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. RESUMEN

Las enfermedades producidas por bacterias farmacorresistentes son uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial debido al uso desmedido e
irracional de los antibiéticos en la ultima década, haciendo que los tratamientos
actuales sean ineficientes. Este tipo de enfermedades producen millones de muertes
al afno. La OMS estimo para el afio 2050 seria la primera causa de muerte a nivel
mundial. Entre las bacterias resistentes mas comunes en humanos se encuentran
Escherichia coli (E. coli) , Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Staphylococcus
aureus (S. aureus), siendo esta Ultima aislada con mayor frecuencia observandose que
un 20 a 80 % de la poblacién posee una variante de S. aureus resistente a meticilina
(SARM), que ocasiona infecciones de piel, tejido blandos, neumonia y endocarditis.
Esta situacion ha generado un gran interés en la comunidad cientifica en la busqueda
de compuestos nuevos que presenten actividad antibacteriana sin ser téxicos,
obteniendo asi alternativas terapéuticas frente al incremento de microorganismos
multirresistentes. Una alternativa es la obtencion de aziridinas, las cuales se
encuentran como estructura base de un gran nimero de compuestos bioactivos que
han mostrado actividad frente a SARM, por lo que la obtencion de nuevos compuestos
de tipo aziridina pueden llegar a ser candidatos importantes para combatir las
infecciones farmacorresistentes producidas por bacterias. En este proyecto se plante6
sintetizar la N,N-dibencilaziridina a partir de L-serina y evaluar la actividad
antibacteriana. Los intermediarios y la aziridina fueron obtenidos con rendimientos del
80 al 93% estos fueron caracterizados por métodos FT-IR y RMN *H, RMN 3C y EM-
IE, observandose que la clorocetona 40 presenté actividad antibacteriana por
microdiluciéon en caldo contra once bacterias con CMIs de 25 a 200 pg/mL siendo
mayormente activo frente a S. aureus inclusive con el fenomeno de resistencia
bacteriana (SARM-1, SARM-2, SARM-3, SARM-4, SARM-5) y determinandose una
CLso de 50 pg/mL por el ensayo de Artemia salina. Lo que es interesante debido a que
hay pocos estudios donde se evallen clorocetonas esto nos indica que estas también
pueden llegar a ser candidatas para combatir bacterias resistentes.

(Palabras clave: bacterias resistentes, aziridinas, aminoacidos, sintesis)



.  ABSTRACT

Infectious diseases caused by resistant bacteria are one of the main health problems
worldwide due to the excessive and irrational use of antibiotics in the last decade,
making current treatments ineffective, and therefore the number of cases has been
increasing. These types of diseases cause millions of deaths a year, generating high
costs in hospital stays for the patient and the health sector. The WHO estimated that
by the year 2050 it would be the first cause of death worldwide. Among the most
common resistant bacteria are E. coli, K. pneumoniae and S. aureus, the latter being
the most frequently isolated in people where approximately 20 to 80% of the population
has a variant of MRSA, said bacteria is causing infections in the skin, soft tissues,
pneumonia and endocarditis. This situation has generated an impact in the scientific
community by finding new compounds that have high antibacterial activity and in turn
have low toxicity. An alternative to this is obtaining heterocyclic compounds from amino
acids, which are the base structure of many bioactive compounds. Among these
heterocycles are the azyridines, which are the base structure of a large number of
bioactive compounds where aziridines have shown activity against MRSA. Therefore,
obtaining new aziridine-type compounds may become important candidates to combat
drug-resistant bacterial infections. In this project, it was proposed to synthesize N,N-
dibenzylaziridine from L-serine and evaluate the antibacterial activity. The
intermediates and aziridine were obtained with yields of 80 to 93%. These were
characterized by FT-IR and '*H NMR, C NMR and MS-IE methods, observing that
chloroketone 40 presented antibacterial activity by broth microdilution against eleven
bacteria with MICs. from 25 to 200 pg/mL, being mostly active against S. aureus,
including the phenomenon of bacterial resistance (MRSA-1, MRSA-2, MRSA-3, MRSA-
4, MRSA-5) and determining an LCso of 50 pg /mL by the A. salina assay. It's
interesting that there are few studies evaluating chloroketones, this indicates that they

can also be candidates to combat resistant bacteria.

(Keywords: Azyridine, aminoacids, serine, resistant bacteria.)



lIl. INTRODUCCION

Las bacterias causantes de infecciones nosocomiales han aumentado en los
altimos afos, generando una duracion prolongada en estancias hospitalarias y costos
adicionales al sector salud, entre los agentes etioldgicos aislados con prevalencia
mayor se encuentran: Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter, Acinetobacter spp, Pseudomonas spp y Staphylococcus aureus (Riedel
y col., 2016; Pérez-Verea y col., 2019; Martinez-Leyva y Zavala-Ayala 2022). Las
infecciones producidas por estos microoganismos son tratadas con antibioticos, sin
embargo, debido al uso inadecuado e irracional de estos ha provocado que las
bacterias presenten el fenémeno de resistencia a los diferentes antibiéticos, dejando
ineficientes los tratamientos tradicionales (Riedel y col., 2016; Pérez-Verea y col.,
2019; Martinez-Leyva y Zavala-Ayala 2022). Staphylococcus aureus es la bacteria
aislada con mayor frecuencia donde un 20 a 80% de la poblacion infectada con
Staphylococcus aureus posee una variante de SARM (Bloomfield y col., 2020; Chow y
col., 2020). Ante a esta condicion, es necesario la busqueda de compuestos nuevos
capaces de eliminar a bacterias resistentes (Bloomfield y col., 2020; Chow vy col.,
2020).

Actualmente el interés de obtener moléculas enantioméricamente puras
biol6gicamente activas estd en aumento, sin embargo, su obtencion resulta dificil sin
la presencia de catalizadores o auxiliares quirales, los a-aminoécidos han sido
utilizados como precursores en una gran variedad de moléculas bioactivas, debido al
potencial para conservar su centro asimétrico y consecuentemente la formacioén de
nuevos estereocentros por estereoinduccién (Bongioanni y col., 2022; Singh y col.,
2017).

Entre las moléculas bioactivas sintetizadas a partir de a-aminoacidos se
encuentran las aziridinas, las cuales son heterociclos de tres miembros unida a un
atomo de nitrégeno (Dank y Lelo, 2023). Las aziridinas son empleadas en quimica
medicinal debido a que la presencia de este anillo ha mostrado actividad
antiparasitaria, antitumoral y antibacteriana, siendo esta ultima de gran interés en la

busqueda de compuestos nuevos frente a bacterias farmacorresistentes, diversos
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estudios han mostrado actividad de este tipo de compuestos contra bacterias
resistentes entre las que se encuentra SARM (Singh, 2016; Mukherjee y col., 2019;
Dank y Lelo, 2023). Debido al potencial de las aziridinas, se plante6 como objetivo
sintetizar la N,N-dibencilaziridina partir del amino&cido L-serina, evaluandose los
precursores y la N,N-dibencilaziridina (38, 39, 40 y 42), su estructura molecular fue
confirmada por técnicas espectroscopicas (FT-IR, RMN H, RMN 13C) vy
espectrometricas (EM-IE). Ademas se evalud la actividad antibacteriana in vitro por

microdilucion en caldo y Kirby-Bauer y su toxicidad empleando el modelo de A. salina.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Bacterias como agentes patdégenos

Las bacterias son microorganismos unicelulares ubicuos con tamafos de 0.5
hasta 10 um (Riedel y col., 2016). Su morfologia es variable encontrandose en forma

de cocos, bacilos, y espirilos (Riedel y col., 2016).

Las bacterias dependiendo de su tincion de Gram, se clasifican como
Grampositivas y Gramnegativas, y se diferencian por su pared celular (Sizar y Unakal,
2022). Las bacterias Gram positiva presentan una capa homogénea de peptidoglucano
de 20 a 80 nm presente por fuera de la membrana celular (Sizar y Unakal, 2022).
Mientras que la Gramnegativa presenta una capa de peptidoglucano de 2 a 7 nm de

grosor de rodeada por una membrana externa (Sizar y Unakal, 2022).

Otra manera de clasificarlas es dependiendo el efecto que tienen sobre el ser
humano donde las bacterias benéficas pueden ayudar a diversos procesos como es la
digestidon de alimentos, mientras que las bacterias patégenas provocan enfermedades
como: botulismo, sifilis, fascitis necrosante, neumonia, tuberculosis, entre otras (Riedel
y col., 2016). Para esto es necesario un reservorio que es la fuente principal de los
patdgenos, los cuales posteriormente son transmitidos hacia un huésped susceptible
ya sea mediante contacto directo, vectores o fomites, una vez infectado el huésped la
bacteria patdgena lleva a cabo una parte de su ciclo biolégico en el huésped generando

asi la enfermedad (Riedel y col., 2016).



4.2. Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son adquiridas en el hospital u otra institucién de
salud y no es la causa correspondiente al internado del paciente (Martinez-Leyva y
Zavala-Ayala, 2022; Pérez-Vereay col., 2019). Esto debido a factores tales como: falta
de higiene, féomites, contacto entre pacientes (e.g. manos, gotitas de saliva o de otros
fluidos corporales) y la concentracion de pacientes vulnerables en un area especifica,
como personas en edad avanzada y con condiciones fisiologicas o en estado
patolégico que disminuyen su sistema inmune, provocando asi que millones de
pacientes a nivel mundial se vean afectados generando prolongadas estancias
hospitalarias, costos adicionales a sistemas de salud, costos elevados tanto para el
paciente como a sus familiares e incluso la muerte del paciente (Martinez-Leyva y
Zavala-Ayala, 2022; Pérez-Vereay col., 2019). Entre los patbgenos nosocomiales mas
comunes se encuentran: E. faecium, E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter,
Acinetobacter spp, Pseudomonas spp y S. aureus (Martinez-Leyva y Zavala-Ayala,

2022; Pérez-Vereay col., 2019).

La bacteria Gram positiva S. aureus es aislada con frecuencia mayor en el ser
humano, provocando infecciones en la piel y tejido blandos, ademas de neumonia y
endocarditis (Bloomfield y col., 2020; Chow y col., 2020; Ortiz-Gil y col., 2020).
Actualmente se conoce un numero amplio de cepas de S. aureus que presentan el
fendmeno de resistencia, principalmente a meticilina (SARM) y otros antibioticos de
tipo B-lactamico (Bloomfield y col., 2020; Chow y col., 2020; Ortiz-Gil y col., 2020).
Aproximadamente un 20 a 80% de la poblacion mundial posee una variante de SARM,

en México a través de diversos estudios se conserva esta de relacion entre el 24.1 a



80%, siendo una bacteria con un indice alto de mortalidad en el mundo. (Bloomfield y

col., 2020; Chow y col., 2020; Ortiz-Gil y col., 2020).

Estas infecciones nosocomiales se han ido incrementando afio tras afio, donde
en Estados Unidos uno de cada 136 pacientes contrae una de estas infecciones,
ocasionando mas de 80 mil muertes al afio ademas de generar una carga economica
de aproximadamente 5000 millones de délares anuales (Conamed, 2018; Pérez-Verea
y col. 2019). Por otro lado, 3.2 millones presentan infecciones farmacorresistentes en
Europa, mientras que en México la incidencia es de 450 mil casos al afio, provocando
muertes y costos de 1500 millones de pesos al sector salud (Conamed, 2018; Pérez-

Vereay col. 2019).
4.3. Antibioéticos

Los antibidticos son sustancias producidos a partir de compuestos naturales,
sintéticos o semisintéticos (Lopardo, 2020; Reygaert, 2018). Estos tienen una accion
especifica sobre alguna estructura de la bacteria, en concentraciones muy bajas
siendo letal para este y presentando una toxicidad baja para las células de nuestro

organismo (Lopardo, 2020; Reygaert, 2018).

