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Resumen

En este trabajo se describe la sintesis de nuevos a-amidofosfonatos, los cuales fueron preparados a partir de la (S)-fenilalanina, la 2-metil-5-
nitroanilina y el 2-aminofenol. Las rutas sintéticas empleadas para la preparacion de los compuestos presentan buenos rendimientos
quimicos. Las moléculas obtenidas fueron caracterizadas por RMN 'H y EM, fueron utilizadas para sintetizar un complejo de Sn(IV) y
evaluar su efecto toxico sobre Artemia Salina. Aun cuando se puede sintetizar exitosamente el complejo de estafio, las pruebas biologicas y su
posible aplicacion terapéutica esta limitada por la alta inestabilidad a temperatura ambiente. El ensayo en A. salina permitio realizar un
tamizaje adecuado descartando diversos compuestos y focalizando la atencion en los que tuvieron mejor capacidad toxica. Los
amidofosfonatos 12 y 13 muestran datos prometedores, por lo cual se proponen como candidatos para estudiar su actividad sobre cultivos de
células de origen neoplasico y sobre células normales.

Palabras clave: a-amidofosfonatos, Artemia salina, sintesis asimétrica.

1. Introduccion

Uno de los problemas de salud a nivel mundial y
causa de muerte prematura es el cancer, problema
actualmente en expansion. Se pronostica que el indice
de mortalidad mundial debido al céncer tenga un
incremento del 45% entre 2007 y 2030, es decir, de 7.9
millones de defunciones pasara a 11.5 millones. De
igual manera se espera que la incidencia de nuevos
casos incremente de 11.3 millones en 2007 hasta 15.5
millones en 2030 [1].

Para comprender la complejidad del problema es
necesario entender qué es el cancer. Este es un proceso
de crecimiento y diseminacién incontrolados de
células anormales. Puede aparecer practicamente en
cualquier lugar del cuerpo. En muchos casos, el tumor
suele invadir el tejido circundante y diseminarse via
sanguinea o linfatica para provocar metastasis en
puntos distantes del organismo [2]. El cancer
comienza con la modificacion de una célula normal a
través de un proceso que abarca varias fases, desde la
progresion de una lesion precancerosa a un tumor
maligno. Dichos cambios pueden ser ocasionados por
la interaccion entre los factores genéticos de una
persona y por agentes externos tales como:
carcindgenos fisicos (por ejemplo: luz ultravioleta y
radiaciones ionizantes), carcindgenos quimicos (por
ejemplo: asbesto y humo de tabaco) y carcindgenos
biologicos (por ejemplo: infecciones causadas por
ciertos virus, bacterias o parasitos). El envejecimiento
es otro factor fundamental en el desarrollo de cancer.
La incidencia de cancer aumenta espectacularmente

con la edad, muy probablemente porque con la edad
aumenta la acumulacion de factores de riesgo y
mutaciones hacia distintos tipos de cancer. La
acumulacion general de factores de riesgo se combina
con la tendencia de los mecanismos de reparacion
celular a perder eficacia con la edad. El consumo de
tabaco, el consumo de alcohol, la ingesta insuficiente
de frutas y hortalizas, las infecciones por virus de la
hepatitis B, de la hepatitis C y por virus del papiloma
humano (VPH) son los principales factores de riesgo
de cancer en los paises de ingresos bajos y medianos.
El cancer cervicouterino causado por VPH es una de
las principales causas de defuncion por cancer entre
las mujeres en paises de bajos ingresos. En los paises
de ingresos elevados, el consumo de tabaco y alcohol,
el exceso de peso y la obesidad son causas muy
importantes de cancer [3].

