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1. Introduccion.

Los acidos a-aminofosfénicos son analogos de los a-aminoacidos naturales,
donde el grupo carboxilico es reemplazado por el grupo fosfénico, presentando
un andamio N-C-P, lo que le permite tener una accion inhibitoria sobre enzimas
de diferentes tipos. El grupo carboxilo tiene una geometria trigonal plana,
mientras que el grupo fosfénico es tetrahédrico, lo que permite que las enzimas
lo reconozcan como un falso sustrato, debido a su capacidad para imitar el

intermediario tetraédrico de la hidrélisis enzimatica de péptidos.t

o O, OH HO OO, OH

R R \P/ \F;/ \P/
OH Y “OH HO~ Y ~OH

NH» NH, NH»

Figura 1. Representacion general de un a-aminoacido, acido a-aminofosfénico y

acido a-aminobisfosfénico?

Por otra parte, los acidos bisfosfonicos y sus derivados son analogos del
pirofosfato, donde se ha sustituido el oxigeno del enlace P-O-P por un carbono
para formar el arreglo P-C-P. Estos compuestos poseen varias aplicaciones
médicas, como en el tratamiento de tumores O&seos, o0 para tratar la
osteoporosis.! De manera general, los bisfosfonatos se han clasificado en dos
tipos: los primeros son aquellos que no tienen un atomo de nitrégeno y actdan
como andlogos de ATP no hidrolizables, lo que conlleva a la acumulacion de
metabolitos y a la posterior apoptosis de los osteoclastos. El segundo tipo de
bisfosfonatos es aquel que posee un atomo de nitrbgeno con una conectividad
N-C-P, lo que le otorga una importante actividad bioldgica. Lo anterior se debe a
la inhibicion de la enzima farnesil difosfato sintetasa o FPPS, cuya funcion es la
de catalizar la reaccion entre el dimetilalil difosfato (DMAPP) y el isopetenil
difostato (IPP), para formar el geranil difosfato (GPP). La FPPS cataliza la
reaccion entre GPP y IPP, cuyo producto es el farnesil difosfato (FPP) (Esquema

1). Al detener esta serie de reacciones bioquimicas, se inactivan los

! Mucha, A.; Kafarski, P.; Berlicki, L. J. Med. Chem. 2011, 54, 5955-5980
2 Ordofiez, M.; Viveros, J.; Cativiela, C.; Sayago, F. Tetrahedron. 2015, 71, 1745-1784



osteoclastos, ocasionando su apoptosis al detener la prenilacion de las proteinas
Guanosin trifosfato GTP, que son imprescindibles para el citoesqueleto celular.®
A raiz del desarrollo de antiparasitarios a partir de la inhibicion de la FPPS, se
generaron grandes librerias de bisfosfonatos que tienen actividad bioldgica
contra las enzimas pirofosfatasa, hexoquinasa, geranilgeranildifosfato sintetasa

(GGPPS) y 1-desoxixilulosa-5-fosfato reductoisomerasa.*
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Esquema 1. Reaccién de catdlisis de la Farmesil Difosfato Sintetasa (FPPS)

Una de las aplicaciones de los a-aminometilenbisfosfonatos es en el tratamiento
de la osteoporosis. El Incadronato es un farmaco que se utiliza para el
tratamiento de la hipercalcemia, y se caracteriza por la presencia del fragmento

N-C-P, lo que le confiere una gran afinidad por el tejido éseo (Figura 1).

3 Bergstrom, J. D.; Bostedor, R. G.; Masarachia, P. J.; Reszka, A. A.; Rodan, G. Arch. Biochem.
Biophys. 2000, 373, 231-241

4 (a) Kotsikorou, E.; Song, Y.; Chan, J. M.; Faelens, S.; Tovian, Z.; Broderick, E.; Bakalara, N.;
Docampo, R.; Oldfield, E. J. Med. Chem. 2005, 48, 6128-6139; (b) Hudock, M. P.; Sanz-
Rodriguez, C. E.; Song, Y.; Chan, J. M.; Zhang, Y.; Odeh, S.; Kosztowski, T.; Leon-Rossell, A;
Concepciodn, J. L.; Yardley,V.; Croft, S. L; Urbina, J. A.;Oldfield, E. J. Med. Chem. 2006, 49, 215-
223; (¢) Sanz-Rodriguez, C. E.; Concepcioén, J. L.; Pekerar, S.; Oldfield, E.; Urbina, J. A. J. Biol.
Chem. 2007, 282, 12377-12387; (d) Yajima, S.; Hara, K.; Sanders, J. M.; Yin, F.; Ohsawa, K_;
Wiesner, J.; Jomaa, H.; Oldfield, E. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10824-10825; (e) Szabo, C.
M.; Matsumura, Y.; Fukura, S.; Martin, M. B.; Sanders, J. M.; Sengupta, S.; Cieslak, J. A.; Loftus,
T.C.; Lea, C. R,; Lee, H.-J.; Koohang, A.; Coates, R. M.; Sagami, H.; Oldfield, E. J. Med. Chem.
2002, 45, 2185-2196



Lamentablemente, algunos a-aminometilenbisfosfonatos han presentado
efectos adversos serios, como la aparicion de osteonecrosis de boca, en el 10%
de los pacientes que recibieron tratamiento contra el cancer de mama, préstata

y mieloma mudiltiple.®

Figura 2. Representacion de la molécula Incadronato

Algunos bisfosfonatos se han acoplado a farmacos anticancerigenos ya
existentes. Para el caso de los tumores 6seos, ademas de inhibir la actividad de
los osteoclastos, los bisfosfonatos pueden generar la apoptosis celular al inhibir
las enzimas que se encargan de la prenilacién de las proteinas Ras, Rho, Rac,
y Rap, causando que el IPP se acumule en grandes cantidades y se convierta
en isopentenil éster de ATP (Apppl) que es un proapoptético muy potente,®
desencadenando asi, la activacion de las células T. La desventaja de los N-
bisfosfonatos es que su biodisponibilidad es muy baja, y lo que no es absorbido

por el hueso, es eliminado rapidamente por la orina sin presentar cambios.’

Otra de las aplicaciones que tienen los bisfosfonatos es su utilizacién como
radiomarcadores para estudios de RMN. No se comprende muy bien el por qué,
pero se sabe que estos ligantes poliaminofosfonatos macrociclicos, unidos a
iones de lantanidos, también actian como paliativos de dolor contra el cancer de
hueso. Su actividad radica en la afinidad que tiene el grupo fosfato por el calcio

que compone el hueso.®

Se realizé una busqueda en la literatura de trabajos en los que se report6 el uso
del aminometilenbisfosfonato de tetraetilo como intermediario en la sintesis de

moléculas bioactivas y los articulos fueron clasificados dependiendo de la

5 Drake, M. T.; Clarke, B. L.; Khosla, S. Mayo Clin. Proc. 2008, 83, 1032-1045

6 Gao, Y. G.; Robinson, H.; Song, Y.; No, J. H.; Bergan, K.; Leon, A.; Cass, L.; Goddard, A,;
Chang, T. K.; Lin, F. Y.; Van Beek, E.; Papapoulos, S.; Wang, A. H.; Kubo, T.; Ochi, M.;
Mukkamala, D.; Oldfield, E. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 5153-5162

7 Mucha, A.; Kafarski, P.; Berlicki, L. J. Med. Chem. 2011, 54, 5955-5980



actividad biologica evaluada. Asi, estos se agruparon de la siguiente manera:
agentes antibidticos, agentes quelantes en intoxicacion por metales pesados,
agentes acarreadores y agentes de imagen. De manera general, se describe la
ruta de sintesis de las moléculas bioactivas y los métodos de acoplamiento del
fragmento aminometilenbisfosfénico a otras moléculas con la finalidad de
mejorar su selectividad y biodisponibilidad, potenciar su actividad biologica, o

bien, para emplearse como agentes de contraste.

