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RESUMEN

“Sintesis de dipéptido-oxazolidinonas con actividad
biolégica potencial”

por
Eleazar Alcantar Zavala

Doctor en Ciencias en Quimica
Instituto Tecnoldgico de Tijuana, 2020

Dr. Adrian Ochoa Teran
Director de Tesis
Dr. Julio Montes Avila

Codirector de Tesis

La resistencia hacia los agentes antimicrobianos ha incrementado la tasa de
morbilidad y mortalidad de la poblacion mundial, provocando un problema serio de
salud publica. Esto ha impulsado investigaciones sobre el disefio, desarrollo y
sintesis de farmacos nuevos. La linezdlida es un antibidtico empleado para el
tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias Gram positivas
farmacorresistentes. Sin embargo, actualmente se ha identificado un numero amplio
de cepas bacterianas que presentan resistencia al farmaco. Por lo que, es de interés

la obtencién de analogos que presenten actividad frente a cepas farmaco resistentes.
En esta investigacion se planted la sintesis diasteroselectiva de analogos de

linezdlida tipo dipéptido y analogos de linezdlida modificados en el grupo

acetoamidometilo.
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La sintesis inici6 formando el par diasteromérico de oxazolidinonas N,N-
dibenciladas (6 y 7), a partir de la modificacion quimica del aminoacido L-alanina,
seguido del acoplamiento con el 4-(4-bromo-2- fluorofenil)morfolina (29) para obtener
los analogos N,N-dibenciliados (30 y 31). Posteriormente, se realizé la reaccion de
hidrogendlisis para generar los analogos amino libre (32 y 33). A partir de esta etapa
se siguieron dos vias diferentes; el acoplamiento del par diasteromérico con ocho
aminoacidos Fmoc protegidos diferentes (34a-h y 35a-h), y por otra parte, la

acetilacién para obtener los analogos 38 y 39, respectivamente.

Los analogos de linezdlida sintetizados fueron evaluados frente a bacterias de
importancia clinica. El compuesto 34f resultdé activo frente tres cepas MRSA,
mostrando una CMI menor a la de linezélida (34f. 3.12-6.25 uyg/mL y LNZ: 4-8
pMg/mL). El modelado molecular de 34f en el sitio de la fosforil transferasa (SFT)
mostroé que se situa el mismo sitio de accion que linezdlida estableciendo un numero

mayor de interacciones supramoleculares.

También se llevaron a cabo estudios de la actividad antiparasitaria de
analogos de linézolida frente Giardia lamblia e Hymenolepis nana. El compuesto 34f
mostré una actividad moderada frente a G. lamblia comparada con metronidazol (34f:
26.98 ug/mL y metronidazol: 2.14 ug/mL), aunque si provoca la muerte del parasito.
Por su parte, los analogos 32 y 38 presentaron actividad mayor frente a H. nana al
compararlos con praziquantel (32: 21 min, 38: 18 min y PZQ: 30 min). Estos
resultados muestran su potencial para emplearse como agentes antiparasitarios

frente a H. nana.

Finalmente, el estudio de citotoxicidad con células humanas ARPE-19 no

evidencia efectos citotdxicos de los analogos que muestran actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT
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The drug resistance showed by the microbial agents has increased the
morbidity and mortality of the world population, causing a serious public health
problem, which has impulsed to the scientific community to design, develop and
synthesize new drugs. Linezolide is used in the treatment of infections caused by
multi-resistant Gram positive bacterial strains. However, there are reports of
resistance to Linezolid by several bacterial strains. Therefore, the chemical
modification of this molecule has gained great interest obtaining new compounds with

high potency and activity against resistant bacterial strains.

In this research a diasteroselective synthesis of Linezolid analogues was
achieved. The synthetic strategy was to prepare diasteromeric N,N-dibenzylamino
oxazolidinones 6 and 7 by chemical modification of L-Alanine, and coupling with 4-(4-

bromophenyl)morpholine (29) to obtain N,N-dibenzylamino Linezolid analogues 30
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and 31. A hydrogenolysis reaction over 30 and 31 resulted in the amino-free Linezolid
analogues 32 and 33. Here, two different routes were taken, the first consisted in the
coupling of the diasteromeric pair with eight different Fmoc protected amino acids
(34a-h and 35a-h), and the second was the acetylation (38 and 39) to obtain two new

analogues, respectively.

The synthesized compounds were evaluated against clinically important bacterial
strains. Analogue 34f displayed in vitro activity against five Gram positive bacterial
strains, showing a MIC even lower than Linezolid (34f: 3.12-6.25 pg/mL y LNZ: 4-8
pg/mL). The molecular docking analysis supported the antibacterial results, showing
that 34f is in the same place of Linezolid, establishing a greater number of

supramolecular interactions and obtaining a lower score value.

Furthermore, the antiparasitic activity of Linezolid analogues against Giardia lamblia
and Hymenolepis nana were evaluated. Analogue 34f was effective against Giardia
lamblia inducing death with a moderate activity compared to metronidazole (34f:
26.98 ug/mL and metronidazole: 2.14 pg/mL). In addition, analogues 32 and 38
considerably improved the activity against Hymenolepis nana compared to
Praziquantel (32: 21 min, 38: 18 min and PZQ: 30 min). These results show the
pharmacological potential of the newly reported Linezolid-type analogues as

antiparasitic agents against Hymenolepis nana.

Finally, a cytotoxicity assay with ARPE-19 human cells revealed a non-cytotoxic effect

of all the active analogues.
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1. Introduccion

I.INTRODUCCION
1.1. Infecciones bacterianas.

Las enfermedades infecciosas son un estado patoldgico y son el resultado de
la interaccion entre los microorganismos, el hospedero y el ambiente. Estas
enfermedades representan causas importantes de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial desde tiempos muy remotos, donde las personas morian a una edad
temprana principalmente por traumas fisicos y por infecciones. Hace tan solo unas
décadas, el impresionante avance cientifico alcanzado en el campo de la deteccidn,
el diagnédstico y el tratamiento de enfermedades pudo hacer pensar que en esta
centuria las enfermedades transmisibles pasarian a ser parte de la historia del siglo
XX, gracias a ello, aumentd considerablemente la esperanza de vida en la poblacion
de 47 a 80 anos. Pero la realidad es que los problemas que éstas generan todavia
estan lejos de ser resueltos, en la actualidad representa la segunda causa de muerte

a nivel mundial solo por debajo de las enfermedades cardiacas.’

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en febrero del 2017 una
lista de patdégenos prioritarios resistentes a los antibiéticos, en la que se incluyen las
12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana. Estas bacterias tienen
la capacidad innata de encontrar formas nuevas para resistir a los tratamientos y
pueden transmitir material genético que permite a otras bacterias hacerse
farmacorresistentes. Entre las bacterias con prioridad critica mayor se encuentran
Acinetobacter = baumannii, = Pseudomonas  aeruginosa, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp, Salmonella,
Neisseria gonorrhoeae. Como parte del creciente problema mundial de la resistencia
a los antimicrobianos, la OMS tiene como finalidad guiar y promover la investigacion
y desarrollo (1+D) de antibidticos nuevos. Esperar mas tiempo producira problemas
adicionales de salud publica y repercutira enormemente en la atencién e integridad a

los pacientes.?



1. Introduccion

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una
refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibiético al que
anteriormente era sensible, de modo que los tratamientos habituales se vuelven
ineficientes y las infecciones persisten y pueden trasmitirse con facilidad mayor
provocando una amenaza importante en salud publica. Los factores que favorecen el
surgimiento y diseminacion de la resistencia son multiples, es una expresion natural
de la evolucion y genética de la bacteria, la presion selectiva ejercida al prescribir
formal o libremente medicamentos para uso irracional e indiscriminado en humanos o
animales, la utilizacion generalizada de agentes antimicrobianos en pacientes
inmunocomprometidos y en la unidad de cuidados intensivos, el uso de dosis o
duracion inadecuada de la terapia antimicrobiana, y el desconocimiento de los
perfiles de sensibilidad de los microorganismos diferentes de cada institucion o
comunidad. También se ha encontrado que la prevalencia de organismos patégenos
humanos resistentes a los antibiticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y
desarrollo de antibiéticos nuevos que controlen a éstos es mucho mas lento debido a

los costos de investigacion altos y la recuperacion escasa de la inversion.®
1.2. Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias son las infecciones
contraidas por pacientes ingresados en un recinto de atencién a la salud (no sélo
hospitales). Segun la OMS, estarian incluidas las infecciones que no se habian
manifestado ni estaban en periodo de incubacion, es decir, se adquieren durante su
estancia y no son la causa del ingreso. Algunos factores para el desarrollo de
enfermedades nosocomiales son el contacto con fomites variados, condiciones de
higiene deficientes y la concentracion de pacientes vulnerables en un area
especifica, como personas en edad avanzada y con condiciones fisiolégicas o en

estado patolégico que disminuyen su sistema inmune.**
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Estas infecciones son un problema de salud global que facilita la generacién
selectiva de microorganismos farmaco resistentes, provoca un incremento de entre
4.3 y 15.6 dias en la hospitalizacion, lo que representa costos altos para el paciente,
los familiares y para el sector salud. El costo anual en los Estados Unidos por la
resistencia a antibidticos se calcula alrededor de 30 billones de dodlares, en Europa
representa un gasto adicional al sector salud de £1,500,000 al ano, en México se
reporta que el costo promedio por un evento de enfermedad nosocomial es de

179,000 pesos, todo esto representa una problematica mundial.®’

Aproximadamente el 70% de las bacterias responsables de las infecciones
nosocomiales son resistentes al menos a uno de los antibiéticos mas utilizados
comunmente para tratarlas. Estudios del sector salud en la Unién Europea
determinaron que Escherichia coli es el microorganismo mas frecuentemente
asociado a una infeccion nosocomial, seguido de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus coagulasa-negativos, Klebsiella spp.,
Candida spp. En Estados Unidos reportaron a Staphylococcus aureus como el
microorganismo mas frecuentemente aislado, seguido de Escherichia coli,
Staphylococcus coagulasa-negativos, Klebsiella pneumoniae/oxytoca, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Candida albicans. Por otro lado, en México no
existen estudios que reflejen realmente la problematica planteada, la monitorizacion
de la calidad carece del rigor necesario para ser util. Aun es largo el camino para
contar con un sistema que permita hacer comparaciones nacionales e
internacionales. Lo mas cercano a esas investigaciones mencionadas es un estudio
realizado por Arias y colaboradores.® En este estudio el microorganismo mas
frecuentemente aislado fue Escherichia coli, seguido del grupo Staphylococcus
coagulasa-negativos y Pseudomonas aeruginosa, siendo esto algo mas similar a lo

reportado a nivel mundial.

Las infecciones nosocomiales ocasionadas por bacterias resistentes a

antibidticos generan al paciente un riesgo mayor a morir y ademas, requiere una
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cantidad mayor de recursos sanitarios, humanos y econémicos. En esto radica la
importancia de los cuidados sanitarios dentro de un hospital y a su vez la busqueda
de moléculas nuevas con actividad frente ha dichas bacterias que puedan solucionar

este problema.®

1.3. Antibiéticos

Un antibidtico es una sustancia de origen natural o sintética que suprime el
crecimiento de microorganismos y eventualmente pueden destruirlos. El surgimiento
de los antibidticos data desde 1928, cuando Alexander Fleming descubrié la
penicilina, él observo la inhibicidon en el crecimiento de cepas de Staphylococcus
aureus ante la presencia del hongo Penicillium notatum y su aplicacion posterior a la
practica médica trajo una revolucion verdadera en el tratamiento de la enfermedades

infecciosas.'®

Actualmente, la capacidad de las bacterias de eludir la accion antibacteriana
es inagotable debido a la expresion natural de la evolucion de la bacteria mediante
mutaciones o mecanismos nuevos de transferencia de resistencia. El uso irracional e
indiscriminado de antibiéticos mediante terapias prolongadas, las dosis insuficientes
e infecciones nosocomiales hace esperar que cada vez mas los antimicrobianos
nuevos sean sustancias puramente sintéticas con gran especificidad por un sitio de
acciéon previamente elegido, y con una resistencia adecuada a la inactivacion por los

mecanismos de resistencia antibiética.*

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias y son
clasificados segun la funcién a una accién especifica que ejercen sobre alguna
estructura o el efecto frente al microorganismo. Se clasifican por su efecto en la
bacteria como bacteriostaticos a los que inhiben la multiplicacién bacteriana, la cual
se reanuda una vez que se suspende el tratamiento y en bactericidas cuando el
medicamento posee la propiedad de destruir la bacteria, es decir, su acciéon

terapéutica es irreversible (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos con base a su efecto sobre la bacteria.

Bactericida

Bacteriostatico

Penicilinas
Cefalosporinas
Aminoglucésidos
Rifampicina
Quinolonas

Monobactamicos

Tetraciclinas
Eritromicina
Sulfonamida

Novobiocina
Cloranfenicol

Oxazolidinonas

Polimixinas

Los antibidticos se clasifican basados en su mecanismos de accién de manera
general en cuatro tipos: los que actuan a nivel de la membrana celular, en la pared

celular, sobre los ribosomas, y en los &cidos nucleicos (Tabla 2)."”

Los antibidticos que presentan el mecanismo de accion sobre la membrana
celular son capaces de lesionar la integridad de la membrana celular, ya sea directa
o indirectamente, formando canales en las bicapas lipidicas, inhibiendo las sintesis
de uno o varios de los constituyentes de la misma y afectando la permeabilidad

permitiendo el flujo de elementos que son perjudiciales para la bacteria."

Los antibidticos que su mecanismo de accion se efectua sobre la pared celular
van dirigidos a bloquear su sintesis, organizacion o formacion, especificamente
inhibiendo o danando al peptidoglucano. De esta manera se vera alterada la presion

osmética dentro de la bacteria provocando la muerte del microorganismo."
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Los antibidticos que actuan a nivel de ribosomas y de acidos nucleicos su
mecanismo de accion es inhibir la sintesis proteica en un sitio diferente, uno
directamente uniéndose al ribosoma y el otro de manera indirecta bloqueando la
sintesis de los acidos nucleicos que generan proteinas defectuosas provocando la

muerte de la bacteria."

Tabla 2. Clasificacion de los antibidticos con base a su mecanismo de accion.

Mecanimo de accion Antibiético

Inhibidores de la pared celular vancomicina, ristocetina,
bacitracina, penicilinas,

cefalosporinas, cefamicinas

Inhibidores de la membrana celular polimixina B, colistina,
polimixina
Inhibidores de la sintesis proteica cloranfenicol, tetraciclina,

aminoglucodsidos,
eritromicina, oxazolidinonas

Inhibidores de acidos nucleicos rifampicina, acido nalidixico

1.4. Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas son compuestos que contienen un heterociclo de cinco
miembros con nitrégeno, oxigeno y un grupo carbonilo en su estructura. Estos se
sintetizan principalmente mediante la ciclacion quiral de amino alcoholes derivados
de a-aminoacidos enantiopuros, empleados como plantillas de Evans o catalizadores

estereoselectivos en la sintesis asimétrica.’®"3
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Dentro del area biolégica son utilizados como inhibidores de la monoamino
oxidasa (en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas severas), moduladores de
citoquinas, receptores sigma, psicotropicos, agentes antialergénicos, relajantes del

musculo esquelético, anticonvulsivantes, inmunosupresores y antibiéticos.'®"’

Las oxazolidinonas son una clase nueva de antimicrobianos donde linezélida
es el primer antibiético comercial de esta clase sintética nueva que contiene el anillo
1,3-oxazolidin-2-ona. Fue sintetizada en 1990 en los laboratorios Pharmacia-Upjohn
posteriormente llamada Pfizer. La linezdlida es utilizada principalmente contra
bacterias Gram (+) multirresistentes como Staphylococcus aureus meticilina
resistente, Staphylococcus epiderminis penicilina resistente, Spreptococcus
pneumoniae penicilina resistente, Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis
vancomicina resistente, ademas de mostrar actividad buena frente a Mycobacterium
tuberculosis.'® El mecanismo de accion muestra una afinidad alta sobre la subunidad
ribosomal 50S interfiriendo su interaccion con la subunidad 30S, inhibiendo la fase de
iniciacién y traduccion de la sintesis de proteinas (Figura 1). Por medio de modelado
molecular se observo la interaccion de linezdlida entre la union del ARNt y el
ribosoma entre el sitio P y A de la zona ribosomal, el sitio P corresponde a la posicion
donde se inicia la sintesis de proteinas y el sitio A es el encargado de llevar
aminoacido nuevo que se agregara a la cadena peptidica en crecimiento (Figura 2)."°
Se determind la estructura cristalina de linezdlida unida a la subunidad ribosomal 50S
de Haloarcula marismortui (HMA). La estructura revel6 los detalles atdmicos entre el
antibiético en la estructura ribosomal, dicha interaccion se da por la rotacién de la
base C2487 presentando interaccion con el anillo aromatico de linezélida, lo que
permite la rotacion de la base U2539 hacia la 1,3-oxazolidin-2-ona, a su vez se
produce una alteracion en la ubicacion de G2540, formando un enlace de hidrogeno
entre el NH del grupo acetamidometilo y el grupo fosfato. ElI grupo morfolinico no
presenta interaccion en el sitio de accion, solo le confiere propiedades

farmacocinéticas buenas a la molécula (Figura 3).%°
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Este mecanismo lo cataloga dentro de los antibidticos bacteriostaticos, es
decir, no produce la muerte a una bacteria sino que impide su reproduccién; la

bacteria envejece y muere sin dejar descendencia.?’

Subunidad 50S

) . Complejo de iniciacion 70S
Complejo de iniciacion 30S

Figura 1. Interaccién de linezdlida con la subunidad 50S.

Sitio P  SitioA

Figura 2. Modelado molecular de linezdlida en el sitio de accion.
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Figura 3. Interacciones de linezdlida en la subunidad 50S de la cepa Haloarcula

marismortui.

Existen estudios que tratan sobre la resistencia a linezdlida debido
alteraciones de su sitio de union causadas por mutaciones en el dominio V del gen
23S ARNr y en las proteinas ribosomales L3 y L4, comunmente asociado a

infecciones intrahospitalarias involucrando bacterias multirresistentes.?’
1.5. Péptidos

Los péptidos son macromoléculas a base de aminoacidos involucrados en
funciones vitales en todo ser vivo como el reconocimiento celular y la transduccion de
sefales. Ademas son parte de la estructura de la matriz celular, hormonas y
enzimas.

La sintesis de péptidos ha presentado un gran interés debido al gran numero
de modificaciones estructurales que pueden llegar a presentar, al ser parte de
funciones bioldgicas la construccién de moléculas nuevas con actividad biologica

potencial toma mucho interés. Las péptidos son importantes en la determinacién de
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interacciones con sus receptores. Ademas sus interacciones logran una selectividad
y estabilidad metabdlica mayor con sus receptores, la formacion de enlaces de
hidrogenos aumenta su solubilidad y su degradacion, por lo que no se almacenan en
el cuerpo. Antibidticos como vancomicina son glucopéptidos que presentan un
heptapéptido como estructura base. Este antibidtico es el mas utilizado contra
bacterias Gram positivas y su mecanismo de accién es a través de la inhibicion de la
formacion del peptidoglicano presente en la pared bacteriana, uniéndose

especificamente al dipéptido D-Ala-D-Ala mediante enlaces de hidrogeno (Figura 4).
22

NHCOCH;

Figura 4. Interaccion de vancomicina con su receptor N-acil-D-Ala4-D-Ala5 mediante

enlaces de hidrogeno.

Por otra parte, los dipéptidos formados por la union de dos aminoacidos
mediante un enlace peptidico, en comparacién a los de numero mayor de
aminoacidos presentan una estructura de bajo o mediano peso molecular, son
generalmente muy flexibles, lo que permite tener conformaciones diferentes, siendo

esto importante en la busqueda de moléculas con actividad bioldgica.

10
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Existen reportes diversos de dipéptidos con actividad biolégica con efecto
antihipertesivo, antitumoral, neuroprotector, antibacteriano, etc, asi como la
funcionalizacion peptidica de farmacos antibacterianos ha demostrado un efecto

terapeutico mejor.?*%

1.6. Acoplamiento molecular automatizado (docking).

El acoplamiento molecular automatizado (AMA) o docking (anclaje) es un
método computacional para el disefio de farmacos asistido por computadora, que se
emplea para desarrollar modelos de interaccién ligando-proteina. EI AMA es un
método que predice la conformacion preferida de una molécula al estar unida a otra,
con el fin de formar un complejo estable. El conocimiento de la estructura
tridimensional del blanco de accion de linezdlida ha permitido utilizar estos estudios
computacionales para el disefio basado en la estructura del receptor de antibiéticos
nuevos. Compuestos nuevos con actividad potencial contra cepas de importancia
clinica sensibles y multirresistentes se pueden estudiar utilizando esta herramienta,
ademas de determinar el orden de prioridad de los compuestos para sintetizar y

evaluar biolégicamente.?*

1.7. Parasitosis intestinal.

1.7.1. Giardiasis.

La parasitosis intestinal es un problema de salud publica que afecta al 60% de
la poblacién mundial.” La giardiasis ocasionada por Giardia lamblia es una de las
infecciones intestinales causadas por parasitos mas frecuentes. Alrededor de 280
millones de personas en el mundo presentan la enfermedad, si bien esta infeccion no
ocasiona la muerte, se encuentra entre las primeras causas de morbilidad en el
mundo y afecta principalmente a nifios en edad escolar, ancianos y personas

inmunocomprometidas.?® Ademas, se conoce que es una enfermedad que afecta a la

11



1. Introduccion

poblacién de ingresos menores y es favorecida por las condiciones climaticas calidas
o templadas. El éxito de Giardia como patdgeno radica en su ubicuidad y en la
facilidad con que contamina el agua.?’?® En México se han reportado prevalencias de
hasta 50% en nifios menores de un afio de edad.? Esta parasitosis es la mas
importante en el noroeste del pais, sobre todo las comunidades rurales de los
estados de Sinaloa y Sonora registran prevalencias mayores a 31 y 30%,
respectivamente.’**® El gobierno de México por medio del sistema nacional de
vigilancia epidemiolégica hasta la semana 38 presente afio ha reportado 8477 casos
de giardiasis, en Baja california se han registrado un total de 93 casos.®' Estas cifras
pueden no representar a la poblacion total del pais que este infectada con este

parasito debido a negligencia al momento de clasificar la infeccion.

El metronidazol es el medicamento de eleccidén para tratar la giardiasis, sin
embargo, no afecta la viabilidad de los quistes y se han aislado cepas resistentes al
tratamiento. Ademas, existe evidencia de un gran numero de efectos secundarios,

destacando su efecto carcinogénico.*

1.7.2. Hymenolepiasis

Otra parasitosis intestinal de importancia clinica y prevalencia alta es la
hymenolepiasis ocasionada por el céstodo Hymenolepis nana. La hymenolepiasis es
catalogada como una enfermedad desatendida o descuidada, al igual que la
giardiosis, se encuentra entre las primeras causas de morbilidad en el mundo
afectando a 175 millones de personas.*® H. nana es el Unico parasito capaz de
completar su ciclo biolégico en un hospedero sin necesidad de intermediarios, por lo
que su infeccion podria ocasionar epidemias.®® La hymenolepiasis es una
enfermedad cosmopolita, pero la prevalencia mayor se encuentra en paises con
clima templado o tropical. Esta parasitosis afecta principalmente a nifios en edad
escolar, ancianos y personas inmunocomprometidas. Ademas se conoce que afecta

a la poblacion de menores ingresos donde se ve favorecida por los malos habitos de

12
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higiene. Por lo general, esta enfermedad suele ser asintomatica, pero dentro de las
manifestaciones clinicas importantes se encuentra la diarrea, dolor estomacal, dolor
de cabeza, pérdida de peso y mala absorcién.**>® E| sistema nacional de vigilancia
epidemiolégica no contiene una clasificacién particular para esta parasitosis,
incluyendola dentro de la categoria “Otras Helmintiasis” por lo que se dificulta aun
mas el conocimiento de la severidad provocada por este parasito. La semana 38
reportd 1018 casos en México, acumulando 95845 durante el periodo del 2019-2020,

Baja california por su parte registré 4 casos con un acumulado de 588 casos.*'

El medicamento comunmente empleado en el tratamiento de esta patologia es
praziquantel, su mecanismo de accién tiene como objetivo molecular los canales de
iones de calcio (Ca**), mostrando alta afinidad por los receptores de membrana,
afectando la permeabilidad de la membrana celular, promoviendo la rapida absorcion
de Ca®" e induciendo dafios en el tegumento de algunos parasitos.*”*® Sin embargo,
estudios actuales han demostrado la existencia de céstodos resistentes a este
farmaco, ademas se tiene conocimiento de efectos hepatotdxicos, genotdxicos y
cancerigenos.®® Por su parte, en la literatura existen muy pocos estudios sobre la
evaluacion de linezdlida o analogos frente a parasitos mostrando actividad baja o

nula, lo que justifica el uso exclusivo de linezélida como agente antibacteriano.>**°

Actualmente, es necesario desarrollar terapias farmacoldgicas nuevas que
contribuyan a resolver el problema de la resistencia bacteriana y parasitaria hacia
medicamentos de primera linea, asi como el desarrollo de métodos sintéticos para la
obtencion de agentes antimicrobianos. Este trabajo se encuentra en el area de
quimica organica enfocada hacia la quimica farmacéutica o quimica medicinal, y se
propone la sintesis diasteroselectiva de una serie de analogos a linezdlida y
analogos de linezdlida de tipo dipéptido, a partir de la modificacion quimica del o-
aminoacido L-alanina, para evaluar su actividad contra bacterias y parasitos de

importancia clinica (Figura 5).

13
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Figura 5. Estructura general de los analogos a linezélida y analogos de linezdlida de

tipo dipéptido a sintetizar.
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud publica, actualmente
algunas de estas enfermedades presentan resistencia a los antibioticos o
antiparasitarios de primera linea generando un aumento en la tasa de morbilidad y
mortalidad en el mundo. La sobremedicacion y el seguimiento inadecuado al
tratamiento han ayudado al incremento de resistencia resultando enfermedades
prolongadas, y con un riesgo de muerte mayor en paises desarrollados, donde 90%
de las infecciones comprobadas en pacientes hospitalizados son causadas por
bacterias, de las cuales el 70% son resistentes a por lo menos un antibiético
empleado en su tratamiento. Por lo que compuestos nuevos analogos de linezdlida y
analogos de linezdlida tipo dipéptido-oxazolidinona representan una alternativa

terapéutica en el tratamiento de estas infecciones.

2.2 Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es sintetizar y evaluar la actividad
antibacteriana y antiparasitaria de una serie de analogos de linezdlida y analogos de

linezélida de tipo dipéptido modificados.

2.3 Objetivos particulares

1. Sintetizar andlogos de linezdlida con configuracién sin y anti a partir de L-

alanina.

2. Realizar el acoplamiento peptidico con los aminoacidos protegidos: Phe, Tyr,

Leu, Thr, Tpr, His, Sery Cys.

15
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. Obtener compuestos analogos de linezdlida a partir de la reaccion de

acetilacion de 32 y 33.

. Confirmar la estructura molecular de los dipéptidos y los intermedios mediante
técnicas analiticas espectroscépicas (FT-IR y RMN) y espectrométricas (EM-
IE y EM-IES).

. Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los dipéptidos y analogos de
linezolida sintetizados contra cepas de bacterias patdgenas para el humano

mediante la técnica de microdilucién en caldo y Kirby-Bauer.

. Realizar estudio de acoplamiento molecular automatizado (docking) de los

dipéptidos y analogos de linezdlida evaluados empleando el software MOE.

. Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro de los dipéptidos y analogos de
linezélida sintetizados contra el protozoo Giardia lamblia mediante la técnica

de viabilidad celular con el reactivo MTT.
. Evaluar la citotoxicidad in vitro de los dipéptidos y analogos de linezélida
sintetizados activos empleando la linea de epitelio pigmentario de retina

ARPE-19.

. Evaluar la actividad antiparasitaria de los analogos de linezdlida frente al

céstodo Hymenolepis nana.
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lll. ANTECEDENTES

3.1. Naturaleza: la base de la industria farmacéutica

La naturaleza de una u otra forma ha influido en la generacion, disefo y
desarrollo de moléculas biolégicamente activas. Desde tiempos antiguos el humano
ha vivido milenariamente en una dependencia absoluta de sus recursos naturales,
teniendo un conocimiento increiblemente extenso de las propiedades biolégicas que
éstas presentan. En conjunto la quimica de productos naturales y la quimica en
sintesis organica han generado un gran numero de moléculas o farmacos con
actividades bioldgicas diversas. Por ejemplo, el uso de los antibiéticos inicié en 1928,
cuando Alexander Fleming descubrié la penicilina, al observar la inhibicién en el
crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus en la presencia del hongo Penicillium
notatum. La aplicacién posterior de penicilina a la practica médica trajo una revolucion

verdadera en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.®

Newman y Cragg*' realizaron un estudio donde clasifican por origen los
compuestos nuevos aprobados por la FDA desde hace 38 afos hasta la actualidad,
demostrando que el empleo de la sintesis organica juega un papel fundamental en la
obtencién de éstos, debido a que la cantidad mayor de compuestos aprobados es
mediante este método (Figura 6). Los autores dividieron la clasificaciéon en:
macromoléculas biolégicas (péptidos >50 aminoacidos), compuestos naturales
inalterados, compuestos derivados de plantas, vacunas, sintesis quimica,
modificacion quimica de moléculas naturales activas, sintesis de moléculas que
mimeticen alguna funcién bioldgica y sintesis de farmacdéforos. Esta investigacion esta
enfocada en la busqueda de agentes antibacterianos y antiparasitarios analogos de
linezolida antibidtico de origen sintético. Sin embargo, es importante mencionar que
un numero amplio de éstos provienen de la modificacién quimica de alguna sustancia
activa de origen natural como modelo de estudio. Como ejemplo se encuentran las

familias de antibiéticos beta-lactamicos, aminoglucésidos, quinolonas y tetraciclinas.
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Figura 6. A) Medicamentos nuevos aprobados del 01-ene-81 al 30-sep-19 (n = 1881).
B) Antibiéticos aprobados por la FDA por origen (n = 162). C)
Antiparasitarios aprobados por la FDA por origen (n = 20). (B = biolégico, N
= natural inalterado, NB = natural botanico, ND = Derivado natural, S =
Sintetico, S/INM = compuestos que imitan alguna funcién natural, S*=
farmacéforos, V = vacunas).
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3.2. Sintesis y evaluacién de oxazolidinonas

Las oxazolidinonas son sintetizadas convencionalmente por ciclacién de
aminoalcoholes empleando agentes ciclizantes como fosgeno, trifosgeno, carbonato
de metilo, entre otros. Una manera de obtener este precursor facilmente es a partir de
la reduccion de a-aminoacidos.*? Ochoa y colaboradores*® trabajaron con la sintesis
estereoselectiva y enantiopura de oxazolidinonas. Mediante catalisis basada en
acidos de Lewis, especificamente con MgBr, y Znl,, se lleva la adicion
estereoselectiva de cianuro de trimetilsililo a a-dibencilamino aldehidos quirales para
la obtencién de los productos de adicion sin o anti, respectivamente (Esquema 1).
Posteriormente, se obtiene un a-aminoalcohol reduciendo con LiAlH4, y por ultimo,
mediante ciclizacion con trifosgeno se obtiene la 1,3-oxazolidin-2-ona correspondiente

(Esquema 2).

OTMS

MgBI’z R
EEC oN
BN,
(2a—e)
R TLLH TMSCN,
CH,CI
BN, 2-2 OTMS

R

(1a-¢) Zni, \(\CN
S BN,

2h

(3a-e)
aaR=Meb:R=Bnc:R=j-Prd:R=j-Bue: R=s-Bu

Esquema 1. Sintesis estereoselectiva de éteres de sililo 2a-e y 3a-e.
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0
OTMS OH O%
R LiAH, R NH, _ BTC R H
MgBr, CNe— _—
T Nen, Et,0,0°C Bn, CH,Cl, 0°C Bn,
0 TMSCN, _ ) '
R Catalizador (2a-e) (4a-e) (6a-e)
H 0
Bn,  CH:Cl, 0°C oTMs 9’/{'
< N H
(1a-e) R oN _ UAHs NH, R
g. E = ge Znl, Bn, E,0,0°C CH,Cly, 0 Bn,
.R=8Bn
C.R=jPr (3a-e) (5a-e) (7a-e)
d-R=j-Bu
e.R=sBu

Esquema 2. Sintesis de 1,3-oxazolidin-2-onas derivadas de a-dibencilamino ésteres

6a-e y 7a-e.

Las 1,3-oxazolidin-2-onas sintetizadas*® (6a-e y 7a-e) fueron evaluadas in
vitro contra cepas de diferentes Staphylococcus aureus meticilina-resistentes
(SAMR) y comparados con antibioticos diversos disponibles comercialmente
(norfloxacina, imipen, ceftazidima, ceftazidima/acido clavulanico, vancomicina,
linezdlida). El compuesto 7a derivado de L-alanina fue el unico que mostré actividad
frente a las cepas de SAMR, incluso presenté un desempefio mejor comparado con
los otros farmacos empleados. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos
mediante la prueba en sensidisco. Los farmacos fueron evaluados empleando
sensidiscos comerciales con una carga de 10 o 30 ug, y el compuesto 7a fue
evaluado a 6.6, 10 y 20 pg. Todas las cepas fueron sensibles a vancomicina y
linezolida, con los demas farmacos se observd una sensibilidad variable. De las 12
cepas analizadas, 10 presentaron sensibilidad con el compuesto 7a incluso con la

carga mas baja.
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Tabla 3. Actividad inhibitoria de antibiéticos estandar y la oxazolidinona 7a en cepas

de SAMR aisladas de muestras clinicas.

