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RESUMEN

Basado en la prediccion de la actividad farmacoldgica antiartritica mediante el programa PASS,
nuevos vinilfosfonatos 33-36, fueron sintetizados y evaluados en dos modelos de inflamacién in
vivo. La sintesis de los compuestos se realizd en tres pasos de reacciéon: amidacion, C-alquilacién
y reacciéon Horner Wadsworth Emmons (HWE). Se obtuvieron elevados rendimientos para los
productos 40-41 (92 y 87%, respectivamente) y 43-44 (82 y 89%, respectivamente). Finalmente,
los vinilfosfonatos 33-36 se obtuvieron en rendimientos moderados (16-32%). Las propiedades
antiinflamatorias fueron evaluadas en dos modelos: sistémico inducido por carragenina y
topico, inducido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato). En el modelo sistémico, ningun
compuesto tuvo actividad antinflamatoria significativa, no obstante, los compuestos 33-36
presentaron actividad proinflamatoria superior al grupo control. Para el modelo tépico, todos
los vinilfosfonatos mostraron actividad antiinflamatoria, destacando el compuesto 35 con el
mejor efecto antiinflamatorio. Por lo anterior, se concluye que la actividad antiinflamatoria es
propia de los compuestos 33-36 (modelo de TPA), y su efecto proinflamatorio es producto
probablemente de las biotransformaciones resultantes antes de llegar al sitio del dafio en el

modelo sistémico.
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ABSTRACT

Based on the prediction of antiarthritic activity through the PASS program, new
vinylphosphonates 33-36 were synthesized and evaluated in vivo by two models of acute
inflammation. The synthetic route to afford target compounds consisted in a three-step
sequence: amidation, C-alkylation and Horner Wadsworth Emmons reaction. Intermediates 40-
41 and 43-44 were obtained in high yields while vinylphosphonates 33-36 were obtained in
moderate yieds. In the last step, vinylphosphonates 33-36 were obtained in moderate yields
(16-32%). Anti-inflammatory activity was evaluated in two acute inflammation models: paw
edema induced by carrageenan and TPA model (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate).
Through systemic administration, all the evaluated compounds showed not significant anti-
inflammatory activity, in addition, compounds 33-36 showed higher proinflammatory activity
than the control group. For TPA model (topical administration), all vinylphosphonates exhibited
anti-inflammatory activity, highlighting compound 35 with the best anti-inflammatory effect.
These results may indicate that proinflammatory effect are probably due to some

biotransformation occurred before these compounds reached the site of damage.
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1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad articular inflamatoria, autoinmune, crénica y de
curso progresivo, que produce discapacidad y disminucién de la calidad de vida. Se presenta con
mas frecuencia en personas con una predisposicidn genética, sin embargo, no es hereditaria.
Ademas, se han estudiado agentes infecciosos como bacterias y virus como posibles causantes,
sin encontrar datos que lo prueben, por lo que su etiologia auin es desconocida (Robinson et al.,

2016; Mclnnes, 2011).

Existen mas de 100 tipos de artritis, siendo la osteoartritis y AR las mas comunes. Los datos de
prevalencia en el mundo indican que aproximadamente el 1% de la poblacién la padece. Cabe

sefalar que la poblacidn de Europa y Asia es la mas afectada (Davis y Matteson, 2012).

En México diversos estudios estatales, junto con estudios realizados por el Consejo Mexicano de
Reumatologia estiman que la frecuencia de este padecimiento oscila entre el 0.5 y 2%, estos
datos indican que tres mujeres por cada hombre padecen AR, lo cual es un indicativo del riesgo
de desarrollo de AR en mujeres para los préximos afios. Otro dato relevante indica que seis
millones de hogares en México dependen de una mujer, por lo que no solo afecta a quienes la

padecen sino también a quienes dependen de ellas (INEGI, 2015).

Los problemas mas serios a los que se enfrentan los pacientes es que un tercio de estos
experimentan discapacidad laboral debido a la enfermedad, lo que conlleva a la pérdida de la
capacidad para mantener su empleo. En cifras se estima que el 80% de los pacientes trabajan
durante dos afos después del comienzo de la enfermedad y sélo el 68% logra completar cinco
afos. Por otra parte, la expectativa de vida se acorta de 3 a 5 afios, especialmente en pacientes
con enfermedad extra articular como los nédulos reumatoides, la anemia y el sindrome del
tunel carpiano y aquellos que desarrollan efectos adversos graves relacionados con el

tratamiento (Wang et al., 2017; Davis y Matteson, 2012).

Hoy en dia, existen tratamientos como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES

como ibuprofeno, naproxeno), farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
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(DMARDs, por sus siglas en inglés, como metotrexato, leflunomida), agentes inmunosupresores
(ciclofosfamida), entre otros, los cuales sirven para retardar y disminuir la progresion, los
sintomas y la discapacidad articular. Sin embargo, se sabe que tales farmacos presentan
diversos efectos secundarios como malestar estomacal, uUlcera, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad,
etc., por lo cual, hace falta desarrollar nuevos farmacos que superen estas desventajas (Tanwar

etal., 2017).

Por lo anterior, en el presente trabajo se realizd la sintesis y evaluacion de la actividad

antiinflamatoria de nuevos fosfonatos, en la busqueda de mejores agentes antiartriticos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Enfermedad blanco.

La AR es una enfermedad inflamatoria crdnica y destructiva de las articulaciones, que provoca
dolor e incapacidad en gran parte de la poblacién en todo el mundo que la padece. Comienza
con una inflamacién aguda que al no tener una atenciéon oportuna, puede dar origen a este
padecimiento e incluso generar otras enfermedades inmunoasociadas como esclerosis
multiple, diabetes, entre otras (Ashley, Weil y Nelson, 2012). El tiempo de duracién es
relativamente corto de horas a dias y consiste en tres etapas generales caracterizadas por la
vasodilatacion, exudacién de liquido rico en proteinas (plasma) y migracion de células
(principalmente neutrdfilos) al sitio de la lesion y, en algunos casos, la activacién de la cascada
de coagulacién que se presentan en sintomas como el enrojecimiento, dolor, hinchazén y calor

(Ashley et al., 2012; Newton y Dixit, 2012; Sherwood y Toliver-Kinsky, 2004).

Existen farmacos para tratar los sintomas y contrarrestar la enfermedad, sin embargo muchos
de ellos presentan efectos secundarios y no pueden ser administrados por periodos prologados

(Laev y Salakhutdinov, 2015).

Los avances en la comprension de la enfermedad han fomentado el desarrollo de nuevos
compuestos con propiedades farmacoldgicas optimizadas que presenten mayor efecto
antiinflamatorio y disminuyan los efectos secundarios; por ejemplo, celecoxib, farmaco

inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa 2 (COX-2).

Antes de entrar en el proceso de elaboracidn de nuevos farmacos, es necesario definir términos

como sustancia bioactiva, fdrmaco y medicamento.

Una sustancia bioactiva es una entidad quimica de origen natural o sintético que tiene un efecto

farmacolégico o toxicoldgico en humanos y animales (Suleria et al., 2016; Wermuth, 2011).



Por otro lado un farmaco es toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga alguna
actividad farmacolégica y que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o acciones
biolégicas, que no se presente en forma farmacéutica y que reuna condiciones para ser

empleada como medicamento o ingrediente de un medicamento (Ley General de Salud, 2013).

A su vez, un medicamento se define como toda sustancia o mezcla de sustancias de origen
natural o sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente
en forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad farmacoldgica, caracteristicas

fisicas, quimicas y bioldgicas (Ley General de Salud, 2013).

La generacion de nuevas sustancias bioactivas tiene por objetivo el desarrollo de farmacos que
sean seguros, eficaces y asequibles. Las fases del desarrollo de un nuevo farmaco consisten
primeramente en la identificacion de un problema de salud (enfermedad), identificaciéon del
blanco molecular, el disefio de los compuestos; posteriormente se realiza la sintesis seguida de
la caracterizacion de las sustancias. Después se realiza la evaluacidon farmacolégica mediante
bioensayos, la identificacion de su farmacodinamia y farmacocinética, perfil toxicoldgico,
elaboracion de patentes; y por ultimo, las fases clinicas, tal como se describe en la Figura 1 (Roy,

2011).



Figura 1. Funcién basica de la quimica farmacéutica. Modificada de Roy, 2011.

Cabe mencionar que el proceso completo es bastante regulado, costoso y por consecuencia
lleva mucho tiempo realizarlo, por lo que el disefio de sustancias bioactivas, sintesis y
evaluacién de la actividad farmacolégica es una buena base para la formulacién de nuevos

farmacos (DiMasi, Grabowski y Hansen, 2016; Guerrero y Jiménez, 2009).

Por lo tanto, en el presente proyecto se propone abordar las primeras fases del desarrollo de
farmacos antiinflamatorios/antiartriticos, desde el disefio de nuevas sustancias bioactivas hasta

su evaluacién farmacoldgica.



2.2 ldentificacién de blanco molecular.

Para entender las moléculas implicadas en este padecimiento, es necesario conocer el
mecanismo de la respuesta inflamatoria, principalmente aguda, para una accién preventiva

temprana.

La inflamacién es iniciada en minutos ante cualquier agente téxico e infeccioso como parte del
sistema inmune. Comienza con el reconocimiento de la infeccion por proteinas
transmembranales llamados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en
inglés) encontradas en células del sistema inmune, capaces de reconocer agentes bioldgicos
(patrones moleculares asociados a patégenos PAMPs) y dafios fisicos o quimicos (patrones
moleculares asociados a dafios DAMPs). Estas interacciones generan un estimulo que resulta en
la transmision de una sefial al ndcleo de la célula, resultando en la activacidn de genes
inflamatorios a través de la transcripcidn y traduccion de proteinas proinflamatorias
denominadas citocinas, tales como interleucina-1-beta (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otros. La funcidn de las citocinas es marcar el sitio de dano
para el reclutamiento de células efectoras como neutrdéfilos y monocitos. Una vez identificado el
sitio de dafo, las células residentes del tejido como macréfagos y mastocito se encargan de la
liberaciéon de histaminas, leucotrienos y prostaglandinas, que son sustancias que causan
vasodilatacion e incrementan la permeabilidad vascular, para asi permitir el acceso de células
efectoras y fluido rico en proteinas. Los neutréfilos y monocitos producen especies reactivas de
oxigeno, especies nitrogenadas y proteinasas, creando de esta forma un ambiente citotéxico
hacia el agente infeccioso o el tejido dafiado. Por ultimo, en el sitio del dafo, células dendriticas,
macréfagos y neutréfilos fagocitan particulas extrafias para finalmente ser sacrificados por
apoptosis, en un proceso mas extenso denominado polarizacion, y por ultimo resolucién de la

inflamaciéon (Ahmed, 2011; Ashley et al., 2012; Newton et al., 2012; Sherwood et al., 2004).

En resumen, varias moléculas estan implicadas en el desarrollo de la AR por ser un mecanismo
de autoinmunidad del organismo. Se sabe de la participacidn de enzimas COX-2, citocinas,

enzimas metaloproteinasas de matriz (MMP por sus siglas en inglés), factores de transcripcidn



(como NF-kB) y cinasas, las cuales pueden modular el proceso inflamatorio como se describe de

manera general en la Tabla 1 (Laev y Salakhutdinov, 2015).

Tabla 1. Blancos moleculares y su mecanismo de accién en AR.

Blanco molecular Mecanismo de accion

Enzimas COX-2 Produccidon de la prostaglandina vasodilatadora 12 (PGl,). Las
prostaglandinas realizan funciones relacionadas con el dolor, la
inflamacidn y el desarrollo de neoplasias.

Citocinas Moléculas marcadoras del sitio de lesién. Aumentan el proceso
inflamatorio.

Enzimas Son endopeptidasas que contienen zinc en su sitio activo vy

metaloproteinasas  desempefian un papel clave en la degradacion y reparacion

de matriz fisioldgica y patoldgica del tejido.

Factor de Regula la expresion de una variedad de genes celulares

transcripcion  (NF- implicados en la respuesta inflamatoria.

kB)

Cinasas Son esenciales para el proceso de transducciéon de sefiales

intracelulares y estdn asociadas con respuestas inmunes.

