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Resumen

“Sintesis y Evaluacion Antiparasitaria de 1,3-oxazolidinonas”

Por

Brandon Raul Barrera Bermudez

Maestro en Ciencias en Quimica

Instituto Tecnoldgico de Tijuana, 2021

Dr. Adrian Ochoa Teran
Director de Tesis

Reconociendo que el tema de la resistencia antimicrobiana es un problema para el ser
humano a nivel mundial, se desea disminuir esta situacion generando compuestos nuevos como
tratamiento alterno. Entre las especies microbianas de interés se encuentran la forma parasitaria
Giardia lamblia, agente infeccioso para el ser humano, con un nimero de incidencia elevado.
Con base en la literatura se ha demostrado que los compuestos tipo oxazolidinona presentan
actividad antibacteriana y se desea explorar el alcance de estos compuestos contra formas
parasitarias. Este trabajo primeramente se desarrollé en la sintesis organica de compuestos 1,3-
oxazolidinonas enantiopuras, mediante una ruta sintética de siete reacciones consecutivas
iniciadas a partir de a-aminoacidos, estos productos fueron aislados y caracterizados por
técnicas espectroscépicas. Por otra parte, se evalud el efecto antiparasitario por medio de

estudios de viabilidad celular colorimétricas y técnicas de micro dilucion.
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I. INTRODUCCION

El tema y problematica principal de esta investigacion se centra en la resistencia
antimicrobiana (RAM), un tema considerado como una de las mayores amenazas para la salud
humana a nivel mundial.! La RAM proviene de muchos afios atras, puede considerarse que se
origind por el uso indiscriminado de antibidticos en la era antibiotica. El descubrimiento del
primer antibiotico en 1940 fue de gran impacto para la sociedad, que hasta se consideré como
un remedio milagroso para curar enfermedades. Desafortunadamente, la evolucion en la
produccion de antimicrobianos se ha acompafiado de un incremento marcado de la resistencia
de bacterias, hongos, paréasitos, incluso virus, a diferentes familias de estos. Por tal razon, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha designado la RAM como una de los tres problemas
mas importantes que enfrenta la salud humana en este siglo al constituir una de las mayores

amenazas para la salud mundial.?

Con un enfoque parasitario, a una infeccion debida a la presencia de un parasito en el
organismo se le conoce como parasitosis. Los parasitos aislados cominmente y que son
patogenos para el ser humano son Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica, Giardia
duodenalis, Ascaris lumbricoide y Trichuris trichuria por considerar algunos. Todos ellos
manifiestan cuadros clinicos con efectos de riesgo bajo como diarrea, dolor abdominal,
estrefiimiento, nauseas, vomito y prurito anal. Dentro de las manifestaciones de riesgo moderado

estan la hepatomegalia y sindrome de Loeffer.?

En esta investigacidn se tiene un interés especifico en Giardia duodenalis, también conocido
como Giardia intestinalis o Giardia lamblia, un protozoo flagelado eucarionte. Son de gran
importancia epidemioldgica y clinica por su prevalencia y patogenicidad altas, predominante en
la poblacion infantil e inmunosuprimidos y caracterizada por la produccion de cuadros
diarreicos agudos y crénicos, de intensidad variable; puede complicarse, originando un
sindrome de malabsorcion intestinal. En el adulto inmunocompetente suele ser asintomatico.*
Actualmente los medicamentos de primera linea contra G. duodenalis son los compuestos de la

familia nitroimidazol, siendo el metronidazol la primera opcidn. Estos medicamentos han sido
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de utilidad para las infecciones parasitarias, sin embargo, se han observado un elevado nimero

de incidencias de resistencia a metronidazol.®

Por otro lado, los compuestos pertenecientes a la familia de oxazolidinonas (linezélida)
presenta propiedades bacteriostaticas frente a gran variedad de bacterias grampositivas, cuyo
mecanismo de accién consiste en la inhibicion de la sintesis proteica provocando la muerte
celular. Este farmaco es relativamente moderno, ha presentado una absorcién excelente,
concentraciones inhibitorias minimas y propiedades farmacocinéticas buenas.® Sin embargo,

hay pocos estudios dirigidos al efecto antiparasitario.

En este proyecto se planted una ruta de sintesis de siete reacciones para la obtencion de 1,3-
oxazolidinonas enantiopuras derivadas de distintos a-amino&cidos. Una vez caracterizados los
compuestos por metodos espectroscopicos disponibles, se evalud la actividad antiparasitaria

frente a Giardia duodenalis utilizando técnicas de microdiluacion colorimétricas.



I1. Justificacion y objetivos

I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Actualmente existe la necesidad de ampliar el cuadro basico de medicamentos con actividad
antiparasitaria, ya que como se ha descrito con anterioridad, existen manifestaciones de
resistencia a los fa&rmacos convencionales considerando esto como un riesgo a la salud. El
objetivo general es sintetizar y evaluar la actividad antiparasitaria de una serie de 1,3-
oxazolidinonas frente a Giardia duodenalis.

Obijetivos particulares

1. Sintetizar y caracterizar una serie de 10 1,3-oxazolidinonas enantiopuras derivadas de
a-aminoacidos (L-alanina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-valina y L-leucina).
2. Estudiar la actividad antiparasitaria de las 1,3-oxazolidinonas contra Giardia

duodenalis.
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I11. ANTECEDENTES

3.1. Epidemiologia

La mortalidad es la incidencia de muerte en la poblacion. Las enfermedades infecciosas
fueron la principal causa de muerte en 1900 en los paises desarrollados, pero ahora son mucho
menos significativas. Ahora las enfermedades no infecciosas, asociadas al estilo de vida, como
las enfermedades cardiacas y el cancer, son mucho méas prevalentes y causan mayor mortalidad
que las enfermedades infecciosas (Figura 1),” sin embargo, la situacion actual podria cambiar
rapidamente si se interrumpiesen las medidas de salud pablica.* Hoy en dia las enfermedades
parasitarias constituyen un problema de salud publica a nivel mundial, por su frecuencia alta en
paises en vias de desarrollo en Asia, Africa y Latinoamérica, por su presencia en paises
desarrollados, por la migracion de individuos provenientes de paises del tercer mundo y por su
morbilidad alta.® En el afio 2020 INEGI calcul6 un total de 17,572 defunciones por causa de

“ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias” en México (Tabla 1).°

Causa de muerte a nivel mundial (2019)

Isquemia cardiaca ]
ACV |
EPOC [
IRB [
Neonatal [
Cancer Resp. [
Demencias [T
Diarrea [
Diabetes |l
Renales [l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NUMERO DE MUERTES (MILLONES)

Qm2019

Figura 1. Causas de muerte a nivel mundial (2019).
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Tabla 1. Defunciones en México, afio 2020.

Causa NUmero de defunciones
Enfermedades enddcrinas, 170,806
nutricionales y metabdlicas.
Enfermedades del sistema circulatorio 260,156
Enfermedades de sistema respiratorio 95,400
Ciertas enfermedades infecciosas y 17,572

parasitarias

Enfermedades del sistema nervioso 13,046

3.2.Agentes microbianos

Todos los agentes bioldgicos son parasitos en un sentido amplio, ya que cumplen con la
definicion de constituir “seres vivos que viven temporalmente o permanentemente en la
superficie o en el interior de otros seres vivos de otra especie a la cual le producen dafio en
mayor o menor grado”. Desde la perspectiva médica, tanto por tradicibn como por razones
practicas, existe una separacion entre parasitologia y la infectologia. La primera se centra en
enfermedades causadas por animales, incluyendo protozoos, helmintos y artropodos; en tanto
que la segunda aborda bacterias, hongos y virus. Las enfermedades infecciosas constituyen el

30% de 56 millones de muertes anuales (Figura 2). 1
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Agentes microbianos m

Bacterias

Figura 2. Agentes microbianos.

Por su parte, una enfermedad infecciosa se define como la presencia de un organismo dentro
de otro organismo que funciona como huésped y una infeccion se rige por un ciclo (Figura 3).
La dindmica que se presenta en las enfermedades infecciosas y parasitarias son una serie de
pasos unidos o eslabones secuenciados, se le conoce como cadena epidemioldgica, y es la que
nos permite entender como los fendmenos bioldgicos de la infeccion son continuos. De esta
manera los microorganismos tienen garantizada la posibilidad de seguir infectando muchos
huéspedes, manteniendo asi una especie viva en la naturaleza. Un ciclo o cadena epidemiologica
consta de una puerta de entrada, que es el sitio por donde un organismo penetra al huésped, una
vez que el organismo atraviese umbral de esa puerta se aloja en un sitio especifico y comienza
a proliferarse, a este proceso se le conoce como establecimiento y diseminacion. Continda las
vias de transmision, por ejemplo, el aire, el agua y los transmisores bioldgicos y por ultimo un
mecanismo de infeccion que permite la continuacion de la infeccion como la ingesta de
alimentos o bebidas contaminadas, por mencionar algunos.!! Cuando se habla de agentes
microbianos se hace referencia a bacterias, hongos, protozoos y virus, y no se consideran
patdgenos hasta que logran ocasionar un desequilibrio en la fisiologia natural del ser humano.
Todos estos agentes microbianos son de importancia epidemiolégica, ya que son causantes de

millones de muertes, cada una con su funcion especializada.
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Puerta de
entrada

Mecanismo

de Diseminacion
infeccidn

Via de Puerta de

transmision salida

Figura 3. Cadena epidemiologica.

La RAM se ve facilitada por factores distintos, tales como calidad baja del medicamento o
formulacion, prescripcién y venta inapropiada, uso inadecuado, vigilancia deficiente y factores
intrinsecos por mutacion, siendo este Gltimo el mas complejo y hasta ineludible debido a la

evolucion de las especies.'?

3.3. Parasitologia

La forma parasitaria de interés en esta investigacion es Giardia duodenalis, un protozoo
flagelado, anaerdbico que presenta dos formas a la microscopia de luz: el trofozoito y el quiste.
A la parasitosis ocasionada por este parasito se le denomina giardiasis. G. duodenalis es de gran
importancia epidemioldgica y clinica por su prevalencia y patogenicidad alta,
fundamentalmente entre la poblacion infantil. La morfologia de trofozoito mide entre 10 y 20
pm de largo, por 5 a 15 um de ancho y 2 a 4 um de grosor. Posee simetria bilateral y su cuerpo
aparece dividido en mitades por un engrosamiento citoplasmatico compuesto por microttbulo,
el axostilo, que es un esqueleto axial. En su extremo anterior presenta dos ndcleos grandes y
vesiculares, con nucleolos muy visibles en preparaciones tefiidas. A diversas alturas de la

superficie celular emergen cuatro pares de flagelos que le dan movilidad. La concavidad que
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hay en su cara ventral, en sus dos tercios anteriores, constituye una ventosa o disco suctor, la
que permite distinguirse a G. duodenalis de otros flagelados, compuesto por dos I6bulos unidos
a la altura de los nucleos. Este disco tendria capacidad contractil, y su citoesqueleto este
compuesto de microtubulos, que le permiten al parésito adosarse al epitelio intestinal del

hospedero (Figura 4).*2

Figura 4. Trofozoito de Giardia duodenalis al microscopio electrénico de barrido.

Los quistes son ovalados y miden de 8-12 umy de 7-10 pm respectivamente; en observacion
a la microscopia directa aparecen como cuerpos muy refringentes, con una membrana quistica
de doble pared y, en su interior, se aprecian cuatro ndcleos y una serie de filamentos, los que
constituyen los restos flagelares y cuerpos parabasales (Figura 5). Se han distinguido, de acuerdo
con la morfologia de ciertas estructuras micrtubulares denominadas cuerpos mediales, tres
especies de giardia: G. agilis, descrita en anfibios, G. muris en roedores, aves y reptiles, y G.
duodenalis observada en el hombre, mamiferos, aves y reptiles. Las diferencias se basan en las

secuencias de los acidos nucleicos del ADN.*3
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Figura 5. Quiste de G. duodenalis con microscopio éptico.