Muestras C N I C/AC \% L 7a 7a 7a
clinicas 10 10 10 30 30 10 20 10 6.6
Mg Mg Mg Mg Mg Mg Mg Mg Mg
SAMR-27 R R S S S S 12.5(x0.09) 8.9(x0.05) 4.5(+0.05)
SAMR-47 S R S R S S 12.6(x0.08) 9.1(x0.05) 4.6(x0.07)
SAMR-48 R R S R S S 12.5(x0.05) 8.8(x0.06) 4.4(x0.05)
SAMR-57 S R S R S S 12.7(x0.05) 9.2(x0.04) 4.8(x0.05)
SAMR-71 S S R S S S 0 0 0
SAMR-79 R S S R S S 0 0 0
SAMR-87 R R S R S S 12.6(x0.05) 8.9(x0.05) 4.4(x0.04)
SAMR-97 R S R R S S 12.9(0.06) 9.3(x0.06) 4.5(+0.05)
SAMR-124 R S S R S S 12.8(x0.06) 9.1(x0.07) 4.6(x0.05)
SAMR-141 R S R R S S 12.9(0.05) 8.9(x0.05) 4.5(+0.05)
SAMR-159 R S S R S S 12.8(¢0.06) 8.8(+0.06) 4.6(x0.04)
SAMR-162 S R S R S S 12.5(x0.07) 9.2(x0.05) 4.5(x0.04)

C = ceftazidima; N = norfloxaxina; | = imipen; C/CA = ceftazidima/acido clavulanico; V =

vancomicina; L = linezdlida. R = resistente, S = sensible

Ademas, el compuesto 7a fue evaluado frente a las cepas SAMR-27 y SAMR-
47 mediante el método de microdilucién en caldo donde se obtuvo una CMI de 12.5

Mg/mL.

Finalmente, el contenido de uno de los pocillos que no presentaron crecimiento
bacteriano fue resembrado en una placa de agar TSA y después de ser incubada por
24 h a 36 °C no se encontréo crecimiento bacteriano, lo que sugiri6 que este

compuesto presenta actividad bactericida.
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3.3. Sintesis de linezédlida

La sintesis de linezélida se lleva a cabo por medio de ocho reacciones,* iniciando
con la reaccion de sustitucion aromatica de la morfolina hacia 3,4-difluoronitrobenceno,
seguido de la reduccion del grupo nitro a la amina, y la obtencion del carbamato
alifatico empleando cloroformiato de bencilo. Posteriormente, se genera el anillo de
oxazolidinona especificamente el enantidmero S (enantidmero activo) utilizando el
compuesto quiral (R)-butirato de glicidilo. El grupo hidroximetilo obtenido de la
ciclacion se hace reaccionar con cloruro de mesilo para luego sustituirlo por una
azida. Por ultimo, la generacion de linezdlida ocurre por la reduccion del grupo azida
al amino y la acetilacién del mismo con anhidrido acético (Esquema 3). Actualmente
el uso de catalizadores metalicos ha tenido un interés importante en la sintesis del
anillo de oxazolidinona, sin embargo, la obtencidén del producto enantioméricamente

puro aun es un problema a resolver.**4®

an a N b 7
O NH + F NO, 0 N+ )No, —> o_N NH,
F
oy O
SN 0o >—O C
0O N N d Y
\/K/OMS 2 o Q <«—— 0 N NH
\)\/OH

lf
O e S e OO
~h 0,
g
Linezélida °
Esquema 3. Ruta de sintesis linezdlida. (a) (i-Pr)2EtN, AcOEt; (b) Hz, 5% Pd/C, THF;
(c) CBZ-CIl, NaHCO3 acetona-H;0; (d) n-BuLi, THF -78 °C, (R)-butirato de
glicidilo; (e) MsCl, EtsN, CH,Cly; (f) NaNs, DMF, 75 °C; (g) 10% Pd/C, Ha,
EtOAc; (h) Ac,0O, piridina.
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3.4. Analogos de linezdlida

Linezdlida presenta una relacion directa de estructura-actividad y toxicidad. En el
anillo A el grupo acetamidometilo ubicado en C-5 de la oxazolidinona con una
configuracion especifica (S) es esencial para generar la actividad. En el anillo B un
atomo de fluor en el grupo N-arilo esta estratégicamente situado para generar
interacciones secundarias que mejoran su actividad biolégica, ademas de disminuir la
toxicidad. En contraste, el anillo C representado por el grupo morfolinico no presenta
interaccion en el sitio de accién pero hace liposoluble a la molécula, lo cual le brinda
biodisponibilidad del 100% (Figura 7).%°

Anillo C Anillo A
nillo
- oM
Grupo morfiolinico___ N 0
brinda farmacocinética \\/ ™ )J\
y solubilidad N Yo

Brazo
NH <«—— C5 acilaminometil

>/—— (esencial)

o

Configuracion
C5(S)

Figura 7. Relacion estructura-actividad de linezdlida.

Actualmente se tiene conocimiento de resistencia a linezélida de cepas de
Staphylococcus y Enterococcus, generado por mutaciones en la fraccion 23S del ARN
ribosomal perteneciente a la subunidad 50S, sustituciones de aminoacidos en las
proteinas L3 y L4 y metilacién del ARNr por la enzima Cfr.*” Ademas, estudios
demuestran que el uso prolongado de linezdlida puede traer consigo efectos
secundarios como diarrea, dolor de cabeza, nauseas hasta enfermedades como
neuropatias y mielosupresion, lo que representa un verdadero reto en la busqueda de
alternativas terapéuticas realizando modificaciones estructurales del antibiotico,
principalmente en la fraccion morfolinica y en el grupo N-arilo conservando la
interaccién producida en el C5.*® Es asi como surgen los andlogos de linezdlida

también llamados oxazolidinonas de segunda generacion.

23



1II. Antecedentes

Los estudios realizados modificando el anillo A demuestran que un cambio en la
estructura de la oxazolidinona disminuye considerablemente su actividad hasta llegar
a eliminar su efecto, demostrando que es necesario un centro sp® directamente
vinculado al Anillo-B, un atomo de oxigeno adecuadamente ubicado y un centro quiral

C5 definido estereoquimicamente llevando el brazo acetamidometilo.

Estos requisitos fueron confirmados por los resultados al comparar la
oxazolidinona con anillos de dihidrofuran-2-ona (a), tetrahidrofuran-2-ona (b),
pirrolidin-2-ona (c), 3-fenilisoxazolina (d), 3-derivados de fenilisoxazolidona (e) y 1,2,4-

oxadiazol (f) (Figura 8).*°

el g g

Oxazolidinona a) c) d) e) f)

Disminucién/pérdida de la actividad antibacteriana

Figura 8. Clasificacién en base a la reduccion de la actividad en el anillo A.

Los pocos ensayos para sustituir el anillo B no dieron mejoras significativas en
términos de actividad, pero en ellas muestran que es necesario la presencia del
atomo de fluor para la actividad, ademas de disminuir su toxicidad (Figura 9).***° La
presencia de mas atomos de fluor puede disminuir la actividad, segun lo reportado por
Barbachyn en el 2005 en el que comparé linezolida (CMlge= 4 pg/mL) frente PF-
00987296 contra una cepa de Sthapylococcus aureus (CMlg= 8 pg/mL) (Figura 10).>’
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F 0 H 0
HO W HO )
AR 0 RN 0
N N})\/ NHAc N N})\/ NHAc
- :

O_\
CMI= 0.57 pg/mL CMI = 2.64 ug/mL
ICgy = > 64 pg/mL ICsp = 26.77 pg/mL

Figura 9. Relacion de la actividad en presencia-ausencia del atomo de fluor.

Linezolida PF-00987296
4 pg/mL 8 yg/mL

Figura 10. Relacién en la actividad por presencia de atomos de fluor en el anillo B.

Dentro de las modificaciones del anillo C suele conservarse el ciclo de seis
miembros. Como en sutezdlida (Figura 11),°2 una molécula en la que se cambié el
anillo de morfolina a tiomorfolina, es decir, el cambio del atomo de oxigeno por azufre.
Esta molécula es utilizada en el tratamiento de bacterias resistentes de
Mycobacterium tuberculosis, frente a linezélida presenta potencia mayor, reduce el
tiempo de tratamiento de seis meses a uno, ademas no presenta efectos adversos por

el uso prolongado.

Sutezélida

Figura 11. Estructura de sutezdlida
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Otros aspectos a considerar en la modificacion de linezdlida es la fusion de los
anillos Ay B, By C, la separacién del anillo B y C por un espaciador y por ultimo un
anillo nuevo (D). Un ejemplo de triciclos fusionados son los compuestos de tipo
benzoxazinil-oxazolidinona, en los cuales Yang y colaboradores® ademas de
incorporar un tercer ciclo modificaron el anillo C con un grupo piridilo sintetizando un
potente agente antibacteriano 9 que en comparacion con linezélida mostré una
eficacia de tres a cuatro veces mayor frente a bacterias Gram positivas y un excelente

perfil farmacocinético (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antibacteriana in vitro de benzoxazinil-oxazolidinonas piridil
sustituidas (CMI = pyg/mL).

0
W
7 N\ 0
9
Compuesto MSSA MRSA MSSE MRSE PRSP E.f
9 0.25-0.5 0.125-25 0.25 0.125-0.25 0.25-0.5 1
LZD 1-2 1-2 1-2 1-2 2 2-4

LZD; linezolida, MSSA; Staphylococcus aureus sensible a meticilina, MRSA; Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, MSSE; Staphylococcus epidermidis sensible a meticilina, MRSE;
Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina, PRSP; Streptococcus pneumonia resistente a
penicilina, E.f.; Enterococcus faecalis.

Tomando en cuenta estas propiedades farmacocinéticas Zhang y Wang>
tomaron como base a las benzoxazinil-oxazolidinonas para sintetizar un agente
potente contra la tuberculosis y sus cepas resistentes a los medicamentos de primera
linea como, isoniazida y rifampicina, de segunda linea como, estreptomicina,
etambutol y levoflaxacina. La molécula analoga 10 fue modificada en el anillo C con
un grupo dihidropiridina que le brinda la caracteristica de ser liposoluble, afiadiendo

una cadena polar corta que disminuyera la planaridad de la molécula y le permitiera
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generar mayor numero de interacciones supramolecular en el sitio de accién de tipo
enlace de hidrégeno. Ademas, de modificar el brazo del grupo acetamidometilo con
diversos grupos carbonilicos, ciclos y heterociclos, asi como evaluar la ausencia del
atomo de fluor donde los resultados se observaba la disminucion de su actividad
(Tabla 5).

Tabla 5. Actividad antituberculosa in vitro de benzoxazinil-oxazolidinonas con
sustituyentes dihidropiridinilo (CMI = pg/mL).

HO \ O
»_N \)\/NHAC

10

Comp CMI (Hs7R\) CMI (16892)° CMI (16802)°
' 10 039 025 050
L 0.34 ND ND
INH 0.03 >40 2.50
RFP 0.05 >40 20.0

°Resistente a isoniazida (INH) y rifampicina (RFP). °Resistente a isoniazida, rifampicina,
estreptomicina, etambutol y levoflaxacina. ND = no determinada

Johnson y colaboradores® sintetizaron radezélida, un analogo de linezdlida,
modificado en el anillo C con una cadena espaciadora y un anillo nuevo a partir de un
grupo arilo unido con aminometiltriazol terminal. Al ser evaluada frente a cepas Gram
positivas y Gram negativas resistentes present6 actividad de hasta 32 veces mayor
que linezdlida (Tabla 6). Una caracteristica interesante es que la afinidad de
radezolida por el sitio de union en el ribosoma es 100 veces mayor a linezdlida
superando asi la mutacion ribosomal mas comun (G2576U) asociada a la resistencia,
esto debido a la presencia de atomos donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno

presentes en la cadena terminal.
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Tabla 6. Actividad antibacteriana in vitro de radezdlida y linezdlida

F

(0]
<O o5
2\/ m N OJ<N N O
NHAc /z;“N e\/ _/
X
H

Radezdlida Linezdlida
Cepa bacteriana (CMI = pg/mL) Radezdlida Linezodlida
E. faecalis ATCC29212-P5 (linezdlida®) 1 32
E. faecalis 1069 vanB 0.25 2
E.faecium A6349 vanA+(linezolida®) 0.5 16
S.aureus 67-0 MRSA 1 2
S. pneumoniae 02J1175 mef (A) 0.25 1
S. pneumoniae 02J1258 erm (B)+ L4 0.25 2
S.pyogenes msr610 erm(B) 0.125 1
H. influenzae RD1 parent 0.5 16
H. influenzae 1100 0.25 16
H. influenzae A1950 1 32

R= resistente

Por otra lado, en una investigaciéon realizada por Shaw y colaboradores® se
evaluo tedizdlida (TR-700) que presenta una modificacion en el brazo del anillo A con
un grupo hidroximetilo y en el anillo C con un grupo piridilo unido a un ciclo de tetrazol.
Estos grupos forman enlaces de hidrégeno facilmente, encontrando que el compuesto
TR-700 exhibié un incremento en la potencia antibacteriana sobre bacterias Gram
positivas y fue mas potente (8-16 veces) en dosis significativamente mas bajas que

linezolida sobre cepas bacterianas resistentes a linezélida (Tabla 7).
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El anédlogo con las caracteristicas mejores fue el fosfato de tedizélida, presenta un
grupo fosfato que al estar en el torrente sanguineo es hidrolizado por las enzimas
fosfatasas para obtener TR-700. Este analogo presentd una solubilidad >50 mg/mL, asi

como una estabilidad quimica excelente al ser evaluado a pH distinto.

Tabla 7. Actividad antibacteriana in vitro de linezélida y del compuesto TR-700.

c& 0
; > N _
. \g/ < N . \/K/OH
Linezolida Tedizélida (TR-700)
Organismo Antibiético Intervalo 50% 90%
(namero cepas) CMI (ug/mL) CMI (ug/mL) CMI (ug/mL)
S. aureus (17) TR-700 0.12-8 0.25 2
LZD 1-64 2 16
S. epidermidis (19) TR-700 2-64 4 8
LZD 16-128 32 128
E. faecalis (16) TR-700 2-4 4 4
LZD 8-32 32 32
E. faecium (36) TR-700 0.5-8 2 4
LZD 4-128 32 64
S. hominis (1) TR-700 2 ND ND
LZD 16
S. sciuri (5) TR-700 2-4 ND ND
LZD 16-32

ND: no determinada
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U2584
A2451

1 A2503

Figura 12. Modelo de interaccion de linezélida (amarillo) y tedizélida (azul).

Mediante el modelado, se analizé la interaccion de tedizdlida en la subunidad
ribosomal de Escherichia coli (Figura 12), se observa claramente que esta molécula
presentd mas sitios de interaccion por formacion de enlaces de hidrogeno en el
ribosoma de la bacteria comparando con linezdlida, que presenta solo una interaccion
de este tipo con el grupo acetoamidometilo y el grupo fosfato de la base de la G2505.
En cambio tedizdlida interacciona con el grupo —OH en dos puntos de contacto del
nucléotido G2505 (grupo fosfato y ribosa), en el grupo aromatico C interacciona el
nitrdgeno como aceptor de hidrogeno con el hidroxilo de la ribosa de la base A2451 y
por ultimo, la interaccion del tetrazol a través de un nitrégeno que funciona como
aceptor de hidrégeno con el hidroxilo de la ribosa unida a la base del U2584. Cabe

mencionar que radezodlida y tedizélida se encuentran en estudio clinico fase Il

En esta tematica sobre la generacion de analogos modificados en el anillo C con
grupos aceptores y donadores de hidrégeno, Deshmukh y Jain® en el 2017 fusionaron
heterociclos en esta posicion, siendo la unién de dos anillos de seis carbonos con los
que se encontraron los resultados mejores (compuestos de tipo benzoxazinona). Asi la
ubicacién de los heteroatomos en la estructura fueron decisivos en su actividad, lo que

habla de la interaccion espacialmente especifica en el sito de accion, de igual manera
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modificaron el brazo unido al anillo A, siendo los grupos acetoamidametilo 11, el hidroxi
metilo 12 y carbamato de metilo 13 los que presentaron la actividad mejor al ser
evaluados frente a bacterias Gram positivas y sorpresivamente frente a Gram negativas
(Tabla 8).

Tabla 8. Actividad antibacteriana in vitro de benzoxazinona analogos a linezdlida
(CMI (ug/mL)).

O o}
NH RX\NH

- F x_&IOH N}/H( o
0

1 ) 12 13

Comp S.a? Sa’ Sa‘ Sa’ Sa® Ef" EfY Sp Sp! Se!/ H.i*

11 0.125 0.5 0.125 0.5 1 0.03 0.03 0.06 0.06 0.06 0.25
12 <0.06 0.5 0.125 0.5 1 <0.06 <0.06 <0.06 <0.06 <0.06 0.5
13 0.06 0.125 0.125 0.06 05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.125
L 1 1 2 1 16 2 2 0.5 05 N.D. 4

aStaphylococcus aureus ATCC 6538P. "Staphylococcus aureus ATCC 33591. cStaphylococcus aureus
ATCC 29213. “MRSA 1201984. ®Staphylococcus aureus (linezdlida-resistente). Enterococcus faecalis
ATCC 29212. °Enterococcus faecium 19434. Streptococcus pneumonlae 55143. 'Streptococcus
pyogenes ATCC 19615. JStaphylococcus epidermidis ATCC 14990. Haemophllus influenzae ATCC
49247. L = linezélida. N.D.= no determinada.

Para entender las interacciones posibles de los compuestos en el sitio de accién,
se llevd a cabo el estudio por modelado molecular en la estructura cristalina de la
unidad ribosémica 50S de Haloarcula marismortui. El biciclo de benzoxazinona genera
dos interacciones adicionales de enlace de hidrogeno con los azucares de los
nucledtidos U2541 y A2486, ademas de la interaccion principal derivada del enlace de
hidrogeno N-H del grupo acetamidometilo con el grupo fosfato del nucledtido G2540
(Figura 13).
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Figura 13. Superposicion en el sitio de accién de los compuestos 11 (azul), 13

(amarillo) y linezdlida.

El grupo de trabajo de Sun y Zhao®® en China, obtuvo el compuesto OB-104,
un derivado de biariloxazolidinona que presenta en su estrucutura un resto hidrazona,
este grupo esta presente en el antibiético rifamicina y es importante para su actividad.
El conjugado hidrazona-analogo biarilo mostré una actividad antibacteriana in vitro
excelente frente a cinco bacterias Gram positivas, que al compararlo con linezdlida es
30 veces mas activo. Sin embargo, el compuesto OB-104 es inestable, citotdxico y
provoca mielosupresion. Esta inestabilidad es generada prinicipalmente por
reacciones sobre la hidrazona, por lo que la incorporaciéon de grupos voluminosos,
introducir atomos donadores y aceptores de enlace hidrégeno en su estructura y en el
anillo D, podrian disminuir o evitar la degradacion de hidrazona, y con ésto, sus
efectos adversos. Los resultados mejores se encontraron con OB-104-14a7 al
modificar el anillo D con piridina, y el anillo de piperazina terminal con un sutituyente
SO,. La presencia de grupos voluminosos generd la disminucion de la actividad y
estabilidad de los analégos. Desafortunamente no se logré igualar la actividad
encontrada con OB-104, sin embargo, se mejoré considerablemente la actividad
comparada contra linezélida y radezdlida, ademas de mejorar la estabilidad

metabdlica, la solubilidad en agua y el perfil de seguridad comparado a linezélida y
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OB-104. En el modelado molecular la estructura de OB-104-14a7 se superpone a
linezolida, lo que predice un mecanismo de accidén similar inhibiendo la sintesis de
proteinas, indicando que los fragmentos modificados mejoran su interaccion en el sitio
de accion (Tabla 9). De esta manera se optimizaron estructuralmente este tipo de

analdgos de linezdlida y se esperan resultados prometedores en un futuro.

Tabla 9. Analogos de tipo biariloxazolidinona conjugados con hidrazona.

J<o . o) .
H (@] _ /T\ (e} — 7\ _
A OO OO
o) o)
OB-104 0OB-104-14a-7
Compuesto S, qureus® MRSA® MSSAC LREF¢ VRE® AGH % E'"  HepG2
(CMI=pg/mL)  (CMI=pg/mL)  (CMi=pg/mL)  (CMI=pg/mL)  (CMiI= pg/mL) (hg/mL) (1Cso=uM)

0B-104 0.0675 0.0675 0.0675 0.0675 0.0675 alta 119 m 0.82
0B-104-14a-7 0.125 0.125 0.125 0.25 0.125 alta 68 e >25
Linezélida 1 1 1 >16 2 alta - e >25
Radezélida 05 0.5 05 0.5 0.5 alta - e >25

aStaphylococcus aureus ATCC 29213, "Staphylococcus aureus resistente a meticilina, *Staphylococcus aureus
sensible a meticilina,’Enterococcus faecalis resistente a linezdlida,’Enterococcus faecium resistente a
vancomicina, "Absorcion gastrica, °Solubilidad, "Estabilidad (m = media, e = estable), 'citocompatibilidad.

Existen estudios escasos de analdégos de linezdlida modificados en el brazo
(grupo acetoamidometilo), debido a que esta porcion de la molécula es fundamental
para el anclaje en el sitio de accion. Dentro de estos estudios se tiene el reportado por
Lupton y Lithgow®® donde emplean la técnica de microscopia del Cryo-electrén (Cryo-
ME), como una herramienta novedosa para determinar informacion estructural de

biomoléculas sin necesidad de estructuras de rayos X, y asi ayudar en el disefio de

farmacos basados en dichas estructuras. Mediante esta técnica se logro identificar la
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resistencia a linezélida en una cepa MRSA por la mutacion en los nucledtido U2506 y
G2505, que estructuralmente genera una cavidad donde linezdlida se introduce y la
interaccion con los nucledtidos donde lleva su anclaje se ve afectado. Por lo que
disefiaron la modificacion del grupo carbonilo terminal con grupos o atomos
voluminosos que ocuparan dicha cavidad redirigiendo la estructura del analogo para
generar la interaccion tipica de enlace de hidrogeno y asi su actividad. Del disefio de
sintesis de analogos el compuesto LZD-6 con un atomo de cloro en el grupo
acetoamidometilo presentd los resultados mejores logrando redirigir la estructura a
ocupar la misma pose que linezolida para generar su interaccion tipica y la actividad
del mismo (Tabla 10). El empleo de esta técnica es util en el disefo de farmacos

nuevos para el tratamiento de enfermedades clinicamente importantes.

Tabla 10. Comparacion de linezélida frente al analogo LZD-6

1083 L,
\‘Q—NH \——&—NH
%—\

0 0 Cl
LZD LZD-6

Compuesto  S. aureus MRSA (LinR)  S. capitis S. epidermidis VRE

LZD-6 0.25 1 0.25 0.13 0.25

LZD 0.5 2 0.5 0.25 1

VRE =Enterococcus vancomicina resistente ( ATCC700221)

La busqueda de compuestos activos de espectro amplio es una idealidad en la
comunidad cientifica. Es decir, un antibidtico que sea activo frente a bacterias Gram
negativas y positivas. Estructuralmente, la diferencia entre bacterias Gram negativas y
positivas es la membrana externa conformada por peptidoglicano, lipopolisacaridos,
fosfolipidos, porinas y proteinas transmembranales, ademas del espacio

periplasmatico. Dichos componentes estructurales se vuelven una barrera importante
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en la actividad de los antibiéticos empleados frente a Gram positivas llegando a
disminuir su actividad hasta 256 veces. Existen tres mecanimos importantes de
defensa en las bacterias Gram negativas: la inhibicién del transporte pasivo, las
proteinas transmembranales limitan al flujo de antibiéticos de peso molecular alto, las
bombas de eflujo mediante transporte activo expulsan aquellas moléculas que logran

internarse en el periplasma (Figura 14).

Medio
M ° o o= Farmaco
Difusion . Bombas hidrofébico
pasiva Porinas o 4 eflujo

l

131!

-

T

‘i

i
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® .\_/
Matsnanannaiaial (oA
L L

Citoplasma e._+«

Figura 14. Barreras de internalizacion del antibiético en bacterias Gram negativas.

La estrategia para minimizar estas barreras ha llevado a la comunidad cientifica
a establecer algunos parametros importantes en la formulacién de antibiéticos nuevos.
Ademas de presentar actividad alta deben presentar algunas propiedades
fisicoquimicas como peso molecular bajo (preferible <400), polaridad relativamente alta
y presentar un caracter zwitteriénico en pH fisioldgico. Aggen y colaboradores®
sintetizaron una biblioteca amplia de analogos de linezélida teniendo en cuenta las
propiedades mencionandas. El compuesto DP-326 presenta a diferencia de linezélida
una modificacion en el brazo con el grupo hidroximetilo y en el anillo C con piperidina
sustituida con un grupo hidroxilo y metilamina. Estas modificaciones le brindan un buen

parametro fisicoquimico, que se ve reflejado en la actividad. Si bien, no presenté la
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misma actividad al ser evaluada frente Staphylococcus aureus (CMI = 20 ug/mL), frente

a Escherichia coli presenté una CMI mejor comparada con linezdlida (Tabla 11).

Tabla 11. Actividad antibacteriana y propiedades fisicoquimicas de DP-326.

o)
/~\ >Lo HO Q
0 N N H - >\o
N Q N
E \)\/ N \n/ H,N N—7 \)\/OH
o] F

LZD DP-326

Compuesto E.coli S.aureus PM Radiode Radiode clogD Z%

(CMI) (CMI) (g/mol) eflujo permeabilidad
Linezolida 130 pg/mL 3.1 yg/mL 337.3 12 3.6 0.64 0
DP-326 51 pyg/mL 20 pg/mL  333.3 1.6 1.6 -0.30 56.6

PM = peso molecular, clogD = coeficiente de distribucion, Z% = caracter

zwitteridnico en porcentaje a pH=7.4.

Inspirados en las propiedades de los antimicrobianos peptidicos (AMP’s),
compuestos de amplio espectro empleandos en el tratamiento de bacterias farmaco
resistentes que actuan a nivel de la membrana bacteriana y las propiedades de
linezélida ampliamente mencionadas con anterioridad, Zhang y colaboradores®’
sintetizaron compuestos anfifilos catidnicos analogos de linezélida diacetilo por dos
rutas sintéticas diferentes, a partir de linézolida desacetilada (DL), es decir, con el
grupo amino libre. Las rutas consistieron en obtener compuestos que generaran
cationes (cargas postivas), iniciando con la obtencién de un enlace amida de tipo no
dipéptido, la sustitucidn con una cadena N-alquilica trisustituida para la formacién de
compuestos amino cuaternario, variando la longitud de la cadena con el fin de
determinar el caracter lipofilico de los mismos. Asi, como la adicion a DL de N-alquilos
y aminoacidos con grupos amino en su estructura como lisina y argina que tienen la
capacidad de obtenerse en su forma de clorohidrato, generando de esta manera las

cargas positivas. Como resultado se obtuvo que la longitud de la cadena alquilica juega
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un papel muy importante en el caracter lipofilico de los compuestos al momento de ser
evaluados, encontrandose que la cadena de 11 carbonos confiere actividad mayor. El
estudio con bacterias Gram positivas y negativas resalté al derivado de lisina (DL-6e)
como el compuesto activo mas prometedor, al encontrarse que tiene una CMI muy
similar a la de los antibiéticos empleados frente bacterias sensibles, presenta actividad
contra bacterias farmaco resistente inclusive mayor a la de los antibiéticos utilizados, es
bactericida, presenta disponibilidad alta y no es citotoxico (Tabla 12). De tal manera
que fusionar las propiedades de dos clases de antibiéticos ha generado una via alterna

en la busqueda de compuestos activos nuevos.

Tabla 12. Actividad antibacteriana de compuestos catidnicos derivados de linezdlida
(CMI = pg/mL).

(0] o
>0 o
H
O/’\;\/N/Q/N\)\/NT}/ O\/:\/N/Q/N\)\/NHQ
F o F
LZD DL

10
(o]
DL-6e

— N>\\o ), NHsCl o ©
O\/JN/Q/ \)\/N\[H\/\/\NH3C|
F

Compuesto S. aureus E. faecalis E.coli S. enterica MRSA-3 KPC-1 NDM-5

DL-6e 2 4 8 16 2 16 8
LZD 2 2 >64 >64 4 >64 >64
DL >128 >128 >128 >128 >128 >64 >64
\'} 2 2 64 32 1 >64 >64
MEM 0.125 4 <0.125 0.125 32 >64 64
LZD = linezdlida, DL = linezdlida desacetilada. V = vancomicina, MEM = meropenem, MRSA

Sthapylococcus aureus meticilino resistente, NDM = Metalo beta-lactamasa Nueva Delhi, KPC
Klebsiella pneumoniae carbapenemasa.

37



1II. Antecedentes

3.5. Dipéptidos

La funcionalizacion de moléculas biolégicamente activas con aminoacidos
diversos para generar derivados genera la posibilidad de una interaccion mayor en el
sitio de accion, potencializando su efecto con propiedades metabdlicas mejores y

toxicidad baja.

Kline vy colaboradores®  sintetizaron compuestos  tipo  2-imino-5-
arilidenotiazolidin-4-ona tris arilo sustituidos, activos en la inhibicién del sistema de
secrecion de tipo Il en las bacterias Gram negativas, cuya funcion es la de secretar
proteinas al medio extracelular entre las que se incluyen toxinas, adhesinas y enzimas
hidroliticas diversas que se requieren en aspectos diferentes del ciclo de vida
bacteriano. Por ejemplo, en la biogénesis de organelos, la adquisicién de nutrientes y
la expresién de factores de virulencia. Salmonella typhimurium expresa mediante el
sistema de secrecion tipo |l una proteina de unién a actina llamada SipA, que inhibe
la depolimerizacién de F-actina y activa T-plasmina para su adhesién a células
eucariotas. ElI compuesto (2Z,52)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxybencilideno)-3-fenil-2-
(fenilimino)tiazolidin-4-ona (14) fue evaluado mediante Western blot frente a esta
proteina y presentd un ICsp de 83 uM. Posteriormente, llevaron a cabo la
derivatizacion de nucleo tiazolidinona con dipéptidos diferentes unidos al nitrégeno del
anillo obteniendo como resultado una mejoria en la actividad desde seis hasta 27
veces en los compuestos funcionalizados con el dipéptido bifenilalanina-ornitina 15 y
bifenilalanina-arginina 16. Los valores de ICso fueron 13 y 3 uM, respectivamente,
mostrando afinidad mayor al receptor causado por interaccién mayor al sitio de accién

que los autores llaman interaccién proteina-proteina (Figura 15).%%

Por otro lado, salutaxel es un profarmaco de doble funcién conjugado del
farmaco docetaxel y un analogo del muramil dipéptido (MDP). Docetaxel es
reconocido como un agente quimioterapéutico altamente activo contra varios tipos de

cancer. Por su parte, MDP y sus analogos son potenciadores de las acciones
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antitumorales de agentes diversos de necrosis tumoral. La asociacion de docetaxel y
el MDP logré un sinergismo al superar a docetaxel en su capacidad para prevenir el
crecimiento tumoral y la metastasis, inhibiendo a los receptores NOD1 encargados de
la transcripcion del ADN que a su vez estimulan la proliferacion celular, ademas de
disminuir los niveles inflamatorios séricos de citocinas en el tejido tumoral. Salutaxel
es metabolizado para ejercer su accion por el sistema citocromo P450 en sus dos

precursores docetaxel y MDP (Figura 16).%

OCH3
HO %
HaCO
HNYNHZ
NH
OCHS NH; OCH3 4
/< H o H\/[?
0 I T &

Q2
O . O

15
Figura 15. Compuestos antibacterianos con inhibiciéon de la proteina SipA: estructura

base de tiazolidinona (14), tiazolidinona modificada con el dipéptido

bifenilalanina-ornitina (15) y modificada con bifenilalanina-arginina (16).
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Figura 16. Salutaxel es metabolizado docetaxel y el dipéptido (MDP).

El cloranfenicol (CL) es un antibidtico bacteriostatico de amplio espectro que
inhibe la sintesis de proteinas, efectivo contra la mayoria de bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Posee un sabor amargo intenso y es muy inestable en suspension
acuosa. Este problema se ha solucionado al formular un profarmaco como éster
palmitico o succionato de cloranfenicol. El farmaco es hidrolizado y liberado en su
forma activa por las enzimas presentes en el intestino delgado en el primer caso y por
enzimas presentes en el interior de la bacteria en el segundo. En busqueda de
mejorar el profarmaco y tomando en cuenta estudios previos donde se mejora la
actividad conjugando el cloranfenicol con aminoéacidos, Xu y colaboradores® llevaron
a cabo la sintesis de 34 analogos conjugando el profarmaco succionato de
cloranfenicol (CLsu) con L y D-aminoacidos diversos variando el numero de
aminoacidos unidos desde uno hasta la incorporacion de tetrapéptidos que
modificarian las propiedades estéricas, espaciales, de carga superficial (positiva,

negativa o neutra), liposolubilidad y degracién (Esquema 4).
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X = péptido

Eficacia
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Tri, tetrapéptido

Cargas positivas, D- y L-péptidos

Cargas negativas, efectos estéricos

Un aminoacido

baja Baja solubilidad en agua

Citosol

© Antibiético © Péptido o Antibidtico conjugado al péptido ¢) Estereasaintrabacterial

Esquema 4. llustracién de antibidticos conjugados con péptidos en su activacion
intrabacteriana y las tendencias estructurales de los conjudados con su
eficiencia (LPS: lipopolisacarido; MO: membrana externa; Ml: membrana
interna).

En la sintesis de los analogos se empled el método de fase sélida con la
metodologia tradicional de péptidos. La actividad antibacteriana se evalué frente a E.
coli (K-12) determinando la CMI (uM). Los resultados mejores se encontraron con los
analogos conjugados con dipéptidos en su estructura directamente unido con L-
glicina, el cambio de aminoacido disminuye la actividad. Ademas, el segundo
aminoacido no debe generar carga superficial (ejemplo: glicina, alanina, leucina,
fenilalanina), esto favorecié la hidrdlisis producida por las estereasas dentro de la
forma activa reduciendo el

bacteria generando Ia tiempo de hidrélisis

considerablemente al compararlo frente al profarmaco (Tabla 13). El cambio de
aminoacido por aquéllos con carga superficial o muy hidrofébicos disminuye

hidrdlisis y por lo tanto, su actividad es baja, posiblemente por interacciones en la
membrana y que no le permiten llegar al citosol donde se encuentran las estereasas.
Los ensayos de citotoxicidad, destacan su uso posible en terapia al no ser citotdxicos,
generando una estrategia para el diseno de compuestos activos a través de la

conjugacion péptidos.
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Tabla 13. Concentracién minima inhibitoria (CMI) del conjugado CLsu con péptidos
diversos frente E. coli (K-12).