2.3 Disefio de nuevas sustancias bioactivas.

Hoy en dia, el disefio de la mayoria de las sustancias bioactivas sintéticas se basa en la
correlacion entre la estructura de una serie de compuestos y su actividad, mejor conocido como
QSAR, acronimo de Quantitative Structure Activity Relationship (Relacion Cuantitativa
Estructura-Actividad). Los métodos QSAR pueden ser divididos en dos categorias: Métodos
topoldgicos/estadisticos y métodos de modelado molecular (Docking Molecular). Para el primer
método se considera la estructura plana de la molécula y se utilizan técnicas estadisticas o de
reconocimientos de patrones para encontrar una posible actividad bioldgica, por ejemplo el
programa PASS, el cual se utiliza ampliamente en la planificacién de ensayos in vitro o in vivo,
investigacion farmacéutica, consultoria estadistica y bioestadistica, y la investigacion en salud,
debido a la capacidad de predecir la probabilidad de una sustancia a presentar actividad en

diferentes enfermedades por medio de un cribado en su base de datos (Filimonov et al., 2014).
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Por ultimo, las reglas de Lipinski, permiten el disefio y optimizacién de sustancias bioactivas a
partir de similitudes fisicoquimicas y estructurales que comparten la mayor parte de los
farmacos administrados por via oral. Las propiedades y criterios considerados para que un
compuesto sea permeable a la membrana y facilmente absorbido por el cuerpo, principalmente
por administracion via oral se describen en la Tabla 2 (Sliwoski et al., 2013; Leeson, 2012;

Lipinski et al., 1997).

Tabla 2. Reglas de Lipinski.

Propiedad Criterio
Peso molecular <500 Da
Lipofilicidad (el logaritmo del coeficiente de particidon logP <5

entre agua y 1-octanol)

El nimero de grupos en la molécula que puede donar <5
atomos de hidrdgeno a enlaces de hidrégeno

El nimero de grupos que pueden aceptar dtomos de <10

hidrégeno para formar enlaces de hidrégeno

Por otra parte, el docking molecular es aplicable en el disefio de nuevas sustancias bioactivas,
en la ingenieria de proteinas y en la quimica de polimeros. El docking molecular considera las
propiedades de las moléculas en tres dimensiones analizando su conformacién y utilizando

graficos moleculares interactivos (Filimonov et al., 2014; Sliwoski et al., 2013).

Para el disefio de sustancias bioactivas para la AR, ambos modelos son apropiados, sin embargo
se debe considerar que existe mas de un blanco molecular en la enfermedad y que el docking
molecular es especifico en la interaccién blanco molecular-ligando, por lo que el disefio podria
implicar mayor inversién de tiempo. En este mismo contexto, el programa PASS compara la
estructura propuesta con moléculas con actividad farmacoldgica probada de su base de datos,
prediciendo la actividad farmacolégica de los nuevos compuestos. Debido a lo anterior, el
programa PASS se eligi6 en este trabajo para el disefio de nuevos agentes

antiinflamatorios/antiartriticos.



2.4 Sintesis organica.

El origen de las sustancias bioactivas puede ser a partir de fuentes naturales como plantas,
animales y microorganismos; bioldgicos, como cultivos celulares y mediante sintesis quimica. De
1981 a 2006, la FDA aprobd el 48% de 11,184 nuevas sustancias bioactivas propuestas como
farmacos. Dentro de los farmacos aprobados el 5% proviene de productos naturales, 23% de
derivados de productos naturales, 20% de compuestos miméticos naturales, y poco mas del

50% se obtuvo mediante sintesis organica (Wang et al., 2011).

La sintesis de nuevas sustancias bioactivas se ha desarrollado rdpidamente en los Ultimos afos
con el avance de la quimica combinatoria y la tecnologia de disefio de sustancias bioactivas
asistida por ordenador. Actualmente existen bibliotecas con mas de 166 x 10° férmulas
estructurales realizadas in silico?, las cuales posibilitan la produccion de nuevos compuestos

bioactivos (Yang et al., 2017; Filimonov et al., 2014; Sliwoski, et al., 2013).

Dentro de las ventajas de la sintesis orgdnica estd el control racional de los reactantes
empleados, su adicion en cualquier lapso del proceso, el manejo de la temperatura en algunos
casos, el desarrollo de nuevas reacciones que permitan descubrir rutas de sintesis que mejoren
las propiedades fisicas, quimicas, dépticas y cataliticas de los productos y los hagan mejores
como sustancias bioactivas, y quizad la mas importante, la sintesis de sustancias que no existen

en la naturaleza (Shamaila et al., 2016; Laev y Salakhutdinov, 2015).

2.5 Caracterizacion.

La caracterizacion de las sustancias bioactivas tendrd como finalidad conocer su composicidn,
masa molar, grupos funcionales y su estructura, por lo que es fundamental conocer la

estructura molecular de los compuestos previo a la evaluacién de su actividad farmacolégica.

La determinacién de las propiedades fisicas como el punto de fusidn (para compuestos sélidos)

y la rotacion especifica (para compuestos quirales) son herramientas indispensables para la

1. * Hecho por computadora o via simulacion computacional



caracterizacién de nuevas sustancias bioactivas, asi como la aplicacidon de técnicas de analisis
instrumental, tales como espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN), difraccién de
rayos X (DRX), espectrometria de masas (EM) y espectrometria de infrarrojo (IR) (Skoog et al.,

2001).

La espectrometria de IR es una herramienta para la determinacién estructural de especies
organicas y bioguimicas mediante la identificacién de los grupos funcionales que la conforman.
Por otro lado, la EM es una herramienta versatil y muy utilizada para determinar la relacidn
masa/carga (m/z) e indirectamente la masa molar, asi como el patrén de fragmentacion
caracteristico del compuesto. Asi también, la espectrometria de RMN es una técnica no
destructiva que proporciona informacion estructural del compuesto a partir de nucleos de
elementos como: el hidrégeno (*H), carbono (13C), nitrégeno (°N), fosforo (3!P) y fldor (*°F). Por
su parte, la difraccion de rayos X estudia y analiza sustancias en estado solido determinando
polimorfismos, transiciones de fase, y medida del tamafio de particula. Toda fase cristalina
presenta una huella dactilar que es su difractograma y si esa fase sufre un cambio de su

estructura o en su composiciéon quimica, su huella dactilar cambiara (Skoog et al., 2001).

2.6 Evaluacion de la actividad farmacolégica de nuevas sustancias bioactivas.

Parte crucial en el desarrollo de farmacos es la evaluacion de nuevas sustancias bioactivas para
determinar su actividad farmacoldgica. Estos métodos de evaluacion pueden clasificarse de
manera general en evaluacion in vivo e in vitro, principalmente, y se describen especificamente
en la Figura 2. Cabe mencionar que la eleccion de los modelos estd en funcién de las

caracteristicas de la enfermedad (Yang et al., 2017; Wang et al., 2011).

Para el caso de la AR, el estudio in vivo en rata y ratdn son modelos animales cominmente
utilizados por su similitud en las caracteristicas fisiopatolégicas y clinicas a la de los pacientes,
demostrando la eficacia, los efectos secundarios y la toxicidad de las nuevas sustancias

bioactivas (Yang et al., 2017; Gutiérrez et al., 2016; Wang et al., 2011).

10



Figura 2. Diagrama de los modelos de evaluacién de la actividad farmacoldgica de nuevas sustancias bioactivas.

Modificada de Wang et al., 2011.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Farmacos empleados actualmente en el tratamiento de la AR.

Actualmente no existe cura para la AR, los tratamientos estdn encaminados a mitigar los

sintomas, restringir el progreso del padecimiento, proporcionando una mejor calidad de vida.

Los principales agentes antiartriticos pueden clasificarse en: opioides, glucocorticoides,
farmacos antinflamatorios no esteroideos (AINES) y fdrmacos antirreumaticos modificadores de
la enfermedad. La Figura 3 muestra su clasificacion como primera y segunda linea de

tratamiento.

Figura 3. Agentes antiartriticos y su aplicacién como primera y segunda linea en el tratamiento. Tomada de Laev y

Salakhutdinov, 2015; Cheng y Visco, 2012; Hameed y Ihm, 2012.

3.1.1. Acetaminofén.

Acetaminofén o paracetamol (Figura 4), es el farmaco utilizado como primera linea por su perfil
de seguridad relativamente seguro. El mecanismo de accidn consiste en la inhibicion de la

enzima 6xido nitrico sintasa (ONS), receptores de la sustancia P y la sintesis de prostaglandinas.
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La enzima ONS aumenta los niveles de éxido nitrico que estan asociados con la inflamacién en
osteoartritis. Los receptores de la sustancia P estdn asociados a la percepcién del dolor,
mientras que las prostaglandinas se asocian con procesos inflamatorios y otras funciones clave
relacionadas con la resorcion de hueso y la modulacién de la secrecion gdstrica. Sus efectos en
la inflamacién son minimos actuando mejor como analgésico, y aunque es relativamente
seguro, estudios demuestran que pueden aumentar la probabilidad o la progresiéon de una
enfermedad renal, ademads de que un metabolito del paracetamol es hepatotdxico, por eso no

debe administrarse indiscriminadamente (Cheng y Visco, 2012).

H
1
N

oy

Figura 4. Estructura de acetaminofén o paracetamol.

3.1.2. Farmacos Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs).

Son usados como farmacos de segunda linea para el alivio de dolores moderados a fuertes.
Actian como inhibidores de COX-1 y COX-2, por lo cual pueden ser clasificados en 2 tipos:
selectivos (inhibicion de COX-2) y no selectivos (inhibicién de COX-1, COX-2) (Laev y
Salakhutdinov, 2015).

Dentro de los AINEs no selectivos podemos encontrar al acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
naproxeno, entre otros (Figura 5), ampliamente utilizados en el tratamiento del dolor y la
inflamacién. Su mecanismo consiste en la inhibicién de COX-1 y COX-2, las cuales catalizan la
conversion de acido araquidénico a prostaglandinas, esta Ultima, una de sus funciones es la
regulacion de la actividad del aparato digestivo, por lo que sélo pueden administrarse durante
periodos cortos, ya que su uso prolongado produce ulceracién gastrica (Cheng y Visco, 2012;

Laev y Salakhutdinov, 2015).

Los farmacos celecoxib, rofecoxib y valdecoxib (Figura 5) son inhibidores altamente selectivos

de la enzima COX-2. Esta enzima reduce la sintesis de la prostaglandina vasodilatadora 12 (PGly),
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siendo su funcién principal la prevencion de la formacién y agregacién de trombocitos en
relacion con la coagulacidon de la sangre. Aunque evita la ulceracidn gastrica, estos farmacos
estan asociados con un alto riesgo de infartos al miocardio y accidentes cerebrovasculares,
motivo por el cual rofecoxib y valdecoxib fueron retirados del mercado en 2004 y 2005,

respectivamente (Laev y Salakhutdinov, 2015; Wermuth, 2011).
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rofecoxib celecoxib valdecoxib

Figura 5. Farmacos Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs) selectivos y no selectivos.

3.1.3. Opioides.

Tramadol (Figura 6) es el farmaco opioide mas empleado, aprobado para el tratamiento de
dolor de moderado a severo y es recomendado para pacientes no tolerantes a acetaminofén y
AINEs. Es un agonista opioide débil de origen sintético, que posee alrededor de un décimo de
potencia de la morfina y es comparable con la codeina. Inhibe la recaptacion de norepinefrina y
serotonina, ayudando asi a aliviar el dolor. Es utilizado con extrema precaucion en la poblacién
geridtrica debido al aumento de la prevalencia de osteoartritis moderada a severa, y son mas
susceptibles a la sedacidn, la confusidn y el estrefiimiento, por lo cual no se recomiendan para el

uso cronico (Laev y Salakhutdinov, 2015; Cheng y Visco, 2012).

14



Tramadol

Figura 6. Tramadol, un opioide empleado en el tratamiento de la AR.

3.1.4. Glucocorticoides.

Actuan como agentes antiinflamatorios e inmunosupresores. La prednisolona (Figura 7) es el
glucocorticoide de origen sintético mas empleado. De manera general la accién de estos
farmacos producen cambios en los niveles de glébulos blancos, alteran los niveles de citocinas y
enzimas reduciendo derivados proinflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos,
bradiquininas e histaminas; especificamente para la prednisolona su principal efecto consiste en
inhibir la expresién de multiples genes inflamatorios (citocinas, enzimas, receptores y moléculas
de adhesidn), por lo cual la reduccion de estos mediadores ayudan a explicar la disminucién del
dolor en pacientes. No obstante, se ha demostrado que el uso de estos farmacos tiene efectos
colaterales como cataratas, hipertension, niveles elevados de glucosa en sangre (para personas
diabéticas) y estan asociados con el sindrome de Cushing (aumento de peso, cara de luna, piel

fina, debilidad muscular, huesos fragiles) ( Laev y Salakhutdinov, 2015; Hameed y Ihm, 2012).

Prednisolona

Figura 7. Prednisolona, un glucocorticoide empleado en el tratamiento de la AR.
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3.1.5. Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.