Se pueden clasificar de diferentes maneras ya sea por su efecto en las bacterias:
bacteriostaticos (inhibicion del crecimiento bacteriano) y bactericidas (destruyen
directamente la bacteria) o segun el tipo de accidbn que ejercen sobre el
microorganismo afectando la morfologia de la pared y membrana bacteriana, ademas
alterando produccion y generacion de proteinas, acidos nucleicos (ADN) (Cuadro 1)

(Lopardo, 2020; Reygaert, 2018).



4.4. Resistencia bacteriana

Es la capacidad que adquiere un agente etiolégico a sobrevivir a la dosis de
antimicrobiano a la cual antes era sensible. La evolucion de la bacteria ha permitido
que cepas de interés clinico generen mecanismos de resistencia mediante
modificaciones genética, promoviendo la inactivacion o modificacion de enzimas,
alteraciones en el blanco terapéutico, cambios estructurales de la membrana celular y
la creacidén de proteinas para la exclusion del antibidtico, mostrando deficiencias en
los tratamientos actuales empleados para infecciones bacterianas (Guevara-Diaz, y

col. 2021; Mejia y col., 2019).

Esta problematica genera consecuentemente un aumento de estas infecciones,
provocando anualmente un numero alto de defunciones en todo el mundo, provocando
altos costos para el sistema de salud, datos reportados por el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC), revelaron que mas de dos millones de personas
son afectadas anualmente por infecciones bacterianas resistente a antibioticos en
Estados Unidos, lo que conlleva a la muerte de mas de 23000 personas, con gastos
de atencion médica con un monto cercano a 20 mil millones de ddlares por afio y en
Europa afecta a aproximadamente 670 000 personas al afio de las cuales 33 000
mueren, provocando gastos de aproximadamente 9000 millones de euros anualmente

(Dadgostar, 2019; ECDC, 2022).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) con miras al afio 2030 estimo que la
resistencia antibacteriana podria llevar hasta a 24 millones de habitantes a vivir en
condiciones precarias mientras que en el afio 2050 habra mas muertes por

enfermedades generadas por bacterias resistentes superando a otras enfermedades
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(e.g. cancer, diabetes, entre otras) siendo asi la primera causa de fallecimientos a nivel

mundial (OMS, 2019).

Debido a lo antes mencionado, la OMS (2017) emitid una lista prioritaria de
bacterias multirresistentes a los antimicrobianos de ultima generaciéon donde se
incluyeron 12 especies bacterianas diferentes consideradas con riesgo mayor para la
salud, las cuales tienen mecanismos para evadir la funcion a los tratamientos actuales.
Asi como el compartir los genes resistentes a mas bacterias, confiriéndoles la
insensibilidad a dichos antimicrobianos (OMS, 2017). La lista se encuentra dividida en
tres categorias con relacion a la necesidad de la busqueda de nuevos antibiéticos:
prioridad critica, alta 0 media. Ante tal problematica la OMS estimula a la comunidad
cientifica al disefo, sintesis y desarrollo de antibi6éticos nuevos, para contrarrestar a

esta problemética frente a dichas infecciones. (Cuadro 2) (OMS, 2017).



Cuadro 1. Mecanismo de accién de antibiéticos.

Mecanismo de acciéon

Antibidtico

Formacion de la pared celular

Inhibicién de la sintesis de proteinas

Inhibicién de la sintesis de acidos

nucleicos (ADN)

Alteraciones de la membrana celular

Penicilinas, cefalosporinas,

vancomicina, tercoplanina

Tetraciclinas, aminoglucosidos,

eritromicina

Quinolonas, sulfonamidas, rafampicina

Colistinas, polimixinas, nistatina

Modificado de Reygaert (2018).
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Cuadro 2. Lista de bacterias que necesitan el desarrollo de nuevos antibiéticos emitida
por la OMS.

Prioridad: CRITICA

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa

Enterobacteriaceae

Prioridad: ELEVADA

Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina
Helicobacter pylori
Campylobacter spp.

Salmonellae

Neisseria gonorrhoeae

Prioridad: MEDIA

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae

Shigella spp.

Adaptado de OMS (2017).
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4. 5. Aminoacidos

Los aminoacidos son una clase importante de compuestos fisioldgica y
farmacoldgicamente activos, estos presentan un grupo -COOH, un grupo -NH2 y una
cadena lateral en su estructura, ademas de poseer un centro asimétrico (Bongioanniy
col., 2022; Saghyan y Langer 2016). En los ultimos afios se ha incrementado el empleo
de aminoacidos, debido a su amplio uso en diferentes campos como biotecnologia,
alimentos, microbiologia, farmacologia entre otras (Bongioanni y col., 2022; Saghyan
y Langer 2016). Siendo los a-aminoacidos enantioméricamente puros utilizados como
precursores en la sintesis asimétrica para la obtencion de heterociclos (e.g. isoxazoles,
imidazoles oxazolidinonas, pirroles, aziridinas, piperidinas, entre otros) (Bongioanni y
col., 2022). En 2019 Kanyiva, y col. sintetizaron imidazoles enantioméricamente puros
derivados de L-aminoacidos (glicina, alanina, leucina, valina, acido glutamico, serina 'y
tirosina) obteniendo rendimientos del 48 al 90% (Kanyiva, y col., 2019). Por otro lado,
en 2020 Alcantar-Zavala y col., sintetizaron oxazolidinonas enantioméricamente puras

a partir de la L-alanina con rendimientos del 70 al 90% (Alcantar-Zavala y col. 2020).

La sintesis de heterociclos a partir de aminoacidos proporciona la estructura base
de una gran variedad de moléculas bioactivas, esto debido al potencial de los a-
aminoacidos para conservar su centro asimeétrico y consecuentemente a la formacion
de nuevos estereocentros por estereoinduccion (Bongioanni y col., 2022; Singh y col.,

2017).
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4.6. Antecedentes

4.6.1. Aziridinas

Las aziridinas son un grupo importante de compuestos heterociclicos altamente
empleadas en la quimica medicinal y en sintesis de productos naturales (Sousa y
Alves, 2021; Macha y col 2019; Singh, 2019). Estos son compuestos heterociclos de
tres miembros constituidos por un grupo amino y dos metilenos, presentando una
férmula molecular de C2HsN, con angulos de enlace de 60° dando como resultado una
tension angular (Mukherjee y col., 2019; Dank y Lelo 2023). En el pasado las aziridinas
eran dificiles de obtener esto debido a su inestabilidad causada por su reactividad
(Mukherjee y col., 2019). Sin embargo, actualmente pueden ser obtenidas de forma
natural o sintética empleando reacciones de catdlisis, cicloadicion organocatalisis,
ciclacion (Dank y Lelo 2023; Delost y Njardarson 2023). Ademas de ser empleadas
como precursores para la sintesis de aminoazucares, antibioticos B-lactamicos y
alcaloides, debido a la facilidad para aperturar el anillo mediante la ruptura del enlace

C-N (Mukherjee y col., 2019; Dank y Lelo 2023).

Concellon y col. (2001) sintetizaron aminoaziridinas enantioméricamente puras a
partir de la reduccidon de L-aminocetoiminas 1 derivadas de los aminoacidos alanina,
fenilalanina y leucina con NaBH4 o LiAlH4 a diferentes temperaturas (-30 ,-15, 25 °C),
los rendimientos fueron del 36 al 95% con e.e. del 63 al 95%, mientras que con
NaBH3CN a temperatura ambiente los rendimientos y e.e. aumentaron del 60 al 91%
y del 90 al 95%, respectivamente (Concellon y col.,, 2001). Se determino la

configuracion absoluta (S,S) para los compuestos 3ay 3b (Figura 1) (Concellony col.,
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2001). En 2008 Concellon y col., sintetizaron aziridinas 6a — 6e enantioméricamente
puras a partir de iminas derivadas de sulfonamidas 4, las cuales se hicieron reaccionar
con LiICHzl generado in situ a partir de CHzl2 y MeLi a -78 °C con rendimientos del 58
al 88% (Figura 2). En otro trabajo llevaron a cabo la sintesis de la (2R,1'S)-2-(1"-
aminoalquil)aziridina 5 a partir de N,N-dibencilfenilalaninal con un rendimiento del 61%

y e.e. del 98% (Figura 2) (Concellon y col., 2008).

En 2019 Macha y col. reportaron la sintesis de aziridinas disustituidas 7 - 11,
empleando diversos aminoéacidos; D-acido aspartico, L-serina, D-serina y L-alanina a
través de una ruta de dos pasos, mediante catélisis acida o basica empleando como
reactivos TsCl, TBDPSC, MsCI con rendimientos que van del 73 al 90% (Figura 3)

(Machay col., 2019).

Recientemente Kuzmi€ y col. (2022) sintetizaron aziridinas a partir de D-serina
con sustituyentes dipéptidos de D-alanina, D-fenilalanina, D-valina y D-glutamina (12 —
16), obteniéndose rendimientos del 0 al 98%, se observo que la incorporacion de la
glutamina vuelve altamente inestable la molécula descomponiéndose rapidamente

(Figura 3) (Kuzmic¢ y col., 2022).
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Figura 1. Sintesis de aziridinas a partir de los L-aminoé&cidos alanina y leucina.
Formacion de la dibencilaziridina a partir de clorocetonas derivadas de los aminoacidos
de alanina y leucina. Tomada de Concellon y col., (2001).
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Figura 2. Sintesis de aziridinas a partir de iminas derivadas de sulfonamidas.
Obtencidén de aziridinas quirales a partir de iminas empleando litioyodometano a
diferentes temperaturas. Tomada de Concellon y col., (2008).
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Compuestos de tipo aziridina sustituidas obtenidas con rendimientos del 0 al 98%.

Adaptada de Macha y col., (2019) y Kuzmi€ y col. (2022).
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4.6.2. Actividad antibacteriana de aziridinas

Debido a la versatilidad para obtener aziridinas de manera sintética y natural es
que son empleados como estructura base de compuestos con propiedades
antitumorales, inhibidores de la cisteina proteasa, antifiUngicas, antiparasitaria
(leishmania, malaria) y antibacteriana (Singh, 2016; Mukherjee y col., 2019; Dank y

Lelo, 2023).

Khan y col., (2020) sintetizaron y evaluaron 13 aziridinas disustituidas derivadas
del acido a-aminofosfénico 17 - 29 (Figura 4) empleando microdilucién en caldo frente
a E. coli, S. aureus resistente a meticilina, K. pneumoniae, A. baumanii, P.aeruginosa
y E. aerogenes donde 17 - 22 y 24 — 29 mostraron actividad moderada,
determindndose concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de 125 a 250 pg/mL,
siendo el compuesto 23 el que mostr6 mayor actividad frente a A. baumanii y
P.aeruginosa, similar a lo observado para cloranfenicol (125 y 250 ug/mL) empleado

como farmaco control (Cuadro 3) (Khan y col., 2020).

Rostovskii y col., en 2020 sintetizaron cinco dipéptidos con nucleo base del anillo
de la aziridina 30 - 34 (Figura 5), posteriormente evaluaron su actividad in vitro contra
E. faecium, E. cloacae, S. aureus y P. aeruginosa, empleando los métodos de Kirby-
Bauer con halos de inhibicion de 3a 11 mm, y MICs de 9 a 150 pg/mL por microdilucion
en caldo, los compuestos evaluados mostraron mayor actividad frente a cepas Gram
positivas 30 — 34 , donde el compuesto 30 presento una MIC de 9 pg/mL frente a S.
aureus siendo menores al sulfametazol (16 pg/mL), mientras 32 mostré actividad

contra E. faecium a una CMI de 16 pg/mL (Cuadro 4) (Rostovskii y col., en 2020). Los

18



autores reportaron que la actividad de dichos compuestos es debido a la presencia del

anillo de la aziridina (Rostovskii y col., 2020).