Existen procesos como la necrosis y apoptosis para
combatir de manera natural a las células cancerosas en
el organismo, pero el sistema inmunologico no
siempre es capaz de ganar esta batalla y es cuando se
debe recurrir al uso de estrategias como lo son cirugia,
quimioterapia y radioterapia o combinaciones de
ellas. En este sentido, la quimioterapia y radioterapia
pueden inducir dafio irreparable al ADN, lo cual
puede cesar lareplicacion de células tumorales y crear
condiciones de apoptosis. La radiacion ionizante
causa dafio indirecto en la cadena de ADN mediante
las especies reactivas de oxigeno, mientras que la
quimioterapia utiliza sustancias quimicas que
interactiian directamente con el ADN [4].
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A pesar de la gran variedad de farmacos
antineoplasicos existentes, la mayoria de ellos
provocan efectos colaterales adversos que van desde la
caida del cabello y episodios de diarrea, hasta
debilitamiento general y hepatotoxicidad o
nefrotoxicidad. Debido a esto, la busqueda de nuevos
compuestos o moléculas, ya sean naturales o
sintéticos, que puedan ser utilizados en el disefio de
nuevas estrategias de tratamiento o prevencion del
cancer es de vital importancia para encontrar nuevas
alternativas que ofrezcan mejor relacion costo-
beneficio. Con base en todo lo anterior y para
satisfacer la creciente demanda de mejores
alternativas contra el céancer, diversos equipos de
investigacion se han dado a la tarea de disefiar y
sintetizar nuevos compuestos que puedan ser
utilizados como farmacos antineoplésicos [5-9].

2. Parte experimental
2.1 Informacién general

El material de vidrio, agitadores magnéticos,
jeringas, canulas y agujas que se utilizaron para
reacciones en condiciones anhidras se secaron en una
estufa a una temperatura de 120°C. Todas las materias
primas y reactivos empleados se adquirieron en
Aldrich, Fluka y otros distribuidores de reactivos y
equipos para laboratorio. Todos los experimentos que
requirieron condiciones anhidras fueron llevados a
cabo en atmosfera inerte de nitrogeno (N,) usando
técnicas de Schlenk en una linea dual de
nitrogeno/vacio junto con una caja de guantes de
atmosfera de argon (Ar). Los disolventes utilizados
para estos experimentos (tetrahidrofurano, hexano,
diclorometano) se obtuvieron de una caja de
disolventes MBRAUN MB-SPS.

Los puntos de fusion se determinaron en equipos
Mel-Temp, los espectros de RMN se obtuvieron con
un espectrometro Varian MERCURY 200 a 200MHz
para 'H , 81MHz para "'P y 50MHz para “C, Varian
MERCURY 300 a 300MHz para 'H, 121MHz para *'P
y 75MHz para "C, Varian INOVA 400 a 400MHz para
'Hy 100MHz para "C. Los desplazamientos quimicos
(8) se reportan en partes por millon (ppm) respecto a la
referencia interna de tetrametilsilano (TMS) para 'H;
las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en
Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales se
denotaron con las siguientes abreviaturas: s para
indicar una sefial simple, d para indicar una sefal
doble, dd para indicar una sefial doble de dobles, # para
indicar una sefial triple, df para indicar un doble de
triples, ¢ para indicar una sefial cuadruple, m para
indicar una sefial multiple, @ para indicar una sefal
ancha, sistema AB; empleando en ocasiones
combinaciones de ellas. El disolvente deuterado
empleado en las determinaciones fue CDCI,. El curso
de las reacciones se sigui6 por cromatografia en capa
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fina, empleando como fase estacionaria gel de silice y
como revelador se utilizo luz ultravioleta y vapores de
iodo. La purificacion de los productos obtenidos de las
reacciones realizadas se llevd a cabo por
cromatografia en columna utilizando silica gel Merck
60 (230-400 mm). Los analisis de masas de alta
resolucion (EMAR) se llevaron a cabo en un equipo
JEOL MStation JMS-700.

Para las pruebas in vivo utilizando Artemia Salina se
utilizaron una incubadora casera de doble camara (una
de ellas oscura), una lampara convencional con una
bombilla incandescente de 40 W y una bomba
aireadora para pecera. El agua utilizada para preparar
el medio salino fue obtenida de un equipo Milli-Q y se
utilizaron sal de mar y levadura comerciales. Las
pruebas se realizaron en placas de 6 pozos para
ensayos celulares. El conteo de nauplios y las
mediciones de los volimenes a utilizar se realizaron
con micropipetas de 200 pL, 200-1000 L y 500-2500

pL asimple vista.

2.2 Sintesis del clorhidrato del ($)-2-amino-3-
fenilpropanoato de metilo (2).

En un matraz redondo de 500mL provisto de un
agitador magnético se agregaron 5.00 g (30.27 mmol)
de (S)-fenilalanina y se adicionaron 150 mL de
metanol. El matraz se enfri6 en un baiio de hielo a 0°C
y se adiciono lentamente 3.96 g (2.43 mL, 33.29
mmol) de cloruro de tionilo (SOCL,) evitando contacto
con partes metalicas. La mezcla se dejo reaccionar por
20 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo se evaporo el disolvente hasta sequedad y al
solido resultante se le anadieron 20 mL de éter etilico,
se dejo en agitacion por 10 - 15 minutos y finalmente
se filtr6 a vacio y se seco, obteniéndose con un 94% de
rendimiento quimico. P. f.=140°C.