2. Marco teérico

Los acidos a-aminofosfénicos son analogos estructurales de los a-aminoacidos,
donde el grupo fosfénico [PO(OH):] tetraédrico y de mayor demanda estérica,
sustituye al grupo carboxilico (CO2H) trigonal plano. Dadas sus caracteristicas
estructurales, recientemente se han convertido en una clase de compuestos
atractivos en quimica organica sintética y farmacéutica.® En este sentido, los
acidos a-aminofosfonicos y sus derivados han mostrado diversas actividades
como agentes anticancerigenos,’® antibacteriales,!® fungicidas,!! anti-VIH,?

antibiéticos,’3 antitumorales,'* herbicidas,®> entre otras.

2 Q, O
R %OH R Y P\OH
NH», NH,
a-Aminoacido Acido a-aminofosfénico

8 Mucha, A.; Kafarski, P.; Berlicki, L. J. Med. Chem. 2011, 54, 1580-1589.

9 Kukhar, V.P.; Hudson, H.R. Aminophosphonic and Aminophospinic Acids: Chemistry and
Biological Activity; Wiley: Chichester, UK, 2000.

10 Bird, J.; Mello, R. C. M.; Harper, G. P. J. Med. Chem. 1994, 37, 1435-1440.

11 Solodenko, V. A.; Kukhar, V. P. Tetrahedron Lett. 1989, 89, 6369-6412.

12 (@) Alonso, E.; Solis, A.; del Pozo, C. Synlett. 2000, 698-700; (b) Stowasser, B.; Budt, K.; Jian-
Qi, L.; Peyman, A.; Ruppert, D. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 6625-6628; (c) Camp, N. P.; Hawkins,
P. C. D.; Hitchcock, P. B.; Gani, D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1992, 2, 1047-1052.

13 Lejczak, B.; Kafarski, P.; Sztajer, H.; Mastalerz, P. J. Med. Chem. 1986, 29, 2212-2217.

14 (a) Kafarski, P.; Lejczak, B. Curr. Med. Chem. 2001, 1, 301-312; (b) Lavielle, G.; Hautefaye, P.;
Schaeffer, C.; Boutin, J. A.; Cudennec, C. A.; Pierré, A. J. Med. Chem. 1991, 34, 1998-2003.

15 (a) Kozlowski, H.; Pusino, A.; Swiatek, J.; Spychala, J.; Glowiak, T.; Micera, G.; Gessa, C.
Binding. J. Agric. Food Chem. 1990, 38, 1989-1992; (b) Nska, H.; Bonarska, D.; Bielecki, K.;
Sarapuk, J. Cell. Mol. Biol. Lett. 2002, 7, 929-935.



La actividad bioldgica de los acidos a-aminofosfonicos y sus derivados se ha
atribuido a la distribucion tetraédrica de los sustituyentes alrededor del atomo de
fésforo, lo cual les permite actuar como analogos estables del estado de
transicion formado durante la hidrdélisis peptidica. Asi, la hidrélisis de un
fosfonopéptido ocurre mas lentamente que la hidroélisis de un péptido constituido
por aminoacidos naturales; por lo tanto, estos compuestos compiten por los sitios
activos de las enzimas y de otros receptores celulares, de ahi su aplicacion en

la inhibicion de diversos procesos fisiol6gicos.!®

Dentro de esta familia de compuestos, los acidos aminometilenbisfosfénicos se
caracterizan por la presencia del fragmento [P-C(N)-P] y pueden considerarse
como analogos hidroliticamente estables de pirofosfato, en el que un 4tomo de
oxigeno se encuentra unido a los dos atomos de fésforo, sustituyendo el atomo
de carbono (Figura 1).!” Estos compuestos han demostrado actividades
biolégicas importantes como antivirales y antimicrobianos;*® ademas, se
distinguen por su capacidad para actuar como agentes quelantes de cationes
metalicos.'® Es esta propiedad, la que explica su aplicacion médica principal en
el combate de la osteoporosis ya que presentan una afinidad muy fuerte por el
tejido 6seo, lo que los lleva a ser rdpidamente absorbidos por la superficie del

hueso.®

16 (a) Rozenfeld, R.; lturrioz, X.; Okada, M.; Maigret, B.; Llorents-Cortes, C. Biochemistry 2003,
42, 14785-14793; (b) Hirschmann, R.; Yager, K. M.; Taylor, C. M.; Witherington, J.; Sprengler, P.
A.; Phillips, B. W.; Moore, W.; Smith, Ill, A. B. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 8177-8190; (c)
Hirschmann, R.; Smith, 1ll, A. B.; Taylor, C. M.; Benkovic, P. A.; Taylor, S. D.; Yager, K. M,;
Sprengler, P. A.; Benkovic, S. J. Science 1994, 265, 234-237; (d) Oleksyszyn, J.; Powers, J. C.
Biochemistry 1991, 30, 485-493; (e) Allen, M. C.; Fuhrer, W.; Tuck, B.; Wade, R.; Wood, J. M. J.
Med. Chem. 1989, 32, 1652-1661; (f) Giannousis, P. P.; Bartlett, P. A. J. Med. Chem. 1987, 30,
1603-1609.

17 Dunford, J. E.; Thompson, K.; Coxon, F. P.; Luckman, S. P.; Hahn, F. M.; Poulter, C. D;
Ebetino, F. H.; Rogers, M. J. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2001, 296, 235-242.

18 Naydenova, E. D.; Todorov, P. T.; Troev, K. D. Amino acids. 2010, 38, 23-30.

¥ Kiss, T.; Lazar, I. Structure and Stability of Metal Complexes in Solution. In Aminophosphonic
And Aminophosphinic Acids. Chemistry and Biological Actividty; Kukhar, V. P.; Houdson, H. R;
Eds.; Jhon Wiley & Sons: Chichester. 2000, 285-325.
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Acido aminometilenbisfosfonico

3. Justificacion

La presente revision bibliogréfica es relevante porque al explorar el estado de

arte de la utilidad del aminometilenbisfosfonato de tetraetilo como intermediario

en la sintesis de moléculas bioactivas, se busca ampliar la visién que se tiene

con respecto a las aplicaciones que tienen los compuestos que incorporan dicho

fragmento, y también fomentar la creatividad, para poder idear rutas sintéticas

de nuevos derivados, profundizar en su estudio y encontrar nuevas moléculas

de interés farmacoldgico.

4. Objetivo general

4.1.

Conocer el estado del arte de la utilidad del aminometilenbisfosfonato de

tetraetilo como intermediario en la sintesis de moléculas bioactivas.

Objetivos especificos:

Realizar la revision de los reportes de investigacion que describan el uso
del aminometilenbisfosfonato de tetraetiio como intermediario en la
sintesis de moléculas bioactivas.

Clasificar los reportes identificados dependiendo de la actividad biolégica
evaluada.

Describir la ruta de sintesis de las moléculas bioactivas y los métodos de
acoplamiento del fragmento aminometilenbisfosfénico a otras moléculas
con la finalidad de mejorar su selectividad, biodisponibilidad y potenciar

su actividad bioldgica.

5. Metodologia

La metodologia que se utilizé para llevar a cabo la presente revision bibliogréfica,

se describe a continuacién. Se realizé una busqueda en la literatura de trabajos



en los que se reporto el uso del aminometilenbisfosfonato de tetraetilo como
intermediario en la sintesis de moléculas bioactivas, para lo cual se utiliz6 la base
de datos SciFinder. Los articulos fueron clasificados dependiendo de la actividad
biolégica evaluada y se agruparon de la siguiente manera: agentes antibidticos,
agentes quelantes en intoxicacidén por metales pesados, agentes acarreadores y
agentes de imagen. De manera general, se describe la ruta de sintesis de las
moléculas bioactivas y los métodos de acoplamiento del fragmento
aminometilenbisfosfénico a otras moléculas con la finalidad de mejorar su
selectividad y biodisponibilidad, potenciar su actividad biolégica, o bien, para

emplearse como agentes de contraste.

