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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La naturaleza es una fuente de compuestos biolégicamente activos y de

modelos quimicos para el disefio de farmacos eficientes.

Los butendlidos (2,5-dihidrofuran-2-onas) son fracciones quimicas comunes
que se hallan en una variedad de productos naturales bioactivos. La
protoanemonina es un producto natural de este tipo que se ha identificado y
aislado de extractos organicos de plantas de los géneros Anemone vy
Ranunculus, cuyos preparados se utilizan en la medicina tradicional china para

el tratamiento del cancer.

La mortalidad debida al cancer va en continuo aumento, no obstante los
grandes avances en el estudio de esta enfermedad. Es necesario encontrar
nuevas opciones tanto para su tratamiento como para su prevencion (Reddy,
2003).

En este marco de referencia se plante6 el presente proyecto que refiere la
sintesis de la protoanemonina involucrando un paso de deshalogenacién
reductiva, y la preparacion de algunos derivados halogenados, asi como un
estudio biolégico preliminar in vitro de la potencial actividad anticancerosa de

estos compuestos.

1
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2. ANTECEDENTES
2.1 Furanonas

Las furanonas son compuestos organicos heterociclicos que se componen de

una lactona en un anillo de tipo furano (Kumar, 2013).
2.2 Butendlidos

Los butendlidos son lactonas y-insaturadas que pueden ser consideradas también
como derivados de furano 2,3- y 2,5-dihidrofuran-2-onas (I y Il). Este tipo de
compuestos también son conocidos como crotonolactonas (Shyamasunder,
1964).

Figura 1. Estructura quimica de la 2,3-dihidrofuran-2-ona (1) y de la
2,5-dihidrofuran-2-ona (ll).

Este trabajo se enfoca en los butendlidos 2,5-dihidrofuran-2-ona.

2.2.1 Butendlidos de origen natural
Los butendlidos (5H-furan-2-onas) son fracciones quimicas comunes que se
encuentran en una variedad de productos naturales bioactivos (Calderén-Montano,

2013) como los glicésidos cardiacos, acetogeninas, fimbrolidos, entre otros.

2.2.2 Importancia biolégica de los butendlidos

Los butendlidos representan un amplio grupo de compuestos de importancia
médica y bioldgica. En las ultimas décadas, un numero significativo de
compuestos de diversas estructuras, en general del tipo butendlido alquilideno han
sido aislados y han mostrado ser bioactivos como fungicidas, bactericidas,
insecticidas y antiinflamatorios (Kumar y cols., 2013; Tamma y Guerraf, 2013). A

continuacion se presentan algunos ejemplos de este tipo de compuestos.
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Glicosidos cardiacos

Los glicésidos cardiacos, especificamente los cardendlidos, son quiza los
compuestos mas conocidos que contienen lactonas insaturadas en su estructura
(Calderon-Montafio,2013). Estos compuestos inhiben la enzima Na® / K" ATPasa

que es esencial y ubicua en los animales (Anurag y cols., 2012).

8]

o

Figura 2. Estructura general de los

cardenolidos.

RO

Acetogeninas anonaceas

Otros compuestos de relevancia que contienen un anillo 2-furanona en su
estructura son las acetogeninas anonaceas, que exhiben propiedades bioldgicas
como antioxidantes, inmunosupresoras, citotoxicas, pesticidas, antiparasitarias y

antimicrobianas (Chen y cols., 2012).

ull””/

Figura 3. Estructura general de la anoscuacina, una clase de acetogenina
anonacea.

Acido ascoérbico y sotolén

El acido ascérbico ((2R)-2-[(1S)-1,2-dihidroxietil]-3,4-dihidroxi-2H-furan-5-ona) es
un nutriente esencial para la dieta humana presente en frutas y vegetales y es un
agente antioxidante muy conocido, se ha descrito su actividad protectora contra

padecimientos de tipo cardiovasular, el cancer y la osteoartritis (Afkhami-Ardekani
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y Shojaoddiny-Ardekani, 2007). EI sotolon (3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona)
es un compuesto del aroma presente en algunos alimentos como el jarabe de
maple. También es responsable del sabor de envejecimiento prematuro en el vino
blanco (Sulser, 1967). Ambos compuestos presentan un esqueleto butendlido
(Colin y cols., 1999; Podebrad y cols., 1999). Se ha demostrado que estas
furanonas al ser administradas en la dieta de animales tratados con compuestos
inductores de cancer como o—benzopireno o azoximetano han resultado agentes

anti-cancerigenos muy eficientes (Colin y cols., 1999)

OH OH

HO HaC

HO H,C
OH

Figura 4. Acido ascérbico y sotolén

Fimbrodlidos

El alga roja marina Delisea pulchra produce un grupo de furanonas bromadas
llamadas fimbrolidos, que comparten un esqueleto 4-halo-3-butil-5-halometilen-
2(5H)-furanona, pero difieren en el numero y en la naturaleza de los sustituyentes
halégeno y en la presencia o ausencia de oxigeno funcionalizado en la cadena
lateral (Manny y cols., 1997).

Esta clase de compuestos han mostrado ser una clase prometedora de inhibidores
de la autoinduccion bacteriana, que inhibe la formacién de biopeliculas y la
expresion de virulencia en modelos in vitro e in vivo (Sabbah y cols., 2013).

