CHBn) e integra para 1H; en 7.10 se observa una sefial doble que corresponde
al hidrégeno unido al nitrogeno (NH) con una constante de acoplamiento J = 7.6 Hz, e
integra para 1H; finalmente de 7.18 a 7.30 ppm se observa una sefal multiple que
corresponde para los hidrogenos aromaticos del grupo fenilo (Harom) € integra para SH.

Tabla 14. Datos de RMN de 'H para la fosfohidroxiamida 41.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracién Protén J (Hz)
2.87 d 2H CH,P 21.2
2.88 dd 2H CH,Ph 76,24
3.54 dd 2H CH,OH 11.2,4.4
3.69y3.77 2d 6H (OCH,), 11.6
4.21 m 1H CHBn -
7.10 d 1H NH 7.6
7.18-7.30 m SH Bl ===

Asimismo, el espectro de RMN de BC mostré las siguientes sefales: & 35 (CH,P), 37
(CH,Ph), 53 (CH,OH), 54 [(MeO)P], 63 (CHBn), 126, 128.6, 129.4, 138 (Ph), 164
(CONH). El espectro de RMN de ip (81MHz, CDCl3), mostr6 una sefial en 26.58 ppm.
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5.1.2.4 Reaccion de O-alquilacion.

Al llevar a cabo una revisiéon de la literatura se encontré que es posible llevar a cabo una
reaccion de O-alquilacién a partir de B-hidroxiamidas para generar oxazolinas, para lo cual
se hace uso de agentes de fluoracién® como lo son el DAST y el Deoxo-Flior,
reportandose que el uso de estos reactivos permite generar los correspondientes
heterociclos con excelentes rendimientos quimicos, razén por la cual se decidié probar
Deoxo-Fldor en la reaccién de la fosfohidroxiamida 41 para generar la fosfo-oxazolina 42
(Esquema 10).

I (0]
(MeO),P _A
(MeO) P\)J\ oH _Deoxo-Flior _ \/4\N
K,COj4
32%
41 42

Esquema 10. Preparacion de la fosfo-oxazolina 42.

Como se puede observar en el esquema anterior, se logré obtener la fosfo-oxazolina 42
como un aceite viscoso, sin embargo el rendimiento quimico obtenido fue bajo (32%).

Con base en este resultado, se procedié a la preparacion de un intermediario bromado
para facilitar la ciclacidn intramolecular, por lo tanto se llevé a cabo la preparacion de la
fosfobromoamida 43, para la cual se hizo reaccionar la fosfohidroxiamida 41 con
trietilamina (Et;3N), cloruro de tionilo (SOCl,) y bromuro de sodio (NaBr), utilizando
diclorometano (CH,Cl,) como disolvente. La reaccion se sometié a reflujo por 4 horas
generdndose un sélido amarillo, el cual fue purificado por columna cromatogréfica,
obteniéndose un sélido blanco con un rendimiento quimico del 80% (Esquema 11).

SOCI2 NaBr
(MeO), \)k OH Et3N CH,Cl, MeO)zP\)J\ Br
A
41 80% 43

Esquema 11. Preparacion de la fosfobromoamida 43.
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La fosfobromoamida 43 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
Iy 13~ 31
H, °C, 'P.

Las sefiales d¢ RMN de 'H para la fosfobromoamida 43 se muestran a continuacién
(Tabla 15): en un desplazamiento quimico de 2.84 ppm se observa una sefial doble que
corresponde al grupo metileno unido al fésforo (CH,P) con una constante de
acoplamiento de J = 20.7 Hz e integra para 2H; en un desplazamiento quimico de 2.92
ppm se observa una sefial doble que corresponde al grupo metileno unido al fenilo
(CH2Ph) con una constante de acoplamiento de 7.5 Hz e integra para 2H; en 3.49 y 3.64
ppm se observan dos doble de dobles que corresponde al metileno unido al bromo
(CH;Br) con constantes de acoplamiento de J = 11.4, 4.2 Hz e integra para 2H; en 3.68
y 3.87 ppm se observan dos dobletes que corresponden a los metoxilos unidos al fésforo
[P(OMe),] con una constante de acoplamiento de J = 11.4 Hz, e integra para 6H; en 4.45
ppm se observa una sefial multiple correspondiente al metino unido al bencilo (CHBn) e
integra para 1H; en 7.0 se observa una seial doble que corresponde al hidrégeno unido
al nitrégeno (NH) con constante de acoplamiento de J = 7.8 Hz e integra para 1H,
finalmente de 7.18 a 7.33 ppm se observa una sefial multiple que corresponde para los
hidrégenos aromaticos del grupo fenilo (Harom) € integra para SH.

Tabla 15. Datos de RMN de 'H para la fosfobromoamida 43.

Desplazamiento (3)  Multiplicidad Integracion Protén J (Hz)

2.84 d 2H CH,P 20.7
2.92 d 2H CH,Ph 7.5

3.49y 3.64 2dd 2H CH,Br 11.4,4.2
3.68 y 3.87 2d 6H (MeO),P 11.4
4.45 m 1H CHBn -
7.0 d 1H NH 7.8
7.18-7.33 m 5H Hyom -

Asimismo, el espectro de RMN de BC mostré las siguientes sefales: & 35 (CH,P), 38
(CH,Ph), 53 (CH,0OH), 54 [(MeO)P], 64 (CHBn), 126, 128.5, 129.4, 138 (Ph), 164
(CONH).
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Con la fosfobromoamida 43 en mano, el siguiente paso consistié en llevar a cabo la
reaccion de ciclacién intramolecular, para ello se hizo reaccionar 43 bajo condiciones
anhidras con hexametildisililamiduro de litio (LiHMDS), utilizando THF como
disolvente a -78 °C, obteniéndose un liquido amarillo viscoso, el cual fue purificado por
columna cromatogréfica, utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase mévil
un sistema de Acetato de etilo:Hexano:Metanol (5:4:1), obteniéndose la fosfo-oxazolina
42 con un rendimiento de 17% (Esquema 12).

o 0 __Libmps '> /©
(MeO)ZP\)J\N Br THF,-78 °C “THE78°C . MeO), \/4
H

17%
43 42

Esquema 12. Preparacion de la fosfo-oxazolina 42.

La fosfo-oxazolina 42 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
1
H.

Las sefiales de RMN de 'H para la oxazolina 42 se muestran a continuacién (Tabla 16):
en un desplazamiento quimico de 2.67 y 3.10 ppm se observan dos doble de dobles que
corresponden al grupo metileno unido a fenilo (CH,Ph) con constantes de acoplamiento
de J = 13.6, 5.6 Hz, e integra para 2H; en un desplazamiento quimico de 2.94 ppm se
observa una sefial doble que corresponde al grupo metileno unido al fosforilo (CH,P)
con una constante de acoplamiento J = 21.8 Hz, e integra para 2H; en 3.80 y 3.81 ppm
se observan dos sefiales dobles que corresponden a los metoxilos del éster fostonico
[(MeO),P] con una constante de acoplamiento J = 11.0 Hz para cada sefial, e integran
para 6H; en 4.10 y 4.25 se observan dos doble de dobles empalmados, que corresponde
al metileno unido al oxigeno de la oxazolina (CH20) con una constante de acoplamiento
J = 8.4 Hz, integra para 2H; en 4.41 se observa una sefial multiple que corresponde al
grupo metino unido al imino (CHN=), e integra para 1H, finalmente de 7.12 a 7.40 ppm
se observa una sefial multiple que corresponde para los hidrégenos arométicos del grupo
fenilo (Harom) € integra para SH.

UANL-FCQ D.C. OTN. FARMACIA Pagina 73



Tabla 16. Datos de RMN de 'H para la oxazolina 42.

Desplazamiento (d) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)
2.67 y 3.10 2dd 2H CH,Ph 13.6,5.6
2.94 d 2H CH,P 21.8
3.8y3.81 2d 6H [(MeO),P] 11.0
4.1y4.25 2dd 2H CH,O 8.4
4.41 m 1H CHN= -
7.12-7.40 m 5H Ph =

Asi mismo, el espectro de RMN de >C mostré las siguientes sefiales: & 25 y 28 (CH,P),
42 (CH,Ph), 53 [(MeO)P], 67 (CHBn), 73 (CH;0), 126, 129, 130, 138 (Ph), 161
(CONH). El espectro de RMN de p (81MHz, CDCl3), mostr6 una sefial en 24.93 ppm.

5.1.2.5 Reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons.

Teniendo la fosfo-oxazolina 42 en mano, la siguiente etapa consistié en llevar acabo la
reaccion de HWE de 42 con benzaldehido utilizando 1,8-Diazabicicloundec-7-eno
(DBU) como base en presencia de cloruro de litio (LiCl) en tetrahidrofurano (THF) a
temperatura ambiente, sin embargo a pesar de realizar diferentes repeticiones sélo se
logré obtener la oxazolina 44A con bajos rendimientos (Esquema 13).

j _DBU, LiCl _
(MeO),P “Bn TPhCHO. ta
THF

42 2-10%

Esquema 13. Preparacién de la oxazolina o,f-insaturada 44A.

Con base en los resultados anteriores se decidid realizar un cambio en las etapas de
reaccion, es decir se procedié a realizar la reaccion de HWE de la fosfohidroxiamida 41
con diferentes aldehidos arométicos empleando las condiciones de reacciéon mostradas
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en el esquema 14, logridndose obtener satisfactoriamente 8 hidroxiamidas o,[3-
insaturadas 45A-H.