6. Agentes antibioéticos.

Beck y sus colaboradores incorporaron el grupo fosfénico por ser bioisdsteros de
los aminoéacidos, actuando como un analogo del aminocitrato, generando
compuestos con la capacidad de inhibir diversas B-lactamasas.?’ De esta
manera, el aminometilenbisfosfonato de tetraetilo 1 se condens6 con el 3-
clorobenzaldehido para dar como resultado laimina 2 con un 70% de rendimiento
quimico. Posteriormente 2 fue tratado con carbonato de potasio, bromuro de
tetrabutilamonio y bromoacetato de metilo para obtener el producto de
alquilacion 3 con un rendimiento del 91%. A continuacioén, la molécula 4 se
obtuvo al llevar a cabo la hidrdlisis acida de la imina, y posteriormente se agrego
hidréxido de sodio para concluir este proceso. Finalmente, la hidrélisis del a-
aminometilenbisfosfonato 4 con una disolucion de acido clorhidrico 6 N, permitié

obtener el clorhidrato 5 en forma cuantitativa (Esquema 2).2°

20 Beck, J; Gharbi, S.; Herteg-Fernea, A.; Vercheval, L.; Bebrone, C.; Lassaux, P.; Zervonsen, A.;
Marchand-Brynaert, J. Eur. J. Org. Chem. 2009, 85-97
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Por otra parte, también realizaron la sintesis del compuesto azaciclico 8. De esta
manera, se realizo la reaccion de 2 con acrilato de etilo en medio basico,
generando el producto de a-alquilacién 6 con un 98 % de rendimiento quimico,
cuyo tratamiento con una disolucion de éacido clorhidrico 1 N favorecio la
hidrélisis de la imina, y simultdneamente, la sustitucion nucleofilica
intramolecular, dando lugar a la y-lactama 7 con un rendimiento quimico de 50%.
En la siguiente etapa, la hidrélisis de 7 con una disolucién de &cido clorhidrico 6
N, permitioc obtener el acido bisfosfonico 8 con un rendimiento quimico

cuantitativo (Esquema 3).20

11
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Esquema 3

La actividad biologica de los compuestos 5 y 8 fue evaluada sobre varios tipos
de B-lactamasas, las cuales fueron TEM-1, BS3, NMCA, siendo todas de la clase
A; P99 para clase C; Oxa-10 para la clase D, y finalmente Bcll y VIM-4 para la
clase B. Las pruebas se realizaron a un pH de 5y 7 a 37°C, con una duracién
de 30 minutos. Se utiliz6 como sustrato nitrocefina, y por medio de
espectrometria UV a 482 nm, se monitored la hidrélisis de dicho compuesto para
poder determinar la actividad residual de las [B-lactamasas respecto a los
compuestos de interés. Se adicionaron los compuestos en una concentracion de
100 uM (Tabla 1). Los valores que se encuentran fuera del paréntesis,
corresponden a los porcentajes de actividad de las B-lactamasas a un pH de 5,
mientras que los valores que se encuentran dentro del paréntesis, a un pH de 7.
Desafortunadamente, se puede observar que los porcentajes en ambos casos
son elevados, lo que significa que los compuestos sintetizados tuvieron muy

poca actividad en contra de las B-lactamasas estudiadas.?°

Tabla 1. Evaluacion de la actividad inhibitoria de los compuestos 5y 8.

Compuesto TEM-1  BS3 NMCA P99 Oxa-10 Bc-l  VIM-4
5 93(89)  97(100) 100(100) 100(98) 100(100) 99(100) X(96)
8 90(100) 89(100) 88(95)  100(86) 100(96) 96(100) X(89)

12



El Dehidrofos es un péptido que tiene actividad antibiética de amplio espectro.?*
Este se hidroliza a fosfopiruvato, el cual es téxico para los microorganismos. De
esta manera, el Dehidrofos no actia como un analogo del estado de transicion
de la hidrdlisis peptidica, como en el caso de otros a-aminofosfonatos. Para
poder llevar a cabo la sintesis de este compuesto, se aprovecho la reactividad
de un fragmento aminometilenbisfosfonato para introducir un grupo vinilo, a

través de una reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons.

Asi, llevaron a cabo la hidrogendlisis del N-Cbz aminometilenbisfosfonato de
tetraetilo 9, catalizada por Pd/C, y posterior acoplamiento con el aminoacido
protegido N-Boc-Leu-OH, en presencia de NMM, EDC y HOBt, permitié obtener
el dipéptido 10 con un 74% de rendimiento quimico. Después de la remocién del
grupo t-butoxicarbonilo en 10, por tratamiento con acido trifluoroacético, se llevo
a cabo la reaccion con el aminoacido N-protegido Fmoc-Gly-OH, bajo
condiciones de acoplamiento similares, obteniendo el tripéptido 11 con un 88%
de rendimiento quimico. A continuacion, de acuerdo con la modificacion de la
reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons, se realizé la reaccion de 11 con una
disolucién de formaldehido (37%), en presencia de carbonato de cesio,
obteniendo el a,B-dehidroaminofosfonato 12 con un 57% de rendimiento
quimico. Finalmente, el tratamiento de 12 con DABCO vy posterior purificacion
utilizando Amberlita CG50, permitio realizar la hidrolisis parcial del éster fosfénico
y la remocion simultanea del grupo N-Fmoc, dando lugar a la molécula objetivo

(Esquema 4).%!

21 Jiménez-Andreu, M.; J. Sayago, F.; Cativiela, C. Eur. J. Org. Chem. 2018, 3965-3973

13



Ox

O\\p(oMe) o “P(OMe),
2
1.Hp, Pd/C, MeOH, rt. BOCHN\/U\ )\
ChaHN P(OMe), 2 BocLeu-OH, NMM w H H ﬁ(OMe)z
z II( )2 EDC, HOBt, DMF, 0°C Y o]
o] 74%
9 10

1. F3CCOQH, CH2C|2’ r.t.
88% | 2. Fmoc-Gly-OH, NMM
EDC, HOBt, DMF, 0°C

37% HCOH O\\P(OMe)
H\/ICJ)\ )k 5% H\/[CJ)\ )\ 2
N e N
FmocHN/\[O]/ TN TPoMe), THE, iPrOH 41 FmocHN/\g/ TN TPoMe),
‘( © 57% ‘( ©
12 1"
1. DABCO
acetona: PhMe 1:1
93% A
2. Amberlita CG50
(0]
H OMe
N )Kl OH
HNT Y \;/U\N P
’ :H
~°
13; Dehidrofos
Esquema4

Qiang y colaboradores?? realizaron la sintesis de polimeros con nanoparticulas
de plata, los cuales demostraron actividad antibacterial. El interés de este grupo
de investigacion consistia en evitar la formacion de placas bacterianas en los
implantes ortopédicos (rodilla, cadera, hombro), lo cual podria derivar en una
infeccion. Considerando la potente actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata y su baja toxicidad en humanos, se sintetiz6 un
copolimero incluyendo estas nanoparticulas. Ademas, se incorporo el grupo
aminometilenbisfosfonato por su afinidad con la hidroxiapatita presente en el
tejido 6seo. La sintesis inicid con la reaccion del aminometilenbisfosfonato de
tetraetilo 1 con cloruro de acriloilo en presencia de trietilamina, dando lugar al
derivado N-acilado 14, que al reaccionar con RAFT-COOH y AIBN en N,N-
dimetilformamida, proporcioné el polimero 15. La reaccion de 15 con 2-

vinilpiridina, en presencia de AIBN, permiti6 obtener el derivado 16. A

22 Zhang, Q.; Serpe, M. Macromolecules. 2014, 47, 8018-8025
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continuacion, la adicion de nitrato de plata y posterior reduccion con borohidruro

de sodio genero el copolimero final 18 (Esquema 5).