En 2021 Madhuswapnaja y col. sintetizaron diez derivados de quinolonas con
anillos de aziridinas 35a - j (Figura 6) y evaluaron su actividad antibacteriana frente a
diversas bacterias patdgenas para el ser humano, los compuestos 35a - h mostraron
actividad contra casi todas las bacterias empleadas (S. aureus Bacillus subtilis
Micrococcus luteus, Klebsiella planticola) determinandose MICs entre 3.9 y 62.5
pg/mL, sin embargo, no tuvieron actividad contra E. coli MTCC 739 y P. aeruginosa
MTCC 2453 (Cuadro 5) ) (Madhuswapnaja y col., 2021). Mientras que 35h fue el
compuesto con mayor actividad frente a cuatro de las siete cepas bacterianas
empleadas (S. aureus MTCC 96, S. aureus MTCC 2940, B. subitilis MTCC 121 y K.
Planticola MTCC 530) con MICs de 3.9 a 7.8 pg/mL y CMBs de 3.9 a 125 pg/mL

(Cuadro 5) (Madhuswapnaja y col., 2021).

Debido a lo mencionado anteriormente, nuestro grupo de trabajo ha presentado
inquietud sobre la busqueda de compuestos heterociclicos a partir de L-aminoacidos,
los cuales podrian ser buenos candidatos para combatir bacterias con el fenémeno de
resistencia, por ende en este proyecto se realizo la obtencion de N,N-dibencilaziridina
empleando L-serina como precursor. La cual fue caracterizadas por técnicas
espectroscopias y espectrométricas, y se evalué su actividad antibacteriana

empleando las metodologias de microdilucion en caldo y Kirby-Bauer.
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Figura 4. Aziridinas disustituidas derivadas de acidos a-aminofosfonicos.
Aziridinas provenientes de acidos a-aminofosfénicos con actividad antibacteriana

Adaptada de Khany col., (2020).
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Cuadro 3. CMIs (ug/mL) de aziridinas disustituidas derivadas de &cidos a-
aminofosfénicos

Compuesto Cepas Bacterianas

S. E. K. A. P. E.

aureus coli pneumoniae baumannii aeruginosa  aerogenes

17 250 250 250 250 250 250
18 250 250 250 250 250 250
19 250 250 250 250 250 250
20 250 250 250 250 250 250
21 250 250 250 250 250 250
22 250 250 250 250 250 250
23 250 250 125 125 250 250
24 250 250 125 250 250 250
25 250 250 250 250 250 250
26 250 250 250 250 250 250
27 250 250 250 250 250 250
28 250 250 250 250 250 250
29 250 250 250 250 250 250
Cloranfenicol 3.9 3.9 1.95 125 250 15.6

Adaptado de Khan y col., (2020)
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Figura 5. Dipéptidos con nucleo base de aziridina. Compuestos empleados en
ensayos antibactarianos contra S. aureus, E. cloacae, E. faecium, P. aeruginosa.
Modificada de Rostovskii y col. (2020).
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Cuadro 4. Datos de actividad antimicrobiana de los compuestos sintetizados (30-34)
CMils (ng/mL)

Compuesto Cepas Bacterianas
S. aureus E. cloacae E. faecium P. aeroginosa
30 37 150 9 150
31 37 >150 37 150
32 16 75 16 150
33 37 >150 37 75
34 75 >150 37 150
Sulfametaxol 4 8 16 8

Tomado de Rostovskii y col., (2020).
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35i 35j

Figura 6. Aziridinas unidas a derivados de quinolonas. Derivados de quinolonas
con aziridinas empleados en ensayos antibacterianos por microdilucion en caldo.
Modificada de Madhuswapnaja y col., (2021).
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Cuadro 5. Resultados de la actividad antibacteriana de aziridinas unidas a quinolonas
CMls (ug/mL)

Compuesto 35 Cepas Bacterianas

S. B. S. M. K. E. P.

aureus® subtilis® aureus® luteus® planticola® colif aeruginosad

a 15.6 3.9 15.6 62.5 7.8 >125 >125
b 7.8 7.8 7.8 15.6 15.6 >125 >125
C 7.8 3.9 15.6 15.6 7.8 >125 >125
d >125 15.6 >125 >125 >125 >125 >125
e 15.6 7.8 15.6 31.2 15.6 >125 >125
f 15.6 3.9 15.6 62.5 7.8 >125 >125
g >125 3.9 >125 31.2 >125 >125 >125
h 3.9 3.9 3.9 15.6 7.8 >125 >125
[ 31.2 31.2 62.5 15.6 >125 >125 >125
] 65.5 15.6 31.2 31.2 >125 >125 >125
Ciprofloxacino 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

a) MTCC 9, b) MTCC 121, c)MTCC 2940, d)MTCC 2470, e)MTCC 530, f) MTCC 739, g) MTCC 2453
Modificado de Madhuswapnaja y col., (2021).
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V. JUSTIFICACION

Las infecciones provocadas por bacterias farmaco resistentes han ido en
ascenso recientemente, considerandose como un problema serio de salud publica. En
miras al afio 2050 este fendmeno sera el problema principal de muerte, esto debido
principalmente al uso irracional e indiscriminado de los antibidticos y la evolucion
natural del agente etiolégico, dejando ineficientes los tratamientos actuales o
tradicionales, conllevando subsecuentemente a estancias hospitalarias prolongadas,
costos elevados para el gobierno y el paciente, e incluso llevando a la muerte. Dentro
de las bacterias farmacorresistentes con prevalencia mayor en humanos se encuentra
alguna variante de SARM con un 20 a 80 % de la poblacion mundial infectada, datos
similares a los encontrados en México donde se estima en un intervalo de 24 a 80%.
Ante tal situacion es necesario la investigacion y desarrollo de nuevas estructuras
quimicas que posean actividad contra estas bacterias Gram positivas
farmacorresistentes, siendo las aziridinas un grupo de compuestos altamente
empleado en la quimica medicinal debido a sus propiedades antifungicas,
antiparasitarias y sobre todo antibacterianas. Por lo que la sintesis de aziridinas
obtenidas a partir de aminoacidos, que presentan baja toxicidad pueden ser posibles
candidatos para el tratamiento de estas enfermedades siendo una solucion para el

problema mencionado anteriormente.
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VI. HIPOTESIS

La N,N-dibencilaziridina sintetizada a partir del aminoacido L-serina posee
actividad antibacteriana alta frente a cepas farmacorresistentes de importancia clinica

(e.g. SARM, E. coli, Streptococcus spp.)
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VII.LOBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Sintetizar la N,N-dibencilaziridina y evaluar in vitro su actividad antibacteriana

frente a cepas de interés clinico (e.g. SARM, E. coli, Streptococcus spp.)

7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Sintetizar el anillo de la aziridina a partir del aminoacido L-serina

7.2.2. Caracterizar los intermediarios y la aziridina mediante técnicas analiticas

espectroscopicas (FTIR-ATR y RMN) y espectrométricos (EM-IE)

7.2.3. Determinar CMIs de la N,N-dibencilaziridina y moléculas precursoras contra
bacterias patdogenas para el humano mediante métodos in vitro como microdilucion en

caldo y Kirby-Bauer

7.2.4. Evaluar la toxicidad de la N,N-dibencilaziridina mediante el bioensayo de A.

salina
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefio Experimental

Para cubrir los objetivos propuestos, el trabajo se realiz6 en dos etapas. La etapa
de sintesis se realizo en el Centro Graduados e Investigacion en Quimica, del Instituto
Nacional de México Campus Tijuana (ITT Otay) donde se obtuvo la sintesis de la N,N-
dibencilaziridina a partir del aminoacido L-serina, posteriormente se caracterizaron los
compuestos sintetizados mediante RMN 'H y 13C, EM-IE e IR. La segunda etapa se
llevo a cabo en la Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms” de
la Universidad Autdbnoma de Sinaloa donde se evalué el potencial antibateriano por
medio de estudios in vitro de microdilucion en caldo y Kirby-Bauer y los ensayos de

toxicidad de los compuestos sintetizados.
8.2. Materiales
8.2.1 Microorganismos

El estudio antibacteriano empled 11 bacterias de las cuales ocho son aislados
clinicos de pacientes menores de cinco afios de exudados faringeos de nifios de
guarderias de Culiacan, Sinaloa, proporcionadas por el Laboratorio de Bacteriologia
del Instituto Nacional de Pediatria de México, D.F. (Streptococcus grupo A 01, E. coli
A011, S. aureus 05, SARM-01, SARM-03, SARM-04, SARM-05) y tres cepas control
ATCC (S. aureus ATCC 25923, SARM ATCC 43300, E. coli ATCC 25922, S. aureus

ATCC 29213) (DIFCO Laboratories, Michigan, U.S.A.).
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8.2.2 Reactivos

Todos los reactivos y disolventes fueron adquiridos con la mas alta calidad
disponible en la compaiiia Sigma Aldrich (State Louis, MO, USA.). Las sustancias que
se utilizaran son: L-aminodacidos (serina, alanina, fenilalanina, leucina, valina y acido
aspartico), metanol (MeOH), cloruro de trimetilsilano (TMSCI), tetrahidrofurano (THF),
dimetilsulféxido (DMSO), bromuro de bencilo (BnBr), acetato de etilo, agua destilada,
sulfato de sodio anhidro (Na2S0a4), cloruro de sodio (NaCl), gel de silice, éter de
petrdleo, diclorometano (CH2Cl2), cloruro de tercbutildimetilsilio (TBDMSCI),
cloroyodometano, metillitio (MeLi), cloruro de amonio (NH4Cl), zeolita, borhidruro de
sodio (NaBHa), éter etilico, fluoruro de tetra-n-butilamonio (TBAF), hexano, argon,
trietilamina (TEA), diyodometano, perclorato de litio (LIClIO4), Agar de Tripticaseina y
Soya (TSA), Agar Mueller Hinton, Caldo Mueller Hinton, medio DMEM, Suero Fetal

Bovino (FBS)
8.3 Metodologia
8.3.1. Sintesis de la N,N-dibencilaziridina

La obtencion de la N,N-dibencilaziridina (Figura 7) siguidé la metodologia

planteada por Ochoay col., en 2009.
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Figura 7. Sintesis propuesta para la obtenciéon de N,N-dibencilaziridina a partir
del aminoacido L-serina. Ruta de sintesis empleada en este estudio para la formacion
del anillo de la aziridina empleando el aminoacido de L- serina. Modificada de Ochoa
y col., 20009.
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8.3.1.1. Sintesis de éster metilico de serina (37)

En un matraz bola provisto de agitacion magnética se agregaron 5 g (30 mmol)
del aminoacido L-serina disueltos en 140 mL de metanol. Acto seguido se adicion6
gota a gota 24 mL (5 eq) de cloruro de trimetilsilano (TMSCI) en bafio de hielo y se
dej6 reaccionar por 12 h. Se hicieron lavados con éter etilico (3 x 100 mL) y por ultimo

se evaporo el disolvente a presion reducida obteniendo el aminoéster metilico puro.