2.3 Sintesis del (S5)-2-(2-bromoacetamido)-3-
fenilpropanoato de metilo (4).

En un matraz redondo de 500 mL provisto de un
agitador magnético se agregaron 5.00 g (23.18 mmol)
del clorhidrato de éster metilico 2 y se adicionaron 150
mL de una mezcla 4:1 de diclorometano:agua. A la
solucion resultante se le adicionaron 8.01 g (57.96
mmol) de carbonato de potasio y posteriormente se
agregaron 5.15 g (2.22 mL, 25.50 mmol) de bromuro
de bromoacetilo 3 gota a gota. La mezcla de reaccion
se dejo en agitacion durante 20 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se llevo a cabo la
separacion de la fase organica, lavandose tres veces la
fase acuosa con acetato de etilo (30 mL cada vez). La
fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se
evapord hasta sequedad y se purificé por
cromatografia en columna, obteniéndose un
rendimiento quimico del 89%. P. f. = 82 °C. RMN 'H
(400 MHz, CDCl,): 63.12(dd,J=13.9Hz,6.0 Hz,
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1H, CH,Ph), 3.18 (J = 13.9 Hz, 5.7 Hz, 1H, CH,Ph),
3.74 (s, 3H, CH,0), 3.82 y 3.86 (AB, J = 13.6 Hz, 2H,
CH,Br), 4.85 (dt,J =7.9 Hz, 5.8 Hz, 1H, CHBn), 6.86
(d,J=5.4Hz, 1H,NH), 7.24-7.33 (m, 5H, H,,..)-

2.4 Sintesis del (S5)-2-(2-(dimetoxifosforil)
acetamido)-2-fenilacetato de metilo (5).

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un
agitador magnético, con un condensador acoplado, se
agregaron 2.50 g (8.33 mmol) de la bromoamida del
éster metilico 4 y se le adicionaron 3.10 g (2.95 mL,
24.99 mmol) de trimetilfosfita en ausencia de
disolvente. El matraz se sumergid en un bafio de aceite
mineral a una temperatura de 110+ 5 °C y lamezcla de
reaccion se dejo en agitacion por 5 horas. Transcurrido
este tiempo, el matraz se montd en un sistema de
destilacion a presion reducida a una temperatura de 130
°C durante 5 horas para eliminar los compuestos
volatiles [(MeO),P y (MeO),P(O)Me]. El residuo
resultante se purifico por cromatografia en columna
utilizando un sistema de disolventes 5:4:1
(AcOEt:Hex:MeOH), obteniéndose un liquido viscoso
(97%). RMN 'H (400 MHz, CDCL,): § 2.84 (dd, J,,,

=19.9 Hz, J,,, = 15.12 Hz, 1H, CH,P), 2.90 (dd, J,,,
=19.9 Hz, J,,, = 15.12 Hz, 1H, CH,P), 3.06 (dd, J =

14.0Hz, 7.1 Hz, 1H, CH,Ph), 3.18 (dd,/=14.0Hz, 5.5
Hz, 1H, CH,Ph), 3.69 (d, J = 11.2 Hz, 3H, CH,OP),
3.76 (d,J = 11.2 Hz, 3H, CH,0OP), 3.71 (s, 3H, CH,0),
4.84(dt,J=7.3Hz,5.5Hz, 1H,CHBn), 7.13(d,J=7.5
Hz, 1H,NH),7.16-7.32 (m, 5H, H,,,.).

2.5 Sintesis del (:5)-2-(2-(dietoxifosforil)acetamido)-
2-fenilacetato de metilo (6).

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un
agitador magnético, con un condensador acoplado, se
agregaron 2.50 g (8.33 mmol) de la bromoamida del
éster metilico 4 y se le adicionaron 4.15 g (4.28 mL,
24.99 mmol) de trietilfosfita en ausencia de disolvente.
El matraz se sumergio en un bafio de aceite mineral a
una temperatura de 110 + 5 °C y la mezcla de reaccion
se dejo en agitacion por 5 horas. Transcurrido este
tiempo, el matraz se montd en un sistema de destilacion
a presion reducida a una temperatura de 150 °C durante
5 horas para eliminar los compuestos volatiles [(EtO),P
y (EtO),P(O)Et]. El residuo resultante fue utilizado sin
purificaciéon adicional, obteniéndose un liquido
viscoso amarillo (95%).