O

0 \)]\CI 0 O

1} 1) n n
(EtO),P P(OEt),  Et;N (EtO),P P(OEt),

R
Y CH2C|2, r.t.
NH, 48% (0] NH
1 =

Esquema 5

Para evaluar su actividad biologica, el compuesto 18 se coloco en una lamina de
vidrio, dejando una capa de un espesor de 2.5 um. Posteriormente se rocié una
solucién de L. plantarum (1 x 108 CFU mL™?) y luego, las laminas de vidrio fueron
colocadas en agar de crecimiento (0.7 % agar en un caldo de cultivo de
levadura/dextrosa), incubando por 20 h a 37°C. Al retira el agar con agua y dejar
el vidrio descubierto, se comparé con una lamina de vidrio sin el compuesto 18
(control) y se observé que la ldmina de vidrio tratada, no hubo crecimiento de
bacterias, incluso después de 3 dias de incubacién.?? También se demostré que
18 se puede depositar en la superficie de hidroxiapatita, formando una capa de

aproximadamente 4 nm en su superficie. Particulas de hidroxiapatita fueron
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colocadas en una solucion del compuesto 18, la cual fue lavada con CH2Cl2 para
remover el polimero que no se unio. En seguida, se coloco el compuesto 18
dentro de una solucion de AgNOs para que los iones de Ag cubrieran el polimero,
consecutivamente se redujeron los iones de Ag con NaBH4 para favorecer la
formacién de las nanoparticulas, de un diametro de ~5-15 nm, el cual fue
determinado por medio de microscopia de transmision electrénica (TEM). Dichas
nanoparticulas se agregaron a una solucién de L.plantarum en un caldo de
cultivo de levadura/dextrosa, la cual fue agitada por 10 minutos e incubada a
37°C por 20 horas, utilizando un blanco. Después del periodo de incubacion, la
solucion utilizada como control se tornd turbia por el crecimiento de L. plantarum,
mientras que la solucion con el compuesto 18 se mantuvo clara y transparente,
lo que se atribuyé a la inhibicién del crecimiento bacteriano. La concentracion de
L. plantarum fue determinada por medio de absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm. Al comparar la concentracion para la solucion inicial de L.plantarum
(1.71 x 108 CFU mL™) con la del compuesto de hidroxiapatita tratada con el
compuesto 18 (1.99 x 108-2.36 x 108 CFU mL1), se puede observar que la
concentracion se incrementd poco. Comparado con la concentracion de L.
plantarum en las soluciones de hidroxiapatita, hidroxiapatita colocada en la
soluciéon de AgNOs sin el compuesto 18, y el blanco, las concentraciones
respectivamente fueron 1.71 x 108 CFU mL? a 1.85 x 10° CFU mL™, 1.74 x 10°
mL*y 1.86 x 10° mL™%, valores que fueron 10 veces mayores. Esto muestra que

las nanoparticulas de plata tienen una buena actividad antibacterial.??

7. Agentes guelantes en intoxicacion por metales.

Bailly y colaboradores incorporaron el grupo aminometilenbisfosfonato, por las
propiedades quelantes que posee hacia iones metalicos, como son Cu(ll), Fe(lll)
o AIl(ll). De esta manera, se busca desarrollar nuevos tratamientos para
intoxicaciones por metales pesados. La sintesis comenzé con la reaccion del
aminometilenbisfosfonato 1, el cloruro de 1-hidroxi-6-oxo-1,6-dihidropiridin-2-
carbonil protegido y trietilamina, generando como producto 19 en un 94% de

rendimiento quimico (Esquema 6).2

Z Ballly, T.; Burgada, R.; Prangé, T.; Lecouvey, M. Tetrahedron Lett. 2003, 44,189-192
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Xu y colaboradores, buscan desarrollar nuevos compuestos para el tratamiento
de intoxicacibn por metales, utilizando la afinidad del grupo
aminometilenbisfosfotato por los iones metalicos?4, por ejemplo el Cu (Il), Fe (lll)
y Al (Ill). Para la sintesis de 22a 'y 22b, se condens6 el aminometilenbisfosfonato
de tetraetilo 1, con el dihidroxibenzaldehido, para dar como resultado 20a y 20b.
Posteriormente, 20a y 20b fueron tratados con triacetoxiborohidruro de sodio
para obtener los productos de reduccion 21a y 21b. A continuacién, se agregoé
bromuro de trimetilsilano en acetonitrilo seco por 2 dias, y posteriormente,
metanol para dar como producto final las moléculas 22a y 22b (Esquema 7).

¢ 9 o 9
P(OEt), ArCHO n

I}
(EtO),P (EtO),P P(OEt),
Y _PhH, " » Y
NH, - N
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20a; Ar = 2,3-(HO),CgHs, 82%
20b; Ar = 3,4-(HO),CgH3, 88%

NaBH(OAc)3
MeCN
o 9 o 9
I
rNH 2. MeOH rNH
Ar Ar
22a; Ar = 2,3-(HO),CgH3, 95% 21a; Ar = 2,3-(HO),CgH3, 71%
22b; Ar = 3,4-(HO),CgHa, 89% 21b; Ar = 3,4-(HO),CcH3, 70%

Esquema 7

24 Guangyu X.; Chunchao Y.; Bo L.; Xihan W.; Yuyuan X. Heteroat. Chem. 2004, 15, 251-257
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8. Agentes acarreadores.

8.1. Liberacién de compuestos antibacterianos.

La osteomielitis es un proceso inflamatorio del hueso, que va acompafiado por
necrosis 0sea, causada por una infeccion bacteriana. Este tipo de infecciones es
complicado de curar debido a que se necesitan altas concentraciones de
antibiético, administrado via intravenosa, para que actie sobre hueso. Otro
tratamiento es aplicar directamente, por medio de cirugia, el antibiético sobre el
hueso, pero es un proceso que requiere de varias aplicaciones para tener
efectividad.?®> Takana y colaboradores?® utilizaron el grupo bisfosfonato porque
tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita, mineral que constituye al hueso. Lo
gue ellos hicieron fue unir el grupo bisfosfonato a antibidticos conocidos, como
las fluoroquinolonas, para que actuaran como profarmacos. Una vez alcanzada
la hidroxiapatita, el grupo bisfosfonato se unird al hueso, dejando libre al
antibidtico, lo que permitird que las concentraciones de éste sean mucho
mayores, haciendo mas efectivo el tratamiento contra la osteomielitis. De esta
manera, se realizd la reaccién de tetraetil ((2-bromoacetamido) metilen)
bis(fosfonato) 23, y el Moxifloxacina N-protegido, tratado con carbonato de cesio
en dimetilformamida, para obtener 24 con un rendimiento del 72%.
Posteriormente, se agregd bromuro de trimetilsilano a 24, dando lugar a la

molécula 25 con un 69% de rendimiento (Esquema 8).

5 Lew, D. P.; Waldvogel, F. A. Lancet 2004, 364, 369—379

26Tanaka, K.; Houghton, T; Kang, T.; Dietrich, E.; Delorme, D.; Ferreira, S.; Caron, L.; Viens, F.;
Arhin, F.; Sarmiento, |.; Lehoux, D.; Fadhil, I.; Laquerre, K.; Jing L.; Ostiguy, V.; Poirier, H.; Moeck,
G.; Parr T.; Rafai Al. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 9217-9229
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Por otra parte, también efectuaron?® la reaccion de 23 con el Gatifloxacina,
tratado con carbonato de cesio en dimetilformamida, obteniendo 26 con un
rendimiento de 62%. A continuacion, se adicion6 a 26 bromuro de trimetilsilano
en diclorometano, consiguiendo 27 con un 75% de rendimiento quimico

(esquema 9).
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Esquema 9

Las moléculas 25 y 27 se probaron en modelos de rata para la prevencion de la

osteomielitis. Por medio de un procedimiento quirlrgico, se colocé en la tibia de

19



los roedores la bacteria S. aureus (ATCC13709). Se les inyectaron los
compuestos via intravenosa y se sacrificaron 24 horas después. Como control
se utilizé el Moxifloxacina, debido a que se conoce su efectividad contra dicha
infeccion. Se utilizoé una dosis de 15.8 mg/Kg del compuesto 25 comparado con
10 mg/Kg de Moxifloxacina después de 2 dias. El compuesto 27 se comparé con
Gatifloxacina, necesitando concentraciones de 17.3 mg/Kg y 10 mg/Kg,
respectivamente. En ambos casos, el profarmaco logro llegar al tejido 6seo para
poder atacar a la infeccion. La buena actividad bioldgica se atribuye a la habilidad
del grupo bisfosfonato para llevar a la fluoroquinolona hasta el hueso con la

concentracion necesaria para reducir el crecimiento bacteriano.