La infeccion inicia cuando el quiste es ingerido por agua o alimentos contaminados, siendo
este Ultimo de frecuencia menor o bien, mediante contacto directo oral y heces. La forma
quistica es resistente relativamente, permitiendo su sobrevivencia en variedad de ambientes y
condiciones por un periodo extenso. Después de exponerse al ambiente acido del estbmago, se
libera el trofozoito en el intestino delgado y comienza a proliferarse ocasionando sintomas de
diarrea y mala absorcion. Algunos trofozoitos después de la exposicion a los fluidos biliares
forman quistes en la porcion yeyuno del intestino y son transcurridos en las heces. Se concluye

con el ciclo de transmision al infectarse otro hospedador (Figura 6).1



111. Antecedentes

/A? \7\
; oA — TN R\
Se desenquista .‘~.\ 3&‘\5/ A8 _'.}\ [ “.‘
\ T O an G
enel duodenyv &P ﬂ ™ T ’i
£ S AR/ Ay
ollc} Se multiplican X ¥ /
@y por division binaria v \
v longitudinal y
' Trofozoitos sobre la
mucosa del duodeno
Hombre x
—~ Trofozoitoy quiste . 7T @}
<}? enlasheces [Ng) | {{\‘ /
T , o —A X
%\; Quiste (forma diagnéstica) 154 v
N’ 37 |

(forma infectante)

Ambiente externo Trofozoito

|

Se desintegra

Figura 6. Ciclo de Giardia duodenalis.

La respuesta del hospedero a la infeccion parasitaria es la base de la inmunoparasitologia,
que se ha desarrollado en forma acelerada en las Gltimas décadas debido a que se ha tomado a
las parasitosis como modelo de estudio y por la importancia de estas enfermedades en la salud
publica. La relacion parasito-hospedero produce un equilibrio de adaptacion en el curso de la
filogenia, es decir, a través de la evolucion del parasito ha podido modelar la respuesta inmune
(inmunomodulacion). La respuesta inmune puede provocar la curacion total y el hospedero
elimina al parasito y es inmune a las infecciones nuevas. En la mayoria de las parasitosis la
respuesta inmune del hospedero permite la curacion clinica; el hospedero es resistente a la
reinfeccion, pero el parasito sobrevive en él. Los factores defensivos del hospedero
corresponden a la inmunidad innata y a la inmunidad adaptativa. Los parasitos tienen la
posibilidad de evadir la respuesta inmune por varios mecanismos, cuando el sistema

inmunoldgico falla se debe considerar un tratamiento farmacoldgico o quirdrgico.'*
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3.4. Tratamiento farmacoldgico (metronidazol)

Actualmente los medicamentos de primera linea para la giardiasis son los compuestos de la
familia nitroimidazol, siendo el metronidazol la primera opcion. La dosis de metronidazol puede
variar en el transcurso de siete dias (dosis oral de 1-2 g), en caso de que falle el tratamiento se
ha utilizado dosis mayores por tiempos prolongados o la combinacidn de metronidazol con otros
farmacos. Metronidazol es metabolizado por el hospedero en dos principales productos
oxidados, un metabolito &cido (1-&cido acético-2-metil-5-nitroimidazol) con nula actividad
antiparasitaria y un metabolito hidroxi (1-(2-hidroxietil)-2-hidroximetil-5-nitroimidazol) con

actividad antiparasitaria (Figura 7).%°

o)

O W, c) (\)‘+

a) W b) Yo ~o
N _N \/\
R U
0] OH

OH
Metronidazol Metabolito &cido Metabolito hidroxi

Figura 7. Estructuras quimicas de metronidazol (a) y sus dos productos oxidados (b y c).

El mecanismo de accion de metronidazol se observar en la Figura 8. En una ruta metabdlica
anaerobia normal con propdsito de generar energia, el piruvato: ferrodoxina oxidorreductasa
(PFOR) reduce la ferredoxina (Fd), metaloproteina que contiene un centro de hierro-azufre, es
encargada del transporte de electrones en el metabolismo. La Fd dona electrones a NAD(P)*
catalizada por una ferrodoxina: NAD oxidorreductasa (Fd: NOR). En presencia de metronidazol
la proteina Fd transfiere los electrones al grupo nitroimidazol generando radicales RNO, los
cuales son toxicos. La toxicidad se logra por desplazamiento de los grupos SH y las hebras de
ADN se rompen resultando la muerte celular.® El mecanismo de resistencia a metronidazol se

ha estudiado en laboratorios que inducen la resistencia. Se ha observado que esto ocurre por una

11
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regulacion a la baja de las rutas metabdlicas, especialmente las rutas que involucran las enzimas

PFOR y Fd, que activan el radical toxico de metronidazol .1

Acetil-CoA
Piruvato + CoASH

NADH

NAD+

Membrana Citoplasma
Figura 8. Activacion del agente toxico de metronidazol.

3.5. Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas son una reciente clase de antibioticos sintetizados con una estructura
quimica caracteristica por un nicleo de 2-oxazolidinona, son activas contra un espectro amplio
de bacterias grampositivas e incluso bacterias multirresistentes, es decir, Enterococcus
resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina y Mycobacterium
tuberculosis. Las oxazolidinonas se fijan a la subunidad ribosomal 50S, inhibiendo la biosintesis
de proteinas bacterianas, actuando como un bacteriostatico. La primer oxazolidinona disponible
clinicamente fue linezolida (Figura 9), descubierta en 1996 y aprobada por la FDA (Food and
Drug Administration) para uso clinico en el afio 2000. Linezolida ha sido empleada para
infecciones de bacterias grampositivas y es considerada un farmaco eficiente para las
infecciones quirdrgicas, para tratar infecciones pulmonares farmaco resistentes y también es
utilizado como tratamiento para infecciones cutaneas .1’ Los compuestos de tipo oxazolidinonas
son reconocidos como agentes antibacterianos, sin embargo, en la literatura hay muy poca

referencia acerca de la actividad antiparasitaria.

12
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Oxazolidinona

Grupo N-arilo
Grupo morfolinico o _
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I Y
O
Fldor (actividad) Configurcién S

Figura 9. Estructura y funcion de linez6lida.

3.6. Ensayo de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular son utilizados frecuentemente como barridos (coleccion
de datos) de compuestos para determinar si la molécula de estudio presenta efectos en la
proliferacion celular o un efecto toxico que eventualmente llevard a la muerte celular.
Indiscriminadamente del tipo de célula usado es importante saber la cantidad de células viables
al final del ensayo. Existe una variedad de métodos que se pueden usar para estimar el nimero

de células viables.

Se han utilizado una variedad de sales de tetrazolio para detectar la viabilidad celular. De
los compuestos mas utilizados incluye: MTT, MTS, XTT y WST-1. Estos compuestos se
desglosan en dos categorias: 1) MTT el cual es cargado positivamente y facilmente penetra las
células viables eucariotas y 2) por dltimo MTS, XTT y WST-1 los cuales estan cargados
negativamente y no penetran la célula. La clase 2) son tipicamente utilizados con un aceptor de
electrones, el cual pueda transferir electrones desde el citoplasma para facilitar la reduccion de

tetrazolio en el producto colorido formazano.*® En este ensayo se utiliz6 el reactivo MTT.

ElI MTT (bromuro de 3-(3,4-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) ha sido adaptado
ampliamente y continGa siendo popular en laboratorios académicos como evidencia por miles

de articulos publicados. EI MTT es preparado en una solucion fisiologica, afiadido a células en

13
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medio de cultivo, usualmente a una concentracion final de 0.2 — 0.5 mg/mL e incubado de una
a cuatro horas. La cantidad de formazano (directamente proporcional al nimero células viables)
es medido con espectrofotémetro a una absorbancia de 570 nm utilizando una placa de 96
pocillos. Las celulas viables con metabolismo activo convierten el MTT en formazano, producto
de color morado. Cuando las células mueren, pierden la habilidad de convertir el MTT en
formazano, por lo tanto, la conversién de color sirve como un marcador muy Util y conveniente
solo para células vivas. Se desconoce el mecanismo preciso de la reduccion de MTT a
formazano, pero es probable que se involucre una reaccion con NADH o una molécula reductora

similar que logre transferir electrones a MTT (Figura 10).8

Q NADH NAD™ Q
N—N / N—NH
\ S S
[N /
N/+\< / N’/N\< /
Br N N
MTT

Formazano

Figural0. Reduccién de MTT a formazano.

Upcroft 1 investigd la susceptibilidad de distintos farmacos contra protozoos anaerdbicos de
manera in vitro, dentro de esos protozoos se encuentra G. duodenalis. Se reportaron datos de
concentracion inhibitoria minima para las lineas celulares susceptibles (BRIS/83/HEPU/106 y
WB-1B) vy resistentes (BRIS/83/HEPU/106-21D10y WB-M3) a metronidazol, ademas de una
linea celular resistente a albendazol (WB-M3-Alb). En Tabla 2 se puede observar que la
concentracion inhibitoria minima (CIM) es de 6.3 UM para las lineas celulares susceptibles a
metronidazol el cual se puede tomar como punto de referencia, esta misma informacion es
recurrida varios afios después.?’ La concentracion inhibitoria media (ICso) es otro célculo
estadistico utilizado para determinar la efectividad de un compuesto frente a una linea celular.
Montes Avila y colaboradores ?* report6 un ensayo de susceptibilidad in vitro de G. duodenalis
(linea celular WB) utilizando metronidazol como control positivo, obteniendo en promedio un
ICs0 de 2.88 pg/mL.

14
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Tabla 2. CIM para G. duodenalis en ensayos de susceptibilidad.

G. duodenalis aisladas CIM (uM)? Rango (uM) Rango (pg/mL)
BRIS/83/HEPU/106 6.3 3.2-12.5 0.52-2.12
BRIS/83/HEPU/106-21D1o 25 25 4.25
WB-1B 6.3 6.3-12.5 1.06-2.12
WB-M3 50 50 8.5
WB-M3-Alb 6.3 6.3 1.06

2 CIM de metronidazol obtenido con frecuencia mayor.

3.7. Ensayo de toxicidad

Actualmente el ensayo con Artemia salina, es utilizado cominmente para determinar el
efecto toxico de compuestos bioactivos, naturales o sintéticos. Es un barrido preliminar de la
toxicidad de extractos de plantas, toxinas fungicas, metales pesados, toxinas de cianobacterias,
pruebas de toxicidad de materiales dentales y nano estructuras. Se recomienda, posteriormente

un modelo animal para la confirmacion.

Las larvas nauplii, tienen una longitud de aproximadamente de 22 nm, son lo suficientemente
grandes para observarse sin necesidad de magnificar y lo suficientemente pequefias para
eclosionar en grandes cantidades sin requerir un amplio lugar de trabajo en un laboratorio.?? El
ensayo consiste en la cuantificacion de los nauplios antes y después de colocarlas en un medio

salino con el compuesto disuelto.

3.8. Agentes antimicrobianos

Narcisi y Secor 23 estudiaron de manera comparativa el efecto antiparasitario frente a 21
Trichomonas vaginalis de los cuales 12 son resistentes a metronidazol y 9 susceptibles. La

estructura molecular de tinidazol y metronidazol son similares ya que pertenecen al mismo

grupo de farmacos nitroimidazoles y furazolidona presenta el grupo oxazolidinona que es de
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interés en esta investigacion (Figura 11). El estudio se llevd a cabo utilizando técnicas de micro
dilucion de los agentes antimicrobianos a concentraciones distintas (400 — 0.2 ug/mlL) y una
concentracion conocida del parésito (10%) en sus respectivos pocillos en una placa de micro
dilucion. La interpretacion de la micro dilucion indica la concentracion letal minima (CLM).
Debido a que Trichomonas vaginalis se considera como un parasito anaerobio facultativo, es
decir, su desarrollo se lleva a cabo de manera similar en presencia o ausencia de oxigeno, los

experimentos se realizaron bajo esas dos condiciones (Tablas 3 y 4).

? 3
NLA- NiA- o]
(0] — 0] 0] (
N/\\lg N/\\l\f I OJ< 0 to
7/ ~"0OH 7/ ~ g N I\/N/N\ \
I \N
Metronidazol Tinidazol Furazolidona

Figura 11. Estructura molecular de metronidazol, tinidazol y furazolidona.

Tabla 3. Evaluacion antiparasitaria en ambiente aerobio.

Categoria Tinidazol Metronidazol Furazolidona
3 Resistentes =50ug/mL 9 =50ug/mL  Activo para ambos
g de los 12 (1-12) casos 0.8 ug/mL
< < 25ug/mL  pecesario  como
Susceptibles < 50ug/mlL (13-21)

todos los demas maximo (los 21)

Tabla 4. Evaluacion antiparasitaria en ambiente anaerobio.