2.6 Sintesis del ($)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
il)amino)-2-oxoetil) fosfonato de dimetilo (7) [10].
En un matraz redondo de 250 mL provisto de un
agitador magnético, con un sistema de reflujo
acoplado, se agregaron 4.00 g (12.15 mmol) de la
fosfonoamida de éster metilico 6 con 1.84 g (48.59
mmol) de borohidruro de sodio (NaBH,); se
adicionaron 30 mL de tetrahidrofurano (THF) y se
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calentd a 65°C por 15 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 15 mL de metanol grado reactivo gota a
gota y se dejo reaccionar en agitacion y reflujo por 4
horas. Una vez consumada la reaccion, se acidifico con
HCV/MeOH al 20% hasta ya no observar precipitacion.
La mezcla de reaccion se filtro a vacio y luego se
agregaron 10 mL de agua destilada. Se evaporaron los
componentes volatiles de la solucion y se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3x30 mL). La fase
orgénica se seco con sulfato de sodio anhidro y se
evapord hasta sequedad. Finalmente, se purificé por
columna cromatografica utilizando como fase movil
una mezcla de disolventes: acetato de etilo, hexano y
metanol en una proporcién 5:4:1, sobre una fase
estacionaria de silica gel, obteniéndose un liquido
viscoso (90%). RMN 'H (400 MHz, CDCL,): §2.88 (d,
Ju»=19.9 Hz, 2H, CH,P), 2.89 (dd, J =7.4 Hz,J = 2.2
Hz, 2H, CH,Ph), 3.54 (dd, J = 11.3 Hz, 4.8 Hz, 2H,
CH,0OH), 3.69 (d, J = 11.2 Hz, 3H, CH,0P), 3.77 (d, J
=11.2 Hz, 3H, CH,0P), 4.21 (m, 1H,CHBn), 7.1 (d, J
=7.9Hz, 1H,NH),7.18-7.30 (m, 5H, H,,,..)-

2.7 Sintesis del (S)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
il)amino)-2-oxoetil) fosfonato de dietilo (8).

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un
agitador magnético, con un sistema de reflujo
acoplado, se agregaron 4.00 g (11.19 mmol) de la
fosfonoamida de éster metilico 6 con 1.69 g (44.78
mmol) de borohidruro de sodio (NaBH,); se
adicionaron 30 mL de tetrahidrofurano (THF) y se
calentd a 65°C por 15 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 15 mL de metanol grado reactivo gota a
gota y se dejo reaccionar en agitacion y reflujo por 4
horas. Una vez consumada la reaccion, se acidifico con
HCI/MeOH al 20% hasta ya no observar precipitacion.
La mezcla de reaccion se filtro a vacio y luego se
agregaron 10 mL de agua destilada. Se evaporaron los
componentes volatiles de la solucion y se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3x30 mL). La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro y se
evapord hasta sequedad. Finalmente, se purificé por
columna cromatografica utilizando como fase movil
una mezcla de disolventes: acetato de etilo, hexano y
metanol en una proporcién 5:4:1, sobre una fase
estacionaria de silica gel, obteniéndose un liquido
viscoso (84%). RMN 'H (400 MHz, CDCL,): § 1.28 (t,
J =7.1 Hz, 3H, CH,CH,OP), 1.31 (t, J =7.1 Hz, 3H,
CH,CH,0P), 2.82 (d, J = 21.0 Hz, 2H, CH,P), 3.50-
3.69 (m, 2H, CH,0H), 3.98-4.14 (m, 4H, CH,CH,OP),
4.16-4.25 (m, 1H, CHBn), 6.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
NH), 7.16-7.31 (m, 5H, H,,,..). RMN *'P (121 MHz,
CDCl,):822.97.
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2.8 Sintesis del (2-((2-hidroxifenil)amino)-2-
oxoetil)fosfonato de dietilo (12).