O O Bn O Bn

0
I
(MeO),P N)\ o DBUTHE, N N)\
H LiCl, RCHO Ho
o O 4798% R 45A-H
0 o)
0 0 o ©/< §i7)<
®/< H C"O/(H F©/<H MeO H \ /" H
A B C D E

RCHO = 2 o
F G H

Esquema 14. Preparacién de hidroxiamidas o,3-insaturadas 45A-H.

En tabla siguiente se puede observar que la reaccion de la fosfohidroxiamida 41 con
benzaldehido, p-clorobenzaldehido, p-fluorobenzaldehido, p-metoxibenzaldehido y
tiofen-2-carbaldehido utilizando 1,8-Diazabicicloundec-7-eno (DBU), cloruro de litio
(LiCl) en THF bajo condiciones anhidras generd excelentes rendimientos quimicos (93-
98%), mientras que la reaccion utilizando p-benciloxibenzaldehido, p-
difenilaminobenzaldehido y furaldehido bajo las mismas condiciones proporciond
rendimientos moderados (64-71%).

Tabla 17. Preparacién de hidroxiamidas o, 3-insaturadas.

Aldehido Rendimiento (%)  Aspecto Fisico P. Fusion  Comp.
benzaldehido 96 Sélido blanco 144-146 °C 45A
p-clorobenzaldehido 98 Sélido blanco 132-134 °C 45B
p-fluorobenzaldehido 96 Sélido blanco 75-77 °C 45C
p-metoxibenzaldehido 95 Sélido blanco 128-130 °C 45D
tiofeno-2-carbaldehido 93 Sélido Amarillo  110-113 °C 45E
p-benciloxibenzaldehido 64 Sélido blanco 171-173 °C 45F
p-difenilaminobenzaldehido 64 Sélido verde 70-74 °C 45G
2-Furaldehido 71 Sélido blanco 111-113 °C 45H

A continuacién se describen las sefiales de RMN de 'H para la hidroxiamida o,p-
insaturada 45D (Tabla 18 y Figura 9): en un desplazamiento quimico de 2.91 y 2.98 ppm
se observan dos sefiales doble de dobles que corresponde al grupo metileno unido a
fenilo (CH,;Ph) con constantes de acoplamiento de J = 14.1, 7.6 Hz, e integra para 2H;
en un desplazamiento quimico de 3.60 ppm se observa una sefial doble de dobles que
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corresponde a un proton del grupo metileno unido al hidroxilo (CH,OH) con constantes
de acoplamiento J = 11.2, 5.1 Hz, e integra para 1H y en 3.67 se observa la otra sefial
doble de dobles que corresponde al otro protén del grupo metileno unido al hidroxilo
(CH20H) con constantes de acoplamiento J = 11.2, 4.3 Hz, en 3.78 ppm se puede
observar una sefial simple que corresponde a los protones del metoxilo unidos a fenilo
(PhOMe), e integra para 3H; en 4.26-4.34 ppm se observa un multiplete que
corresponde al grupo metino unido al bencilo (CHBn) y se traslapa con la sefal del
hidrégeno unido al nitrégeno (NH), integra para 2H; en 6.40 se observa una sefial doble
que corresponde al grupo (CHC=0) con una constante de acoplamiento Jy,,; = 15.7 Hz
e integra para 1H; en 6.85 se observa una sefal doble correspondiente a protones
aromaticos (Harom), con una constante de acoplamiento J = 8.7 Hz, integrando para 2H;
en 7.13-7.41 ppm se observa una sefial multiple que corresponde para los hidrégenos
arométicos (Harom), integrando para 5H; en 7.42 se observa una sefial doble
correspondiente a protones arométicos (Harom), con constante de acoplamiento J = 8.7 e
integrando para 2H y finalmenten en 7.54 se observa otro doble que corresponde al
grupo CH(p-OMeCgH4) con una constante de acoplamiento J;.,; = 15.7 Hz e integra
para 1H.

Las constantes de acoplamiento de 15.7 Hz nos permiten corroborar que las
hidroxiamidas 45 obtenidas presentan una geometria trans (E) para el enlace vinilico.

Tabla 18. Datos de RMN de 'H para la hidroxiamida o, B-insaturada 45D.

Desplazamiento (d) Multiplicidad Integracién Protén J (Hz)
2.91y2.98 2dd 2H CH,Ph 14.1,7.6
3.60 dd 1H CH,0OH 11.2,5.1
3.67 dd 1H CH,OH 11.2,4.3
3.78 s 3H OMe = -
4.26-4.34 m 2H CHBhyNH = -
6.40 d 1H CH-C=0 15.7
6.85 d 2H 18 oo 8.7
7.13-7.31 m 5H Hyow
7.42 d 2H 18 oo 8.7
7.51 d 1H CH(p-OMeCgH,) 15.7
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H para la amida o, B-insaturada 45D.

Pagina 77

D.C. OTN. FARMACIA

UANL-FCQ



Asimismo, el espectro de RMN de BC mostré las siguientes sefiales: 6 36.6 (CH,Ph),
52.5 (CHBn), 54.8 (CH30C¢Hy), 62.6 (CH,OH), 113.7, 117.7, 125.8, 126.9, 127.8,
128.7, 128.8, 137.6, 140.0, 160.3, 166.7 (C=0). Por otro lado, el espectro de masas de
alta resolucién para el compuesto 45D mostré un i6én molecular [M+H]" con una
relacion m/z 312.1587, correspondiente al compuesto esperado.

5.1.2.6 Reaccion de O-alquilacion de hidroxiacrilamidas 45 para generar 44A-H.

Teniendo estos compuestos preparados 45A-H, el siguiente paso consisti6 en realizar la
reaccion de O-alquilacién, pero observando que las metodologias anteriormente
presentadas para generar el anillo de oxazolina no proporcionaban buenos rendimientos
quimicos, se decidi6é probar nuevas condiciones de reaccion. Por lo tanto, se llevé a cabo
la reaccién de 45A-H utilizando cloruro de tionilo (SOCl,), bromuro de sodio (NaBr),
carbonato de potasio (K,COs) en acetonitrilo (CH3CN) como disolvente a reflujo,
logrdndose obtener en un solo paso las oxazolinas o,B-insaturadas correspondientes,
llevando a cabo la etapa de bromacioén in situ (Esquema 15).

SOCly, K,COs,
NaBr o (0]
= R A D
/\)L OH CH CN MN

45A-H 30- 64% 44A-H

Esquema 15. Preparacion de las oxazolinas a,f3-insaturadas 44.

Como se puede observar en la tabla 19, la reaccion de 45A, 45C, 45E y 45F bajo las
condiciones de reaccidon establecidas proporcionaron las oxazolinas correspondientes
con rendimientos moderados (60-64%), mientras que la reacciéon con 45B, 45D, 45G y
45H gener6 rendimientos quimicos mas bajos (32-41%).

Tabla 19. Sintesis de oxazolinas a,-insaturadas.

Aldehido Rendimiento (%) Aspecto Fisico P. Fusion  Comp.
Benzaldehido 60 Sélido blanco 71-73 °C 44A
p-clorobenzaldehido 32 Sélido blanco 81-83 °C 44B
p-fluorobenzaldehido 64 Sélido blanco 93-95 °C 44C
p-metoxibenzaldehido 34 Sélido amarillo 68-70 °C 44D
tiofeno-2-carbaldehido 63 Soélido amarillo 62-64 °C 44E
p-benciloxibenzaldehido 64 Sélido blanco 141-143°C  44F
p-difenilaminobenzaldehido 38 Sélido amarillo  151-153 °C 444G
2-Furaldehido 41 Sélido café 72-74 °C 44H
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En este caso se decidi6 utilizar carbonato de potasio (K,COsz) como base, asi como
acetonitrilo (CH3CN) como disolvente, logrando obtener en un sélo paso, las oxazolinas
o,B-insaturadas correspondientes, llevando a cabo la etapa de bromacién in situ
(Esquema 15).

Las oxazolinas insaturadas 44A-H fueron caracterizadas por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H y "*C. A continuacién se describe el espectro de RMN 'H para la
oxazolina insaturada 44D (Tabla 20 y Figura 10): en un desplazamiento quimico de 2.72
ppm se observa una sefial doble de dobles que corresponde al protén del grupo metileno
unido al fenilo (CH,Ph) con constantes de acoplamiento de J = 13.8, 8.7 Hz, e integra
para 1H; en 3.16 ppm se observa otra sefial doble de dobles que corresponden al otro
protén del grupo metileno unido al fenilo (CH,Ph) con constantes de acoplamiento de J
= 13.7, 4.8 Hz, e integra para 1H; en 3.80 ppm se observa una sefial sencilla que
corresponde al grupo metoxilo (CH30) e integra para 3H; en 4.03 ppm se observa una
sefial doble de dobles que corresponde al grupo metileno unido al oxigeno (CH,OH) con
constantes de acoplamiento de J = 8.1, 7.5 Hz, e integra para 1H; en 4.26 ppm se
observa la otra sefial doble de dobles que corresponde al grupo metileno unido al
oxigeno (CH,OH) con constantes de acoplamiento de J = 8.7, 8.1, 7.5 Hz, e integra para
1H; en 4.50 se observa una sefial multiple que corresponde al metino del grupo CHBn, e
integra para 1H; en 6.52 ppm se observa una seiial doble que corresponde al protén
vinilico (CHC=N) con constante de acoplamiento J,,,,s = 16.2 Hz, e integra para 1H; en
7.32 ppm se observa otra sefial doble que corresponde a protones arométicos (Harom),
con constante de acoplamiento J = 6.9 Hz, e integra para 2H; en 7.22-7.43 se observa
una sefal multiple que corresponde a protones arométicos (Harem) asi como al otro
protén vinilico (C(p-OMeCgHy)), integrando para 8H.
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Tabla 20. Datos de RMN de 'H para la oxazolina insaturada 44D.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)
2.72 dd 1H CH,Ph 13.8, 8.7
3.16 dd 1H CH,Ph 13.8,4.8
3.80 s 3H OMe -
4.03 dd 1H CH,0OH 81,75
4.26 dd 1H CH,OH 8.7,8.1
4.50 m 1H CHBh
6.52 d 1H CHC=N 16.2
7.32 d 2H Harom 6.9