Categoria Tinidazol Metronidazol Furazolidona
_ Z 50ug/mlL Activo para ambos
Resistentes 4 de los 12 > 50 (1-8,12)

casos 3.1ug/mL
necesario cComo

< 25ug/mlL maximo (los 21)

(33.3%)

< 50ug/mL
todos los demas

Anaerobio

Susceptibles
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Los resultados obtenidos demostraron que furazolidona presenta una actividad antiparasitaria
efectiva tanto a parésitos resistentes como susceptibles incluso mejor que tinidazol y
metronidazol, ademas furazolidona es activo en condiciones aerobias y anaerobias y requiere de

concentraciones bajas para ser letal (3.1ug/mL como maximo).

Loreto y colaboradores,® realizaron una evaluacion de la eficiencia de agentes
antimicrobianos diferente contra Pythium spp. El interés de este trabajo esta enfocado en la
efectividad de los compuestos oxazolidinona en presencia de oomycetos, especies consideradas
como pseudo hongos ya que presentan funciones de parasitos. Los compuestos utilizados por
familias fueron: macrolidos (azitromicina, claritromicina y jasomicina), oxazolidinonas
(linezolida, tedizdlida y sutezolida), pleuromutilinas (retapamulina, tiamulina y valnemulina) y
miltefosina, dnico compuesto descrito como antiprotozoario (Tabla 5). Utilizando técnicas de
micro dilucion determinaron la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion letal
minima (CLM) se determiné tomando una muestra de la CIM vy cultivandola en medios de
cultivo para observar después de tiempo transcurrido la presencia (crecimiento) o ausencia

(muerte) del organismo microbiano.

Los resultados reportados indican que los compuestos oxazolidinona como sutezdlida y
linezdlida presentan actividad contra Pythium spp., sin embargo, en comparacion con
miltefosina, estos no son muy eficientes. En cuanto a tedizolida, su actividad inhibitoria fue

poca o nula.

Tabla 5. Actividad de agentes antimicrobianos frente a Pythium spp.

Intervalo de CMI (ug/mL)

Agente
antimicrobiano CMI§ CMI CMIg CML
Macrolidos
Azitromicina 05-8 1-16 1-32 4 —32
Claritromicina 05-8 0.5—-16 0.5—-64 1—64
Josamicina 0.5—-16 1—64 2 — 64 2 — 64

17
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Tabla 5. Actividad de agentes antimicrobianos frente a Pythium spp. (continuacion)

Agente
antimicrobiano

Intervalo de CMI (ug/mL)

Oxazolidinonas CMI3 CMI? CMI§ CML
Linez6lida 1-32 1-32 1-64 8 — 64
Sutezélida 1-4 2—-8 4 — 64 4 — 64
Tedizblida NO 8a> 32 > 32 > 32

Pleutomutilinas

Retapamulinas <0.125-32 <0.125-32 0.25 — 32 0.5 —64
Tiamulina 1-8 1-32 2—64 4 — 64

Valnemulina <0.125-4 <025-8 0.25—-16 0.25 —32
Anti protozoo
Miltefosina NO NO 0.5-4 0.5—-4

8CMly, 100% inhibicion; CMIy, =90% inhibicion; CMIz, >50% y <90% inhibicion

En el trabajo publicado por Alcantar y colaboradores®® sintetizaron seis analogos de
linezdlida, presentan tres distintos sustituyentes en el grupo amino (bencilo, hidrégeno y acetilo)
y cada uno cuenta con su par diasteromérico (Figura 12). Los analogos sintetizados fueron
caracterizados por técnicas como infrarrojo con transformada de Fourier (IFTF), resonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrégeno y carbono y espectrometria de masas. La actividad de
estos andlogos se evalud frente al parasito Hymenolepis nana y algunas bacterias,
principalmente grampositivas, también se determind su viabilidad celular (toxicidad). La
actividad antiparasitaria se evalué colocando el parasito en soluciones que contenian los
distintos analogos, todos ellos a una concentracion de 20 mg/mL. Se observo la movilidad y
morfologia del parasito, a su vez se tomaba el tiempo (minutos) en que se ocasionaba la paralisis
y muerte del parasito. Se tifio el parasito con azul de Evans para observar el dafio ocasionado en

su anatomia, cuando el parasito es tefiido indica muerte celular.
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Figura 12. Analogos de linezdlida.

Se observo que los compuestos 4 y 5 generaban dafio al parasito, pero estos requerian mayor
tiempo que praziquantel. Los compuestos 6 y 7 tienen mayor actividad que praziquantel ya que
generan la pardlisis y muerte en menor tiempo y 7 genera una tincion total. Con los resultados
de 8 y 9 se puede observar la importancia de la conformacién anti y sin, hay una diferencia
considerable en el tiempo que ocasiona la muerte del parasito. Por dltimo, se observé que

linezdlida solo generaba la paralisis reversible (Tabla 6).

Los resultados publicados hacen referencia a la buena actividad antiparasitaria de estos
analogos. Se observaron mejores resultados en comparacion al farmaco de primera eleccion para
el tratamiento de hymenolepiasis (praziquantel), ocasionando la paralisis y la muerte en un
tiempo menor y una tincion completa indicando el dafio anatdmico tanto al parasito como a sus
huevecillos evitando la retro infeccion. La viabilidad celular se determind por medio del
contacto entre células epiteliales de retina adulta por sus siglas en inglés (ARPE-19) y una

concentracion de 400 uM (micro molar) de los analogos, y como de contraste, linezélida a
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100 uM (Tabla 7). En general, los analogos obtuvieron mejores porcentajes de proliferacion

celular que linezolida y no se consideran toxicos

Tabla 6. Evaluacion del efecto antiparasitaria de andlogos de linezélida frente a H. nana.

Paralisis Muerte

Compuesto Estructura ) ]
P (min) (min)

Efecto
anatémico

Tincion parcial,
dafo en
proglétide
gravido,
liberacion
moderada de
huevos sin tefir

Tincion parcial,
dafio en cuello,
escolex y
proglotides
maduros

Tincion total,
dafo en
proglotide
gravido,
escolex y
liberacion de
huevos teflidos

Tincion total

(e}
P4
-
N
(o2}
o

Tincidn parcial,
dafio en cuello,
escolex y
proglotides
maduras
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Tabla 6. Evaluacion del efecto antiparasitaria de andlogos de linezélida frente a H. nana

(continuacion).

Paralisis Muerte Efecto

Compuesto Estructura (min) (min) anatémico

0
O//<N N/_\O Tincié |
Incion tota
9 \('\/ _/ 6 18
0 NH F

o)
_ N 20 30 Tincion total
Praziquantel KH/N
o)

0 Paralisis
Linezolida %NQNCO 5 np  reversible sin
\f” . dafo anatémico
O
Movilidad
normal, sin

Control (-) N/D N/D N .
dafo anatémico

Tabla 7. Estudio de viabilidad celular de analogos de linezolida.

Compuesto Estructura Proliferacion (%)%

)
(_)//< /N
6 \(rVN NP 76.5 +1.7
NH, F

)
oA /—\
7 \(rVN NP 85.2 + 1.0
NH, F
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Tabla 7. Estudio de viabilidad celular de analogos de linezélida (continuacidn).

Compuesto Estructura Proliferacion (%)%

O
YOS,
8 - 949 +1.2
Ac”

(o]
OJ<N N (@]
9 \('\/ <2 N, 89.9 +2.3
F

NH
s
C

A

O
o oA =
Linezélida \(\ NNQN (0] 83.1 i4‘3C
N
H F
(e}

& Expresado como el promedio de 3 experimentos independientes.

b Se utiliz6 Doxorrubicin como control.
¢ Evaluado a 100 uM.

Con base a la informacién presentada se concluye que el compuesto tipo oxazolidinona
presentan actividad frente a agentes microbianos como parasitos, requiriendo concentraciones
minimas, los compuestos analogos de linezélida no son toxicos frente a la linea celular ARPE-
19 y que los fundamentos de micro dilucion son técnicas de laboratorio factibles para la

evaluacion de la actividad antiparasitaria.
3.9. Hipdtesis
La funcionalidad de tipo oxazolidinona en la estructura molecular de las dibencilamino

oxazolidinonas propuestas en esta investigacion podria conferirles actividad antiparasitaria

frente a Giardia duodenalis.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se describe primeramente la etapa de sintesis de compuestos de oxazolidinona con dos

centros estereogénicos otorgandoles una estereoquimica anti (R, S) o sin (S, S) a partir de a-

aminoacidos enantiopuros de L-alanina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-valina y L-Leucina.

Posteriormente los resultados de la actividad antiparasitaria frente a G. duodenalis y evaluacion

de toxicidad frente a Artemia salina de los compuestos sintetizados.

4.1.Etapas de reaccion
a) Esterificacion de a-aminoacidos con TMSCI.

b) Proteccion de grupo amino con bromuro de bencilo.

¢) Reduccién con LiAlH, para la formacién de 3-aminoalcohol.

d) Oxidacion por método de Swern.

e) Formacion de trimetilsililoxicianhidrina con estereoquimica anti y sin empleando
yoduro de cinc (Znl,) y bromuro de magnesio (M gBr,) respectivamente.

f) Formacion de a-aminoalcohol utilizando LiAlH,.

g) Formacion de 1,3-oxazolidin-2-ona mediado por bis(triclorometil)carbonato

(trifosgeno).
o 0: LiAIH,
‘2% TMSCL MeoH » R BnBr, DIPEA R o THF seco 4 h R o
a. Alanina: R = Me R%OH fuio 12 h o~ W —>0
b. Isoleucina: R = sec-Bu retujo, NH 1Cl3 NBn, KOH (ac) 10% NBn,
c. Fenilalanina: R = Bn NH; 2 refujo 12 h
d. Valina: R =i-Pr
e. Leucina: R =i-Bu (COCl),
DMSO DCL\/I seco
o TEA -78°C
o oH LiAIH, oTMS
9‘/<NH BTC,NaHCO; g = NH, THF seco 4 h R : o
: - s Lt
R DCM seco g KOH (ac) 10% 'l <« 22
NBn 0°C.8h NBn, NBnz .0:
: TMSCN t0:
r R
. DCM seco H
‘0 OH LiAIH,4 OTMS MgBr, NBn,
-
0‘( BTC, NaHCO, R NH, THFseco4h R
-3 -1 secodn
R NH DCM seco KOH (ac) 10% N
0°C, 8h NBn, (ac) 10% NBn,
NBn,

Esquema 1. Ochoa-Teran y Rivero (2008), ruta de sintesis.®
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IV. Resultados y discusion

a) Sintesis de a-amino éster

La primera etapa de sintesis consiste en la esterificacion de los aminoacidos 1a-e utilizando
cloruro de trimetilsilano (TMSCI) como grupo protector, un agente empleado para una amplia
variedad de reacciones quimicas y metanol como solvente y nucleéfilo (Ecuacion 1). Este es un
método conveniente ya que se maneja bajo condiciones suaves. Los rendimientos obtenidos
fueron del 97-99 %

R 9 TMSCI R o
—_— s
on st A
NH»> 24 h en Reflujo NH; o
® cl

1a-e 2a-e
a. Alanina: R = Me
b. Isoleucina: R = sec-Bu
c. Fenilalanina: R = Bn
d. Valina: R = j-Pr
e. Leucina: R = i-Bu

Ecuacion 1

b) Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino) ésteres

En la segunda etapa se realizd una reaccion de proteccion de los grupos amino 2a-e con
bromuro de bencilo, utilizando diisopropiletilamina (DIPEA) como base y cloroformo como
solvente. Se llevd a cabo por mecanismos de sustitucion nucleofilica bimolecular (Ecuacion 2).
El bromuro de bencilo es un grupo protector voluminoso y tiene un papel importante en el
control estereoselectivo de reacciones posteriores. El producto crudo se purifico por
cromatografia en columna empacada con gel de silice empleando una fase mdvil éter de

petréleo: acetato de etilo (9:1) y se obtuvieron rendimientos de 66%-96%.
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0]

R -

o

@)

DIPEA, KI N
R - Br ——— >

o O CHClI,

Cl NH3 ReﬂUJO

®
2a-e 3a-e
a. R =Me
b. R = sec-Bu
c. R=Bn
d.R=i-Pr
e. R =i-Bu

Ecuacioén 2

c) Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino) alcoholes

En la tercera etapa de reaccion se llevo a cabo la reduccion de los grupos éster 3a-e hacia
alcohol con LiAIHscomo agente reductor (Ecuacion 3). Los rendimientos fueron del 95-98%.