# Compuesto CMI ( pM) # Compuesto CMI ( pM)
CL 20 1q Clsu-GGGGG 40
CLsu >200 2a Clsu-rr 200

1a Clsu-Gl 20 2b Clsu-kk 200

1b Clsu-Ga 20 2c Clsu-KK 200

1c Clsu-Gs 20 2d Clsu-ffrr 200

id Clsu-sG 40 2e Clsu-ffkk 200

le Clsu-GGNHMe 20 2f Clsu-GK 20

1f Clsu-GGGG 20 2g Clsu-ee >200

1g Clsu-aa 80 2h Clsu-dd >200

1h Clsu-AA 100 2i Clsu-DD 200

1i Clsu-aaa 80 2j Clsu-GD 20

1j Clsu-AAA 100 3a Clsu-ff 100

1k Clsu-GGf 20 3b Clsu-ff(2-Nal) >200

1l Clsu-GGF 20 3c Clsu-ff(2-Nal)GG >200

Im Clsu-GFG 20 4a Clsu-a >200

1n Clsu-FGG 80 4b Clsu-OMe >200

1o Clsu-GGff 20 4c Clsu-Tau 40

1p Clsu-GGFF 20 4d Clsu-ep 100

G = glicina, | = isoleucina, S = serina, A = alanina, F = fenilalanina, R = arginina, K = lisina, E

= acido glutamico, D = aspartato, Tau
mayusculas y minusculas de

correspondientemente.

3.6. Hipodtesis

taurina, ep = fosforiletanolamina. Las letras
los aminoacidos corresponden a L y D-aminoacidos

Los compuestos analogos a linezdélida presentaran actividad antibacteriana y/o

antiparasitaria debido a la presencia de un numero mayor de grupos funcionales

capaces de establecer un numero mayor de interacciones supramoleculares en el sitio

de accién.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de este trabajo esta dirigido en su primera etapa a la sintesis de

compuestos con una estructura base de oxazolidinona con dos centros

estereogénicos presentando una estereoquimica anti (R,S) y una sin (S,S) a

partir del a-aminoacido enantiopuro derivado de L-alanina. A continuacién se

enlistan las etapas de reaccion realizadas (Esquema 5).

o & 0 bh -

Esterificacién de a-alanina con TMSCI.

Proteccion del grupo amino mediante una dibencilacién con BnBr.
Obtencidn del B-aminoalcohol mediante reduccion con LiAlH4.

Oxidacion del B-aminoalcohol empleando el método de Swern.

Obtencion de trimetilsililoxicianhidrina con estereoquimica anti (R,S) y sin
(S,S) empleando yoduro de =zinc y bromuro de magnesio,

respectivamente.

6. Obtencion del a-aminoalcohol mediante reducciéon con LiAlIH,.

7. Ciclacién con trifosgeno para la obtencion de la 1,3-oxazolidin-2-ona.
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4.1. Sintesis de a-aminoéster de alanina, 18.

La primera etapa de sintesis inicid con la esterificacién del aminoacido
alanina 17 empleando al cloruro de trimetilsilano (TMSCI). Este es un metddo
conveniente para la esterificacion de acidos carboxilicos y debido a que esta
reaccion se maneja bajo condiciones suaves, es de preparacién sencilla y
porcentajes de rendimiento de moderado a alto (76-98%). En este trabajo el

producto se obtuvo con un rendimiento del 95%.

o 0
| MeOH
+  —Si-Cl ———> (1)
HoN OH | reflujo CIH3N oO—
- T+
17 21 18

El espectro de IR del compuesto 18 mostrd las bandas caracteristicas a
2955 y 2920 cm™' correspondientes al estiramiento de C-H alifaticos, a 1737
cm™ " la vibracién del estiramiento del carbonilo C=0 del éster, a 1456 cm™’ las
vibraciones ocasionadas por los hidrégenos alifaticos C-H y por ultimo, el
estiramiento C-O a 885 cm™". En el espectro de RMN 'H se observé un singulete
ancho a 8.68 ppm asignado a los dos hidrégenos del grupo amino, en 4.08 ppm
se encuentra un multiplete que corresponde al hidrégeno del metino, en 3.78
ppm se encuentra un singulete que integra para los tres hidrégenos del grupo
metoxilo, y por dultimo, un doblete a 142 ppm con una J = 7.2 Hz
correspondiente al metilo. El espectro de RMN ">C mostré en 170.8 ppm la sefial
del carbonilo, en 53.2 ppm la del metoxilo, en 48.2 ppm la sefnal del metino y por

ultimo, la senal del metilo en 16.1 ppm.
4.2. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)propionoato de metilo (19).
En la segunda reaccién se realizé la proteccion del grupo amino con

bromuro de bencilo empleando diisopropiletiiamina (DIPEA) como base en

cloroformo.
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Esta es una reaccién SN tipica, este grupo protector voluminoso es el
responsable del control en |la estereoselectividad en las etapas posteriores de la
sintesis e inhibe la racemizacién, ademas tiene la ventaja de requerir de un
método de desproteccion relativamente sencillo. El producto crudo se purificd en
columna empacada con gel de silice empleando una fase movil éter de petroleo-

acetato de etilo (9:1) y se obtuvo con rendimiento del 85%.
O
>_/< Br DIPEA N: to—
CHN Oo— reflujo, CHCI ©/ (2)
~IsiY JO, 3

18 22 19

El espectro de FT-IR del compuesto 12 presenta una vibracién en 3273
cm™' que corresponde al estiramiento C-H aromatico, en 2921 cm™ las
vibraciones de estiramiento de C-H alifatico, en 1741 cm™ el estiramiento
correspondiente al carbonilo de éster, a 1627 cm™" las vibraciones C=C y 1115
cm™" el estiramiento del enlce C-O. El espectro de RMN 'H presenta el sistema
aromatico A;B,C (observado como un doblete, un triplete y un triplete a 7.37,
7.29 y 7.21 ppm con J = 7.2 Hz y una integraciéon de cuatro, cuatro y dos
hidrogenos, respectivamente. En 3.83 y 3.62 ppm se encuentran dos sistemas
AB alifaticos visto como dos dobletes con J = 14.0 Hz, que se asignan a los
metilenos bencilicos. En 3.73 ppm se encuentra un singulete que integra para
los tres hidrogenos del metoxilo, en 3.51 ppm un cuarteto con una J = 7.2 Hz
que corresponde al metino y por ultimo, en 1.32 ppm un doblete con una J = 7.2
Hz que integra para el metilo. En el espectro de RMN 'C se observan las
siguientes sefiales: en 174.2 ppm el carbonilo de éster, en la region aromatica a
139.9 ppm se encuentran los carbonos cuaternarios, en 128.7, 128.2 y 126.9
ppm los carbonos del sistema A;B,C. En 56.2 ppm se encuentra la sefal del
metino, en 54.2 ppm la sefal de los metilenos bencilicos, en 51.2 ppm la sefal

del metoxilo y en 15.0 ppm la del carbono del metilo.
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El espectro de EMIE muestra el M* de 283 uma con dos fragmentos
abundantes correspondientes a la ruptura beta originada a partir del nitrégeno

perdiendo el grupo éster a 224 uma y la formacién del ién tropilio a 91 uma.
4.3. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanol (20).

En la tercera reaccidon de sintesis se llevo a cabo la reduccién del grupo
éster 19 al alcohol correspondiente empleando hidruro de litio y alumino (LiAIH4)
como agente reductor. Esta reaccién es de manipulaciéon sencilla, el producto se

obtuvo con un rendimiento del 95%, similar al reportado en la literatura.
0 \ OH
N O— N
d . LiAH, - 'HFseco _ ©ﬁ (3)

19 23 20

En el espectro de FT-IR del compuesto 20 no se encuentra la banda
correspondiente a carbonilo de éster en 1741 cm™, lo que indica claramente la
reduccion de este grupo. En el espectro se observan la vibracion del
estiramiento O-H a 3429 cm™, en 3062 cm™ la del estiramiento C-H aromatico,
en 2985 cm™' la del estiramiento C-H alifatico, en 1602 cm™ la del estiramiento
C=C, en 1364 cm™' la del estiramiento C-N. El espectro de RMN "H presenta en
7.30 ppm un multiplete que integra para los 10 hidrégenos aromaticos, en 3.81 y
3.36 ppm dos sistemas AB alifaticos vistos como dos dobletes con J = 14.0 Hz
que integran para los cuatro hidrégenos de los metilenos bencilicos, a 3.45 y
3.33 ppm en un ambiente diasterotdpico se observan dos sefiales, la primera es
un triplete con una J = 10.8 Hz y el segundo es un doble de dobles con J=6.8y
7.2 Hz, ambas se asignaron a los hidrogenos del metileno unido a oxigeno, en
2.98 ppm se encuentra un multiplete que integra para el metino y a 0.98 ppm un
doblete con una J = 6.8 Hz que integra para tres hidrogenos del metilo. El

espectro de RMN '®C muestra en 139.3 ppm la sefal de los carbonos
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cuaternarios, en 129.0, 128.5 y 127.2 ppm los carbonos de los dos sistemas
A2B2C, en 54.3 ppm el metino del centro asimétrico, en 53.0 ppm la sefal
correspondiente a los metilenos bencilicos y en 8.7 ppm la del metilo.

De igual manera el espectro de EMIE muestra el M a 255 uma y las dos

fragmentos mas abundantes de 224 (100) y 91(90) uma.
4.4. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanal (1).

En la cuarta reaccion de sintesis se empleé la oxidacién de Swern, la cual
es utilizada ampliamente en la obtencidn de aldehidos a partir de alcoholes
primarios. Esta oxidacion selectiva es efectuada por la sal de Swern, cuyo
tiempo de vida media es muy corto y las condiciones de reaccién deben ser
controladas. El producto de esta reaccion se obtuvo con un rendimiento del 95%.

>—_/OH HO

N . (cocy, PMSO.TEA N H @
DCM seco -78° C d

20 24 1

El espectro de FT-IR del compuesto 1 presentan las vibraciones en 3023 cm”
del estiramiento C-H aromatico, en 2977 cm™" la del estiramiento C-H alifatico, en
1726 cm™" la del estiramiento C=0 de aldehido y en 1377 cm™" la vibracién del
estiramiento C-N. El espectro de RMN 'H presenta un singulete en 9.72 ppm
correspondiente al hidrégeno del aldehido, en la region aromatica los dos
sistemas A;B,C se ven a 7.40 ppm un doblete con una J =7.2 Hz, en 7.31 ppm
un triplete con una J =7.2 Hz 'y en 7.24 ppm un triplete con una J = 7.2 Hz que
integran para los 10 hidrégenos aromaticos. En 3.73 y 3.57 ppm se encuentra
dos sistemas AB alifaticos como dos dobletes correspondientes a los hidrogenos
de los metilenos bencilicos con una J = 13.6 Hz, en 3.23 ppm se observa un
cuarteto con una J = 6.8 Hz que integra para el hidrégeno del metino y por
ultimo, a 1.17 ppm se encuentra un doblete con una J = 6.8 Hz que integra para

los tres hidrégenos del metilo. El espectro de RMN *C muestra a 204.4 ppm la
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sefal tipica del carbonilo de aldehido, en 139.1 ppm los dos carbonos
aromaticos cuaternarios, en 128.8, 128.4 y 127.4 ppm las senales de los dos
sistemas A;B,C para 10 carbonos, respectivamente. En 63.0 ppm se encuentra
la sefal del metino, en 55.0 ppm se observa la sefal de los metilenos bencilicos
y en 6.9 ppm la sefal correspondiente al metilo. De igual manera el espectro de
EM (IE) muestra el M* a 253 uma y las dos fragmentos mas abundantes de 224
(70) y 91 (100) uma.

4.5. Sintesis de a-(N,N-dibencilamino)trimetilsililoxicianhidrinas, 2 y 3.

La quinta etapa de sintesis permite la generacién de un centro asimétrico
nuevo de manera esteroselectiva empleando como catalizador el acido de Lewis
yoduro de zinc (Znly) para obtener la configuracién anti (S,S). Se encuentran
reportes que establecen que la actividad biolégica se favorece con esta
configuracion, la forma mas notable de observar la formacién de producto es la
ausencia de la sefal del carbonilo de aldehido del sustrato mediante espectro de
infrarrojo y la sefial en 119 ppm en RMN '3C caracteristica del grupo ciano (CN).
Se obtuvo un rendimiento del 90%.

OTMS

TMSCN MgBr, N CN
DCM0°C @ ;
N H )
1 TMSCN Znl, N CN
DCM0°C d 2

Esquema 6. Sintesis estereoselectiva de éteres de sililo a partir de (S)-2-(N,N-

dibencilamino)-1-propanal.
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El espectro de FT-IR del compuesto 3 presenta las vibraciones siguientes:
en 3025 cm™" el estiramiento C-H aromatico, en 2959 cm™ el estiramiento C-H
alifatico, a 1615 cm™ el estiramiento C=C, en 1263 cm™ la vibracién del C-O y a
843 cm™ el estiramiento del enlace O-Si. El analisis por RMN 'H se observé un
multiplete a 7.30 ppm que integran para los 10 hidrogenos aromaticos, en 4.18
ppm un doblete con una J = 8.4 Hz que integra para el metino del centro
asimétrico nuevo generado en la adicién, en 3.75 y 3.54 ppm se encuentran dos
sistemas AB alifaticos como dos dobletes con J = 14.0 Hz que integran para
cuatro hidroégenos de los metilenos, en 3.12 ppm se encuentra un multiplete que
integra para el hidrégeno del metino unido al nitrégeno, a 1.13 ppm se encuentra
un doblete con una J = 6.8 Hz que integra para tres hidrogenos del metilo y en
0.10 ppm se encuentra un singulete que integra para los nueve hidrégenos del
grupo trimetilsilano. El analisis de RMN ">C presentd las sefiales siguientes: se
observaron cuatro sefales para los dos anillos aromaticos en 139.1, 128.7,
128.4 y 127.2 ppm, la primera corresponde a los carbonos cuaternarios, las
siguientes a los dos sistemas A;B,C, en 119.9 ppm se encuentra la sefal
caracteristica del grupo ciano, en 65.0 ppm la del metino unido a oxigeno, en
57.5 ppm la del metino unido a nitrégeno, en 55.4 ppm la sefial para los
metilenos bencilicos, a 9.3 ppm la del metilo y a 0.4 ppm los carbonos unidos a
Si del trimetilsilano. El espectro de EMIE no se observo el ibn molecular pero si
los dos fragmentos mayoritarios con 224 (90) y 91 (100) umas. Por otra parte, el
compuesto 2, no se logré obtener en su forma pura por lo que a partir del crudo
de reaccidn se llevaron a cabo las siguientes reacciones hasta la obtencion de la

oxazolidinona, donde pudo ser purificado.
4.6. Sintesis de a-(N,N-dibencilamino)aminoalcoholes, 4 y 5.
La sexta etapa de sintesis consistio en la obtencion del producto a-

aminoalcohol por reducciéon de la trimetilcianhidrina utilizando LiAIHs como

reductor, se obtuvo un rendimiento global del 95%.
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Cabe mencionar que al producto de esta reaccion no se realizé analisis
de RMN 'H y RMN "®C debido a que no se obtiene puro y se utiliza en crudo

para la obtencion de la oxazolidinona.

. OTMS OH
THF seco ﬁNH

©/'N o, LiAH, —— 0 580 o ,/_ 2 (6)

\ OTMS OH
g‘ +  LiAIH, THF seco d

3 23 5

Los espectro de FT-IR para los compuesto 4 y 5 presentaron una
vibracion a 3367 cm™' correspondiente el estiramiento O-H, a 3027 cm™ la del
estiramiento C-H aromatico, en 2925 cm™ la del estiramiento C-H alifatico, en
1600 cm™" la del estiramiento C-C, a 1027 cm™" el estiramiento C-O. El analisis
del espectro de EMIE se observd el idn molecular a 284 uma, presentando los
dos fragmentos mayoritarios de 224 y 91 uma debido a la fragmentacion beta del
nitrégeno y la fomacion del ion tropilio. En la Figura 17 se muestra el espectro

del compuesto 4 y 5 con su patron de fragmentacion.
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4.7. Sintesis de oxazolidinonas, 6y 7.

H.
N NH
M -193 C
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Figura 17. Espectro de EMIE del compuesto 4 y 5.

254 uma
2542
2841
W .
260 260

La séptima reaccion consistio en la obtencién las 1,3-oxazolidin-2-onas (6,

7), mediante la reaccion de ciclacion empleando trifosgeno. El producto de

reaccion fue purificado por columna en una fase 7:3 éter de petroleo-acetato de

etilo y se obtuvo un rendimiento del 40% y 85% para los compuestos 6 y 7,

respectivamente.
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H\f"‘ (8)

2 BTC, NaHCO,
DCM.0°C,8h ©ﬁ

2 BTC, NaHCOjq N NH 9)
d DCM,0°C,8h @;

Los espectro de FTIR de los compuestos 6 y 7 presenta las vibraciones
siguientes: en 3254 cm™" se observa la del estiramiento N-H, en 3024 cm™ la del
estiramiento C-H aromatico, en 2826 cm™ la del estiramiento C-H, en 1748 cm™
la del estiramiento de carbonilo, en 1605 cm™ la del estiramiento C=C aromatico,
y en 1356 cm™" la del estiramiento C-N. El analisis de EMIE no se observé el ién
molecular pero si los dos fragmentos mayoritarios de 224 y 91 umas que
corresponden a las fragmentacion beta al nitrégeno y la formacion del ion
tropilio.

En el espectro de RMN 'H de 6 de la 1,3-oxazolidin-2-ona con
configuracion sin, se observé el sistema aromatico A;B,C en 7.36, 7.26 y 7.16
ppm con J = 7.3 Hz que integra para los 10 hidrégenos aromaticos, en 6.45 ppm
un singulete ancho para el hidrégeno unido al nitrégeno del anillo de
oxazolidinona, en 4.57 ppm un doble de dobles de dobles visto como cuarteto
con J =84, 8.2y 6.8 Hz, que integra para el metino unido al oxigeno. En 3.87 y
3.51 ppm dos sistema AB alifaticos vistos como dos dobletes con J = 13.7 Hz
correspondientes a los metilenos bencilicos, en 3.33 y 3.27 ppm en un ambiente
diasterotopico se observan dos sefales para los hidrogenos del metileno del
anillo vistos como dos tripletes con J = 8.4 Hz para el primero y J = 8.2 Hz para
el segundo. En 2.88 ppm se encuentra un quintuplete con J = 6.8 Hz que integra
para el hidrégeno del metino unido al nitrégeno y por ultimo, a 1.10 ppm se

observa un doblete con J = 6.8 Hz correspondiente al metilo (Figura 18).

53



1V. Resultados y discusion

Or-rNONONM ~ <o ONDOWOOOANNOOO-AN N0
NONOQO®MWIN Q 0w~ NOOANULTOTINONNO @
NOD®OO©T0O 0 O O OUANOLNMr-rONOT-O 0O (o X))
MONNN = < QUUVY WOUVITOMONNNOGO MWD -9
NNNNNNNN © A A DOOOOOMMNMOMOMONNNNN -r
BN N S N V
CHy-C6 1 o

6 O
2
CHy® " 5\_NH
43

)

[¢e]
Q
[0} )
I
3

4,
f1 (ppm)

Figura 18. Espectro de RMN "H del compuesto 6 en CDCls,

El espectro de RMN 'C de 6 presenté una sefial en 160.4 ppm del
carbonilo de la oxazolidinona, en la region aromatica cuatro sefiales para los
anillos aromaticos en 139.9,128.8,128.3 y 127.0 ppm, la primera corresponde a
los carbonos cuaternarios y las restantes a los sistemas A;B,C. En 79.9 ppm se
encuentra la sefal del metino unido oxigeno, en 54.9 ppm la del metino unido a
nitrégeno, en 54.7 ppm la senal de los metilenos bencilicos, en 43.7 ppm la del

metileno del anillo de oxazolidinona y en 10.4 ppm el metilo (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de RMN "°C del compuesto 6 en CDCl3

En el espectro de RMN 'H de 7 de la 1,3-oxazolidin-2-ona con
configuracion anti se observd en 7.29 ppm un multiplete que integra para los 10
hidrégenos de los dos anillos aromaticos presentes, en 5.42 un singulete ancho
para el hidrégeno unido al nitrégeno del anillo de oxazolidinona, en 4.46 ppm un
doble de dobles de dobles con J = 8.6, 8.0 y 7.6 Hz, que integra para el metino
unido al oxigeno. En 3.70 y 3.44 ppm dos sistema AB alifaticos vistos como dos
dobletes con J = 13.6 Hz correspondientes a los metilenos bencilicos, en 3.55 y
3.22 ppm se observan dos sefiales para los hidrégenos del metileno del anillo
del oxazolidinona en un ambiente diasterotépico como dos dobles de dobles
visto como tripletes con una J = 8.6 Hz para el primero y J = 8.6, 8.0 Hz para el
segundo. A 2.76 ppm se encuentra un doble de cuartetos conuna J=7.6y 6.6
Hz que integra para el hidrogeno del metino unido al nitrégeno y por ultimo, a
1.22 ppm se observa un doblete con J = 6.6 Hz correspondiente al metilo (Figura
20).
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Figura 20. Espectro de RMN "H del compuesto 7 en CDCls,

El espectro de RMN *C de 7 presentd una sefial en 159.6 ppm

caracteristica del carbonilo de la oxazolidinona, en la regién aromatica estan

cuatro sefales para los dos anillos aromaticos en 139.3,128.8,128.4 y 127.3

ppm, la primera corresponde a los carbonos cuaternarios y las restantes a los

sistemas A;B,C. En 78.5 ppm se encuentra la sefial del metino unido oxigeno

del anillo de la oxazolidinona, en 56.6 ppm la del metino unido a nitrégeno, en

54.5 ppm la sefal para los metilenos bencilicos, en 44.7 ppm la del metileno del

anillo de oxazolidinona y a 8.6 ppm el metilo (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de RMN ">C del compuesto 7 en CDCl5,

Ademas, como parte complementaria de la caracterizacion de 7 se logré
aislar un cristal de buena calidad para poder obtener su estructura mediante
rayos X. El compuesto 7 cristalizé en forma de dimero dentro del sistema
monoclinico cristalino con un grupo espacial P24. Interesantemente, la unidad
asimétrica es conectada por dos moléculas de oxazolidinona mediante enlaces
de hidrégeno entre ellas. Estos dos enlances intermoleculares (NH--O=C) son
descritos como interacciones no covalentes fuertes con distancias de enlaces
Donador--Aceptor de 2.889 y 2.939 A (Figura 22).%° Dicha estructura afirma la
obtencién del compuesto con configuracion anti (R,S) obteniéndose un

parametro de Flack de 0.08.

Figura 22. Estructura cristalina de 7.
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La comparacion de los datos de RMN "*C de 6 y 7 mostré diferencias
importantes en el desplazamiento quimico de los carbonos asimétricos. Por
ejemplo entre C5 y C6 se observo diferencia de 1.4 y 1.7 ppm respectivamente,
a su vez en los carbonos C4 y el CH;-C6 una diferencia de 1.3 y 1.8 ppm

respectivamente. En la Figura 23 se aprecia mejor las diferencias antes

mencionadas.
Carbono 6 (d) 7 (d) Diferencia
5 79.9 ppm 78.5 ppm 1.4 ppm
6 56.6 ppm 54.9 ppm 1.7 ppm
CH,-® 43.4 ppm 44.7 ppm 1.3 ppm
CH;-C6 10.4 ppm 8.6 ppm 1.8 ppm
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6 3
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Figura 23. Comparacion en los espectros de RMN "*C del par diasteromérico 6 y
7.
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4.8. Evaluacion de la actividad antibacteriana y antiparasitaria de los

compuestos, 6y 7.

La evaluacién de la actividad antibacteriana y antiparasitaria de los
compuestos 6 y 7, se llevéd a cabo con el fin de ampliar el conocimiento
estructura actividad a partir de la oxazolidinona y los compuestos finales
analogos de linezdlida y de tipo dipéptido. La evaluacion de los compuestos 6 y
7 se realizd frente a cepas Gram positivas y negativas por el método de
microdilucién en caldo a una concentracién unica de 100 ug/mL. Posteriormente,
se realizé un estudio a concentraciones diferentes con las bacterias en las que
los compuestos mostraron actividad. En el estudio preliminar se encontrd
actividad del compuesto 6 frente a Enterococus faecalis 29212, Sthaphylococus
aureus 05, MRSA-1, MRSA-3, MRSA-5, Staphylococcus aureus 25923 vy
Streptococcus grupo A. ElI compuesto 7 mostré6 actividad frente a
Staphylococcus aureus 25923 y Streptococcus grupo A. Como se puede notar,
estos compuestos son activos solo contra bacterias Gram positivas, efecto
similar al presentado por linezélida. Al evaluar la actividad a concentraciones
mas bajas, la actividad de los compuestos ya no se presenta. Ambos
compuestos son activos solo contra Streptoccocus grupo A a 50 yg/mL (Tabla
14).

Tabla 14. Actividad antibacteriana de los compuestos 6 y 7 (CMI = pg/mL).

O 0
04 o//<
NH R NH
NBn; NBn,
6 7

Compuesto  S. aureus® S.aureus05 MRSA-1 MRSA-3  MRSA-5 E.faecaalis® S.gpoA

6 100 100 100 100 100 100 50

7 100 - - - - - 50

“Staphylococcus aureus 25923, *Enterococus faecalis 29212, (-) = no determinada.
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Un estudio previo realizado por el grupo trabajo en 2014** mostré el
potencial del compuesto 7 frente a cepas bacterianas MRSA al ser evaluadas
por el método de Kirby-Bauer. Este compuesto presentd actividad hasta la carga
minima del estudio de 6.6 ug en cepas que presentan resistencia bacteriana por
lo menos en tres antibiodticos comerciales. La evaluacion de 7 contra las mismas
bacterias dio como resulado una CMI de 12.5 ug/mL en el ensayo por
microdilucién en caldo. Las bacterias MRSA utilizadas en el estudio de 2014 no
son las mismas que se emplearon en nuestro estudio, por lo que el resultado de
la actividad baja observada se debe a que las bacterias de nuestro estudio no
fueron sensibles contrario a lo observado en el 2014. Es importante mencionar
que no se tenian estudios previos de la actividad antibacteriana del compuesto 6
con configuracién sin, compuesto que presentd los resultados mejores en

nuestro estudio.

Por otro lado, la actividad antiparasitaria de 6 y 7 fue evaluada frente al
protozoo Giardia duodenalis a una concentracion unica de 100 pg/mL
encontrando que los dos compuestos inhibieron la proliferacién del parasito a
esta concentracién, por lo que se realizé un ensayo en concentraciones menores
para determinar la concentracion inhibitoria media. Los resultados de este
ensayo determinaron un ICsp de 4526 y 71.13 pg/mL para 6 y 7
respectivamente, lo que representa una actividad moderada sobre G.
duodenalis comparada con el farmaco control metronidazol (2.13 pg/mL),
aunque resulta interesante que de nuevo el compuesto con configuracion sin sea
el mas activo. Ademas, se demostro la eficacia que tienen las oxazolidinonas

para provocar la muerte de este parasito (Tabla 15).
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Tabla 15. Actividad antiparasitaria de los compuestos 6 y 7

frente a G. duodenalis.

0 o)
O/« o//<
NH ~NH
NBn; NBn,
6 7

Compuesto  ICs, (pg/mL)

6 45.26
7 71.13
Metronidazol 2.139

En la segunda parte del proyecto se llevd a cabo la preparacion de
analogos de linezdlida mediante el acoplamiento del fragmento 4-(4-bromo-2-
fluorofenil)morfolina y la 1,3-oxazolidin-2-ona sintetizada. El compuesto 4-(4-
bromo-2-fluorofenil)morfolina se sintetizé por medio de tres reacciones, la
primera es una sustitucion nucleofilica aromatica del fluor en el compuesto 3,4-
difluoronitrobenceno por la morfolina, la segunda es una reaccién de reduccion
del grupo nitro aromatico, catalizada por Pd/C al 10% para obtener la amina
aromatica correspondiente. Después se lleva a cabo la diazotizacion y
posteriormente una reaccion de tipo Sandmeyer sobre el compuesto 3-fluoro-4-
morfolinoanilina con la cual se obtiene el compuesto 4-(4-bromo-2-

fluorofenil)morfolina (Esquema 7). A continuacion se presentan los resultados.
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4.9. Sintesis de 4-(2-flior-4-nitrofenil)morfolina (27).

La primera reaccion de la segunda etapa fue la sustitucion nucleofilica
aromatica para la obtencion de 27, el cual se obtuvo con un rendimiento del
90%. En la espectroscopia de infrarrojo se observé en 3052 y 2964 cm™’ las
vibraciones de estiramiento C-H aromatico y alifatico, en 1602 cm™' el
estiramiento del enlace C=C, en 1514 cm™" la vibracion del estiramiento N=0O, en
1445 cm™ la vibracién de estiramiento del enlace C-F, en 1323 cm™ la vibracion

del enlace C-N y en 1122 cm™ la vibracién de estiramiento C-O.

10 9
DIPEA /N
F N
oM+ O % —Jcom > 1A /'1‘5@87“02 (10)
2 3 /67
F
25 26 27

En el espectro de RMN "H del compuesto 27 se observa en 8.01 ppm un
doble de dobles de dobles con J = 9.1, 2.6, 1.0 Hz que corresponde al H-9, en
7.92 ppm un doble de dobles con J = 13.1, 2.6 Hz que corresponde para el H-7,
en 6.93 ppm un doble de dobles visto como triplete con J = 8.8 Hz que
corresponde al H-10. El fragmento morfolinico se observdé en 3.89 ppm un
multiplete que integra para los cuatro hidrégenos correspondientes a los
metilenos unido a oxigeno asignados como H-2. En 3.30 ppm un multiplete que
integra para cuatro hidrogenos correspondientes a los metilenos unido a

nitrdgeno asignados como H-3 (Figura 24).

63



1V. Resultados y discusion

8.030 8.026  8.022 8_618 8_614 8.010  8.006 S.dOZ 7.998 7.994 7.990 7.986 7.982 7958 7.954 7.950 7.946 7.942 7.938 7.934 7?13? 7]925 7922 7918 7914 7910 7.906 7.902 7.898
f1 (ppm) ppm)

ADEAI IO OO O INT N OIS N
SRk R R L R R R R R R )
w(}nwwwwwl\l\l\l\l\@@@@

— =

— O) 0O N O O
Q) 00 mmao
Mmoo m Mmoo
~I— ~I—

9 10
9T
1
L4

2

3

-

L
3.99{L

T

7S T T
0 < o o~
[e) o)) o o
SO —, <t

80 78 76 74 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 5.6 54 52 5.0 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8

f1 (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN "H del compuesto 27 en CDCls.
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En el espectro de RMN "*C del compuesto 27 se observa un doblete a
152.5 ppm que corresponde al C-6 ipso al fluor con Jcr= 248.0 Hz, en 145.3
ppm un doblete con Jc.r = 8.5 Hz que corresponde a C-5, en 140.8 ppm se
observo un doblete con Je.r= 7.5 Hz que corresponde a C-8, en 120.9 ppm un
doblete con Jc.r= 3.8 Hz que corresponde a C-9, en 116.8 ppm un doblete con
Je-r= 3.0 Hz que corresponde a C-10, en 112.5 ppm un doblete con Jcr= 26.1
Hz que corresponde al C-7. El fragmento morfolinico mostré dos senales en 66.6
ppm se tiene la sefal que corresponde a los metilenos asignados como C-2 y en
49.9 ppm la sefial que corresponde a los metilenos asignados como C-3 (Figura
25),.
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Figura 25. Espectro de RMN "°C del compuesto 27 en CDCls.
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En el espectro de EMIE de 27 (Figura 26) se observé el idn molecular a

226 uma, que corresponde al peso molecular del compuesto, con un fragmento

mayoritario por la apertura del grupo morfolinico en 168 uma, representando

este el pico base, ademas de observarse la pérdida de NO en 138 uma que

corresponde a una pérdida a partir del pico base.
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Figura 26. Espectro de EMIE del compuesto 27.

Ademas, fue posible obtener la estructura cristalina de rayos X de 27 que

pertenece al sistema monoclinico con un grupo espacial 12/a, obteniendose con

un porcentaje de factor R de 4.46 % (Figura 27). La estructura molecular de 27

contiene un anillo de morfolina en una conformacién de silla con nitrégeno

sustituido en la posicion ecuatorial por el grupo arilo.
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Figura 27. Estructura cristalina de 27.

4.10. Sintesis de 3-fluoro-4-morfolinanilina (28).

La segunda reaccion realizada fue la hidrogenacién de 27 empleando
Pd/C al 10 % lo que permitié la conversidn del grupo nitro a amina. El producto

de reaccion se obtuvo con rendimiento del 97%.

10 9
o N NO, 2 PdC10% 5 N gNHy (1)
— MeOH T 544 8)==/
F F
27 28

El espectro de infrarrojo de 28 se observé en 3417 cm™ el estiramiento N-
H, en 3052 cm™ el estiramiento C-H aromatico, en 2939 cm™ el estiramiento C-
H alifatico, en 1514 cm™ el estiramiento C=C, en 1449 cm™ la vibracion del

enlace C-F en 1110 cm™ Ia sefial de estiramiento C-O.

El espectro de RMN 'H del compuesto 28, presentd un cambio en el
desplazamiento de algunas sefales debido a la modificacion de un grupo
desprotector fuerte (NOz) a un grupo activador fuerte como el grupo amino. En
6.81 ppm se observé un doble de dobles con J = 9.1, 8.6 Hz, que corresponde al

H-10, en 6.43 ppm un multiplete que integra para los hidrogenos H-7 y H-9, en
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3.60 ppm un singulete ancho que integra para los hidrégenos de la amina. El
fragmento morfolinico se observé en dos sefiales, la primera sefial en 3.86 ppm
como un multiplete que corresponde a los metilenos unidos a oxigeno (H-2) y en
2.98 ppm un multiplete que corresponde a los metilenos unido a nitrégeno (H-3)
(Figura 28).
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Figura 28. Espectro de RMN "H del compuesto 28 en CDCls.