La osteomielitis es wuna infeccion ocasionada por microorganismos,
principalmente por bacterias gram-positivas.?’ Para desarrollar nuevos
tratamientos para este tipo de infecciones, Tanaka y colaboradores utilizaron la
Vancomicina, incorporando el grupo aminometilenbisfosfonato por su gran
afinidad por la hidroxiapatita, permitiendo que el farmaco se deposite en
concentraciones altas sobre el hueso (Esquema 10). La sintesis comenzé
haciendo reaccionar la Vancomicina 28, con Fmoc-OSu, en presencia de
bicarbonato de sodio, dioxano y agua, dando lugar a 29, que al reaccionar con
bicarbonato de sodio y 2-bromo acetamidometilenbisfosfonato en N,N-
dimetilformamida, permitié obtener 30 con un 56% de rendimiento. El tratamiento
de 30 con piperidina, bromuro de trimetilsilano, 2,6-lutidina, y piridina
hidrogenofluorada, generdé la remocion del grupo N-Fmoc y permitié acceder a

31 con un rendimiento del 36% (Esquema 11).%’

2"Tanaka, K.; Dietrich, E.; Ciblat, S.; Métayer, C.; Anhin, F.; Sarmiento, |.; Moeck, G.; Parr, T.;
Rafair, A. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2010, 20, 1355-1359.
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Realizaron la evaluacion biolégica de la molécula 31 contra S. aureus
ATCC13709, donde se necesitd una concentracion minima inhibitoria de 16
pMg/mL para suero de ratén y de 8 pg/mL para suero de ratdn junto con suero

humano. El porcentaje de unién fue de 96.5 %, 24 horas posteriores a la
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incubacion, y el porcentaje de conversion en solucion salina buffer de fosfato

(PBS) y en suero de rata fue de 2.1 y 2.6 respectivamente.?’

El Staphilococus aureus es una bacteria gram-positiva que puede causar
osteomielitis. Reddy y colaboradores estudiaron el agente antibacterial
rifamicina. Este es un farmaco muy potente contra las bacterias gram-positivas?.
Asi, se acopl6 a la rifamicina el grupo aminometilenbisfosfonato, para aprovechar
su afinidad por la hidroxiapatita y depositar el farmaco en altas concentraciones
para tratar este tipo de padecimientos.

El precursor 32, una rifamicina sililada, se hizo reaccionar con un derivado de
piperazina, en presencia de didoxido de manganeso, permitiendo obtener 33, que
al reaccionar con bromuro de trimetilsilano, 2,6-lutidina, acetato de amonio y
acido acético, permiti6 obtener 34 (Esquema 12).22 Los rendimientos de la

reaccion no estan indicados en el articulo.

28 Reddy, R.; Dietrich, E.; Lafontaine, Y.; Houghton, T.; Belanger, O.; Dubois, A.; Arhin, F.;
Sarmiento, I.; Fadhil, I.; Laquerre, K.; Ostiguy, V.; Lehoux, D.; Moeck, G.; Parr, T.; Rafair, A.
ChemMedChem. 2008, 3, 1863-1868
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Demostraron que el profarmaco 34 se acumula en el hueso y se libera durante
un periodo largo de tiempo, presentando un tiempo de vida media de 3.2 dias
resultando en una exposicidon continua en el sitio de la infeccién. También se
evalu6 contra S. aureus y se administré por via intravenosa en ratas 3 dias
después de inyectar la bacteria en el hueso de la tibia y posteriormente se midio
la cantidad de bacterias presentes en el hueso. EIl ensayo demostro que este
profarmaco funciona de manera eficaz comparado con su contraparte sin el
grupo bisfosfonato. Esto se comprob6 calculando el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias [Log CFU (g hueso)]. El profarmaco 34 obtuvo un valor
de 4.9 £ 0.42 y su contraparte 6.0 £ 0.30. Se midi6 la cantidad, expresada en
porcentaje, del compuesto 34 que se habia unido en la tibia. Para esto, se moli6é
la tibia de las ratas a las que se les administr6 una dosis de 13 mg Kg?ty
posteriormente se lavdo con metanol para retirar la rifamicina que no se
encontrara unida, posterior a su unidon por medio del grupo bisfosfonato. Se

incub6é a 70°C en PBS con una concentraciéon de 100 nM a un pH 10 para
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descomponer el compuesto 34 en rifamicina. Por medio de cromatografia de
liquido acoplado a espectréometro de masas (CL-MS) se midi6 la concentracion
y se encontré6 que en experimentos in vivo se elimina mas rapido que en

experimentos in vitro.?®

8.2. Liberaciéon de hormonas.

El tratamiento habitual para la osteoporosis es la administracion de estatinas,
pero, una vez dentro del cuerpo, las estatinas son metabolizadas por el higado,
trayendo como consecuencia que la concentracién que logra alcanzar en hueso
sea apenas de trazas.?® Xu y colaboradores utilizaron la afinidad del grupo
aminometilenbisfosfonato por el hueso, para desarrollar nuevos compuestos
como tratamiento para osteoporosis.®® Para la sintesis del estatin-bisfosfonato
38, realizaron la reaccién de 35 en un medio acido para generar la lactona 36, a
la cual se le adicion6 el aminometilenbisfosfonato de tetraetilo, generando 37 con
un rendimiento de 47%. Finalmente, a 37 se le adiciond bromuro de trimetilsilano,
colidina, en un medio basico, obteniendo 38 con un rendimiento del 73.6%

(Esquema 13).

29 Corsini, A.; Bellosta, S.; Baetta, R.; Fumagalli, R.; Paoletti, R.; Bernini, F. Pharmacol. Ther.,
1999, 84, 413
30 Guangyu, X.; Gaolei, Z.; Shihua, Z.; Wei, Z. Lett Org Chem. 2009, 6, 419-423.
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Paralelamente, efectuaron® la sintesis de la estatina-bisfosfonato 42. De esta
manera, se realizo la reaccion secuencial de 39 con hidroxido de potasio, acido
clorhidrico y acido paratoluensulfénico, obteniendo la lactona 40 con un 62.3%
de rendimiento. A continuacién, se afiadi6 el aminometilenbisfosfonato de
tetraetilo, obteniendo como producto 41, que al ser tratado con bromuro de
trimetilsilano, colidina e hidroxido de sodio, gener6 el producto final 42 con un

rendimiento del 66.8% (Esquema 14).
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La osteoporosis se caracteriza por una deficiencia de calcio en los huesos y el
tratamiento principal consiste en el suministro de hormonas, como el
estrogeno3!. Desafortunadamente, la terapia con estrdgeno no es selectiva y
puede generar cancer de mama o de Utero. Morika y colaboradores,3? utilizaron
la afinidad del aminometilenbisfosfonato por el hueso, acoplandolo a la
estructura del estrégeno, para disefiar un tratamiento mas selectivo contra la
osteoporosis. De esta manera, la sintesis inici6 con la reaccion del acido
succinico monobencil éster 43 con la difenilfosforilazida, trietilamina y estrona.
Posteriormente, se hizo una hidrogendlisis retirando el grupo N-Bn, obteniendo
como producto 44 con un 83% de rendimiento. A continuacién, se agreg6 al
aminometilenbisfosfonato de tetraetilo, en presencia de N-metilmorfolina e
isobutiltioroformato, obteniendo 45 con un rendimiento cuantitativo.
Posteriormente, la reduccién con borohidruro de sodio y reaccion secuencial con
yoduro de trimetilsilano en acetonitrilo y acetato de sodio en metanol, permitié

obtener 47 con un 84% de rendimiento quimico.

81 Eastell, R. N. Eng. J. Med. 1998, 338, 736
32 Masahiko, M.; Akihito, K.; Hirosato, T.; Akihisa, M.; Hiroaki, U.; Shu-ichiro, K.; Yoshihide, N.;
Kuniki, K.; Kazou, U. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 1143-1148
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Para poder realizar las pruebas farmacoldgicas, les retiraron los ovarios a ratas.
Dichas ratas mostraron una pérdida de peso del Utero y en la densidad 6sea. Al
administrarles Estradiol, incrementé la masa de los huesos y del utero,
mostrando que existe poca selectividad de este compuesto. Las pruebas
biol6gicas del compuesto 47 se realizaron en ratas similares, a las cuales se les
retird el atero. Posteriormente se les suministré el compuesto en una dosis de
0.1 mg/kg durante 4 semanas. El compuesto 47 incremento6 a densidad 6sea, sin
incrementar el peso del Utero, ayudando a prevenir la pérdida de tejido éseo,
teniendo una actividad 2000 veces menor en el receptor de estrégeno,
comparado con el estradiol. Esto ayuda en el desarrollo de un farmaco que sea
mas afin por un tipo especifico de tejido, y a su vez, presente poca afinidad hacia

otros tejidos, evitando asi producir efectos secundarios.3?
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8.3. Liberacion de compuestos anticancerigenos.