0]
R\‘)J\ - R OH
©\/N © THF seco ©\/\,‘\j/\
4 h
+ LiAlH,4 >
KOH (ac) 10%
a. R=Me
3a-e b. R = sec-Bu 4a-e

c.R=Bn

d.R =j-Pr
e.R=/-Bu

Ecuacion 3

d) Sintesis de (S)-2-(N,N-dibencilamino) aldehidos

La cuarta reaccion consiste en una oxidacién de Swern (Ecuacién 4), para este caso la

transformacion de un alcohol primario 3a-e esta dirigido a la formacién de un aldehido 4a-4e y
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se requiere condiciones de reaccion controladas. Se obtuvieron productos con rendimientos de
88-98%.

R
Y oH (COCI),, DMSO R\‘)J\H
N TEA N

DCM seco, -78°C

3a-e 4a-e
a. R =Me
b. R = sec-Bu
c.R=Bn
d.R =i-Pr
e.R=i-Bu

Ecuacion (4)

e) Sintesis de a-(N,N-dibencilamino) trimetilsililoxicianhidrina

La quinta etapa de sintesis consiste en la adicion de cianuro de trimetilsililo (TMSCN) a
compuestos 4a-e y que a su vez da origen a un nuevo centro quiral de manera estereoselectiva
empleando acidos de Lewis como catalizadores (Ecuacion 5). El Znl induce la configuracion
anti y MgBr. la configuracion sin, la estereoselectividad se puede pronosticar por modelos de

Felkin-Anh. Los productos se obtuvieron con rendimientos de 89-95%.

0] OTMS

R
S Ut
Znl2 o MgBr2
N +  TMSCN N

DCM seco, 0°C

4a-e Me b5a-e

PopTw
A 000 A
o o
]
0]
CDEJQ
w
c

c

Ecuacion (5)
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f) Sintesis de a-(N,N-dibencilamino) aminoalcoholes

La sexta reaccién consistio en la reduccion del compuesto 5a-e utilizando LiAIH4 como

agente reductor (Ecuacion 6). Se obtuvieron rendimientos del 67-88%.

OTMS OH

R R NH,
CN
THF seco 4 h N
N + LiAIH,4

KOH (ac) 10%

5a-e 6a-e

LN
A20X0x0A
o nn
]
0]
UJ;UDC?
vy
c

c

Ecuacion (6)

g) Sintesis de oxazolidinonas

La séptima y Gltima reaccion consiste en la formacion de la 1,3-oxazolidin-2-ona. Para la
ciclacion de los compuestos 6a-e se utilizo trifosgeno (Ecuacion 7). El producto crudo se
purificd por columna con una fase movil 1:1 de éter de petréleo-acetato de etilo. Se obtuvieron

rendimientos de 20-42%.

0
OH 04
NH
R 2 R NH
<)V,7‘\,/§w BTC, NaHCOs, @Vﬁ

é DCM seco, 0 °C, 8 h }

6a-e

(7]
(]
?
oY)
c

Ta-e

Poo0Tw
A 00X A
UJ"U:

c

L | R | | I 1|
T T W
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Ecuacion (7)

En este grupo de investigacion ya se ha logrado la sintesis de este tipo de oxazolidinonas y
se cuenta con la experiencia en el laboratorio y la caracterizacion a detalle de todos los productos
de reaccion intermedios.?® A continuacion, se presenta solamente los resultados de la
caracterizacion del producto final de la sintesis de oxazolidinonas como evidencia de una

sintesis exitosa.

4.2. Caracterizacion por FT-IR

El espectro de FTIR (Figura 13) corresponde al compuesto 7a anti, sin embargo, son
consistentes los patrones de sefiales caracteristicas para todos los compuestos de oxazolidinonas:
una sola banda a 3250 cm™? para la amina secundaria de la oxazolidinona y su respectivo
estiramiento C-N a 1235 ¢m™1, bandas alrededor de 2800-3100 cm ™1 indicando insaturaciones

de los sistemas aromaticos y una banda intensa que pertenece al grupo carbonilo a 1740 cm™1.
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Figura 13. Espectro de FTIR de 7a

4.3. Caracterizacion por RMN

En la Figura 14 se presenta espectro de RMN H de 7a con configuracion anti. Se observo
a 7.27 ppm un multiplete que integra para 10 hidrogenos correspondientes a los dos sistemas
aromaticos (A2B2C). Un singulete ancho a 5.69 ppm haciendo referencia al hidrégeno unido a
nitrégeno del anillo oxazolidinona. A 4.46 ppm un triple de dobles que se observa como un
cuarteto con J = 8.4 Hz, correspondiente al metino unido a oxigeno. En la figura 15 se
encuentra el espectro ampliado del mismo compuesto, donde se puede apreciar mejor las

siguientes sefiales. A 3.70 y 3.44 ppm se observan dos dobletes que integran para dos

29



IV. Resultados y discusion

hidrégenos cada uno y con J = 13.6 Hz, pertenecientes a los metilenos bencilicos. A 3.54 y
3.23 ppm aparecen dos dobles de dobles vistos como tripletes con J = 8.6, correspondiente al
metileno del anillo de oxazolidinona donde se observa un ambiente diasterotopico. La
siguiente sefial a 2.82 ppm se observa un doble de cuartetos, ambos con J = 6.6 Hz que integra
para el hidrégeno de metino unido a nitrégeno. Por Gltimo, se observa un doblete a 1.22 ppm

que integra para tres hidrégenos correspondientes al metilo con J = 6.6 Hz.

1 O
o—¢
2 49T NH3
Y
N
g 7
8 43
g
10
1 Ba,7a oh,7h o
Ar
5
2 w‘ 1
A A . A y

Figura 14. Espectro de RMN tH del compuesto 7a anti en CDCls.
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Figura 15. Espectro de RMN tH ampliado del compuesto 7a anti en CDCls

En el espectro de RMN 3C de 7a anti (Figura 16) se observd una sefial a 159.9 ppm para el
carbonilo de la oxazolidinona, se identifican cuatro sefiales en la region aromatica, a 139.3 ppm
se encuentra el carbono cuaternario y para el sistema A,B,C las sefiales a 128.8, 128.4 y 127.3
ppm. La sefial a 78.6 ppm pertenece al metino unido a oxigeno. A 56.7 ppm se encuentra la
sefial del metino unido a nitrégeno. Los metilenos bencilicos aparecen a 54.6 ppm, a 44.8 ppm

la sefial del metileno de la oxazolidinona y por Gltimo a 8.65 ppm la sefial del metilo.
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Figura 16. Espectro de RMN 3C del compuesto 7a anti en CDCl.

En la Tabla 8 se comparan los desplazamientos quimicos en ppm y la multiplicidad de RMN
'H de todos las oxazolidinonas con configuracion anti. La seccion de aromaticos (7.27 a 7.33
ppm) integra para diez hidrégenos para todas la oxazolidinonas dibenciladas (7a, 7b, 7d y 7e)
pero 7c integra para 15 debido al radical fenilo. Las sefiales caracteristicas de las oxazolidinonas
son los hidrogenos 3, 4 y 5 y se logran identificar en todos los compuestos, con la misma
multiplicidad y una variacion en los desplazamientos quimicos. Los metilenos bencilicos (6ab
y 7ab) son similares en todos los compuestos. Se comienza a observar diferencias con el
hidrégeno 1’ ya que los sustituyentes son distintos y debido al efecto diastereotopico,

principalmente en la multiplicidad.
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Tabla 8. Asignacion de las sefiales de RMN *H de oxazolidinonas con configuracion anti.

(e}
o

0 O (0]
1 5 1 1 5' 1 1
o . oA L, o o> .
153 _NH3 4 A 13 NH3 . 3 15 NH3 )%}T\/NHS RPN
: - . . - Y\‘/\/
e

2 3 NH 3

\‘/\/ \/2\‘/\/ 1
N 4 3 N 4 4

6 7 6 3 15 6 7 6 . 7

8 8 6 8 8 8

9 o 0 9 9

10 10 10 10 10

1 1 1 1 1

7a 7b 7

7c 7d

No. Posicién 7a 7b 7c 7d 7e
1 Ar 1.27 7.27 7.33 7.29 7.28
(10H, m) (10H, m) (15H, m) (10H, m) (10H, m)
5 3 5.69 541 5.82 5.64 5.69
(1H, sa) (1H, sa) (1H, sa) (1H, sa) (1H, sa)
3 5 4.46 4.85 (1H4:[258 0 4.83 4,74
(1H,c,84) (1H,c, 8.3) 41) o (1H,c,84) (1H,c, 6.2)
4 6a, 7a (23H70d 3.12 4.06 (:23:9d 3.12
13.6) (2H, d, 13.4) (2H, d, 13.5) 13.5) (2H, d, 13.8)
5 4a 3.54 3.64 3.47 3.62 3.60
(1H,t,8.6)  (1H,t, 8.6) (1H,t,7.9 (1H,t,8.7)  (1H,t,3.9)
3.44 3.57
3.49 3.59 3.57
6 6b, 7b (2H, d, (2H, d,
13.6) (2H,d, 13.4)  (2H,d, 13.5) 13.5) (2H, d, 13.8)
; ab 3.23 3.26 2.92 3.24 3.13
(1H,t,8.6) (1H,t, 8.6) (1H,t, 7.9) (1H,t,8.6) (1H,t,8.4)
2.82 2.66 2.59
2.83 2.71
8 r (1H, dc, (1H, dd, 9.3, (1H, dd,
6.6) 2.1) (1H, m) 2.2) (1H, ¢, 7.1)
1.96
9 5 1.22 2.04 3.13 2.33 (1H, m)
(3H, d, 6.6) (1H, m) (2H, m) (1H, m) 1.73
(1H, m)
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Tabla 8. Asignacion de las sefiales de RMN H de oxazolidinonas con configuracion anti

(continuacion).

No. Posicion 7a 7b 7c 7d Te
10 3 1.45 1.09 1.29
(2H, m) (3H, d. 7.0) (1H, m)
1.13
1.14
11 5’ (3H, d,
(3H, d, 7.0) 7.0)
, 0.92 0.93
124 (3H, t, 7.4) (3H, d, 6.6)
, 0.75
136 (3H, d, 6.6)

Desplazamientos en ppm y constante de acoplamiento en Hz.

En la Tabla 9 se muestran las sefiales de RMN 3C. Las sefiales caracteristicas de las
oxazolidinonas son el grupo carbonilo (C2), metileno (C4) y metino unido a oxigeno (C5), se
observa C4 con el desplazamiento mas bajo en el compuesto 7c. De C6-C11 hay consistencia
en los desplazamientos que corresponden a los carbonos metilenos bencilicos y del sistema
aromaticos. A partir de C1’ ya comienza a haber discrepancia en los desplazamientos debido a

los sustituyentes.
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Tabla 9. Asignacion de las sefiales de RMN *3C de oxazolidinonas con configuracion anti

O (0] (o]
10__/< 5j 042 1_0142 1 __{

NH3 B2 57 NHs 215 NH 3

& 2
1 \IH 3 YY\/
12
©/Y\4/

55 &% O a o

7c Te
No. Posicién 7a 7b 7cC 7d 7e
1 2 159.9 159.8 159.7 160.0 160.1
2 4 44.8 45.6 42.5 45.6 44.9
3 5 78.6 75.5 77.5 75.7 77.1
4 6,7 54.6 54.8 55.5 54.8 54.6
5 8 139.3 139.2 139.0 139.2 139.5
6 9 128.8 129.0 129.1 129.0 129.0
7 10 128.4 128.4 128.4 128.4 128.4
8 11 127.3 127.3 127.1 127.3 127.2
9 I’ 56.7 63.7 60.9 64.4 58.4
10 2’ 8.7 31.8 31.4 25.4 35.4
11 3 15.7 19.1 24.8
12 4 12.4 23.3
13 5’ 30.0 23.3
14 6’ 22.5
15 12 139.5
16 13 129.5
17 14 128.6
18 15 126.4

Desplazamientos en ppm.