7.22-7.43 m 8H HiromY CH(p-OMeCgH;) -

Asimismo, el espectro de RMN de BC mostré las siguientes sefiales: 6 41.8 (CH,Ph),
55.3 (CH30), 67.6 (CHBn), 71.5 (CH;0), 112.7 (CH), 114.2, 126.5, 127.9, 128.5,
128.9, 129.1, 138.0, 139.7 (CH), 160.7, 164 (C=N). Por otra parte el espectro de masas
de alta resolucién para el compuesto 44D mostré un i6n molecular [M+H]" con una
relacion m/z 294.1490 correspondiendo a la estructura propuesta.

UANL-FCQ D.C. OTN. FARMACIA Pagina 80



0005
00001
.ua_wnﬁuu
0D00E -
000SE~
0000E-{
0005E
0000

0005t

L 8T OE TE F¥E 9E @E OF T ¥ ¢ B _u_.An ﬂ.._m.. S 95 &5 09 T9 ¥e 99 89 0L L i L D
<
<
g

B | D LI I,._j g ..--lgvﬁ m

] f S

/\ ugHd @
ﬁ “ (wdd) 1) R_r
oy T¢ TP mf i ﬂ.v w.r_ \ {wdd) 1 aa
:ENIU - 1 - L . i . . i L nw 0@% a
Zuan — N=2-HD S
oH)! W = -
0002~ THEOT =1 o0z ‘ S
] o
sl 000 <
OO0k <
wddyge 0009 g
Gm_._.u oL ?.nﬁ.m.._ o vy o lH
o - _ . _ o
(wdd) 13 e ?__ o 3
h“N b o m“N _c_h.n __"“ﬂ '€ ﬁ.Fm — — N

o — Py 0005
1 b ﬁl — _ o
[ il 3
o004 : _ e ZHT 9T =1 g
3
[oF
n
DOOZ- /M
=)
ary —
Q om %
S
7

€ I

((1202 ‘2HIN 00€) Hy NINY @J\ﬂ%\@\ :

O

Pagina 81

D.C. OTN. FARMACIA

UANL-FCQ



5.1.2.7 Ruta de sintesis alterna para la preparacion de oxazolinas o,B-insaturada.

Con los resultados ya obtenidos, se pensé que era posible utilizar una ruta de sintesis
alterna para la preparacién de la fosfohidroxiamida 50, asi como de las correspondientes
oxazolinas 44 de una manera mds corta y con mejores rendimientos quimicos. Por lo
tanto se utiliz6 como materiales de partida el 2-(dietoxifosforil)acetato de etilo y la (S)-
fenilalanina, para posteriormente obtener el d4cido 2-(dietoxifosforil)acético y el
fenilalaninol respectivamente, los cuales se acoplaron haciendo uso de DCC y DMAP en
diclorometano como disolvente, logrando obtener la fosfohidroxiamida 50 (Esquema
16).

9 g °
(EtO),P oft —RoH (EtO)zPQkOH—
MeOH/H,O
46 99% 47
RMN 3'P: 21.86 ppm 5CC. DMAP o o
, I
D0 PVAT (EtO)zP\)J\N OH
CH,CI, H
94% 50

0
LiAIH,
E——— OH
OH THF, A ©/\l/\ RMN 31P: 23.89 ppm
NH; 72% NH;
48 49

Esquema 16. Preparacion de la fosfohidroxiamida 50.

5.1.2.8 Preparacion del acido 2-(dietoxifosforil) acético 47.

La reaccion de hidrdlisis del trietilfosfonoacetato con hidroxido de potasio (KOH) en
una mezcla de metanol/agua (MeOH/H,0), proporcioné el 4cido dietilfosfonoacético
como un liquido viscoso transparente con un rendimiento quimico del 99%.

El compuesto obtenido fue caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *'P.

A continuacién se describen las sefiales de RMN de 'H (Tabla 21): en 1.34 ppm se
observa una sefial triple que corresponde a los metilos del grupo fosfonato (CH3CH,OP),
con una constante de acoplamiento de J = 6.8 Hz que integra para 6H, en 2.07 ppm se
observa una sefal ancha que integra para 1H, correspondiente al protén del grupo
hidroxi (OH). En 2.99 ppm se observa una sefal doble que corresponde al metileno
unido al carboxilo (CH,COOH), con constante de acoplamiento de J = 21.7 Hz, e
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integra para 2H. Finalmente, en 4.18 ppm se observa una sefial multiple que corresponde
a los protones de los grupos metileno del fosfonato (CH3;CH,OP), e integra para 4H.

Tabla 21. Datos de RMN de 'H para el 4cido dietilfosfonoacético 47.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracion Protén J (Hz)
1.34 t 6H CH3CH,OP 6.8
2.07 a 1H OH
2.99 d 2H CH,COOH 21.7
4.18 m 4H CHCH,0OP

Por otra parte, en el espectro de RMN de °'P se observa una sola sefial en 21.86 ppm lo
que indica que el compuesto obtenido estd libre de algiin subproducto que se pudiera
generar y que presente fosforo en su estructura.

5.1.2.9 Preparacion del (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol 49.

Una vez obtenido el 4cido dietilfosfonoacético 47, el siguiente paso consistié en realizar
una reaccion de reduccion de la (S)-fenilalanina utilizando como agente reductor el
hidruro de litio y aluminio (LiAIH4) en THF como disolvente a reflujo, para formar el
(S)-fenilalaninol 49. Este compuesto fue obtenido como un sélido blanco cristalino con
un punto de fusién de 90-92 °C y con un rendimiento quimico del 72%.

El producto obtenido fue caracterizado por Resonancia Magnética Nuclear de Proton 'H
(Tabla 22): en un desplazamiento quimico de 2.31 ppm se observa una sefial ancha que
corresponde al protén del grupo hidroxilo (OH) que integra para 1H; en 2.52 ppm se
observa un doble de dobles que corresponde a un protén del grupo metileno unido al
fenilo (CH,Ph), que integra para 1H con constantes de acoplamiento de J = 13.4, 8.7 Hz
respectivamente; en 2.79 ppm se observa otro doble de dobles que corresponde al otro
proton del grupo metileno (CH,Ph) con constantes de acoplamiento de J = 13.4, 5.1 Hz,
e integra para 1H. En 3.11 ppm se observa una sefial multiple que integra para 1H y
corresponde al metino unido a bencilo (CHBn). En 3.40 ppm se observa un doble de
dobles que corresponde a uno de los protones adyacentes del grupo hidroxilo (CH,OH)
con constantes de acoplamiento de J = 10.7 y 7.2 Hz que integra para 1H. En 3.63 ppm
se observa otro doble de dobles que corresponde al otro protén adyacente del grupo
hidroxilo (CH,OH) con constantes de acoplamiento de J = 10.7, 3.8 Hz que integra para
1H. Finalmente en 7.25 ppm se observa una sefial multiple que corresponde a los
protones aromaticos del grupo fenilo (Harem) € integra para SH.
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Tabla 22. Datos de RMN de 'H para el aminoalcohol 49.

Desplazamiento (J) Multiplicidad Integracién Proton J (Hz)
2.31 a 1H OH
2.52 dd 1H CH,Ph 13.4, 8.7
2.79 dd 1H CH,Ph 13.4,5.1
3.11 m 1H CHBn 15.9
3.40 dd 2H CH,OH 10.7,7.10
3.63 dd 2H CH,OH 10.7,3.8
7.25 m SH Hiom -

5.1.2.10 Preparacion del (5)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-
oxoetil)fosfonato de dietilo 50.

Para la preparacién de la fosfohidroxiamida 50, se llevé a cabo la reaccién de
acoplamiento entre el 4dcido fosfonoacético 47 y el aminoalcohol 49 anteriormente
preparados,  haciendo uso de  N,N'-diciclohexilcarbodiimida  (DCC) 'y
dimetilaminopiridina (DMAP), obteniéndose el compuesto 50 como un aceite viscoso
con un rendimiento quimico del 94%.