El mayor tratamiento farmacoldgico para la AR son los farmacos antirreumaticos modificadores
de la enfermedad (DMARDs, por sus siglas en inglés). Estos farmacos han demostrado retrasar la
progresién de la enfermedad, incluyendo la destruccion de las articulaciones. Dentro de este
grupo se encuentran: azatioprina, sulfasalazina, leflunomida, D-penicilamina y metotrexato
(Figura 8), este ultimo como el de mayor uso. El metotrexato impide la sintesis de novo de
purinas y pirimidinas, necesaria para la sintesis de ADN y ARN, y por consiguiente inhibe la
proliferacidon celular de los linfocitos implicados en el proceso de inflamacién. Ademas, las
propiedades antiinflamatorias se ejercen mediante un aumento de la citocina antiinflamatoria
interleucina 10 (IL-10) que disminuye y regular la respuesta inflamatoria, y por la inhibicion del
factor nuclear potenciador de células B (NF-kB) (molécula proinflamatoria). Sin embargo su
administracidn esta relacionada con ulceracidn bucal, ndusea, fatiga, toxicidad renal, entre otras

(Tanwar et al., 2017; Ragab et al., 2016; Laev y Salakhutdinov, 2015).
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Figura 8. Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad.
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3.2. Identificacidon de nuevos blancos moleculares.

La inflamaciéon se desencadena cuando las células inmunes, mediante receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en ingles) en la superficie celular y en el
citoplasma, responden a estimulos debido a patégenos o dafios en el organismo y activan los
factores de transcripcion NF-kB, AP1, CREB, c/EBP, y IRF. A su vez, estos genes codifican
proteinas como: citocinas, moléculas de adhesiéon, metaloproteinasas de matriz y cinasas
extracelulares. Estas proteinas promueven el reclutamiento y la activacién de leucocitos, los
cuales son criticos para eliminar particulas extrafas, sin embargo en el caso de la AR
(enfermedad autoinmune) es contraproducente. Por todo esto, la inhibicion de citocinas, de
enzimas metaloproteinasas de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), de factores de
transcripcion (como NF-kB) y de cinasas, han surgido como nuevos blancos moleculares, para el
desarrollo de agentes antiartriticos potenciales. En este sentido vale la pena mencionar que
algunos acidos fosfénicos y sus derivados (Figura 9) han resultado de especial interés en el
desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la AR (Laev y Salakhutdinov, 2015; Newton

y Dixit, 2012).

3.3. Acidos fosfénicos y fosfonatos.

Los acidos fosfénicos y fosfonatos son sustancias orgdnicas que resultan de la sustitucion del
atomo de oxigeno que une la unidad de fosfato en un esqueleto orgédnico (R-O-P(0)-(0),%), por
un atomo de carbono (R-C-P(0)-(0)2%), haciéndolo quimicamente mds estable y resistente a la
descomposicion mediante hidrdlisis enzimatica. La Figura 9 muestra la estructura general de los

fosfonatos (Galezowska et al., 2012).

Il

Il -

«0 P «OX R= Alg, Ar
-O/ P\ i R \()X X= H,quq

Figura 9. Estructura general del grupo fosfato y fosfonato.
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Se sabe de la fuerte relacidn estructural de los fosfonatos con varios compuestos naturales,
ademads de la fuerte afinidad a iones metalicos, lo que les confiere alta estabilidad y baja
toxicidad y les permite competir como inhibidores de sitios activos de enzimas. Por su parte, los
bisfosfonatos (dos fosfonatos unidos a un atomo de carbono), son estructuras alin mas estables
gue los fosfonatos, mas resistentes a la degradacion por hidrélisis enzimatica y adecuados para
el uso en estudios in vivo. Con respecto a la cadena lateral R, permite la introduccion de
numerosos sustituyentes para la sintesis de un gran nimero de compuestos con diferentes
propiedades. Estas caracteristicas en conjunto, permiten considerar que los fosfonatos y sus
derivados son excelentes candidatos para la generacidon de nuevas sustancias bioactivas

(Galezowska et al., 2012).

3.3.1. Fosfonatos como inhibidores de citocinas.

Harnett y colaboradores sintetizaron una biblioteca de moléculas pequenas similares a
fosforilcolina (a), el producto antiinflamatorio de Acanthocheilonema viteae, donde el derivado
1, mostré actividad como inhibidor de citocinas (involucradas en procesos de inflamacién)

evitando la activacion de macréfagos (Figura 10) (Al-riyami et al., 2013).

OH
I+/ 9 é/o\/\N*-’
/N\/\OJ?\OH 8 / N
OH Br
a) 1

Figura 10. a) Estructura de fosforilcolina y el derivado de acido fosfonico compuesto 1, inhibidor de citocinas.

3.3.2. Fosfonatos como inhibidores de metaloproteinasas de matriz.

Dive y colaboradores sintetizaron inhibidores de metaloproteinasas de matriz con base en la
quimica de péptidos fosfdénicos. Los resultados mostraron que el derivado 2 fue un potente
inhibidor de MMP-8, mientras que el derivado 3 resulté un potente inhibidor y altamente
selectivo, capaz de diferenciar MMP-11 de otras metaloproteinasas principalmente (Figura 11)

(Matziari et al., 2004; Vassiliou et al., 1999).
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2

Figura 11. Péptidos fosfonicos, 2 inhibidor de MMP-8 y 3, inhibidor de MMP-11.

Por su parte, Mazza y colaboradores determinaron la inhibicién de tres metaloproteinasas
(MMP-2, MMP-3 y MMP-8), desarrollando el derivado 4, cuya actividad fue selectiva contra
MMP-8; cabe mencionar que el isémero R mostrd un incremento en la actividad 10000 veces

mayor que el S (Pochetti et al., 2006).

Figura 12. Derivado 4, inhibidor potente de MMP-8.

3.3.3. Fosfonatos como inhibidores de cinasas.

Németh y colaboradores sintetizaron los derivados 5-8 y probaron su eficacia como inhibidores
especificos para la enzima cinasa CDK9/CycT1, hallando los mejores resultados con los derivados

7 y 8, convirtiéndoles en potenciales agentes antiartriticos (Németh et al., 2014).
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Figura 13. Inhibidores de cinasa CDK9/CycT1. Derivados 5-8.

3.3.4. Fosfonatos vy vinilfosfonatos con actividad antiinflamatoria.

Wafaa y colaboradores reportan la actividad antiinflamatoria de nuevos a-aminofosfonatos,

disefiados a partir de su prediccién farmacolégica obtenida mediante el programa PASS. Las

propiedades antiinflamatorias de los fosfonatos fueron evaluadas usando el modelo de

inflamacidn sistémico, induciendo edema subplantar con carragenina. Los tratamientos fueron

administrados en dosis de 100 mg/kg de peso, usando indometacina como farmaco de

referencia. El edema fue medido en intervalos de tiempo de 90, 180, 270 y 360 minutos. Los

resultados mostraron que los fosfonatos 9, 10, 11a-c y 12 tuvieron una potencia en la inhibicidn

de la inflamacién de 99 a 117% cuando se compararon con el fdrmaco de referencia (100%)

después de 360 min (Figura 14) (Wafaa et al., 2012).
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11a, R =SMe (101.9%)
11b, R = CO,Me (106.3%)
11c, R = CO,Et (107.9%)

(117%)

Figura 14. Fosfonatos 9, 10, 11a-c y 12 con actividad antiinflamatoria in vivo.
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Este mismo autor en 2015, reporta la actividad antiinflamatoria de nuevos fosfonatos, utilizando
el mismo modelo de inflamacién y condiciones similares. Los compuestos 13a-d, 14a y 14b
presentaron una potencia de 90 a 139% en la inhibicidn de la inflamacién comparado con el

farmaco de referencia (100%) después de 360 min (Figura 15) (Wafaa et al., 2015).

o OEt Ph
HZN P‘OEt ’N —N\ (0]
R S
Ph, { Y=N, CN Ph
N“N—=N Ph N=
Nx -
,,P\ OR
OR
o
13a-c 14a-b
13a, R=CO,Me (110.7%) 14a, R = Me (93.6%)
13b, R = CO,Et (127%) 14b, R = Et (90.8%)

13c, R = C(S)NH, (139%)
13d, R = SMe (133.5%)

Figura 15. Fosfonatos 13a-c y 14a-b con actividad antiinflamatoria in vivo.

Por otro lado, también llaman la atencidn los compuestos que contienen en su estructura el
fragmento vinilfosfonato (Figura 16). Por mencionar algunos ejemplos de vinilfosfonatos como
moléculas con propiedades farmacolégicas se encuentra el dehydrophos 15, como antibidtico
de amplio espectro; tamifosfor 16, inhibidor de neuramidasa (antiviral, tratamiento de
influenza), y el inhibidor de quinasa esfingosina (enfermedad de Huntington) FTY720-

vinilfosfonato 17 (Figura 16) (Adler et al., 2014; Chen et al., 2014).

o (B 9 on 0=F- O CaHi7
HZN\)LN)\H’ \/Y\/@
N Y

0] OH HO
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Figura 16. Moléculas 15, 16 y 17 que comparten el fragmento vinilfosfonato.
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Quntar y colaboradores reportan la sintesis y evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los
vinilfosfonatos 18, 19 y 20, midiendo su capacidad de bloquear la produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs), dxido nitrico (ON) y la liberacién de la citoquina factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), a partir de cultivos de macréfagos murinos. Los resultados mostraron
capacidad de los tres compuestos para inhibir significativamente la generacién de EROs, ON y
TNF-a. Sin embargo, el compuesto 20 fue el mdas activo para la supresion de EROs y ON,

mientras que los compuestos 18 y 19 tuvieron mejor efecto contra TNF-a (Figura 17) (Quntar et

al., 2007).
OE
O~l,6Et OE
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Figura 17. Vinilfosfonatos 18, 19 y 20 con actividad antiinflamatoria in vitro.

3.4. Sintesis de fosfonatos.

Los métodos para la sintesis de los vinilfosfonatos son extensos y dependen del enlace a formar,
los mayormente documentados en la literatura son mediante la formacidn del enlace carbono-

carbono o carbono-fosforo (Figura 18).

O§P/OR grrutpo 0§P<OR
\OR osfonato ...l.. OR
R _Z R_ .2k Enlace P-C
Grupo R j” . 'R
il .
Vi R R Enlace C-C

Figura 18. Representacion del dominio vinilfosfonato y descripcion de los enlaces presentes.
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A continuacion se describen los métodos generales para la sintesis de vinilfosfonatos (Esquema

1) y algunos ejemplos de ellos.

Adicion  Eliminacion

R X NO:

1
o OR
r'ID\ \ R)LH

/
OR Ni ~
OR Base
+ - R P -« +
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Ph—=—R R<o o—R
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Hidrofosfonilacié R" 6 o R
1darorosroniiacion Pd (o] o
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P
\/ 1 ~OH
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+

S|
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Carbopaladacién

Esquema 1. Métodos generales para la sintesis de vinilfosfonatos.

El Esquema 1 en general, muestra cuatro tipos de reaccién para sintetizar vinilfosfonatos:
Hidrofosfonilacién, carbopaladacion, reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons vy adicién-
eliminacion.

Por ejemplo, Chen H. y colaboradores describen una reaccidon de adicidn-eliminacién para la
sintesis de vinilfosfonatos terminales 23. Utilizaron diferentes (E)-B-nitroalquenos 21 y
fosfonatos 22, encontrando rendimientos de reaccion de moderados a buenos (43-83%), con
condiciones suaves al utilizar 1,8-Diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno (DBU, por sus siglas en inglés)
como base, diclorometano como disolvente a temperatura ambiente (Esquema 2) (Chen et al.,

2014).
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Esquema 2. Reaccion adicion-eliminacion para la sintesis de vinilfosfonatos terminales 23.

Islas y Garcia reportan la sintesis de vinilfosfonatos a partir de la formaciéon del enlace C-P
mediante hidrofosfonilacion (Esquema 3) usando diferentes alquinos 24 y fosfitos 25, a través
de un sistema catalitico basado en Ni. Los rendimientos fueron altos (>90%), asi también su

elevada estereoselectividad favoreciendo la configuracion (E)-26 (Islas y Garcia, 2017).

O
i n
9 NIC|26H20 RO_,P R
Ph—=——R + -P< » RO \E
R™ 1 "OR
OR >90% Ph
24 25 26

Esquema 3. Reaccion hidrofosfonilacion para la sintesis de vinilfosfonatos 26.

También es interesante la sintesis de compuestos vinilfosfonatos 29. Mcnichols y colaboradores
mediante una reaccidon de carbopaladacion (Esquema 4), sintetizaron una amplia variedad de
estos compuestos, los cuales fueron sintetizados a partir del acoplamiento directo de haluros de
arilo (con sustituyentes electrodonadores) 27 con el acido vinilfosfénico 28 catalizado con
paladio. Los rendimientos fueron de moderados a buenos (31-83%) con una alta formacién del

isdémero E (McNichols et al., 2017).

Pd(P(t-bu)s),
o) THF

N
A 5 NCy,Me Lo
R—:/ + xR oH - " n.OH
X OH MW 130 °C :
7 min OH
27 28 31-83% 29
R= Sustituyentes electrodonadores R= Sustituyentes electrodonadores

Esquema 4. Reaccion de carbopaladacion para la sintesis de vinilfosfonato 29.