En la Figura 17 se presenta espectro de RMN *H de 7a con configuracion sin. Se observo
tres sefiales para el sistema aromatico, lograndose ver el sistema A;B>C. A 7.37 ppm un doblete
que integra para cuatro hidrégenos correspondientes a los metinos aromaticos A; y J = 7.1 Hz.
Un doble de dobles a 7.28 ppm con J = 7.3 Hz que integra para cuatro hidrégenos del sistema

aromatico B y el ultimo a 7.19 ppm como triplete, integra para dos hidrogenos perteneciente a
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los metinos C del sistema aromaético y tiene J = 7.3 Hz. A 5.88 ppm aparece un singulete ancho
que integra para el hidrégeno unido a nitrogeno de la oxazolidinona. A 4.62 ppm un triple de
dobles visto como un cuarteto con J = 8.2 Hz correspondiente al metino unido a oxigeno. En la
figura 18 se encuentra el espectro ampliado del mismo compuesto, donde se puede apreciar
mejor las siguientes sefiales. A 3.90 y 3.53 ppm se observan dos dobletes que integran para dos
hidrégenos cada uno y con J = 13.7 Hz, pertenecientes a los metilenos bencilicos. A 3.36 ppm
aparece un doble de triples visto como quintuplete correspondiente al metileno del anillo de
oxazolidinona con J = 8.2 Hz. La siguiente sefial a 2.91 ppm se observa un quintuplete con J =
6.8 Hz que integra para el hidrégeno de metino unido a nitrégeno. Por ultimo, se observa un

doblete a 1.13 ppm que integra para tres hidrégenos correspondientes al metilo con J = 6.8 Hz.
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Figura 17.
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Espectro de RMN *H del compuesto 7a sin en CDCls.
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Figura 18. Espectro de RMN tH ampliado del compuesto 7a sin en CDCls.

En el espectro de RMN *3C de 7a sin se observé una sefial a 160.0 ppm para el carbonilo de

la oxazolidinona, se identifican cuatro sefiales en la region aromatica, a 139.9 ppm se encuentra

el carbono cuaternario y para el sistema A, B, C las sefiales a 128.8, 128.3 y 127.0 ppm. La sefial

a 80.0 ppm pertenece al metino unido a oxigeno. A 54.9 ppm se encuentra la sefial del metino

unido a nitrégeno. Los metilenos bencilicos aparecen a 54.7 ppm, a 43.8 ppm la sefial del

metileno de la oxazolidinona y por Gltimo a 10.5 ppm la sefial del metilo (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de RMN 3C del compuesto 7a sin en CDCl.

En la Tabla 10 se muestran las sefiales de RMN H de todos los compuestos sin. En 7a sin
fue el Unico en el que se logro observar el desdoblamiento de las sefiales del sistema aromatico
A2B>C. Los hidrogenos 3 y 5 mantienen la misma multiplicidad, pero hay discrepancia en el
desplazamiento a lo largo de los cinco compuestos sin. Cuando el diasterdbmero es sin, las
sefales del hidrogeno 4 aparecen solapadas en una sola sefial, alterando la multiplicidad, como

es el caso del compuesto 7a, 7b y 7c.
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Tabla 10. Asignacion de las sefiales de RMN H de oxazolidinonas con configuracidn sin.

ots s ol ) 0J<z ; ok

YK/NH 3 \/YK/NH s NH 3 )YK,NH 3 %NH 3
N

& 35 B B &

Tc

No. Posicién 7a 7b 7c 7d 7e
7.37
(4H, d, 7.1)
7.28
1 Ar (4H, dd, 7.30 7.25 7.28 7.29
7.3)) (10H, m) (15H, m) (10H, m) (10H, m)
7.19
(2H, t, 7.3)
5 3 5.88 5.83 5.24 5.97 5.96
(1H, sa) (1H, sa) (1H, sa) (1H, sa) (1H, sa)
3 5 4.62 491 4.74 491 4.73
1 Cy . ' Ca . ' C! . ' C! . ’ Cl '
(1H,c¢,82) (1H,c¢,57) (1H,c,5.1) (1H,c¢,5.8) (1H,c, 6.8)
4 6. 72 3.90 3.94 3.64 3.93 3.85
’ (2H, d, 13.7) (2H,d, 13.3) (4H,c, 11.6) (2H,d, 13.3) (2H,d, 13.3)
5 4a 3.36 (23I—.IB?1d 3.54 3.36 3.70
(2H, q, 8.2) 85 ’3 0’ (1H,t,8.6) (2H,d,8.4) (1H,t, 13.8)
6 6. 7b 3.53 (SJSd %2 3.80 3.67
’ (2H, d, 13.7) 13 ’3) ’ (2H, d, 13.3) (1H,d, 13.3)
3.09 3.42
*1 *1 *1
[ (1H, m) (1H. t, 8.3)
8 L 2.91 2.59 3.09 2.51 2.75
(1H,q,6.7) (1H,t,5.9) (1H, m) (1H,t,6.4) (1H,c, 6.8)
9 2 1.13 2.01 2.04 1.82 (1H, m)
(3H, d, 6.8) (1H, m) (1H, m) 1.47 (1H, m)

Desplazamientos en ppm y constante de acoplamiento en Hz.

39



IV. Resultados y discusion

Tabla 10. Asignacion de las sefiales de RMN *H de oxazolidinonas con configuracion sin

(continuacion).

No. 7a 7b 7c 7d Te
181
o (1H, m) 1.06 1.06
1.63 3H.d 68  (1H, m)
(1H, m)
, 0.91 0.90
s (3H, d, 6.8) (3H, d, 6.8)
, 0.84 0.87
124 3H, t, 7.4) (3H. d, 6.7)
: 0.61
136 (3H, d, 6.7)

*ILas asignaciones 4a y 4b aparecen en una sola sefial.
*2 Las asignaciones de 6a, 7a y 6b, 7b aparecen en una sola sefial.
Desplazamientos en ppm y constante de acoplamiento en Hz.

En la Tabla 11 se muestran las sefiales de RMN **C. Existe una ligera diferencia en los

desplazamientos, especialmente aquellos a que se encuentran adyacentes a los centros quirales.

Tabla 11. Asignacion de las sefiales de RMN *3C de oxazolidinonas con configuracion sin.

No.  Posicion 7a 7b 7c 7d 7e
1 2 160.0 159.9 159.5 160.0 160.0
2 4 43.3 44.2 44.8 44.1 43.7
3 5 80.0 78.3 77.2 78.4 78.8
4 6,7 4.7 56.0 54.7 56.1 54.9
5 8 139.9 140.0 139.2 140.0 140.0
6 9 128.8 129.4 128.8 129.5 129.3
7 10 128.3 128.2 128.3 128.2 128.3
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Tabla 11. Asignacion de las sefiales de RMN *C de oxazolidinonas con configuracion sin

(Continuacion).

No.  Posicion 7a 7b 7c 7d 7e
8 11 127.0 127.0 127.2 127.0 127.0
9 I 54.9 62.7 62.7 63.7 57.0
10 2’ 10.5 34.5 32.6 28.3 35.6
11 3’ 16.9 21.0 24.4
12 4’ 11.6 23.2
13 5 27.3 21.4
14 6 22.2
15 12 139.9
16 13 129.7
17 14 128.5
18 15 126.3

Desplazamientos de ppm.

Las principales diferencias entre las oxazolidinonas anti y sin en el espectro de RMN *H se
observan en los desplazamientos y multiplicidades, son mas notorios en los atomos que estan
enlazados a un centro quiral. En el compuesto anti, los hidrogenos aromaticos aparecen en un
multiplete mientras que en la configuracion sin se alcanzan a desdoblar y aparece la misma
cantidad de hidrdgenos en tres sefiales separadas (Compuesto 7a). Otras sefiales que logran
diferenciarlos son aquellas con efecto diasterotopico, es decir 1’ y 5, en el compuesto anti
aparecen como un multiplete y cuarteto respectivamente y para el compuesto sin estas mismas

sefiales aparecen como quintuplete y triple de dobles. Los hidrogenos 4 aparecen en dos sefiales
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(4a y 4b) cuando el compuesto tiene configuracién anti, pero estas sefiales se logran solapar

apareciendo en una sola sefial cuando la configuracion es sin (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacion de sefiales de RMN *H de 7a con configuracion anti y sin.

7a anti 7a sin
No. Posicion 7a anti 7asin
1 Ar 7.27 (10H, m) 7.37 (4H, d)
7.28 (4H, 1)
7.19 (2H, 1)
2 3 5.69 (1H, sa) 5.88 (1H, sa)
3 5 4.46 (1H, c) 4.62 (1H, td)
4 6a, 7a 3.70 (2H, d) 3.90 (2H, d)
5 4a 3.54 (1H, 1) 3.35 (2H, dt)
6 6b, 7b 3.44 (2H, d) 3.53 (2H, d)
7 4b 3.22 (1H, 1) *
8 1’ 2.82 (1H, m) 2.91(1H, q)
9 2’ 1.22 (3H, d) 1.13 (3H, d)

* 4a 'y 4b aparecen en una sola sefial.

Desplazamientos de ppm.
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En la Tabla 13 también se comparan los compuestos 7a en las dos configuraciones
estereoquimicas, respecto a los desplazamientos del espectro de *C. Los desplazamientos de
los carbonos diastereotdpicos (C5 y C1°) son distintos, al igual que C2" en su respectiva
configuracion. Se observo que en el compuesto sin las sefiales de C1” y C6, C7 aparecen mas
cercanas entre si, 0.2 ppm de diferencia mientras que con la configuracion anti se encuentran a

2.1 ppm de diferencia.

Tabla 13. Comparacion de sefiales de RMN 3C de oxazolidinonas con configuracion anti y sin.

‘40 10‘4
042 2
2 57 2 15 NH 3
1 - NH 3 \‘/k:
AN 6 N 7
8 8
9 9
é &10 é 610
7a a:nti11 7a sin
No. Posicién 7a anti 7asin
1 2 159.9 160.0
2 4 44.8 43.3
3 5 78.6 80.0
4 6,7 54.6 54.7
5 8 139.3 139.9
6 9 128.8 128.8
7 10 128.4 128.3
8 11 127.3 127.0
9 1’ 56.7 54.9
10 2’ 8.7 10.5
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En proceso de sintesis se obtuvo un subproducto el cual se purificé y caracterizé por RMN
de IH, °C, ademas de HSQC y FT-IR. Al elucidar la estructura se determiné que el subproducto
hace referencia a una oxazolidinona N-bencilada, se le atribuye a que una porcién del éster no
reaccioné por completo y resulté monobencilado. Se continué con la ruta de sintesis hasta
ciclarse (Esquema 2). Debido a que este tipo de moléculas es consistente con la estructura del
anillo de oxazolidinona, se aislé con el propdsito de adicionarlas para la evaluacion de la

actividad antiparasitaria.

LiAIH4

0 o o THF seco 4 h R BTC, NaHCO R
R TMSCI, MeOH Rj)k _ _BnBr.DIPEA o Rj)ko/ SR e T on BT 0 \N/\o
o fujo, 12 h © CHCl, KOH (ac) 10% NHBn CM seco
NH, e NH; refujo 12 h NHBn 0°C,8h 0

f. Isoleucina: R = sec-Bu
g. Fenilalanina: R = Bn
h. Valina: R = i-Pr

Esquema 2. Sintesis de oxazolidinonas N-benciladas.

El espectro de RMN *H realizado a 7f (Figura 20) presenta un multiplete a 7.32 ppm que
integran para los cinco hidrogenos del sistema aromatico. A 4.85y 3.96 aparecen dos dobletes
con J = 15.1 Hz que integran para los dos hidrogenos del metileno bencilico. El metileno de la
oxazolidinoa se compone de dos sefiales distintas, una a 4.14 ppm como triplete y con J = 9.0
Hz y la otra sefial a 4.04 ppm como doble de dobles con J = 9.0y 6.1 Hz. A 3.63 ppm se
encuentra un multiplete que integra para un hidrégeno correspondiente al metino unido a
nitrégeno. El metino alifatico 1’ aparece como un multiplete a 1.81 ppm. La sefial a 1.14 ppm
aparece como multiplete e integra para dos hidrogenos del metileno alifatico y por ultimo los

dos metilos restantes aparecen solapados como un multiplete que integra para seis hidrdégenos.
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Figura 20. Espectro de RMN H del compuesto 7f en CDCls.