En el espectro de RMN >C del compuesto 28 (Figura 29) se observé un
doblete a 156.5 ppm que corresponde al C-6 ipso al flior con Jor = 243.8 Hz, en
142.8 ppm un doblete con Jcr= 10.4 Hz que corresponde al C-5, en 131.6 ppm
se observo un doblete con Je.r= 10.0 Hz que corresponde al C-8, en 120.3 ppm
un doblete con Jc.r= 4.3 Hz que corresponde al C-10, en 110.6 ppm un doblete
con Jc.r= 2.8 Hz que corresponde al C-9 en 103.9 ppm un doblete con Jcr =
23.6 Hz que corresponde al C-7. En 67.1 ppm se tiene la sefal que corresponde
a los carbonos de metileno asignados C-2 y en 51.7 ppm la sefal que

corresponde a los carbonos metilenos asignados C-3.
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Figura 29. Espectro de RMN "°C del compuesto 28
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en CDCls.
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En el espectro de EMIE de 28 (Figura 30), se observo el ibn molecular en

196 uma, que corresponde al peso molecular del compuesto, con un fragmento

mayoritario por la apertura del grupo morfolinico en 138 uma, representando

este el pico base.
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Figura 30. Espectro de EMIE del compuesto 28.
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Como parte de su caracterizacion, fue posible obtener la estructura
cristalina de rayos X de 28, el cual pertenece al sistema tetragonal con un grupo
espacial P4,, obteniendose con un porcentaje de factor R de 3.82 % (Figura 31).
La estructura molecular de 28, al igual que 27 contiene un anillo de morfolina en
una conformacion de silla con nitrégeno sustituido en la posicién ecuatorial por el

grupo arilo.

Figura 31. Estructura cristalina de 28.

4.11. Sintesis de 4-(4-bromo-2-fluorofenil)morfolina (29).

En la tercera reaccion se llevo a cabo la sustitucion del grupo amino por el
bromo mediante una reaccion de tipo Sanmeyer la cual se obtuvo con un

rendimiento del 80%.

10 9
e} N NH2 1.N8.N02/ HBr e N ) Br (12)
— 2.CuBrHBr Ref.25h y—%*°)5
F F
28 29
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En el espectro de infrarrojo del compuesto 29 se observé en 3032 cm™ el
estiramiento C-H aromatico, en 2955 cm™ el estiramiento C-H alifatico, en 1514
cm™ el estiramiento correspondiente al enlace C=C, en 1449 cm™ el

estiramiento del enlace C-F, y en 1117 cm™ el estiramiento C-O.

En el espectro de RMN "H del compuesto 29 se observé en 7.21 ppm un
multiplete que integra para los dos hidrogenos H-7 y H-9, en 6.82 ppm un doble
de dobles con J = 8.7, 8.6 Hz, que corresponde al hidrégeno asignado H-10.
Para el fragmento morfolinico se observaron dos sefales, la primera en 3.87
ppm un multiplete que corresponde a los metilenos unidos a oxigeno asignados
como H-2 y la segunda en 3.07 ppm un multiplete que corresponde para los

metilenos unido a nitrégeno H-3 (Figura 32).
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Figura 32. Espectro de RMN "H del compuesto 29 en CDCls.

71



1V. Resultados y discusion

En el espectro de RMN "*C del compuesto 29 (Figura 33). Se observé un
doblete a 155.5 ppm que corresponde al C-6 ipso al fluor con Jc.r= 249.3 Hz, en
139.2 ppm un doblete con Jc.r= 8.3 Hz que corresponde al C-5, en 127.0 ppm
se observo un doblete con Je.r= 3.6 Hz que corresponde al C-10, en 119.8 ppm
una sefal que no se alcanza a desdoblar que corresponde al C-9, en 119.7 ppm
un doblete con Jc.r= 19.6 Hz que corresponde al C-7, en 113.9 ppm un doblete
con Jer= 9.4 Hz que corresponde al C-8. El fragmento morfolinico se observo
en 66.9 ppm se tiene la sefal que corresponde a los metilenos asignados H-2 y

en 50.8 ppm la sefal que corresponde a los metilenos H-3.
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Figura 33. Espectro de RMN ">C del compuesto 29 en CDCls.

En el espectro de EMIE de 29 (Figura 34) se observo el ion molecular en
259 uma, que corresponde al peso molecular del compuesto con la contribucion
isotopica de [M+2]" del bromo, con un fragmento mayoritario por la apertura del

grupo morfolinico en 201 uma, siendo este el pico base.
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Figura 34. Espectro de EMIE del compuesto 29.

Ademas, fue posible obtener la estructura cristalina de rayos X de 29, el
cual pertenece al sistema monoclinico con un grupo espacial P2l/c,
obteniendose con un porcentaje de factor R de 3.11 % (Figura 35). Es
importante mencionar que sus precursores sintéticos 27 y 28 son estructuras
que fueron publicadas por nuestro grupo de trabajo. La estructura molecular de
29, como sus precursores tiene un anillo de morfolina en una conformacién de
silla con nitrégeno sustituido en la posicion ecuatorial por el grupo arilo. La
disposicion cristalina exhibe enlaces de hidrégeno C-H---F y C-H---O
intermoleculares, ademas, presenta una interaccion -1 entre los anillos de

fenilo de dos moléculas.

Figura 35. Estructura cristalina de 29.
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4.12. Sintesis de analogos de linezélida 30 y 31.

La sintesis de analogos de linezdlida se realizd6 empleando el fragmento
4-(4-bromo-2-fluorofenil)morfolina y la 1,3-oxazolidin-2-ona con configuracion
anti y sin utilizando: Cul, N,N-dimetiletano-1,2-diamina y K;CO3 obteniendo
rendimiento de 75y 70%.

0 0
0//<NH oA —\
- I N N ©
/
NBn, 7 Cul, K,COyg NBn, o F
/\ MeNH(CH,),NHMe
0 /N@Br + 0 Tolueno, ref. o
F o4 oA M\
NH N N O
NBn, 6 NBn, F
31

Esquema 8. Reacciéon de acoplamiento de las 1,3-oxazolidin-2-onas con el

fragmento aril bromado en la obtencion de analogos de linézolida.
En el espectro de infrarrojo de los compuesto 30 y 31 se observé en 3059 cm™
el estiramiento C-H aromatico, en 2955 cm™ el estiramiento C-H alifatico, en
1753 cm™ la vibracién correspondiente al carbonilo, en 1514 cm™ el estiramiento
correspondiente al enlace C=C, en 1449 cm™ el estiramiento del enlace C-F,
1117 cm™" el estiramiento C-O. En el espectro de EMIE de 30 y 31 (Figura 36 y
37), se observo el ibn molecular en 489 uma, que corresponde al peso molecular
del compuesto con dos fragmentos mayoritarios caracteristicos de la

oxazolidinona en 224 uma siendo éste el pico base y 91 uma.

0]
O//< /N
\n . N N O .
N _/
-265 uma -398 uma

224 uma (P.B) M = 489 uma - 91 uma

Figura 36. Patron de fragmentacion de los compuesto 30 y 31.
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Figura 37. Espectro de EMIE de los compuesto 30 y31.

En el espectro de RMN "H del compuesto 30 se observa, en 7.30 ppm un
multiplete que integra para los 10 hidrégenos aromaticos bencilicos ®, en 4.56
ppm la sefal del metino H-5 como un doble de doble de dobles con J=5.4, 5.1,
5.1 Hz, en 3.93 y 3.48 ppm dos sistemas AB de los metilenos bencilicos CHx-®
con J = 13.6 Hz, en 3.68 ppm el metileno de la oxazolidinona H-4 observados
como un doble de dobles con J = 8.4, 2.4 Hz, en 2.92 ppm un doble de cuartetos
con J =6.8y 5.1 Hz para el metino H-6 y en 1.26 ppm un doble con J = 6.8 Hz
para el metilo CH3;-C6. Para el fragmento N-arilo se observé en 7.37 ppm un
doble de dobles con J = 11.8, 2.6 Hz correspondiente al hidrogeno orto al fluor,
en 7.00 ppm un doble de dobles de dobles con J = 7.1, 2.5, 1.0 Hz para el
hidrogeno para al fluor, en 6.94 ppm un doble de dobles con J = 9.2, 9.0 Hz,
asignado al hidrégeno en meta al fluor. El fragmento morfolinico se observé en
3.88 ppm un multiplete que corresponde a los metilenos unidos a oxigeno y en
3.07 ppm un multiplete que corresponde para los metilenos unido a nitrégeno
(Figura 38).
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Figura 38. Espectro de RMN "H del compuesto 30 en CDCls.

En el espectro de RMN "C del compuesto 30 se observa en 154.5 ppm
C-2, las sefales de los carbonos aromaticos ® en 139.6, 128.9, 128.3, 127.0
ppm, el metino C-5 en 76.2 ppm, el metino C-6 en 54.8 ppm, los metilenos
bencilicos CH,-® en 51.0 ppm, el metileno C-4 en 47.6 ppm y el metilo unido al
C-6 en 10.2 ppm. Para el fragmento N-arilo se observaron las sefales dobles
caracteristicas en 155.5 ppm con Jc.r= 244.5 Hz, en 136.2 ppm con Jc.r= 8.9
Hz, en 133.5 ppm con Jcr= 10.5 Hz, en 118.7 ppm con Jcr= 4.2 Hz, en 113.7
ppm Jcr = 3.3 Hz y en 107.7 ppm con Jcr = 26.3 Hz. Los carbonos del

fragmento morfolinico se observaron en 67.0 ppm y en 55.1 ppm (Figura 39).
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Figura 39. Espectro de RMN ">C del compuesto 30 en CDCls.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 31 se observa en 7.30 ppm un
multiplete que integra para los 10 hidrégenos aromaticos bencilicos ®, en 4.38
ppm la senal del metino H-5 del anillo de oxazolidinona como un doble de doble
de dobles con J = 8.3, 8.2, 7.2 Hz, en 3.80 y 3.57 ppm los hidrogenos
diasterotopicos del metileno de la oxazolidinona H-4 observados como un
triplete con J = 8.7 Hz y un doble de dobles con J = 9.0, 6.6 Hz, en 3.75 y 3.48
ppm dos sistemas AB de los metilenos bencilicos CH,-® con J = 13.5 Hz, en
2.87 ppm un doble de cuartetos con J = 8.9, 6.6 Hz para el metino unido a
nitrégeno H-6 y en 1.28 ppm un doblete con J = 6.6 Hz para el metilo CH3-C6.
Para el fragmento N-arilo se observa en 7.18 ppm un doble de dobles con J =
11.8, 2.5 Hz para el hidrégeno en orto al fluor, en 7.00 ppm un doble de dobles
de dobles con J = 7.1, 2.5, 1.0 Hz para el hidrégeno para al fluor, en 6.89 ppm
un doble de dobles con J = 9.1, 9.0 Hz, asignado al hidrégeno meta al fluor. Para
el fragmento morfolinico se observa en 3.86 ppm un multiplete que corresponde
a los metilenos unidos a oxigeno y en 3.04 ppm un multiplete que corresponde

para los metilenos unido a nitrégeno (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de RMN "H del compuesto 31 en CDCls.

En el espectro de RMN "*C del compuesto 31 se observo el carbonilo C-2
en 154.6 ppm, los senales asignadas a los carbonos aromaticos ® en 139.1,
128.9, 128.5, 127.4 ppm, el metino C-5 en 74.2 ppm, el metino C-6 en 56.7 ppm,
los metilenos bencilicos CH,-® en 51.9 ppm, el metileno C-4 en 49.9 ppm y el
metilo unido al C-6 en 8.6 ppm. En el fragmento N-arilo se observaron las
sefales dobles caracteristicas en 155.5 ppm con Jc.r= 244.4 Hz, en 136.2 ppm
con Je.r= 9.0 Hz, en 133.3 ppm con Jcr= 10.5 Hz, en 118.7 ppm con Jc.r= 4.1
Hz, en 114.2 ppm Jo.r= 3.3 Hz y en 107.7 ppm con Jcr= 25.8 Hz. Los carbonos

del fragmento morfolinico se observaron en 66.9 ppm y en 54.6 ppm (Figura 41).
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Figura 41. Espectro de RMN ">C del compuesto 31 en CDCls.

La tercera etapa del trabajo inicié con la desproteccion de los grupos
bencilicos de los compuestos analogos de linezdlida 30 y 31, realizado por
medio de una hidrogendlisis con Pd/C al 10%. A partir de los compuestos amino
libre se llevaron a cabo acoplamientos de tipo peptidico con a-aminoacidos
protegidos con Fmoc y por ultimo, la desproteccion empleando piperidina al 20%

(Esquema 9). A continuacién se muestran los resultados hasta el momento.
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Esquema 9. Ruta de sintesis de compuestos dipéptido-oxazolidinonas analogos

a linezodlida.
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4.13. Sintesis de amino oxazolidinonas 32 y 33.

La sintesis de los compuestos 32 y 33 se realizé empleando Pd/C al 10 %
en atmdsfera de hidrogeno con dos gotas de acido acético aportando una fuente
mayor de hidrogenos en la reaccién de hidrogendlisis. El rendimiento de la

reaccion fue de 80 y 90%, respectivamente.

0
OJ{ _ Hp PAIC10% o O//<N N b
\_/ T MeOH, AcOH \H\/ /
NH, F

NBn2

O//< /_\
Y\/ N0 Hy, Pd/C 10% OJ{ N o (4
\_/
Len, MeOH, AcOH Y\/

En los espectros de infrarrojo para los compuestos 32 y 33 se observaron
las sefiales de estiramiento del enlace N-H en 3373 cm™, el estiramiento C-H
alifatico 2952 cm™, la sefial del estiramiento C=0 en 1740 cm™’, la vibracién del
enlace C=C 1514 cm™, el estiramiento C-N, el estiramiento C-F 1445 cm™, el
estiramiento C-O 1112 cm™". En los espectros de EMIE de 32 y 33 (Figura 42),
se observaron el ion molecular en 309 uma, que corresponde al peso molecular
del compuesto con dos fragmentos mayoritarios en 209 uma debido a ruptura del

anillo de oxazolidinona y en 44 por una ruptura beta al amino libre.
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Figura 42. Espectro de EMIE de los compuesto 32 y 33.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 32 se observa en 4.45 ppm un
doble de doble de dobles la senal del metino H-5 del anillo de oxazolidinona con
J=8.7,86, 7.8 Hz, en 4.01 y 3.83 ppm las sefiales de metileno H-4 de la
oxazolidinona observados como un doble de dobles con J = 9.0, 8.9 Hz y otro
doble de dobles con J = 9.0, 8.9 Hz, en 3.02 ppm un multiplete que se asigna a
el metino H-6 unido a nitrégeno y en 1.05 ppm un doblete con J = 6.5 Hz para el
metilo CH3;-C6. Para el fragmento N-arilo se observa en 7.51 ppm un doble de
dobles con J = 12.4, 2.6 Hz para el hidroégeno orto al fluor, 7.23 ppm un doble de
dobles con J = 8.8, 1.9 Hz para el hidrégeno para al fluor, en 7.05 ppm un doble
de dobles con J = 9.8, 9.1 Hz, asignado al hidrégeno meta al fluor. En el
fragmento morfolinico se observa en 3.73 ppm un multiplete que corresponde a
los metilenos unidos a oxigeno y en 2.96 ppm un multiplete que corresponde

para los metilenos unido a nitrégeno (Figura 43).
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Figura 43. Espectro de RMN "H del compuesto 32 en DMSO-dk.

En el espectro de RMN "*C del compuesto 32 se observa el metino C-5
unido a oxigeno en 75.8 ppm, el metino C-6 en 49.2 ppm, el metileno C-4 del
anillo de oxazolidinona en 47.1 ppm y el metilo unido al C-6 en 18.2 ppm. Para el
fragmento N-arilo se observaron las sefales dobles caracteristicas en 155.5 ppm
con Jocr= 242.1 Hz, en 135.8 ppm con Jc.r= 8.8 Hz, en 134.1 ppm con Jc.r=
10.4 Hz, en 119.7 ppm con Jc.r= 4.2 Hz, en 114.4 ppm Jc.r= 3.2 Hzy en 107.3
ppm con Jor= 26.0 Hz. Las sefiales del fragmento morfolinico se observan en

66.6 ppm y en 51.2 ppm (Figura 44).
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Figura 44. Espectro de RMN "°C del compuesto 32 en DMSO-ds.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 33 se observa en 4.48 ppm un
doble de doble de dobles la sefnal del H-5 del anillo de oxazolidinona con J =
8.4, 8.1, 7.2 Hz, en 3.92 ppm el metileno H-4 de la oxazolidinona como un doble
de dobles con J = 8.5, 1.6 Hz, en 3.35 ppm un multiplete que se asigna a el
metino H-6 unido a nitrégeno y en 1.19 ppm un doblete con J = 6.6 Hz para el
metilo CH3-C6. Para el fragmento N-arilo se observa en 7.45 ppm un doble de
dobles con J = 11.8, 2.6 Hz para el hidrégeno orto al fluor, 7.15 ppm un doble de
dobles de dobles con J = 8.8, 1.5, 1.2 Hz para el hidrogeno para al fluor, en 6.92
ppm un doble de dobles con J = 9.1, 9.0 Hz, asignado al hidrégeno meta al fluor.
El fragmento morfolinico se observé en 3.87 ppm un multiplete que corresponde
a los metilenos unidos a oxigeno y en 3.05 ppm un multiplete que corresponde

para los metilenos unido a nitrégeno (Figura 45).
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Figura 45. Espectro de RMN "H del compuesto 33 en CDCls.

En el espectro de RMN "C del compuesto 33 se observa en 76.2 ppm el
metino unido a oxigeno C-5, en 48.2 ppm el metino unido a nitrégeno C-6, en
46.2 ppm el C-4 del anillo de oxazolidinona y en 17.7 ppm el metilo unido al C-6.
Para el fragmento N-arilo se observaron las sefales dobles caracteristicas en
155.5 ppm con Jc.r= 220.4 Hz, en 136.2 ppm con Jcr= 7.3 Hz, en 133.4 ppm
con Jec.r=10.2 Hz, en 118.8 ppm con Jo.r=4.1 Hz, en 113.8 ppm Jc.r=3.3 Hz y
en 107.4 ppm con Jc.r = 26.1 Hz. Las sefales del fragmento morfolinico se

observan en 67.0 ppm y en 51.1 ppm (Figura 46).
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Figura 46. Espectro de RMN ">C del compuesto 33 en CDCls.

4.14. Sintesis de dipéptido-oxazolidinonas 34a-h y 35a-h.

La segunda reaccién consiste en el acoplamiento de 32 y 33 con
aminoacidos con Fmoc protegidos diferentes (Phe, Tyr, Leu, Thr, Thp, His, Ser,
Cys). En esta reaccion se emplearon como agentes acoplantes
diisopropilcarbodiimida (DIC) e hidroxibenzotriazol (HOBt) a temperatura
ambiente, que se hicieron reaccionar por cuatro horas con el aminoacido
protegido correspondiente previo a la adicion de la amina libre. Posteriormente, a
las ocho horas de reaccién, se anadié agua hasta formar un precipitado blanco,
el cual fue filtrado y secado. Los compuestos sintetizados (34a-h y 35a-h) fueron
purificados por cromatografia en columna, la caracterizacion de los sélidos dio

evidencia de la formacion de los dipéptidos con rendimientos del 29 hasta 55%.
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A continuacion se describe la caracterizacién del compuesto 35a obtenido
por el acoplamiento de la oxazolidinona anti 33 con el aminoacido L-fenilalanina
Fmoc protegido. En el espectro de FTIR se observé en 3293 cm™ el estiramiento
N-H, en 3023 cm™" el estiramiento C-H aromatico, en 2955 cm™ el estiramiento

el

C-H alifatico, en 1754 cm™" el estiramiento C=0 del carbamato, en 1699 cm"
estiramiento C=0 del anillo de oxazolidinona, en 1656 cm™" el estiramiento C=0
de la amida, en 1514 cm™" estiramiento C=C, en 1226 cm™" el estiramiento C-N y
a 1031 cm™' el estiramiento C-O (Figura 47). Es importante notar que los
analogos sin presentaron las mismas vibraciones en la caracterizacién por FTIR.
En la Tabla 16 se indican las frecuencias de infrarrojo obtenidas de los

dipéptidos diversos a partir de 1,3-oxazolidin-2ona (34a-h y 35a-h).

e ,_,,_——M{«\, AN et
. N r~ - N\

o NH \@F 1514 64 1226 64 \J
55 N . I

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000
cm-1

Figura 47. Espectro de IR-TF del compuesto 35a.
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Tabla 16 Frecuencias de IR de dipéptidos a partir de 1,3-oxazolidin-2-onas (34a-
h y 35a-h).

Compuesto N-H C=C-H C-H C=0 C=C C-N C-O0

cm’™

34a, 36a 3293 3023 2955 1754,1690,1656 1514 1226 1031
34b, 36b 3294 3023 2976 1748,1710,1655 1513 1227 1105
34c, 36¢ 3295 3023 2956 1749,1716,1656 1514 1226 1106
34d, 36d 3300 3023 2973 1749,1719,1670 1514 1224 1048
34e, 36e 3293 3065 2952 1743,1722,1662 1515 1229 1111
34f, 36f 3304 3059 2955 1750, 1718, 1671 1513 1228 1114
349, 369 3296 3020 2969 1736, 1715,1669 1514 1225 1110
34h, 36h 3296 3008 2951 1754,1714,1675 1514 1232 1110

En el espectro de EMIES de 35a se encontr6 la senal del ion
cuasimolecular [M+H]" con 679 uma. También se observo la formacion de
aductos con metales diferentes, por ejemplo, [M+Na]" con 701 uma y [M+K]" con
717 uma (Figura 48). En los compuestos 34h y 35h, no se observo el ion
cuasimolecular. En la Tabla 17 se muestran las iones encontrados por EMIES

para los compuestos 34a-h y 35a-h.

o)
[M+Na]* o4 an
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0._NH F
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Figura 48. Espectro de EMIES del compuesto 35a.
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Tabla 17. Datos espectrométricos obtenidos por EMIES de los dipéptidos

diversos a partir de 1,3-oxazolidin-2-onas (34a-h y 36a-h).

Compuesto [M+H]"  [M+Na]®  [M+K]"

34a, 36a 679 uma 701uma 717 uma
34b, 36b 751uma 773 uma 789 uma
34c, 36¢c 645uma 667 uma 683 uma
34d, 36d 689 uma 711uma 729 uma
34e, 36e 718 uma 740 uma 756 uma
34f, 36f 912uma 934 uma 950 uma
3449, 369 675uma 697 uma 713 uma
34h, 36h - - -

-No determinado

En el espectro de RMN 'H para 35a se observan las sefiales aromaticas
del grupo Fmoc, en 7.75 ppm se observa un doblete con una J = 7.5 Hz que
integra para dos hidréogenos, en 7.52 ppm esta un triplete con J = 6.5 Hz que
integra para dos hidrégenos, en 7.37 ppm se encuentra un multiplete que integra
para tres hidrogenos, dos correspondiente a hidrégenos del grupo Fmoc vy
traslapado se encuentra la sefal de el hidrégeno del grupo N-arilo en posicion
orto al fluor, en 7.28 ppm un multiplete que integra para cinco hidrégenos, los
dos hidrégenos restantes del grupo Fmoc con tres hidrogenos del bencilo 12 y
14 provenientes del aminoacido fenilalanina. En 7.18 ppm se encuentra un
multiplete que integra para dos hidrégenos del grupo bencilico 13 y por ultimo, el
fragmento N-arilo se observé en 7.06 ppm un multiplete que integra para el
hidrogeno en posicidn para al flior y en 6.89 ppm un triplete que integra para el
hidrogeno meta al fluor. En la zona alifatica a 6.35 y 5.40 ppm se encuentran dos
singuletes anchos correspondiente a los hidrogénos unidos al nitrégeno del
carbamato y amida 7, respectivamente. En 4.43 ppm estd un multiplete que
integra para tres hidrégenos correspondientes al metileno y metino del Fmoc, en
4.29 ppm un multiplete que integra para el metino C-5, en 4.17 ppm aparece un

triplete que integra para el C-9 del aminoacido de fenilalanina, en 4.13 ppm un
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multiplete que integra para el C-6 unido al metilo. En 3.85 ppm aparece un
multiplete que integra para los metilenos unidos a oxigeno de la morfolina, en
3.75 y 3.56 ppm se observo un triplete con valor de J = 9.1 Hz y un multiplete
para metileno 4 de oxazolidinona, en 3.04 ppm se encuentra un multiplete que
integra para los metilenos de la morfolina unidos a nitrégeno bencilico y el
metileno bencilico 10 del aminoacido fenilalanina y por ultimo, en 1.15 ppm se ve

un doblete con una J = 6.3 Hz que integra para el metilo CH3-C6 (Figura 49).
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Figura 49. Espectro de RMN 'H de 35a en CDCls.
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Es importante mencionar que para lograr la asignacion inequivoca de las
sefales fue necesario apoyarse del estudio en dos dimensiones HSQC (Figura
50). Las sefales presentes en el espectro de RMN 3C se correlacionaron con
las senales del espectro de hidrégeno encontrando que el carbono del metino 5
de la oxazolidinona en 74.3 ppm correlaciona con el multiplete ubicado a 4.29
ppm. En 67.1 ppm y 56.3 ppm se encuentran los carbonos de metileno y el
metino del grupo Fmoc y correlacionan con el multiplete ubicado en 4.43 ppm.

En 47.8 ppm se encuentra el carbono del metino C-6 proveniente de la alanina y
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correlaciona con el multiplete a 4.13 ppm. La sefal en 47.7 ppm correspondiente
al metileno 4 de la oxazolidinona correlaciona con las sefiales a 3.75 y 3.56 ppm,
en 47.1 ppm la sefal de C-9 unido a nitrdgeno que correlaciona con el triplete a
4.17 ppm y por ultimo, la sefial en 38.4 ppm del metileno bencilico correlaciona

con el multiplete a 3.04 ppm.
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Figura 50. Ampliacién del espectro HSQC de 35a en CDCls.

El espectro de RMN °C de 36a se observé que en 170.1 ppm la sefial del
carbonilo 8 de amida, en 156.0 ppm la del carbonilo del carbamato, en 155.9
ppm la del carbonilo 2 de la oxazolidinona, la region aromatica mostré en 143.6 y
141.3 ppm las senales de los carbonos cuaternarios del grupo Fmoc, en 127.7,
127.0, 125.0 y 120.0 ppm las sefiales restantes del grupo Fmoc, el grupo
bencilico se observd 136.1 ppm el C-11, en 129.2, 128.7 y 127.2 ppm el sistema
AB,C 12, 13, 14. El fragmento N-arilo se observaron las sefiales dobles

caracteristicas en 155.5 ppm con Jc.r= 246.1 Hz, en 136.7 ppm con Jc.-= 8.6
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Hz, en 132.8 ppm con Jc.r= 10.1 Hz, en 118.8 ppm con J¢c.Fr= 4.1 Hz, en 114.0
ppm Jc.r= 3.2 Hz y en 107.5 ppm con Jor= 26.1 Hz. En la regién alifatica se
observo en 74.3 ppm la sefal del metino 5 de la oxazolidinona, en 67.1 ppm la
del metileno del grupo Fmoc, en 66.9 los metilenos unidos a oxigeno de la
morfolina, en 56.3 ppm la del metino de Fmoc, 51.0 ppm los metilenos unido a
nitrogeno de la morfolina, 47.8 ppm la del metino 6 derivado de alanina, 47.7
ppm la de el metileno 4 de la oxazolidinona, en 47.1 ppm el metino 9 derivado de
fenilalanina, en 38.0 ppm la del metileno 10 bencilico de fenilalanina y por ultimo

en 14.4 ppm la del metilo derivado de alanina CH3-C6 (Figura 51).
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Figura 51. Espectro de RMN ">C del compuesto 35a en CDCls.
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A continuacién se muestran las estructuras (Figura 52 y 53) y la
caracterizacion (Tabla 18-21) con los datos de RMN "H y *C obtenidos para los
compuestos (35b-h).
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Figura 52. Compuestos analogos de linezélida derivados del acoplamiento de
tipo peptidico con Tyr (35b), Leu (35¢), Thr (35d) y Tpr (35e).
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Tabla 18. Datos de RMN "H (5 (J = Hz)) y rendimientos quimicos de dipéptidos a

partir de 1,3-oxazolidin-2-ona con configuracion anti (35b-e).

No. 35b (38%) 35¢ (38%) 35d (35%) 35e (38%)
H-4 3.76 (t, 8.7) 4.00 (m) 4.01 (m) 3.64 (t,9.0)
3.57 (t, 6.4) 3.78 (m) 3.86 (m) 3.44 (dd, 9.8,9.5)
H-5 4.32 (m) 4.60 (m) 4.64 (m) 3.99 (m)
H-6 4.13 (m) 4.13 (m) 4.25 (m) 4.05 (m)
CH;-C6 1.13 (d, 5.8) 1.25(d, 5.9) 1.08 (d, 6.3) 1.04 (sa)
H-7 5.87 (sa) 5.22 (sa) 5.91 (sa) 5.91 (sa)
H-9 4.13 (m) 4.13(m) 4.25 (m) 4.21 (m)
H-10 3.00 (m) 1.54 (m) 4.18 (m) 3.31 (m)
3.16 (m)
H-11 1.65 (m)
H-12 7.08 (d, 6.8) 0.95 (sa) 7.67 (m)
H-13 6.89 (d, 7.6) 1.29 (s) 8.25 (sa)
H-14 7.11(dd, 7.4, 7.0)
H-11 1.65 (m)
H-12 7.08 (d, 6.8) 0.95 (sa) 7.67 (m)
H-13 6.89 (d, 7.6) 1.29 (s) 8.25 (sa)
H-14 7.11(dd, 7.4, 7.0)
H-15 7.07 (dd, 7.4, 7.0)
H-16 7.02 (m)
H-17 1.26 (sa) 7.29 (m)
CH;-C10 1.25 (sa) 1.04 (sa)
Morfolina 3.83 (m) 4.12 (m) 4.01 (m) 3.86 (m)
3.00 (m) 3.38 (m) 3.24 (m) 3.04 (m)
N-arilo 7.40 (dd,12.1, 2.1) 7.71 (m) 7.61 (d, 7.5) 7.30 (m)
6.89 (d, 7.6) 7.37 (m) 7.42 (dd, 7.3, 7.0) 7.02 (m)
7.01 (d, 8.3) 7.06 (m) 7.10 (m) 6.08 (dd, 9.5, 9.0)
Fmoc 7.72 (d, 7.5) 7.78(d,7.4) 7.77 (dd, 7.4,5.4) 7.76 (d, 7.4)
7.53(dd, 7.2,6.9) 7.58(d,7.2) 7.62 (d, 7.5) 7.55 (m)
7.36 (m) 741 (t,7.5) 7.42(dd,7.3,7.0) 7.39 (m)
7.26 (m) 7.32(t,7.5) 7.33(dd, 7.5,7.0) 7.29 (m)
4.48 (m) 4.37 (m) 4.41 (m) 4.45 (m)
4.32 (m) 4.13 (m) 4.18 (m)
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Tabla 19. Datos de RMN *C (5 (J = Hz))de dipéptidos a partir de 1,3-oxazolidin-

2-ona con configuracién anti (35b-e).

No. 35b 35¢c 35d 35e
C-2 154 .4 154.5 155.9 155.9
C-4 47.7 47.7 47.7 47.5
C-5 74.3 74.7 74.5 74.2
C-6 47.8 47.5 47.8 47.0
CH;-C6 14.4 14.3 17.2 13.9
C-8 171.0 172.3 169.7 177.3
C-9 47 1 471 47.2 474
C-10 38.4 411 66.5 28.4
C-11 131.0 24.7 125.3
C-12 129.2 22.9 75.7 112.7
C-13 124.2 28.2
C-14 156.0 127.6
C-16 78.4 120.2
C-17 28.7 122.4
C-18 122.9
C-19 136.9
CH;-C10 14.7
Morfolina 66.9, 51.0 65.4. 52.3 66.9, 51.7 66.9, 51.0
N-arilo 155.5 (d, 245.1) 155.5(d, 254.2) 1554 (d,258.1) 155.5(d, 231.2)
136.4 (d, 8.9) 136.4 (d, 7.0) 119.9 (d, 7.4) 136.5 (d, 9.5)
133.0 (d, 10.4) 133.0(d, 10.0) 113.8 (d, 3.4) 132.8 (d, 9.8)
118.8 (d, 4.1) 118.8 (d, 5.4) 107.7 (d, 26.4) 118.7 (d, 9.0)
114.0 (d, 3.2) 114.0 (d, 4.0) 114.0
107.5 (d, 26.1) 107.8 (d, 25.1) 107.5 (d, 25.7)
Fmoc 143.6, 141.2, 143.6, 141.2, 143.6, 141.2, 144.0, 141.3,
127.8, 127.0, 127.8, 127.0, 127.8, 127.0, 127.8, 127 1,
124.9, 119.9, 124.8, 120.0 124.8, 120.0 125.0,120.0,
67.1, 56.3 67.0, 53.6 67.0, 53.6 67.1, 55.8
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Figura 53. Compuestos analogos de linezélida derivados del acoplamiento de
tipo peptidico con His (35f), Ser (35g), Cys (35h).
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Tabla 20. Datos de RMN "H (3 (J = Hz)) y rendimientos quimicos de dipéptidos a

partir de 1,3-oxazolidin-2-ona con configuracion anti (35f-h).

No. 35f (36%) 359 (29%) 35h (33%)
H-4 3.75 (t, 8.7) 3.82 (m) 3.91 (t, 9.1)
3.69 (dd, 9.0,6.6)
H-5 4.50 (m) 4.65 (m) 4.41 (m)
H-6 4.31 (m) 4.22 (m) 4.12 (m)
CH5-C6 1.27 (d, 5.6) 1.37 (d, 6.9) 1.18 (d, 6.7)
H-7 6.43 (sa) 6.00 (d,8.6)
H-9 4.09 (m) 4.15 (m) 4.20 (m)
H-10 2.57 (m) 3.75 (dd, 2.62 (d, 6.5)
9.2,8.9)
3.37 (dd,
8.9,8.6)
H-11
H-12 7.50 (m)
H-13 1.15 (s)
H-14 7.70 (m)
Trt 7.30 (m) 7.21(m) 7.39 (m)
7.26 (M)
Morfolina 3.80 (m) 3.82 (m) 3.80 (m)
2.93 (m) 2.97 (m) 3.02 (m)
N-arilo 7.36 (M) 7.30 (m) 7.36 (m)
6.94 (m) 7.00 (m) 7.05 (m)
6.70 (m) 6.84 (m) 6.83 (1, 9.1)
Fmoc 7.70 (m) 7.73 (d, 7.5) 7.71 (m
7.50 (m) 7.52 (d, 9.4) 7.50 (m)
7.36 (M) 7.38 (m) 7.36 (m)
7.24 (m) 7.30 (m) 7.26 (m)
4.21 (m) 4.22 (m) 4.20 (m)
3.90 (m) 4.15 (m) 3.75 (dd, 6.7,6.5)
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Tabla 21. Datos de RMN °C (3 (J = Hz))de dipéptidos a partir de 1,3-oxazolidin-

2-ona con configuracién anti (35f-h).