Ester metilico de serina (37). Solido blanco. 90% de rendimiento. RMN H (400
MHz, DMSO) 6 8.62 (s, 3H), 4.08 (s, 1H), 3.83 (d, J = 3.7 Hz, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.39

(sa, 1H). RMN *3C (100 MHz, DMSO) & 168.91, 59.90, 54.87, 53.18.
8.3.1.2. Sintesis de éster dibencilado de serina (38)

En un matraz de dos bocas se suspendié clorhidrato de a-aminoéster 18 (2 g, 10
mmol) en 80 mL de cloroformo (CHCIs) a 0°C. Al matraz se le conecté un embudo de
adicion con el que se agrego gota a gota 10 mL de trietilamina (TEA) en cloroformo (3
eq. 7.5 mL, 30 mmol). Una vez concluido el goteo de TEA la reaccion se llevo a reflujo,
posterior a 25 minutos se agrego gota a gota (3 eq., 5 mL, 30 mmol) bromuro de bencilo
(BnBr). Pasado el tiempo, la mezcla se llevo a reflujo con agitacion constante y
atmosfera inerte de argén durante 12 h. Finalmente, se agregaron 80 mL de solucion
salina saturada y realizaron extracciones con diclorometano (3 x 100 mL), la fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro (Na2S0a4), se filtré y eliminé el disolvente,
el N,N-dibencilaminoéster fue purificado por cromatografia en columna con gel de

silice (9:1 éter de petroleo/acetato de etilo).
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Ester dibencilado de serina (38). Aceite amarillo. 89% de rendimiento RMN *H
(400 MHz, CDCls) 8 7.48 — 7.23 (m, 10H), 3.95 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.80
(dd, = 7.5, 3.2 Hz, 2H), 3.72 (d, J = 13.4 Hz, 2H), 3.60 (t, 1H), 2.53 (sa, 1H). RMN 3C
(100 MHz, CDCI3) & 171.78, 138.73, 129.02, 128.57, 127.45, 61.93, 59.45, 54.91,

51.44.

8.3.1.3. Sintesis de 2-(S)-(N,N-dibencil)amino-3-terbutildimetilsililoxipropianato de

metilo (39)

En un bola de dos bocas se suspendio N,N-dibencilaminoéster (1 g, 3.34 mmol)
en 50 mL de diclorometano, seguido se agreg6 imidazol (6 eq. 1.36 g, 20 mmol) y
cloruro de terbutildimetilsililo (TBDMSCI) (6 eq., 3.02 g, 20 mmol), esta mezcla se dej6
en agitacion durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregé 100 mL
de agua destilada y realizaron extracciones con CH2Cl2 (3 x 100 mL), la solucion de
diclorometano se seco con sulfato de sodio anhidro (NazS0a4), se filtro y se elimind el
disolvente, por ultimo se purificO mediante cromatografia en columna con gel de silice

(8:2 éter de petrdleo/acetato de etilo).

2-(S)-(N,N-dibencil)amino-3-terbutildimetilsililoxipropianato de metilo (39). Aceite
amarillo. 93% de rendimiento. RMN *H (400 MHz, CDClz) 6 7.43 — 7.18 (m, 10H), 4.01
(dd, J = 10.1, 6.0 Hz, 1H), 3.95 (d, J = 14.1 Hz, 2H), 3.89 (dd, J = 10.1, 6.0 Hz, 1H),
3.75 (s, 3H), 3.70 (d, J = 14.1 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 0.86 (s, 9H), 0.00 (s,
6H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) & 172.03, 139.90, 128.72, 128.20, 126.90, 126.06,

63.10, 62.73, 55.50, 51.04, 25.79, 18.15, -5.63.
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8.3.1.4. Sintesis de 3-(S)-dibencilamino-4-terbutildimetilsililoxi-1-cloro-2-butanona (40)

En un matraz bola provisto de agitacion magnética y atmosfera inerte se puso
una disolucién de (2S)-(N,N-dibencil)amino-3-terbutildimetilsililoxipropianato de metilo
(0.2 g, 0.48 mmol) y cloroyodometano (6 eq. 0.23 mL, 2.88 mmol) en 25 mL de THF
seco a -78 °C, se colocé gota a gota una disolucion de metillitio (MeLli) (6 eq., 2.0 mL
de una disolucion en éter etilico al 1.5 M, 2.88 mmol) y se agitdé durante una hora,
posteriormente se afiadieron 30 mL de una solucion saturada NH4Cl. Finalmente, se
extrajoé con CH2Cl2. La solucion de CH2Clzse secé con Na2S0Oa, se filtrd y se evaporo

el disolvente para obtener el producto puro.

3-(S)-dibencilamino-4-terbutildimetilsililoxi-1-cloro-2-butanona  (40). Aceite
amarillo 90%. RMN *H (400 MHz, CDClz) & 7.26 — 7.15 (m, 10H), 4.23 (d, J = 16.0 Hz,
1H), 4.00 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.99 — 3.91 (m, 2H), 3.72 (d, J = 14.0 Hz, 4H), 3.55 (t, J
= 6.3 Hz, 1H), 0.81 (s, 9H), 0.00 (s, 3H), -0.02 (s, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &
201.79, 139.08, 128.93, 128.52, 127.39, 65.53, 60.23, 55.32, 48.27, 25.89, 18.18, -

5.52.

8.3.1.5. Sintesis de (2R)-(Z)-N,N-dibencil-3-bencilimin-1-terbutildimetilsililoxi-4-

clorobutan-2-amina (41)

En un matraz bola provisto de una disolucion de 3S-dibencilamino-4-
terbutildimetilsililoxi-1-cloro-2-butanona (1.30 g, 3 mmol) en 30 mL de éter etilico seco
a 0 °C, se afadio gota a gota una disolucion de tetracloruro de titanio (0.18 mL, 1.65
mmol) y se agitdé durante 30 min, seguido se agrego bencilamina (1.31 mL, 12 mmol)
y se dejé a temperatura ambiente por 2 h. Finalmente, el crudo de reaccion se filtro
sobre zeolita y se evaporo el disolvente obteniéndose asi la imina.
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(2R)-(Z)-N,N-dibencil-3-bencilimin-1-terbutildimetilsililoxi-4-clorobutan-2-amina
(41). Aceite amarillo 95%. RMN H (400 MHz, CDCl3) & 7.23 — 7.06 (m, 15H), 4.48
(dd, J = 16.0 Hz, 2H), 4.18 (dd, J = 10.9, 7.8 Hz, 1H), 4.04 (dd, J = 10.8, 5.3 Hz, 1H),
3.83(d, J = 3.7 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 3.68 (s, 4H), 3.34 (c, J = 7.1 Hz, 1H),
0.86 (s, 6H), 0.79 (s, 3H), 0.03 (s, 3H), -0.00 (s, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &
165.76, 140.17, 139.74, 130.92, 129.31, 128.59, 128.32, 127.56, 127.20, 127.07,

126.89, 63.32, 61.28, 46.38, 26.14, 15.36, -5.21.

8.3.1.6. Sintesis de (2S, 1'R)-1-becil-2-{1*-(dibenzilamino)-2*-

[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42)

En un matraz bola con agitacion magnética y a -30°C se colocé una disolucién
de la imina (1.56 g, 3 mmol) en 15 mL de metanol. Posteriormente se agrego
lentamente gota a gota borohidruro de sodio (NaBHa4) (0.23 g, 6 mmol) durante tres
horas. Después se detuvo la reaccion adicionando una disolucion de NH4Cl (15 mL).
Al término de la reaccion se extrajé con éter etilico (3 x 15 mL), y esta solucion se seco
con NazS0a4, se filtré y evapord. Por ultimo, el residuo obtenido se suspendio en THF
seco y se le adicion6 MeLi (4.1 de una disolucion en éter etilico 1.5 M, 6.2 mmol) para

obtener el producto.

(2S,1'R)-1-becil-2-{1’-(dibenzilamino)-2’-[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42).
Aceite Amarillo 80%. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 7.44 — 7.17 (m, 15H), 3.75 (d, J =
13.8 Hz, 2H), 3.72 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 3.69 (dd, J = 5.8, 3.1 Hz, 2H), 3.48 (d, J = 13.1
Hz, 1H), 3.46 (d, J = 13.1 Hz, 1H), 2.46 (ddd, J = 7.6, 7.6, 7.6 Hz, 1H), 1.80 (m, 1H),

1.67 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 1.34 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 0.88 (s, 9H), 0.00 (s, 6H). RMN 13C
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(100 MHz, CDClIs) 6 140.93, 139.36, 128.85, 128.70, 128.37, 127.97, 127.20, 126.47,

65.22, 63.89, 61.55, 55.08, 38.58, 31.76, 25.92, 18.19, -5.57.

8.3.2. Técnicas de caracterizacion

Los estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 13C se llevaron a
cabo empleando el equipo RMN BRUKER AVANCE Il HD 400 MHz. Los datos de los
desplazamientos quimicos (d) fueron expresados en partes por milléon (ppm) y se utilizé
como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Las constantes de acoplamiento (J) se
expresaron en Hertzios (Hz) en todos los casos. Estos analisis fueron realizados en el
Centro Graduados e Investigacion en Quimica, del Instituto Nacional de México
Campus Tijuana (ITT Otay). La deteccion del peso molecular y patrén de
fragmentacion de los compuestos se realizdé en un espectrémetro de masas Agilent
Technologies 5975C (EM-IE) y Thermo Scientific, Modelo LTQ-XL equipado con
trampa de iones (EM-IES). Los analisis de espectroscopia de infrarrojo (IR) se
realizaron en empleando el equipo Perkin Elmer FT-IR Spectrum 400 equipado con el

aditamento de ATR donde seran descritas las absorciones mas caracteristicas en cm-

1

8.3.3. Evaluacion de la actividad antibacteriana

La determinacion de la capacidad antibacteriana se llevo a cabo empleando las
metodologias de microdilucion en caldo y Kirby-bauer, siguiendo la metodologia

planteada por el Clinical and Laboratory Standards Institute en 2015.

36



8.3.3.1. Actividad antibacteriana mediante microdilucion en caldo

Las bacterias empleadas se sembraron en medio TSA y se incubaron hasta su
fase logaritmica (37°/18 h), se hizo una suspension del in6culo en solucién salina (0.85
%, p/v), ajustando su turbidez a 0.5 del estandar de McFarland (1x108 UFC/mL; %T =
62.7 + 0.5) a una longitud de onda de 530 nm en un espectrofotometro UV-visible
(Spectronic, instruments, INC, E.U.). En tubo de ensayo que contenia 9.9 mL de caldo
Mueller Hinton se agregé 0.1 mL de la solucién a 1x10% UFC/mL para conseguir asi el
inéculo utilizado (1x10%° UFC/mL). Para la determinacion de la CMI se emplearon
placas estériles tipo ELISA de 96 pozos, fondo en U con tapa. Se agregaron 50 pL de
las diferentes diluciones de concentracion de los compuestos a evaluar en cada uno
de los pozos, asi como también se tomo una fila como control de crecimiento de cepas
probadas agregandose 50 uL de inoculo y 50 pyL de caldo Mueller Hinton, se procedio
a afadir una cepa por columna, la primera columna se emple6 como blanco agregando
50 uL de caldo Mueller Hinton estéril en vez del inoculo. La aplicacion del inoculo se
realizd dentro de los 15 minutos posteriores a su preparacion. Al agregar los 50 L del
inoculo en cada uno de los pozos que contienen 50 pL de compuesto se obtiene una
concentracion final de bacterias aproximado de 5x10° UFC/mL, cada pozo tuvo un
volumen final de 100 pL, y cada cepa se evalud por triplicado. Al término de la
inoculacion las placas se taparon y sellaron con Parafilm para evitar que se sequen 'y
se incubaron a 37 °C por un periodo de 18 a 24 h. transcurrido el tiempo de incubacion
de las placas, la CMI fue determinada en los pozos donde no sea visible ningun tipo

de crecimiento.
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8.3.3.2. Actividad antibacteriana mediante Kirby-Bauer

Las bacterias empleadas se sembraron en medio TSA y se incubaron hasta la
fase logaritmica (37°/18h), posteriormente se prepard el inoculo utilizando solucion
salina (0.85%, p/v), se ajusto la turbidez a 0.5 del estandar del estandar de McFarland
(1x108 UFC/mL; abs = 0.08 - 0.1) a una longitud de onda de 625 nm en un
espectrofotometro UV-visible (Spectronic, instruments, INC, E.U.). dicha suspension
contenia aproximadamente (1-2x108 UFC/mL), para la inoculacién de la bacteria en el
agar se utilizé un hisopo estéril el cual se humedece con la suspension bacteriana y
se estrio en la caja petri en tres direcciones distintas. Cuando el inoculo se sec6 (3-5
min) se pusieron discos de 6 mm de papel filtro Whatman N°1, estos se tomaron con
una pinza estéril, los discos se presionaron ligeramente para asegurar contacto con la
superficie y se cargaron con 30 pg de compuesto a emplear para la evaluacion, 15 min
posteriores a haber cargado los compuestos se invirtid la caja Petri y se incubaron a
35°C por 18 h. La actividad fue dada por la presencia de halos de inhibicion los cuales

fueron medidos empleando un vernier o regla.
8.3.4. Bioensayo de toxicidad frente a Artemia salina

La evaluacion de la toxicidad se realiz6 empleando el modelo de de A. salina
empleando la metodologia de Meyer y col., 1982 y Solis y col., 1993, en el que se
emplearon microcrustaceos de A. salina (nauplios), que tienen alta sensibilidad a
compuestos exogenos, consideradose como organismos indicadores de toxicidad

(Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981).
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8.3.4.1 Obtencion de larvas (nauplios) de A. salina.