En la Figura 21 se observa el espectro de RMN *C de 7f. Hay una sefial a 158.8 ppm para
el carbonilo del anillo de la oxazolidinona, los carbonos arométicos aparecen a 135.9 ppm para
el carbono cuaternario y el resto del sistema A2B.C aparece a 128.8, 128.2 y 127.9 ppm. El
metileno unido a oxigeno se encuentra a 62.7 ppm, el carbono unido a nitrégeno aparece a 57.1
ppm y el metileno bencilico a 45.8 ppm. El resto de los sustituyentes esta constituido por un

metino a 33.9 ppm, un metileno a 25.2 ppm y dos metilos a 11.9y 11.4 ppm.
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Figura 21. Espectro de RMN *3C del compuesto 7f en CDCls.

En la Tabla 14 se observan los datos de RMN *H para los tres compuestos N-bencilados. Se
observa que en el area de aromaticos integran para cinco hidrégenos y diez cuando se utilizd
fenilalanina. En estos compuestos no se observa el singulete ancho caracteristico del N-H de la
oxazolidinona. En estas moléculas los hidrdégenos 5 aparecen en dos sefiales distintas integrando
cada una para un hidrégeno y a partir de 4 se encuentran las sefiales de los sustituyentes

diferentes por lo que 4 y 1’ tienen desplazamientos y multiplicidades distintos.
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Tabla 14. Asignacion de sefiales de RMN *H de oxazolidinonas N-benciladas.

o}

w

é

9

o}

No. Posicion 7f 79 7h
1 Ar 7.32 (5H, m) 7.30 (8H, m) 7.33 (5H, m)
2 7.04 (2H, d)
3 6 4.85 (1H, d) 4.86 (1H, d) 4.87 (1H, d)
4 3.96 (1H, d) 4.11 (1H, d) 3.99 (1H, d)
5 5 4.14 (1H, 1) 4.14 (1H, d) 4.17 (1H, 1)
6 4.04 (1H, dd) 4.00 (1H, dd) 4.07 (1H, dd)
7 4 3.63 (1H, m) 3.80 (1H, m) 3.55 (1H, td)
8 I 1.81 (1H, m) 3.10 (1H, dd) 2.07 (1H, hd)
9 2.64 (1H, dd)
10 2 1.14 (2H, m) 0.87 (3H, d)
11 3 0.85 (6H, m) 0.83 (3H, d)
12 4 *

* Para 7f 3" y 4’ aparecen en una sola sefal.

Desplazamientos en ppm.
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La Tabla 15 presenta los desplazamientos de RMN 3C para los compuestos 7f, 7g, 7h. Se

distingue una variacion en los desplazamientos para C4 y C5. El compuesto 7f y 7h presentan

mas sefiales en la zona de alifaticos y 7g en la zona de aromaticos.

Tabla 15. Asignacion de sefiales de RMN C de oxazolidinonas N-benciladas.

1

o

L

1

N
5 %o é A
8
gé 3
7f 79
No. Posicion 7f 79 7h
1 2 158.7 158.4 158.7
2 4 57.1 55.4 58.2
3 5 62.7 67.0 62.8
4 6 45.8 46.4 46.0
5 7 135.9 135.9 135.9
6 8 128.8 129.0 128.8
7 9 128.2 128.9 128.2
8 10 127.9 128.0 127.9
9 11 135.6
10 12 128.9
11 13 128.2
12 14 127.2
13 1 33.9 385 27.2
14 2’ 25.2 17.6
15 3’ 11.4
16 4 11.9 14.2

Desplazamiento en ppm.
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4.4. Actividad antiparasitaria frente G. duodenalis

La Tabla 16 muestra los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular de G.
duodenalis, frente a los 13 compuestos de tipo oxazolidinonas sintetizados. Se determiné el
porcentaje de inhibicion (%Inh) y la concentracion inhibitoria media (1Cs0). Los compuestos
7f, 7g y 7h (compuestos monobencilados) fueron los primeros en retirarse del ensayo debido a
que a concentraciones mayores de 100 pg/mL ya no se observaba la inhibicién de la especie, y
se interpreta que es importante la proteccion del grupo amino para otorgarle actividad
antiparasitaria a los compuestos. El resto de las oxazolidinonas fueron evaluadas a la menor
concentracion de 25 pg/mL, concentracién en la cual ya se observaba una inhibicion minima.
Los compuestos 7c sin y el par diasteromérico 7e obtuvieron un porcentaje de inhibicion mayor
a 50 % a una concentracion de 25 pg/mL, se puede concluir que estos compuestos podrian
obtener un 1Csop menor a los establecido en este ensayo. EI compuesto con mayor actividad
antiparasitaria fue 7e, cuya diferencia estd en el sustituyente isobutilo, obteniendo la
concentracion inhibitoria media mas baja, de 23.0 ug/mL. En la mayoria de los casos, cuando
se compara el par diasteromérico, los compuestos con configuracion sin presentan menor 1Csg
que los compuestos anti, es decir, los compuestos sin presentan mayor actividad antiparasitaria,
sin embargo, con el compuesto 7a no se observa este patron, esto se le puede atribuir a que 7a
no presenta un sustituyente voluminoso (grupo metilo) y por ende la configuracion anti presenta
mayores interacciones con el parasito. Hasta el momento no se ha establecido un mecanismo de
accion de los compuestos oxazolidinonas frente a G. duodenalis. En este Ultimo ensayo no se
utilizé un control positivo, evaluando la actividad antiparasitaria de metronidazol, sin embargo,
si se comparan los resultados obtenidos con los referenciados en la literatura, metronidazol

requiere de menores concentraciones inhibitorias?! que los sintetizados en este proyecto.
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Tabla 16. Porcentaje de inhibicion y concentracion inhibitoria media de oxazolidinonas

frente a Giardia duodenalis.

Concentracion (ug/mL)? 1Ceo
Compuesto (g/mL)°®
25 50 100 200

7a anti 32.1+4.32 83.2+6.24 99.9+0.03 100.0 31.1
7asin 20.9+1.86 52.2+7.41 99.9+0.04 100.0 44.7
7b anti 28.8+4.55 92.6+0.94  99.9+0.03 100.0 30.0
7b sin 27.2+3.31 94.4+0.33 99.9+0.04 100.0 29.9
7c anti 27.0+£3.09 89.9+0.71 96.5+0.49 100.0 31.1
7c sin 50.5+4.39 92.4+1.64 96.5+0.65 100.0 24.8
7d anti 19.8+2.47 33.5+1.00 99.3+0.17 100.0 56.2
7d sin 22.7+3.45 98.5+0.48 99.9+0.03 100.0 29.2
7e anti 59.0+3.64 98.9+0.14 99.8+0.08 100.0 23.5
7e sin 63.0+1.12 99.6+0.28 99.9+0.03 100.0 23.0
7f NI NI 48.6+2.34 92.8+0.07 102.1
79 NI NI 41.8+0.64 92.7+0.09 108.3
7h NI NI NI 6.311.41 >200

8Se muestra la media de %Inh + DE de un ensayo por triplicado.

bCoeficiente de determinacion (R?), valores entre 0.9336-0.9991.
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En la Figura 22 se observa una fotografia de la placa de 96 pocillos donde se llevd a cabo el
ensayo de viabilidad celular colorimétrica a dos concentraciones (50 pg/mL y 25 pg/mL)
utilizando el reactivo MTT. Se llend la placa por columna, realizada por cuadruplicado,
colocando un blanco (medio de cultivo), un control (G. duodenalis) y los 10 compuestos
oxazolidinonas colocando el par diasteromérico primeramente con configuracién anti y seguido
los de configuracion sin. La placa esta dividida por una linea amarilla, indicando que en la parte
superior se realizé el ensayo a una concentracion de 50 pg/mL del compuesto y la parte inferior
a 25 pg/mL. La coloracion morada es proporcional a la cantidad de células vivas. Se puede
apreciar la diferencia en la intensidad del color morado cuando los compuestos se evaluaron a

una concentracion de 50 pg/mL, coloracion tenue y a 25 pg/mL, coloracion intensa.

Concentracion 50 pg/ml

B

Concentracion 25 pg/mL

B: Blanco, C: control.

Figura 22. Ensayo de viabilidad celular colorimétrica a 25 y 50 pg/mL.
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4.5. Evaluacién de toxicidad

En tabla 17 se observa los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad utilizando Artemia
salina. Los valores obtenidos indican que los compuestos presentan moderada toxicidad (LCso
100-500pg/ml).28

Tabla 17. Concentracion letal media de oxazolidinonas frente a Artemia salina.

Compuesto LCso (ng/mL)
7a anti >200
7asin >200
7b anti >200
7b sin >200
7c anti 177.31
7csin >200
7d anti >200
7d sin >200
7e anti 140.76
7esin >200

7f 162.77
79 110.91
7h 112.81
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V. EXPERIMENTAL

5.1. Generalidades

El desarrollo experimental se realizé en el laboratorio de quimica supramolecular del Centro
de Graduados e Investigacion del Instituto de Tijuana y en colaboracion con la Universidad
Autonoma de Sinaloa en el laboratorio de quimica de productos naturales y en la Unidad de

Investigacion en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms”.

5.2. Técnicas analiticas

Se utilizo equipo de resonancia magnética nuclear (RMN) de 400 megahercios (MHz). Los
valores de los desplazamientos quimicos son expresados en partes por millon (ppm) y se utilizo
como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Los valores de las constantes de acoplamiento
(J) se expresan en hercios (Hz). Ademas, se utilizé un espectro de infrarrojo (FT-1R400) Perkin
Elmer. Para la evaluacion de la actividad antiparasitaria se utilizo el espectrofotometro
Labsystems Multiskan RC.

Materiales, reactivos y solventes
Los materiales, reactivos y solventes utilizados fueron obtenidos de las compariias Sigma
Aldrichy VWR.

En la evaluacion de la actividad antiparasitaria se utilizaron cepas de Giardia duodenalis
WB, del Departamento de Patologia Experimental, del Centro de Investigacion y de Estudios

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, México, D.F.

El ensayo de toxicidad in vitro se realiz6 con larvas de Artemia salina cultivadas a partir de
huevos (Brine shrimp eggs, BIO-MARINE INC, EE.UU.).
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5.3. Metodologia de sintesis de oxazolidinonas

a) Sintesis de a-aminoester.

Se afiadieron 2 g del respetivo aminoécido (L-alanina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-valina
0 L-leucina) y 100 mL de metanol en un matraz de fondo redondo de 250 mL, bajo agitacion
constante. Se agreg6 por goteo 5 Eq de TMSCI con ayuda de un embudo de adicion. Se dejo
reaccionando y en reflujo por 12 h. Posteriormente se hicieron lavados con metanol y éter etilico.
Por dltimo, se elimind el disolvente a presiéon reducida obteniendo un sélido blanco con

excepcion del éster de isoleucina el cual se obtiene como aceite amarillo.

b) Sintesis de éster dibencilamino.

A un matraz de fondo redondo de 250 mL se suspendio 1 g del clorhidrato de a-aminoester
en 80 mL de cloroformo, ademas se introdujo una barra de agitacion magnética. Bajo agitacion
constante se afiadié por goteo al matraz 3 Eq de N, N-diisopropiletilamina (DIPEA) y 3 Eq de
bromuro de bencilo (BnBr). Posteriormente se llevd a reflujo durante 24 h. Se observo el avance
de la reaccion realizando cromatografia de capa fina. EI N, N-dibencilaminoéster tiene un factor

de retencion de 0.63 en un sistema de 9:1 éter de petroleo y acetato de etilo.

Una vez concluida la reaccion, se traspaso el contenido del matraz de fondo redondo a un
embudo de separacion. A éste se afiadio 80 mL de agua destilada y realizaron lavados con
diclorometano (3x100 mL), se recolectdé la fase organica y se secd con sulfato de sodio
anhidrido. Se filtré y eliminé el disolvente a presion reducida. EI N,N-dibencilaminoester fue
purificado por columna en gel de silice con una fase movil 9:1 de éter de petroleo y acetato de

etilo, obteniendo un aceite amarillo.

c) Sintesis de p-aminoalcohol.