No. 35f 35g 35h
C-2 1541 154.1 155.7
C-4 47.4 47.7 47.9
C-5 74.8 75.2 745
C-6 45.7 47 1 47.7
CH5-C6 17.7 17.9 14.0
C-8 170.6 1715 170.0
c-9 47.0 46.3 47.0
C-10 33.6 61.5 33.6
C-11 132.4
C-12 78.2
C-13 128.7 27.3
C-15 130.9
Trt 138.7, 129.4, 144.0, 129.4
128.1, 126.9, 85.9 128.1, 127.0 79.2
Morfolina 66.9, 50.9 66.9. 50.9 66.9, 51.0
N-arilo 155.5 (d, 244.2) 156.5 (d, 225.2) 160.0 (d, 233.2)
136.2 (d, 8.8) 137.0 (d, 7.3) 136.0 (d, 13.0)
133.1 (d, 9.6) 133.5 (d, 7.1) 133.6 (d, 12.1)
118.7 (d, 4.3) 118.8 (d, 4.5) 118.3 (d, 6.1)
113.9 (d, 2.0) 114.1 (d, 4.0) 113.0 (d, 3.1)
107.5 (d, 27.5) 107.6 (d, 20.0) 107.7 (d, 29.3)
Fmoc 143.6,141.2,127.7, 143.9,141.2,127.6, 143.5,141.3, 127.8,

127.0, 125.0, 119.9,
67.4,54.3

127.0, 125.0, 119.9
68.1, 56.1

127.1,124.9, 120.0
68.1, 54.8
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Ahora se decribe la caracterizaciéon de los compuestos obtenidos por el
acoplamiento de la oxazolidinona con configuracion sin derivada del aminoacido

L-alanina con los aminoacidos Fmoc protegidos diversos antes mencionados.

El compuesto procedente del acoplamiento con el aminoacido Fmoc
protegido derivado de L-fenilalanina se obtuvd con un rendimiento del 40%. En el
espectro de RMN 'H para 34a se observan las sefales aromaticas del grupo
Fmoc, en 7.70 ppm se encuentra un doblete con una J = 7.5 Hz que integra para
dos hidrégenos, en 7.41 ppm esta un triplete con J = 7.5 Hz que integra para dos
hidrogenos, en 7.38 ppm se encuentra un multiplete que integra para tres
hidrogenos, dos correspondiente a hidrogenos del grupo Fmoc y el hidrégeno del
grupo N-arilo en posicion orto al fluor, en 7.22 ppm un multiplete que integra para
los dos hidrégenos restantes del grupo Fmoc. En 7.10 ppm se encuentra un
multiplete que integra para los cinco hidrégenos del grupo bencilico 12, 13, 14 y
el hidrégeno del grupo N-arilo en posicidén para al fluor. Por ultimo, en 6.89 ppm
un multiplete que integra para el hidrégeno meta al fluor el fragmento N-arilo. En
la zona alifatica a 5.63 ppm se encuentra un doblete con J = 7.5 Hz
correspondiente a H-7. En 4.57 ppm esta un triplete que integra el metino del
Fmoc, en 4.50 ppm un multiplete que integra para el metino 5 unido a oxigeno,
en 4.37 ppm un multiplete que integra para el C-6 unido al metilo, en 4.25y 4.15
ppm aparecen dos multipletes que integran para el metileno del Fmoc, en 4.06
ppm un multiplete que integra para el metino 9 del aminoacido de fenilalanina.
En 3.79 ppm aparece un multiplete que integra para los metilenos unidos a
oxigeno de la morfolina y un hidrégeno del metileno 4 diasterotépico, en 3.56
ppm se observa un multiplete para el hidrégeno restante del metileno 4 de
oxazolidinona, en 2.92 ppm se encuentra un multiplete que integra para los
metilenos de la morfolina unidos a nitrégeno y el metileno bencilico 10 del
aminoacido fenilalanina y por ultimo, en 1.26 ppm se encuentra un doblete con

una J = 6.9 Hz que integra para el metilo CH3-C6 (Figura 54).
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Figura 54. Espectro de RMN 'H de 34a en CDCls.

El espectro de RMN °C 34a observa en 172.3 ppm la sefial del carbonilo
8 de amida, en 154.6 ppm la del carbonilo del carbamato, en 155.9 ppm la del
carbonilo 2 de la oxazolidinona, la region aromatica mostré en 143.7 y 141.2
ppm las sefales de los carbonos cuaternarios del grupo Fmoc. En 127.6, 127.0,
125.0 y 120.0 ppm las senales restantes del grupo Fmoc, el grupo bencilico se
observo 136.1 ppm el carbono cuaternario 11, en 129.0, 128.7 y 127.1 ppm el
sistema A2B,C 12, 13, 14. Para el fragmento N-arilo se observaron las sefales
dobles caracteristicas en 155.5 ppm con Jc.r= 244.1 Hz, en 136.2 ppm con Jc.r
= 8.9 Hz, en 132.9 ppm con Jcr= 9.2 Hz, en 118.8 ppm con Jc.r= 3.7 Hz, en
114.0 ppm Jc.r= 3.2 Hz y en 107.5 ppm con Jc.r= 26.3 Hz. En la region alifatica
se observa en 75.2 ppm la sefial del metino 5 de la oxazolidinona, en 67.2 ppm
la del metileno del grupo Fmoc, en 66.9 los metilenos unidos a oxigeno de la
morfolina, en 56.2 ppm la del metino de Fmoc, en 50.9 ppm los metilenos unido
a nitrégeno de la morfolina, en 47.4 ppm la de el metileno 4 de la oxazolidinona,

en 47.1 el metino 9 derivado de fenilalanina, en 46.3 ppm la del metino 6
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derivado de alanina, en 38.0 ppm la del metileno 10 bencilico de fenilalanina y

por ultimo en 17.2 ppm la del metilo derivado de alanina CH3-C6 (Figura 55).

Se afaden los datos espectroscopicos obtenidos de la caracterizacién de
RMN "H y "*C obtenidos para los compuestos (34b-h) (Tabla 22-25) (Figura 56 y
57).
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Figura 55. Espectro de RMN "°C del compuesto 34a en CDCls.
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Figura 56. Compuestos analogos de linezélida derivados del acoplamiento de
tipo peptidico con Tyr (34b), Leu (34c), Thr (34d) y Thp (34e).
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Tabla 22. Datos de RMN "H (3 (J = Hz)) y rendimientos quimicos de dipéptidos a

partir de 1,3-oxazolidin-2-ona con configuracion sin (34b-e).

No. 34b (40 %) 24c (38 %) 34d (41 %) 34e (36 %)
H-4 3.81 (m) 3.93 (t, 8.9) 3.94 (m) 3.59 (t, 9.0)
3.69 (m) 3.78 (m) 3.78 (t, 8.1) 3.41 (dd, 9.0,6.4)
H-5 4.63 (m) 4.63(m) 4.69 (m) 3.95 (m)
H-6 4.09 (m) 4.20 (m) 4.34 (m) 4.05 (m)
CH;-C6 1.27 (d, 6.3) 1.31 (d, 5.8) 1.37 (d, 7.0) 1.00 (m)
H-7 6.20 (d, 8.6) 6.44 (sa) 5.85 (sa) 5.92 (sa)
H-9 4.18 (m) 4.20 (m) 4.21 (m) 4.19 (t, 6.9)
H-10 2.93 (m) 1.73 (m) 4.13 (m) 3.29 (m)
1.59 (m) 3.15 (m)
H-11 1.73 (m)
H-12 6.87 (m) 0.69 (d, 6.2) 7.17 (m)
0.66 (d, 6.3)
H-13 7.03 (m)
H-14 1.26 (sa)
H-15 7.32 (m)
H-16 7.11 (m)
H-17 1.38 (sa) 6.99 (m)
H-18 7.32 (m)
CH5-C10 1.33 (sa)
Morfolina 3.81 (m) 3.82 (m) 3.85 (m) 3.86 (m)
2.93 (m) 2.96 (m) 3.03 (m) 3.04 (m)
N-arilo 7.43 (d, 7.4) 7.49 (m) 7.48 (m) 7.55 (m)
7.03 (m) 7.01 (d, m) 7.06 (m) 6.99 (m)
6.87 (m) 6.81 (t, 9.0) 6.88 (m) 6.88 (t, 9.1)
Fmoc 7.72 (d, 7.5) 7.70 (d, m) 7.75 (m) 7.75(,7.7)
7.44 (d,7.4) 7.49 (m) 7.60 (m) 7.55 (m)
7.37 (M) 7.34 (m) 7.39 (m) 7.38 (m)
7.27 (m) 7.22 (m) 7.30 (m) 7.28 (m)
4.38 (m) 4.33 (m) 4.69 (m) 4.43 (m)
4.38 (m) 4.33 (m) 4.36 (m) 4.43 (m)
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Tabla 23. Datos de RMN *C (3 (J = Hz)) de dipéptidos a partir de 1,3-oxazolidin-

2-ona con configuracién sin (34b-e).

No. 34b 34c 34d 34e
C-2 155.9 156.1 156.0 154.3
C-4 47.3 47.5 47 4 47 4
C-5 74.9 75.9 74.9 74.1
C-6 46.9 47.0 46.1 47.5
CH5-C6 17.4 14.4 18.1 14.1
C-8 176.8 171.0 169.7 171.2
C-9 47.2 46.8 471 471
C-10 37.2 42.0 66.2 28.5
C-11 130.4 24.6 109.7
C-12 124.3 21.4 79.6 122.4
22.4
C-13 129.5 28.2
C-14 154.5 136.2
C-15 111.3
C-16 78.5 119.7
C-17 28.8 123.4
c-18 107.6
C-19 127.2
CH3-C10 27.9
Morfolina 66.9, 50.8 66.9, 50.9 66.9, 51.0 66.9, 51.0
N-arilo  155.5(d, 259.1)  155.5(d, 245.2)  155.5 (d, 252.0) 155.4 (d, 260.9)
136.7 (d, 8.2) 136.4 (d, 8.9) 136.1(d, 13.0)  137.0 (d, 10.3)
131.7 (d, 9.3) 133.0 (d, 9.6) 133.1 (d, 7.0) 131.0 (13.9)
118.7 (d, 4.4) 118.8 118.8 (d, 3.2) 119.9 (d, 7.4)
114.0 (d, 3.7) 114.0 113.8 (d, 2.6) 114.0 (d, 3.2)
107.8 (d, 30.7)  107.1(d,26.4)  107.5(d, 25.1)  107.5(d, 21.8)
Fmoc 1435, 141.2, 143.8, 141.2, 143.6, 141.2, 143.7,141.3,
127.6, 127.0, 127.6, 127.0, 127.7, 127.0, 127.8, 1271,
125.0, 119.9 125.0, 119.9, 125.0, 120.0 125.0, 120.0
67.3, 54.9 67.0, 53.6 67.0, 55.5 67.1, 55.9
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Figura 57. Compuestos analogos de linezélida derivados del acoplamiento de
tipo peptidico con His (34f), Ser (34g) y Cys (34h).
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Tabla 24. Datos de RMN "H (3 (J = Hz)) y rendimientos quimicos de dipéptidos

a partir de 1,3-oxazolidin-2-ona con configuracién sin (34f-h).

No. 34f (37%) 349 (29%) 34h (33%)
H-4 3.77 (m) 3.82 (m) 3.84 (t, m)
3.76 (m)
H-5 4.42 (m) 4.63 (m) 4.63 (m)
H-6 4.10 (m) 4.42 (m) 4.38 (m)
CH5-C6 1.13 (d, 6.5) 1.36 (d, 6.9) 1.20 (s)
H-7 6.79 (s)
H-9 4.10 (m) 4.16 (m) 4.11 (m)
H-10 2.95 (m) 3.74 (dd, 3.02 (m)
9.2,9.1) 2.80 (m)
3.37 (dd,
8.9,8.4)
H-11
H-12 7.50 (m)
H-13 1.15 (s)
H-14 7.67 (m)
Trt 7.22 (m) 7.00(m) 7.28 (m)
7.05 (m)
Morfolina 3.77 (m) 3.82 (m) 3.81 (m)
2.95 (m) 2.97 (m) 2.93 (m)
N-arilo 7.30 (m) 7.38 (m) 7.36 (m)
7.00 (m) 7.00 (m) 7.05 (m)
6.77 (dd, 9.5, 6.84 (m) 6.86 (m)
8.9)
Fmoc 7.67 (m) 7.74 (m) 7.71 (m)
7.50 (m) 7.52 (m) 7.50 (m)
7.30 (m) 7.38 (m) 7.36 (m)
4.37 (m) 7.30 (m) 7.28 (m)
4.23 (m) 4.23 (m) 4.38 (m)
4.16 (m) 4.11 (m)
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Tabla 25. Datos de RMN *C (3 (J = Hz)) de dipéptidos a partir de 1,3-oxazolidin-
2-ona con configuracién anti (35f-h).

No. 35f 35g 35h
C-2 154.8 154.6 154.3
C-4 48.0 47.4 47.3
C-5 73.6 75.4 74.8
C-6 47.7 46.3 46.5
CH3-C6 17.8 17.9 17.0
C-8 178.3 171.0 167.0
C-9 47.8 47.0 47.0
C-10 29.6 61.5 30.4
C-11 132.6
C-12 78.2
C-13 128.2 27.3
C-15 130.9
Trt 134.0, 129.6, 132.4, 129.5
128.7,127.1, 79.4 128.2,128.1, 78.3
Morfolina 66.9, 51.0 66.9. 50.9 66.9, 50.9
N-arilo 155.5 (d, 252.2) 156.5 (d, 225.1) 155.8 (d, 233.2)
136.1 136.2 (d, 9) 135.7 (d, 10.0)
134.0 133.5 (d, 9.8) 133.2 (d, 11.1)
119.0 (d, 1.6) 118.8 (d, 4.5) 118.3 (d, 4.0)
114.1 113.9 (d, 3.5) 114.0

107.7 (d, 27.4)

143.5, 141.0, 127.8,

127.0, 124.9, 120.1,
67.7, 54.9

Fmoc

107.6 (d, 18.9)

143.9, 141.2, 1278,

127.0, 125.0, 119.9
68.1, 56.1

107.7 (d, 27.8)
143.5, 141.1, 127.6,
127.0, 125.2, 119.8

68.3, 65.7
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4.15. Estudio de la actividad antibacteriana de dipéptido-oxazolidinonas
34a-h y 35a-h mediante microdilucién en caldo.

La evaluacion de la actividad antibacteriana de 16 compuestos analogos a
linezolida de tipo dipéptido con aminoacidos diversos se realizd frente a cepas
Gram positivas y negativas por el método de microdilucion en caldo a una
concentracion unica de 25 ug/mL. Esta es la concentracion maxima a la que se
solubilizan estos compuestos en el medio de cultivo. Posteriormente, se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los compuestos que
mostraron actividad. La evaluacion se realizo en el intervalo de concentracion de
25.0-0.38 pg/mL. Los compuestos 34a, 34f 35a, 35d, 35f, 35h presentan
actividad contra bacterias Gram positivas menores e igual a 25 ug/mL e incluso
en algunos casos actividad mejor (3.12 ug/mL) que linezdlida. La actividad
especifica frente a Streptococcus grupo A encontrada se debe a que raramente
se reporta resistencia en esta bacteria ante linezolida, y por lo tanto, la
sensibilidad alta a este antibidtico y la actividad en sus analogos es de esperarse
(Figura 58) (Tabla 26).
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Figura 58. Analogos de linezdlida tipo dipéptido que presentaron actividad
antibacteriana.

Tabla 26. CMI (ug/mL) de analogos a linezdlida tipo dipéptido frente a
Streptococcus grupo A.

Bacteria 35a 35d 34f 35h 34a 35f LZD
Streptococcus grupo A 25 6.12 312 6.12 25 6.12 0.5
LZD: linezdlida.

108



1V. Resultados y discusion

El compuesto 34f fue el compuesto mas activo con la cepa Streptococcus
grupo A y de manera grata presenté actividad antibacteriana a concentraciones
bajas frente a cuatro cepas mas. Con la cepa control Staphylococcus aureus
ATCC 25923 se obtuvieron valores de CMI consistentes con la literatura
(CLSI).°” Ademas, este compuesto presentd actividad frente tres aislados de
muestras clinicas resistentes a meticilina: MRSA-3, MRSA-4 y MRSA-5 con
valores CMI de 3.12 y 6.25 ug/mL (Figura 55). Estos valores fueron menores que
los obtenidos con el antibiotico control linezdlida (4.0 y 8 pg/mL) (Tabla 27).
Debido a que este compuesto no presentd actividad frente a la cepa control
MRSA 43300, se atribuye que el mecanismo de accion es por una ruta alterna al

antibiético meticilina (betalactamico), y posiblemente analoga al de linezdlida.

Tabla 27. CMI (ug/mL) de 34f frente a cepas bacterianas diferentes.

Compuesto ATCC 25923 MRSA-3 MRSA-4 MRSA-5 1

34f 3.12 3.12 3.12 6.25 3.12
LZD 4 4 8 8 0.5

LZD: linezolida. Staphylococcus aureus ATCC 25923. Aislados clinicos de Staphylococcus
aureus meticilino resistente (MRSA-3, MRSA-4, MRSA-5). Streptococcus Gpo A (1).

Los compuestos evaluados presentaron actividad solo frente a bacterias
Gram positivas con un efecto bacteriostatico, debido al crecimiento bacteriano
observado posterior a 20 horas del sembrado de una muestra del pocillo donde
se determino la CMI y a valores superiores. Estos resultados concuerdan y son
coherentes a las propiedades del antibidtico linezdlida. La evaluacion de los
pares diasteroméricos mostré que la configuracion anti favorece la actividad
antimicrobiana debido a que la mayoria de los compuestos evaluados presentan
esta configuracion. Sin embargo, el compuesto con actividad antibacteriana
mayor presentd la configuracion sin. Solo los compuestos derivados de
fenilalanina e histidina presentaron actividad en las dos configuraciones, el
primer par tuvo la misma CMI, pero en el acoplamiento con histidina el mas
activo fue de configuracion sin. Esto demuestra que el acomodo espacial de la

molécula es muy importante al momento de interaccionar en el sitio de accién.

109



1V. Resultados y discusion

4.16. Estudio antibacteriano de compuestos dipéptido-oxazolidinona 34a-h
y 35a-h mediante Kirby-Bauer / Difusion en agar.

El estudio de la actividad antibacteriana de los compuestos analogos a
linezolida frente a diversas cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas,
también fue realizado por el método Kirby-Bauer. Los resultados obtenidos
fueron similares a lo encontrado por el método de microdilucién en caldo. Es
decir, los analogos que presentaron actividad por el método de microdilucion,
presentaron actividad por éste método y las mismas bacterias, con la diferencia
de que los compuestos no presentaron una difusion buena debido a la
solubilidad baja en agua. EI compuesto 34f mostré la actividad mayor, por lo que
el ensayo fue simplemente un estudio confirmatorio de la actividad presentada
por el método anterior. A continuacién se muestra en la Tabla 28 los diametros

de los halos de inhibicion determinados en el estudio.

Tabla 28. Diametros de los halos de inhibiciéon de bacterias evaluadas frente a
34f.

Bacteria D (50 pg)
Staphylococcus aureus 25923
MRSA 43300

MRSA-3

MRSA-4

MRSA-5

Streptococcus grupo A 01
Staphylococcus aureus 05
Escherichia coli 25922

O N 0000 WOWOo N

Debido a la caracteristica intrinseca de Streptococcus Gpo. A (1) en su
crecimiento masivo, la bacteria presentd un apreciacién compleja de los halos de
inhibicion con los compuestos probados (34a, 34f, 35a, 35d, 35f, 35h). A simple
vista se logré6 determinar la presencia de los halos pero al momento de
fotografiar la placa no se logré una imagen de calidad buena, el diametro

observado fue de 7 mm.
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4.17. Estudio de acoplamiento molecular automatizado de compuestos
dipéptido-oxazolidinona 34a-h y 35a-h (docking).

El estudio de acoplamiento molecular automatizado (docking) en el
fragmento fosforil transferasa (SFT) del ARN ribosomal donde interacciona
linezélida se realizé6 con los 16 compuestos evaluados. Los valores de
acoplamiento mas bajos (valores mas negativos) indican acoplamientos mas
favorables, siendo 34f y 35a los compuestos con los valores mejores (-10.6712 y
-10.4224 Kcal/mol respectivamente), inclusive mejores a linezolida (-7.21
Kcal/mol) (Tabla 29).

Tabla 29. Valores de acoplamiento sobresalientes asignados por MOE de los

analogos de linezdlida con la estructura cristalina de ARNr de E. coli.

Compuesto Valor

34f -10.6712
35a -10.4224
35h -9.8477
34a -9.4143
LZD -7.21

Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el ensayo
antibacteriano y confirma que un numero mayor de interacciones en el sitio de
accion mejora la actividad antibacteriana. EI modelado de 35a muestra dos
interacciones, la primera es un enlace de hidrogeno del NH de la amida con
G2505 que es el mismo presentado por linezélida. También en el modelo se
indica una interaccion nt-o entre el anillo aromatico del fluoreno con el hidrégeno

en C-2 de la estructura purina A2062 (Figura 59).
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1j2585
'J2508

@ 52505

Figura 59. Modelado de 35a (verde) y linezdlida (amarilla) y el mapa de

interacciones de 35a.

El modelado de 34f (color amarillo) mostrd interacciones con los
nucledtidos G2061 y G2505. Al compararse con linezolida (color café) en el sitio
activo se observa que ocupa la misma cavidad y presenta una acomodo similar.
Sin embargo, no estd presente la interaccion caracteristica de enlace de
hidrogeno entre el NH y G2505, en su lugar, se presenta un enlace de hidrégeno
al metileno del grupo fluoreno y una interaccién -t con el imidazol. Ademas, se
observa una interaccién de enlace de hidrogeno con el carbonilo de la
oxazolidinona y G2061. En el mapa de afinidad es posible observar las
interacciones antes mencionadas (Figura 60). Por su parte, el modelado de su
diasteromero el compuesto 35f, ocupa de igual manera el SFT de linezdlida
(Figura 61), sin embargo, su configuracion distinta en el C5 del anillo
oxazolidinona conduce a una disposicion espacial diferente, asi como la
disminucién del numero y tipo de interacciones supramoleculares observadas,
reflejado en una actividad antibacteriana menor a 34f. Esto confirma que un
numero mayor de interacciones en el sitio de accibn mejora la actividad

antibacteriana.
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Figura 60. Modelado de 34f (amarillo) y linezélida (café) en el SFT donde se
puede observar la superposicion y el mapa de interacciones de la

estructura 34f.

Figure 61. Modelado de linezdlida (amarillo), 34f (verde) y 35f (rosa) en el SFT.
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Ademas, mediante modelado molecular se puede predecir o prever una
actividad alta debido a la desproteccidn de los grupos tritlo y Fmoc del
compuesto 34f (34f-NH;) con un valor de acoplamiento determinado de -7,93
kcal/mol, por lo que su obtencion de manera sintética es una tarea importante a
realizar a futuro. El modelado del compuesto 34f-NH, muestra una postura
similar a linezdlida, de manera analoga a 34f, no presenta la interaccién tipica
de enlace de hidrégeno entre el grupo amida NH vy el fosfodiéster del nucleétido
G2505, la interaccion con el nucleétido G2061 y el carbonilo de oxazolidinona el
cual actua como aceptor de hidrégeno permanecen presentes. Es de admirar
que la interaccion mt-rt del anillo de imidazol con el nucleétido G2505 ya no esta
presente, en su lugar, se establecen dos interacciones nuevas de enlace de
hidrégeno del carbonilo de amida y la amina libre de histidina con el nucleétido
G2505 ( Figura 62).

Figura 62. Modelado de 34f-NH, (morado) y linezélida (anaranjado) y el mapa

de interacciones de 34f-NH..
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4.18. Actividad antiparasitaria in vitro de compuestos tipo dipéptido-

oxazolidinona 34a-h y 35a-h contra Giardia duodenalis.

El estudio de la actividad antiparasitaria in vitro de compuestos tipo
dipéptido-oxazolidinonas contra Giardia duodenalis mediante viabilidad celular
por el reactivo MTT, determiné valores diversos de inhibicidon de crecimiento con
los 16 compuestos evaluados a la concentracion mas alta de 100 ug/mL. Cuatro
compuestos presentaron actividad con porcentajes de inhibicion moderados (34d
y 36f) y con porcentajes altos (34f y 34h) sobre su efecto en la multiplicacion,
adhesion y morfologia del parasito (Tabla 30). La configuracion diasteromérica
S,S se encontré con presencia mayor en los compuestos con actividad (34d, 34f,
34h). Los compuestos 34f y 36f derivados del acoplamiento con el aminoacido
histidina presentaron inhibicion de crecimiento siendo el compuesto sin mas
activo que el anti lo que muestra que la distribucion espacial de los sustituyentes

es un factor determinante en la actividad.

Tabla 30. Actividad antiparasitaria in vitro de 34d, 34f, 34h y 36f contra Giardia

duodenalis.

Compuesto Inhibicion (%)
34d 41.8 +1.33
34f 91.0+1.12
34h 82.8 +1.63
36f 41.4 £1.45

El ensayo se repiti6 con los compuestos que presetaron porcentaje de
inhibiciéon mayor (34f y 34h) a diluciones diferentes (100-3.125 pg/mL) para
determinar la concentracion inhibitoria media (ICsp). Los valores de ICso
encontrados en el estudio fueron de 26.98 ug/mL para 34f y 43.48 ug/mL para
34h. Ademas, 34f y 34h alteraron la morfologia del parasito presenciando un
aumento de tamano descontrolado (Figura 63). La determinacion 1Csy destaco
34f como el compuesto con la actividad mayor contra G. duodenalis. Sin

embargo, los resultados de ICso fueron mayores al obtenido con el farmaco
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control metronidazol (2.139 pug/mL). De cualquier manera se logré demostrar la
eficacia de 34f en la eliminacion del parasito (Tabla 31). Es importante
mencionar que debido al enfoque antibacteriano de linezdlida y sus analogos, en
la revision de la literatura, no se encontraron reportes que indiquen que
linezolida o analogos presenten actividad antiparasitaria contra G. duodenalis.
Sin embargo, si existen escasos trabajos donde evaluan la actividad contra otros
parasitos encontrandose ICsp que en comparacién con los farmacos control

presentan valores muy elevados (896 ug/mL) o actividad nula.>**°

Tabla 31. Actividad inhibitoria del crecimiento (ICsp) in vitro de 34h y 34f contra

Giardia duodenalis.

Compuesto ICso (ug/mL) R®
34h 43.48 0.99
34f 26.98 0.97

Metronidazol 2.139 0.97
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Lon

P W A X Y
Figura 63. Actividad de 34f y 34h contra Giardia duodenalis: a) control positivo

metronidazol 1.5 ug/mL, b) control de crecimiento, c) 34f (50 ug/mL),
d) 34f (6.25 pg/mL), ) 34h (100 pg/mL), f) 23h (6.25 pg/mL).

4.18. Evaluacion de la actividad citotéxica de compuestos dipéptido-
oxazolidinona 34a, 34f, 35a, 35d, 35f y 35h.

Con el fin de determinar si los analogos de linezdlida activos en los
estudios biolégicos realizados (34a, 34f, 35a, 35d, 35f y 35h) inducen un efecto
citotoxico o inhibidor sobre la proliferacién celular, se llevaron a cabo ensayos de
viabilidad celular para evaluar su efecto después de 48 h de tratamiento
empleando células ARPE-19 (Tabla 32). La mayoria de los analogos de tipo
dipéptido-oxazolidinona, a la concentracibn mayor evaluada (100 uM), no

mostraron una reduccién significativa en la viabilidad o proliferacién celular,
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conservando porcentajes de proliferacion superiores al 80% (Figura 64).
Curiosamente, el analogo 34f conserva la viabilidad hasta 25 uM, concentracion
siete veces mayor a la CMI (3.42 uM) determinada en el ensayo antibacteriano.
En concentraciones mayores (100 y 50 puM), el compuesto presenta
citotoxicidad, reduciendo el porcentaje de proliferacion celular y afectando la
morfologia celular. En comparacién, el control positivo citotoxico doxorrubicina
indujo un fuerte efecto citotoxico antiproliferativo sobre las células ARPE-19,
reduciendo la proliferacion celular en aproximadamente un 50% a una
concentracion de 0.125 uM (Figura 65 y 66). Los valores obtenidos en el ensayo
muestran que la interaccion de compuestos tipo dipéptido-oxazolidinona frente
células ARPE-19 no presentan efectos citotoxicos al conservar la viabilidad

metabdlica y la integridad de las células.

Tabla 32. Porcentajes de proliferacion del cultivo celular ARPE-19 con
analogos de linezdlida (34a, 34f, 35a, 35d, 35f y 35h) a 50 uM.

34a 93.7+7.5
34f 71.9+4.3°
35a 929+45
35d 84.3+4.6
35f 86.3+1.5
35h 88.8+2.9
LZD 85.2+47

® Los datos se expresan como media de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. ® Doxorrubicina empleada como control positivo.® Resultado obtenido a 25 uM.
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Figura 64. Porcentajes de proliferacion celular del cultivo ARPE-19 con analogos

de linezodlida y linezadlida.
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35d 50 pM (200X)

-

Doxorrbicin ) ARPE-19 sintrata |
) 1.25 M (200X) ‘

{

Figura 65. Células ARPE-19 posterior a 24 h de exposicion con analogos de
linezolida y linezdlida como referencia. Doxorubicina y DMSO fueron

empleados como controles.
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34250 pM (200X) 34150 uM (200X) 35250 uM (200X)  35d 50 uM (200X)

vk,

Figura 66. Células ARPE-19 posterior a 24 h de exposicion con analogos de

linezolida y linezdlida como referencia. Doxorubicina y DMSO fueron

empleados como controles.
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4.20. Desproteccién analogo de linezélida tipo dipéptido 36a.

La remocion del grupo protector Fmoc presente en el aminoacido acoplado
al andlogo de linezdlida (Phe, Tyr, Leu, Thr, Thp, His, Ser, Cys) se llevo a cabo
con piperidina (1.5 eq) en DCM por 4 h a temperatura ambiente, el crudo de
reaccion se purifica mediante columna en una fase organica 9:1 acetato de etilo:

metanol (Esquema 10).

Se espera que al eliminar los grupos protectores aumente la solubilidad de
los compuestos en agua, ademas de generar un numero mayor de grupos
aceptores y donadores de enlace de hidrégeno que aumenten las interacciones

supramoleculares en el sitio de accion, y con ello su actividad antibacteriana.

0] 0]
o4 /—\ o4 C\< /\
N N (0] N N (0]
O NH F O« _NH F
—_—

Rs NH,
34a-h - 36a-h

0 0
o« \ oKX —\
Y\/N NP Y_\/NQN\_/O
Oy, -NH F 0. NH F
ZiNHFmoc

R Ry~ NH;

35a-h 37a-h

R, = a) Phe, b) Tyr, c)Leu, d) Thr,
e) Tpr, f) His, g) Ser, h) Cys.

Esquema 10. Remocién del grupo protector Fmoc de analogos de linezélida

tipo dipéptido.
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A continuacién se describe la caracterizacion del compuesto 36a. El
cambio mas notable con el espectro de infrarrojo de 36a respecto a su precursor
es la ausencia de la senal de carbonilo del carbamato del grupo Fmoc. Esto
indica que se llevé acabo la desproteccion satisfactoriamente. En el espectro de
FTIR se observé en 3334 cm™ el estiramiento N-H de amida y la vibracion del
grupo amino se encuentra solapada en esta misma region del espectro. En 3025
cm™' se observa el estiramiento C-H aromatico, en 2928 cm™ el estiramiento C-

H alifatico, en 1741 cm™" el estiramiento C=0 de la oxazolidinona, en 1659 cm™"

1 1

el estiramiento C=0 de la amida, en 1512 cm ' estiramiento C=C, en 1227 cm™

el estiramiento C-N y a 1111 cm™ el estiramiento C-O (Figura 67).

o] [\}}—|—<O/\L//\O©\ | . | ! 'II. I ]

Figura 67. Espectro de IR-TF del compuesto 36a.
En el espectro de EMIES de 36a se encuentra el pico del ion

cuasimolecular [M+H]" con 457 uma. También se observé el aducto con sodio
[M+Na]* en 479 uma (Figura 68).
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Figura 68. Espectro de EMIES del compuesto 36a.

En el espectro de RMN 'H de 36a se observan que las sefales del grupo
ya no estan presentes, dando evidencia de la desproteccion completa del
compuesto (Figura 69). En el espectro se observa en 7.58 ppm un doblete con
una J = 9.4 Hz que integra al hidrégeno 7 de la amida, en 7.24 ppm se observa
un multiplete que se asigna a los hidrogenos bencilicos 12, 13 y 14. Las sefnales
del fragmento N-arilo estan en 7.42 ppm como un doble de dobles con J=14.4y
2.6 Hz que integra para el hidrégeno orto al fluor, en 7.06 ppm un doble de
dobles con J = 9.0 y 2.6 Hz correspondiente al hidrogeno en posicién para al
fldor y en 6.89 ppm un triplete que corresponde al hidrégeno meta al fluor. En la
zona alifatica se observa a 4.65 ppm un doble de dobles de dobles con J = 8.8,
6.5, 2.1 Hz que integra para el metino 5 unido a oxigeno, en 4.35 ppm un doble
de dobles de dobles con J = 9.2, 6.8, 2.2 Hz para el hidrégeno 9, en 3.93 y 3.80
ppm un triplete con J = 9.0 Hz y un doble de dobles con J = 9.1, 6.6 Hz
correspondientes a los hidrogenos diasterotopicos del metileno 4. En 3.83 y en
3.03 ppm estan dos multipletes que integran para los ocho hidrégenos del anillo
morfolinico, en 3.56 ppm un multiplete que integra para el hidrégeno 6, en 3.16 y
2.70 ppm se observan un doble de dobles con J = 14.3, 4.0 Hz y un segundo

doble de dobles con J = 13.8, 8.8 Hz correspondientes a los hidrogenos
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diasterotopicos del metileno 10. En 1.96 ppm se encuentra un singulete ancho
que integra para los hidrégenos de la amina y en 1.30 ppm un doblete con

J = 7.0 Hz corresponde a los hidrégenos del metilo CH3-6.
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Figura 69. Espectro de RMN 'H de 36a en CDCls.