Por otro lado, Davis y colaboradores describieron la preparacién de vinilfosfonatos a través de la

formacion del doble enlace C=C, mediante la reacciéon de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE)
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(Esquema 5). Para ello utilizaron el bisfosfonato 31 con diferentes aldehidos 30,
hexametildisilazuro de potasio/18-corona-6 como base, THF como disolvente, a -78 °C. Los
rendimientos fueron de moderados a muy buenos (54-99%), obteniendo (Z)-32 como producto

mayoritario (Esquema 5) (Davis et al., 1998).

FsC CF
0 >0 0~ wps THF 0, ,~cF, 0, _o/’ ’
R+ il N T
RH PR \cp, 18-Corona6,78°C =/ 0— — 0™ cf,
0.0 54-99% . CFs R E
30 31 32

Esquema 5. Reaccion Horner-Wadsworth-Emmons para la sintesis de vinilfosfonatos 32.

Ahora bien, la configuracion E-Z de las moléculas estd relacionada con su actividad biolégica,
por lo cual es necesario asignarla. Para ello es necesario separar los diastereoisémeros de la
mezcla de reaccion, de lo contrario, asignar la proporcién de la mezcla. Esta determinacion es
facil de hacer por RMN de 'H y 13C a través de la constante de acoplamiento entre fosforo-
hidrogeno (Ju-r) y fésforo-carbono (Jc-p) en la posicidn B. La constante de acoplamiento entre Ju-p
es de 30 a 50 Hz para la configuracién Z y 10 a 30 Hz en la configuracién E. La constante de
acoplamiento Jc.p para el isémero E es de 14 a 22 Hz, mientras que para el Zes de 5 a 7 Hz

(Figura 19) (Adler et al., 2014).
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Figura 19. Constantes de acoplamiento de los diastereocisémeros E y Z de vinilfosfonatos.
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4. JUSTIFICACION

La AR es un padecimiento que actualmente afecta a muchos mexicanos en edad productiva,
implicando un deterioro en su calidad de vida, mermando su productividad laboral y elevando
los costos de salud publica dirigidos a mitigar los sintomas y avance de la enfermedad. No existe
una cura para este trastorno y los farmacos que cldsicamente se han empleado presentan
limitaciones, principalmente la manifestacion de importantes efectos colaterales. Como parte
de la busqueda continua de mejores agentes antiartriticos, se propuso en el presente proyecto

la sintesis y evaluacion de la actividad antiinflamatoria de nuevos vinilfosfonatos.
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5. HIPOTESIS

La sintesis de nuevos vinilfosfonatos 33-36 permitird obtener sustancias bioactivas, que
presentaran actividad antiinflamatoria en ensayos de inflamacion aguda en ratones Balb/C,

generando potenciales agentes antiartriticos.
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6. OBIJETIVOS

6.1. Objetivo general.

Sintetizar, purificar, caracterizar y evaluar la actividad antiinflamatoria de los vinilfosfonatos 33-
36 derivados de pirrolidina y piperidina, en busca de nuevos agentes terapéuticos potenciales

en el tratamiento de la AR.

5

¥ 33; R = 4-OCHj (E), n=1

=0 34; R =4-OCH; (2), n=1
CN \ 35; R = 4-NO, (E), n=1
)n O R 36; R =4-NO, (E), n=2

6.2. Objetivos especificos.

1. Sintetizar los productos objetivo 33-36 mediante una secuencia de tres pasos, primero la
formacién de las amidas 40 y 41, posteriormente la preparacién de los bisfosfonatos 43 y 44
y por ultimo, su conversién en los productos 33-36 mediante la reacciéon Horner-

Wadsworth-Emmons.

2. Purificar los productos de reaccion 33-36, 40-41 y 43-44 por cromatografia en columna.

3. Caracterizar los productos 33-36 mediante espectrometria de RMN y espectrometria de

masas.

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los productos 33-36 en un modelo in vivo con

ratones machos Balb/C por induccién de inflamacién aguda con 12-O-tetradecanoilforbol-

13-acetato (TPA) y carragenina.
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7. METODOLOGIA

7.1. Sintesis organica.

Se propuso la obtencién de los compuestos objetivo 33-36 mediante la siguiente ruta de

sintesis: se inicié con la amidacién de pirrolidina o piperidina (37 y 38) con bromuro de

bromoacetilo 39, para obtener los productos 40 y 41. Posteriormente, se procedié a la C-

alquilacién del metilenbisfosfonato de tetraetilo 42 con los intermediarios 40 y 41, utilizando

diferentes bases y condiciones de reaccion, para obtener los bisfosfonatos 43 y 44. Luego, los

bisfosfonatos 43 y 44 se hicieron reaccionar con una base y un benzaldehido (reaccién de

Horner-Wadsworth-Emmons) para obtener los vinilfosfonatos 33-36 (Esquema 6).
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Esquema 6. Ruta de sintesis propuesta para la obtencion de los compuestos objetivo 33-36.
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7.2. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria aguda.

Esta actividad se realizé en la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia del Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS-Cd. México). Se utilizaron ratones
machos y hembras Balb/C de 25 + 3 g de peso provenientes del bioterio del CMN siglo XXI, IMSS,
los cuales se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura controlada de
25 + 2 °C, con un porcentaje de humedad de 55-80%, con agua y alimento RodentChow ad
libitum. El manejo de los animales de experimentacién fue apegado a los estatutos del Comité
Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) y a la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) revisada en agosto del 2016. Como andlisis preliminar, los
modelos de inflamacién se realizaron una sola vez. Cada compuesto fue administrado por

separado a sus dosis correspondientes.

e Induccidn del proceso inflamatorio agudo con 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA).

En este experimento se indujo el edema auricular con la aplicacién de TPA siguiendo la
metodologia descrita por Pérez-Gonzdlez y colaboradores (2017); como control positivo se
empled indometacina aplicada por via topica disuelta en acetona. Para este ensayo se formaron
cinco grupos de 6 ratones hembras c/u, a todos los grupos se les administré en la oreja derecha
con 50 pL de acetona (vehiculo) y en la oreja izquierda con 50 L de TPA (0. 05 pg/ul) y después
de 30 min se le administraron los tratamientos como se describe a continuacién: grupo |
(control TPA) aplicando en la oreja izquierda Unicamente el vehiculo (acetona), grupo I
(farmaco de referencia) se le aplicé indometacina a dosis de 2 mg/oreja disuelto en 50 pL de
acetona y los grupos lll, IV y V recibieron 50 uL del compuesto 33-36 y 43-44 en dosis de 2
mg/oreja disuelto en acetona. Seis horas después de la aplicacién del TPA, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y posteriormente se obtuvo el tejido auricular de ambas
orejas realizando cortes de 6 mm de didmetro. El porcentaje de inhibicidén se calculé mediante
la diferencia del peso entre ambas orejas con respecto al grupo control. La inflamacién se
comprobd como el incremento en el peso de la oreja en donde se aplicé el TPA de acuerdo a las
féormulas reportadas por Pérez-Gonzdlez y colaboradores (2017), calculando el porcentaje de

inhibicidn de inflamacidn con la siguiente féormula:
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% de inhibicion = [(Ws-Wo) Control — (W’s — Wo) Tratamiento/(Ws-Wo) Control] X 100.
Wo = Peso de la oreja derecha tratada unicamente con el vehiculo.
W’s = Peso de la oreja izquierda tratada unicamente con TPA disuelto
en el vehiculo (control positivo).
Ws = Peso de la oreja izquierda tratada con TPA y los tratamientos

disueltos en el vehiculo.

e Induccidn del proceso inflamatorio agudo con Carragenina.
Para este estudio se utilizd la metodologia descrita por Pérez-Gonzalez y colaboradores (2017);
para ello se formaron grupos de 5 ratones machos seleccionados al azar que se administraron
de la siguiente forma, Grupo I: control de carragenina que recibié Unicamente el vehiculo,
Grupo II: tratado con indometacina (20 mg/kg) via oral (v.o) solubilizado en SSI, Grupos IlI-VI:
tratados con el compuesto 33-36 y 43-44 a dosis de 50 mg/kg por v.o. Todos los tratamientos se
administraron una hora antes de la carragenina (agente flogistico, 2%, disuelta en SSI). El
vehiculo elegido para solubilizar las muestras problema fue un sistema compuesto por Tween
80:Agua (1:9) y se administraron en un volumen no mayor a 10 mL/kg de peso por v.o. A cada
grupo se le administré 20 uL de carragenina al 2% disuelta en SSI via subcutanea (s.c.) en el

cojinete plantar.

El desarrollo del edema se registré midiendo el didmetro del mismo con un micrémetro digital
cada hora. El tiempo cero se consideré como la medicion del cojinete antes de la aplicacién de
la carragenina y los tiempos posteriores correspondieron a las 1, 3, 5 y 7 h después de la
administracién del agente flogistico. El porcentaje de inhibicion del edema se calculé para cada
grupo compardandolo contra el control de carragenina sin tratamiento, para esto se siguieron las
féormulas descritas por Pérez-Gonzalez y colaboradores (2017), calculando el porcentaje de
inhibicidn de inflamacidn con la siguiente féormula:
% de inhibicion = [(Et-Eo) Carragenina - (Et-Eo) Tratamientos/ (Et-Eo) Carragenina] x 100

Et = Formacién del edema a diferentes tiempos (1, 3,5y 7 h).

Eo = Formacién del edema al tiempo basal.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Prediccion de la actividad farmacolégica.

El analisis de prediccidn de la actividad farmacolégica de los compuestos objetivo 33-36 se

realizé6 mediante el programa PASS?, de acceso gratuito. Como se puede apreciar en la Tabla 3,

todos los vinilfosfonatos (33-36) propuestos tienen elevada probabilidad de tener actividad

antiartritica, ademas, otra probable actividad que arrojo este andlisis, es que estos compuestos

pueden ser inhibidores de la sustancia P, la cual esta relacionada con la percepcién del dolor.

Estos dos resultados de gran interés justifican la sintesis y evaluacidn antiinflamatoria de los

vinilfosfonatos 33-36 y permiten hacer un acercamiento preliminar en busca de mejores

agentes antiartriticos.

Tabla 3. Resultados del analisis de prediccidn de la actividad (PA) farmacoldgica de los compuestos 33-36 mediante

el programa PASS.

Actividad Farmacoldgica

Compuesto Objetivo

33 34 35 36
Antiartritico 0.921 0.921 0.895 0.890
Antagonista de la sustancia P 0,736 0.786 0.747 0.735
Cardiotonico 0.717 0.717 0.685 0.677

2. * http://www.way2drug.com/passonline/
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8.2. Sintesis de los productos 40y 41.

La sintesis de los productos 33-36 se llevd a cabo en tres pasos de reaccidn. El primer paso inicié
con la amidacién de la pirrolidina 37 con bromuro de bromoacetilo 39 para la formacién de la
amida 40. En un primer ensayo se hizo reaccionar 37 y 39 en presencia de K,COs en una mezcla
CHCl2/H20 (3:1) de 0 a 25 °C, obteniéndose el compuesto 40 con un rendimiento quimico del

26% (Esquema 7).

CH,Cl,/H,0 0
0az25°C
37 39 26% 40
Esquema 7.

Debido al bajo rendimiento obtenido, en un segundo ensayo se modificd el disolvente,
utilizando una mezcla AcOEt/H,O (1:1) a temperatura ambiente, sin embargo, bajo estas

condiciones de reaccion el rendimiento obtenido del compuesto 40 fue del 16% (Esquema 8).

AcOEt/H,0O 0
25°C

37 39 16% 40
Esquema 8.

Por lo anterior, se continudé buscando condiciones de reaccion mas eficientes. En un tercer
ensayo, se utilizaron los mismos equivalentes de los compuestos 37 y 39, agregando en este
caso, N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) como base, CH.Cl, como disolvente y una temperatura de
0 a 25 °C. El resultado fue una mezcla compleja de productos que no fueron identificados

(Esquema 9).
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CN-H . Brj\,Br DIPEA Cm/\sr

CH2CI2
0a25°C
37 39 n.d. 4

Esquema 9.

Por ultimo, en un cuarto ensayo, se utilizaron dos equivalentes de pirrolidina y uno de bromuro
de bromoacetilo disuelto en CHCl; y una temperatura de 0 a 25 °C; en este caso la pirrolidina
funciond como base al encontrarse en exceso (Weaver y Whaley, 1947). Estas condiciones
permitieron formar el compuesto 40 con un excelente rendimiento (92%) (Esquema 10). Todos

los ensayos anteriores se resumen en la Tabla 4.

CH2C|2 o
0a25°C
2 equiv 1 equiv 929,
37 39 40
Esquema 10.

Tabla 4. Amidacién de pirrolidina con bromuro de bromoacetilo utilizando diferentes condiciones de reaccion.