En un matraz de fondo redondo de 250 mL en bafio de hielo, se afiadié 1.5 Eq de hidruro de
litio y aluminio (LiAlH4), se dispersé en 50 mL de THF seco y se afiadié por goteo una solucién

de N,N-dibencilaminoéster. La reaccion procede bajo atmdsfera inerte de argén y agitacion
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constante por cuatro horas. En cromatografia de capa fina y un sistema de éter de petroleo y
acetato de etilo 9:1 se observa el producto con un factor de retencion de 0.45. Finalmente se
agregd por goteo hidroxido de sodio acuoso al 10% hasta formar un precipitado blanco, se filtr6
y se secO con sulfato de sodio anhidrido. Se elimind el disolvente mediante presion reducida
para obtener el N,N-dibencilaminoalcohol como aceite amarillo.

d) Sintesis de aldehido (Reaccién de Swern).

Empleando un embudo de adicidn conectado a un matraz de fondo redondo de 250 mL, con
agitacion constante, bajo atmdsfera inerte de argon y a -78°C, se afiadié 1.5 Eq de cloruro de
oxalilo en diclorometano seco. Se afadio por goteo 2.2 Eq de dimetilsulfoxido junto con
diclorometano. El N,N-dibencilaminoalcohol se afiadio por goteo disuelto en diclorometano. Se
esperd 20 minutos y posteriormente se le agrego 5 Eq de trietilamina diluido en diclorometano
y dejo durante 30 minutos. El compuesto deseado aparece con un factor de retencion de 0.60 en
placa de cromatografia, en un sistema 9:1 éter de petrdleo y acetato de etilo. Posteriormente, a
temperatura ambiente, se traspaso el contenido del matraz de fondo redondo a un embudo de
separacion. A este se afiadio 80 mL de agua destilada y realizaron lavados con diclorometano
(3x100 mL), se recolecto la fase organica y se seco con sulfato de sodio anhidrido. Se filtro y
elimino el disolvente a presion reducida, obteniendo el N,N-dibencilaminoaldehido como aceite

amarillo.

e) Sintesis de trimetilsililoxicianhidrina (Adicién)

En un matraz de fondo redondo de 250 mL se coloco el compuesto dibencilamino aldehido
disuelto en diclorometano seco, se le afiadié una barra de agitacion magnética y se mantuvo en
atmosfera de argon. Para la generacion del producto anti (con Znly) se realizé a temperatura
ambiente, en cuanto a el producto sin (con MgBr.) se realizo a 0 °C. Posteriormente se agrego
1.1 Eq del catalizador Znl, 0 MgBr para obtener el producto de adicion con configuracion anti
0 sin respectivamente. Se afiadié por goteo 2.2 Eq de TMSCN. Después de haber transcurrido
2 horas se traspaso el contenido del matraz de fondo redondo a un embudo de separacion. A éste

se afadié 80 mL de agua destilada y realizaron lavados con diclorometano (3x100 mL), se
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recolectd la fase organica y se secd con sulfato de sodio anhidrido. Se filtrd y elimind el
disolvente a presion reducida, obteniendo el N,N-dibencilaminotrimetilsililoxicianhidrina como
aceite naranja. Se observé con un factor de retencion de 0.60 con una fase movil 9:1 éter de

petréleo y acetato de etilo.

f) Sintesis de a-aminoalcohol

En un matraz de fondo redondo de 250 mL en bafio de hielo, se afiadié 1.5 Eq de hidruro de
litio y aluminio (LiAIH.), se dispersé en 50 mL de THF sec6 y se afiadi6 por goteo una solucion
de N,N-dibencilaminotrimetilsililoxicianhidrina. La reaccion procede bajo atmdsfera inerte de
argon y agitacion constante por 4 horas. En cromatografia de capa fina y un sistema de éter de
petréleo y acetato de etilo 9:1 se observa el producto con un factor de retencion de cero.
Finalmente se agrego por goteo hidroxido de sodio acuoso al 10 % hasta formar un precipitado
blanco, se filtro y se secd con sulfato de sodio anhidrido. Se eliminé el disolvente mediante

presion reducida para obtener el a-aminoalcohol como aceite amarillo.

g) Sintesis de 1,3-oxazolidinona

A un matraz de fondo redondo de 250 mL con un embudo de adicion se mantuvo con
agitacion magnética, atmosfera de argon inerte y a 0 °C. Se le agreg6é una solucion del
aminoalcohol en diclorometano (80 mL). Después se agregé por goteo una solucion de
trifosgeno (1.0 Eq) disuelto en 25 mL de diclorometano y se agité durante 8 horas. Transcurrido
el tiempo se afiadidé una solucion saturada de bicarbonato de sodio y continué agitando por 3
horas. El contenido del matraz de fondo redondo se traspasé a un embudo de separacion. A éste
se afiadi6 80 mL de agua destilada y realizaron lavados con diclorometano (3 x 100 mL), se
recolecto la fase organica y se secd con sulfato de sodio anhidrido. Se filtrd y elimind el
disolvente a presion reducida, el producto preliminar se purificé por cromatografia en columna,
empacada con gel de silice y se utiliz6 como fase mdvil un sistema 1:1 de éter de petrdleo y

acetato de etilo, obteniendo como producto final un aceite amarillo o un sélido blanco.
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7a anti: Sélido blanco. FTIR: 3250, 2968, 1740, 1235 cm™. RMN H (CDCls, 400 MHz,): §
7.27 (m, 10H), 5.69 (sa, 1H), 4.46 (¢, J = 8.4 Hz, 1H), 3.70 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.54 (t, J = 8.6
Hz, 1H), 3.44 (d, J = 13.6 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 2.82 (dc, J = 6.6, 6.6 Hz, 1H), 1.22
(d, J = 6.6 Hz, 3H). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & 159.9 (C), 139.3 (2 x C), 128.8 (4 x CH),
128.4 (4 X CH), 127.3 (2 x CH), 78.6 (CH), 56.7 (CH), 54.6 (2 x CHy), 44.8 (CH>), 8.6 (CHs).

7a sin: Sélido blanco. FTIR: 3275, 2967, 2930, 1743, 1239 cm™. RMN 'H (CDCls, 400 MHz):
§7.37 (d, J= 7.1 Hz, 4H), 7.28 (dd, J = 7.3 Hz, 4H), 7.19 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 5.88 (sa, 1H), 4.62
(c, J = 8.2 Hz, 1H), 3.90 (d, J = 13.7 Hz, 2H), 3.53 (d, J = 13.7 Hz, 2H), 3.36 (q, J = 8.2 Hz,
2H), 2.91 (g, J = 6.7 Hz, 1H), 1.13 (d, J = 6.9 Hz, 3H). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & 160.0
(C), 139.9 (2 x C), 128.8 (4 x CH), 128.3 (4 x CH), 127.0 (2 x CH), 80.0 (CH), 54.9 (CH), 54.7
(2 X CH>), 43.8 (CH), 10.5 (CH).

7b anti: Aceite amarillo. FTIR: 3279, 2962, 1746, 1236, 1074 cm™. RMN H (CDCls, 400
MHz2): § 7.27 (m, 10H), 5.41 (sa, 1H), 4.85 (c, J = 8.3 Hz, 1H), 3.72 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 3.64
(t, J = 8.6 Hz, 1H), 3.49 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 2.66 (dd, J = 9.3, 2.1 Hz,
1H), 2.04 (m, 1H), 1.45 (m, 2H), 1.14 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H). RMN 3C
(CDCls, 100 MHz): § 159.8 (C), 139.2 (2 X CH), 129.0 (4 x CH), 128.4 (4 x CH), 127.3 (2 X
CH), 75.5 (CH), 63.7 (CH), 54.8 (2 x CHy), 45.6 (CHz), 31.8 (CH), 30.0 (CH2), 15.7 (CHa),
12.41 (CHs).

7b sin: Aceite amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz) § 7.30 (m, 10H), 5.83 (s, 1H), 4.91 (¢, J =
5.7, 1H), 3.94 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.75 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.36 (dd, J = 8.5, 3.0 Hz, 2H),
2.59 (t, J =5.9, 1H), 2.04(m, 1H) 1.81 (m, 1H), 1.63 (m, 1H), 0.91 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.84 {t,
J = 7.4 Hz, 3H). RMN C (CDCls, 100 MHz): § 159.9 (C), 140.0 (2 x CH), 129.4 (4 x CH),
128.2 (4 x CH), 127.0 (2 x CH), 78.3 (CH), 62.7 (CH), 56.0 (2 x CH2), 44.2 (CH>), 34.5 (CH),
27.3 (CH2), 16.9 (CHs3), 11.6 (CHa).

7c¢ anti: S6lido blanco. FTIR: 3279, 2962, 1746, 1236 cm™.. RMN H (CDCls, 400 MHz): § 7.33
(m, 15H), 5.82 (sa, 1H), 4.55 (td, J = 8.0, 4.1 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 3.59 (d, J =
13.5 Hz, 2H), 3.47 (t, = 7.9 Hz, 1H), 3.13 (m, 2H), 2.92 (t, 1H, 7.9 Hz), 2.83 (m, 1H). RMN
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13C (CDCls, 100 MHz): § 159.7 (C), 139.5 (C), 139.0 (2 x C), 129.5 (2 x CH), 129.1 (4 x CH),
128.6 (2 x CH), 128.4 (4 x CH), 127.1 (2 x CH), 126.4 (CH) 77.5 (CH), 60.9 (CH), 55.5 (2 x
CH>), 42.5 (CHy), 31.4 (CH>).

7c sin: Aceite amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz): § 7.25 (m, 15H), 5.24 (sa, 1H), 4.74 (c, J
=5.1 Hz, 1H), 3.64 (c, J = 11.6 Hz, 4H), 3.54 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 3.09 (m, 1H), 3.09 (m, 1H),
3.09 (m, 2H). RMN *3C (CDCls, 100 MHz): § 159.5 (C), 139.9 (C), 139.2 (2 x C), 129.7 (2 x
CH), 128.8 (4 x CH), 128.5 (2 x CH), 128.3 (4 x CH), 127.2 (2 x CH), 126.3 (CH) 77.2 (CH),
62.7 (CH), 54.7 (2 x CH>), 44.8 (CH>), 32.6 (CH>).

7d anti: Sélido blanco. FTIR: 3278, 2959, 1744, 1235 cm™. RMN *H (CDCls, 400 MHz): § 7.29
(m, 10H), 5.64 (sa, 1H), 4.83 (c, J = 8.4 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 3.62 (t, J = 8.7 Hz,
1H), 3.57 (d, J = 13.5 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 8.6 Hz, 1H), 2.59 (dd, J = 3.2 Hz, 1H), 2.33 (m, 1H),
1.13 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.09 (d, J = 7.0 Hz, 3H). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): § 160.0 (C),
139.2 (2 x C), 129.0 (4 x CH), 128.4 (4 x CH), 127.3 (2 x CH), 75.7 (CH), 64.4 (CH), 54.8 (2 X
CHy), 45.6 (CHs), 25.4 (CH), 23.3 (CH3), 19.1 (CHs).

7d sin: Aceite amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 7.28 (m, 10H), 5.97 (sa, 1H), 4.91 (c, J
= 5.8 Hz, 1H), 3.93 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.80 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.36 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
2.51 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 2.04 (m, 1H), 1.06 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H). RMN
13C (CDCls, 100 MHz): § 160.0 (C), 140.0 (2 x C), 129.5 (4 x CH), 128.2 (4 x CH), 127.0 (2 x
CH), 78.4 (CH), 63.7 (CH), 56.1 (2 x CHz), 44.1 (CH>), 28.3 (CH), 21.4 (CHg), 21.0 (CH3).

7e anti: Sélido blanco. FTIR: 3277, 2954, 1745, 1237 cm™. RMN H (CDCls, 400 MHz): § 7.28
(m, 10H), 5.69 (sa, 1H), 4.74 (c, J = 6.2, 1H), 3.72 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 3.9 Hz,
1H), 3.57 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 3.13 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 2.71 (¢, J = 7.1 Hz, 1H), 1.96 (m, 1H),
1.73 (m, 1H), 1.29 (m, 1H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.75 (d, J = 6.6 Hz, 3H). RMN *C (CDCl,
100 MHz): 6 160.1 (C), 139.5 (2 x C), 129.0 (4 x CH), 128.4 (4 x CH), 127.2 (2 x CH), 77.1
(CH), 58.4 (CH), 54.6 (2 x CH2), 44.9 (CH), 35.4 (CH2), 24.8 (CH), 23.3 (CH3), 22.5 (CHa).