La fosfohidroxiamida 50 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H y C (Tabla 23): en un desplazamiento quimico de 1.28 y 1.31 ppm se observan
dos senales triples que corresponden a los protones de los metilos del fosforilo
(CH3CHO) con una constante de acoplamiento de J = 7.1 Hz que integra para 6H. En
2.82 ppm se observan una sefial doble, que corresponde a los protones del metileno
unido al carbonilo (CH,CO) con constante de acoplamiento de J = 21.0 Hz, e integra
para 2H y la otra que corresponde a los protones del metileno unido al fenilo (CH,Ph)
que integra para 2H. De 3.50 a 3.69 ppm se observa una sefial multiple que corresponde
a los protones del metileno unido al hidroxilo (CH,OH). De 3.98 a 4.14 ppm se observa
otra sefial multiple que corresponde al grupo metileno unido al grupo fosfonato
(CH3;CH;O), e integra para 4H. De 4.16 a 4.25 se observa una sefial multiple que
corresponde al proton del carbono unido al nitrogeno (NHCH) que integra para 1H.
Finalmente en 6.95 ppm se puede observar una sefial doble que corresponde al grupo
amino (NH) con constante de acoplamiento de 8.0 Hz que integra para 1H y de 7.16 a
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7.31 ppm se observa una sefial multiple correspondiente a los protones del anillo
aromético (Hurom) que integra para SH.

Tabla 23. Datos de RMN de 'H para el fosfohidroxiamida 50.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracion Protén J (Hz)
1.28y 1.31 2t 6H CH;CH,0 7.1
2.82 2d 4H CH,CO y CH,Ph 21.0
3.50-3.69 m 2H CH,OH 6.8
3.98-4.14 m 4H CH;CH,0O -
4.16-4.25 m 1H CHNH -
6.95 d 1H NH 8.0
7.16-7.31 m SH e

El espectro de masas de alta resolucidon para la fosfohidroxiamida S0 mostré un ién
molecular [M+H]" con una relacién m/z 330.1467 correspondiente al compuesto
esperado.

Teniendo la fosfohidroxiamida 50, se procedié a preparar el compuesto bromado 51,

seguido de la reaccion de ciclacion intramolecular utilizando NaH como base (Esquema
17).

SOCIZ/NaBr j
(EtO ZP\)K Et3N CH,Cl, (EtO) P\)J\ Br THF, 25 °C (EtO) PQ\

83%
80% 52

RMN 3'p: 22 46 ppm RMN 31P: 21.13 ppm

Esquema 17. Preparacion de la fosfo-oxazolina 52.
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5.1.2.11 Preparacion del (8)-(2-((1-bromo-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-
oxoetil)fosfonato de dietilo 51.

Para la preparacion del (5)-(2-((1-bromo-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-oxoetil) fosfonato
de dietilo 51, se hizo reaccionar la fosfohidroxiamida 50 con cloruro de tionilo (SOCl,),
trietilamina (Et;N) y bromuro de sodio (NaBr) en diclorometano (CH,Cl,) a reflujo,
obteniéndose un sélido blanco con un rendimiento quimico del 80% y un punto de
fusion de 89-91 °C y una rotacién 6ptica de [a]p =-12.9 (c 1.0, MeOH).

La fosfobromoamida 51 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
1 13
Hy °C.

Las sefiales de RMN de 'H para la fosfobromoamida 51 se muestran a continuacién
(Tabla 24): en un desplazamiento quimico de 1.30 y 1.34 se observan dos sefiales triples
que corresponden a los protones de los grupos metilo del fosfonato (CH3CH,0),P) con
una constante de acoplamiento de 7.2 Hz, e integra para 6 protones; 2.82 y 2.87 ppm se
observan dos sefiales dobles de dobles que corresponden a los protones del metileno
unido al grupo fosfonato (CH,P) con unas constantes de acoplamiento de 17.8, 15.5 Hz,
e integra para 2H; en un desplazamiento de 2.94 se observa una sefal doble que
corresponde al metileno unido al fenilo (CH,Ph) con una constante de acoplamiento de
J =7.8 Hz, e integra para 2H; en 3.51 y 3.64 ppm se observan dos dobles de dobles que
corresponden al grupo metileno unido al bromo (CH;Br) con constantes de
acoplamiento de J = 11.3 y 3.5 Hz, e integra para 2H; en 4.06 y 4.15 se observan dos
sefales doble de cuarteto que corresponden a los protones del metileno del fosfonato
(CH,0P), con constantes de acoplamiento de 14.2, 7.1 Hz e integra para 4H; en un
desplazamiento entre 4.42-4.50 se observa una sefial multiplete que corresponde al
protén del metino unido al bencilo (CHBn), e integra para 1H; en un desplazamiento de
7.10 ppm se observa una sefial doble correspondiente al protén del NH, con una J = 8.0
Hz y finalmente en un desplazamiento de 7.21-7.33, se observa un multiplete que
corresponde a los protones aromaticos (Harom), € integra para SH.

UANL-FCQ D.C. OTN. FARMACIA Pagina 86



Tabla 24. Datos de RMN de 'H para la fosfobromoamida 51.

Desplazamiento (8) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)
1.30y 1.34 2t 6H (CH3CH0),P) 7.2
2.82y2.87 2dd 2H (CH,P) 17.8,15.5

2.94 2dd 2H CH,Ph 7.8
3.51y3.64 2dd 2H CH,Br 11.3,3.5
4.06y4.15 2dc 4H (CH0P) 14.2,7.1

4.42-4.50 m 1H CHBn -

7.10 d 1H NH 8.0

7.21-7.33 m 5H Hicom -

Asimismo, el espectro de RMN de '>C mostré las siguientes sefales: & 16.4
((CH3CH,0),P), 16.5 ((CH3CH,0),P), 35.2 (d, J = 131.0 Hz, CH,P), 37.5 (CH,Ph),
46.5 (CH,Br), 51.5 (CHBn), 62.9 (d, J = 3.7 Hz, CH,0P), 63.0 (d, J = 3.7 Hz, CH,0OP),
127.0, 128.9, 129.4, 137.0, 163.9 (C=0). Por otra parte el espectro de RMN 3p (161
MHz, CDCl3) mostré una sefial en 6 22.46ppm.

5.1.2.12 Preparacion del (S)-((4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)metil) fosfonato de
dietilo 52.

Para la preparacion del (S)-((4-bencil-4,5-dihidrooxazol-2-il)metil)fosfonato de dietilo
52, se hizo reaccionar la fosfobromoamida 51 con hidruro de sodio (NaH), en THF a
temperatura ambiente, obteniéndose un aceite amarillo con un rendimiento quimico del
83% y una rotacion Optica de [o]p = -42.9 (c 4.7, MeOH).

La oxazolina 52 fue caracterizada por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y
13
C.

Las sefiales de RMN de 'H para la oxazolinas 52 se muestran a continuacién (Tabla 25):
en un desplazamiento quimico de 1.35 se observa una sefial triple que corresponde al
metilo del fosfonato (CH3CH,0),P), con constante de acoplamiento de 6.8 Hz, e integra
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para 6H; en 2.93 se observa una sefial doble que corresponde al metileno unido al
fosfonato (CH,P), con una J = 21.5 Hz, e integra para 2H; en 2.66 y 3.10 ppm se
observan dos sefiales dobles de dobles que corresponden a los protones del grupo
metileno unido al fenilo (CH,Ph) con constantes de acoplamiento de J = 13.8, 8.5 Hz, e
integra para 2H; en 4.02 ppm se observa un doble de dobles que corresponde al grupo
metileno unido al oxigeno (CH,O) con constantes de acoplamiento de J = 8.3, 7.5 Hz, e
integra para 1H; en 4.24 ppm se observa el otro doble de dobles que corresponde al
grupo metileno unido al oxigeno (CH,0) con constantes de acoplamiento de J = 9.1, 8.8
Hz, e integra para 1H; en 4.17 se observa una sefial doble de cuartetos que corresponde
al metileno del fosfonato (CH,OP), con constante de acoplamiento de 14.4, 7.1 Hz, e
integra para 4H; en un desplazamiento entre 4.37-4.46 se observa un multiplete que
corresponde al metino del grupo CHBn, e integra para 1H, finalmente entre 7.19-7.32
ppm se observa un multiplete, que corresponde a los protones aromaticos (Harom) €
integra para SH.

Tabla 25. Datos de RMN de 'H para la oxazolina 52.

Desplazamiento (3) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)
1.35 t 6H (CH;3CH,0),P) 6.8
2.93 d 2H CH,P 21.5
2.66y3.10 2dd 2H CH,Ph 13.8,8.5
4.02 dd 1H CH,0 83,75
4.24 dd 1H CH,0 9.1, 8.8
4.17 dc 4H CH,OP 14.4,7.1
4.37-4.46 m 1H CHBnh
7.19-7.32 m 5H Hoom -

Asimismo, el espectro de RMN de BC mostr6 las siguientes sefiales: 6 16.4 ((CHs-
CH,0),P), 16.4 ((CH3CH,0),P), 27.4 (d, J = 138.6 Hz, CH,P), 41.6 (CH,Ph), 62.7 (d, J
= 5.3 Hz, CH,0P), 67.6 (CHBn), 72.4 (CH,0),126.7, 128.6, 129.2, 137.8, 160.4 (d, J =
8.9 Hz, C=N). El espectro de RMN 3P (161 MHz, CDCl5) mostr6 una sefial en & 21.13.
Por otra parte, el espectro de masas de alta resolucién para la oxazolina 52 presenté un
i6n molecular [M+H]" con una relacién m/z 312.1363 correspondiente al compuesto
esperado.
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5.1.2.13 Reaccion HWE de la fosfo-oxazolina 52, utilizando NaH.

Teniendo la fosfooxazolina 52 en mano se procedié a realizar la reaccion de HWE,
intercambiando el DBU, por NaH, logrando obtener las oxazolinas o,p-insaturadas 44A-
D, 44H y 44], pero nuevamente con rendimientos quimicos bajos (Esquema 18).

j ( j NaH, THF Oj /@
\ N /1,

15- 47%

Esquema 18. Preparacién de oxazolinas o,-insaturadas 44A-D, 44H y 44].