R

Br

R

O Br

Figura 5. Estructura general de los fimbrdlidos
Ri=H, OAc, OH, H
R2=H, Br

2
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2.2.3 Protoanemonina, anemonina y ranunculina

La protoanemonina (I) (5-metilen-2(5H)-furanona), la anemonina (II) (1,7-
dioxadispiro[4.0.4.2]dodeca-3,9-diene-2,8-diona) y la ranunculina (III) ((5S)-5-[(B-
d-glucopiranosiloxi)metil[furan-2(5H)-ona) también son productos naturales que

comparten una fraccion butendlido en sus estructuras.

La protoanemonina (I) es un agente antimicrobiano muy activo que también se
conoce por ser un irritante que provoca dermatitis ampollar al contacto e ingestion
de las especies de plantas frescas que lo contienen. Es un hecho conocido que
durante el secado del material vegetal la protoanemonina se dimeriza rapidamente
para generar la anemonina, que es un compuesto inocuo (Rakesh y cols. 2012).
La protoanemonina (I) también ejerce efectos antifungicos y se ha descrito su
actividad antipirética, asi como la antiinflamatoria de la anemonina (Mares, 1987).
Ambos compuestos I y II se han descrito como agentes sedantes (Martin y
cols.,1988).

I II III
;@ o O ’
H o /\// 0
o o (@) /l ¢ E © \:j?,/

H

Figura 6. Estructuras de la protoanemonina (I), la anemonina (ll) y la ranunculina (llI).

La protoanemonina (I), la anemonina (II) y la ranunculina (III) han sido
identificados y aislados de extractos organicos de plantas de los géneros
Anemone, Clematis, y Ranunculus (Alvarez y cols., 2002; Hu y cols., 2003; Martin
y cols., 1988). En la medicina tradicional china se utilizan preparados medicinales
de estas plantas para el tratamiento de procesos inflamatorios no microbianos
(Hu, 2003), asi como para el tratamiento de nausea y vomito producido por la
radioterapia y la quimioterapia (Zhang, 2008), y para el tratamiento y la prevencién

del cancer (Zhang, 1999; Hu, 2005), lo cual hace importante el estudio de estas

moléculas como potenciales antineolpasicos.
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2.3 Estudios de sintesis de la protoanemonina.

Existen pocos informes que describan sintesis de la protoanemonina (5-metilen-
2(5H)-furanona), probablemente porque se trata de una furanona poco estable
que se dimeriza espontaneamente a anemonina por la via de cicloadicion [2 + 2]
de forma regioselectiva y estereoespecifica (Moriarty y cols., 1965). Sin embargo
la protoanemonina ha demostrado ser una molécula de interés sintético como
sinton C5 por su reactividad, particularmente como diendfilo en cicloadiciones de
tipo Diels-Alder (Crey y cols., 2003), y de interés biolégico como antimicrobiano y
antifungico (Mares, 1987), asi como sedante (Martin y cols., 1988), ademas de su
posible potencial en el tratamiento del cancer, como lo refiere este trabajo, lo que

hace fundamental el estudio de nuevas formas de sintesis de esta molécula.

De los métodos sintéticos descritos en la literatura, los primeros dos parten del
acido levulinico (1). La sintesis de Grundman y Kobe (1955) recurre a la a-
angelica lactona (2) como intermediario, después mediante bromacion y posterior
deshidrobromacion se obtiene la protoanemonia. EI método de Shaw (1946)

involucra una isomerizacion de un doble enlace (E a Z) seguida de la ciclacién del

i ° ii
— \ o
iii
g 2

acido pB—acrilico (3).

2 0O
. / COH ——
v
3

Reactivos. i: Acido polifosférico. ii: Bry iii: NEts iv: NaOAc. v: Ac,0, H,SO,,

Figura 7. Sintesis de Grundman y Kobe (1955), y sintesis de Shaw (1946).

2
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Los métodos mencionados involucran multiples pasos de separacion y otros

autores han informado problemas de reproducibilidad de los mismos.

Alibés y sus colaboradores (1990) desarrollaron un método utilizando foto-
oxigenacion del 5-hidroximetilfurfuril (4), seguida de una reduccion y una

deshidratacion para obtener la protoanemonina con un rendimiento total de 25%.

CH
HO 0 CHO  Ho o HO
N\ o} O 0
- ii -
w— — U— %W— LN |

4

Reactivos. i: O, Rosa de Bengala, EtOH. ii: NaBH4, NaOH, DME-H; iii: NaOAc, H,O
Figura 8. Sintesis de Alibés y cols. (1990).

El dltimo método publicado por Crey y Dumy (2003), informa el mejor rendimiento
final de los métodos descritos (568%), describe la sintesis de la protoanemonina a
partir de la D-desoxirribosa (5), que es glicosilada con cloruro de acetilo en
metanol, posteriormente los grupos hidroxilo no metilados se protegen con cloruro
de p-toluoilo en piridina y la lactona 6 se obtiene mediante la oxidacion del grupo
metoxido con acido m-cloroperoxibenzoico en presencia de una cantidad catalitica
de eterato de trifluoruro de boro; finalmente se producen una - y 5- eliminaciones

por el tratamiento con trietilamina.

Tol= p-CH;C:H,CO

— 1) i
4O — 11 TolO

— e 5 Bl e N

/ \ L. 3) iii P
u:\ OH — Arn OH 0 I

—_— —_—
s

OH \—j

CllH OH OTol

5 — 6

Reactivos. i: HCI-MeOH. ii: TolCl/piridina. iii: m-CPBA/BF;-OEt,. iv: NEt;

Figura 9. Sintesis de Crey y Dumy (2005).