7e sin: Aceite amarillo.RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 7.29 (m, 10H), 5.96 (sa, 1H), 4.73 (c, J
= 6.8 Hz, 1H), 3.85 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 13.8 Hz, 1H), 3.67 (d, J = 13.3 Hz, 2H),
3.42 (t, J=8.3 Hz, 1H), 2.75 (¢, J = 6.8 Hz, 1H), 1.82 (m, 1H), 1.47 (m, 1H), 1.06 (m, 1H), 0.87
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(d, J =6.7 Hz, 3H), 0.61 (d, J = 6.7 Hz, 3H). RMN **C (CDCls, 100 MHz): & 160.0 (C), 140.0
(2xC), 129.3 (4 x CH), 128.3 (4 x CH), 127.0 (2 x CH), 78.8 (CH), 57.0 (CH), 54.9 (2 x CH>),
43.7 (CHy), 35.6 (CH>), 24.4 (CH), 23.2 (CHs3), 22.2 (CHs).

7f: Aceite amarillo. FTIR: 3488, 2963, 1742, 1421 cm.RMN 'H (CDCls, 400 MHz): § 7.32
(m, 5H), 4.85 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 4.14 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.04 (dd, J = 9.0, 6.1 Hz, 1H), 3.96
(d, J=15.1 Hz, 1H), 3.63 (m, 1H), 1.81 (m, 1H), 1.14 (m, 2H), 0.85 (m, 6H). RMN 3C (CDCl;,
100 MHz): § 158.7 (C), 135.9 (C), 128.8 (2 x CH), 128.2 (2 x CH), 127.9 (CH), 62.7 (CHy),
57.1 (CH), 45.8 (CH>), 33.9 (CH), 25.2 (CH3), 11.9 (CHs), 11.4 (CHs).

79: Aceite amarillo. FTIR:3437, 2923, 1740, 1418cm™. RMN H (CDCls, 400 MHz): § 7.30 (m,
8H), 7.04 (d, 2H), 4.86 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 4.11 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
4.00 (dd, J = 8.8 Hz, 1H), 3.80 (m, 1H), 3.10 (dd, J = 13.6 Hz, 1H), 2.64 (dd, J = 13.6 Hz, 1H).
RMN 23C (CDCls, 100 MHz): 5 158.4 (C), 135.9 (C), 135.6 (C), 129.0 (2 x CH), 128.9 (2 x CH),
128.9 (2 x CH), 128.2 (2 x CH), 128.0 (CH), 127.2 (CH), 67.0 (CH2), 55.4 (CH), 46.4 (CH2),
38.5 (CH.).

7h: Aceite amarillo. RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 7.38 (m, 5H), 4.87 (d, J = 15.2 Hz, 1H),
4.17 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 4.07 (dd, J = 8.9, 5.9 Hz, 1H), 3.99 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 3.55 (td, J =
9.3,5.8,3.6 Hz, 1H), 2.07 (hd, J = 13.9, 6.9, 3.7 Hz, 1H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.83 (d, J =
6.9 Hz, 3H). RMN 13C (CDCls, 100 MHz): § 158.8 (C), 135.9 (C), 128.8 (CH), 128.2 (C), 127.9
(C), 62.8 (CH), 58.2 (CH), 46.0 (CH), 27.2 (CH), 17.6 (CHs), 14.2 (CH3).

5.4. Metodologia para la evaluacion antiparasitaria
El ensayo de actividad antiparasitaria se realiz con base al trabajo realizado por la Dra.
Lopez Angulo, realizando algunas modificaciones.?’

Para el cultivo de trofozoitos de Giardia duodenalis se utilizd medio TYI-S-33
adicionado con antibiético (0.5 % v/v) y suero fetal bovino inactivado (SFB), para

descongelar los parasitos se utilizd6 SFB al 15% v/v o para cultivarlos al 10%. Los

59



V. Experimental

componentes utilizados para preparar el medio (Tabla 18) se disolvieron en agua tridestilada

estéril, ajustando el pH a 7 con NaOH 1 N, y posteriormente se esterilizé por filtracion.

Tabla 18. Reactivos para preparar el medio TY1-S-33.

Reactivo Cantidad
NaCl 0.3mg
K2HPO, 0.15mg
KH2PO4 0.09 mg
Peptona tripticasa 3.0 mg
Extracto levadura 1.5 mg
D- (+)-Glucosa 1.5mg
Cisteina 0.3mg
Ac. ascorbico 0.015 mg
Citrato de hierro 0.0035 mg
Bilis 0.075 mg
Suero fetal bovino 15 mL
Antibidtico 0.750 mL
Agua tridestilada Chbp. 150 ml

a) Criopreservacion de la cepa

La cepa de G. duodenalis se preservo en medio TY-S-33 suplementado con SFB al 20% v/v
y DMSO (dimetil sulfoxido) al 10% v/v. Un concentrado de trofozoitos de G. duodenalis. se
prepard a partir de un cultivo de 48 horas de incubacion; para tal fin, los tubos con el cultivo
fueron introducidos en hielo por 40 minutos para desprender los parasitos de las paredes, se
centrifugaron a 2500 rpm por 5 min (BECKMAN, GS-6, EE.UU.), el sobrenadante fue
decantado y el concentrado resuspendido en 1 mL de medio con las caracteristicas previamente
descritas. Las muestras se colocaron en crioviales, se congelaron de inmediato con nitrégeno

liquido y se almacenaron a 80°C hasta su utilizacion.
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b) Descongelamiento y recuperacion de trofozoito de G. duodenalis

La cepa de G. duodenalis fue descongelada de manera gradual de -80 °C hasta 37 °C. Una
solucion criopreservada (medio TY1-S-33 suplementada con SFB al 20% v/vy DMSMO al 10%
v/v) fue transferida de criovial a un tubo de vidrio de 15 mL con tapa de rosca el cual contenia
9 mL de medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15% v/v), la mezcla se agitd suavemente y
centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos (BECKMAN, GS-6, EE.UU.) para eliminar los restos de
DMSO. EIl sobrenadante se decanto, la pastilla se suspendi6 en 13 mL de medio TYI-S-33
suplementado con SFB (15% Vv/v) y la mezcla se incubd por 24 horas a 37 °C en una incubadora
con corriente de CO2 al 5 % (Fischer Scientific EE.UU.). Este procedimiento se repitié cada 24
horas dos veces mas. El tercer dia, se realizaron subcultivos (2 tubos con 5
mL de cultivo). A cada tubo se le adiciond0 medio nuevo suplementado con SFB
ahora al 10%, hasta un volumen final de 13 mL. Los tubos fueron incubados por
48 horas a 37 °C y se prosiguio a la evaluacion de actividad antiparasitaria de los

compuestos oxazolidinonas.

c) Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro

La determinacion de la viabilidad de los trofozoitos de G. duodenalis se realizé usando el
colorante azul de tripano al 4%. 100 pL del cultivo perfectamente homogenizado se mezclé con
10 L de colorante; la mezcla se homogenizo y se colocaron 10 pL en una camara de Neubauer
para realizar la observacion microscépica y el recuento celular. Los criterios de viabilidad
evaluados fueron la movilidad, los cambios morfoldgicos y la retencion del colorante por los
trofozoitos. Después del recuento de células, se prepar6 una suspension a una concentracion de
250,000 células/mL. Una vez preparado el cultivo se procedio a la evaluacion de las muestras.
Los compuestos oxazolidinonas sintetizados fueron evaluados a 200, 100, 50 y 25 pg/mL. El
ensayo se llevo a cabo en placas de micro dilucion donde se colocaron 200 uL del cultivo (5 X
10 células) y 100 pL de compuesto. Como control negativo, se utilizd solvente DMSO al 0.5%

en medio TYI-S-33 (sin G. duodenalis ni compuesto). La placa se incub6 a 37 °C durante 24
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horas (5% de CO2). Posteriormente, se centrifugd (2500 rpm por 5 min) (BECKMAN, GS-6,
EE.UU.), se hicieron dos lavados con PBS 10 mM (pH 7.4) para eliminar los restos de medio
TYI1-S-33, y los trofozoitos se resuspendieron en 185 pL de PBS, se les adicionaron 15 pL de
MTT (5 mg/mL), y se incubaron nuevamente durante 4 horas. Pasado este tiempo, la placa fue
centrifugada (4000 rpm por 5 min), se elimind el sobrenadante y las sales de formazano
formadas por las células vivas se disolvieron afadiendo 200 pL. de DMSO. La lectura se realizd
a una longitud de onda de 540 nm (Multiskan Bichromatic, Fisher Scientific, EE.UU.). El

porcentaje de inhibicion se calculé con la formula:

AbSC - AbSM

% Inhibicién = ( "
C

) 100

Donde Absc es la absorbancia del control, y Absw la absorbancia de la
muestra. Se calculd la concentracion inhibitoria media (ICso) con el programa Graphpad prism
8.

5.5. Ensayo de toxicidad in vitro con Artemia salina

El ensayo de toxicidad de Artemia salina se llevo a cabo de acuerdo a lo publicado por la
Dra. Lopez Angulo?’. Para obtener los nauplios del crustaceo, huevos de A. salina (300
mg/500 mL) se colocaron en un recipiente con medio de mar artificial (MMA)
preparada con sal comercial y agua destilada (38 g/L) provisto de un sistema de
oxigenacién y bajo régimen continuo de luz. Después de 48 horas a una temperatura
de 22-29°C, los nauplios fototropicos eclosionados se colocaron en MMA fresco.
Los compuestos tipo oxazolidinonas se disolvieron en Tween y MMA (4, 2, 1y 0.2 mg/mL), la
concentracion final de Tween en el tubo fue de 10%). La evaluacion se realizd
en tubos de ensayo, en cada uno se colocaron 10 nauplios de A. salina, 100 pL de
la muestra y finalmente se afor6 a 2 mL, obteniendo wuna concentracion

final de la muestra de 200, 100, 50 y 10 pg/mL. Cada concentracion se evalud
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por triplicado. El control negativo se prepard adicionando 100 pL de Tween al 50%
(concentracion final 5%). Los tubos se incubaron durante 24 horas a temperatura
ambiente (22-29°C) bajo luz continua. Después de este tiempo, se conto el
nimero de larvas vivas en cada tubo. Los porcentajes de muerte a cada dosis y de
los controles fueron determinados por la correccion en la formula de Abbott:

% M = (E) 100

En donde % M es el porcentaje de mortalidad; r las larvas muertas en el tubo de ensayo y s
las larvas vivas en el blanco. Los valores de la concentracién letal media
(CLso) se determinaron graficando la concentracion de los compuestos evaluados
contra el porcentaje de letalidad del conteo de 24 horas. La informacion se analizo
utilizando el analisis probit en el programa  Statgraphics  Centurion.

La escala de toxicidad en Artemia salina es registrada como: elevada (LCs0>100
pg/mL), moderada (LCs0100-500 pg/mL) o débil (LCs0500-1000 pg/mL)
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V1. CONCLUSIONES

Se concluyeron los objetivos planteados de manera exitosa. Se logré la sintesis y
caracterizacion de los 10 compuestos 1,3-oxazolidin-2-onas con configuracion anti y sin
ademas de tres compuestos oxazolidinonas N-bencilados y se evalué la actividad
antiparasitaria de un total de 13 compuestos frente a Giardia duodenalis por técnicas

colorimétricas en placas de micro dilucion.

La recopilacion de investigaciones en torno a los compuestos oxazolidinonas y su
actividad bioldgica, daban indicios de que las oxazolidinonas sintetizadas podrian poseer
actividad antiparasitaria frente a Giardia duodenalis.

Con base al analisis de los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular se
concluydo que las tres oxazolidinonas N-benciladas no presentaban una actividad
antiparasitaria eficiente y que los 10 compuestos 1,3-oxazolidin-2-onas con configuracion
anti y sin presentan actividad antiparasitaria buena pero no superan la potencia que tiene el
farmaco de eleccion, metronidazol. Por otro lado, es bien conocido el mecanismo de accion
que le otorga la actividad antiparasitaria a los compuestos nitroimidazoles y como es que las
formas parasitarias logran evadirlo y considerarse como resistentes. Es aqui donde se destaca
la originalidad de compuestos oxazolidinonas, en la que por medio de un mecanismo distinto

e incierto logra inhibir el crecimiento del paréasito.
Con los valores obtenidos en el ensayo de toxicidad frente a Artemia salina se concluyé

que los compuestos oxazolidinonas sintetizados son moderadamente toxicos (LCso mayor a
100 pg/mL).
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