La obtencidn de los nauplios se realizé primeramente preparando medio salino en el
cual eclosionaran los quistes de A. salina, para el medio se pesaron 38 gr de sal
comercial (sales para pecera tropical ®) y se disolvieron en 1 L de agua desionizada
en un vaso de precipitado, después se pesaron 300 mg de los quistes y fueron
agregados al vaso al cual se le colocé una bomba para que circulara oxigeno hasta el
interior del recipiente, manteniéndose temperaturas entre 25-30 °C y con una fuente
de luz. (Michael y col., 1956; Vanhaecke y col.,, 1981). A las 24 h los nauplios
fototropicos se separaron de los huevos sin eclosionar y se pusieron en otro recipiente
que contenia medio nuevo (solucion salina) durante 24 h bajo las condiciones antes
mencionadas para la obtencion de nauplios estadio Il (Michael y col., 1956; Vanhaecke

y col., 1981).

8.3.4.2 Preparacion de los compuestos para el ensayo de toxicidad

Los compuestos se disolvieron en solucion salina con DMSO al 5% las
concentraciones a evaluar fueron de 200, 100, 50 y 25 pg/mL (Michael y col., 1956;

Vanhaecke y col., 1981).

8.3.4.3 Evaluacién de toxicidad de los compuestos

Para el ensayo de toxicidad se usaron tubos de ensayo de 4 mL, en cada tubo se
colocaron 10 nauplios en un volumen no mayor a 0.5 mL utilizando una pipeta Pasteur
de vidrio (Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981). A los tubos con nauplios se le
agregaron 100 pL de los compuestos evaluados a concentraciones de 200, 100, 50 y

25 ug/mL y se llevd a un volumen de 2 mL con solucion salina (Michael y col., 1956;
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Vanhaecke y col., 1981). Se utiliz6 como control negativo DMSO al 5% v/v. Los tubos
fueron incubados a temperatura ambiente 25-30 °C durante 24 h y con luz continta
(Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981). Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se contaron los nauplios muertos en cada tubo y los vivos en los blancos,
una vez contadas las larvas muertas por accion del compuesto, se agrego 50 uL de
formol al 10% v/v a cada uno de los tubos y se dej6o en reposo por 15 min,
posteriormente se realiz6 el conteo del total de nauplios en cada tubo, cada
experimento se realiz6 por triplicado (Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981).
Los resultados se presentaron como porcentaje de mortalidad (%M), utilizando la

formula de Abbott (Abbott, 1987):

LMm

oM =
% LVc

X100

%M= Porcentaje de mortalidad
LMm= larvas muertas en la muestra
LVc= larvas vivas en el control

8.3.4.4 Determinacion de la CLsp (Concentracion Letal media)

Los resultados de toxicidad obtenidos en la prueba de A. salina se expresan como
concentracion letal media (CLso), es decir, la concentracion que mata a la mitad (50 %)
de los microcrustaceos (Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981). Siendo este un
estudio preeliminar, el nimero de larvas muertas en 24 h se emplea para calcular la
concentracion letal media (CLso) por medio del andlisis Probit con 95% de confiabilidad,
empleando el paquete estadistico SPSS Statistics v21, el grado de toxicidad del

compuesto se definié en funcion del intervalo en que se encontraron los valores de
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CLso (Michael y col., 1956; Vanhaecke y col., 1981). La escala de toxicidad de A. salina
es registrada como elevada (0.1 - 100 ug/mL), moderada (100 - 300 ug/mL), baja (300
— 640 ug/mL), minima (mayor a 640 ug/mL) y no toxica si es mayor a 2000 ug/mL

(Meyer y col 1982).
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IX. RESULTADOS

9.1. Sintesis de la N,N-dibencilaziridina
9.1.1 Sintesis del éster metilico de serina (37)

La ruta de sintesis inicid con la esterificacion del aminoacido L-serina con cloruro
de trimetilsilano (TMSCI), obteniéndose asi el éster metilico 37 como un polvo blanco

con un rendimiento del 90%.

El espectro de infrarrojo del éster metilico 37 (Figura 8) presento las vibraciones
de estiramiento siguiente: 3343 cm (N-H), 2918 cm* (C-H alifatico), 3069 cm* (O-H),
1743 cm™ (C=0 del éster), 1508 cm™ (C-C alifatico), 1243 cm™ (C-O del éster) y 1038
cmt (C-O del grupo hidroxilo). En el espectro de EM-IE de 37 (Figura 9) se observo el
ion molecular en 120.1 uma correspondiente al peso del compuesto, asi también se
observé un fragmento en 88.1 uma correspondiente a la pérdida del metoxilo y en

60.02 uma se aprecio la ruptura a del carbonilo siendo este ultimo el pico base.

El espectro de RMN 'H para 37 (Figura 10A) mostrd un singulete en 8.62 ppm
perteneciente a los hidrégenos del amino, en 4.08 ppm un singulete correspondiente
al hidrégeno del metino, en 3.83 ppm un doblete con J = 3.7 Hz perteneciente a los
dos hidrégenos del metileno, en 3.74 ppm un singulete perteneciente a los tres
hidrogenos del metilo del éster y por dltimo en 3.42 ppm una sefial ancha
correspondiente al hidrogeno del hidroxilo (Cuadro 6). Por otro lado el espectro de
RMN 13C de 37 (Figura 10B) se apreciaron las siguientes sefiales: en 168.91 ppm el
carbonilo del éster, en 59.90 ppm el metino, en 54.87 ppm el metileno y por dltimo en

53.18 ppm la sefial del metoxilo (Cuadro 6).
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9.1.2 Sintesis del éster dibencilado de serina (38)

En la segunda reaccion se realizé la dibencilacién del grupo amino empleando
bromuro de bencilo en presencia de trietilamina (TEA), la mezcla obtenida se purifico
a través de cromatografia en gel de silice (9:1 éter de petréleo/acetato de etilo)
obteniéndose el éster dibencilado 38 como un aceite amarillo con un rendimiento del

89%

El espectro infrarrojo del compuesto 38 (Figura 11) presenté las vibraciones de
estiramiento siguiente: 3457 cm* (O-H del grupo hidroxilo), 3027 cm (C-H aromaético),
2947 cm (C-H alifatico), 1730 cm™ (C=0 del éster), 1494 cm (C-O del éster) y en

1454 cm™* (C-O del hidroxilo).

En el espectro de EM-IE de 38 (Figura 12) se observo el ion molecular en 299
uma correspondiente al peso del compuesto, asi también se observaron tres
fragmentos en 268 uma la pérdida del metoxilo del éster, en 240 uma la ruptura ay en
91 uma la formacién del ion tropilio debido a la ruptura  del nitrégeno con respecto al

bencilo.

En el espectro de RMN H de 38 (Figura 13A) se mostré un multiplete entre
7.48-7.23 ppm perteneciente a los diez hidrogenos aromaticos, en 3.95y 3.72 ppm se
encuentran dos sistemas AB alifaticos visto como dos dobletes con J = 13.4 Hz
correspondientes a los metilenos bencilicos unidos a la amina, en 3.83 ppm se aprecio
un singulete perteneciente al metoxilo, en 3.80 se observo un doble de dobles con J =
7.5 Hz perteneciente a los dos hidrogenos del metileno, en 3.60 ppm se vio un triplete
correspondiente al metino el cual integra para un hidrogeno perteneciente al carbono
asimétrico, por ultimo en 2.53 ppm se observé un singulete perteneciente al hidrogeno
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del hidroxilo (Cuadro 7). En el espectro de RMN 3C de 38 (Figura 13B) se obseraron
las sefales correspondientes: en 171.78 ppm el carbonilo del éster, en 138.7, 129.0,
128.6, 127.4 a los carbonos aromaticos, en 61.9 ppm del carbono asimétrico, en 59.45
ppm el metileno, en 58.2 ppm de los metilenos bencilicos y en 51.4 ppm el metoxilo

(Cuadro 7).
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"NHCI *NH,Cl-
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Cuadro 6. Datos de RMN 'H y RMN *3C del éster metilico de serina (37).

lH 13C
Sefial 0 (J =Hz) Sefial o
Ha 8.62 (s) Cl 168.91
Hb 4.08 (s) C2 59.90
Hc 3.83(d, 3.7) C3 54.87
Hd 3.74 (s) C4 53.18
He 3.42 (sa)
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Cuadro 7. Datos de RMN *H y RMN *3C del éster dibencilado de serina (38).

1H 13C

Senal 0 (J=Hz) Sefial 0
Arométicos 7.48-7.23 (m) C1 171.78
Ha 2.53 (s) C2 138.73
Hb, Hb’ 3.95 (d, 13.4) C3 129.02
Hc , He 3.72 (d, 13.4) c4 128.57
Hd 3.83 (s) C5 127.45
He 3.80 (dd, 7.5) C6 61.93
Hf 3.60 (t) c7 59.45
C8 54.91
C9 51.44
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9.1.3 Sintesis de 2-(S)-(N,N-dibencil)amino-3-terbutildimetilsililoxipropianato de

metilo (39)

Durante el tercer paso de reaccion se realizo la proteccion del grupo hidroxilo del
compuesto 38 empleando cloruro de terbutildimetilsilano (TBDMSCI) en presencia de
imidazol en diclorometano, lograndose aislar un aceite amarillo con rendimiento del

93% (39).

El espectro infrarrojo del compuesto 39 (Figura 14) presento las vibraciones de
estiramiento siguiente: 3046 cm (C-H aromatico), 2842 cm™ (C-H alifatico), 1744 cm-
1(C=0 del éster) y en 822 cm™ se observé una sefial muy pronunciada perteneciente

al enlace C-Si

En el espectro de EM-IE de 39 (Figura 15) se observo el ion molecular en 412
uma correspondiente al peso del compuesto, asi también se observaron cuatro
fragmentos mayoritarios, en 354 uma la ruptura del carbono a correspondiente al
carbonilo del éster, en 322 un fragmento proveniente de la ruptura a del bencilo, 268
uma el fragmento correspondiente a la pérdida del metoxilo unido al silicio y 91 uma

se mostro la formacion del ion tropilio.