2
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Es necesario continuar el estudio de opciones que pudieran reducir los pasos de
sintesis y sustituir la mayor cantidad de reactivos por otros alternativos que sean

ambientalmente sustentables.

2.4 Productos naturales en el tratamiento y la prevencién del cancer.

El cancer constituye una de las primeras causas de mortalidad a nivel mundial
(OMS, 2014), y en la busqueda de compuestos para el tratamiento de esta
enfermedad, las plantas medicinales han tenido un papel importante (Schlaepfer y
Mendoza, 2010).

Se tienen informes de mas de 3 000 plantas para el tratamiento del cancer
(Graham vy cols., 2000) por lo que las especies naturales son una fuente

importante de posibles sustancias anticancerosas.

Es significativo que del total de medicamentos anticancerosos disponibles en el
primer mundo, aproximadamente el 67% es de origen natural (Vega-Avila y cols.,
2006). Estos medicamentos se han clasificado como productos de origen natural,
productos semisintéticos o productos sintéticos para los que se ha empleado como

modelo un producto de origen natural para su disefio (Newman y cols., 2000).

Los derivados de alcaloides de la vinca como la vinblastina o la vincristina son
farmacos antineoplasicos de origen natural que se utilizan para tratar varios tipos
de cancer como las leucemias agudas, linfomas y algunos tumores soélidos (por
ejemplo, cancer de mama y de pulmoén). Estos farmacos interaccionan con la
tubulina, proteina que forma los microtubulos del huso acromatico en la mitosis,
impidiendo su polimerizacion para formar los microtubulos, detienendo la mitosis
en la metafase. Otro ejemplo son los farmacos derivados del taxol, como
Paclitaxel y Docetaxel que se generaron a partir del estudio de la corteza del arbol
Taxus brevifolia. Estas moléculas se unen de manera reversible a la subunidad de
la tubulina favoreciendo la polimerizacion en microtubulos estables pero poco

funcionales. Son activos sobre tumores soélidos frecuentemente rebeldes a otros
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farmacos. Sin embargo, ambos producen leucopenia o neutropenia. (Newman y
cols., 2000 y Rodilla, 2000).

El listado de medicamentos derivados de productos naturales es aun corto en
comparacion con los candidatos propuestos con actividad antineoplasica. Esto es
debido a lo riguroso de las pruebas y por el tiempo requerido en los estudios
clinicos y farmacolégicos. A pesar de lo anterior, existen derivados de los
productos naturales, como el discodermolido, pironetina y flavopiridos que se
encuentran en etapa de desarrollo clinico y/o son empleados como base para el
disefio de nuevas estructuras con actividad antineoplasica (Vega-Avila y cols.,
20006).

2.5 Cancer

El cancer es un término que se aplica genéricamente a un conjunto de
enfermedades en las que células anormales se dividen sin control y son capaces

de invadir otros tejidos (Instituto Nacional de Cancer [E.U.A], 2014).

El cancer se caracteriza por la existencia de células cuyo rasgo comun es la
inoperancia de los mecanismos que regulan normalmente su diferenciacion, su

proliferacion y su muerte (Schlaepfer y Mendoza, 2010; Flores y Martinez, 2008).

La mayoria de los canceres toma el nombre del érgano o de las células de las que

se originan. Las tipos principales de cancer son:

e Carcinoma: cancer que empieza en la piel o en tejidos que revisten o

cubren los érganos internos.

e Sarcoma: cancer que empieza en hueso, en cartilago, grasa, musculo,

vasos sanguineos u otro tejido conjuntivo o de sostén.

e Leucemia: cancer que empieza en el tejido en el que se forma la sangre,
como la médula 6sea, y causa que se produzcan grandes cantidades de

células sanguineas anormales.
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e Linfoma y mieloma: canceres que empiezan en las células del sistema

inmunitario.

e Canceres del sistema nervioso central: canceres que empiezan en los

tejidos del cerebro y de la médula espinal.

El cancer comienza en una célula. La transformacion de una célula normal en una
cancerosa es un proceso que se desarrolla en varias etapas a lo largo de un
numero de afios o incluso décadas. Las etapas de la carcinogénesis son la
iniciacion, la promocion y la progresion. La primera de ellas involucra la reaccion
entre la sustancia que produce el cancer (carcinégeno) y el DNA de las células del
tejido. Puede existir una susceptibilidad genética. Esta etapa puede permanecer
latente, y el sujeto puede sélo permanecer en riesgo de desarrollar el cancer en
una etapa posterior. La segunda etapa ocurre muy lentamente a lo largo de un
periodo que puede variar de meses hasta afnos. La tercera y ultima etapa implica

la progresion y la diseminacién del cancer (Reddy y cols., 2003)

El cancer es una de las causas principales de muerte en todo el mundo. En el

2012 causo 8.2 millones de defunciones.

Los que mas muertes causan cada afio son los canceres de pulmén, higado,

estébmago, colon y mama.

Mas del 60% de los nuevos casos anuales de cancer en el mundo se producen en
Africa, Asia, América Central y Sudamérica. En estas regiones se presenta el 70%

de las muertes por cancer en el mundo.
En México, segun la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC), esta

enfermedad es la tercera causa de muerte y se estima que cada afo se detectan
128 mil casos nuevos (Secretaria de Salud [SSA], 2013)
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Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a
22 millones en las proximas dos décadas (Instituto Nacional del Cancer [E.U.A],
2014).