Como se puede observar en la tabla 26, la reaccién de 52 con benzaldehido, p-
clorobenzaldehido, p-fliorobenzaldehido, p-metoxibenzaldehido, 2-furaldehido y p-
formilbenzoato de metilo bajo las condiciones establecidas generd rendimientos
quimicos bajos, siendo el rendimiento més bajo cuando se utiliz6 p-fliorobenzaldehido
(15%) y el més alto cuando se utilizé p-formilbenzoato de metilo (47%).

Tabla 26.Preparacion de oxazolinas o,p-insaturadas utilizando NaH.

Aldehido Rendimiento (%) Aspecto Fisico P. Fusion  Comp.
Benzaldehido 30 Sélido blanco 71-73 °C 44A
p-clorobenzaldehido 32 Sélido blanco 81-83 °C 44B
p-fliorobenzaldehido 15 Sélido blanco 93-95 °C 44C
p-metoxibenzaldehido 34 Sélido amarillo 68-70 °C 44D
2-furaldehido 41 Soélido café 72-74 °C 44H
p-formilbenzoato de metilo 47 Sélido blanco 114-115 °C 44]

5.1.2.14 Sintesis de oxazolinas insaturadas a partir de la fosfobromoamida 51.

Los bajos rendimientos quimicos obtenidos, nos condujo a desarrollar una nueva
metodologia que nos permitiera obtener mejores resultados. Por lo tanto, se decidi6
realizar modificaciones a las condiciones de reaccion, para lo cual se hizo reaccionar la
fosfobromoamida 51 con K,CO3 en DMF a reflujo por 2 horas, esperando la formacion
in situ de la fosfo-oxazolina 52, después de este tiempo se dejoé enfriar la reaccion y en el
mismo matraz se adiciond el aldehido correspondiente, y colocando la mezcla de
reaccion a reflujo por 2 horas mds. Obteniéndose las oxazolina a,f-instauradas 44A-D,
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44F, 44H, 44) y 44K con mejores rendimientos quimicos en comparacién con las
metodologias anteriormente descritas (Esquema 19).

[ j 0
(EtO), QK 2, eo) P\)\j /© _RCHO _ /\)\\Nj /©

DMF, A 53 94%
Br

52 44

Esquema 19. Preparacion de fosfo-oxazolinas o,p-insaturadas 44A-D, 44F, 44H, 44]) y
44K.

Como se puede observar en la tabla 27, los mejores rendimientos se obtuvieron cuando
se utiliz6 benzaldehido, p-clorobenzaldehido, p-fliorobenzaldehido y 2-furaldehido,
presentando rendimientos mayores del 90%. Rendimientos moderados fueron obtenidos
cuando se utiliz6 p-formilbenzoato de metilo y p-bromobenzaldehido (89 y 80%).
Finalmente, los mdas bajos rendimientos se obtuvieron cuando se utilizd p-
benciloxibenzaldehido y p-metoxibenzaldehido (53 y 68%).

Tabla 27. Oxazolinas o,p-insaturadas a partir de la fosfobromoamida 51.

Aldehido Rendimiento (%)  Aspecto Fisico P. Fusion Comp.
benzaldehido 93 Sélido blanco 71-73 °C 44A
p-clorobenzaldehido 94 Sélido blanco 81-83 °C 44B
p-fliorbenzaldehido 93 Sélido blanco 93-95 °C 44C
p-metoxibenzaldehido 68 Sélido amarillo 68-70 °C 44D
p-benciloxibenzaldehido 53 Sélido blanco 141-143 °C 44F
2-Furaldehido 94 Sélido café 72-74 °C 44H
p-formilbenzoato de metilo 89 Sélido blanco 114-115 °C 44)
p-bromobenzaldehido 80 Sélido blanco 98-99 °C 44K

En la figura 11 y 12 se muestran respectivamente la estructura de rayos X y el espectro
de RMN 'H para el compuesto 44B.

c14 (CIS
cs ; i g//>
QOcs
c8 c10
cg
@]

Figura 11. Imagen ORTEP de la estructura de rayos X de la oxazolina 44B.
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H para la oxazolina o, B-insaturada 44B.

En el espectro de RMN se logran detectar las sefiales del par de dobles correspondientes
a los protones vinilicos con constantes de acoplamiento J = 15.6 Hz que junto con la
estructura de rayos X confirma la obtencién de las oxazolina o,p-insaturada con
geometria E.
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5.2 Evaluacion de la actividad antituberculosa, hepatotoxica y
determinacion de un posible mecanismo de accién.

5.2.1 Actividad Antituberculosa.
5.2.1.1 Seleccion de los compuestos a probar.

De los compuestos obtenidos, se seleccionaron 7 oxazolinas o,p-insaturadas 44A-G, 7
B-hidroxiamidas o,p-insaturadas 45A-G y cuatro farmacos de referencia isoniacida (I),
rifampicina (R), etambutol (E) y ofloxacino (Ofx). Cada uno de estos compuestos
fueron evaluados a nueve concentraciones diferentes 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1
ug/mL, con la finalidad de analizar un posible efecto estructural en la actividad
antituberculosa (Figura 13).

Cl 44B MeO 44D

Figura 13. Compuestos seleccionados para evaluar la actividad anti-TB.
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Los experimentos fueron realizados por duplicado y cada una de las concentraciones por
triplicado, sobre dos cepas de Mycobacterium tuberculosis, una sensible a los farmacos
de primera linea (S, I, R, E, Pz) y otra resistente a estos mismos farmacos
(farmacorresistente), obteniendose los siguientes resultados mostrados en la tabla 28.

Tabla 28. Actividad Antituberculosa.

ACTIVIDAD ANTI-TB DE AMIDAS Y OXAZOLINAS o,B-INSATURADAS
[CMI pg/mL - (uM)]

Comp. Estructura Peso CLogP “Cepa Sensible “Cepa Resistenta
molecular (H37Rv) (Aislado clinico)
44A o
©/\/L\st 263.33 4639 16 ug/mL - 60.8uM) 8 pg/mL - (30.4uM)
44B 0
Wﬂmm 297.78 5352  8pug/mL-(26.9uM) 8 pg/mL - (26.9uM)
Cl
44C ?
WFB 281.32 4782  4pg/mL- (142uM) 16 pg/mL - (56.9uM)
F
44D Oj
@MN gy 29336 4558 4pg/mL-(13.6uM) 2 pg/mL - (6.8uM)
MeO
(0]
44E WDB 269.36 4285  8pg/mL-(29.7uM) 2 ug/mL - (7.4uM)
44F o O\j
: - @M VB 369 46 6.326  4pg/mL-(10.8uM) 8 pg/mL - (21.6 uM)
44G Oj
X
N en 1 mL - (37.1
@NW 430.54 8232  8ug/mL - (18.5uM) 6 pg/ml - (37
O ™
45A O Bn
1 mL - (56. 1 mL - (56.
s A A oH 28134 3.071 6 ug/mL - (56.8 6 pg/mL - (56.8
H uM) uM)
45B O  Bn
16 ug/mL - (50.6
\ ”)vo” 315.79 3784 8 pug/mL - (25.3 uM) HE SlM) (
Cl
45C O Bn
~ A A on : 16 ug/mL -
F J@/\)LH 299.33 3214  8pg/mL - (26.7 uM) EAn
45D n
i NJB\/OH 311.37 299 8 pg/mL - (25.6 uM) 16 pg/mL -
Voo " ' ' : oK (51.3 uM)
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Continuacion...

45E o Bn
16 ug/mL - (55.6 16 pg/mL -
NN OH 287 2.71
@/\)LH 87.37 717 M) (55.6 uM)
45F o &
@/\ANJVOH 28747 1758 16 pg/mL - (41.2 16 pg/mL -
@Ao § ' ' uM) (41.2 pM)
45G o )Bi/
D N OH
mL - (17.
@NM " 44855 66646 oMY “M)( 78 g lg/mL - (17.8 uM)
I 1 pg/mL - (<7.2
137.14  -0668 M8 D < 8 pg/mL - (58.3 uM)
R
4 pg/mL - (4.8
Hsco. 820.96 H& ) ( 16 pg/mL - (19.4 uM)
E
- (39. 2 mL - (>1,252.
20431 0.1188 8ug/mL - (39.1  >256 ng/ (>1,252.9
uM) uM)
Ofx F i COH 1ue/ (<2
g <l pg/mL - (<2.7
P 361.14 -0.507 M) 2 pg/mL - (5.5 uM)

_N )

S= Estreptomicina, I= isoniacida, R= rifampicina, E= etambutol, Pz= pirazinamida, Ofx = ofloxacino
*Sensible a los farmacos de primera linea (S, I, R, E, Pz), **Resistente a los farmacos de primera linea (I,
R E)

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que todos los compuestos
estudiados, tanto las amidas o,p-insaturadas 45, asi como las oxazolinas 44 presentaron
una concentracién minima inhibitoria (CMI), menor o igual a 16 pg/mL, tanto para la
cepa sensible como para la resistente.