En el espectro de RMN *H de 39 (Figura 16A) mostr6 la sefial perteneciente a los
10 hidrégenos aromaticos entre 7.43- 7.18 ppm, en 4.01 y 3.89 se mostraron dos
dobles de dobles con J = 10.16.0 Hz correspondientes a los metilenos unido al
oxigeno, en 3.95y 3.70 ppm apreciaron dos dobletes con J = 13.4 Hz correspondientes
a los metilenos bencilicos, en 3.75 ppm se observo un singulete que integra para tres
hidrogenos pertenecientes al metoxilo, en 3.56 ppm se observé un triplete con J = 6.2
Hz correspondiente al metino, en 0.86 ppm se mostro un singulete que integra para 9
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hidrogenos pertenecientes al grupo terbutilo unido al silicio, por ultimo en 0 ppm se
observé un singulete perteneciente a los 6 hidrégenos de los metilos unidos al silicio
(Cuadro 8). En el espectro de RMN 3C de 39 (Figura 16B) se observé carbonilo del
éster en 172.0 ppm, en 139.9, 120.7, 128.2, 126.9 se mostraron los carbonos del
sistema aromatico, en 63.1 ppm el metileno unido al oxigeno, en 62.7 ppm metino, en
55.5 ppm los metilenos bencilicos, en 51.0 ppm el metoxilo, en 25.8 ppm el carbono
cuaternario del terbutilo, en 18.1 ppm los metilos del terbutilo, y en -5.63 ppm los

metilos unidos al silicio (Cuadro 8).

9.1.4 Sintesis de 3-(S)-dibencilamino-4-terbutildimetilsililoxi-1-cloro-2-butanona

(40)

En la cuarta etapa se realizo la formacion de la clorometilcetona 40 partiendo del
compuesto 39 en presencia de clorometillitio (LiICH2CI) generado in situ a partir de
cloroyodometano y metillitio (MeLi), obteniéndose la clorocetona como un aceite

amarillo con 90% rendimiento.

En el espectro de EM-IE de 40 (Figura 17) no se observo el ion molecular, sin
embargo, se aprecian tres fragmentos mayoritarios: en 354 uma se observé el
fragmento debido a la ruptura a al carbonilo, en 210 uma el fragmento por la ausencia
del metoxilo unido al silicio y en 91 uma la formacion del ion tropilio debido a la ruptura

B del aromatico.

En el espectro de RMN 'H de 40 (Figura 18A) se observd un multiplete entre
7.26-7.15 ppm correspondiente a los diez hidrégenos aromaticos, en 4.23 y 4.00 ppm
se mostro un doblete con una J = 16.0 Hz correspondientes a los hidrégenos del
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metileno unido al cloro, entre 3.99y 3.91 ppm se observo un doble de dobles colapsado
en un multiplete que integra para los dos hidrégenos del metileno unido al oxigeno, en
3.72 ppm se mostré un doblete con una J = 14.0 Hz que integra para los cuatro
hidrogenos pertenecientes a los metilenos bencilicos, 3.55 ppm se aprecio un triplete
con una J = 6.3 Hz perteneciente al hidrégeno del carbono asimétrico, en 0.81 ppm se
observé un singulete que integra para nueve hidrégenos pertenecientes al terbutilo
unido al silicio y por ultimo en 0.00 y -0.02 se mostraron dos singuletes
correspondientes a los metilos unidos al silicio respectivamente (Cuadro 9). En el
espectro de RMN 13C de 40 (Figura 18B) se mostré las siguientes sefiales: en 201.8
ppm la sefial correspondiente al carbonilo de la clorocetona, entre 139.0 y 127.4 ppm
la de los carbonos arométicos, en 65.5 ppm la del metileno unido al cloro, en 60.2 ppm
la del metileno unido al oxigeno, en 55.3 ppm la de los metilenos bencilicos, en 48.3
ppm la carbono asimétrico, en 25.9 ppm la de los metilos pertenecientes al terbutilo,
en 18.2 ppm la del terbutilo unido al silicio y en -5.52 ppm la de los metilos unidos al

silicio (Cuadro 9).

9.1.5 Sintesis de (2R)-(Z2)-N,N-dibencil-3-bencilimin-1-terbutildimetilsililoxi-4-

clorobutan-2-amina (41)

La penultima etapa de reaccion para la formacion de la imina 41 se hizo
reaccionar la clorocetona 40 en presencia de tetracloruro de titanio y bencilamina,
obteniéndose 41 como un aceite amarillo con 95% de rendimiento. Debido a la
inestabilidad de este compuesto solo fue caracterizado por RMN ademas de

emplearse directamente la siguiente etapa de reaccion.

55



En el espectro de RMN *H de 41 (Figura 19A) se apreci6 la sefial correspondiente
a los 15 hidrégenos aromaticos entre 7.23-7.06 ppm, en 4.48 ppm se mostro un doble
de dobles con una J = 16.0 Hz correspondientes a los hidrogenos del CH2-Cl, en 4.18
se observo un doble de dobles con J=de 10.9y 7.8 Hz y en 4.04 se mostro otro doble
de dobles con una J=de 10.8 y 5.3 Hz dichas sefiales integran para los dos hidrégenos
del metileno unido al oxigeno, en 3.83 y 3.80 ppm se mostraron dos dobletes con una
J = 3.7 y 5.4 Hz respectivamente que integra para los dos hidrégenos pertenecientes
a los metilenos bencilicos de la imina, en 3.68 ppm se aprecié un singulete
perteneciente a los metilenos bencilicos, en 3.55 ppm se aprecié un cuadruplete con
una J = de 7.1 Hz perteneciente hidrogeno del centro asimétrico, en 0.86 y 0.79 ppm
se mostraron las sefiales pertenecientes al terbutilo unido al silicio y por tltimo en 0.03
y 0.00 se mostraron dos singuletes correspondientes a los metilos unidos al silicio
respectivamente (Cuadro 10). En el espectro de RMN *3C de 41 (Figura 19B) se mostrd
las siguientes sefiales: en 165.7 ppm la sefial perteneciente a la imina, entre 140.2 y
126.9 ppm la de los carbonos aromaticos, en 65.8 ppm la del metileno unido al cloro,
en 63.3 ppm la del metileno unido al oxigeno, en 61.3 ppm la del carbono asimétrico,
46.4 ppm la de los metilenos bencilicos, en 26.1 ppm la de los metilos pertenecientes
al terbutilo, en 15.36 ppm la del terbutilo unido al silicio y en -5.21 ppm la de los metilos

unidos al silicio (Cuadro 10).
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Cuadro 8. Datos de RMN 'H y RMN 13C de la N,N-dibecil-O-(terbutildimetilsilil)-L-
metilserinato (39).

lH 13C

Sefial 0 (J=Hz) Sefal o
Aromaéticos 7.43 -7.18 (m) C1 172.03
Ha 0.00 (s) C2 139.90
Hb, Hb’ 3.95(d, 14.1) C3 120.72
Hc, Hc' 3.70 (d, 14.1) C4 128.20
Hd 3.75 (s) C5 126.90
He 4.01 (dd 10.1, 6.0) C6 63.08
He’ 3.89 (dd, 10.1, 6.0) C7 62.72
Hf 3.56 (t, 6.2) C8 55.49
Hg 0.86 (s) C9 51.04
C10 25.77
C11,12,13 18.14
C14,15 -5.64
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Cuadro 9. Datos de RMN *H y RMN 13C de la (S)-4-((terbutildimetilsilil)oxi)-1-cloro-3-
(dibencilamino)butan-2-ona (40).

1H 13C

Senal 0 (J=Hz) Sefal o
Arométicos 7.26 — 7.15 (m) C1 201.79
Ha 0.00 (s) C2 139.08
Ha’ -0.02 (s) C3 128.93
Hb, Hb’, Hc, HC’ 3.72 (d, 14.0) C4 128.52
Hd 4.23 (d, 16.0) C5 127.39
Hd’ 4.00 (d, 16.0) C6 65.53
He, He’ 3.99 -3.91 (m) Cc7 60.23
Hf 3.55 (t, 6.3) C8 55.32
Hg 0.81 (s) c9 48.27
C10 25.89
C11,12,13 18.18
C14,15 -5.52
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Cuadro 10. Datos de RMN 'H y RMN *3C de la (2R)-(Z)-N,N-dibencil-3-bencilimin-1-
terbutildimetilsililoxi-4-clorobutan-2-amina (41)

1H 13C
Senal 0 (J=Hz) Sefal 0

Aromaticos 7.23 —7.06 (m) C1 165.76
Ha 0.03 (s) C2 140.17
Ha’ -0.00 (s) C3 139.74
Hb, Hb’, He, He' 3.68 (s) c4 130.92
Hd, Hd’ 4.48 (dd, 16.0) C5 128.59
He 4.18 (dd, 10.9, 7.8) Co6 65.86

He’ 4.04 (dd, 10.8, 5.3) Cc7 63.32

Hf 3.34(c,7.1) C8 46.38,

Hg 0.86 (s) C9 61.28

Hg' 0.79 (s) C10 15.36

Hh 3.80 (d, 5.4) C11,12,13 26.14

Hh’ 3.83(d, 3.7) C14,15 -5.21

C16-C19 128.32-126.89
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9.1.6. Sintesis de (2S,1’R)-1-becil-2-{1’-(dibenzilamino)-

2’[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42)

La ultima etapa de sintesis consistio en la formacion del anillo de aziridina para
esto se redujo la amina 41 en presencia de NaBH4 para la obtencion de la amina,
posteriormente mediante una reaccion de ciclacion empleando MeLi. Obteniéndose el
producto 42 se observé como un aceite amarillo con un rendimiento del 80% dicho
compuesto solo fue caracterizado empleando RMN donde se emplearon estudios
adicionales de HSQC y HMBC (Figura 20) para la inequivoca asignacién de las

senales.

En el espectro HSQC (Figura 20A) se observaron las siguientes correlaciones
hidrogeno—carbono, los hidrégenos aromaticos en 7.44-7.17 ppm correlaciona con
las sefiales entre 140.9 y 126.5 ppm, el doblete de los metilenos bencilicos en 3.75 y
3.72 ppm correlaciona con la de 55.1 ppm, el doble de dobles del metileno unido al
oxigeno en 3.69 ppm correlaciona con la de 63.9 ppm, los dobletes en 3.48 y 3.46 ppm
correlacion con la de 65.2 ppm correspondiente al metileno bencilico del anillo de la
aziridina, el doble de doble de dobles perteneciente al primer carbono asimétrico en
2.46 ppm correlaciona en 61.5 ppm, el multiplete del centro asimétrico del anillo de la
aziridina en 1.80 ppm correlaciona en 38.6 ppm, los dobles perteneciente al metileno
del anillo de la aziridina en 1.67 y 1.34 ppm correlaciona con 31.7 ppm, el singulete
pertenecientes a los metilos del terbutilo en 0.88 ppm correlaciona en 25.9 ppm vy el
singulete perteneciente a los metilos unidos directamente al silicio en 0.00 ppm
correlaciona en -5.57 ppm. Por otra parte en el espectro de correlaciéon a dos y tres

enlaces hidrogeno—carbono (HMBC) (Figura 20B) se tom6 como sefial conocida al
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primer centro asimeétrico en 2.46 ppm, donde se observo una interaccion a dos enlaces
en 55.1 ppm correspondiente al centro asimétrico de la aziridina y en 65.3 ppm del
metileno unido al oxigeno, mientras que a tres enlaces se aprecié la interaccion del
metileno del anillo de la aziridina en 31.8 ppm y en 38.6 ppm con los metilenos
bencilicos, gracias a estos estudios se pudo hacer la correcta asignacion de las nuevas
sefales lo que nos indica la formacion y caracterizacion del heterociclo de aziridina

inequivocamente.