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un
agitador magnético y un tapon, se agregd 1.0g (9.16
mmol) de la anilina 10 con 1.96 g (10.08 mmol) del
acido dietilfosfoacético 9 y se pusieron bajo atmosfera
de nitrogeno. Posteriormente en otro matraz redondo
de 250 mL se pesaron 1.89 g (9.16 mmol) de
diciclohexil carbodiimida (DCC)y 0.22 g (1.83 mmol)
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), se colocaron bajo
atmosfera de nitrogeno, se disolvieron completamente
en aproximadamente 30 mL de CH,CI, seco y se
transfirieron via canula al primer matraz. La mezcla de
reaccion se puso en agitacion constante por 20 horas a
temperatura ambiente, manteniendo la atmosfera
inerte. Pasado este tiempo la reaccion fue monitoreada
mediante cromatografia en capa fina con una fase
movil de acetato de etilo:hexano (7:3). Finalizada la
reaccion se procedio a eliminar el solido blanco
formado (diciclohexilurea, DCU) mediante
precipitacion en frio y filtracion a vacio lavando con
AcOEt. Finalmente la solucién se llevé a sequedad y
se purificé por columna cromatografica utilizando un
sistema de elucion acetato de etilo:hexano (7:3),
obteniéndose el compuesto deseado como un aceite de
color café claro (66%). RMN "H (400 MHz, CDCl,): &
1.35(t,J =7.1 Hz, 6H, CH,CH,0OP), 3.10 (d, J =21.0
Hz, 2H, CH,P), 4.18 (dc, J = 14.2 Hz, 7.1 Hz, 4H,
CH,0P), 6.8 (td, J = 7.6 Hz, 1.5 Hz, 1H, H,,,,,), 6.95
(dd,/=8.1Hz,1.5Hz, 1H,H,_,), 7.04 (td, /= 8.6 Hz,
1.5 Hz, 1H, H,,), 7.46 (dd, J = 7.9 Hz, 1.3 Hz, 1H,
H,.), 8.84 y 9.28 (2a, 2H, OH, NH). RMN "P (121

MHz, CDCL,): §22.97.

2.9 Sintesis del (2-((2-metil-5-nitrofenil)amino)-2-
oxoetil) fosfonato de dietilo (13).

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un
agitador magnético y un tapon, se agregd 1.0g (6.57
mmol) de 11 con 1.42 g (7.23 mmol) del acido
dietilfosfoacético 9 y se pusieron bajo atmoésfera de
nitrogeno. Posteriormente en otro matraz redondo de
250 mL se pesaron 1.36 g (6.57 mmol) de
diciclohexilcarbodiimida (DCC)y 0.16 g (1.31 mmol)
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), se colocaron bajo
atmosfera de nitrogeno, se disolvieron completamente
en aproximadamente 30 mL de CH,CI, seco y se
transfirieron via canula al primer matraz. La mezcla de
reaccion se puso en agitacion constante por 20 horas a
temperatura ambiente, manteniendo la atmosfera
inerte. Pasado este tiempo la reaccion fue monitoreada
mediante cromatografia en capa fina con una fase
movil de acetato de etilo:hexano (7:3). Finalizada la
reaccion se procedio a eliminar el solido blanco
formado (diciclohexilurea, DCU) mediante
precipitacion en frio y filtracion a vacio lavando con
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AcOEt. Finalmente la solucion se llevo a sequedad y
se purificd por columna cromatografica utilizando un
sistema de elucion acetato de etilo:hexano (7:3),
obteniéndose el compuesto deseado como un so6lido
amorfo de color amarillo (1.0608 g,63%), p. f.=95-97
°C.RMN 'H (400 MHz, CDCL,): § 1.38 (t,J = 7.4 Hz,
6H, CH,CH,OP), 2.40 (s, 3H, CH,Ph), 3.11(d,J =
20.4 Hz,2H, CH,P), 4.20 (dc,J = 14.2 Hz, 7.1 Hz, 4H,
CH,0P), 7.27 (d, J = 10 Hz, 1.5 Hz, 1H, H,,,,,), 7.85
(dd,J=8.4Hz,2.6 Hz, 1H, H,,,),8.77 (d,J = 2.2 Hz,
1H, H,_), 9.23 (s, 1H, NH). RMN "P (121 MHz,
CDCl,):623.91.