El espectro de RMN ">C de 36a muestra en 170.1 ppm la sefial del
carbonilo 8 de amida y en 154.4 ppm la del carbonilo 2 de la oxazolidinona. En la
region aromatica estan presentes la sefales del grupo bencilico, en 137.2 ppm el
carbono cuaternario 11, en 129.2, 128.7 y 126.9 ppm el sistema A;B,C
(carbonos 12, 13, 14). Para el fragmento N-arilo se observan sefiales dobles en
155.5 ppm con J=244.9 Hz, en 136.7 ppm con J = 9.1 Hz, en 133.0 ppm con J =
10.5 Hz, en 118.8 ppm con J = 4.2 Hz, en 113.8 ppm J = 3.2 Hz y en 107.3 ppm
con J = 26.2 Hz. En la region alifatica se observan en 75.2 ppm la sefial del
metino 5 de la oxazolidinona, en 66.9 los metilenos unidos a oxigeno de la
morfolina, en 56.0 ppm la del metino 9, en 51.0 ppm los metilenos unidos a
nitrégeno de la morfolina, en 47.6 ppm el metileno 4 de la oxazolidinona, en 46.3
ppm se encuentra el metino 6, en 40.4 ppm la del metileno 10 y por ultimo, en
17.5 ppm la senal del metilo CH3-C6 (Figura 70).
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Figura 70. Espectro de RMN ">C del compuesto 36a en CDCls.

Estos resultados muestran la viabilidad en la obtencion de los analogos
de linezdlida desprotegidos, sin embargo, el rendimiento del compuesto
purificado es bajo (30%). Actualmente se sigue en la obtencion de todos los
analogos y se espera obtener resultados satisfactorios en las pruebas de

evaluacion bioldgica.

4.21. Sintesis de analogos de linezélida 38 y 39.

Los compuestos 32 y 33 fueron acetilados con cloruro de acetilo, dando
lugar a la formacién de los analogos de linezolida 38 y 39 (Esquema 11). El
crudo de reaccion se purifico mediante columna 9:1 acetato de etilo:metanol y se
obtuvieron rendimientos de 76 y 70%, respectivamente. Estos compuestos
presentan una estructura muy similar a la de linezdélida, diferenciandose en el

metilo alfa al grupo acetamida.
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Esquema 11. Acetilacion de analogos de linezodlida.

Los espectros de infrarrojo de 38 y 39 muestra en 3275 cm™ la banda de
estiramiento del enlace N-H de la amida, en 3083 cm™ el estiramiento C-H
aromatico, en 2968 cm™ el estiramiento C-H alifatico, en 1737 y 1647 cm™ las
vibraciones del estiramiento C=0 de oxazolidinona y amida respectivamente, en
1516 cm™ el estiramiento C=C, en 1410 cm™ el estiramiento C-N y en 1112 cm™

el estiramiento C-O (Figura 71).
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Figura 71. Espectro de IR-TF de los compuestos 38 y 39.
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En los espectros de EMIES de 38 y 39 se encontré el pico del ion
cuasimolecular [M+H]" con 352 uma. También se detecté el aducto con sodio
[M+Na]" en 374 uma (Figura 72).
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Figura 72. Espectro de EMIES de los compuestos 38 y 39.

En el espectro de RMN 'H de 38 se observan las sefiales aromaticas del
fragmento N-arilo, en 7.42 ppm esta un doble de dobles con J = 15.0, 2.5 Hz
asignado al hidrégeno orto al fluor, en 7.05 ppm un doble de dobles con J = 8.8,
2.5 Hz del hidrégeno para al fluor y 6.90 ppm un doble de dobles con J =9.2, 9.0
Hz para el hidrégeno meta al fluor. En 6.41 ppm se observa el hidrégeno de la
amida H-7 como un doblete con J = 8.0 Hz, en 4.60 ppm un multiplete que
integra para H-5, en 4.45 ppm un multiplete correspondiente a H-6, en 3.94 y
3.88 ppm los hidrégenos diasterotopicos del metileno H-4 como un triplete con J
= 9.0 Hz y un multiplete, respectivamente. Las sefales del fragmento morfolinico
se observan en 3.88 ppm para los metilenos unidos a oxigeno y el en 3.05 ppm
los metilenos unidos a nitrégeno. Por ultimo, en 1.97 ppm se encuentra el
singulete del metilo H-9, y en 1.35 ppm un doblete con J = 7.0 Hz para el metilo
CHs3-6. La presencia de sefiales para los hidrégenos H-7 y H-9 confirman la
obtencién de 38 (Figura 73).
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Figura 73. Espectro de RMN "H de 38 en CDCls.
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El espectro de RMN 'C de 38 muestra en 170.9 ppm la sefial del

carbonilo 8 de amida y en 154.6 ppm la del carbonilo 2 de la oxazolidinona. Para

el fragmento N-arilo se observaron las sefales dobles caracteristicas en 155.5
ppm con J= 244.9 Hz, en 136.7 ppm con J = 9.1 Hz, en 133.0 ppm con J = 10.5
Hz, en 118.8 ppm con J = 4.2 Hz, en 113.8 ppm J = 3.2 Hz y en 107.3 ppm con

J =26.2 Hz. En la region alifatica se observa en 75.6 ppm la sefial del metino 5

de la oxazolidinona, en 66.9 la de los metilenos unidos a oxigeno de la

morfolina, en 51.0 ppm la sefal de los metilenos unidos a nitrégeno de la

morfolina, en 47.6 ppm se encuentra el metino 6, en 46.3 ppm el metileno 4 de la

oxazolidinona, en 23.1 ppm metilo 9 y por ultimo, en 17.8 ppm la sefal del metilo

CH3-C6 (Figura 74).
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Figura 74. Espectro de RMN °C de 38 en CDCls.

En el espectro de RMN '"H de 39 se observan las sefiales aromaticas del
fragmento N-arilo, en 7.45 ppm se encuentra un doble de dobles con J = 15.0,
2.5 Hz para el hidrégeno orto al fluor, en 7.13 ppm un doble de dobles con J =
9.1, 2.5 Hz para el hidrégeno para al fluor y 6.93 ppm un triplete con J = 9.2 Hz
para el hidrogeno meta al flior. En 6.02 ppm se observé el hidrogeno de la
amida generada H-7 como un doblete con J = 8.4 Hz, en 4.70 ppm un multiplete
que integra para H-5, 4.25 ppm un multiplete correspondiente a H-6, en 4.08 y
3.78 ppm los hidrégenos diasterotopicos del metileno H-4 como un triplete con J
= 9.0 Hz y un doble de dobles con J = 9.0, 8.8 Hz, respectivamente. Las senales
del fragmento morfolinico se observan en 3.88 ppm para los metilenos unidos a
oxigeno y 3.04 ppm los metilenos unidos a nitrégeno. Por ultimo, en 2.00 ppm el
metilo H-9 como singulete y en 1.25 ppm el metilo CH3;-6 como un doblete con J
= 7.0 Hz (Figura 75).
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Figura 75. Espectro de RMN "H de 39 en CDCls.

El espectro de RMN 'C de 39 se encuentran en 169.9 ppm la sefial del
carbono 8 de amida y en 154.4 ppm la del carbono 2 de la oxazolidinona. Para el
fragmento N-arilo se observaron las sefales dobles caracteristicas en 155.0 ppm
con J=242.2 Hz, en 136.5 ppm con J = 8.8 Hz, en 132.8 ppm con J = 10.5 Hz,
en 118.7 ppm con J = 4.1 Hz, en 114.0 ppm J = 3.0 Hz y en 107.5 ppm con
J = 26.0 Hz. En la region alifatica se observan en 74.4 ppm la sefial del metino 5
de la oxazolidinona, en 66.9 la sefial de los metilenos unidos a oxigeno de la
morfolina, en 51.0 ppm la de los metilenos unido a nitrégeno de la morfolina, en
47.7 ppm se encuentra el metino 6, en 47.6 ppm el metileno 4 de la
oxazolidinona, en 23.2 ppm metilo 9 y por ultimo, en 13.4 ppm la sefal del metilo
CHs-Cq (Figura 76).
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Figura 76. Espectro de RMN >C de 39 en CDCls.

4.22. Evaluacion de la actividad antibacteriana de analogos de linezélida
30, 31, 32, 33, 38 y 39.

El estudio de la actividad antibacteriana in vitro de seis analogos de
linezolida (30, 31, 32, 33, 38, 39) frente a bacterias gram positivas y gram
negativas diversas empleando la metodologia de microdilucion en caldo,
determind que 30 y 33 son activos solo frente a Staphylococcus aureus 05 a 100
Mg/mL, la actividad antibacteriana de estos analogos es escasa en comparacion
con linezolida (Tabla 33). Para entender esta significativa diferencia en la
actividad antibacteriana a nivel molecular, se realizé el acoplamiento molecular
automatizado de los analogos de linezdlida en el centro de fosforil transferasa
(SFT). La estructura de todos los analogos de linezdlida, excepto 31, ocupa el
SFT de E. coli. También se calcularon las formas protonadas de 32 y 33. La
Tabla 34 muestra la puntuacion y las energias de colocaciéon (kcal/mol) de

linezolida y analogos.
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El valor de la puntuacion obtenido después de varios calculos esta
relacionado con la calidad del acoplamiento, donde las puntuaciones mas bajas
indican los acoplamientos mas favorables. Como se puede observar, los
analogos 30, 33 y 39 tienen una puntuacién similar a linezdlida, pero no
muestran una actividad antibacteriana potente como linezdélida. Algunas razones
admisibles de esta diferencia podrian ser: 1) una energia de colocacion muy
superior a linezélida, debido probablemente al efecto estérico de los grupos
voluminosos como bencilo o metilo presentes en la estructura molecular, y 2)
interacciones intermoleculares diferentes involucradas en los complejos

supramoleculares.

El compuesto 30 presenta un enlace de hidrogeno atipico con el G2061
que actua como aceptor de H, mientras que el analogo 33 presenta dos
interacciones, un enlace de hidrégeno con G2505 que actua como donante de H
y una interaccion de menor energia CH --- ™ con A2451 (Figura 77 y 78). Estos
analogos muestran actividad baja contra Staphylococcus aureus 05 antes
mencionado. El resto de analogos de linezdlida que son totalmente inactivos
establecen interacciones de baja energia como C-H --- ry N-H --- 11, pero no hay
enlaces de hidrégeno presentes. Por ejemplo, los compuestos 38 y 39 presentan
una alta similitud estructural a linezdlida, sin embargo, el estudio antibacteriano

no mostré ni siquiera resultados comparables (Figura 79 y 80).

Tabla 33. CMI de los compuestos 30 y 33 (ug/mL)

o =Y oA =
NBn2 NH2
30 33
Compuesto S. aureus 05
30 100
33 100
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Tabla 34. Valores de Score y energia de acoplamiento (kcal/mol)
de analogos de linezolida

Compuesto Score Energia de
(kcal/mol) acoplamiento

(kcal/mol)
Linezélida -7.21 -70.35
30 -7.18 -9.27
32-H* -6.28 -46.24
32 -6.69 -39.42
33-H* -5.85 -41.51
33 -7.18 -53.12
38 -6.88 -53.92
39 -7.19 -54.64

Figure 77. a) Docking Molecular y b) mapeo de interacciones de 30 en el SFT en

la estructura cristalina del RNAr de E. coli.
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Figure 78. a) Docking Molecular y b) mapa de interacciones de 33 en el SFT en

la estructura cristalina del RNAr de E. coli.

Figure 79. a) Docking molecular de 39 (amarillo) y linezdlida (verde). b) mapa de

interacciones de 39 en el SFT.
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a) b)

Figure 80. a) Docking molecular de 38 (amarillo) y linezdlida (verde). b) mapa de

interacciones de 38 en el SFT.

4.23. Evaluacion de la actividad antiparasitaria de analogos de linezélida

30, 31, 32, 33, 38 y 39 frente al céstodo Hymenolepis nana.

La actividad antiparasitaria in vitro de seis analogos de linezélida se evalu6
contra el céstodo H. nana (30, 31, 32, 33, 38 y 39) a 20 mg/mL empleando la
metodologia previamente reportada de Montes-Avila®® (Figura 81). Durante el
estudio se determinaron cambios en la movilidad y morfologia del parasito. Asi
como la viabilidad mediante tincion con el colorante azul de Evans. El farmaco
praziquantel se empled como control positivo y el medio Hank’s como control

negativo.
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Figura 81. Estructura de analogos de linezdlida evaluados frente H. nana.

En el ensayo los seis compuestos fueron capacez de provocar la muerte
del parasito en tiempos diferentes. Los compuestos 30 y 31 presentaron tiempos
de paralisis y de muerte iguales, 20 y 60 minutos, respectivamente, mientras que
el tiempo de muerte obtenido con praziquantel es 30 minutos. Ademas 30 y 31
generaron dafos morfoldgicos en scolex, cuello y proglotidos del parasito (Figura
82). Los compuestos 32 y 33 presentaron tiempo de paralisis muy similares de
10 y 11 minutos, respectivamente, y tiempos de muerte de 21 min, mostrando
una actividad significativamente mayor que praziquantel. EI compuesto 33
generd danos en proglotidos gravidos y scolex, y tincion en los huevos. Estos
dafios morfolégicos no se observan con praziquantel. Los compuestos 30 y 31,
32 y 33 presentaron tiempos de paralisis y muerte similares, es decir, no se
observé un cambio notable en comparacién a su par diasteromérico sin o anti.
En cambio, el estudio de 38 y 39 mostré diferencias en su actividad, el
compuesto 39 con configuracién anti presenté tiempo de paralisis de 2 min y
muerte de 60 min, su actividad es similar a la de 30 y 31 y también menor a la
praziquantel. En cambio, el compuesto 38 que tiene configuracion sin presentd
tiempo de paralisis de 6 minutos y tiempo de muerte de 18 minutos, lo que lo
hace el mas activo de la serie (Tabla 35). Por lo que, en este caso, la

configuracion si tuvo un efecto significativo en la actividad.
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Un estudio adicional se realiz6é variando la concentracion a 20, 15y 10
mg/mL con los compuestos mas activos. Los resultados muestran que los
compuestos con configuracion anti 33 y 39 disminuyeron su actividad
gradualmente o la perdieron al disminuir la concentracion. Mientras que los
compuestos con configuracion sin 32 y 38 fueron los mas activos. EI compuesto
38 es el mas activo a 20 mg/mL, sin embargo, a concentracién baja disminuyo
su actividad con un tiempo de muerte de 90 min a 10 mg/mL, en cambio 32 a
concentraciones menores presenta disminucién en los tiempos de muerte en
comparacién con 38 de 60 min a 15y 10 mg/mL (Tabla 36). Determinandose asi

a los compuestos 32 y 38 como los mejores en este estudio.

Tabla 35. Actividad antiparasitaria de analogos de linezdlida (30, 31, 32, 33, 38 y

39) contra Hymenolepis nana a 20 mg/mL.

Tiempo
Compuesto Estructura Paralisis (min) Muerte (min)
30 # 'S 20 60
31 A~ ~ 20 60
T P
oA~
32 N NCO 10 21
33 \N% 'S 11 21
38 P 'S 6 18
39 %@ & 2 60
T
Praziquantel 20 30
Linezdlida 5 N/D
Control (-) N/D N/D

N/D Indica que los parasitos permacieron con movimiento o vivos posterior a 16 h de
evaluacion.
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Figura 82. a) Céstodo sin tratamiento no presenta tincién. b) Céstodo tratado
con 38 durante 18 min presenta tincion c) Céstodo tratado con 31
durante 1 h presenta tincion. d) Tincién positiva en los huevos,
céstodo tratado con 33.

Tabla 36. Actividad antiparasitaria de analogos de linezdlida (30, 31, 32, 33, 38 y

39) contra Hymenolepis nana a concentraciones diferentes.

Concentracién Tiempo

Compuesto Estructura (mg/mL) Paralisis Muerte
(min) (min)

2 A= 15 s 40

f N

R P 20 11 21

OJ(o F 10 15 60

33 Yb” N\/:/\O 15 10 60
NH, 20 10 21

o%o . 10 10 N/D

38 TN N 15 10 N/D
T —° 20 2 60

. J<0 F 10 10 90

39 YQ,N ) 15 10 90
NHAG — 20 6 18

N/D Indica que los parasitos permacieron con movimiento o vivos posterior a 16 h de
evaluacion.
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El estudio de la actividad antiparasitaria realizada demostré que la
estereoquimica tiene un efecto significativo en la actividad antiparasitaria, siendo
la configuracion S,S la que induce la actividad mayor. Ademas, la presencia de
los grupos voluminosos en la amina (grupos bencilicos) disminuyen

considerablemente la actividad, en cambio grupos pequefios la mejoran.

Tomando en cuenta el efecto de paralisis observado de los compuestos
evaluados sobre el parasito, el mecanismo de accion puede ser el mismo que
praziquantel, es decir, alterando el flujo de iones Ca** a través de la membrana
celular debido a la interaccion de estos compuestos en los canales de iones. Es
importante sefialar, que aunque praziquantel y linezdlida no presentan una
estructura similar, comparten ciertas similitudes como tener un grupo aromatico,
un anillo heterociclico y un grupo carbonilo exociclico, que posiblemente
establecen interacciones intermoleculares similares. Por otro lado, la actividad
potente y dafio morfoldgico que presentan los analogos de linezdélida puede ser
consecuencia de una interaccién mas fuerte debido al centro quiral adicional, asi
como los grupos voluminosos presentes en sus estructuras induciendo arreglos
conformacionales y tridimensionales que favorecen su interaccion en los canales
de iones demostrando su potencial empleo como agentes antiparasitarios

nuevos.

Con base en este resultado y el observado para los compuesto 6, 7, 34f y
34h se realiz6 el estudio de la actividad antiparasitaria de los seis compuestos
frente a G. lamblia, sin embargo, los compuesto evaluados no provocan la
muerte del parasito a la concentracion mayor evaluada en un tiempo de 24h. De
esta manera se determina que los compuestos son solo activos frente a

céstodos y no contra protozoos.
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4.23. Evaluacion de la actividad citotéxica de los compuestos analogos a
linezdlida (32, 33, 38 y 39).

Los analogos de linezodlida (32, 33, 38 y 39) fueron evaluados mediante un
ensayo de viabilidad celular empleando células ARPE-19 con la finalidad de
establecer si inducen cambios en la proliferacion. Para esto se realizé la
evaluacion con MTT después de 48 h de tratamiento. Los resultados mostraron
que ninguno de los analogos afectan significativamente la viabilidad celular a las
concentraciones probadas (50, 100, 200 y 400 uM). La viabilidad celular del
cultivo decrece entre 5 y 20% aproximadamente, a la concentracion mayor
evaluada después del tratamiento (Tabla 37). Sin embargo, comparado con el
control de doxorubicina, que induce un efecto antiproliferativo muy fuerte sobre
estas células (viabilidad celular del 30% a 0.2 uM) a una concentracién de tres
o6rdenes menor, se considera que su efecto citotoxico es leve o casi nulo. El
cultivo de células ARPE-19 no s6lo mantiene su viabilidad metabdlica sino que
también la integridad celular se conserva después del tratamiento con los
compuestos a las distintas concentraciones, lo que indica que no existen efectos

citotoxicos debido a la presencia de estos analogos de linezdlida.

Tabla 37. Porcentaje de proliferacion de células ARPE-19 con analogos de
linezdlida (32, 33, 38 y 39) a 400 uM.

Compuesto Estructura % Proliferacion
33 e 76.5+ 1.7
\N;\/ L/O . — .
32 = 85.2 + 1.0
ﬁ@b ) 2+1.
o~
39 e 20! 94.9+1.2
38 Yd o 89.9+2.3
NHAc \\/O
Linezolida 83.1+4.3

Datos expresados como la media de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. Doxorubicina fue utilizada como control. 2Evaluado a 100 uM.
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V. EXPERIMENTAL
5.1. Generalidades

El desarrollo experimental se realiz6 en el laboratorio de Quimica
Supramolecular y Medicinal del Centro de Graduados e Investigacion del
Instituto Tecnoldgico de Tijuana, y la evaluacién de la actividad antibacteriana se
realizd en la Unidad de Investigacion en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” de

la Universidad Auténoma de Sinaloa.

Técnicas analiticas

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se realiz6 en
un equipo RMN BRUKER AVANCE Il HD 400 MHz. Los valores de los
desplazamientos quimicos (8) son expresados en partes por millén (ppm) y se
utilizara como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Los valores de las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz) en todos los casos.
La deteccion del peso molecular y patrén de fragmentacion del compuesto se
realizaron en un espectrémetro de masas Agilent Technologies 5975C (EM-IE) y
Thermo Scientific, Modelo LTQ-XL equipado con trampa de iones (EMIES). El
analisis de la espectroscopia infrarroja (IR) se realizé en un espectrofotometro de
Infrarrojo Perkin ElImer FT-IR Spectrum 400 equipado con el aditamento de ATR

donde fueron descritas las absorciones mas caracteristicas en cm™.
Materiales, reactivos y solventes

Los materiales, reactivos y solventes utilizados fueron obtenidos de las

compafiias Sigma Aldrich y VWR.
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5.2. Sintesis de éster metilico de alanina 18.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto de agitacion
magnética se agregaron 5 g (30 mmol) del aminoacido (L-alanina, L-valina)
disueltos en 140 mL de metanol. Mediante un embudo de adiciéon se anadieron
gota a gota 24 mL (5 eq) de cloruro de trimetilsilano (TMSCI) en bafo de hielo y
se dejo reaccionar por 12 h. Posteriormente, se hicieron lavados con éter etilico
(8 x 100 mL), se eliminé el disolvente a presiéon reducida obteniendo el
aminoéster metilico correspondiente como aceite amarillo.

O

IHgN ~ O—
CIHL0

(S)-metil-2-aminopropanoato (18). Rendimiento 95%. FTIR: 2955, 2920, 1735,
1456, 1241 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): & 8.68 (s, 2H), 4.08 (m, 1H) 3.73 (s,
3H), 1.42 (d, J = 7.2, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz):  170.8, 53.2, 48.2, 16.1.

5.3. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)propionoato de metilo (19).

En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 250 mL se suspendi6
clorhidrato de a-aminoéster 18 (2 g, 14 mmol) en 80 mL de cloroformo (CHCIs) y
se puso en un bafo de hielo. Al matraz se conectdé un embudo de adicion al que
se afiadieron gota a gota 10 mL de una solucién con la cantidad requerida de
N, N-diisopropiletilamina (DIPEA) en cloroformo (3 eq. 7.5 mL, 43 mmol). Una vez
concluido el goteo de DIPEA la reaccion se llevé a reflujo, después de 25
minutos se agregdé gota a gota (5 mL, 3 eq) bromuro de bencilo (BnBr).
Posteriormente, la mezcla se llevé a reflujo con agitacion constante y atmésfera

inerte de argdn durante 12 h.

Finalmente, se agregaron 80 mL de agua destilada y realizaron
extracciones con diclorometano (3 x 100 mL), la fase organica se secd con
sulfato de sodio anhidro (Na;SOy4), se filtré y elimind el disolvente a presion

reducida, el N,N-dibencilaminoéster que fue purificado por columna en gel de
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silice con una fase movil 9:1 de éter de petrdleo y acetato de etilo, obteniendo

como aceite amairillo.
—N (0]

(S)-2-(N,N-dibencilamino)propionoato de metilo (19). Rendimiento del 85%.
FTIR: 3273, 2921, 2850, 1741, 1627, 1515, 1456 cm”. RMN 'H (CDClIs, 400
MHz): § 7.37 (d, J = 7.2 Hz, 4H), 7.29 (t, J = 7.2, Hz, 4H), 7.21(t, J = 7.2, Hz, 2H),
3.83 (d, J = 14.0 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.62 (d, J = 14.0 Hz, 2H), 3.51(c, J = 7.2,
Hz, 1H), 1.32 (d, J = 7.2 Hz, 3H). RMN *C (CDCl3;, 100 MHz): & 174.2, 139.9,
128.7, 128.2, 126.9, 56.2, 54.2, 51.2, 15.0. EMIE (Int. rel.) m/e: 283(5), 240(5),
224(100), 181(20), 105(20), 91(90).

5.4. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanol (20).

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se pesé hidruro de litio y
aluminio (LiAIH4) (2.2 eq), se dispers6 en THF (40 mL) a 0°C, y se afadio gota a
gota una solucién del N,N-dibencilaminoéster 19 (2 g, 7 mmol) bajo atmdsfera
inerte de argdén. La mezcla de reaccidon heterogénea se mantuvo en agitaciéon
magnética durante 12 h. Finalmente, se afiadié gota a gota hidroxido de potasio
al 5% hasta formar un precipitado blanco, se filtr6 y secd con Na;SOg, y
mediante presion reducida se eliminé el disolvente para obtener el N,N-

dibencilaminoalcohol 20 como aceite amarillo.

>_/OH

~
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(S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanol (20). Rendimiento de 95% (1.7 g, 6.7
mmol). FTIR: 3429, 3062, 2985, 1602, 1484, 1452, 1027 cm™. RMN "H (CDCls,
400 MHz): 5 7.33 (m, 10H), 3.81 (d, J = 14.0 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 10.8 Hz, 1H),
3.36 (d, J = 14.0 Hz, 2H), 3.33 (dd, J = 6.8, 7.2 Hz, 1H), 2.98 (m, 1H), 0.98 (d, J
= 6.8 Hz, 3H). RMN "*C (CDCl;, 100 MHz): 5 139.3, 129.0, 128.5, 127.2, 62.8,
54.3, 53.0, 8.7. EMIE (Int. rel.) m/e: 255(5), 224(100), 181(20), 105(20), 91(90).

5.5. Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanal (1).

Empleando un embudo de adicién conectado a un matraz bola de 250
mL, con agitacion magnética, en atmodsfera inerte de argdn y a -78 °C, se
adicionaron gota a gota 10 mL de una solucion de COCIl, (1.5 eq) en
diclorometano (CH.Cl,), después se agregaron gota a gota 10 mL de una
solucién de DMSO (2.2 eq) en CHxCls,. el N,N-dibencilaminoalcohol 20 (1.5 g, 5.8
mmol) se adiciond disuelto en CH,Cl, durante 20 min y por ultimo, se afadio
trietilamina (TEA) (10 mL, 71.08 mmol) y 10 mL del solvente durante 30 minutos.
Posteriormente a temperatura ambiente, se agregé agua destilada (100 mL) y se
extrajo con CH,ClI; (3 x 100 mL). La fase organica se secé con Na,SOq., se filtrd
y evaporé el disolvente a presion reducida obteniendo el N,N-

dibencilaminoaldehido 1 como aceite amarillo.
=4

i

(S)-2-(N,N-dibencilamino)-1-propanal (1). Rendimiento 95% (1.4 g, 5.5 mmol).
FTIR: 3023, 2977, 1726, 1484, 1452, 1377, 1152 cm™. RMN 'H (CDCl;, 400
MHz): 8 9.72 (s, 1H), 7.40 (d, J = 7.2 Hz, 4H), 7.31 (t, J= 7.2 Hz, 4H), 7.24 (t, J =
7.2 Hz, 2H) 3.73 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.57 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.23 (c, J = 6.8
Hz, 1H), 1.17 (d, J = 6.8 Hz, 3H). RMN *C (CDCl3;, 100 MHz): 3 204.4, 139.1,
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128.8, 128.4, 127.4, 63.0, 55.0, 6.9. EMIE (Int. rel.) m/e: 253(5), 224(70),
210(40), 196(15), 181(10), 134 (45), 106 (50), 91(100).

5.6. Sintesis de a-(N,N-dibencilamino)trimetilsililoxicianhidrinas, 2 y 3.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto de agitacion
magnética y atmosfera de argdbn a 0 °C, se colocd una solucion N,N-
dibencilamino aldehido 1 (1.5 g, 5.9 mmol) disuelto en CH,Cl, seco, luego se
afiadi6 como catalizador Znl, o MgBr; (1.1 eq), para obtener el producto de
adicién con configuracion anti y sin respectivamente. (1.1 eq), y posteriormente
se agrego gota a gota TMSCN (2.2 eq). El tiempo de reaccion fue de 2 h.
Después, se afiadieron 50 mL de solucién salina. La fase organica se lavo con
CH2CIl2 (3 x 100 mL), se secd con NaSOy4, se filtr6 y evapord el solvente a
presion reducida y se obtuvo unicamente la trimetilsilioxicianohidrina como aceite

naranja.

(2S,3S)-3-(N,N-dibencilamino)-2-(trimetilsililoxi)butanotrilo (3). Rendimiento
90% (1.88 g, 5.3 mmol). FTIR: 3025, 2959, 1615, 1484, 1452, 1263, 843 cm™.
RMN "H (CDCls, 400 MHz): & 7.3 (m, 10H), 4.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.75 (d, J =
14.0 Hz, 2H), 3.54 (d, J = 14.0 Hz, 2H) 3.12 (m, 1H), 1.13 (d, J = 6.8 Hz, 3H),
0.10 (s, 9H). RMN "C (CDCl3;, 100 MHz): & 139.1, 128.7, 128.4, 127.2, 119.9,
65.0, 57.5, 55.4, 9.3, 0.4. EMIE (Int. rel.) m/e: 224(100), 181(30), 134 (45),
91(100).

5.7. Sintesis de a-(N,N-dibencilamino)aminoalcoholes, 4 y 5.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto con un embudo de

adicién, agitacidn magnética y atmédsfera inerte a 0°C, se coloco una suspension
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de LiAIH4(0.48 g, 12.5 mmol) en THF (100 mL). Después se adicion6 gota a gota
la solucién de trimetilsililoxicianohidrina en THF (50 mL) (2 g, 5.68 mmol) y se
mantuvo en agitacion durante 12 h. Después se agreg6 gota a gota hidroxido de
potasio acuoso al 5% hasta formar un precipitado blanco, se filtré y secé con
Na,SO4. Finalmente se elimind el solvente a presion reducida para obtener el

N, N-dibencilaminoalcohol. El producto crudo se empleo como sustrato en la

—
—N NH,

(2S, 3S)-1-amino-3-(N,N-dibencilamino)-2-butanol (5). Rendimiento 85%.
FTIR: 3367, 3027, 2925, 1600, 1493, 1452, 1027 cm™. EMIE (Int. rel.) m/e: 284
(15), 254 (10), 224(100), 181(10), 91(90).

siguiente etapa de reaccion.

5.8. Sintesis de oxazolidinonas, 6y 7.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL provisto con un embudo de
adicion, agitaciéon magnética y atmosfera inerte a 0 °C, se colocé una solucion
del aminoalcohol en CH.CIl, (80 mL). Después se agregd gota a gota una
solucion de trifosgeno (1 eq) en 25 mL de CH,Cl, y se agité durante 8 h.
Finalmente, se anadié una solucién saturada de NaHCOs;. La fase organica se
lavd con solucion salina saturada, se secd con NaSO4 anhidro, se filtré y se
evaporo a presion reducida, por ultimo el crudo de reaccién se purificd por
cromatografia en columna empacada con gel de silice y fase mévil de éter de

petréleo y acetato de etilo (7:3), obteniendo un sdélido blanco.
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(S)-5-((S)-1-(dibencilamino)etil)oxazolidin-2-ona (6). Rendimiento 40%. FTIR:
3277, 2961, 1752, 1605, 1365,1077 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 7.36 (d,
J=7.3Hz, 4H), 7.26 (t, J = 7.3 Hz, 4H), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 6.45 (sa, 1H),
4.57 (ddd, J = 8.4, 8.2, 6.8 Hz, 1H), 3.87 (d, J = 13.7 Hz, 2H), 3.51 (d, J = 13.7
Hz, 2H), 3.33 (t, J = 8.4, 1H), 3.27 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 2.88 (q, J = 6.8, 1H), 1.10
(d, J = 6.8 Hz, 3H). RMN "C (CDCls, 100 MHz): d 160.4, 139.9, 128.8, 128.3,
127.0, 79.9, 54.9, 54.7, 43.4, 10.4. EMIE (Int. rel.) m/e: 224(100), 181(30),
91(90).

oL
of

(R)-5-((S)-1-(dibencilamino)etil)oxazolidin-2-ona (7). Rendimiento 85%. FTIR:
3254, 2826, 1748, 1605, 1365 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 7.29 (m, 10
H), 5.42 (sa, 1H), 4.46 (ddd, J= 8.6, 8.0, 7.6 Hz, 1H), 3.70 (d, J= 13.6 Hz, 2H),
3.55 (dd, J= 8.6, 8.6 Hz, 1H), 3.44 (d, J= 13.6 Hz, 2H), 3.22 (dd, J= 8.6, 8.0 Hz,
1H), 2.76 (dc, J= 7.6, 6.6, 1H), 1.22 (d, J= 6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100
MHz): & 159.6, 139.3, 128.8, 128,4, 127.3, 78.5, 56.6, 54.5, 44.7, 8.6. EMIE (Int.
rel.) m/e: 224(100), 181(30), 91(90).

5.9. Sintesis de 4-(2-flaor-4-nitrofenil)morfolina (27).

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacién magnética se colocod
morfolina (0.82 g, 6.28 mmol) y DIPEA (0.81 g, 6.28 mmol) en 50 mL de acetato

148



V. Experimental

de etilo. Posteriormente se agregdé gota a gota 3,4-difluoronitrobenceno (1 g,
6.28 mmol) durante 30 min. Después se lavaron las paredes del matraz con 20
mL de acetato de etilo y se dej6é a temperatura ambiente durante 72 h. Al término
de la reaccion se agregaron 40 mL de DCM y se agitdé por 10 min luego se
agrego 10 mL de agua. Se realizarén extracciones con DCM (3 x 25 mL), se
separé la fase organica y seco con NaSOy, se filtré y evaporé a presion reducida

para obtener el producto.