2.5.1 Tratamiento contra el cancer

El objetivo de la terapéutica anticancerosa es la eliminacidon completa de toda
célula maligna mediante métodos quirdrgicos, radioterapia, anticuerpos

monoclonales, inmunoterapia, hormonoterapia y farmacologicos (Flérez, 2003).

El enfoque terapéutico “multidisciplinario” consiste en asociar los distintos tipos de
tratamientos para lograr la recuperacién total del paciente, con lo que se consigue

un avance en el control de la enfermedad.

Para cada tipo de cancer y dependiendo de la fase de la enfermedad, se utilizan
esquemas de tratamiento especificos, pero la terapia farmacolégica o

quimioterapia es generalmente una de las opciones ineludibles.
La finalidad de la terapia farmacolégica puede ser:

% Quimioterapia de induccién o neoadyuvante: en este caso la
quimioterapia se administra antes de cualquier tratamiento local, como la
radioterapia o la cirugia. Los objetivos de iniciar el tratamiento oncolégico

con quimioterapia son principalmente dos:

1. Disminucion del tamafno del tumor, lo que permite realizar
tratamientos locales menos agresivos y reducir el riesgo de recaida
(reaparicion del tumor).

2. Destruccion de las células tumorales que emigraron a otros érganos
del cuerpo, destruyendo tempranamente, focos que no se hayan

podido detectar debido a su tamano reducido.

< Quimioterapia concomitante: se administra de forma simultanea a la

radioterapia. Con esta modalidad se pretende realizar un tratamiento
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sistémico y local al mismo tiempo, que se potencian entre si para aumentar
la eficacia terapéutica.

Quimioterapia adyuvante o complementaria a otro tratamiento
(generalmente reducir el la

local): pretende riesgo de recaida de

enfermedad y por tanto, aumentar la supervivencia y el indice de

recuperacion (AECC, 2012).

Mecanismo de accién

Antimetabolitos

Fludarabina
5-fluorouracilo(5-FU)
Metotrexato (MTX)

Farmacos especificos del ciclo celular que interfieren en la
sintesis de ADN y ARN (fase S)

Taxanos
Docetaxel Farmacos especificos del ciclo celular que inhiben la mitosis
Paclitaxel (fase M), tras unirse a la tubulina, inhibiendo la formacién de
Alcaloides de la vinca los microtubulos (alcaloides de la vinca) o estabilizandolos
Vinblastina (taxanos).
Vincristina
Vinorelbina

Compuestos alquilantes

Antraciclinas

Camptotecinas

Busulfan
Ciclofosfamida
Temozolomida

Farmacos inespecificos del ciclo celular. Forman enlaces
quimicos con ADN Yy las proteinas, impidiendo la replicacion
del ADN vy la transcripcion del ARN.

Farmacos inespecificos del ciclo celular. 1) Inhibicion de la
topoisomerasa Il. 2) Unién de gran afinidad al ADN 3)
Generacion de radicales que reaccionan con proteinas y 4)
Fijacion a las membranas celulares.

Doxorrubicina
Daunorrubicina
Idarrubicina

Farmacos inespecificos del ciclo celular. Inhiben la
Irinotecan topoisomerasa .

Topotecan

Analogos del platino
Carboplatino
Cisplatino

Farmacos inespecificos del ciclo celular. Se unen al ADN
mediante la formacién de enlaces cruzado intracatenarios e
intercatenarios, inhibiendo la sintesis y funcion del ADN.

Cuadro 1. Principales farmacos antineoplasicos y su mecanismo de accion

El empleo de la poliquimioterapia, concebida desde 1960, es importante porque

proporciona un efecto terapéutico maximo en el intervalo de efectos adversos

tolerados por el paciente para cada farmaco, proporciona una gama amplia de
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interacciones entre los farmacos y las células tumorales genéticamente

heterogéneas y previene o lentifica la aparicion subsiguiente de resistencia

farmacolégica (Chu y cols., 2002).

2.5.2 Efectos adversos de antineoplasicos.

Actualmente, el mecanismo de accion de la mayoria de los antineoplasicos se

basa en la diferencia cinética de replicacion de las células cancerosas en

comparacion con la de las células sanas, por lo que es inevitable que los farmacos

también ocasionen dafos y muerte a las células sanas de rapida division, como

las de la sangre, las del tracto gastrointestinal, etc. (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

Algunos efectos adversos que producen los antineoplasicos se mencionan a

continuacion:

Efectos comunes a muchos farmacos

1. Inmediata
(horas-dias)

2. Temprana
(dias a semanas)

3. Diferida
(semanas-meses)

4. Tardia
(meses-afnos)

Nausea y vomitos
Necrosis tisular local
Flebitis

Insufciencia renal
Erupcion cutanea
Anafilaxia

Leucopenia
Trombocitopenia
Alopecia
Estomatitis
Diarrea
Megaloblastosis

Anemia

Aspermia

Lesién hepatocelular
Hiperpigmentacién
Fibrosis pulmonar

Esterilidad

Hipogonadismo

Carcinogénesis (Leucemia aguda,
linfomas, tumores solidos)

Cuadro 2. Efectos adversos de los antineoplasicos
(Tomado y modificado de Florez, 2003)
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2.5.3 Resistencia a los farmacos antineoplasicos.