2.10 Sintesis del complejo de estaiio (14).

Dentro de una caja seca en atmoésfera de argdn, se
coloc6 0.5 g (1.66 mmol) de 7 en un matraz de Schlenk
provisto de un agitador magnético y se adiciond
dicloro metano como disolvente. Posteriormente se
adiciono 0.186 g (1.66 mmol) de tertbutéxido de
potasio y se dejé en agitacion de 2 a 4 horas.
Transcurrido este tiempo se adiciono 0.252 g (0.083)
de cloruro de dibutil estafio y se dejoé nuevamente en
agitacion de 4 a 6 horas. Luego de este tiempo se
extrajo el matraz de la caja seca y se colocd en una
linea de nitrogeno/vacio para su manipulacion:
adicion de disolvente, evaporacion parcial o total y
filtracidon via canula, obteniéndose un sélido blanco
(25%) que se descompone a temperatura ambiente.

2.11 Métodos biologicos

Inicialmente se llevd a cabo la incubacion y
eclosion de los huevecillos de Artemia salina. Para
esto se prepard6 un medio adecuado para su
crecimiento como se describe a continuacion.

Para un litro de medio se pesaron 40 gramos de sal
marina en grano y 0.006 gramos de levadura
comercial. Se agregaron de 950 a 990 mL de agua para
disolver la sal y suspender la levadura
homogéneamente y se llevo esta mezclaaun pH de 7.8
ajustando con HCI 1N y NaOH IN. Posteriormente se
aforaaun litro.

Se coloco medio suficiente en la incubadora (400 a
600 mL) hasta rebasar el nivel de la ventanilla que
comunica la camara oscura con la expuesta a la luz. Se
agregaron 0.5 gramos de huevecillos de A. salina en la
camara oscura y burbujed aire suavemente para evitar
la migracion de los huevecillos fuera de la camara
oscura. Se coloco la lampara a 30 cm de distancia por
encima de la incubadora y se mantuvo a 29-32 °C.
Después de 24 horas se recolectaron los nauplios que
migraron hacia la camara expuesta a la luz y se
colocaron en un recipiente traslucido con 350-400 mL
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de medio salino. Luego de 24 horas mas, es decir,
transcurridas 48 horas desde que se pusieron en
eclosion, se colocaron de 9 a 11 nauplios en cada
pocillo de una microplaca de 6 pozos, en un volumen
conocido de medio, menor o igual a 4 mL, pues el
volumen final fue de 5 mL. Se prepararon 3 pozos para
cada concentracion a probar, en este caso, para los
compuestos sintetizados se probaron 100, 50 y 25
png/mL. El control de viabilidad fue medio de cultivo.
Como control positivo de muerte se utilizé dicromato
de potasio a concentraciones de 50, 25, 10 y 0 ug/mL.
Segun los calculos de concentracién realizados, se
agrego a cada pozo la cantidad de medio total necesario
para que al adicionar el volumen de la dilucién de cada
compuesto sumara 5000 pL. Se dejaron las placas con
A. salina bajo la lampara por 24 horas y finalmente se
contd el numero de organismos vivos y muertos [11-
17].

3. Resultados y discussion

3.1 Sintesis del (S)-(2-((1-hidroxi-3-fenilpropan-2-
il)amino)-2-oxoetil) fosfonato de dimetilo (7) y del
(2-((2-hidroxifenil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de
dietilo (8).

La sintesis de 7 y 8 se llevo a cabo a partir de la (S)-
fenilalanina, la cual se hace reaccionar con cloruro de
tionilo (SOCL,) en metanol, generandose el clorhidrato
del éster metilico como un sélido blanco con un
rendimiento quimico del 94% y con un punto de fusion
del 140 °C, el cual al hacerse reaccionar con el bromuro
de bromoacetilo 3 utilizando carbonato de potasio
(K,CO,) en una mezcla de CH,Cl,/H,O a temperatura
ambiente proporcioné la bromoamida 4 como un
solido blanco, con un rendimiento quimico de 89% y
con un punto de fusion del 82 °C. Posteriormente la
reaccion de 4 con trialquilfosfita, primero con
trimetilfosfita [(MeO),P] mediante una reaccién de
Michaelis-Arbuzov a 110 °C sin disolvente, condujo al
éster metilico de la fosfonoamida 5 como un liquido
viscoso con un rendimiento quimico de 97%; mientas
que la reaccion de 4 con trietilfosfita [(EtO),P]
proporcion6 6 como un liquido viscoso con un
rendimiento quimico del 95%. Finalmente, la
reduccion del éster metilico de 5y 6 con borohidruro de
sodio (NaBH,) en una mezcla de THF/MeOH a reflujo
condujo a los hidroxiderivados correspondientes 7 y 8
como liquidos viscosos y con rendimientos quimicos
del 90y 84%, respectivamente (Esquema 1).