CN-H + Brj\,Br — C"“g/\m

Ecuacion General

37 39 40
Ensayo Disolvente Base Temperatura Rendimiento
1 CH»Cl»/H20 (3:1) K2COs 0a25°C 26%
2 AcOEt/H,0 (1:1) K2COs 25°C 16%
3 CH2Cl2 DIPEA 0a25°C n.d.
4 CHCl, Pirrolidina 0a25°C 92%

Con estos resultados se procedid a la sintesis de la amida 41, extrapolando las condiciones de

reaccion del cuarto ensayo que se describen en la Tabla 4. Unicamente hubo formacién del
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compuesto 41, separandolo por extraccién liquido-liquido y obteniendo un rendimiento del 87%

(Esquema 11).

0]
N-H + Br)l\/Br —_— NTI/\Br
. 0a25°C
2 equiv 1 equiv 87%
38 39 41
Esquema 11.

8.3. Sintesis de los productos 43 y 44.

Continuando con la ruta de sintesis, el siguiente paso consistié en una reaccién de C-alquilacién
del metilenbisfosfonato de tetraetilo 42 con el intermediario 40, para la formacién del

bisfosfonato 43.

En un primer ensayo se hicieron reaccionar 1.2 equivalentes de 40 y 1 equivalente de 42
utilizando como base 1.2 equivalentes de hexametildisilazuro de sodio (NaHMDS) en THF de 0 a
25 °C, en atmdsfera de nitrégeno (Esquema 12). Se formd una mezcla compleja dificil de separar
por cromatografia en columna. Sin embargo se dedujo que si hubo la formacién del producto 43
porque se observaron las sefiales de los hidrégenos presentes en los carbonos a(1) y B(2) al

fosfonato en el espectro de RMN de 'H del crudo de la reaccién (Figura 20).

1)
-
70 o pl s/
P_ _P : C A 40
CN Br + 07 1IN0 1-2equiv. NaHMDS N > _0
T °© 0 THE, N, /0
(o] r j y N2 (o)
0-25°C ‘
1.2 equiv. 1 equiv.
40 42 43
Esquema 12.

En la Figura 20 se muestran los espectros de RMN de *H y 3!P del crudo de reaccién. En 3.49

ppm, se observa una sefial triple de triple que se asignd a los protones del carbono a, dado el
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acoplamiento que tiene con los dos atomos de fésforo y con los protones de carbono . Por su
parte, la sefial triple de doble en 2.80 ppm corresponde a los protones del carbono B, teniendo
acoplamiento con dos fdsforos geminales y con un hidrégeno del carbono a al fosfonato.
Ademads, el crudo de reaccidn se analizé por RMN 3P, encontrado Unicamente dos sefiales, una
correspondiente al fosforo de la materia prima (42), con un desplazamiento quimico en 20.22
ppm y la otra sefial en 24.21 ppm, que se atribuyd al bisfosfonato 43. Estos andlisis sirvieron de
referencia para identificar por RMN la formacion del producto de interés (43) en posteriores

ensayos.
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Figura 20. Andlisis del crudo de reacciéon por RMN de 'H (A) y 3'P (B) para la identificacion de bisfosfonato 43.

En busca de una reaccidon mas selectiva, se decidiéo modificar el nimero de equivalentes en los
reactivos, utilizando 1.3 equivalentes de NaHMDS, 2 equivalentes del intermediario 40 y THF
como disolvente a una temperatura de 0 a 25 °C en atmdsfera de nitrégeno (Esquema 13). Bajo
estas condiciones se formaron varios subproductos. El producto 43 se logré aislar de la mezcla
de reaccion mediante cromatografia en columna, sin embargo, se encontraron impurezas al
analizarlo por RMN de 'H. Esto al parecer por descomposicién al interactuar con la fase

estacionaria (SiO2). Por lo anterior, no se obtuvo un rendimiento.

o /

vw_O
EP? E L P‘o/
- ~ 1.3 equiv. N
CN*n/\Br + /\o (,)\/(S o/\ q NaHMDS . ‘ P:O
o r THF, N, g e
0-25°C
2 equiv. 1 equiv. n.d.
40 42 43
Esquema 13.

En un ensayo adicional, la mezcla de los reactivos en THF se enfrié por debajo de -50 °C
utilizando un bafo de acetona-nitrégeno liquido, 1.5 equivalentes de NaHMDS y un exceso del
compuesto 40 (2.5 equivalentes) (Esquema 14). Con estas condiciones de reaccidn se logré que
la reaccion fuera mas selectiva generando sélo dos productos. El producto 43 fue purificado por
cromatografia en columna, sin embargo, una parte del mismo sufrié descomposicion, por lo cual

no se obtuvo rendimiento.

-~
E E L P‘o/
- ~ 1.5 equiv. N
CN‘n’\Br + /\o 6\/6 o/\ q NaHMDS> CI P:o
/
0 r j THF, N, & °
-50 °C \
2.5 equiv. 1 equiv. n.d.
40 42 43
Esquema 14.

Dadas las dificultades para acceder al nitrégeno liquido, se tuvieron que buscar otras

condiciones de reaccion. En un quinto ensayo, se probd la misma relacién estequiométrica que
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el ensayo anterior, utilizando un bafio de hielo/sal para mantener una temperatura de reaccién
a -5 °C, THF como disolvente y agitacion magnética durante los primeros 20 minutos de
reaccion. Posteriormente, se enfrié a -20 °C durante 18 h. Bajo estas condiciones se observo la
formacion de dos productos, los cuales fueron purificados por cromatografia en columna
utilizando Al;O3 como fase estacionaria. El rendimiento obtenido del bisfosfonato 43 fue del

89% (Esquema 15).

00/

11

-~
g ﬁ 0 P‘o/
- ~ 1.5 equiv. N
Cer\Br + /\O 6\/6 O/\ q NaHMDS - CI P:o
o r j THF, N, o

-5a-20°C ‘
2.5 equiv. 1 equiv. 89%
40 42 43

Esquema 15.

Tabla 5. C-alquilacién de la amida 40 con el bisfosfonato 42 utilizando diferentes condiciones de reaccién.

n_O
et 0 o > \-/\—/ P
THF -0
o o) ]
40 42 Ecuacién General 43
Ensayo Equiv. de 40 Equiv. de Temperatura Rendimiento
NaHMDS
1 1.2 1.2 0a25°C n.d
2 1.2 2 0a25°C n.d.
3 2.5 1.5 -50 °C n.d.
4 2.5 1.5 -5a-20°C 89%

Como se puede observar en la Tabla 5, el cuarto ensayo proporciond las mejores condiciones
para la formacién del bisfosfonato 43, mismas que fueron extrapoladas para la preparacién de

bisfosfonato 44. El rendimiento obtenido para el compuesto 44 fue del 82% (Esquema 16).
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CN:I)r\Br

2.5 equiv.
41

e 0
A~o- P07\ 1.5 equiv. NaHMDS
O O
r THF, N,
-5a-20 °C
1 equiv. 82%
42

Esquema 16.

8.4. Sintesis de los productos 33-36.

(@)

44

11

P’o

~

) oj
P:o/

O

7 "0
o)

Alcanzando altos rendimientos de los intermediarios 43 y 44, se procedi6 a la reaccién de HWE

para la obtencién de los vinilfosfonatos.

En un primer ensayo, se hizo reaccionar 1 equivalente de 43 con 1.5 equivalentes de n-Buli,

seguido de la adicién del 1.1 equivalentes de p-anisaldehido 45; bajo atmdsfera de nitrégeno,

utilizando THF como disolvente, a una temperatura de reaccion de -5 a -20 °C. La reaccién no

fue selectiva, sin embargo, se detectd la formacion de los isdmeros E/Z en el crudo de reaccion

en una relacién 17:83, los cuales pudieron ser separados por cromatografia en columna y

posteriormente caracterizados por experimentos de RMN de una y dos dimensiones. El

rendimiento obtenido para el isémero E fue del 20%, mientras que para el isémero Z fue de 16%

(Esquema 17).

o B¢
G
1.5 equlv n-BuLi
THF, N,
-5a-20°C
(0]
1.1 equiv. \
a5 (E)-33
20%
Esquema 17.

(Z)-34
16%

-0
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Como se menciond anteriormente (Figura 19), la configuracién E y Z de los estirilfosfonatos
puede ser identificada por la constante de acoplamiento hidrégeno-fésforo. Con esta
informacidn, los productos 33 y 34 pudieron ser identificados por analisis de RMN de *H a través
de la constante de acoplamiento entre el hidrégeno del carbono B (marcado en negritas en la
Figura 21) y el fésforo; la sefial asignada a dicho protén en el isémero E se observé en 7.66 ppm
mostrando una constante de acoplamiento Jup de 23.9 Hz. Por su parte, en el isdmero Z, esta

sefial se desplazé en 7.66 ppm, teniendo una constante de acoplamiento Ju.p de 47.1 Hz.

Figura 21. Espectros de RMN H de diastereoisémeros 34 (a) y 33 (b).

En una segunda prueba para obtener 33 y 34, se decidié modificar la base, utilizando NaHMDS
en la misma relacion molar y condiciones de reaccién que en el ensayo anterior (Esquema 18).
Se dio seguimiento a la reaccién por CCF (cromatografia en capa fina) y después de 19 h de
reaccion, se observd que se habia consumido muy poca cantidad del bisfosfonato 43, ademas

de la baja formacién de los isémeros E y Z. En vista de estos resultados, se realizé un analisis de
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RMN de 3P del crudo de reaccién, observandose una baja proporcion (95:5) entre la sefial del
reactivo limitante 43 y los productos 33-34 y una relacion E/Z de 65:35. Por lo anterior, no se

realizé la purificacién.

(o)
o ‘F"<0/ N FI’I’OJ
o \oJ
O N
o “ < / N \
:N 1 5equw NaHMDS +
/P\o\\ THF N, c,)
<] -5a-20°C
O\
leq uiv. 1.1 equiv.
43 45 33 nd 34 nd
Esquema 18.

En un tercer ensayo se modificé nuevamente la base, utilizando diisopropil amiduro de litio
(LDA, por sus siglas en inglés), el cual se prepard haciendo reaccionar diisopropilamina con n-

BuLi en atmdsfera de nitrégeno, THF anhidro como disolvente a -5 °C (Esquema 19).

)\NJ\ + NNy )\NJ\

L
1 equiv. 1.1 equiv. -5°C

Esquema 19.

De la base preparada (LDA) se utilizd 1.5 equivalentes, la misma relacién molar que en el ensayo
anterior del bisfosfonato 43 y el aldehido 45 e idénticas condiciones de reaccidon (Esquema 20).
Se dio seguimiento a la reaccidn por CCF y después de 20 h de reaccién, se realizo el analisis por
RMN de 3!P demostrando que la reaccién no fue selectiva debido a la formacion de més de seis
productos. Se identificd que la relacion sefial producto/sustrato (isémero Z/intermediario 43)
fue de 57:43 y la relacidn E/Z de 13:87, por lo cual no se demuestran condiciones idéneas de

reaccion.

Los productos pudieron ser purificados por cromatografia en columna obteniendo rendimientos

del 4 y 8% para los isdmeros E y Z, respectivamente.
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%0

J 0
O .~/
o P/ CN 07
\\
P / N \
C: 1.5 equlv LDA +

// o THF, N, 0
o |

E}

-5a-20°C
(0]
\
1 equiv. 1.1 equiv. (E)-33 (Z)-34
43 45 4% 8%
Esquema 20.

Tomando las mejores condiciones de reaccidn, se hizo reaccionar 1 equivalente de 43 con 1.5
equivalentes de n-Buli, seguido de la adicidn de 1.1 equivalentes de p-nitrobenzaldehido 46, en
atmdésfera de nitréogeno, THF como disolvente de -5 a -20 °C. La reaccién generé mas de cinco
productos, los cuales pudieron ser separados por cromatografia en columna utilizando silica
como fase estacionaria y un sistema AcOEt/MeOH (90:10) como fase mdévil. Cada uno fue
analizado por RMN, verificando la presencia del producto objetivo E, por su constante de
acoplamiento Ju.p; mientras que el isémero Z no fue detectado. El rendimiento del

vinilfosfonato (E)-35 fue del 32% (Esquema 21).

fo) \\/
8 o/ Io N P\o/
0] pZ < / N
C :NM :8/ + 1.5 equiv. n-BuLi
//P ~o O2N THF, N,
o ] -5 2-20°C
32% O2N
1 equiv.
43 46 (E)-35
Esquema 21.

Para la formacidon del compuesto 36 se tomaron las mismas condiciones que el ensayo anterior.
Se hizo reaccionar 1 equivalente del bisfosfonato 44 con 1.5 equivalentes de n-Buli, seguido de
la adicion del 1.1 equivalentes de p-nitrobenzaldehido (Esquema 22). La reaccidon no fue
selectiva, porque se formaron mas de cinco productos, sin embargo, al igual que el ensayo

anterior, solo hubo formacién del isémero E, mientras que el isémero Z no pudo ser detectado.
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Tal producto pudo ser separado de la mezcla por cromatografia en columna, obteniéndose un
rendimiento del 26%. Adema3s, pudieron ser aislados los productos 47 y 48 e identificados por

RMN de H, 13C, 3!P y experimentos bidimensionales.