Un aspecto fundamental de la quimioterapia del cancer, y uno de los principales
obstaculos para tratar la enfermedad, es la aparicién de resistencia celular a los
farmacos. Es posible que desde que se inicia la formacién del tumor, todas o una
fraccion de las células sean intrinsecamente resistentes al farmaco: resistencia
primaria. Pero también es posible que las células inicialmente sensibles
desarrollen procesos de adaptacion utilizando mecanismos de diversa naturaleza:
resistencia adquirida. La adquisicion de resistencia no se desarrolla en células
normales, sélo en las cancerosas; es una propiedad que acompafa a la existencia
de un genoma mutable e inestable como el de las células cancerosas (Flérez,
2003; Chu y cols., 2002).

Este contexto justifica la importancia que en los ultimos afos se le ha dado al
desarrollo de nuevas moléculas quimioterapéuticas, con la intencién de encontrar
nuevos farmacos que sean especificos para las células tumorales para
incrementar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos adversos (Schlaepfer y
Mendoza, 2010).

En general, la identificacion de nuevas moléculas anticancerosas involucra una
serie de pasos secuenciales, entre los que las pruebas farmacolégicas preclinicas

in vitro se consideran como primera opcion (Damia y D’Incalci, 2009).
2.6 Métodos in vitro para la evaluacion de la actividad antiproliferativa.

Los ensayos in vitro de inhibicion de la proliferacion de lineas de células
cancerosas son muy utiles en la seleccion inicial de nuevos agentes con efecto
anticanceroso porque dan una medida de la posible eficacia de los compuestos
probados como potenciales quimioterapéuticos (Woolf, 1999). Uno de los métodos

empleados es el de tincidn con sulforroamina B, que se describe a continuacion.

14
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Método de la sulforrodamina B (SRB) in vitro.

El desarrollo del método de tincién de proteinas con sulforrodamina B (SRB) para
la estimaciéon del contenido de proteina celular en cultivos adheridos y en
suspension fue establecido por Skehan y sus colaboradores (1990); después fue
adoptado por el Instituto Nacional de Cancer (E.U.A) como una prueba de rutina
en las investigaciones de nuevos agentes anticancerosos (Papazisis y cols.,
1997).

La técnica se basa en la capacidad de la SRB para unirse a componentes
proteinicos de aquellas células que han sido fijadas con &acido tricloroacético
(ATC). La SRB es un colorante aminoxantano con dos grupos sulfénicos que se
unen electrostaticamente a los residuos de aminoacidos basicos (histidina,
arginina y lisina) en condiciones ligeramente acidas. La evaluacion colorimétrica
permite estimar la masa total de proteina celular que se relaciona

proporcionalmente con el numero de células (Virchai y Kirtikara, 2006).
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3. HIPOTESIS

La protoanemonina (5-metilen-2(5H)-furanona) es una furanona de origen natural
aislada de especies vegetales que se emplean en la medicina tradicional para el
tratamiento del cancer. Es factible que tanto la protoanemonina como algunos

analogos halogenados sintetizados, tengan potencial uso como anticancerosos.
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4. JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad de importancia nacional y mundial. Ademas, el 70%
de los fallecimientos por cancer se produce en paises subdesarrollados (OMS,
2014). En Mexico, de acuerdo con la Union Internacional Contra el Cancer

(UICC), muere el 53.2% de los 128 000 nuevos casos que se detectan cada afio.

La falta de un diagndstico oportuno en nuestro pais y de servicios de salud
eficientes, asi como las limitaciones de la quimioterapia, principalmente por la
adquisicién de resistencia farmacoldgica en tumores en el 30% de los enfermos
tratados (UICC, 2014), son responsables de la baja tasa de sobrevivencia de los
pacientes a esta enfermedad. De aqui surge la necesidad de descubrir nuevos

farmacos anticancerosos, eficaces, y que ejerzan menores efectos adversos.

La naturaleza es una fuente conocida de compuestos quimicos con actividades
biolégicas diversas de interés para su aplicacion médica (Newmann y cols., 2000).
El estudio de especies de origen natural ha conducido al descubrimiento y al

desarrollo de farmacos anticancerosos.

Preparados medicinales de especies vegetales de los géneros Anemone y
Ranunculus son utilizados en la medicina tradicional china para el tratamiento del
cancer, entre otros padecimientos. Por lo tanto, es de gran interés estudiar la
posible actividad anticancerosa de los compuestos de tipo butendlido que se han

identificado en estas plantas.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Sintetizar la protoanemonina (5-metilen-2(5H)-furanona), preparar algunos de sus
analogos halogenados y evaluar estas moléculas frente a 6 lineas celulares de
cancer humano con la intencién de establecer una relacion de estructura con

actividad bioldgica.

5.2 Objetivos particulares

e Sintetizar la protoanemonina a partir del acido 4-oxopentandico (acido
levulinico) Preparar algunos derivados bromados de |la protoanemonina.

e Realizar un ensayo preliminar de actividad biologica en 6 lineas celulares
de cancer.

e Calcular la concentracién media inhibitoria (Clsp) de los compuestos mas
activos segun el primer ensayo.

e Tratar de establecer una relacion estructura-actividad biologica de los

compuestos sintetizados.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Preparaciéon quimica y purificacion de los compuestos

6.1.1. Reactivos y materiales empleados en la preparaciéon quimica de

furanonas.