Es importante destacar que los compuestos 44C, 44D y 44F, presentaron una actividad
antituberculosa relevante frente a la cepa sensible a los fiarmacos de primera linea,
mostrando valores de CMI de 4 ug/mL; estos resultados son comparables con la
actividad anti-TB de la rifampicina y el etambutol quienes presentan valores de CMI de
4 ug/mL y 8 ug/mL respectivamente bajo nuestras condiciones de estudio.
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Por otra parte, para la cepa resistente a SIRE, nuevamente el compuesto 44D, ademas
del 44E, presentaron una mejor actividad anti-TB mostrando valores de CMI de 2
ug/mL. Estos valores de CMI representan un drea de oportunidad para el disefio y
sintesis de nuevos compuestos con caracteristicas estructurales similares a las descritas
en el presente trabajo; ademds de evaluar su potencial actividad anti-TB principalmente
ante una cepa resistente a los farmacos de primera linea.

Con base en estos resultados prometedores, se procedié a realizar la seleccion de los
compuestos con la mejor actividad anti-TB, y llevar a cabo la evaluacién de la posible
toxicidad de los mismos sobre rebanadas de higado de rata.
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5.2.2 Evaluacion de la Actividad Hepatotéxica Ex-Vivo sobre
rebanadas de tejido.

5.2.2.1 Seleccion de los compuestos a evaluar.

Para llevar a cabo la evaluaciéon de la actividad hepatotéxica, se seleccionaron tres
oxazolinas o,B-insaturadas 44C-E, tres B-hidroxiamidas o,B-insaturadas 45C-E, asi
como el farmaco de referencia isoniacida I, y se establecieron tres concentraciones de
prueba 30, 15, 5 pg/mL con la finalidad de realizar un tamizaje amplio del efecto de la
concentracion (Figura 14).

o o
/[::j/4§y/i;;>m”? /[:::Y/§§/JQN i:: \ i::
F MeO
44C 44D

44E

O
X N OH X N OH N
H H H
F MeO

45C 45D

Figura 14. Compuestos seleccionados para evaluar la actividad hepatotdxica.

5.2.2.2 Observaciones histopatoldgicas del tejido hepatico.

Figura 15. Fotografias de controles a 40X; Tiempo cero (a), Medio de cultivo (b),
Disolvente (c).
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Como se puede observar en la figura 15, en el caso del tiempo cero (a), se conserva la
estructura histologica del higado normal; sin embargo, se observa la presencia de
esteatosis (grasa hepatica), siendo normal la presencia de esta proporcion en el higado,
no causando problemas para el desarrollo del experimento.

Con respecto al control negativo (b), no se observa dafio alguno después de 24 horas, lo
que indica que hay una buena conservacion del tejido bajo las condiciones de estudio, y
finalmente en el control de disolvente (c) de igual manera no se observa la presencia de
dafio alguno sobre el tejido, trabajando bajo concentraciones seguras de disolvente.
Estos resultados permiten asegurar que cualquier posible cambio observado en los
tejidos puestos en contacto con los diferentes compuestos, es directamente causado por
los compuestos de prueba, y no por artefactos o factores propios del experimento, al
menos en el tejido de higado, bajo las condiciones experimentadas estandarizadas.

En la figura 16 se muestran las imdgenes obtenidas de los tratamientos del tejido de
higado con los diferentes compuestos probados, asi como las tres concentraciones
analizadas.

Chdl=s },\(?
R
2

Figura 16. Fotografias a 40X de los compuestos probados sobre higado.

Como se puede observar en la figura anterior, se muestra que después del tratamiento
con los compuestos 44C, 44E, 45C, 45D y 45E sobre las rebanadas de higado durante
24 horas, atin a la concentracién mds alta (30 pg/mL) analizada, no se presentan dafios
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notorios en los tejidos, conservando sus estructuras sinuosoidales intactas, las triadas
portales en buenas condiciones, y en general caracteristicas estructurales sin cambio en
todos los casos estudiados.

De manera particular se muestra lo observado en el compuesto 44D y el farmaco de
referencia (isoniacida).

0’>w
COMPUESTO 44D ., 7 ") .
30pg/mlL

15Spg/mL Sug/mL

ISONIACIDA Oy

Isoniacida

Figura 17. Fotografias a 40X de 44D e isoniacida sobre rebanadas de higado.

Con respecto al compuesto 44D, molécula que presentd la mejor concentracién minima
inhibitoria (CMI-2 ug/mL) contra Mycobacterium tuberculosis, se puede apreciar que la
estructura tisular no muestra dafio y que se conservan los sinusoides hepéticos sin
alteraciones, asi como la estructura celular sin patologias observables (Figura 17).

Nota: La flecha sefiala una gota de grasa (esteatosis), factor concordante con el tiempo
cero y normal en este estudio.
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Con respecto a lo obtenido en el tratamiento con el farmaco isoniacida, podemos
observar una ligera degradacion de la estructura celular, principalmente a la
concentracion de 15 pg/mL donde se logra apreciar la presencia de focos de inflamacién
(sefialados con flechas), asi como a 30 pg/mL donde comienza a presentarse una
degeneracion balonoide (células mds claras), lo que precede al proceso de necrosis
tisular.

Estas observaciones concuerdan con lo reportado en otros trabajos, donde se menciona
que la isoniacida es causante de dafio hepatotéxico directo, observdndose en la mayoria
de los casos una necrosis centrolobulillar tipica debido a la alta actividad enzimdtica y a

. . o 58
los metabolitos secundarios toxicos generados durante el proceso de metabolizacion.

Con base en los resultados anteriormente presentados, particularmente el compuesto
(S,E)-4-bencil-2-(4-metoxistiril)-4,5-dihidrooxazol 44D, presenta una destacada
actividad antituberculosa, mostrando una concentracién minima inhibitoria de 2 pg/mL
tanto para la cepa sensible como para la cepa resistente a los farmacos de primera linea,
ademds de mostrar una minima actividad hepatotéxica bajo las condiciones estudiadas
en este trabajo. Debido a esto es que se procedid a determinar el posible mecanismo de
accion de esta molécula, mediante la técnica de microarreglo de ADN.
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5.2.3 Microarreglo de ADN.

Para llevar a cabo la determinacién de un posible mecanismo de accidén para el
compuesto 44D, siguiendo los procedimientos descritos en la literatura,” %" y a la
experiencia adquirida en la etapa de evaluacién de la actividad antituberculosa, se
determind utilizar la cepa sensible a los farmacos de primera linea de M. tuberculosis
(H37Rv), utilizando una concentracién de 4 pug/mL del compuesto 44D, asi como un
tiempo de contacto de 6 horas.

5.2.3.1 Extraccion del ARN total.

Para realizar la lisis bacteriana y la extraccion del ARN total, se utilizé el kit RNAeasy
Mini Kit de QIAGEN vy para verificar la calidad y la cantidad de ARN total obtenido se
hizo uso del equipo Nanodrop (Tabla 29), asi como un gel de agarosa al 1% (Figura 18),
obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 29. ARN total de M. tuberculosis H37Rv

EXTRACCION DE ARN total de M. tuberculosis H37Rv

COMPUESTO CONCENTRACION  RELACION 260/280  RELACION 230/260
Experimento 1

Tratamiento 1 (C/T 1) 103.0 ng/mL 1.87 1.73
Control 1 (S/T 1) 142.2 ng/mL 1.86 1.73
Experimento 2
Tratamiento 2 (C/T 2) 139.3 ng/mL 1.99 1.05
Control 2 (S/T 2) 309.6 ng/mL 1.97 1.69
Experimento 1 Experimento 2

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de ARN total.
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De acuerdo a la literatura, para considerar un ARN de buena calidad debe presentar una
relacion espectrofotométrica 260/280 entre 1.8 y 2.0 asi como presentar en gel de
agarosa las dos bandas del ARN ribosomal 16S y 23S en una proporcién 3:1, estas
mismas caracteristicas presentaron las muestras de ARN obtenidas y por lo tanto se
consideraron de buena calidad (Tabla 29, Figura 18).

5.2.3.2 Sintesis ARNa.

Para lograr la sintesis del ARNa, se utiliz6 el kit MessageAMp ™ II-Bacteria Prokaryotic
RNA Kit de AMBION (Tabla 30).

Tabla 30. Sintesis de ARNa de M. tuberculosis H37Rv.

ARNa de M. tuberculosis H37Rv

COMPUESTO CONCENTRACION  RELACION 260/280  RELACION 230/260
Experimento 1
Tratamiento 1 (C/T 1) 539.5 ng/mL 1.89 1.60
Control 1 (S/T 1) 433.3 ng/mL 1.82 1.52
Experimento 2
Tratamiento 2 (C/T 2) 404.8 ng/mL 1.83 1.41
Control 2 (S/T 2) 358.8 ng/mL 1.85 1.22
Experimento 3
Tratamiento 3 (C/T 3) 306.3 ng/mL 1.84 1.39
Control 3 (S/T 3) 336.4 ng/mL 1.89 1.46

5.2.3.3 ARNa etiquetado con las cianinas Cy3 y CyS.
Teniendo el ARNa amplificado se procedi6 a etiquetar las muestras con las cianinas Cy3
y CyS5 de GE Healthcare y el kit RNeasy MiniElute Cleanup de QIAGEN (Tabla 31).

Tabla 31. Sintesis de ARNa etiquetado con cianinas.