J o o
(\)‘/o P

P<
j\/( (o) + ©/§O 1.5 equiv. n-BulLi O] \
—
L0
THF, N,

N P~ N 02N
g °\\

-5°C
26%

1 equiv. 1.1 equiv.
44 46
N
+ (0]
ISR
O,N (0 X o]
N
C JJ
47 49y 48 10%
Esquema 22.

Finalmente, los vinilfosfonatos 33-36 y los bisfosfonatos 43 y 44 fueron utilizados para los
bioensayos de inflamacién, estos ultimos intermediarios se decidieron evaluar porque
comparten el grupo fosfonato al igual que los vinilfosfonatos, ademas de su actividad bioldgica

asociada a enfermedades de los huesos como la osteoporosis.

43



8.5. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria aguda inducida por carragenina.

Para el modelo de inflamacidn sistémica aguda, se utilizaron ratones machos Balb/C de 25 +3 g
de peso, administrando los tratamientos 33-36 y 43-44, y el fdrmaco de referencia al inicio, para
después de 1 h, inducir inflamacién por la administraciéon de 20 uL de carragenina al 2% en una
solucién salina isoténica (SSI) via subcutanea (s.c.) en el cojinete plantar. El desarrollo del edema
se registro midiendo el didametro del mismo con un micrémetro digital a diferentes tiempos 1, 3,
5, 7'y 24 h; los resultados se muestran en la Tabla 6. Por otra parte, se conoce que el mayor
efecto de la indometacina comienza a la quinta hora, esto debido a que siguiendo el desarrollo
de la inflamacién, la fase temprana (1-3 horas) no es inhibida por los AINEs por su incapacidad
de bloquear histaminas y bradiquininas. Mientras que en la segunda fase esta relacionada con la
produccidon de prostaglandinas y COX, las cuales si pueden ser bloqueadas por los AINEs,

resultando en el mayor efecto de la indometacina (Necas & Bartosikova, 2013).

Tabla 6. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 33-36 y 43-44 en inflamacion aguda inducida por carragenina
en ratones Balb/C.

Tratamiento Formacion de edema subplantar (mm)

1h 3h 5h 7h 24 h

Control 0.309+0.05  0.416+0.09  0.572#0.09  0.561+0.06  0.445%0.08
Indo (20 mg)  0.158+0.04 0.217+0.07  0.308+0.11°  0.339+0.13  0.328+0.07
43 (50 mg)  0.355#0.12 0.389+0.11  0.554#0.13  0.397+0.13  0.461%0.17
44 (50 mg)  0.286x0.07 0.345%0.11  0.519#0.13  0.432+0.19  0.531+0.10
33(50mg)  0.461+0.08° 0.734+0.06** 1.153+0.10°P 1.068+0.03*° 0.805+0.09>°
34 (50 mg)  0.387+0.03° 0.481+0.06° 0.754#0.06® 0.751+0.09® 0.593+0.02°
35(50mg)  0.436+0.04° 0.645+0.03a® 0.802+0.08*° 0.783+0.10® 0.598+0.10P
36 (50 mg)  0.282+#0.03 0.455+0.07° 0.668+0.07°* 0.668+0.11>  0.595+0.07°

Cada grupo representa la media * error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA), post-hoc

Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo.
2 ys. Control carragenina;  vs. Indometacina;

También los datos de la Tabla 6 son expresados graficamente en la Figura 22, en donde se
puede apreciar un efecto proinflamatorio de los vinilfosfonatos 33-36, al presentar un volumen
de inflamacion superior al tratamiento control, el cual solo tiene el vehiculo y el agente

flogistico; incluso el compuesto 33 tuvo el doble de inflamacién que el grupo control. Por su
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parte, los bisfosfonatos 43 y 44, tienen poca actividad antiinflamatoria comparada con el

farmaco de referencia. El compuesto 43 presentd el 3%, mientras que 44 el 9% a la quinta hora.
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Figura 22. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 33-36 y 43-44 en inflamacién aguda inducida por
carragenina en ratones Balb/C.

A continuacion en la Tabla 7 se presenta el porcentaje de inhibicion de la inflamacién de todos
los tratamientos a la quinta hora. Como se puede observar, los datos con signo negativo en los

vinilfosfonatos 33, 34, 35 y 36, demuestran un efecto proinflamatorio.
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Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 33-36 y 43-44 en inflamacion aguda inducida por carragenina
en ratones Balb/C a la quinta hora del tratamiento.

Tratamiento Dosis (mg/kg) Fosrlr::)apcI:'):t:re(:I;Ta % de Inhibicién
Control - 0.572+0.09 -
Indo (20 mg) 20 0.308+0.11° 64.654
43 (50 mg) 50 0.554+0.13 3.111
44 (50 mg) 50 0.5190.13 9.297
33 (50 mg) 50 1.153£0.10% -101.468
34 (50 mg) 50 0.754+0.06° -31.772
35 (50 mg) 50 0.802+0.08% -40.161
36 (50 mg) 50 0.668+0.07° -16.742

Cada grupo representa la media * error estandar de la media (ESM). Andlisis de varianza (ANOVA), post-hoc
Student Newman Keuls (p £0.05); n=5 para cada grupo.
2 ys. Control carragenina; ® vs. Indometacina;

No obstante, no podemos asegurar que el efecto pueda ser propio de los vinilfosfonatos 33-36.
Tomando en cuenta las interacciones y los compartimentos que recorre el compuesto antes de
llegar al sitio de la inflamacién, quizds se deba a procesos de biotransformacidon que resulte en

un compuesto diferente y por ende, en un efecto proinflamatorio.

Ahora bien, si el efecto proinflamatorio es directamente de los vinilfosfonatos 33-36, resulta de
bastante interés su capacidad para inflamar, ademas de que después de una semana los ratones
no murieron, y a diferencia de los demas tratamientos con los bisfosfonatos 43 y 44, aun
continuaba el edema. Esto es de interés para someterlos a evaluacidn como agentes
inmunomoduladores, buscando estimular el sistema inmunolégico en enfermedades como el

cancer.

Con respecto a la relacién estructura-actividad de esta evaluacion biolégica se describe a
continuacién. Primero, comparando la amina heterociclica en los compuestos 35 y 36 (Figura
23), se observa un mayor efecto proinflamatorio de la pirrolidina 35, teniendo la misma
tendencia que el compuesto 36 hasta las 24 horas, pero con mayor potencia. Ambos alcanzan su
mayor efecto proinflamatorio a las cinco horas. Para fines antiinflamatorios no se observé

efecto alguno.
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Figura 23. Actividad proinflamatoria de los compuestos 35 y 36 en inflamacidn aguda inducida por carragenina en
ratones Balb/C.

Comparando el efecto en cuanto a la configuracién E y Z (Figura 24) podemos observar en los
compuestos 33 y 34 que la configuracidn Z tiene un menor efecto proinflamatorio. Por su parte,
la configuracidon E sigue la misma tendencia pero con mayor efecto proinflamatorio; dado que
durante las 24 h del tratamiento presenté mas del doble de inflamacién que el tratamiento
control, el cual solo contiene al agente flogistico. Ambos alcanzan su efecto maximo a las cinco
horas. Por esto, ninguna configuracién tuvo actividad antiinflamatoria. En el caso de los

productos 35 y 36 solo se pudo obtener la configuracion E.

47



14
121
g
E
8
c 1.0 +
©
o
o)
S5
(%]
©
£ 0.8 -
()]
©
(]
()]
©
& 0.6
‘O
©
£
2

0.4 o

02 T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (h)
—@— CONTROL
—O0— 33
0O 34

Figura 24. Actividad proinflamatoria de los compuestos 33 y 34 en inflamacién aguda inducida por carragenina en
ratones Balb/C.

Ahora, analizando el efecto del sustituyente en el anillo aromético, se tiene al compuesto 33
con un sustituyente electrodonador metoxilo (—OCHs), el cual presentd un mayor efecto
proinflamatorio que el compuesto 35 con sustituyente electroatractor (-NO2). Entonces, para
efectos antinflamatorios, no hubo actividad, mientras que para efectos proinflamatorios los

mejores sustituyentes pueden ser los electrodonadores (Figura 25).
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Figura 25. Actividad proinflamatoria de los compuestos 33 y 35 en inflamacién aguda inducida por carragenina en
ratones Balb/C.

Agrupando todas las comparaciones anteriores, podemos concluir que el conjunto de
caracteristicas estructurales para obtener la mayor actividad proinflamatoria se encontré en el
compuesto 33, el cual consiste en: un anillo de pirrolidina, configuracién E en el dominio

vinilfosfonato y un sustituyente electrodonador en el anillo aromatico.
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8.6. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria tépica inducida por TPA.

Esta prueba fue realizada en ratones hembras Balb/C de 25 * 5 g, induciendo inflamacién en la
oreja izquierda por la aplicacién tdpica de TPA (0.05 pg/pL). Media hora después, los
compuestos objetivo 33-36, asi como los intermediarios 43 y 44, fueron evaluados a dosis de 2
mg por oreja via tdpica (tratamientos) y los resultados que se describen a continuacién en la
Tabla 8, corresponden a los datos obtenidos a la sexta hora después de la aplicacién de cada

tratamiento.

Tabla 8. Actividad antiinflamatoria de los 33-36 y 43-44 en edema auricular inducido con TPA en ratones Balb/C.

TRATAMIENTO DOSIS EDEMA AURICULAR % INHIBICION
CONTROL 0.05 ug/ul  6.30mg+1.20 -

INDOMETACINA 2 mg/oreja  2.80 mg + 0.38? 55.14

43 2 mg/oreja  6.10 mg + 0.80° 2.81

44 2 mg/oreja  7.10 mg + 0.60° -12.01

33 2 mg/oreja  3.20 mg = 0.20? 49.08

34 2 mg/oreja  3.50 mg *+ 0.50? 44.38

35 2 mg/oreja  2.90 mg * 0.60? 54.75

36 2 mg/oreja  3.50 mg = 0.50? 45.12

Cada grupo representa la media * error estandar de la media (ESM). Andlisis de varianza (ANOVA), post-hoc
Student Newman Keuls (p < 0.05); n=6 para cada grupo.

2 ys. Control carragenina;

b ys. Indometacina;

Los compuestos 35 y 33 tuvieron el mejor efecto antiinflamatorio tépico con un porcentaje de
inhibicidn de 54 y 49%, respectivamente, en comparaciéon con indometacina. Esto es bastante
interesante, porque via sistémica en el modelo de carragenina, el compuesto 33 es el mas
proinflamatorio, mientras que por via topica como se observa en la Tabla 8, es el segundo con
mayor efecto antiinflamatorio. Por su parte, los compuestos 34 y 36 tuvieron menor efecto
antiinflamatorio, mientras que los intermediarios 43 y 44 no presentaron efecto, e incluso el
compuesto 44, mostré un efecto proinflamatorio. A su vez, resulta atractivo porque fue uno de
los dos (compuesto 43 y 44) que por via sistémica tuvo un ligero efecto antiinflamatorio. Esto se

puede visualizar de mejor manera en la Figura 26.
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9. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de reaccién de la ruta de sintesis para la obtencién de los
vinilfosfonatos 33-36, obteniendo altos rendimientos de los intermediarios 40-41 y 43-44, y
rendimientos moderados para los productos 33-36, los cuales son de interés farmacolégico por
su elevado potencial de actuar como agentes antiartriticos y no han sido reportados en la

literatura.

Los diastereoisdmeros (E)-33 y (Z2)-34 productos de la reaccion HWE fueron separados por

cromatografia en columna e identificados por RMN de 'H a través del acoplamiento Jup.

Para la evaluacién de la actividad antinflamatoria sistémica en el modelo de carragenina, la
mayor actividad proinflamatoria se encontré en los compuestos conteniendo el anillo de
pirrolidina, la configuracién E en el fragmento vinilfosfonato y un sustituyente electrodonador

en el anillo aromatico [compuesto (E)-33].

El mayor efecto antiinflamatorio via administracién tdépica en el modelo de TPA se encontrd
para el compuesto 35, el cual contiene un anillo de pirrolidina, configuracion E en el dominio

vinilfosfonato y sustituyente electroatractor en el anillo aromatico.

Por administracion via topica, que consiste en aplicar directamente los tratamiento en el sitio de
dafio, los vinilfosfonatos 33-36 si presentaron actividad antiinflamatoria, mientras que por
administracién via oral tuvieron un efecto proinflamatorio. Por lo anterior, podemos decir que
la actividad antiinflamatoria es propia de los compuestos 33-36, y su efecto proinflamatorio
posiblemente es producto de las biotransformaciones resultantes antes de llegar al sitio de la

inflamacion.
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10. PERSPECTIVAS

Para complementar este estudio, resulta de gran interés ampliar la biblioteca de compuestos en

busca de explorar su potencial antiinflamatorio.