Los disolventes utilizados (hexano, acetato de etilo, metanol, diclorometano) se

destilaron previamente a su manejo.
Se emplearon los siguientes reactivos:

e Acido acético (CH3CO3H).

e Acido levulinico (CsHgO3), 98%, marca Aldrich-Chemistry.
e Acido Sulftrico (H2S0,).

e Bromo (Bry), marca Aldrich-Chemistry.

o Celita.

e Eter etilico (C2H50,), marca Aldrich-Chemistry.

e Hidroquinona (CgHgO2), marca Aldrich-Chemistry.

e Sulfato de sodio (Na;SOy),

e Zinc (Zn), polvo 298% marca Aldrich-Chemistry.

Se utilizé también un sonicador Cole-Parmer ®.
6.1.2. Métodos de separacién y purificacién.

Como técnica de separacién y purificacion quimica de los compuestos obtenidos
se emplearon métodos cromatograficos: Comatografia por columna abierta (CCA)
a presion reducida empleando gel de silice (Macherey Nagel, MERCK ®) de malla
70-230. Se uso en todos los casos como eluyente, mezclas de hexano-acetato de

etilo.

La purificacion mediante cromatografia preparativa (CP) se realiz6 mediante
placas de vidrio pre-cubiertas con gel de silice (Macherey Nagel, MERCK ®) con
indicador de fluorescencia a 254 nm y con espesor de 2.0 mm.
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Los analisis de cromatografia en capa fina (CCF) se realizaron en folios de
aluminio cubiertos con gel de silice con indicador de fluorescencia (ALUGRAM®

SILG/UV2s4) con 0.2 mm de espesor.

6.1.3 Determinacién de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo de Fisher-Johns y se informan

sin correccion.

Los analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Masas
(EM) , Cromatografia de Gases (CG) y Cromatografia de liquidos de alta eficiencia

(HPLC) fueron realizados en los laboratorios del Instituto de Quimica de la UNAM.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear proténica RMN ('H) y de
carbono 13 ('*C) se generaron con espectrémetros de 300 MHz (Varian VXR-300)
y de 400 MHz (Bruker Avance Ill). Los disolventes utilizados para los
experimentos fueron metanol deuterado ALDRICH® (CD3;0OD) 99.8% deuterio y
cloroformo deuterado (CDCI3) 99.8% deuterio. Los desplazamientos quimicos se
informan en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS). Los experimentos adicionales
de RMN incluyeron DEPT, HSQC, HMBC y COSY que fueron generados con un

espectrometro Bruker Avance Ill, de 400 MHz.

Se utilizan las siguientes abreviaciones para la descripcion de las senales vy
multipletes: singulete (s), doblete (d), doble de dobles (dd), doble de triples (dt),
doble de doble de dobles (ddd).

La espectrometria de masas fue generada por los equipos Hewelett Packard ®
modelo JEOL AX505 Y JEOL SX102.

Los experimentos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
se realizaron en un cromatografo Agilent Technologies. La temperatura del

inyector fue de 310 °C, con una rampa de temperatura inicial de 40°C durante 1
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min, aumentando a una temperatura de 310 °C con una rapidez de 8 °C/ min. El

detector acoplado fue un espectrometro de masas JEOL GCmate.

Los experimentos de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se
realizaron en un cromatografo de liquidos Agilent 1200, con un detector UV-visible
de arreglo de diodos Waters modelo 2996, a una longitud de onda de 300 nm. Se
us6 una columna Eclipse Plus C-18 100 X 2.1 mm 3.5 um. La elucioén se realiz6
con el siguiente gradiente: Inicial metanol/agua (30/70), 40 min metanol/agua
(100/0), con un flujo de 0.2 mL/min.

6.2 Evaluacion de la actividad bioldgica

Las pruebas de actividad biolégica las realizd la M. en C. Teresa Ramirez Apan en
el laboratorio de pruebas biolégicas en el Instituto de Quimica de la UNAM,

utilizando el protocolo que se describe a continuacion:

6.2.1 Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular en lineas de cancer

humano.
e Condiciones generales

El experimento se realizd de acuerdo a los protocolos validados por el Instituto
Nacional del Cancer (INC) de los Estados Unidos de Norteamérica (Skehan y
cols., 1990). Los compuestos se evaluaron en las siguientes lineas celulares de

cancer humano:

U-251 (Glioblastoma): Esta linea cellular se deriva de un tumor de glioblastoma
maligno de un paciente de 75 afios. Su cultivo es adherente. Su morfologia es de

tipo fibroblastico o pleomorfica/ astrocitoide (ATCC, 2014).

PC-3 (Carcinoma de prostata): Las células PC-3 provienen de una metastasis de
cancer de hueso. Tienen un alto potencial metastasico. Su cultivo es adherente
pero las células pueden adaptarse a un cultivo en suspension. No responden a
andrégenos, glucocorticoides o factores de crecimiento (ATCC, 2014).
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K-562 (Leucemia mieloide crénica): Los linfocitos K-562 provienen de un
paciente de 53 afios. Son tumorigénicos. Se han caracterizado como altamente
indiferenciadas pero rapidamente se diferencian a progenitores reconocibles de

las series eritrocitica, granulocitica y monocitica (ATCC, 2014).

HCT-15 (Adenocarcinoma de colon): Las células epiteliales HCT-15 provienen
de un paciente masculino con adenocarcinoma colorrectal tipo C de Duke. El

cultivo de estas células es adherente. Son tumorigénicas (ATCC, 2014).