Se sabe que, aparte de su buena afinidad por la hidroxiapatita, el grupo
bisfosfonato se puede unir a isétopos radiactivos como el *°*™Tc, para actuar
como un agente de escaneo, o °°Sm, para ser un radioterapéutico®3. Jiang y
colaboradores,®** aprovecharon estas caracteristicas para disefiar nuevos
compuestos que puedan ser utilizados como anticancerigenos selectivos. La
sintesis comenzé con la reaccion de la molécula 48 y el
aminometilenbisfosfonato de tetraetilo, en presencia de DCC y HOBt, a
temperatura ambiente y, posteriormente, se realiz6 la remocién del grupo Bn a
través de hidrogendlisis, obteniendo 49 con un rendimiento del 91%. A
continuacion, se agregé N-benciloxicarbonil melphalan, en presencia
hidroxibenzotriazol y DCC como catalizador, generando como producto 50.
Posteriormente, se llevo a cabo una hidrogendlisis, y el posterior tratamiento con

bromuro de trimetilsilano, generd 51 como producto final.
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33 Willson, T. M.; Henke, B. R.; Momtahen, T. M. Bioorg. Med. Chem. Lett., 1996, 6, 1047
34 Qinglin, J.; Yang, L.; Hai, L.; Yong, W. Lett Org Chem. 2008, 5, 229-233
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La evaluacion in vitro del compuesto 51 la realizaron mezclando en una solucion
buffer pH 7 con 100 pg/mL de hidroxiapatita (HPA). Posteriormente, se midi6 la
concentracion de HPA y se obtuvo 8 pg/mL y un 91.2 % de unién con el

compuesto, mostrando que tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita.

El osteosarcoma es un tipo de cancer que afecta principalmente a los
adolescentes, y es la segunda causa de muerte en joévenes relacionada con
cancer.®® Zhang y colaboradores utilizaron la afinidad que posee el grupo
aminometilenbisfosfonato por la hidroxiapatita, para unirlo a un complejo de
platino, haciendo que el farmaco de platino sea mas selectivo, minimizando los
efectos secundarios durante la terapia anticancerigena.3® La sintesis inicié con
52, al cual se le afadio 2-(piridin-2-il)etanamina en dimetilformamida anhidra en
condiciones de reflujo y con atmésfera de nitrégeno, obteniendo como producto
53 con 40.2% de rendimiento. Posteriormente, se afadio el
aminometilenbisfosfonato  de  tetraetilo, en presencia de acido
paratoluensulfénico, dando lugar a 54a. Paralelamente, se realiz6 la reaccion del
cisplatino y nitrato de plata, consiguiendo como producto 54b, el cual se hizo
reaccionar con 54a, obteniendo el complejo de cisplatino 55 con un 43% de

rendimiento (Esquema 17).

85 P. C. W. Hogendoorn, Ann. Oncol. 2010, 21, 204-213; b) P. Kaatsch, Cancer Treat. Rev. 2010,
36, 277-285

86 Zijan, G.; Zhenqin, Z.; Xiaoyong, W.; Cheng, L.; Chengcheng, Z.; Changli, Z.; Kun, W. Chem
Asian J. 2017, 12, 1659-1667
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Inicialmente, analizaron la permeabilidad celular del compuesto 55 en células de
osteosarcoma U20S por 24 horas y se monitore6 por medio de ICP-MS,
encontrando que las células contenian 2.49 + 0.12 pg Pt/10° para el complejo de
platino, lo que indica que se internalizaba de manera adecuada. Para comprobar
la actividad antiproliferativa, utilizaron células de osteosarcoma U20S y MG-63,
encontraron que la ICso del complejo de platino 55 fue de 6.21 £ 2.69 uM contra

las células U20S, mientras que las células MG-63 resultaron ser insensibles a
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este tipo de compuestos. Para evaluar si la actividad inhibitoria de este tipo de
células se debia a la induccién del proceso de apoptosis, llevaron a cabo un
ensayo midiendo la fosfatidilserina del citoplasma, permitiendo diferenciar de una
apoptosis temprana, tardia o necrosis. El complejo de platino rapidamente
expone la fosfatidilserina ocasionando que se pierda la integridad de la
membrana plasmatica. Para conocer la DLso, se analizo el cambio de peso y la
mortalidad en ratones 14 dias después de una inyeccion de este complejo, y se

encontré gque la DLso se encuentra a una concentracion de 4.32 mg Kg™.

9. Agentes de imagen.

Los estudios que son realizados por medio de la técnica de Resonancia
Magnética Nuclear son el método no invasivo mas poderoso para poder realizar
observaciones de los distintos tejidos que constituyen al cuerpo. Esto se lleva a
cabo utilizando un equipo que genera un campo magnético que esté entre 0.5y
2 Teslas. Para este tipo de estudio, se utilizan contrastes paramagnéticos, los
cuales permiten observar mejor el tejido corporal. Para realizar estudios de
imagen, se utiliza el Gd(lll), debido a que posee un momento magnético grande
y tiempo de relajacion largo. Kubicek y colaboradores®’ reportaron la sintesis de
analogos de ligantes poliaminocarboxilato fosfonato para investigar su utilidad

como agentes de contraste para RMN en estudios de imagen en el tejido 6seo.

La sintesis inicié con la reaccién multicomponente entre ortoformiato de trietilo,
bencilamina y fosfito de dietilo, dando como resultado al producto 56 con un
rendimiento quimico del 43%. Posteriormente, se hizo una hidrogendlisis,
obteniendo 1 con un rendimiento del 96%. A continuacion, 1 se hizo reaccionar
con cloruro de cloroacetilo, en presencia de carbonato de sodio, obteniendo 57
con un rendimiento 96%. En la siguiente etapa, se llevo a cabo la reaccién de 57
con t-BusDO3A, en presencia de carbonato de potasio, dando lugar a 58.
Finalmente, se agrego6 acido clorhidrico al 30% y &cido acético, obteniendo el
compuesto 59, con un 30% de rendimiento (Esquema 18)

87 Kubicek, V.; Rudovsky, J.; Kotek, J.; Hermann, P.; Elst, L.; Muller, R.; Kolar, Z.; Wolterbeek,
H.; Peters, J.; Lukes, I. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 16477-16485
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Para los estudios de imagenes Oseas por radio-nucleos, utilizaron contrastes
radiactivos, como los complejos de ®°*™Tc-MDP y ™Tc-HMDP. Se requiere de
un periodo de tiempo, entre la aplicacién y los estudios de imagen, para que la
prueba sea efectiva. Liu y colaboradores® utilizaron la gran afinidad por parte
del grupo aminometilenbisfosfonato, para sintetizar un ligante que contenga al
nlcleo de °™Tc e incrementar la concentracion del contraste radiactivo en los
huesos, mejorando la calidad del estudio. De esta manera, la sintesis inicio
disolviendo el &cido aminometilenbisfosfonato en N,N-dimetilformamida y se hizo
reaccionar con el acido 6-(t-butoxicarbonil)-hidrazinopiridin-3-carboxilico 60, en
presencia de 1-hidroxibenzotriazol y 1,3-diciclohexilcarbonimida (DCC),
obteniendo 61 con un rendimiento quimico de 45%. Posteriormente, se afadio
bromuro de trimetilsilano y &cido clorhidrico 3 M, dando lugar a 62 con un