El espectro de RMN H de 42 (Figura 21A) mostré la sefial correspondiente a los
15 hidrégenos aromaticos entre 7.44-7.17 ppm, en 3.75 y 3.72 ppm se aprecio un
doblete con una J = 13.8 Hz correspondientes a los hidrégenos de los metilenos
bencilicos, en 3.69 ppm se mostré un doble de dobles con unaJ=5.8y 3.1 Hz , en
3.48 y 3.46 ppm se observé un doblete con una J = 13.1 dichas sefales integran para
los dos hidrégenos del metileno bencilico unido al anillo de la aziridina, en 2.46 ppm
se aprecid un doble de doble de dobles una J = 7.6 perteneciente al primer centro
asimétrico, en 1.80 ppm la sefial del hidrogeno del centro asimétrico del anillo de la
aziridina, en 1.67 y 1.34 ppm se observo un dbolete con una J = 3.4y 6.6 Hz
respectivamente perteneciente al metileno del anillo de la aziridina, en 0.88 ppm
aprecio la sefale perteneciente a los hidrégenos del terbutilo unido al silicio y por ultimo
en 0.00 ppm se mostré un singulete correspondiente a los hidrogenos de los metilos
unidos al silicio (Cuadro 11). En el espectro de RMN *3C de 42 (Figura 21B) mostré las
siguientes sefales: en 140.9 y 126.5 ppm derivada de los carbonos aromaticos, en
65.2 ppm la del metileno bencilico del anillo de la aziridina, en 63.9 ppm la del metileno

unido al oxigeno, en 61.5 ppm la del carbono asimétrico, 55.1 ppm la de los metilenos
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bencilicos, en 31.7 ppm la del metileno del anillo de la aziridina, en 25.9 ppm la de los
metilos pertenecientes al terbutilo, en 18.2 ppm la del terbutilo unido al silicio y en -

5.57 ppm la de los metilos unidos al silicio (Cuadro 11).
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Figura 20. Espectro de HSQC (A) y HMBC (B) de la (2S,1’R)-1-becil-2-{1’-(dibenzilamino)-
2’[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42). Estudios de correlacion realizados para la
asignacion de las nuevas sefales provenientes del anillo de la aziridina.
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Cuadro 11. Datos de RMN H y RMN 13C (2S,1'R)-1-becil-2-{1’-(dibenzilamino)-
2’[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42)

lH 13C
Sefial 0 (J=Hz) Sefal o
Aromaticos 7.44 —7.17 (m) C1 38.58

Ha 0.00 (s) C2-C5 140.93 - 128.70
Hb, Hb’ 3.75 (d, 13.8) C6 31.76
Hc, Hc' 3.72 (d, 13.8) C7 63.89

Hd 1.67 (d, 3.4) C8 55.08

Hd’ 1.34 (d, 6.6) C9 61.55
He,He’ 3.69 (dd, 5.8, 3.1) C10 18.19

Hf 2.46 (ddd, 7.6, 7.6, 7.6) C11,12,13 25.92

Hg 0.88 (s) C14,15 -5.57

Hh 3.48 (d, 13.1) Cl6-C19 128.37 -126.47

Hh’ 3.46 (d, 13.1) C20 65.22

Hi 1.80 (m)
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9.2. Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se evaluaron tres compuestos intermediarios y la N,N-dibencilaziridina (38, 39,
40 y 42) empleando las metodologias de microdilucion en caldo y Kirby-bauer, contra
11 cepas bacterianas nueve Gram positivas y dos Gram negativas, de las cuales seis
son aislados clinicos multirresistentes. Los compuestos evaluados (38, 39 y 42) por
microdilucién en caldo no fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano frente las
bacterias empleadas a la maxima concentracion evaluada de 200 pg/mL, mientras que
el compuesto 40 presentd actividad contra las 11 bacterias. Las CMIs de este
compuesto fueron de 25 pug/mL frente a las cepas Gram positivas multirresistentes
(SARM-01, SARM-02, SARM-03, SARM-04), mientras que para las Gram negativas
(E. coli 25922 y E. coli A011) las CMils fueron de 200 pg/mL. Asi también, se observé
que 40 present6 actividad bacteriostatica para la mayoria de las bacterias y solamente
se aprecid accion bactericida contra streptococcus grupo A a 100 pg/mL (Cuadro 15).
Sin embargo, las CMIs obtenidas fueron superiores a los presentados por el control
linezolida (0.5 - 0.8 pg/mL) (Cuadro 12). Por otra parte, mediante la metodologia de
Kirby-bauer con una carga de 30 pg ninguno de los compuestos evaluados presento

actividad.
9.2. Bioensayo de toxicidad frente a A. salina

Se evaluo la toxicidad in vitro del compuesto 40 empleando el modelo de A.
salina siendo este el Unico compuesto activo frente a las bacterias evaluadas. Para
esto se en donde se pusieron en un tubo de ensayo diez nauplios fototropicos en
estadio Il a los cuales se les dio una dosis del compuesto a concentraciones de 200,

100, 50 y 25 pg/mL, determinandose la CLso a 50 pg/mL.
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Cuadro 12. Resultados de la actividad antibacteriana del compuesto 40

Bacteria CMis (ug/mL) CMB (ug/mL)

S. aureus 05 50 50

Streptococcus grupo A 01 100 100*
S. aureus 25923 25 25
E. coli A011 200 200
SARM 43300 25 25
E. coli 25922 200 200
SARM-01 25 50
SARM-02 25 25
SARM-03 25 25
SARM-04 25 25
SARM-05 50 50

* Present6 actividad bactericida, CMI: concentracién minima inhibitoria, CMB: concentracién minima bacteriostatica
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X. DISCUSION

10.1. Sintesis de la N,N-dibencilaziridina
10.1.1 Sintesis del éster metilico de serina (37)

La ruta de sintesis inicio con la esterificacion del aminoacido L-serina 36, en
primera instancia se propuso iniciar empleando el método tradicional con cloruro de
tionilio (SOCI2) en metanol (Ochoa, 2004). Sin embargo, este reactivo ya no se
encuentra disponible comercialmente, por lo que se opté por emplear bromuro de
tionilo (SOBrz) o cloruro de trimetilsilano (TMSCI) a concentraciones de 1.5 a 5 eq.,
donde el TMSCI procedié con la completa esterificacion del aminoacido con 5 eq.
mientras que con el SOBrz se apreci6 una mezcla en proporcion 70:30
producto/reactivo, esto fue confirmado por RMN 3C. En el Anexo 1 se aprecia la
desaparicion de la sefial en 169.7 del carbono del acido carboxilico y la aparicion de
la sefial del carbonilo del éster en aproximadamente 168.7 ppm, asi también se
confirmé por EM-IE donde se observo el ion molecular a 120 uma correspondiente al
peso del producto y un fragmento mayoritario de 60 uma correspondiente a la pérdida
del carbonilo del éster siendo este el pico base. Obteniéndose asi el compuesto 37
como un polvo blanco con rendimiento del 93%, siendo mayor a lo encontrado en la
literatura por Pang y col. en 2018, donde obtuvieron un rendimiento del 80%
empleando SOCI2 y similar a lo reportado Yamamoto y Ramakrishna en 2021 donde
sintetizaron aminoésteres de alaninay fenilalanina con rendimientos del 91% utilizando
TMSCI. Por lo que el TMSCI puede ser usado como una alternativa para la sintesis

de aminoésteres (Ochoa, 2004; Pang y col. 2018; Yamamoto y Ramakrishna, 2021).
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10.1.2 Sintesis del éster dibencilado de serina (38)

Para la obtencion del compuesto 38 se hizo reaccionar 37 en presencia de
bromuro de bencilo y trietilamina (TEA) en cloroformo como solvente a reflujo durante
12 h., obteniéndose con rendimiento del 89% posterior a la etapa de purificacion con
gel de silice, este rendimiento fue superior a lo reportado por Ochoa en 2004 y similar
a lo reportado por Ordofiez y col. en 2010 con un rendimiento de 92%. (Ochoa, 2004,
Ordofez y col. 2010). En la caracterizacion por EM-IE se mostré M* de 299 uma y tres
fragmentos abundantes correspondientes: a la ruptura del carbono a del éster
mostrandose la pérdida del metoxilo a 268 uma, la perdida de monéxido de carbono a
240 uma, y la formacion del ion tropilio a 91 uma debido a la ruptura B del nitrégeno.
Por otra parte, en el espectro de FT-IR en 3027 cm? se observé la sefial de
estiramiento C=CH aromatico. El espectro de RMN *H mostré la sefial correspondiente
a los hidrogenos aromaticos entre 7.48 y 7.23 ppm correspondiente a los hidrégenos
aromaticos, asi como dos dobles en 3.95 y 3.72 ppm con J = 13.4 Hz las cuales
pertenecen a los metilenos bencilicos. En el espectro de RMN de 3C se apreciaron
los carbonos aromaticos entre 138.73 y 127.45 ppm y en 54.91 ppm se mostro la seial

perteneciente a los metilenos bencilicos, confirmandose asi la obtencion de 38.

Aunado a esto, durante la busqueda de las condiciones de sintesis y purificacion
de 38 se logro aislar a la serina tribencilada, la cual solo fue caracterizada por medio
de RMN 'H donde se observaron dos multipletes entre 7.41 y 7.26 ppm
correspondientes a los 15 hidrégenos aromaticos, asi también se observaron dos

dobles en 5.29 y 5.13 ppm para los metilenos bencilicos, mientras que en el espectro
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de RMN 3C se observaron las sefales aromaticas entre 136.8 y 127.4 ppmy en 66.4

la sefal del metileno bencilico del éster (Anexo 2).

10.1.3 Sintesis de 2-(S)-(N,N-dibencil)amino-3-terbutildimetilsililoxipropianato de

metilo (39)

La tercera etapa consisti6 en la proteccion del hidroxilo del aminoester
dibencilado 38, para esto se hizo reaccionar con cloruro de terbutildimetilsilano

(TBDMSCI) e imidazol en DCM, obteniéndose un 93% de rendimiento.

La caracterizacion por FT-IR mostré una vibracién de estiramiento del enlace C-
Si pronunciada a 822 cm™, mientras que en el espectro de EM-IE se mostré el ion
molecular en 412 uma correspondiente al peso molecular del compuesto, en 354 uma
la pérdida del carbonilo del éster, en 268 uma la pérdida del metoxilo unido al silicio y
91 uma la formacién del ién tropilio siendo este el pico base. En el espectro de RMN
'H se observé un singulete en 0.86 ppm correspondiente a los metilos unidos al
terbutilo y en 0.00 ppm otro singulete que integra para los metilos unidos al silicio, el
doble de dobles perteneciente al metileno unido al oxigeno se observé como dos
dobles de dobles en 4.03 y 3.91 ppm con J = 10.1 y 6.0 Hz. En el espectro de RMN
13C se observé en 25.9 ppm la sefial correspondiente a los metilos unidos al terbutilo,
en 18.2 ppm la sefial del carbono cuaternario, en 5.5 ppm la sefial de los metilos unidos
al silicio, asi también se observo6 el desplazamiento del carbono asimeétrico a 60.2 ppm

y en 65.5 ppm la del metileno unido al oxigeno.
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10.1.4. Sintesis de 3-(S)-dibencilamino-4-terbutildimetilsililoxi-1-cloro-2-

butanona (40)

Para la sintesis de 40 se hizo reaccionar 39 en presencia de LICH2Cl generado
in situ a partir de cloroyodometano (ICH2Cl) y metillitio (MeLi), empleando como
solvente THF a -78 °C, obteniéndose con 90% de rendimiento, siendo semejante a lo
realizado por pace y col. en 2013 quienes sintetizaron clorocetonas a partir de
derivados del aminoéacido glicina en presencia ICH2Cl y melLi a diferentes

concentraciones obteniendo rendimientos del 36 al 92% (Pace, y col. 2013).