MCF-7 (Adenocarcinoma de mama): Las células epiteliales MCF-7 provienen de
una paciente de 69 afos. El cultivo de estas células es adherente. La linea MCF-7
mantiene algunas caracteristicas del epitelio mamario diferenciado incluyendo la
habilidad para procesar estradiol por la via de los receptores de estrogeno
citoplasmaticos (ATCC, 2014).

SKLU-1 (Adenocarcinoma de pulmén): Las células epiteliales SKLU-1 provienen
de una paciente de 60 afios. Son células tumorigénicas cuyo cultivo es adherente
(ATCC, 2014).

Las 6 lineas celulares mencionadas proceden del INC y se empleé como farmaco
de referencia cisplatino (ALDRICH ®).

e Procedimiento

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de
SBF (suero bovino fetal) inactivado, 100 Ul/mL de penicilina G, 100 Ul/mL de
sulfato de estreptomicina, 0.25 mg/mL de anfotericina B (GIBCO ®) y 2mM de L-
glutamina (GIBCO ®). Los cultivos celulares se mantuvieron incubados a una
temperatura de 37°C, con una atmdsfera al 5% de CO; y saturacién de humedad.
Se determind la densidad y la viabilidad celular mediante un hematocitémetro

empleando la técnica de exclusion con azul tripano.
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Se realizaron diluciones para obtener la densidad celular adecuada y 100 uL de la

suspension celular resultante se sembré en placas de 96 pozos y se incubaron.

Método de la sulforrodamina B (SRB) para la determinacion de proliferaciéon

celular in vitro.

Los compuestos se evaluaron a una concentracion de 50 ug/mL solubilizados en
dimetilsulféxido (DMSO) 99.9%. Se afiadié 100 uL de cada disolucién de prueba a
los pozos preparados para cada tipo de linea celular. Se emple6 DMSO como
control negativo y cisplatino como control positivo. Se dejaron en incubacion

durante 48 h bajo las condiciones antes descritas.

Transcurrido el tiempo de incubacién, la proteina celular se fijo con una disolucién
acuosa de acido tricloroacético (TCA) 50% p/v (50 uL/pozo). La placa se incubd
durante 60 min a 4°C y transcurrido el tiempo los sobrenadantes se desecharon.
La placa se lavd con agua destilada y se dejo secar 24 h. A cada pozo se afadio
100 uL de sulforrodamina B (SRB) 0.4% p/v y se dejéo durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente la placa se lavé cinco veces con una disolucion
de acido acético 1% para extraer el exceso de colorante; se dejo secar durante 24
h. El boton celular tefido se solubilizé en 100 uL de TRIS base (pH 10). Se midié
la densidad optica en un espectrofotometro (lector de ELISA BIO-TEK ELx-808) a
una longitud de onda de 515 nm. La densidad Optica es directamente proporcional
a la masa total de proteina, que se relaciona con el numero presente de células,
sendo una medida relativa de la proliferacion celular. La prueba se realiza por

triplicado para cada compuesto en un mismo experimento.

La actividad de los compuestos se informa como porcentaje de la inhibicion de la
proliferacion celular y se determind de acuerdo a la Ecuacién 1, donde DO¢
corresponde a la densidad oOptica media del grupo control y DO+ se refiere a la
densidad optica media del grupo tratado. Los resultados se informan como el

promedio del experimento.
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%I1C = 100 — (ﬁ—gT X 100) Ecuacion 1
C

Para los compuestos que mostraron un resultado satisfactorio en estos
experimentos de tamizaje, se calculé la Concentracion Media Inhibitoria (Clsp),
mediante la construccion de una curva patrén. Los resultados se informan como el

promedio de 3 experimentos independientes * desviacion estandar de la media.
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7. EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

7.1 Sintesis de furanonas 4-Bromo-5-(bromometilen)-2(5H)-furanona (5), 5-
(Dibromometilen)-2(5H)-furanona (6) y 5-(Bromometilen)-2(5H)-furanona (7).

7.1.1 Bromacién del acido 4-oxopentanoico

La bromacion del acido 4-oxopentanoico (acido levulinico) 1 se realizé con base a

lo informado por MacDonald (1974).

1 o)

o

o]
Figura 10. Acido 4-oxopentanoico (&cido levulinico)

Una solucién de acido levulinico (10 g) en metanol (80 mL, destilado con sodio) se
agité en un bafio de agua a 20 °C mientras se agregaba bromo (26 g, 2 moles) a
una rapidez tal que la temperatura de la solucién no excediera los 30 °C. Después
de 2.5 h la mezcla de reaccion se coloco en reflujo durante 1 h (Figura 11). El
metanol se elimind (rotaevaporador), y el residuo se agité con éter (80 mL) y agua
(25 mL) mientras se afadia un exceso de bicarbonato de sodio. La fase organica

se lavd con bicarbonato acuoso, se seco (NaxSO.), y el éter se destilo.
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MeOH 3
O Br (e}
+
(0]
MOMe
Br O 4

Figura 11. Bromacioén del acido 4-oxopentanoico
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El aceite oscuro resultante (11g, 70%) se separd6 mediante cromatografia en
columna y se obtuvieron los acidos 3,5-dibromolevulinico 2 (40.6%), 5,5-
dibromolevulinico 3 (24.5%) y 5-bromolevulinico 4 (5%), en una proporcién 58: 35:
7, como ésteres metilicos que se identificaron por comparacion de sus datos
espectroscopicos (Figura 12) con lo informados en la literatura (Manny y cols.,
1997).