4-(2-fluoro-4-nitrofenil)morfolina (27). Sdélido amarillo. Rendimiento de 90%,
(1.28 g, 5.65 mmoles). FTIR: 3052, 2964, 1602, 1514, 1492, 1445, 1323 cm™.
RMN "H (CDCl;, 400 MHz): & 8.01 (ddd, J = 9.1, 2.6, 1.0 Hz, 1 H), 7.92 (dd, J =
13.1, 2.6 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 8.8, 8.7 Hz, 1H), 3.89 (m, 4H), 3.30 (m, 4H).
RMN "C (CDCl3, 100 MHz): 5 152.3 (d, Jc.r= 248.0 Hz), 145.3 (d, Jc.r= 8.5 Hz)
140.8 (d, Jc.r= 7.5 Hz), 120.9 (d, Jc.r= 3.8 Hz), 116.8 (d, Jo.r= 3.0 Hz), 112.5
(d, Jc.r= 26.1Hz), 66.7, 49.9. EMIE (Int. rel.) m/e: 226(70), 168(100), 138(20),
122(10), 95 (10), 75(5).

5.10. Sintesis de 3-fluoro-4-morfolinanilina (28).

En un matraz bola de 100 mL provisto con agitacibn magnética y
atmosfera de argdon se agregd el compuesto 27 (1.27 g, 5.61 mmol) y Pd/C al
10% (0.011 g, 1.10 mmol) en metanol seco (100 mL). Posteriormente se coloco
un globo con hidrégeno y se dejo reaccionar por 4 h. Se filtrd y se eliminé el

solvente a presion reducida.
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3-fluoro-4-morfolinanilina (28). Sélido morado. Rendimiento de 97%, (1.07 g,
5.44 mmoles). FTIR: 3417, 3052, 2939, 1638, 1514, 1492, 1449, 1335, 1220,
1110 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 6.81 (dd, J = 9.1, 8.6 Hz, 1 H), 6.43 (m,
2H), 3.86 (m, 4H), 3.60 (sa, 2H) 2.98 (m, 4H). RMN '*C (CDClIs;, 100 MHz): &
156.5 (d, Jc.r= 243.8 Hz), 142.8 (d, Jcr= 10.4 Hz), 131.6 (d, Jc.r= 10.0 Hz),
120.3 (d, Jc.r= 4.3 Hz), 110.6 (d, Jo.r= 2.8 Hz), 103.9 (d, Jc.r= 23.6 Hz), 67.1,
51.7. EMIE (Int. rel.) m/e: 196(70), 138(100), 83(75).

5.11. Sintesis de 4-(4-bromo-2-fluorofenil)morfolina (29)

En un matraz bola de 250 mL provisto de agitacién magnéticay a 0 °C se
colocé NaNO; (0.37 g, 5.4 mmol) en HO (9.23 mL). Después se agregé por
medio de un goteo 3-fluor-4-morfolinanilina 28 (1.07 g, 5.4 mmol) disuelto en HBr
al 48% (5 mL) durante 10 min. Luego se afiade gota a gota CuBr (0.39 g, 2.72
mmol) disuelto en HBr al 48% durante 10 min. La reaccién se llevé a reflujo
durante 2.5 h. Finalmente se afiadié una solucion de NaOH 3M, se realizaron
tres lavados con acetato de etilo (40 + 20 + 20 mL). La fase organica se filtré en
zeolita y se lavo con solucion salina saturada. Se seco con Na;SO4 y se evapord
el solvente a presion reducida. El producto se purificd por medio de columna de

gel de silice con fase movil éter de petroleo:acetato de etilo (9:1).

@) N—<; :>— Br
F

4-(4-bromo-2-fluorofenil)morfolina (29). Sdlido café. Rendimiento de 80%.
FTIR: 3032, 2955, 1514, 1449, 1234, 1117 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): &
7.21 (m, 2 H), 6.82 (dd, J = 8.7, 8.6 Hz, 1H), 3.87 (m, 4H), 3.07 (m, 4H). RMN
3C (CDCl3, 100 MHz): & 155.5 (d, Jc.r = 249.3 Hz), 139.2 (d, Jor = 8.3 Hz)
127.0 (d, Jc.r= 3.6 Hz), 119.8, 119.7 (d, Jcr= 19.6 Hz), 113.9 (d, Jcr= 9.4 Hz),
66.9, 50.8. EMIE (Int. rel.) m/e: 259(70), 201(100), 94(10).
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5.12. Sintesis de analogos de linezdlida, 30 y 31.

En un matraz Schlenk provisto de agitacién magnética y atmédsfera de
argon se colocé la 1,3-oxazolidin-2-ona (0.1 g, 0.32 mmol), posteriormente se
agrego Cul (0.03 g, 0.01 mmol), KoCO3 (0.74 g, 0.53 mmol), 4-(4-bromo-2-
fluorofenil)morfolina (0.84 g, 0.32 mmol) y N,N-dimetiletano-1,2-diamina (0.056 g,
0.06 mmol) disueltos en 25 mL de tolueno, se dejo a reflujo por 72 h, al término
del tiempo indicado se agregarén 25 mL de agua desionizada para detener la

reaccion, se filtré en zeolita, se secé en Na;SOq, se filtrd y elimind el solvente a

\ﬂNQ@o

NBn, F

presion reducida.

((S)-5-((S)-1-(dibencillamino)etil)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)oxazolidin-2-

ona (30). Rendimiento 70%. FTIR: 3032, 2955, 1753, 1514, 1449, 1402, 1234,
1117 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 7.37 (dd, J = 11.8, 2.6 Hz, 1H), 7.30 (m,
10 H), 7.00 (ddd, J = 7.3, 2.0, 1.3 Hz, 1H), 6.94 (dd, J = 9.2, 9.0 Hz, 1H), 4.56
(ddd, J=5.4, 5.1, 5.1 Hz, 1H), 3.93 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.88 (m, 4H), 3.68 (dd,
J=8.4,2.4Hz, 1H), 3.48 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.07 (m, 4H), 2.92 (dc, J= 6.8, 5.1
Hz, 1H), 1.26 (d, J = 6.8 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz): & 155.5 (d, Jc.r=
244.5 Hz), 154.5, 139.6, 136.2 (d, Jc.r= 8.9 Hz), 133.5 (d, Jc.r= 10.5 Hz), 128.9,
128.3, 127.0, 118.7 (d, Jo.r= 4.2 Hz), 113.7 (d, Jo.r = 3.3 Hz), 107.3 (d, Jo.r =
26.3), 76.2, 67.0, 55.1, 54.8, 51.0, 47.6, 10.2. EMIE (Int. rel.) m/e: 489(5),

224(100), 91(90).
0
QJ< /N
: NQN\_/O
Y\/ i

NBn2
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R)-5-((S)-1-(dibencillamino)etil)-3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)oxazolidin-2-ona
(31). Rendimiento 75%. FTIR: 3059, 2955, 1753, 1514, 1449, 1402, 1234, 1117
cm™”. RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 7.30 (m, 10 H), 7.18 (dd, J = 11.8, 2.5 Hz,
1H), 7.00 (ddd, J = 7.1, 2.5, 1.0 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 9.1, 9.0 Hz, 1H), 4.38
(ddd, J = 8.3, 8.2, 7.2 Hz, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.80 (t, J = 8.7 Hz, 1H), 3.75(d, J =
13.5 Hz, 2H), 3.57 (dd, J = 9.0, 6.6 Hz, 1H), 3.48 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 3.04 (m,
4H) 2.87 (dc, J = 8.9, 6.6 Hz, 1H), 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100
MHz): 8 155.5 (d, Jo.r= 244.4 Hz), 154.6, 139.1, 136.2 (d, Jcr= 9.0 Hz) 133.3
(d, Jer= 10.5 Hz), 128.9, 128.5, 127.4, 118.7 (d, Jc.r= 4.1 Hz), 114.2 (d, Jo.r=
3.3 Hz), 107.7 (d, Jcr= 25.8 Hz), 74.2, 66.9, 56.7, 54.6, 51.9, 49.4, 8.6. EMIE
(Int. rel.) m/e: 489(5), 224(100), 91(90).

5.13. Sintesis de amino oxazolidinonas, 32 y 33.

En un matraz bola de 100 mL provisto de agitacién magnética se colocod
1,3-oxozalidin-2-ona junto con el catalizador Pd/C, 50 mL de metanol seco. La
mezcla se agitd a temperatura ambiente en atmdsfera de hidrégeno durante 24 h
con cuatro gotas de acido acético para acelerar la reaccion. Posteriormente se
filtr6 y elimind el disolvente a presion reducida para obtener el producto de

desproteccion de la oxazolidinona amino libre.

0
oA /—\
IO
NH, F
(S)-5-((S)-1-aminoetil)-3-(3-fluoro-4-morfolinfenil)oxazolidin-2-ona (32).
Rendimiento 80%. FTIR: 3373, 2956, 1744, 1625, 1514, 1407, 1234, 1114 cm™.
RMN "H (DMSO-ds, 400 MHz): & 7.51 (dd, J = 12.4, 2.6 Hz, 1H), 7.23 (dd, J =
8.8, 1.9 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 9.8, 9.1Hz, 1H), 4.45 (ddd, J = 8.7, 8.6, 7.8 Hz,
1H), 4.01 (dd, J = 9.0, 8.9 Hz, 1H), 3.83 (dd, J = 9.0, 8.9 Hz, 1H), 3.73 (m, 4H),
3.02 (m, 1H), 2.96 (m, 4H), 1.05 (d, J = 6.5 Hz, 3H). RMN "*C (DMSO-ds, 100
MHz): & 155.5 (d, Jo.r= 242.1 Hz), 154.7, 135.8 (d, Jc.r= 8.8 Hz), 134.1 (d, Jcr=
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10.4 Hz), 119.7 (d, Jor = 4.2 Hz), 114.4 (d, Jor = 3.2 Hz), 107.3 (d, Jor =
26.0Hz), 75.8, 66.6, 51.2, 49.2, 47.1, 18.2. EMIE (Int. rel.) m/e: 309(100),
209(90), 164(50), 44(90).

0
Q//< N\
N N O

Y\/ S

NH, F

(R)-5-((S)-1-aminoetil)-3-(3-fluoro-4-morfolinfenil)oxazolidin-2-ona (33).
Sélido blanco. Rendimiento 90%. FTIR: 3373, 2952, 2835, 1740, 1636, 1514,
1445, 1404, 1237, 1112 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 7.45 (dd, J = 11.8,
2.6 Hz, 1H), 7.15 (ddd, J = 8.8, 1.5, 1.2 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 9.1, 9.0 Hz, 1H),
4.48 (ddd, J = 8.4, 8.1, 7.2 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 8.5,1.6 Hz, 2H), 3.87(m, 4H),
3.34 (m, 1H), 3.05 (m, 4H) 1.19 (d, J = 6.6 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz):
5 155.5 (d, Je.r= 220.4 Hz), 154.6, 136.2 (d, Jcr= 7.3 Hz), 133.4 (d, Jc.r= 10.2
Hz), 118.8 (d, Jc.r= 4.1 Hz), 113.8 (d, Jcr= 3.3 Hz), 107.4 (d, 26.1), 76.2, 67.0,
51.1, 48.2, 46.2, 17.7. EMIE (Int. rel.) m/e 309(100), 209(90), 164(50), 44(90).

5.14. Sintesis de dipéptidos derivados de oxazolidinonas, 34a-h y 35a-h.

En una primera etapa en un matraz bola de 50 mL provisto de agitacion
magnética se agregd la oxazolidinona amino libre en DMF (5 mL). En una
segunda etapa en un matraz bola de 100 mL provisto de agitacion magnética se
agregaron 1.1 eq de aminoacido protegido Fmoc junto con 1.5 eq de
diisopropilcarbodiimida (DIC) y 1.5 eq de hidroxido de benzotriazol (HOBt) en
DMF (5 mL), y se dejo reaccionar por 30 min. Posteriormente, las dos soluciones
se mezclaron en un mismo matraz bola de 100 mL y se dejé en reaccion
durante 8 h. Posteriormente, la mezcla de la reaccion se coloco en un vaso de
precipitado de 500 mL y se le agregd agua hasta formar un precipitado blanco, el

cual se filtré y seco a temperatura ambiente.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flaor-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-
zolidin-5-il)etil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)carbamato (35a). Rendimiento
55%. Sdlido blanco. P.f. 135.5-136.5 °C. FTIR: 3293 3023, 2955, 1754, 1699,
1656, 1514, 1448, 1226, 1106 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 5 7.75 (d, J =
7.5 Hz, 2H), 7.52 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 7.37 (m, 3H), 7.28 (m, 5 H), 7.18 (m, 2H),
7.06 (m, 1H), 6.89 (t, J = 9.1, 1H), 6.35 (sa, 1H), 5.40 (sa, 1H), 4.43 (m, 3H),
4.29 (m, 1H), 4.17 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.85 (m, 4H), 3.75 (t, J = 9.1
Hz, 1H), 3.56 (m, 1H), 3.04 (m, 6H),1.15 (d, J = 6.3 Hz, 3H). RMN "C (CDCls,
100 MHz): & 170.1, 156.0, 155.9, 155.5 (d, Jc.r= 246.1 Hz), 154.6, 143.6, 141.3,
136.7 (d, Jc.r= 8.6 Hz), 136.1, 132.8 (d, Jc.r= 10.1 Hz), 129.2, 128.7, 127.7,
127.2, 127.0, 125.0, 120.0, 118.8 (d, Jcr= 4.1 Hz), 114.0 (d, Jor = 3.2 Hz),
107.5 (d, 26.1), 74.3, 67.1, 66.9, 56.3, 51.0, 47.8, 47.7, 47.1, 38.0, 14.4. EMIES:
[M+H]"= 679 uma, [M+Na]'= 701 uma, [M+K]'= 717 uma.

(9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-(4-(tert-butoxi)fenil)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-fluor-4-

morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxopropan-2-il)carbamato
(35b). Solido blanco. Rendimiento 38%. P.f. 115.5-116.5 °C. FTIR: 3294, 3023,
2976, 1748, 1710, 1655, 1513, 1448, 1227, 1105 cm™. RMN 'H (CDCls, 400
MHz): 6 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.53 (dd, J = 7.2, 6.9 Hz, 2H), 7.40 (dd, J =
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12.1, 2.1 Hz, 1H), 7.36 (m, 2 H), 7.26 (m, 2H), 7.08 (d, J = 6.8, 2H), 7.01 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 7.6 Hz, 3H), 5.87 (sa, 1H), 4.48 (m, 1H), 4.32 (m, 3H),
4.13 (m, 2H), 3.83 (m, 4H), 3.76 (t, J = 8.7 Hz, 1H), 3.57 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 3.00
(m, 6H), 1.26 (sa, 9H),1.13 (d, J = 5.8 Hz, 3H). RMN *C (CDCls;, 100 MHz): &
171.0, 156.0, 155.5 (d, Jc.r= 245.1 Hz), 154.5, 154.4 143.6, 141.2, 136.4 (d, Jc.r
= 8.9 Hz), 133.0 (d, Jcr= 10.4 Hz), 131.0, 129.2, 128.7, 127.8, 127.5, 127.0,
124.9, 124.2 119.9, 118.8 (d, Jc.r= 4.1 Hz), 114.0 (d, Jc.r= 3.2 Hz), 107.5 (d, Jc.
F= 26.1), 78.4, 74.3, 67.1, 66.9, 56.3, 51.0, 47.8, 47.7, 47.1, 38.4, 28.7, 14.4.
EMIES: [M+H]"= 751 uma, [M+Na]"= 773 uma, [M+K]"= 789uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flaor-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-

zolidin-5il)etil)Jamino)-4-metil-1-oxopentan-2-il)carbamato (35¢). Sdlido
blanco. Rendimiento 38%. P.f. 102.0-103.0 °C. FTIR: 3295, 3023, 2956, 1749,
1716, 1656,1514, 1448, 1226, 1106 cm™. RMN "H (CDCl3, 400 MHz): 5 7.78 (d,
J=7.4Hz 2H), 7.71 (m, 1H), 7.58 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
7.37 (m, 1H), 7.32 (t, J = 7.5 Hz, 2 H), 7.06 (m, 1H), 6.41 (sa, 1H), 5.21 (sa, 1H),
4.60 (m, 1H), 4.37 (m, 2H), 4.13 (m, 3H), 4.12 (m, 4H), 4.00 (m, 1H), 3.78 (m,
1H), 3.38 (m, 4H), 1.65 (m, 1H), 1.54 (m, 2H), 1.25 (d, J = 5.9 Hz, 3H), 0.95 (sa,
6H). RMN *C (CDCls, 100 MHz): 5 172.3, 155.5 (d, Jc.r = 254.2 Hz), 155.0,
154.5, 143.6, 141.2, 136.4 (d, Jc.r= 7.0 Hz), 133.0 (d, Jc.r= 10.0 Hz), 127.8,
127.0, 124.8, 120.0, 118.8 (d, Jc.r= 5.4 Hz), 114.0 (d, Jc.r= 4.0 Hz), 107.8 (d, Jc-
F=25.1 Hz), 74.7, 67.0, 65.4, 53.6, 52.3, 47.7, 47.5, 471, 41.1, 24.7, 22.9, 14.3.
EMIES: [M+H]"= 645uma, [M+Na]'= 667 uma, [M+K]"= 683 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((2S)-3-(tert-butoxi)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flior-4-morfolino-
fenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato (35d).
Sélido blanco. Rendimiento 35%. P.f. 84.5-86.5 °C. FTIR: 3300, 3023, 2973,
1749, 1719, 1670, 1514, 1448, 1224, 1048 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MHz): &
7.77 (dd, J = 7.4, 5.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 7.42 (dd, J = 7.3, 7.0 Hz,
3H), 7.33 (dd, J = 7.5, 7.0 Hz, 2H), 7.10 (m, 1H), 5.09 (sa, 1 H), 4.64 (m,1H),
4.41 (m, 2H), 4.25 (m, 2H), 4.18 (m, 2H), 4.01 (m, 5H), 3.86 (m,1H), 3.24 (m,
4H), 1.29 (s, 9H), 1.24 (s, 3H), 1.08 (d, J= 6.3 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100
MHz): & 169.7, 156.0, 155.9, 155.4 (d, Jcr = 258.1 Hz), 143.6, 141.3, 127.8,
127.0, 125.0, 120.0, 119.9 (d, Jc.r= 7.4 Hz), 113.8 (d, Jc.r= 3.4 Hz), 107.7 (d, Jc.
F=26.4 Hz), 75.7, 74.5, 66.9, 66.5, 66.1, 58.9, 51.7, 47.8, 47.7, 47.2, 28.2, 17.2,
14.7. EMIES: [M+H]"= 689 uma, [M+Na]'= 711 uma, [M+K]"= 729 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flaor-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-
zolidin-5-il)etil)Jamino)-3-(1H-indol-2-il)-1-oxopropan-2-il)carbamato (35e).
Solido blanco. Rendimiento 38%. FTIR: 3293, 3065, 2952, 1743, 1722, 1662,
1515, 1229, 1111 cm™. RMN 'H (CDCl3, 400 MH z): 5 7.76 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
7.67 (m, 1H), 7.55 (m, 2H), 7.39 (m, 2H), 7.29 (m, 4H), 7.11 (dd, J = 7.4, 7.0 Hz,
1H), 7.07 (dd, J = 7.4, 7.0 Hz, 1H), 7.02 (m, 2H), 6.08 (dd, J = 9.2, 9.0 Hz, 1H),
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5.50 (sa, 1H), 4.45 (m, 3H), 4.21 (m 1H), 4.05 (m, 1H), 3.99 (m, 1H), 3.86 (m
4H), 3.64 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.44 (dd, J = 9.5, 9.0 Hz, 1H), 3.31 (m, 1H), 3.16 (m,
1H), 3.04 (m, 4H), 1.04 (sa, 3H). RMN "*C (CDCl;, 100 MHz): 5 177.3, 155.9,
155.8, 155.5 (d, J = 231.7 Hz), 144.0, 141.3, 136.9, 136.5 (d, J= 9.5 Hz), 132.8
(d, J = 9.8 Hz), 127.8, 127.6, 127.1, 125.3, 125.0, 122.9, 122.4, 120.2, 120.0,
118.7 (d, J = 9.0 Hz), 114.3, 112.7, 107.5 (d, J = 25.7 Hz), 74.2, 67.1, 66.9, 55.8,
51.0, 47.5, 47.4, 47.0, 28.4, 13.9. EMIES: [M+H]"= 718 uma, [M+Na]"= 740 uma,
[M+K]*= 756 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flaor-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-
zolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxo-3-(1-tritil-1 H-imidazol-4-il)propan-2-il)carbama-
to (35f). Solido blanco. Rendimiento 36%. P.f. 108.5-109.5 °C. FTIR: 3304, 3059,
2955, 1750, 1718, 1671, 1513, 1228, 1114 cm™. RMN 'H (CDClI3, 400 MH z2): &
7.70 (m, 3H), 7.50 (m, 3H), 7.36 (m, 3H), 7.30 (m, 6H), 7.24 (m, 2H), 7.21 (m,
9H), 6.94 (m, 1H), 6.70 (m, 1H), 6.43 (sa, 1H), 5.07 (sa, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.31
(m, 1H), 4.21 (m, 2H), 4.09 (m, 1H), 3.80 (m, 5H), 3.75 (m, 2H), 2.93 (m, 4H),
2.57 (m, 2H), 1.27 (d, J = 5.6 Hz, 3H). RMN "C (CDCIl;, 100 MHz): & 170.6,
155.7, 155.5 (d, J = 244.2 Hz), 1541, 143.6, 141.2, 138.7, 136.2 (d, J = 8.8 Hz),
133.1 (d, J = 9.6 Hz), 132.4, 130.9, 129.4, 128.7, 128.1, 127.7, 127.0, 126.9,
125.0, 119.9, 118.7 (d, J = 4.3 Hz), 113.9 (d, J = 2.0 Hz), 107.5 (d, J = 27.5 Hz),
85.9, 74.8, 67.4, 66.9, 54.3, 50.9, 47.4, 47.0, 45.7, 33.6, 17.7. EMIES: [M+H]'=
912 uma, [M+Na]'= 934 uma, [M+K] = 950 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-(tert-butoxi)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flior-4-morfolinofe
nil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxopropan-2-il)carbamato (359).
Sélido blanco. Rendimiento 29%. P.f. 80.0-81.0 °C. FTIR: 3296, 3020, 2969,
1736, 1715, 1669, 1514, 1225, 1114 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MH z): 5 7.73 (d,
J = 7.5 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 7. 38 (m, 2H), 7.30 (m, 3H), 7.00 (m,
1H), 6.84 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.22 (m, 3H), 4.15 (m, 2H), 3.82 (m, 6H), 3.75
(dd, J=9.2, 8.9 Hz, 1H), 3.37 (dd, J = 8.9, 8.6 Hz, 1H), 2.97 (m, 4H), 1.37 (d, J =
6.9 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz):  171.5, 156.5 (d, J = 225.2 Hz), 156.1,
154.6, 143.9, 141.2, 137.0 (d, J = 7.3 Hz), 133.5 (d, J = 7.1 Hz), 127.6, 127.0,
125.0, 119.9, 118.8 (d, J = 4.5 Hz), 114.1 (d, J= 4.0 Hz), 107.6 (d, J = 20.0 Hz),
78.2, 75.2, 68.1, 66.8, 61.5, 56.1, 50.9, 47.7, 47.1, 46.3, 27.3, 17.9. EMIES:
[M+H]"= 675 uma, [M+Na]'= 697 uma, [M+K]'= 713 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil ((R)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flior-4-morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-
5-il)etil)amino)-1-oxo-3-(tritiltio)propan-2-il)carbamato  (35h). Sdlido blanco.
Rendimiento 33%. P.f. 91.5-92.5 °C. FTIR: 3296, 3008, 2951, 1754, 1714, 1675,
1514, 1232, 1110 cm™. RMN "H (CDCl3, 400 MH z): 8 7.74 (m, 2H), 7.55 (m, 2H),
7.39 (m, 9H), 7.26 (m, 8H), 7.20 (m, 3H), 7.01 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.83 (t, J = 9.1
Hz, 1H), 6.00 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.41 (m, 1H), 4.20 (m,
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3H), 4.12 (m, 1H), 3.91(t, J = 9,1 Hz, 1H), 3.80 (m, 4H), 3.75 (dd, J = 7.0, 6.9 Hz,
1H), 3.69 (dd, J = 9.0, 6.6 Hz, 1H), 3.02 (m, 4H), 2.62 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 1.18
(d, J = 6.7 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz):  170.0, 160.0 (d, J = 233.2 Hz),
155.9, 155.7, 144.0, 143.5, 141.3, 136.0 (d, J = 13.0 Hz), 133.6 (d, J = 12.1 Hz),
129.4, 128.1, 127.8, 127.1, 127.0, 124.9, 120.0, 118.3 (d, J = 6.1 Hz), 113.0 (d, J
= 3.1 Hz), 107.7 (d, J = 29.3 Hz), 79.2, 74.5, 68.1, 66.9, 54.8, 51.0, 47.9, 47.7,
47.0, 30.4, 14.0.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flior-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-
zolidin-5-il)etil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)carbamato  (34a).  Sdlido
blanco. Rendimiento 40%. P.f. 105.5-106.5 °C. FTIR: 3293 3023, 2955, 1754,
1699, 1656, 1514, 1448, 1226, 1106 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): 5 7.70 (d,
J=75Hz 2H), 7.41 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.38 (m, 3H), 7.22 (m, 2H), 7.10 (m, 6H),
6.89 (m, 1H), 5.63 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 4.57 (m, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.37 (m, 1H),
4.25 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 4.06 (m, 1H), 3.79 (m, 3H), 3.56 (m, 1H), 2.92 (m,
6H), 1.65 (m, 1H), 1.26 (d, J = 6.9 Hz, 3H). RMN "*C (CDCI3, 100 MHz): d 172.3,
155.9, 155.5 (d, Jc.r= 244.1 Hz), 154.9, 143.7, 141.2, 136.4 (d, Jc.r= 8.9 Hz),
132.9 (d, Jcr= 9.2 Hz), 127.6, 127.0, 125.0, 120.0, 118.8 (d, Jcr = 3.7 Hz),
114.0 (d, Jcr= 3.2 Hz), 107.5 (d, Jcr= 26.3 Hz), 75.2, 67.2, 66.9, 56.2, 50.9,
47.4, 471, 46.3, 38.0, 17.2. EMIES: [M+H]'= 679 uma, [M+Na]’= 701 uma,
[M+K]"= 717 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-(4-(tert-butoxi)fenil)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flior-4-mor
folinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etilJamino)-1-oxopropan2il)carbamato (34b).
Sélido blanco. Rendimiento 40%. P.f. 98.5-99.5 °C. FTIR: 3294, 3023, 2976,
1748, 1710, 1655, 1513, 1448, 1227, 1105 cm™. RMN 'H (CDCl;, 400 MHz): &
7.72 (m, 2H), 7.44 (m, 2H), 7.43 (m, 1H), 7.37 (m, 2H), 7.27 (m, 2H), 7.03 (m,
2H), 6.87 (m, 3H), 6.20 (d, J= 8.6 Hz, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.38 (m, 3H), 4.18 (m,
1H), 4.09 (m, 1H), 3.81 (m, 3H), 3.69 (m, 1H), 2.93 (m, 6H), 1.38 (m, 9H), 1.27
(d, J = 6.3 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz): & 176.8, 155.9, 155.5 (d, Jc.r=
254.2 Hz), 154.7, 143.5, 141.2, 136.7 (d, Jc.r= 8.2 Hz), 131.7 (d, Jc.r= 9.3 Hz),
127.6, 127.0, 125.0, 119.9, 118.7 (d, Jc.r = 4.4 Hz), 114.0 (d, Jor = 3.7 Hz),
107.8 (d, Je.r=30.7 Hz), 78.5, 74.7, 67.3, 66.9, 54.9, 50.8, 47.3, 47.2, 46.9, 37.2,

28.8, 17.4.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flior-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-

zolidin-5il)etil)Jamino)-4-metil-1-oxopentan-2-il)carbamato (34c). Sdlido
blanco. Rendimiento 38%. P.f. 110.5-111.5 °C. FTIR: 3295, 3023, 2956, 1749,
1716, 1656,1514, 1448, 1226, 1106 cm™. RMN 'H (CDCl3, 400 MHz): & 7.70 (m,
2H), 7.49 (m, 3H), 7.34 (m, 2H), 7.22 (m, 2H), 7.01 (m, 1H), 6.81 (m, 1H), 6.44
(sa, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.33 (m, 3H), 4.20 (m, 2H), 3.93 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.82
(m, 4H), 3.78 (m, 1H), 2.96 (m, 4H), 1.73 (m, 2H), 1.59 (m, 1H), 1.31 (d, J = 5.8
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Hz, 3H), 0.69 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.66 (d, J = 6.3 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100
MHz): 5 171.0, 156.1, 155.5 (d, Jc.r= 245.2 Hz), 154.5, 143.6, 141.2, 136.4 (d,
Jor= 7.0 Hz), 133.0 (d, Jc.r = 10.0 Hz), 154.7, 1143.8, 141.2, 127.6, 127.0,
125.0, 119.9, 118.8, 114.0, 107.5 (d, Jc.r= 26.4 Hz), 75.9, 67.0, 66.9, 53.6, 50.9,
47.5, 47.0, 46.8, 42.0, 24.6, 22.4, 21.4, 14.5. EMIES: [M+H]'= 645 uma,
[M+Na]"= 667 uma, [M+K]'= 683 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((2S, 3R)-3-(tert-butoxi)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flaor-4-morfo-
linofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato  (34d).
Sélido blanco. Rendimiento 41%. P.f. 106.5-107.5 °C. FTIR: 3300, 3023, 2973,
1749, 1719, 1670, 1514, 1448, 1224, 1048 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): &
7.75 (m, 2H), 7.60 (m, 2H), 7.48 (m, 1H), 7.39 (m, 2H), 7.30 (m, 2H), 7.06 (m,
1H), 6.88 (m, 1H), 5.85 (sa, 1 H), 4.69 (m, 2H), 4.36 (m, 2H), 4.34 (m, 1H), 4.21
(m, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.94 (m, 1H), 3.85 (m, 4H), 3.78 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 3.03
(m, 4H), 1.37 (d, J = 8.1 Hz, 3H), 1.26 (s, 9H), 0.85 (d, J = 6.1 Hz, 3H). RMN *C
(CDCl3, 100 MHz): 5 169.7, 156.0, 155.9, 155.4 (d, Jcr = 252.0 Hz), 143.6,
141.2, 136.1 (d, Jor= 13.0 Hz), 133.1 (d, Jo.r = 7.0 Hz), 127.7, 127.0, 125.0,
120.0, 118.8 (d, Jcr= 3.2 Hz), 113.8 (d, Jc.r= 2.6 Hz), 107.7 (d, Jc.r= 26.4 Hz),

79.6,74.9,67.0, 66.9, 66.2, 55.5, 51.0, 47.4,47.1, 46.1, 28.2, 27.9, 18.1. EMIES:
[M+H]"= 689 uma, [M+Na]'= 711 uma, [M+K]"= 729 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flior-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-

zolidin-5-il)etil)Jamino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropan-2-il)carbamato (34e).
Solido blanco. Rendimiento 36%. P.f. 110.5-111.5 °C. FTIR: 3293, 3065, 2952,
1743, 1722, 1662, 1515, 1229, 1111 cm™".RMN 'H (CDCl3, 400 MHz): 5 7.75 (t, J
= 9.1 Hz, 2H), 7.55 (m, 3H), 7.38 (m, 2H), 7.32 (m, 2H), 7.28 (m, 2H), 7.17 (m,
1H), 7.11 (m, 1H), 6.99 (m, 2H), 6.88 (m, 1H), 5.92 (sa, 1 H), 4.43 (m, 3H), 4.19
(t, J = 8.1 Hz, 1H), 4.05 (m, 1H), 3.95 (m, 1H), 3.86 (m, 4H), 3.59 (t, J = 9.0 Hz,
1H), 3.41 (dd, J = 9.0, 6.4 Hz, 1H), 3.29 (m, 1H), 3.15 (m, 1H), 1.00 (m, 3H).
RMN ™C (CDCls, 100 MHz): & 171.2, 155.4 (d, Jc.r = 252.0 Hz), 154.3, 154.2,
143.7, 141.3, 137. (d, Jc.r= 10.3 Hz), 136.2, 131.0 (d, Jc.r= 13.9 Hz), 127.8,
127.2,127.0, 125.0, 123.4, 122.4, 120.0, 119.9 (d, Jc.r= 7.4 Hz), 119.7, 114.0 (d,
Jor= 3.2 Hz), 111.3, 107.5 (d, Jcr= 21.8 Hz), 74.1, 67.1, 66.9, 55.9, 51.0, 47.5,
47.4, 471, 28.5, 14.1. EMIES: [M+H]*= 718 uma, [M+Na]'= 740 uma, [M+K]'=

756 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-1-(((S)-1-((R)-3-(3-flaor-4-morfolinofenil)-2-oxooxa-
zolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxo-3-(1-tritil-1 H-imidazol-4-il)propan-2-il)carbama-
to (34f). Solido blanco. Rendimiento 37%. P.f. 134.5-135.5 °C. FTIR: 3304, 3059,
2955, 1750, 1718, 1671, 1513, 1228, 1114 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MHz): &
7.67 (m, 3H), 7.50 (m, 3H), 7.30 (m, 5H), 7.22 (m, 9H), 7.00 (m, 7H), 6.77 (dd, J
= 9.5, 8.9 Hz, 1H), 6.6 (sa, 1H), 4.42 (m, 1H), 4.37 (m, 1H), 4.23 (m, 2H), 4.10
(m, 2H), 3.77 (m, 6H), 2.95 (m, 6H), 1.13 (d, J = 6.5 Hz, 3H). RMN "*C (CDCl;,
100 MHz): & 178.3, 155.5 (d, J = 252.0 Hz), 155.1, 154.8, 143.5, 141.0, 136.1,
134.0, 133.6, 132.6, 130.9, 129.6, 128.8, 128.2, 127.8, 127.1, 127.0, 124.9,
120.1, 119.0 (d, J = 1.6 Hz), 114.1, 107.7 (d, J = 27.4 Hz), 79.4, 73.6, 67.7, 66.9,
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54.9, 51.0, 48.0, 47.8, 47.7, 29.6, 17.8. EMIES: [M+H]*= 912 uma, [M+Na]'= 934
uma, [M+K]"= 950 uma.
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(9H-fluoren-9-il)metil((S)-3-(tert-butoxi)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-flaor-4-morfolinofe
nil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxopropan-2-il)carbamato(34g). Solido
blanco. Rendimiento 30%. P.f. 91.0-92.0 °C. FTIR: 3296, 3020, 2969, 1736,
1715, 1669, 1514, 1225, 1114 cm™. RMN "H (CDCls, 400 MH z): & 7.74 (m, 2H),
7.52 (m, 2H), 7. 38 (m, 3H), 7.30 (m, 2H), 7.00 (m, 1H), 6.84 (m, 1H), 6.79 (s,
1H), 5.59 (s, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.42 (m, 1H), 4.23 (m, 2H), 4.16 (m, 2H), 3.82
(m, 6H), 3.74 (dd, J = 9.2, 9.1 Hz, 1H), 3.37 (dd, J = 8.9, 8.4 Hz, 1H), 2.97 (m,
4H), 1.36 (d, J = 6.9 Hz, 3H). RMN "*C (CDCls, 100 MHz): 5 171.0, 156.5 (d, J =
225.1 Hz), 156.1, 154.6, 143.9, 141.2, 136.2 (d, J = 9.0 Hz), 133.5 (d, J = 9.8
Hz), 127.6, 127.0, 125.0, 119.9, 118.8 (d, J = 4.5 Hz), 113.9 (d, J = 3.5 Hz),
107.6 (d, J = 18.9 Hz), 78.2, 75.4, 68.1, 66.8, 61.5, 56.1, 50.9, 47.4, 47.0, 46.3,
27.3, 17.9. EMIES: [M+H]"= 675 uma, [M+Na]*= 697 uma, [M+K]"= 713 uma.

oA
YK/N\Q\NCO

O NH
Trt/S\INHFmoc
(9H-fluoren-9-il)metil ((R)-1-(((S)-1-((S)-3-(3-fluor-4-morfolinofenil)-2-oxo
oxazolidin-5-il)etil)Jamino)-1-oxo-3-(tritiltio)propan-2-il)carbamato (34h).