Los hidroxiderivados 7 y 8 fueron caracterizados
por RMN de 'H y se observé que la principal diferencia
de 8 vs 7 es la presencia de un par de sefiales triples (J =
7.1Hz)en 1.28 y 1.31 ppm que pertenecen a los metilos
de los grupos etoxi.
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Esquema 1.

3.2 Sintesis del (2-((2-hidroxifenil)amino)-2-
oxoetil)fosfonato de dietilo (12) y del (2-((2-metil-5-
nitrofenil)amino)-2-oxoetil) fosfonato de dietilo
13).

Para cumplir con este objetivo, inicialmente se llevo
a cabo la preparacion del acido dietilfosfonoacético 9
al hacer reaccionar el dietilfosfonoacetato de etilo con
hidroxido de potasio (KOH) en una mezcla de
MeOH/H,0, obteniéndose el acido carboxilico como
un liquido, el cual sin purificacién adicional se hizo
reaccionar, primero, con el 2-aminofenol 10 en
presencia de diciclohexilcarbodiimina (DCC) y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) utilizando cloruro de
metileno seco, generandose el compuesto 12 como un
aceite con un rendimiento quimico del 66%, mientras
que la reaccion 9 con el 2-metil-5-nitroanilina 11 bajo
las mismas condiciones proporcion6 la amida 13 como
un so6lido amarillo con un rendimiento quimico del
63% (Esquema2).

0 o Re~_~~_Rs o of Ry
EIO-H\)J\ + ) OO E!O-H\)J\
Et0 OH HoN Ry CHCly E0 N Ry
Ry H R
10; Ry = OH, Ry, Ry, Ry =H 12: Ry = OH, Ry, Ry, Ry = H, 66%
11:R; = NOp, Ry, Ry, Re=H 13: Ry = NOp, Ry, Ry, Ry = H, 63%

Esquema 2.

Una vez que se logrd la obtencion de los ligantes, el
siguiente paso consisti6 en llevar a cabo la formacién
de complejos. Analizando la literatura se encontraron
diversos reportes donde describe la preparacion de
complejos utilizando amidas quirales y reactivos
organometalicos de estafio donde se confirma la
formacion de complejos de Sn(I'V)[18-20].

3.3 Sintesis del dibutilestafiodiilo de dimetil bis
((S)-4-benzil-4,5-dihidro-oxazol-2-il)-
metilfosfonito (14).

Para lograr este propodsito, se hizo reaccionar la
fosfohidroxiamida 7 con tertbutoxido de potasio en
cloruro de metileno seco, generandose una suspension
lechosa. Posteriormente, se adicioné el cloruro de
dibutil estafio (nBu,SnCl,) ¢ inmediatamente la
suspension se torné a una solucidon cristalina
ligeramente amarilla.




Sintesis y caracterizacién de o-amidofosfonatos:
evaluacién de su efecto toxico sobre Artemia Salina

Luego de finalizado el tiempo de reaccion y dejado
en reposo el matraz, se observo la presencia de una
pequefia cantidad de un precipitado salino finamente
particulado. La solucion fue filtrada via canula, el
solido fue identificado como un cloruro mediante
nitrato de plata y ala solucion se le redujo el volumen y
se dejo en refrigeracion durante 24 horas. No se
observo precipitacion ni cristalizacion, por lo que el
licor se llevo a sequedad. El producto obtenido fue
analizado por RMN 'Hy Espectrometria de Masas con
lo cual se propone que el estafio se encuentra
coordinado a dos atomos de oxigeno provenientes de
la fosfohidroxiamida 7, observandose la formacion de
un anillo de oxazolina, ademas de que el atomo de
fosforo sufri6 un rearreglo al pasar de fosforo
pentavalente a trivalente (Esquema 3).

o]
e
N
O O Bn ~n-P~
I} nBu,SnCly (o2 o]
weopp. L T, <|»o.< —
H OH CH,Cl, O‘F o.
T 14

Esquema 3.