38 Ligin, L.; Guangrong, Z.; Yaquian, W.; Min, Z.; Xuebin, W. J Radioanal Nucl Chem. 2011, 288,
467-473
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rendimiento del 71%. Para finalizar, se hizo reaccionar 62 con %™TcOa y tricina,

obteniendo 63 con un rendimiento del 95% (Esquema 19).
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Realizaron los estudios de biodistribucion en ratones y se encontrd que la mayor
cantidad del compuesto **™Tc-HYNIC-AMDP 63 se localiza principalmente en los
huesos, presentando una concentracion de 44.18 + 8.58; 35.08 + 4.92; 36.71 +
4.99 y 32.41 + 4.28 %ID/g (porcentaje de dosis inyectada por gramo), medidos
en 0.5 h, 1.0 h, 2.0 h y 3.0 h respectivamente. En los rifiones se encuentra la
segunda mayor concentracion, lo que indica que se esta eliminando el complejo

por medio de las vias urinarias.3®

Las nanoparticulas de hierro se han utilizado en el campo de la medicina, como
contraste en los estudios de resonancia magnética nuclear. El tamafio de las
nanoparticulas es importante, debido a que, si son muy pequeiias, rapidamente
son reconocidas por los macréfagos presentes en el higado y el bazo, y son
retiradas del torrente sanguineo. Por el contrario, si las particulas son de un
tamafo superior a varios micrémetros, éstas pueden acumularse en los capilares

de los pulmones, produciendo un dafio severo. Para evitar que las nanoparticulas
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sean capturadas por las células del cuerpo, Sandiford y colaboradores®®
plantearon la sintesis de nanoparticulas con un largo periodo de circulacion para
realizar una angiografia, utilizando un polimero que contiene al grupo
aminometilenbisfosfonato, que recubre las nanoparticulas de hierro,
confiriéndoles gran estabilidad. Asi, se llevdO a cabo la reaccion entre el
aminometilenbisfosfonato de tetraetiio 1 y el polimero MeO-PEG(5)-CO:zH,
obteniendo 64. A continuacién, se agrego bromuro de trimetilsilano y metanol,

con lo cual se obtuvo 65 como producto (Esquema 20).
MeO-PEG(5)-CO,H Os

pce N
H,N~ P(OEt), CHoClp 20C OMe—(S)GEPJ\N P(OEt),
1 H 6
1 64

l 1. TMSBr, CH,Cl,

oN
“P(OEt), P(OEt),

2. MeOH

Os
o P(OH)
OMe-(S)GEP)LH P(OH),
I

@)
65

Esquema 19

Por otra parte, efectuaron la reaccion de polimerizacion de polietilenglicolizacion.
De esta manera, se utilizaron SPIOs (superparamagnetic iron oxide
NanoParticles) cubiertas con oleilamina y se hicieron reaccionar con un exceso
de 65, en un bafio sonico, hasta que se evaporoé casi todo el diclorometano. A
continuacion, se agrego agua para lavar el polimero con las nanoparticulas 66

(Esquema 21).

89 Sandiford, L.; Phinikaridou, A.; Protti, A.; Meszaros, L.; Xianjin, C.; Yong, Y.; Frodsham, G.;
Williamson, P.; Gaddum, N.; Botnar, R.; Blower, P.; Green, M.; de Rosales, R. ACS Nano. 2013,
7, 500-512
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Como parte de las pruebas in vitro, colocaron el compuesto PEG(5)-BP-USPIOs
66 como contraste en un escaner clinico de 1T y se observo un incremento de la
sefal en la sangre, el corazon y otros 6rganos vascularizados, cayendo en 40
minutos un 50% de su intensidad. Para poder obtener una imagen clara en
humanos se debe de utilizar una concentracion de 40-70 pumol Fe/Kg, pero con
el compuesto 66 se utiliz6 una concentraciéon de 10 umol Fe/Kg. También
llevaron a cabo el estudio de biodistribucién con la técnica de imagenes por
SPECT, y obtuvieron un resultado similar que con el estudio de MR, donde la
mayor parte de la sefial se encuentra en el corazén y en los o6rganos
vascularizados. La concentracion maxima se alcanzo a los 45 minutos y la fase
de eliminacién fue después de 80 minutos. Al mismo tiempo, se observd un
incremento de la sefial en los érganos no vasculares, como los huesos (rodillas)
y la vejiga, presentando una vida media de 2.97 horas y sin acumulacion en el
higado.3®

La técnica de RMN permite obtener imagenes de alta resolucion de los tejidos
blandos del cuerpo sin que se necesite hacer la emision de radiacion ionizante.
Tiene como desventaja que no se puede cuantificar la intensidad de las sefiales
emitidas por los contrastes?®. A causa de esto, se empezaron a investigar
contrastes que contengan °Fluor, debido a que la sefial que emite puede ser

cuantificada. Kenny y colaboradores*® utilizaron el grupo

40 Kenny, D.; Shaw, K.; Sivachelvam, S.; White, A.; Botnar, R.; de Rosales, R. J Fluor Chem.
2016, 184, 58-64.
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aminometilenbisfosfonato para unirlo a un grupo trifluorometilo y realizar la
medicion de la sefal del flior. De esta forma, se hizo reaccionar el
aminometilenbisfosfonato 1 con el anhidrido trifluoroacético en diclorometano
seco, obteniendo 67 con un 78 % de rendimiento quimico. Posteriormente, se
adicion6 bromuro de trimetilsilano en diclorometano y metanol, permitiendo

obtener 68 con buenos rendimientos quimicos (Esquema 22).
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Para realizar los estudios in vitro del compuesto 68 y conocer sus propiedades
como agente de contraste, disolvieron*® en agua a una concentracion de 27, 54
y 108 mM respectivamente, y se utilizdé un escaner preclinico de MRl de 9.4 T,
mostrando que, a una alta concentracibn en mM, se puede observar en la
muestra. El compuesto es estable por 5 horas a un pH de 7 y a 37°C. Inyectaron
el compuesto en ratones, y por medio de un estudio de imagen SPECT, pudieron
observar que al inicio, el compuesto solamente se ve en el sistema urinario y en
algunas areas del higado, lo que se explica por la excreciéon del compuesto. El
higado fue el érgano que presento la sefial mas intensa, posiblemente porque
estd compuesto principalmente por moléculas lipofilicas, donde la fluoracion
incrementa la lipofilicidad del compuesto 68. Encontraron que en
concentraciones mayores a 20 mg/Kg, se puede presentar toxicidad, y para que
la sefial de °F-MRI sea detectable, se deben de administrar 150 mg/Kg, para un

raton de 20 gramos.
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El cAncer de mama, préstata y pulmén, mayoritariamente generan metastasis en
el tejido 6seo. Para conseguir un diagnoéstico, se ha utilizado el complejo **™Tc-
bisfosfonato, aprovechando la afinidad del grupo aminometilenbisfosfonato hacia
los iones de Ca?* presentes en la hidroxiapatita. Chakraborty y colaboradores*
utilizaron el grupo aminometilenbisfosfonato para sintetizar varios complejos con

88Gay 1°3Sm, y detectar los sitios donde ocurria la metastasis en el tejido éseo.

La reaccion inicid con 3 reactivos: el ortoformiato de trietilo, dibencilamina y
fosfito de dietilo, en una atmoésfera de argén a 160°C, obteniendo 56 con un
rendimiento quimico del 46%. Posteriormente, se hizo una hidrogendlisis y
después se agrego acido clorhidrico al 40%, bajo condiciones de reflujo, dando
lugar a 69 con un 83% de rendimiento. Posteriormente, se afiadi6 p-SCN-Bn-
DOTA en N,N-dimetilformamida, generando 70 con un rendimiento del 12%

(Esquema 23).
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En las pruebas de biodistribucion en ratas Winstar, encontrarén que el complejo
de %8Ga-70 se acumula rapidamente en el esqueleto hasta un 36.27 + 2.05 % ID

los primeros 10 minutos, después de ser administrado, e incrementa hasta los

41 Chakraborty, S.; Goswami, D.; Chakravarty, R.; Khan, S.; Sarma, H.; Dash, A. Chem Biol Drug
Des. 2018, 92, 1618-1626.
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46.23 + 2.65 % ID, a los 60 minutos posteriores a su administracion, siendo
eliminado rapidamente de la sangre, y otros tejidos. En los riflones hay una
acumulacion del 4.13 + 0.35 % los primeros 10 minutos después de administrar
la dosis, pero gradualmente disminuye con el tiempo. Para el caso del complejo
153Sm-70, a los 30 minutos después de la administracién, se encontré una
concentracion alta en el esqueleto de 46.36 £ 2.18 % ID, y se elimind de la sangre
en un periodo de 3 horas, sin encontrarse una acumulacion significativa en la
mayoria de los érganos y tejidos. En el tejido 6seo, se encontré que se retenia
hasta 96 horas, periodo mayor al periodo de las pruebas del estudio. El complejo
68Ga-70 mostré una gran afinidad por la hidroxiapatita con un Kg = 56 + 12,
corroborando los estudios de biodistribucion donde se observé que el complejo
68Ga-70 se encuentra en su mayoria en el esqueleto. En el caso del complejo
1535m-70, se encontrd que también tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita
obteniendo un Kdq = 1209 £ 12. Estos resultados muestraron que estos complejos
son muy prometedores como radiofarmacéuticos para actuar como agentes de

imagen y como paliativos para tratar el dolor producido por el cancer.