El espectro de EM-IE no mostré el ion molecular del compuesto, pero si tres
fragmentos mayoritarios en 354 uma se dio la ruptura a del carbonilo de la clorocetona,
en 210 uma la pérdida del metoxilo unido al silicio y en 91 uma la formacion del ion
tropilio siendo este dltimo el pico base. En el espectro de RMN H se observé la
ausencia de la sefial del metoxilo del éster, asi también se observaron la aparicion de
nuevas sefales derivadas de los metilenos unidos al cloro vistos como dos dobles en
4.23y 4.00 ppm con J = 16.0 Hz respectivamente, en 3.72 ppm se aprecié un doblete
correspondiente a los metilenos bencilicos con una J = 14.0 Hz , entre 3.99y 3.91 ppm
se observaron dos dobles de dobles colapsados como un multiplete pertenecientes al
metileno unido al oxigeno, por ultimo en 0.00 y -0.02 ppm se observaron dos singuletes
pertenecientes a los metilos unidos al silicio. Por otra parte, el espectro de RMN 3C
mostré nuevas sefales derivadas del carbonilo de cetona en 201.8 ppmy en 48.3 ppm

del metileno unido al cloro.
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10.1.5. Sintesis de (2R)-(2)-N,N-dibencil-3-bencilimin-1-terbutildimetilsililoxi-4-

clorobutan-2-amina (41)

La quinta etapa consistio en la sintesis de la imina 41 a partir de 40 en presencia
bencilamina y TiClsa como catalizador en éter etilico seco, obteniéndose con un
rendimiento del 95%, siendo igual a lo reportado por Concellon y col. en 2001 donde
sintetizaron iminas a partir de clorocetonas derivadas de los aminoécidos de L-alanina,
L- leucina y L- fenilalanina con rendimientos que fueron del 73 al 94%, asi también se
observé que esta clase de compuestos son térmicamente inestables los cuales se
pueden hidrolizar facilmente con acidos por lo que sélo pueden almacenarse durante
un tiempo limitado (sin disolventes, 24 h a -10 °C). Debido a esto se empleo

directamente sin alguna purificacion, siendo solo ser caracterizado por RMN.

En el espectro de RMN 'H se aprecié un multiplete para 15 hidrégenos derivado
de la adicion del anillo aromatico de la imina, asi también se mostraron dos dobletes,
en 3.80 con J =5.4 Hz y en 3.83 ppm con J = 3.7 Hz perteneciente a los hidrogenos
bencilicos de la imina. Mientras que en el espectro de 13C se aprecid la ausencia de la
sefal del carbonilo de la clorocetona y se mostré la presencia del carbono iminico en

165.76 ppm.

10.1.6. Sintesis de (2S,1’R)-1-becil-2-{1’-(dibenzilamino)-

2’[(terbutildimetilsilil)oxi]etil}aziridina (42)

El dltimo paso de reaccion consistio en la formacion del anillo de la aziridina para
esto se hizo la reduccion de la imina 41 empleando NaBH4 para formar la amina y
posteriormente se hizo reaccionar con MeLi en THF seco a 0 °C obteniéndose asi 42
con un rendimiento del 80% siendo superior a lo reportado por Concellon y col. en
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2001 para la sintesis de aziridinas a partir de iminas donde obtuvieron un 60%
rendimiento y semejante a lo presentado por Ochoa en 2004 donde sintetizé el anillo
de la aziridina a partir de la cloroimina a partir del aminoacido L-serina con un 86% de

rendimiento.

Para la caracterizacion de la aziridina 42 solo se realizé por medio de RMN en
una y dos dimensiones para asignacion correcta de las sefales, mostrandose asi en
espectro de HSQC las correlaciones a un enlace C-H de las nuevas sefales
procedentes de la formacion del anillo de la aziridina, mientras que en el espectro de
HMBC se observo la correlacién del primer centro asimétrico a dos enlaces con el
centro asimétrico de la aziridina y con el metileno unido al heterodtomo de oxigeno,
mientras que a tres enlaces se observo la correlacion con el metileno del anillo de la
aziridina y con los metilenos bencilicos, gracias estos estudios permitiendo asignar las
nuevas sefiales de un manera inequivoca en los espectros de *H y 13C corroborando

la obtencion del compuesto 42.
10.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana

El estudio de la actividad antibacteriana fue realizada empleando las
metodologias de microdilucion en caldo y Kirby-Bauer, donde se evaluaron los
compuestos 38, 39, 40 y 42 frente a once cepas bacterianas, nueve Gram positivas y
dos Gram negativas, de las cuales seis son aislados clinicos multirresistentes, donde
los compuestos 38, 39, y 42 no mostraron actividad por el ensayo de microdilucion en
caldo los compuestos contra ninguna cepa a la maxima concentracion evaluada,
mientras que el compuesto 40 mostré actividad contra todas las cepas evaluadas,

observandose CMIs de 25 a 100 pg/mL frente a las nueve bacterias Gram postivas de
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las cuales seis de ellas son bacterias resistentes (S. aureus 05, Streptococcus grupo
A 01, S. aureus 25923, SARM 43300, SARM-01, SARM-02, SARM-03, SARM-04,
SARM-05), mientras que las CMIs de las bacterias Gram negativas (E. coli A011, E.
coli 25922) fueron de 200 pg/mL, asi tambien se observo que 40 presentd actividad
bactericida contra Streptococcus grupo A 01, mientras que para las otras bacterias
mostré actividad bacteriostatica. Por otra parte, en los ensayos realizados empleando
la metodologia de Kirby-Bauer no se observo la actividad antibacteriana de ninguno

de los compuestos a una concentracion de 30 pg.

La evaluacion 38, 39, 40 y 42 en este trabajo son empleados como precursores
de otras moléculas (e.g. pirazoles, benzoxazoles, piperidinas, epoxidos) (Abdelgawad
y col. 2021; Capua, M. y col., 2016). La clorocetona 40 presento actividad contra todas
las bacterias evaluadas en este estudio, siendo esto similar a lo reportado por
Abdelgawad y col. 2021, en donde evaluaron la actividad antibacteriana y antifingica
de benzoxazoles siendo los derivados de clorocetonas los que mostraron actividad
frente a las bacterias S. aureus 29213, SARM 33591 y E. coli 35218 a CMIs de 20

pug/mL y contra el hongo Cryptococcus neoformans con una ICso de 22.3 uM.

La actividad de 40 podria atribuirse a la presencia del grupo cloro, la cual puede
generar alteraciones en la membrana permitiendo asi la difusion del compuesto hacia
el interior de la bacteria favoreciendo asi la actividad contra bacterias Gram positivas
esto segun lo reportado por Rishikesan y col. en 2021 los cuales sintetizaron
compuestos piperidinas unidas a tiazoles a los que les afadieron halégenos, sin
embargo, es necesario realizar otros estudios (e.g. modelado molecular) para poder

inferir el mecanismo de accion que presenta.
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10.3. Bioensayo de toxicidad frente a A. salina

Durante la busqueda de compuestos biolégicamente activos, es necesario que
los efectos toxicos que estos puedan presentar sean bajos o nulos, por lo tanto, es
necesario el uso de ensayos para determinar la toxicidad, en este sentido el modelo
de A. salina es altamente empleado para determinar la toxicidad de manera general,
permitiéndonos obtener la CLso del compuesto evaluado (Meyer y col., 1982; Solis y

col., 1993).

El ensayo de A. salina mostré que el compuesto 40 presentd una CLso= 50 pg/mL
lo cual es considerado como toxicidad elevada segun lo estipulado por la escala de
toxicidad de A. salina: elevada (0.1-100 pg/mL), moderada (100 - 300 pug/mL), baja
(300 — 640 pg/mL), minima (mayor a 640 ug/mL) (Sanabia-Galindo y Col 1997), si bien
esta clase de ensayos nos permite evaluar de manera preliminar si los compuestos
presentan o no toxicidad es necesario el uso de otros modelos para poder corroborar

la toxicidad de 40.
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XI. CONCLUSIONES

11.1. Se sintetizd el éster metilico de serina con un rendimiento del 90%
demostrandose asi que el TMSCI puede ser utilizado como alternativa en la sintesis

de aminoesteres donde se emplea SOCIz.

11.2. Los intermediaros sintetizados y la N,N-dibencilaziridina fueron
caracterizados por FTIR-ATR, EM-IE y RMN ademas de obtenerse con rendimiento

altos de 80-93%.

11.3. El compuesto 40 presento actividad por microdilucion en caldo frente a las
11 bacterias empleadas en este estudio, las cuales cinco de ellas son aislados clinicos
Gram positivas multirresistentes (SARM-1, SARM-2, SARM-3, SARM-4, SARM-5) a

una concentracion de 25 ug/mL.

11.4 El biosensayo preeliminar de A. salina para el compuesto 40 mostré una
CL50 =50 pg/mL siendo esta el doble de su CMI. En este sentido es pertinente realizar

estudios de toxicidad in vitro con linea celular.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

. Realizar el modelado molecular de la clorocetona.

2. Realizar ensayos de toxicidad celular de la clorocetona.

. Realizar la desproteccién de los grupos hidroxilo y amino de la N,N-
dibencilaziridina.

. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos desprotegidos.
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Anexo 1. Comparacién de espectros de RMN de '3C a diferentes concentraciones de SOBr2 y
TMSCI para la obtencién del éster metilico de serina (37). Espectros de 13C a diferentes

concentraciones para la formacion del aminoester empleando SOBr2y TMSCI.
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Anexo 2. Espectro de RMN-H (A) y RMN-3C (B) de la L-serina tribencilada.
Compuesto aislado durante la sintesis del aminoester-dibencilado
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

%M= Porcentaje de mortalidad

°C: Grados centigrados

Kg: Microgramo

uL: Microlitro

pUm: micrometro

ADN: Acido desoxirribonucleico

BnBr: Bromuro de bencilo

CDC: Centro de Control y Prevencion de Enfermedades

CFs: Trifluorometilo

CHClIs: cloroformo

CLso: Concentracion letal media

cm: Centimetro

CMIs: Concentraciones minimas inhibitorias

DCM: Diclorometano

DMSO: Dimetilsulféxido
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EM-IE: Espectrometria de masas por impacto electronico

eq: Equivalentes

FBS: Suero fetal bovino

FT-IR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

g: Gramo

h: Horas

HMBC: Conectividad heteronuclear a enlaces multiples

HSQC: Coherencia heteronuclear cuantica simple

LiCH2ClI: Clorometillitio

LiClOa4: Perclorato de litio

LMm= larvas muertas en la muestra

LVc= larvas vivas en el control

M*: lon molecular

MeCN: Acetonitrilo

MeLi: Metillitio

MHz: Mega Hertz
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min: Minutos

mL: Mililitro

mm: Milimetro

Na2SO4: Sulfato de sodio

NaBHa4: Borhidruro de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NH4Cl: Cloruro de amonio

nm: nandémetro

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p/v: Peso-volumen

ppm: Partes por millon

RMN 13C: Resonancia magnética nuclear de carbono

RMN H: Resonancia magnética nuclear de hidrogeno

RMN: Resonancia magnética nuclear

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SOBr2: Bromuro de tionilo
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TBAF: Fluoruro de tetra-n-butilamonio

TBDMSCI: Tercbutildimetilsililo

TEA: Trietilamina

THF: Tetrahidrofurano

TMS: Trimetilsilano

TMSCI: Cloruro de trimetilsilano

TSA: Agar de tripticaseina y soya

UFC: Unidad formadora de colonia

uma: Unidad de masa atdmica

VISA: Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a vancomicina

VRSA: Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
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