Para considerar la posible reorganizacion de la
molécula como se describe se tienen como base
antecedentes [19] en los que reactivos de Sn (IV), entre
ellos nBu,SnCl,, son utilizados para realizar
ciclaciones para la formacién de oxazolinas como la
que se propone. De la misma manera, por parte del
cambio de fosforo pentavalente a uno trivalente se
propone que siga un mecanismo como el que se
muestra a continuacion (Esquema4):

Bn
Ra —~
o
s I Soh
ok N ":‘\)\\ /[ Bu = \[0/
O % o o~ SN"en ABU)SO. 504
a 9
T o
Bu S Bu
cl
Bn Bn
Bn — H — H._O
—~ O N S H~. O_N ¢
O._N (o‘uﬂ' ci H
- | — .0 L
Yo, o
B 1
£ o ° el
103 ] | So~USh A
@- nBu  ~ _~_Sho o~ ci
ik a
Esquema 4.

Un apoyo mas para reforzar la estructura propuesta
es la evidencia que mostré la Espectrometria de
Masas, donde se encuentra un pico para el fragmento
propuesto (Esquema 5) que corresponde a unarelacion
masa/carga (M/Z) de 252 (Figural):
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Figura 1. Espectro de MS (CT') del4.

Una vez obtenidos los compuestos de interés, el
siguiente paso consistio el llevar a cabo los ensayos de
toxicidad de los compuestos 7, 8, 12 y 13 con 4.
salinas, los resultados se resumenenlatabla 1.

Tabla 1. Toxicidad de ligantes sintéticos sobre 4. Salina.

DLs,
(ug/mL)
Dicromato 20+3
7 >300
8 >300

12 >100 <300

13 >100 <300

El ensayo se realizo por duplicado con tres
repeticiones internas para cada concentracion
utilizada. Podemos observar claramente la division de
dos grupos entre los compuestos, siendo 7 y 8 los
compuestos de baja actividad toxicay 12 y 13 aquellos
de una mayor actividad. Aun cuando laDL;,de 12y 13

estd entre 100 y 300 pg/mL, se concluye que son los
mejores y candidatos de entre el grupo probado para
realizar futuros estudios.

La conclusién anterior se fundamenta en que Nieva
Moreno [21] determiné valores de DL, cercanos a 100

pg/mL mediante el ensayo de toxicidad sobre 4. salina
los efectos toxicos, tumorales, antitumorales y
genotoxicos de extractos de propoleo.

En adicidn, existen publicaciones como la de Gray y
colaboradores [22] donde realizaron ensayos de
cromonas sobre 4. Salina y se reportaron valores de
DL, superiores a 100 pg/mL, llegando a alcanzar

hasta 600 pg/mL.

Abril - Junio de 2012




Sintesis y caracterizacion de c.-amidofosfonatos:
evaluacién de su efecto téxico sobre Artemia Salina

Con base en lo anterior, una perspectiva para un
proximo trabajo es determinar la DL,, de los
compuestos ensayados utilizando rangos de
concentracion mas estrechos y posteriormente
probarlos en ensayos con cultivos de lineas celulares de
origen tumoral y normal para determinar su
selectividad.

Considerando el papel que juega la estructura de los
compuestos en su actividad, se puede resaltar que
aunque en todos los compuestos probados existe un
anillo aromatico de seis carbonos, en los dos
compuestos mas activos (12 y 13) este anillo esta
incorporado en la estructura principal de la molécula y
no como un radical adyacente, caso de 7y 8. Es por esto
que otra perspectiva seria llevar a cabo modificaciones
estructurales de los compuestos tales como la
incorporacién de grupos sobre el anillo aromatico para
aumentar o disminuir la polaridad y también modificar
su hidrofilicidad. Determinar su actividad biologica
para determinar el impacto de dichas modificaciones y
de esta manera realizar un analisis profundo de su
relacion estructura actividad.

4. Conclusiones

En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron dos
fosfohidroxiamidas (7, 8) y dos fosfofenilamidas (12,
13) y un complejo de estafio (14) derivado de una
fosfohidroxiamida. Aun cuando se puede obtener
exitosamente, el complejo de estafio 14 obtenido no es
apto para someterse a pruebas biologicas debido a su
caracter labil al ambiente. El ensayo en A. salina
permitio realizar un tamizaje adecuado descartando
dos compuestos y focalizando la atencion en los que
mejor capacidad toxica tuvieron (compuestos 12y 13),
por lo cual se proponen como candidatos a estudiar su
actividad sobre cultivos de células de origen
neoplasicoy sobre células normales.
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