Realizar reacciones de hidrdlisis, hidrogenacidn, entre otras, y evaluar los nuevos compuestos

para ver el efecto del doble enlace o del grupo fosfonato en la actividad anti y proinflamatoria.

Realizar analisis informaticos para conocer el posible metabolismo, propiedades

farmacocinéticas y toxicoldgicas e interacciones ligando-receptor de los vinilfosfonatos.

Seria interesante realizar ensayos como inmunomoduladores utilizando los compuestos 33-36,

debido a su capacidad de actuar como proinflamatorios.
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12. ANEXOS
12.1 Parte experimental.

12.1.1 Informacién general.

Todos los reactivos empleados se adquirieron de Sigma-Aldrich y se utilizaron sin ningin
tratamiento adicional. Durante las purificaciones por cromatografia en columna se utilizé silica
gel 60® de 230-400 mesh y alumina neutra. El avance de las reacciones se monitoreé por
cromatografia en capa fina, utilizando cromatofolios Merck 60 F2s4, mezclas de disolventes de
diferente polaridad como fase mdévil y agentes reveladores como UV, yodo y p-anisaldehido.

El THF manipulado se obtuvo utilizando malla molecular como desecante bajo atmédsfera de
nitrégeno, partiendo de THF anhidro comercial.

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Varian MR 400 MHz. Los
desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millén (ppm) con respecto a la
referencia interna de tetrametilsilano (TMS). La multiplicidad de los sistemas de espin acoplados
se denotd de acuerdo con las siguientes abreviaturas: s (sefial sencilla), d (doblete), t (triplete), ¢
(cuadruplete), m (multiplete) y sus posibles combinaciones. Las constantes de acoplamiento (/)
se reportan en Hertz. Se utilizé CDCl3 como disolvente deuterado durante los analisis de RMN.
Los analisis de las muestras por espectrometria de masas se llevaron a cabo por infusién directa
utilizando el equipo SYNAPT G2-Si (Waters) equipado con fuente de ionizacion por
electronebulizacion (ESI), filtro de masas de cuadrupolo sencillo y analizador de masas de
tiempo de vuelo (Q-TOF).

Los parametros de operacion del espectrometro de masas fueron los siguientes: voltaje de
capilar de 3 kV, Voltaje de cono 30 V, temperatura del capilar 120 °C, temperatura de gas de
desolvatacién 350 °C, flujo de gas de desolvatacién 400 L por hora. Para la correccién de masa
se infundié continuamente el compuesto Leucina-encefalina con masa en ESI(+) de 556.2771
Da.

La preparacidn de las muestras para el analisis de masas se realizé primero diluyendo 3 mg del
compuesto en 1 mL de metanol (MeOH), para después centrifugar la disolucién a 18000 xg por
10 minutos. Del sobrenadante se tomaron 10 pL, el cual se mezclé con 2 pL de acido férmico

(HCOOH) al 50% y 1 mL de MeOH.
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12.2 Métodos de sintesis.

12.2.1 Sintesis de 2-bromo-1-(pirrolidin-1-il) etanona (40).

4 N\ En un matraz redondo provisto de agitacion magnética se
colocaron 1.2 mL (2.78 g, 14.38 mmol) de bromuro de

N
C T\Br bromoacetilo en 20 mL de CH,Cly. La disolucion resultante se
O

enfrié en un bafio de hielo de 0 a 5 °Cy se le adicionaron gota

40
\_ ) a gota via embudo de adicién 2.4 mL (2.4 g, 28.75 mmol) de

pirrolidina disuelto en 30 mL de CHxCl,. La mezcla de reaccién
se agitd de 0 a 25 °C durante 5 h. Transcurrido el tiempo de reaccién, se finalizé la reaccion
adicionando 20 mL de agua destilada, se trasvasé a un embudo de adicién, separando el
producto por biparticion en la fase organica. A la fase acuosa resultante se le extrajo el producto
remanente (3 X 20 mL CHxCly). Al extracto organico combinado se adicionaron 20 mL de HCI 0.2
M en un embudo de adicién para eliminar la pirrolidina remanente a través de la fase acuosa. La
fase organica final se desecd sobre Na;SOs, se filtré y concentrd a presion reducida, obteniendo

2.416 g (92%) de 40 como un sdlido blando que funde a temperatura ambiente.

RMN *H (400 MHz, CDCl3): & = 1.87-1.9 (m, 2H, CH); 1.98-2.05 (m, 2H, CH.); 3.50 (t, J = 6.9 Hz,
2H, CH2N), 3.54 (t, J = 6.8, 3.82 Hz, 2H, CH2N); 3.82 (sistema AB, J = 20.0 Hz, 2H, CH,Br). RMN 13C
(100 MHz, CDCl3): & = 24.31 (s, CH2Br); 26.15 (s, CHa); 27.39 (s, CH2); 46.43 (s, CHaN); 47.06 (s,
CH2N); 165.0 (s, NCO).

HRMS [FAB*]: calculado para CsH1oNOBr [M+H]*, m/z 192.0024; encontrado para [M+H]*, m/z
192.0095.
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12.2.2 Sintesis de 2-bromo-1-(piperidin-1-il) etanona (41).

4 ™ En un matraz redondo provisto de agitacién magnética se
N colocaron 1.2 mL (2.78 g, 13.78 mmol) de bromuro de
Tr\Br bromoacetilo en 20 mL de CH,Cl,. La disolucidon resultante se

O enfrié en un bano de hielode 0 a 5 °Cy se le adicionaron gota a

\_ 41 ) gota via embudo de adicién 2.72 mL (2.348 g, 27.56 mmol) de

pirrolidina disuelto en 30 mL de CHCl,. La mezcla de reaccion
se agité de 0 a 25 °C durante 5 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, se finalizd la reaccién
adicionando 20 mL de agua destilada, se trasvasé a un embudo de adicidn separando el
producto por biparticion en la fase organica. A la fase acuosa resultante se le extrajo el producto
remanente (3 X 20 mL CH,Cl;). Al extracto organico combinado se adicionaron 20 mL de HCI 0.2
M en un embudo de adicidn para eliminar la pirrolidina remanente a través de la fase acuosa. La
fase organica final se desecé sobre NaySOs, filtré y concentrd a presion reducida, obteniendo

2.47 g (87%) de 32 como un liquido amarillo claro.

RMN *H (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.55-1.60 (m, 2H, CH;); 1.63—1.69 (m, 4H, CH,); 3.41-3.46 (m, 2H,
CH2N); 3.52-3.62 (m, 2H, CH2N); 3.87 (sistema AB, J = 20.0 Hz, 2H, CH2Br). RMN 3C (100 MHz,
CDClz): & = 24.25 (s, CH2Br); 25.34 (s, CH2); 26.17 (s, CH2); 43.22 (s, CH2N); 47.90 (s, CH2N);
164.98 (s, NCO).

HRMS [FAB*]: calculado para CsH1oNOBr [M+H]*, m/z 206.0180; encontrado para [M+H]*, m/z
206.0184

59



12.2.3 Sintesis de (3-oxo0-3-(pirrolidin-1-il) propano-1,1-diil) bis(fosfonato) de tetraetilo

(43).

( ). En un matraz redondo se depositd una barra de agitacién, se
o S o - ,
| o selld, purgd y mantuvo en atmosfera de nitrégeno. Se agregd

0 P /
/L/< o 0.48 mL (1.93 mmol) de difosfonato de tetraetilo y disolvié en

N
P/O 8 mL de THF anhidro. La disolucién resultante se mantuvo en
G o)

// 0 agitacion y se enfriéd en un bafio de hielo a -5 °C. A la par, en
) W otro matraz sellado, purgado, en atmosfera de nitrégeno gas

N WV,

se depositaron 0.93 g (4.8 mmol) del intermediario 40 en 8 mL
de THF anhidro y se agitd en un bafo de hielo a -5 °C. Después de 20 min en agitacidn se
adicionaron gota a gota 1.5 equivalentes de NaHMDS al primer matraz. A la mezcla de reacciéon
resultante se adicioné el compuesto 40 gota a gota y se mantuvo en agitacion durante 10 min a
-5 °C y posteriormente 18 h sin agitacion a una temperatura de -20 °C en un congelador.
Habiendo transcurrido el tiempo de reaccién, la solucién se concentrd a presién reducida y el
residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna flash utilizando alimina como fase
estacionaria y una mezcla de CH2Cl,/AcOEt/MeOH (50:49:1) como fase mévil, obteniendo 0.687

g (89%) del intermediario 43 como un aceite amarillo ligeramente verdoso.

RMN H (400 MHz, CDCl3): & = 1.33 (t, J = 7 Hz, 12H, CHs); 1.83-2.00 (m, 2H, CH,); 2.79 (td, J =
16.2, 5.8 Hz, 2H, OCH,); 3.47 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH2N); 3.48 (tt, J = 20.4, 6.0 Hz, 1H, CHP,); 3.5 (t, J
= 6.8 Hz, 2H, CH2N); 4.10-4.25 (m, 8H, OCH,). RMN 3C (100 MHz, CDCls): & = 16.00 (d, J = 6.1 Hz,
CHs); 24.37 (s, CHa); 25.99 (s, CHa); 30.31 (t, J = 4.1 Hz, CH2); 31.59 (t, J = 135.4 Hz, CHP,); 46.08
(s, CH2N); 46.42 (s, CHaN); 62.70 (dd, J = 40.7, 6.5 Hz, OCH,); 167.69 (t, J = 7.6 Hz, NCO); RMN 3P
(161.9 MHz, CDCl3): & = 23.86 (s).

HRMS [FAB*]: calculado para CisH31NO7P2 [M+H]*, m/z 400.1654; encontrado para [M+H]*, m/z
400.1720.
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12.2.4 Sintesis de (3-oxo0-3-(piperidin-1-il) propano-1,1-diil) bis(fosfonato) de tetraetilo
(44).

N En un matraz redondo se deposité una barra de agitacion, se

e

o/

\\ |_o <
0.48 mL (1.93 mmol) de difosfonato de tetraetilo y disolvié en

C/ \\ 8 mL de THF anhidro. La disolucidn resultante se mantuvo en

selld, purgd y mantuvo en atmosfera de nitrégeno. Se agregd

agitacion y se enfrié en un bafio de hielo a -5 °C. A la par, en

44

. J/

otro matraz sellado, purgado, en atmdsfera de nitrégeno, se

depositaron 0.99 g (4.8 mmol) del intermediario 41 en 8 mL de THF anhidro y se agité en un
bafio de hielo a -5 °C. Después de 20 min en agitacion se adicionaron gota a gota 1.5
equivalentes de NaHMDS al primer matraz. A la mezcla de reaccién resultante se adiciond el
compuesto 41 gota a gota y se mantuvo en agitacion durante 10 min a -5 °C y posteriormente
18 h sin agitacién a una temperatura de -20 °C en un congelador. Habiendo transcurrido el
tiempo de reaccion, la solucién se concentro a presién reducida y el residuo obtenido se purificd
por cromatografia en columna flash utilizando alimina como fase estacionaria y una mezcla de
CHCly/AcOEt/MeOH (50:49:1) como fase movil, obteniendo 0.78 g (82 %) del intermediario 44

como un aceite amarillo.

RMN *H (400 MHz, CDCls): 6 =1.33 (t, J = 7.1 Hz, 12H, CHs); 1.52-1.59 (m, 4H, CH,); 1.61-1.72
(m, 2H CH2); 2.85 (td, J = 16.3, 5.5 Hz, 2H, OCHa); 3.39-3.50 (m, 4H, CH;N); 3.48-3.68 (m, 1H,
CHP,); 4.07-4.26 (m, 8H, OCH,). RMN 3C (100 MHz, CDCl3): & = 16.33 (d, J = 6.4 Hz, CHs); 24.48
(s CHa); 25.53 (s, CH2); 26.34 (s, CHa); 28.73 (t, J = 3.9 Hz, CH,); 31.62 (t, J = 135.4 Hz, CHP,);
43.55 (s, CHaN); 46.43 (s, CH2N); 62.71 (dd, J = 39.6, 6.6 Hz, OCH,); 167.30 (t, J = 7.4 Hz
NCO).RMN 3!P (161.9 MHz, CDCls): & = 23.99.

HRMS [FAB*]: calculado para CigH33sNO7P2 [M+H]*, m/z 414.1810; encontrado para [M+H]*, m/z
414.1809.
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12.2.5 Sintesis de (1- (4-metoxifenil) -4-oxo-4- (pirrolidin-1-il) but-1-en-2-il) fosfonato de
dietilo (33-34).