Soélido blanco. Rendimiento 33%. P.f. 116.0-117.0 °C. FTIR: 3296, 3008, 2951,
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1754, 1714, 1675, 1514, 1232, 1110 cm™. RMN "H (CDCl3, 400 MH z): 5 7.71
(m, 2H), 7.50 (m, 2H), 7. 36 (m, 3H), 7.28 (m, 11H), 7.05 (m, 7H), 6.86 (m, 1H),
4.63 (m, 1H), 4.38 (m, 2H), 4.11 (m, 3H), 3.84 (m, 1H), 3.81 (m, H), 3.76 (m, 1H),
3.01 (m, 1H), 2.93 (m, 4H), 2.80 (m, 1H), 1.20 (s, 3H). RMN "*C (CDCls, 100
MHz): 5 167.0, 155.8 (d, J = 233.2 Hz), 155.7, 154.3, 143.5, 141.5, 135.7 (d, J =
10.0 Hz), 133.2 (d, J = 11.1 Hz), 132.4, 129.5, 128.2, 128.1, 127.6, 127.0, 125.2,
119.8, 118.3 (d, J = 4.0. Hz), 114.0, 107.7 (d, J= 27.8 Hz), 78.3, 74.8, 68.3, 66.9,
55.7, 50.9, 47.3, 47.0, 46.5, 30.4, 17.0.

5.15. Desproteccion de analogo de tipo dipéptido 36a.

La eliminacién del grupo Fmoc presente en el aminoacido acoplado al
analogo de linezélida (36a) se lleva a cabo en un matraz de 50 mL con piperidina
(1.5 eq) en DCM por 4 h a temperatura ambiente, el crudo de reaccion se

purifica mediante columna en una fase organica 9:1 acetato de etilo: metanol.
0.0
3 i
NH N

F Lo

(S)-2-amino-N-((S)-1-((S)-3-(3-fluor-4-morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)

etil)-3-fenilpropanamida (36a). Sdlido blanco. Rendimiento 30%. FTIR: 3334,
3025, 2928, 1741, 1659, 1512, 1227, 1111 cm™. RMN "H (400 MHz, CDCl5): &
7.58 (d, J =9.4 Hz, 1H), 7.24 (m, 5H), 7.42 (dd, J = 14.4, 2.6 Hz, 1H), 7.06 (dd,
J=9.0, 2.6 Hz, 1H), 6.89 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 4.65 (dd, J = 8.8, 6.5 Hz, 1H), 4.35
(ddd, J=9.2, 6.8, 2.2 Hz, 1H), 3.93 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 9.1, 6.6 Hz,
1H), 3.83 (m, 4H), 3.56 (m, 1H), 3.16 (dd, J = 14.3, 4.0 Hz, 1H), 3.03 (m, 4H),
2.70 (dd, J = 13.8, 8.8 Hz, 1H), 1.96 (sa, 3H), 1.30 (d, J = 7.0 Hz, 3H). RMN *C
(100 MHz, CDCl3): 6 170.1, 155.5 (d, J = 244.9 Hz), 154.4, 137.2, 136.7 (d, J =
9.1 Hz), 133.0 (d, J = 10.5 Hz), 129.2, 128.7, 126.9, 118.8 (d, J = 4.2 Hz), 113.8
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(d, J = 3.2 Hz) 107.3 (d, J = 26.2 Hz), 75.2, 66.9, 56.0, 51.0, 47.6, 46.3, 40.4,
17.5. EMIES: [M+H]'= 457 uma, [M+Na]*= 479 uma.

5.16. Sintesis de analogos de linezdlida, 38 y 39.

En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética se coloco 32 y/o
33 disuelto en DCM seco bajo atmdsfera de argon a 78 °C. Se agregd gota a
gota TEA, y se dej6 en agitacion durante 15 min. Posteriormente se adiciond una
solucion de cloruro de acetilo gota a gota por 45 min a la misma temperatura.
Transcurrido el tiempo a la solucion organica se realizaron lavados con solucion

salina, separado, secado con Na,SO; vy filtrado. El solvente fue separado por

o—/(o
o?),\,:Q QN\/:\/O

N-((S)-1-((S)-3-(3-fluor-4-morfolinfenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)acetamida

(38). Sélido blanco. Rendimiento 70%. P.f. 196-198 °C. FTIR: 3323, 3063, 2920,
1741, 1659, 1514, 1220 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 7.42 (dd, J = 15.0,
2.5 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 9.26, 9.0 Hz, 1H), 6.41
(d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.60 (m, 1H), 4.45 (m, 1H), 3.94 (t, J = 9.0 Hz, 4H), 3.88 (m,
5H), 3.05 (m, 4H), 1.97 (s, 1H), 1.35 (d, J = 7.0 Hz, 3H). RMN "*C (100 MHz,
CDCls): 5 170.9, 155.4 (d, J = 245.0 Hz), 154.6, 136.4 (d, J = 8.7 Hz), 132.8 (d, J
=10.5 Hz), 118.7 (d, J = 4.2 Hz), 113.9 (d, J= 3.0 Hz), 107.5 (d, J = 26.0Hz),
75.6, 66.9, 51.0, 47.6, 46.2, 22.1, 17.8. EMIES: [M+H]*= 352 uma, [M+Na]*= 374

uma.

evaporacion reducida.

940
] \A/NQN/\\
YNH _ \\/O

165



V. Experimental

N-((S)-1-((R)-3-(3-fluor-4-morfolinfenil)-2-oxooxazolidin-5-il)etil)acetamida

(39). Sdlido blanco. Rendimiento 76%. P.f. 140-142 °C. FTIR: 3323, 3063, 2920,
1741, 1659, 1514, 1220 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 7.45 (dd, J = 15.0,
2.5 Hz, 1H), 7.13 (dd, J= 9.1, 2.5 Hz, 1H), 6.93 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 6.02 (d, J =
8.4 Hz, 1H), 4.70 (m, 1H), 4.25 (m, 1H), 4.08 (t, J = 9.1 Hz, 4H), 3.88 (m, 4H),
3.78 (dd, J = 9.0, 8.8 Hz, 1H), 3.04 (m, 4H), 2.00 (s, 1H), 1.25 (d, J = 7.0 Hz, 3H).
RMN "*C (100 MHz, CDCls): & 169.9, 155.0 (d, J= 242.2 Hz), 154.4, 136.5 (d,J =
8.8 Hz), 132.8 (d, J= 10.5 Hz), 118.7 (d, J= 4.1 Hz), 114.0 (d, J= 3.0 Hz), 107.5
(d, J= 26.0Hz), 74.4, 66.9, 51.0, 47.7, 47.6, 23.2, 13.4. EMIES: [M+H]*= 352

uma, [M+Na]'= 374 uma.

5.17. Estudio antibacteriano de compuestos dipéptido-oxazolidinona y
analogos de linezdlida 30, 31, 32, 33, 34a-h, 35a-h, 38 y 39 mediante

microdiluciéon en caldo.

En el ensayo de la actividad antibacteriana se utilizaron 11 cepas de
bacterias (siete Gram positivas y cuatro Gram negativas), de las cuales siete son
aislados clinicos de exudados faringeos de nifios menores de cinco afios de
guarderias de Culiacan, Sinaloa y proporcionadas por el Laboratorio de
Bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria de México, D.F. y cuatro cepas
control ATCC (American Type Culture Collection) (DIFCO Laboratories,

Michigan, U.S.A.). En la Tabla 38 se enlistan las bacterias utilizadas.

Tabla 38. Bacterias empleadas en el ensayo de la actividad antibacteriana.

Cepas ATCC Aislados Clinicos
Staphylococcus aureus 25923 Streptococcus grupo A 01
Enterococcus faecalis 29212 Staphylococcus aureus 05
MRSA 43300 Escherichia coli 09
Escherichia coli 25922 Salmonella thypi 13
MRSA-03
MRSA-04
MRSA-05

MRSA: Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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La actividad antibacteriana se determind mediante el ensayo de
microdilucion en caldo realizado en placas de 96 pozos tipo ELISA. Los 26
compuestos fueron evaluados en concentraciones diferentes de 0.35-25 pg/mL,
se disolvieron en DMSO al 5% y fueron esterilizadas en autoclave. Por otro lado,
las cepas previamente caracterizadas por su morfologia y pruebas bioquimicas
diversas, se cultivaron en cajas Petri en medio agar soya tripticaseina (TSA) a 37
°C durante 18-20 h. Transcurrido el tiempo, se tomaron colonias aisladas y se
suspendieron en solucién salina (NaCl 0.85%) hasta alcanzar un valor de 0.5 de
McFarland (1 x 10® UFC/mL). La suspensiéon (100 pL) se diluyd con caldo
Mueller-Hinton (MH) (9.9 mL), se tomaron alicuotas de 50 pL (1 x 10° UFC/mL
como inoculo a probar) y se mezclaron con 50 yL de cada concentracién del
compuesto. En cada ensayo se empled un control de crecimiento (bacteria y
solvente) y un blanco (compuesto y MH). La actividad antibacteriana se registro
como positiva en el pozo en el cual se observd inhibicion del crecimiento
(ausencia de botén de crecimiento o turbidez en el pozo). Los experimentos se
realizaron por triplicado. Por ultimo, se determind la concentracion minima
bactericida (CMB) inoculando por separado cada pozo donde no se observo
crecimiento bacteriano incluyendo al de la MIC en medio TSA, las cuales se
incubaron de 18-20 h a 37°C. El medio sin crecimiento correspondiente a la
minima concentracion de extracto probada se establece como el valor CMI
(Figura 83 y 84).

Se evalué previamente La actividad antibacteriana del antibidtico
linezdlida (0.5-16 pg/mL) se evalué frente a las bacterias utilizadas como
comparacioén, confirmando su actividad solo contra bacterias Gram positivas. Las
cepas ATCC Staphylococcus aureus 25923 y Enterococcus faecalis 29212
fueron control positivo en ensayo, las CMI concordaron con lo reportado en el
CSLL*® La cepa ATCC de Escherichia coli 25922 se empleé como control
negativo, ya que presenta resistencia intrinseca al antibiético linezélida donde su
actividad nula se compar6 con las dos bacterias Gram negativas de aislados

clinicos presentes (Tabla 39).
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Tabla 39. CMI de linezodlida frente a bacterias distintas

@]
OO0

Bacteria

CMI (ug/mL)

Staphylococcus aureus 25923
Enterococcus faecalis 29212

MRSA 43300
Escherichia coli 25922
MRSA-3
MRSA-4
MRSA-5
Streptococcus grupo A 01
Staphylococcus aureus 05
Escherichia coli 09
Salmonella thypi 13

4
4

4
>16
4
8
8
0.5
4
>16
>16

ATCC 25923 MRSA-3

CMI

L

Blanco

MRSA-4

325.0 pg/mL

| 12.5 pg/mL
\,6.25 pg/mL
3.12 pg/mL
1.56 pg/mL
0.78 pg/mL
0.38 pg/mL

Control
del crecimiento

Figura 83. Determinacion de la CMI en placa de 96 pocillos de 34f frente a tres

cepas bacterianas Gram positivas.
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’W 25.0 pg/mL
12.5 pg/mL
| 6.25 pg/mL

J 3.12 pg/mL
_) 156 pg/mL

| 0.78 pg/mL
) 0.38 pgimL

Control
del crecimiento

CMI

Blanco

Figura 84. Determinacion de la CMI en placa de 96 pocillos de 34f frente a dos
cepas bacterianas Gram positivas.

5.18. Estudio antibacteriano de compuestos dipéptido-oxazolidinona 30, 31,
32, 33, 34a-h, 35a-h, 38 y 39 mediante Kirby-Bauer / Difusién en agar.

El efecto antibacteriano de los dipéptidos sintetizados también se analizé
por el método de Kirby-Bauer o sensidisco. EI método consiste en la difusién del
compuesto sobre el agar sembrado con bacteria, donde la presencia de un halo
de inhibicion sobre la periferia del disco determina la actividad. Como primer
paso se llevé a cabo el sembrado de las cepas a evaluar en medio TSA y su
incubacion durante 18-20 h a 37 °C hasta su fase logaritmica. Posteriormente se
prepararon suspensiones de las bacterias en 2 mL de solucién salina 0.85% a un
concentracion de 102 UFC/mL ajustado en un espectrofotémetro de UV a una
longitud de onda de 625nm con un porcentaje de transmitancia de 62.7 £ 0.5. un
Un hisopo estéril se utilizé para inocular el agar con la bacteria, éste se
humedecio con la suspension bacteriana, se elimind el exceso y se estrid en la
caja con medio en tres direcciones diferentes por la totalidad de la superficie del

agar (indculo masivo). Una vez que el indculo estuvo seco (5min), los discos de
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6 mm de papel filtro Whatman N°1 con una carga de 50 ug de los dipéptidos a

evaluar se colocaron sobre el agar.

Por ultimo, las placas se incubaron durante 18-20 h a 37 °C, se observo el
halo de inhibicién y el diametro se midié con un vernier. Previo a la evaluacién
de los dipéptidos analogos a linezdlida, se evalué como control positivo a la
linezolida, para medir los halos de inhibicién frente a las bacterias Gram
negativas y Gram positivas. En las bacterias Gram negativas se presento la
resistencia intrinseca conocida, mientras que las Gram positivas se observo la
inhibicidn del crecimiento. En la Tabla 40 se enlistan los diametros medidos en el
estudio. Estos diametros concuerdan a los reportados para las cepas control por
el CSLI® (Staphylococcus aureus 25923 D = 25-30 mm y Escherichia coli 25922
D =0 mm) (Figura 85y 86).

Tabla 40. Diametro (en mm) de los halos de inhibicién en bacterias evaluadas

frente a linezdlida
0
\/K/NH

Bacteria D (30 pg)
Staphylococcus aureus 25923 26
MRSA 43300 22
MRSA-3 23
MRSA-4 21
MRSA-5 21
Streptococcus grupo A 01 17
Staphylococcus aureus 05 21
Escherichia coli 25922 0
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ATCC 23923 ATCC 43300
(S.a.) MRSA

ATCC 23922
MRSA-5 5(S.a.) (E.col)
Figura 85. Evaluacion de 34f frente a bacterias diversas mediante el método
Kirby-Bauer.

Figura 86. Imagenes de la placa con cultivo de Streptococcus Gpo. A (1) al
probar con linezélida (a) y los compuestos 34a, 34f, 35a, 35d, 35f y
35h.
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5.19. Estudio de acoplamiento molecular automatizado de 30, 31, 32, 33,
34a-h, 35a-h, 38 y 39 (docking).

Los estudios de acoplamiento molecular automatizado de 16 estructuras
analogas de linezdlida se realizaron con la estructura cristalografica de ARN
ribosomal (ARNr) de E. coli en el programa MOE 2018.%° La estructura cristalina
de ARNr ribosomal se obtuvo del Protein Data Bank (PDB) para realizar el
docking con analogos de linezdlida de manera similar al docking mostrado por
Shaw y col.*® (la estructura PDB ID: 2AW4 usada en el modelo que se muestra
en el articulo de Shaw y col.*® fue eliminada y sustituida en la base de datos de

PDB por 4V4Q, por lo que se utilizd esta ultima).

5.19.1. Preparacion de las estructuras de proteina.

En la estructura cristalografica se eliminaron todos los ligandos (por
ejemplo, ion magnesio, moléculas de agua y proteinas ribosomales. También se
eliminé una cadena repetida de ARN ribosomal. Una vez que la estructura del
ARN ribosomal de E. coli fue arreglada, la geometria de los modelos se optimizé
con la aplicacion QuickPrep implementada en MOE que agrega atomos de
hidrégeno y establece los estados de protonacion, fija los atomos del receptor

lejos del ligando y deja los atomos del receptor cerca del ligando.

5.19.2. Estudio de acoplamiento molecular automatizado de linezdlida con MOE
2018.

Después de haberse preparado la estructura del ARN ribosomal se realizd
una minimizacion de energia a la estructura de linezolida. Los atomos, tanto del
ligando como del receptor, se consideraron flexibles en el docking. EIl
acoplamiento molecular se hizo con el campo de fuerza Amber10:EHT utilizando
las opciones pre-determinadas (por ejemplo, 500 interacciones en total con 30
intentos consecutivos para encontrar una solucién mejor). Al final se guardé el

resultado del acoplamiento mejor.

172



V. Experimental

El docking con MOE revel6 que el software es capaz de acoplar linezélida
en el sitio de la fosforiltransferasa (SFT); sin embargo, a diferencia del modelo
mostrado por Shaw y colaboradores donde el fluor estd orientado hacia el
frente,” en este modelo obtenido el sustituyente flior unido al anillo aromatico

de linezdlida se presenta hacia atras (Figura 87).

U2584

Q C2452 152306

Figura 87. Diferencia en la orientacion del sustituyente fluor entre el docking
reportado por Shaw y col.>* (A) y el obtenido en este estudio (B).

En el docking con MOE de linezélida (B) es posible observar la interaccién
sefalada por el programa (enlace de hidrogeno) entre el hidrogeno de la amina
de linezdlida y el oxigeno 5 del grupo fosfato del residuo G2505 del ARN
ribosomal (ARNr). Esto es similar a lo reportado por Shaw y colaboradores.®® En
este acoplamiento el valor de score es bueno y fue de -7.21. También se realizé

un docking de linezdlida donde se obtuvo un valor de RMSD 1.17A

Con el fin de verificar la consistencia y reproducibilidad de la pose
reportada por MOE 2018 se decidié realizar un segundo docking de linezélida en
SFT del mismo fragmento de ARNr de E. coli, pero ahora con el programa
LEDOCK 2018. En este segundo analisis con LEDOCK se obtuvo basicamente
la misma pose obtenida por MOE (Figura 88).
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/
A2503
4

Figura 88. A) Docking en LEDOCK. B) Reproducibilidad del docking de
linezolida en MOE y LEDOCK. Docking de linezdlida con LEDOCK
(morado) y docking de linezdlida con MOE (amarillo).

Al trasladar los datos del docking hecho con LEDOCK al visualizador de
MOE es posible verificar la reproducibilidad del acoplamiento de linezdlida en
SFT. En la Figura 59B se observa el empalme casi perfecto de la pose de
linezolida con LEDOCK (color morado) y linezdélida con MOE (color amarillo). El
valor de score obtenido con LEDOCK para linezdlida fue de -6.02 Kcal/mol. La
orientacion del fluor diferente en este modelo, con respecto al modelo
presentado por Shaw,’® puede deberse al refinamiento de los algoritmos del
software en los ultimos afios en la busqueda de predicciones mas precisas y al
hecho de haber utilizado la estructura cristalina mas actual de ARNr de E. coli
PDB ID: 4V4Q que sustituye la estructura PDB ID: 2AW4 en la base de datos de

Protein Data Bank.”®

Por ultimo, para visualizar mejor cuales estructuras fueron las que
tuvieron puntuacién mayor en el docking se determina el score. El score es un
puntaje que asigna el programa después de realizar varios calculos y que esta
relacionado con la calidad del acoplamiento. Los puntajes mas bajos (valores

mas negativos en color verde) indican los acoplamientos mas favorables.
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5.20. Actividad antiparasitaria in vitro de analogos de linezélida 30, 31, 32,
33, 34a-h, 35a-h, 38 y 39 contra Giardia duodenalis.

El cultivo de trofozoitos de Giardia duodenalis se realizé en un medio TYI-
S-33 adicionado con antibiético (0.5% v/v) y suero fetal bovino inactivado (SFB).
Los reactivos utilizados para preparar el medio (Tabla 41) se disolvieron en agua
tridestilada estéril, ajustando a pH 7 con NaOH 1.0 N y posteriormente se

esterilizo el medio por filtracion.”

Tabla 41. Reactivos empleados en el medio de cultivo de G. duodenalis.

Reactivo Cantidad
NaCl 200 mg
KoHPO, 100 mg
KH,PO,4 50 mg
Peptona tripticasa 249
Extracto de levadura 19
D - (+) — Glucosa 19
Cisteina 200 mg
Ac. ascérbico 20 mg
Citrato férrico 2.28 mg
Bilis 50 mg
Antibiético 500 yL
SFB 10 mL
Agua tridestilada 100 mL

5.20.1. Criopreservacion de la cepa de G. duodenalis

La cepa de G. duodenalis se preservo en medio TYI-S-33 suplementado
con SFB al 20 % (v/v) y DMSO al 10% (v/v). Un concentrado de trofozoitos de G.
duodenalis se prepard a partir de un cultivo de 48 h de incubacion, por lo que
los tubos con el cultivo fueron introducidos en hielo durante 40 min para

desprender los parasitos de las paredes, se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min,
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el sobrenadante fue decantado y el concentrado se resuspendié en 1 mL de
medio con las caracteristicas descritas anteriormente. Las muestras se
colocaron en crioviales, se congelaron de inmediato con nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.

5.20.2. Cultivo de trofozoitos de G. duodenalis.

El sobrenadante se decantdé y la pastilla se resuspendié en 13 mL de
medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15% (v/v) y posteriormente fue
incubado. Después de 24 h, se tomaron 10 mL y se dividieron en dos tubos. A
cada tubo se le adicioné medio nuevo suplementado con SFB (10 %) para tener
un volumen final de 13 mL. Los tubos fueron incubados. La cepa de G.
duodenalis, almacenada a -80 °C, fue descongelada a 37 °C en una campana de
flujo laminar. La suspension (1 mL con G. duodenalis y DMSO) fue transferida
del crioval a un tubo de vidrio de 15 mL con tapa de rosca, se le afiadieron 9 mL
de medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15% (v/v), la mezcla se agité y
centrifugd a 2500 rpm por 5 min, para eliminar los restos de DMSO por 48 h a 37
°C y se prosiguio a la evaluacién de actividad antiparasitaria de los diferentes
compuestos. Se utilizaron un maximo de cuatro tubos con cultivo para cada

ensayo.

5.20.3 Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro de los compuestos
30, 31, 32, 33, 34a-h, 35a-h, 38 y 39.

La determinacién de la viabilidad de los trofozoitos de G. duodenalis se
realizé usando el colorante azul de tripano al 4%. Una alicuota de 100 yL del
cultivo perfectamente homogenizado se mezclé 10 pL de la disolucion del
colorante; la mezcla se homogenizé y se colocaron 10 yL en una camara de
Neubauer para realizar la observacién microscoépica y los recuentos. Los criterios
de viabilidad fueron la movilidad, los cambios morfolégicos y la retencién del

colorante por trofozoitos. La concentracién de células utilizadas fue de 10°
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células/mL. Una vez preparado el cultivo se procedid a la evaluacién de las
muestras. Los compuestos fueron evaluados a 100 ug/mL, el ensayo se llevé a
cabo en placas de 96 pozos donde se colocaron 200 uL de la muestra de
Giardia (10° células) y 100 uL de los compuestos (100 pg/mL 0.5% de DMSO) en
medio TYI-S-33. Como control negativo se utilizé solvente DMSO al 0.5% en
medio TYI-S-33 (sin compuesto) y para el control positivo se afiadid
metronidazol (10 pg/mL). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h (5% de
COy), se centrifugaron (2500 rpm/5 min), se les realizaron lavados con PBS 10
mM (pH =7.4) para eliminar los restos de medio TYI-S-33, los trofozoitos se
resuspendieron en 200 uL de PBS, se adicionaron 20 yL de MTT (5 mg/mL) y se
incubaron nuevamente durante 4 h. Pasado este tiempo, las placas fueron
centrifugadas (4200 rpm por 15 min), se removieron 200 pL del sobrenadante y
la sal de formazan formada por las células vivas se disolvié afadiendo 200 uL de
DMSO, se agitaron y posteriormente se determiné su absorbancia a 560 nm
(Multiskan Bichromatic, Fisher Scientific, EE. UU.) (Figura 89). El porcentaje de
inhibicién de crecimiento se calculé con la formula:

% Inhibicion = [Abs; b_ Absﬂx 100
SC

Donde Abs, = Absorbancia del control y Abs,, = Absorbancia de la muestra

\ ~ L
‘ — 5:—9'/;\.': /7_ “
25 12.5 6.25 [ug/mL]

| Control de crecimiento |

Figura 89. Evaluacion de la actividad antigiardiasica in vitro de los compuestos
34f y 34h determinada por la metabolizacion del reactivo MTT.
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5.21. Ensayo para determinar la actividad antiparasitaria de analogos de

linezdlida frente al céstodo Hymenolepis nana.

5.21.1. Obtencién de adultos de Hymenolepis nana de ratones.

Los parasitos adultos de H. nana se obtuvieron de ratones Balb/C
infectados experimentalmente. Los ratones fueron sacrificados para recuperar
los parasitos adultos de H. nana; fueron colocados en una camara de éter etilico
para su muerte, posteriormente se introdujeron en un recipiente con etanol al
70% por un minuto y se recuperé el intestino delgado para aislar los parasitos
adultos. Una vez que fueron aislados los parasitos fueron colocados y
mantenidos en medio de Hank's a 37°C. Los parasitos obtenidos fueron
empleados en la infeccion de ratones Balb/C de 4-6 semanas de edad con el
objetivo de mantener e incrementar la cantidad de parasitos. Estos
permanecieron en el bioterio y transcurridos 15 dias post-infeccion a cada uno
de los ratones se les practico un examen de heces mediante el método de Faust,
para verificar la infeccion. Los ratones positivos fueron utilizados en proximos

experimentos o para sacrificar y reinfectar de nuevo.

5.21.2. Condiciones de cultivo de Hymenolepis nana.

En el ensayo de actividad antiparasitaria in vitro, los parasitos adultos de
H. nana se lavaron tres veces con una disolucion de NaCl al 0.85% p/v (SSI)
para retirar el material del hospedero presente en los parasitos. Al término de los
lavados, se colocd en una placa de 24 pozos (Corning Incorporated 14831.
E.U.A.) con medio de Hank’s, el cual contenia una mezcla de 0.2% (v/v) de
Antibiético-Antimicético Gibco (Penicilina G, Sulfato de estreptomicina y

Anfotericina B) y 0.5% (p/v) de peptona.
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5.21.3. Evaluacién de la actividad antiparasitaria.

La evaluaciéon de la actividad antiparasitaria se utilizé en una placa de 24
pozos (Corning Incorporated 14831. E.U.A.) con 1 mL de medio de Hank's, y en
cada pozo se colocaron cinco adultos de H. nana viables. Posteriormente, se
anadieron los compuestos a evaluar a una concentracion de 20 mg/mL. Se
evalu6 praziquantel como control positivo, a la misma concentracién, por ser el
farmaco de eleccién para el tratamiento de hymenolepiosis. La viabilidad fue
monitorizada a través de un estereoscopio modelo Sz40 (Olympus, Japon),
hacienda observaciones detalladas a los 0, 5, 10, 30 y 60 min y después cada
hora durante 16 horas. El dafio ocasionado a los parasitos fue registrado y

analizado.

5.21.4. Determinacion de la viabilidad mediante la exclusion de azul de

Evan’s.

Para determinar la viabilidad de H. nana, los parasitos se colocaron
durante 3 min en una disolucion al 4% (p/v) de azul de Evans, posteriormente se
lavaron tres veces con NaCl 0.85% hasta eliminar completamente el exceso de
colorante y se mantuvo hasta su observacién en el estereoscopio. El tegumento
del parasito muerto es permeable al azul de Evans, lo que permitid diferenciar

células muertas de células vivas.

5.22. Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de los compuestos 30,
31, 32, 33, 34a-h, 35a-h, 38 y 39.

En el estudio de proliferaciéon celular empleando la linea de epitelio
pigmentario de retina ARPE-19 se colocaron las células (1x10* por pocillo, 50
ML) en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Costar®, EE. UU.). Después de
24 h de incubacion a 37 °C en atmdsfera de CO; al 5% para permitir la unién
celular, se agregaron alicuotas (50 pL) del medio que contenia concentraciones
diferentes de los analogos de linezélida (100, 50, 25 y 12.5 yM). Todos los

analogos de linezdlida se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) vy
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posteriormente se diluyeron en el medio de cultivo. La doxorrubicina se utilizd
como control positivo en los ensayos de viabilidad celular. Las células se trataron
durante 48 h, durante las ultimas 4 h de incubacion, se retiré el medio de cultivo
y las células se lavaron con PBS; posteriormente, se agregaron a cada pocillo 10
ML de una solucion de MTT (5 mg/mL). La viabilidad celular se evalud por la
capacidad de las células metabdlicamente activas en reducir la sal de tetrazolio
a formazan. Los cristales de formazan se disolvieron con alcohol isopropilico
(0.3%). La absorbancia de la muestra se midid en un lector de microplacas
(Multiskan EX, ThermoLabSystem) utilizando una longitud de onda de prueba de
570 nm y una longitud de onda de referencia de 650 nm. El efecto sobre la
viabilidad celular de los analogos linezdlida se inform6é como porcentaje de

proliferacién, comparando con los controles DMSO, linezélida y Doxorrubicina.”"
73

180



VI. Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

Los estudios de actividad biolégica de las oxazolidinonas 6 y 7, muestran la
actividad inherente de estos compuestos, lo que justifica su uso como
moléculas plantilla en el desarrollo de analogos a linezdlida nuevos con

actividad biologica.

La metodologia propuesta para el acoplamiento del par diasteromérico de
amino oxazolidinona permiti6 la preparacion de dieciséis dipéptidos
modificados Fmoc protegidos con los aminoacidos Phe, Tyr, Leu, Thr, Tpr,
His, Ser y Cys con rendimientos de 29-55%. Los cuales fueron generados a
partir de 14 reacciones previas, mediante la sintesis de la estructura base de
oxazolidinona y del fragmento aril bromado como etapas previas, donde se
igualo o mejoro los rendimientos reportados en la literatura en cada una de

ellas.

El estudio de la actividad antibacteriana por las dos metodologias
empleadas, mostré el potencial alto de seis compuestos de tipo dipéptido-
oxazolidinona (34a, 34f, 35a, 35d, 35f, 35h) como agentes antibacterianos
frente a bacterias gram positivas de importancia clinica. El compuesto 34f
resultdé el mas activo frente a cinco bacterias gram positivas, de las cuales
en tres cepas MRSA fue mas activo que linezélida. Esto es un Resultado
prometedor para la obtencién de antibidticos nuevos como alternativa

terapéutica contra bacterias farmacorresistentes.

El estudio de acoplamiento molecular automatizado para los compuestos
analogos a linezdlida sintetizados en este trabajo, sustenta los resultados
de la actividad biologica de las moléculas mas activas, la cual es regida por
el acomodo estructural, la geometria de la molécula y la formacién de un

numero mayor de interacciones supramoleculares en el sitio de accion.
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El estudio contra el protozoo Giardia lamblia mostré el potencial de los
compuestos de tipo dipéptido-oxazolidinona como agentes antiparasitarios.
El compuesto 34f presenté actividad mayor a la reportada para linezélida y

analogos como agente antiparasitario.

El estudio de viabilidad celular destacé que los analogos de tipo dipéptido
34a, 34f, 35a, 35d, 35f, 35h conservan la integridad celular y la viabilidad
metabodlica de ARPE-19, lo que indica efectos no citotdéxicos avalando su

uso como posibles agentes antimicrobianos.

La metodologia propuesta de acetilacion para 32 y 33 permitié obtener los
analogos 38 y 39 con rendimientos moderados de 70 y 76%
respectivamente. Estos compuestos fueron sintetizados con el fin de

evaluar la actividad antiparasitaria frente a Hymenolepis nana.

El estudio de la actividad antiparasitaria frente el céstodo Hymenolepis nana
mostro el potencial de los compuestos analogos a linezélida como agentes
antiparasitarios contra este parasito, donde los seis compuestos evaluados
(30, 31, 32, 33, 38 y 39) presentaron actividad frente a H. nana destacando
a los compuesto 32 y 38 con los mejores resultados mostrados. Resultados
que superaron considerablemente el efecto del farmaco control praziquantel
y de linézolida , que resulté ser un compuesto no activo. Siendo estos los
primeros estudios de compuestos activos analogos a linezdlida frente a

parasitos.

El estudio de viabilidad celular destacé que los analogos 32 y 38 evaluados
en el estudio frente H. nana conservan la integridad celular y la viabilidad

metabdlica de ARPE-19, lo que indica efectos no citotdxicos.
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