ARNa etiquetado con cianinas Cy3 y Cy5

COMPUESTO  CONCENTRACION (pmol/uL)  CONCENTRACION (ng/uL)

Experimento 1

Tratamiento 1 (C/T 1) 46.8 pmol/ pL 181.8 ng/uLL

Control 1 (S/T 1) 37.5 pmol/ pLL 169.2 ng/uL
Experimento 2

Tratamiento 2 (C/T 2) 41.3 pmol/ pL 169.0 ng/uL

Control 2 (S/T 2) 30.0 pmol/ pL 145.4 ng/uL
Experimento 3

Tratamiento 3 (C/T 3) 25.2 pmol/pL 155.7 ng/uLL

Control 3 (S/T 3) 38.7 pmol/ pLL 163.0 ng/uL
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5.2.3.4 Proceso de hibridacion.

Para el proceso de hibridaciéon se adquirieron 3 microarreglos CAT-30-Array de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv de la marca MY croarray, hibridando 150 pmol/uL
de cada muestra

5.2.3.5 Lectura y cuantificacion de los microarreglos.

Teniendo los microarreglos hibridados, limpios y secos, se procedi6 al escaneo, para lo
cual se hizo uso del equipo GenePix 4000B Molecular Devices y el software GenePix
Pro 6.0, obteniendo las siguientes imagenes (Figura 19).

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Muestra-Cy5 Muestra-Cy3 Muestra-Cy5
Control-Cy3 Control-Cy5 Control-Cy3

Figura 19. Imagen de los microarreglos para cada una de las 3 muestras analizadas.

En la figura anterior es posible obsevar las imdgenes de los microarreglos hibridados
obtenidos con cada una de las muestras estudiadas, marcadas con su respectiva cianina
(Cy3 y Cy3).

Como se puede observar, se nota una variedad de tonalidades de color en cada pocillo
debido a la relacion presentada entre los genes expresados en la condicién control y los
expresados en la condicion de tratamiento. En el caso de la muestra 1 y 3 los pocillos
observados de color verde corresponden a los genes expresados por M. tuberculosis bajo
las condiciones de tratamiento con el compuesto 44D, mientras que los pocillos
observados de color rojo, corresponden a los genes expresados bajo las condiciones
control (sin tratamiento); con respecto a la muestra 2, la relacion es a la inversa. Por lo
tanto se procedi6 a realizar el andlisis estadistico de los datos.
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5.2.3.6 Analisis Estadistico.

Para realizar el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa GenePix Pro 6.0
dando como resultado la sobreexpresion de 186 genes con una relacion tratamiento-
control mayor de 0, asi como 20 genes reprimidos con relacion menor a O.
Considerandose relevantes para el caso de los genes sobreexpresados aquellos valores de
relacion tratamiento-control mayores a 2.0 mientras que para los reprimidos menores a -
1.0.

Histograma de valores p (Tratamiento Vs Control).

Frecuencia

T T T T 1
Lt} nz [ LLk -3 LLE-) 1.0

Valores p (T Vs C)

Figura 20. Histograma de la relacion de los valores p.

Como se puede observar en la figura 20, se logr6 obtener una buena relacion de los
valores p, lo que da indicio de que la técnica realizada resultd satisfactora para
determinar las diferencias de expresion.

e

Cabe recordar que valores “p” cercanos a 0 representan una diferencia de expresion,
mientras que los cercanos 1 no representan diferencia de expresion considerable.

5.2.3.7 Analisis Bioinformatico.

Los genes sobreexpresados e inhibidos fueron analizados en la base de datos Tuberculist
(http://tuberculist.epﬂ.ch/),62 obteniendo de ahi la categoria de funcionalidad, asi como
su actividad bioldgica, lo que permitio clasificarlos (Tabla 32 y 33).
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Tabla 32. Genes sobreexpresados con valores mayores de Coef. C Vs T de 2.0.

ID GEN Coef. CVs T Categoria de funcionalidad Genes restantes
Rv2555¢ alaS 3.84269 Vias de informacién 10
Rv3911 sigM 2.36695 Vias de informacién
Rv0312  Rv0312 3.65437 Virulencia, adaptacién y detoxificacion 8
Rv1102¢  mazF3 3.58862 Virulencia, adaptacién y detoxificacién
Rv0298  Rv0298 2.2762 Proteina hipotética conservada 35
Rv2478¢c Rv2478c 2.99038 Proteina hipotética conservada
Rv1157¢ Rvl157c 3.71753 Proteina hipotética conservada
Rv3521  Rv3521 2.53473 Proteina hipotética conservada
Rv3655¢ Rv3655¢c 2.76009 Proteina hipotética conservada
Rv2619¢ Rv2619c 2.80716 Proteina hipotética conservada
Rv1078 Para 2.72673 Proteina hipotética conservada
Rv1765¢ Rv1765¢c 2.01332 Proteina hipotética conservada
Rv0967 CsoR 2.35548 Proteinas regulatorias 10
Rv3583¢ Rv3583c 3.28406 Proteinas regulatorias
Rv0386  Rv0386 2.04598 Proteinas regulatorias
Rv2610c¢ PimA 5.69194 Metabolismo de lipidos 9
Rv1665 pks1l 2.25897 Metabolismo de lipidos
Rv1527¢ pks5 2.07313 Metabolismo de lipidos
Rv2503c ScoB 2.07052 Metabolismo de lipidos
Rv0247¢ Rv0247c 3.5268 Intermediario del metab. y la respiracion 31
Rv3206c moeB1 3.48836 Intermediario del metab. y la respiracién
Rv3602c PanC 2.1333 Intermediario del metab. y la respiracién
Rv1928¢ Rv1928c 2.16954 Intermediario del metab. y la respiracién
Rv3891¢ EsxD 5.40017 Procesos celulares y pared celular 44
Rv3064c Rv3064c 5.26118 Procesos celulares y pared celular
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Continueacion...

Rv1039¢  PPEIS5 5.25683 Procesos celulares y pared celular
Rv3887¢ eccD, 2.14053 Procesos celulares y pared celular
Rv0917 BetP 2.17252 Procesos celulares y pared celular

Tabla 33. Genes reprimidos con valores menores de Coef. C Vs T de -1.0.

Rv3014c¢ Liga -1.13246 Vias de informacién 1
Rv2513 Rv2513 -1.39025 Proteina hipotética conservada 0
Rv2744c 35kd_ag -1.28277 Proteina hipotética conservada
Rv1032¢ TrcS -1.25929 Proteinas regulatorias 0
Rv2648 Rv2648 -1.55578 Insercién de secuencias y fagos 1
Rv3186 Rv3186 -1.3958 Insercién de secuencias y fagos
Rv2943A  Rv2943A -1.24231 Insercién de secuencias y fagos
Rv1415 ribA2 -1.98029 Intermediario del metab. y la respiracién 3
Rv1833¢c  Rv1833c -1.61593 Intermediario del metab. y la respiracién
Rv0337¢ aspC -1.25583 Intermediario del metab. y la respiracién
Rv1501 Rv1501 -1.16846 Intermediario del metab. y la respiracion

En la tabla 34, se puede observar que la mayoria de los genes sobreexpresados se
encuentran clasificados principalmente en tres grupos que son Intermediario del
metabolismo y la respiracion, Proteina hipotética conservada y Procesos celulares y
pared celular, mismos que fueron sometidos a la base de datos en linea DAVID (The
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery),” buscando alguna
relacidn entre estos.
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Tabla 34. Porcentaje de genes sobreexpresados e inhibidos.

Clasificaciéon Funcional Genes Sobreexpresados %0 Genes Inhibidos %
Vias de informacién 12 6.45 2 10
PP/PPE 4 2.15 1 5
Virulencia, adaptacion y detoxificacion 10 5.37 0 0
Proteina hipotética conservada 43 23.11 2 10
Proteinas regulatorias 13 6.98 1 5
Metabolismo de lipidos 13 6.98 0 0
Insercion de secuencias y fagos 7 3.76 4 20
Intermed. del metab. y la respiracion 35 18.81 7 35
Procesos celulares y pared celular 49 26.34 3 15

5.2.3.8 Posible mecanismo de accion.

Con los datos arrojados por la base de datos Tuberculist, se procedié a someter estos
mismos a la base de datos DAVID,” proporcionando informacién solamente para los
genes sobreexpresados.

Cabe sefialar que los genes fueron insertados en grupos por funcién, asi como todos
juntos, apareciendo como cluster de resultado en la mayoria de los casos unién a ADN
como grupo principal, por lo que se decid6 analizar este resultado y ver que
caracteristicas arrojaba este cluster.

Se ingres6 a la base de datos uniprot (http.//www.uniprot.org/keywords/?query=dna-
binding), 64 arrojando 3 diferentes grupos de proteinas:

1. Ligando.- Proteinas de unién a ADN.

2. Dominio.- Proteina con secuencia conservada originalmente detectada (Endopeptidasa
dependiente de ATP).

3. Proceso Bioldgico.- Proteina de respuesta a cambios ambientales (transferasas).

Estos 3 datos fueron asociados y se propone que probablemente el efecto del compuesto
evaluado 44D recae sobre proteinas asociadas a nucleoide (NAPs), particularmente HU
histona de unién a nucleoide (HU-HNS), ya que se ha reportado que la deficiencia en el
funcionamiento de este tipo de proteina, genera la sobreexpresion de genes relacionados
con los procesos de adaptacion al estrés ambiental, choque osmoético y estrés
oxidativo.®%%¢

Dentro de este grupo de genes se sobreexpresan particularmente aquellos involucrados
en procesos relacionados con actividad o sintesis de ATP%% (mgtA-Rv0557, Rv3602,
Rv2623, Rv3764, Rv1095), con el objetivo de generar ATP para abastecer los procesos
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de respuesta a estrés que son dependientes de ATP. Un ejemplo de esto es el
funcionamiento de las ATPasas de la superfamilia AAA*, las cuales juegan un papel

. 1t soe 70,71
importante en multiples actividades celulares,”®

ya que se sabe que son parte de un
sistema multichaperona inducida por estrés,”” ademds de ser cruciales en la
transformacién de la energia quimica dentro de eventos bidlogicos.”"™*” Genes
relacionados con metabolismo de lipidos’®”’ (fadA-Rv0859, fadA4-Rv1323, fadD3-
Rv3561, fadE2-Rv0154, fadE3-Rv0215c¢), como respuesta a la necesidad de generacion

de ATP como se mencioné anteriormente y esto principalmente via B-oxidacion. Asi

como genes del regulon R;_)OS7S'81 que comprende proteinas translocadoras (EsxD-
Rv3891c, EsxF-Rv3905c, eccD2-Rv3887c, ftsY-Rv2921c, OMP-Rv1698, drrC-Rv2938,
mmpL11-Rv0202), buscando la translocacién de proteinas de respuesta a estrés a
agentes productores de intermediarios reactivos de oxigeno y nitrégeno, asi como la
extraccion de agentes toxicos.