- / ~ En un matraz redondo se depositd una barra de agitacion, se sell§,
(o]
0 l\;/o/ purgd y mantuvo en atmodsfera de nitrégeno. Se agregd 0.35 g
~
(o]
< :N (0.883 mmol) de difosfonato de pirrolidina 43 y se disolvié en 7 mL

de THF anhidro. La disolucién resultante se mantuvo en agitacion y
se enfridé en un bafio de hielo/sal a -5 °C. A la par, en otro matraz

0\ sellado, purgado, en atmosfera de nitrégeno, se depositaron 0.12

33y34 J mL (0.97 mmol) de p-anisaldehido en 7 mL de THF anhidro y se

.

agitd por 5 min hasta disolver completamente y después se enfrié en un bafio de hielo a -5 °C.
Después de 20 min en agitacion se adicionaron gota a gota 1.5 equivalentes de n-Buli al primer
matraz. Se dejd reaccionar 15 min en el bafo y 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente
la reacciéon se mantuvo en bafio de hielo donde se le adicioné la disolucidn de p-anisaldeldehido
via canula. La mezcla de reaccidn se dejé en agitacidén por 10 min a -5 °C y 18 h sin agitacidén a
una temperatura de -20 °C en un congelador. Habiendo transcurrido el tiempo de reaccidn, la
solucién se concentrd a presién reducida y el residuo obtenido se purificéd por cromatografia en
columna flash utilizando silica como fase estacionaria y una mezcla de AcOEt/MeOH (90:10)
como fase moévil, logrando separar los diastereoisémeros E y Z, obteniendo 69 mg (20%) y 54 mg
(16%) de los productos 33 y 34, respectivamente, ambos con aspecto de aceite viscoso color

amarillo claro.

Isémero (E)-33

RMN H (400 MHz, CDCl3): & = 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CHs); 1.85-2.03 (m, 4H, CH,); 3.41 (d, J =
18.7 Hz, 2H, COCHy), 3.49-3.57 (m, 4H, CH2N), 3.82 (s, 3H, OCHs); 4.05-4.20 (m, 4H, OCH); 6.90
(d, J = 8.8 Hz, 2H, CHy); 7.55 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH2); 7.66 (d, J = 23.9 Hz, 1H, CHAr). RMN 3C (100
MHz, CDCl3): 6 = 16.48 (d, J = 6.9 Hz, CHs); 24.67 (s, CH3); 26.35 (s, CH,); 33.73 (d, J = 10.5 Hz,
CCHy); 46.20 (s, CHN); 47.05 (s, CH2N); 55.43 (s, OCHs); 62.08 (d, J = 5.1 Hz, OCH); 113.99 (s,
Ar); 121.99 (d, J = 181.2 Hz, CHP); 127.88 (d, J = 22.7 Hz, Ar); 130.90 (s, Ar); 146.61 (d, J = 11.7
Hz, CHAr); 160.25 (s, Ar); 168.35 (d, J = 1.8 Hz, NOC). RMN 3P (161.9 MHz, CDCls): & = 22.07.
HRMS [FAB']: calculado para CigH2sNOsP [M+H]*, m/z 382.1783; encontrado para [M+H]*, m/z
382.1952.
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Isémero (2)-34

RMN !H (400 MHz, CDCls): 8 = 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 6H, CH3); 1.84-2.01 (m, 4H, CH,); 3.40 (d, J =
13.3 Hz, 2H, COCH,), 3.48-3.55(m, 4H, CH,N), 3.82 (s, 3H, OCHs); 3.92-4.01 (m, 4H, OCH,); 6.86
(d, J = 8.8 Hz, 2H, CH,); 7.16 (d, J = 47.1 Hz, 1H, CHAr); 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H, CH,). RMN 3C (100
MHz, CDCl3): § = 15.98 (d, J = 7.0 Hz, CHs); 24.43 (s, CH3); 26.13 (s, CH2); 41.79 (d, J = 12.0 Hz,
CCHy); 45.90 (s, CHN); 46.77 (s, CH2N); 55.22 (s, OCHs); 61.80 (d, J = 5.6 Hz, OCH); 113.12 (s,
Ar); 121.35 (d, J = 178.8 Hz, CHP); 128.13 (d, J = 7.4 Hz, Ar); 131.13 (s, Ar); 146.76 (d, J = 8.8 Hz,
CHAr); 159.85 (s, Ar); 169.04 (d, J = 4.7 Hz, NOC). RMN 3P (161.9 MHz, CDCls): 6 = 18.12 (s).
HRMS [FAB']: calculado para CigH2sNOsP [M+H]*, m/z 382.1783; encontrado para [M+H]*, m/z
382.1952.
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12.2.6 Sintesis de (E)-(1- (4-nitrofenil) -4-oxo-4- (pirrolidin-1-il) but-1-en-2-il) fosfonato de
dietilo (35).

4 \

/ En un matraz redondo se depositd una barra de agitacidn, se sello,

g<§/ purgd y mantuvo en atmdsfera de nitrégeno. Se agregé 0.3 g (0.75

C/N N mmol) del difosfonato de pirrolidina 43 y disolvié en 7 mL de THF
anhidro. La disolucién resultante se mantuvo en agitacién y se

enfrid en un bafio de hielo/sal a -5 °C. A la par, en otro matraz
O,N

35

sellado, purgado, en atmdsfera de nitrégeno, se depositaron 0.136

g (0.9 mmol) del p-nitrobenzaldehido en 7 mL de THF anhidro y se
agitd por 5 min hasta disolver completamente y después se enfrié en un bafio de hielo a -5 °C.
Después de 20 min en agitacion se adicionaron gota a gota 1.5 equivalentes de n-Buli al primer
matraz. Se dejdé reaccionar 15 min en el bafio de hielo y 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente la reacciéon se mantuvo en el bafio donde se le adiciond la disolucién del p-
nitrobenzaldehido via canula. La mezcla de reaccidn se dejé en agitacion por 10 mina-5°Cy 18
h sin agitaciéon a una temperatura de -20 °C en un congelador. Habiendo transcurrido el tiempo
de reaccion, la solucién se concentrd a presién reducida y el residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna flash utilizando silica como fase estacionaria y una mezcla de
AcOEt/MeOH (90:10) como fase movil, obteniendo Unicamente 94 mg (32%) del

diastereoisdmero (E)-35 como un aceite viscoso color amarillo obscuro.

RMN H (400 MHz, CDCl3): 8 = 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CHs); 1.86-2.05 (m, J = 36.5 Hz, 4H, CH,);
3.36 (d, J = 18.6 Hz, 2H, COCH,); 3.49-3.58 (m, 4H, CH2N); 4.05-4.25 (m, 4H, OCH); 7.75 (d, J =
23.6 Hz, 1H, CHAr); 7.80 (d, J = 8.9 Hz, 2H, CH); 8.22 (d, J = 8.8 Hz, 2H, CH2). RMN 3C (100 MHz,
CDCl3): 6 = 16.31 (d, J = 6.8 Hz, CH3); 24.49 (s, CH2); 26.12 (s, CH»); 33.44 (d, J = 9.9 Hz, CCH,);
46.12 (s, CH2N); 46.99 (s, CH2N); 62.30 (d, J = 5.2 Hz, OCH>); 123.63 (s, Ar); 128.27 (d, J = 179.3
Hz, CP); 129.78 (d, J = 1.4 Hz, Ar); 141.56 (d, J = 22.3 Hz, CCH); 144.05 (d, J = 11.8 Hz, CH); 147.71
(s, ArNOy); 167.36 (d, J = 1.6 Hz, NCO). RMN 3P (161.9 MHz, CDCl3): 8 = 19.21 (s).

HRMS [FAB']: calculado para CigsH2sN,06P [M+H]*, m/z 397.1528; encontrado para [M+H]*, m/z
397.1576.
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12.2.7 Sintesis de (E)-(1- (4-nitrofenil) -4-oxo-4- (piperidin-1-il) but-1-en-2-il) fosfonato de
dietilo (36).
r N En un matraz redondo se depositdé una barra de agitacién, se

o) OJ selld, purgd y mantuvo en atmoésfera de nitrégeno. Se agregdé
0.45 g (1.08 mmol) de difosfonato de piperidina 44 y disolvié en
O \ 7 mL de THF anhidro. La disolucidn resultante se mantuvo en
agitacion y se enfrié en un bafio de hielo/sal a -5 °C. A la par, en

otro matraz sellado, purgado, en atmdsfera de nitrégeno gas, se

36 depositaron 0.19 g (1.3 mmol) del p-nitrobenzaldehido en 7 mL

de THF anhidro y se agitd6 por 5 min hasta disolver
completamente y después se enfrid en un bafo de hielo a -5 °C. Después de 20 min en agitacion
se adicionaron gota a gota 1.5 equivalentes de n-BulLi al primer matraz. Se dejé reaccionar 15
min en el bafio de hielo y 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente la reaccién se
mantuvo en bafo de hielo donde se le adiciond la disolucién del p-nitrobenzaldehido via canula.
La mezcla de reaccién se dejo en agitacion por 10 min a -5 °C y 18 h sin agitacién a una
temperatura de -20 °C en un congelador. Habiendo transcurrido el tiempo de reaccion, la
solucion se concentrd a presidn reducida y el residuo obtenido se purificd por cromatografia en
columna flash utilizando silica como fase estacionaria y una mezcla de AcOEt/MeOH (90:10)
como fase movil, obteniendo Unicamente 115 mg (26%) del diastereoisémero (E)-36 como un

aceite viscoso color amarillo obscuro.

RMN *H (400 MHz, CDCl3): § = 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3); 1.54-1.73 (m, 6H, CH2CH,CH); 3.40
(d, J = 18.3 Hz, 1H, COCH,); 3.46 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CHaN); 3.60 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CHaN); 4.10-4.21
(m, 4H, OCH,); 7.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH,); 7.74 (d, J = 23.8 Hz, 1H, CHAr); 8.22 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
CH2). RMN 3C (100 MHz, CDCls): & = 16.31 (d, J = 6.7 Hz, CHa); 24.46 (s, CH,); 25.67 (s, CH2);
26.08 (s, CH,); 31.87 (d, J = 9.5 Hz, CH,C); 43.35 (s, CH2N); 47.25 (s, CH2N); 62.33 (d, J = 5.3 Hz,
OCH,); 123.62 (s, Ar); 128.87 (d, J = 180.0 Hz, CP); 129.71 (d, J = 1.4 Hz, Ar); 141.63 (d, J = 22.6
Hz, CCH); 143.69 (d, J = 11.7 Hz, CH); 147.61 (s, ArNO2); 167.15 (d, J = 1.7 Hz, NCO). RMN 31p
(161.9 MHz, CDCl3): & = 19.45 (s).

HRMS [FAB*]: calculado para CigH27N206P [M+H]Y, m/z 411.1684; encontrado para [M+H]*, m/z
411.1690.
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12.2.8 Caracterizacion de intermediarios y productos de sintesis.

Espectros de *H (400 MHz, CDCls) y *3C (100 MHz, CDCls3) del bromuro 40.
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Espectros HRMS del bromuro 41.
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Espectros HRMS TOF MS ES+ del bisfosfonato 43.

Espectros HRMS TOF MSMS 400.00 ES+ del bisfosfonato 43 y patrén de fragmentacién
propuesto.

72



73



74



Espectros HRMS TOF MSMS 414.00 ES+ del bisfosfonato 44 y patrén de fragmentacion
propuesto.
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Espectro HRMS TOF MS ES+ de vinilfosfonato 33.

Espectro HRMS TOF MSMS 382.00 ES+ de vinilfosfonato 33 y patron de fragmentacion
propuesto.
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Espectro HRMS TOF MS ES+ de vinilfosfonato 34.

Espectro HRMS TOF MSMS 382.00 ES+ de vinilfosfonato 34 y patrén de fragmentacidn
propuesto.

81



en h tl en fxj © co en rH en eo en
esj rsj 00 ©O O en en on 00 en en en
co co r< eli eli e - i

en o

[ — —

4.5 4.0
1 (ppm)

90 80
fl (ppm)

Espectros de 1H (400 MHz, CDCls) y 13C (100 MHz, CDCls) del vinilfosfonato 3s.

82



83



Espectro HRMS TOF MS ES+ de vinilfosfonato 35.

Espectros HRMS del vinilfosfonato 35 y patréon de fragmentacién propuesto.
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Espectro HRMS TOF MS ES+ del vinilfosfonato 36.

Espectros HRMS del vinilfosfonato 36 y patrén de fragmentacion propuesto.
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12.3 Evaluacion de actividad antiinflamatoria en modelos de inflamacién aguda.

Grupos de ratones para evaluacidn antiinflamatoria.

Comparacion del edema subplantar en el tratamiento control. Primera hora y quinta hora,
izquierda y derecha respectivamente. Modelo de carragenina.
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Medicion del edema subplantar en ratones. Modelo de carragenina.
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Aplicacion de TPA en orejas de ratones. Modelo de inflamacién tépica.

Edema auricular a la sexta hora en el tratamiento control. Modelo de inflamacién tépica.

90



Edema auricular a la sexta hora con los tratamientos 43-44 y 33-36. Modelo de inflamacion
tépica

91