10. Discusion.

El aminometilenbisfosfonato de tetraetilo presenta dos caracteristicas principales
gue explican su amplia incorporacion en compuestos biologicamente activos: la
primera es la presencia del grupo fosfénato que le permite imitar al intermediario
tetraédrico de la hidrdlisis peptidica y actuar como inhibidores enziméticos; y la
segunda, es su gran afinidad por el tejido 6seo, por lo que puede unirse a otras
moléculas con actividad conocida para hacerlos mas selectivos.

Los trabajos aqui analizados, permiten tener una vision generalizada de la
importancia que tienen los a-aminometilenbisfosfonatos. Ya que poseen una
gran afinidad por el mineral que constituye el hueso, se pueden utilizar para
disefiar nuevos farmacos que sean selectivos para tratar enfermedades
especificas del tejido 6seo, evitando el uso de otro tipo de farmacos que
ocasionan efectos secundarios. Para poder seguir con la investigacion de este

tipo de compuestos, se necesitan preparar bibliotecas mas grandes de
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moléculas, que nos permitan entender el efecto de la modificacién estructural
sobre su actividad biologica.

Al utilizarse como agentes de contraste, dicha afinidad por el tejido 6seo, permite
identificar dénde se encuentra localizado algun tipo de cancer 6seo, y asi poder
darle un tratamiento mas puntual. En esta revision, se encontré que la actividad
mas estudiada es la antibiotica, al actuar como inhibidor de enzimas presentes
en bacterias, 0 como un grupo unido a otro compuesto con actividad
antibacteriana conocida, haciéndolo méas afin por el hueso y por lo tanto de
caracteristicas ideales para nuevos tratamientos de infecciones 0seas, debido a
que es bastante complicado que los antibiéticos tradicionales lleguen en las
concentraciones suficientes para tener un efecto notorio contra la infeccion.
Respecto a la toxicidad de los compuestos mencionados en esta revision, para
la molécula 68, se encontr6 que presenta toxicidad en concentraciones muy
bajas, pero se le atribuye a que la molécula es un compuesto fluorado, haciendo
gue sea altamente liposoluble y por ello se deben de administrar concentraciones
bastante altas para poder observar una sefial intensa en la prueba de imagen
SPECT.

11. Conclusiones.

De esta revision bibliografica, se puede concluir que los compuestos que
incorporan el a-aminometilenbisfosfonato de tetraetilo, tienen una gran gama de
aplicaciones, debido a que se puede aprovechar la afinidad que presentan por el
tejido 6seo logrando tratamientos mucho mas selectivos, disminuyendo los
efectos secundarios que puede presentar algunas moléculas y también se puede
aprovechar esta caracteristica para poder acoplarlo a compuestos utilizados en
estudios de imagen, ayudando a localizar de una manera mas sencilla y efectiva
los sitios en donde se encuentra algun padecimiento en el tejido 6éseo,
aprovechando que el metabolismo celular en células cancerigenas, es mucho
mayor, haciendo que las concentraciones de estos compuestos se acumulen en
una zona especifica en el cuerpo. Lo anterior también permite disminuir la dosis
gue debe administrarse, lo que reduce la aparicion de efectos secundarios. Se

espera que este trabajo de revision contribuya a ampliar la visidn que se tiene

39



respecto a las aplicaciones que tienen los compuestos que incorporan el
fragmento aminometilenbisfosfonato de tetraetilo, y también fomentar la
creatividad, para poder idear nuevas rutas sintéticas de derivados de estos
compuestos, profundizar en su estudio y encontrar nuevas moléculas de interés
farmacoldgico que puedan ser utilizadas para mejorar la salud y calidad de vida

de las personas.
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5BIq7z7m4UmYJOVKhIMySrnbwT5z1kZ5XEqW8MM1SBkDeXeM2YhxBWXi7r90baAujPho9Ag/gISwhELAV|LWZbYfXkRbmzOZzISYofAIN/OE2pp5V5kIGRCICGV73uc+QnvuQao
yv31rhP0i63ANZCnARMIF6Y prV/F+EBYG5MX1JZXMD3cu07jAgnfnOoNCtImtRQKIpV+LRA+kkFwftoQH+b8HPCZFvH7HKddsBp4ux5DJizQTeH72Xat+rXmgG0zacBog9SZ5LF
P/Atg6aubglDcM+0OnU8wggiCYRTMLAOHHLVikOcLtuQzdOgA6L90lk/pON7LIOadhh+AYaKHQ==

MARIA DE LOS ANGELES RAMIREZ CISNEROS | Fecha:2022-05-10 12:36:16 | Firmante
jbrQudZ7LzG9vVpyis7UfzTT8s/3W79516VZkhsGlyWnpknYTGzVK2tFFQMSmgQOx4rKEwof8CGZVPKkuwNWg7OFNIEG0oOYyAS+qdKfj3/mbJOYsdRxwyyztZw641cBZPYrB8UUW
b0c0dJ2bQvd1hXgsMmTLaNMI/iw/IdpCIX3qOjEeauWmdaCHS5ITnurMTaéSdnTr3wdjlYk2gcEm1I5xZbNTQ/bmxBIW/7CJI890m2Helya6PMkjNdLyclIrlsWdkgixsbY8SUsv2gpfY2
FpFKZK8frUblnfrzvhsj8g3xb2utfumNtjVn+XfWglttRb1eATfZ3NHN8Ic/MMAGP3zA==

NAZARIO LOPEZ CRUZ | Fecha:2022-05-11 17:26:38 | Firmante
HUDZefyJFd9xpDBO0fzwoF7ZluPoxtq7Nmk/9XhaUVDOUQ7aXLYrtGioaE50Ab7qyhlkBEOavwcg0c/niVACNKRTKKOpPG6p8JkyIXJhJ/trZ4AMFK/7TQMO2iQ6ADS ciW1bzD3SwO
FsUfM7gB8hPB6E4eJXicsWKMagajWJSGBA/tFPOQkMFk88BS2IPC4BW5fMHa0C8tKMwdsS/Yk3SRndJd+w5k9bYRH+JADNCY3yUI5zIutMigl2wvHGR+t5Ee/sdonUkpYvOVKk
0C249Htjd9VNFfROGAzXxpDFTN67raXpGWyBDt5ANEYR8JIPuGScildaYfrMIB/5FINXAXpnxJg==

IVAN OMAR ROMERO ESTUDILLO | Fecha:2022-05-18 19:08:14 | Firmante

SUtjgoPoXQ9fFexikEtY/3nuvVDmM/vU3gJtY gk5gsIvKbsC/Oe7uWS9bkgFAGtXQelL DhKtkzxd8hWk6egrbiVZLAIYMVERAA4krRuhkmWC8TEBUY OeWZAJE4X2FsGtXasN+O0+Z
mzrLhNpRhna6NS3vClsveW4dTJIKabl1ZQhnbOgljvUQIGojWEENAfWSs04A9MBNIS3IWvpATHNSBUGBKeifWzD2cgzG3lg+64wcMMGj8GSM]6ExGeXb/ellZ7XQ5a7S6PxfRmkiy
Yt/5IS0I/SC8UAFTs/Y XsaxklW+A9czLN6ICU+L87150poUBsMp+mJIKndf6Y G7kpkCOatjA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

fWvR2sjlp

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/RI4Ma2hzjiwBMczn2KMJuueUlscp2owl