Como ya se menciond anteriormente, la proteina HU-HNS se sobreexpresa en procesos
de estrés, con el objetivo de asegurar la estabilidad del genoma mediante el
condensamiento del ADN y proteinas y por ende la adaptacién de M. tuberculosis a la
persistencia, latencia y tolerancia a cambios provocados por agentes exégenos.65 En
E.coli y Salmonella se ha estudiado la interaccion de la proteina HU con el ADN,
demostrdndose la importancia de esta interaccion, observando que alguna mutacién en
HU genera grandes problemas en el crecimiento bacteriano®®’ al grado de que en
Bacillus subtilis resulta letal.*®

La importancia de la unién de HU y ADN es debido a que atrapa a la ARN polimerasa
permitiendo el inicio de la transcripcion y por ende si se ve modificada esta interaccion
es concebible que se pueda reprimir la transcripcion, con todos los efectos celulares que
esto implica. En base a lo anterior Bhowmick y col.% estudiaron agentes inhibidores de
esta interaccion HU-ADN derivados de estilbeno (Figura 21), 4cido (4, 4-[(E)-eteno-1,2-
diilbis({5[(fenilcarbonil)amino]benceno-2,1-diil }sulfonilimino)]  dibenzdéico y su
derivado metoxilado, acido 4,4-[1,2-eteno-diilbis({5-[(4-metoxibenzoil)amino]2,1-
fenileno }sulfonilimino)]dibenzdico, los cuales presentan actividad inhibitoria de esta
interaccion, uniéndose selectivamente a HU.
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Figura 21. Inhibidores de HU-ADN derivados de estilbeno.

Se observé que este tipo de moléculas presentan interaccion selectiva con residuos de
aminodcidos de la superficie de unién proteina-ADN, la cual se compone principalmente
de aminoécidos de carga positiva (Lisina 3, Arginina 53, 55, 58, 61, 64, 80 y Lisina 86)
de manera similar como lo hiciera con los grupos fosfatos del ADN como se observa en
la figura 22.

Figura 22. Interaccion de HU-ADN.
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En el caso de los derivados de estilbeno, se presenta interaccién con los residuos
Arginina 55, 58, 80 y Lisina 86 mediante puentes de hidrégeno generados entre los
grupos amino de la arginina y lisina de la HU y los oxigenos de los grupos carboxilo y
sulfonamida.

Figura 23. Representacion de las interacciones entre HU y derivados de estilbeno.

Los autores reportaron que en el caso del derivado metoxilado (B) genera una
interacciéon extra comparado con el compuesto no metoxilado (Figura 23), lo que
proporciona una mejor selectividad e incrementa la actividad inhibitoria.

Con todo lo anteriormente reportado, los perfiles de expresiéon encontrados y con base en
las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto evaluado 44D (Figura 24), se propone
que posiblemente el compuesto presenta actividad ante la proteina HU de
Mycobacterium tuberculosis, ya que tedricamente es posible formar puentes de
hidrégeno entre los grupos amino de la arginina y la lisina de HU con los heteroatomos
de la oxazolina asi como con el grupo metoxilo, lo cual podria ser sustentado al realizar
un estudio de docking (técnica no contemplada en el presente trabajo de investigacion).

Figura 24. Oxazolina 44D.
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Estas interacciones nos generarian una inhibicién competitiva y selectiva sobre este tipo
de enzimas lo cual seria de suma importancia, debido a lo poco explorado de estos
receptores, lo que abre un nuevo campo de investigacion para la generacion de
moléculas dirigidas a este sitio blanco.

Con todo lo anteriormente planteado nos podemos dar cuenta que si se ven afectadas las
funciones de este tipo de proteinas, llevard a un desequilibrio homeostatico de la célula,
que repercutird a todos niveles de actividad celular, desde los mecanismos de
transcripcion, hasta la biosintesis de biomoléculas (L-alanil-tRNA (Rv2555¢), L-glicin-
tRNA (Rv2357¢c) (Rv1665, Rv0247c, Rv0917).

Por ello se propone como sitio blanco la proteina HU-HNS, probablemente afectando el
proceso de iniciacién de la transcripcion, llevando al desequilibrio energético celular,
estrés oxidativo y por ende a la muerte de Mycobacterium tuberculosis (Figura 25),
quedando a reserva de una confirmacion de la expresion genética por PCR en tiempo
real con la que se puede confirmar el perfil de expresion, asi como el docking y otros
estudios mas especificos.

TR

HN--E-0H ,44‘ NN\
oo

—— Chaperonas
Sintesis de otras
Biomoléculas

Energia <€-——

MUERTE

Figura 25. Posible mecanismo de accién del compuesto 44D.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

1.- Se disefiaron 2 metodologias de sintesis para la obtencién de oxazolinas o,f3-
insaturadas, la primera partiendo de la (S)-fenilalanina y cloruro de bromoacetilo,
involucrando 6 pasos de reaccion y la segunda utilizando nuevamente la (S)-fenilalanina
y el trietilfosfonoacetato, involucrando 5 pasos de reaccion, logrando obtener con éxito
en ambos casos las moléculas objetivo.

2.- Se lograron sintetizar 8 amidas o,p-instauradas asi como 10 oxazolinas a,f3-
insaturadas de manera satisfactoria.

3.- La segunda ruta sintética propuesta resultd ser la mds rentable, ya que involucré un
paso de reacciéon menos que la inicialmente propuesta, ademds de obtener mejores
rendimientos quimicos.

Ruta 1: Rendimientos moderados (30-64 %).
Ruta 2: Rendimientos de moderados a buenos (53-94 %).

4.- Se logr6 realizar en un sélo paso de reaccion la preparacién de oxazolinas a,f-
insaturadas, la cual involucrd una reaccion de O-alquilacién y una HWE, a partir de la
fosfobromoamida, sin la necesidad de aislamiento y purificacion del intermediario
(fosfo-oxazolina), resultando en un rdpido y eficiente proceso.

S.- De acuerdo a los resultados obtenidos, es mejor realizar una reaccion del tipo Wittig-
Horner sobre una fosfonoamida (rendimientos 47-98 %) que sobre una fosfo-oxazolina
(rendimientos 15-47 %).

6.- Se probaron 14 compuestos sintetizados (7 amidas a,f-insaturadas y 7 oxazolinas
o,B-insaturadas, asi como la isoniacida, rifampicina, etambutol y ofloxacino ante dos
cepas de Mycobacterium tuberculosis, una sensible a los farmacos de primera linea
(H37Rv-SIRE) y un aislado clinico resistente a los mismos, observandose CMI (ug/mL)
<16 en todos los casos.

7.- Ante la cepa sensible a los farmacos de primera linea los compuestos que resultaron
con mejor actividad anti-Tb, fueron los nombrados como 44C, 44D y 44F, mostrando
una CMI de 4 pg/mL, valor comparable con lo obtenido por la rifampicina (4 pg/mL) y
el etambutol (8 pg/mL).
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8.- Ante la cepa resistente a los fairmacos de primera linea los compuestos 44D y 44E,
presentaron una CMI de 2 pg/mL, actividad mejor que el mostrado por los fairmacos de
primera linea e igual al observado por el ofloxacino, firmaco de segunda linea.

9.- Los compuestos 44D y 44E, son moléculas prometedoras debido a su alta actividad
antituberulosa ante cepas resistentes a farmacos de primera linea.

10.- Las condiciones de estudio estandarizadas en la técnica de evaluacion hepatotdxica
ex-vivo resultaron adecuadas para el andlisis de dafio hepatico.

11.- De los 6 compuestos probados, en ninglin caso se observd dafio hepatotdxico
adjudicable a las moléculas de prueba a las 3 concentraciones estudiadas, por lo que
podemos decir que este tipo de moléculas, oxazolinas o,B-insaturadas y amidas o, [3-
insaturadas resultan seguras para el tejido hepatico.

12.- El farmaco isoniacida es capaz de causar dafio hepatotéxico a concentraciones
mayores de 15 pg/mL, generando procesos de inflamacion asi como degradacion
estructural y balonoide; observaciones que estdn de acuerdo con la literatura.

13.- El compuesto 44D probablemente presenta un efecto sobre la proteina HU-HNS
(HU histona de unién a nucleoide), repercutiendo en la inhibicion de la transcripcion y
por ende en la sintesis de proteinas en Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
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