Q 2.97,3.30 i 2.90 o 271
434, 4.3M0Me BrMOMe 3.95 : OMe
— 3.65 5.89 3.08 367 2.98 3.64
Br Br O Br O Br O
2 3 4

Figura 12. Desplazamientos quimicos de proton para los cetoésteres 2 -4 en
RMN 'H a 300 MHz

7.1.2 Formacioén de lactonas promovida por acido

Se afiadié H,SO4 concentrado (98%) (20 mL) al crudo (6.8 g) de la reaccion previa
a temperatura ambiente, la mezcla se calenté a una temperatura de entre 90-
100°C en un bafo de aceite durante 15 min (Figura 13). Se dej6 enfriar hasta
temperatura ambiente y se vertié sobre hielo. La solucion oscura resultante se
extrajo con CH.Cl, (3 x 60 mL). Los extractos se lavaron con H,O, se secaron

sobre Nay;SOg4 y se evaporé el disolvente (Manny y cols., 1997).

e} Br
OMe 5 [—
(0] =
Br Br (0] O B
i r
o +
H,S0, 6 —
Br OMe > o -~ _Br
90-100°C (@)
Br 0 Br
+
+
(0] 7 =
MOMG O Sy Br
(@)
Br (@] H

Figura 13. Ciclacion de los cetoacidos, mediada por acido.
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El producto oleoso se separd en una columna cromatografica empacada en silice
empleando Hex / AcOEt (99:1). Se obtuvieron tres productos cristalinos (Figura

14) que fueron purificados mediante lavados con éter isopropilico:

Br

Figura 14. Estructura quimica de las furanonas 5,6 y 7.

4-Bromo-5-(bromometilen)-2(5H)-furanona (5) (41%). Cristales blancos; p.f. 82
-83 °C; HPLC 99.86% pureza; 'H RMN (CDCls, 200 MHz) 5: 6.41 (s, 1H, 5-CHBr),
6.50 (s, 1H, H-3).

5-(Dibromometilen)-2(5H)-furanona (6) (12%). Cristales color durazno; p.f. 124-
126 °C; HPLC 99.22 % pureza; 'H RMN (CDCl;, 300 MHz) §: 6.42 (d,1H, H-3,
J=5.6 Hz), 7.68 (d, 1H, H-4, J=5.6 HZz).

5-(Bromometilen)-2(5H)-furanona (7) (2.5%). Cristales blancos; p.f. 75-76 °C;
HPLC 100% pureza; '"H RMN (CDCls, 300 MHz) &: 6.12 (s, 1H, 5-CHBr), 6.33 (d,
1H, H-3, J=5.4 Hz), 7.40 (d, 1H, H-4, J=5.4 Hz).

7.1.3 Sintesis de la 5-metilen-2(5H)-furanona o protoanemonina (8)

Se utilizé el butendlido 5 como molécula base para la obtencién de la
protoanemonina, por el rendimiento en su preparacion, por la posicién de los
halégenos en la molécula y porque no se hallaron referencias bibliograficas que

describieran su utilizacion para la sintesis de la protoanemonina.
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Se intentd la sintesis de la 5-metilen-2(5H)-furanona a partir de 5 en dos pasos: 1)
Reduccion catalitica de las dobles ligaduras y 2) Eliminacion bimolecular o
deshidrohalogenacion con una base para regenerar las dobles ligaduras en las
posiciones 3 y 5. Sin embargo, la reduccion catalitica de 5 utilizando como
disolvente AcOEt y como catalizador Pd/C 10% (10-20% m/m respecto al sustrato)
a temperatura ambiente, no se llevo a cabo. Esto se explica porque previo a la
hidrogenacion deseada, el Pd° participa en una reaccion de adicidn oxidativa
(Figura 15), insertdndose entre el carbono sp2 y el halégeno del haloalqueno
presente, generandose productos no deseados en este caso.

R1—X
Pd°

Rl—pd—xX

Figura 15. Reaccion de adicion oxidativa

Una exhaustiva exploracién bibliografica nos llevdo a probar como una opcion
viable, un método de deshalogenacion reductiva del haloalqueno con base en el
procedimiento de Sorg y Bruckner (2004) utilizando Zn, AcOH-THF y sonicacion.

La reaccion procedié segun el siguiente esquema:

Br
—— Zn, AcOH e
== A
THF
Br
5 8

Figura 16. Reactivos y condiciones para la obtencion de la protoanemonina
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La furanona 5 (100 mg) se disolvido en THF anhidro (6 mL) y se afadié Zn en polvo
(1 equiv) previamente activado* (Armarego y Chai, 2003); también se agreg6 una
pequefia cantidad de hidroquinona con la finalidad de inhibir la polimerizacién del
producto. La mezcla se dejé en sonicacion durante 20 min y se afadié AcOH
glacial (2 gotas). La reaccion se mantuvo en sonicacion y se monitore6 mediante
CCF cada 15 min. Después de completarse la reacciéon a los 60 min, el producto
se filtré por gravedad sobre celita para retener el residuo de zinc, utilizando una

minima cantidad de metanol.

La purificacion del producto se realizdO mediante cromatografia en placa
preparativa. El filtrado se adsorbié en una placa de 20 x 20 cm y se eluyd por
duplicado en una fase mévil de Hex-AcOEt (7:3). El producto de reaccién, con un
Rf = 0.32, se extrajo con AcOEt obteniendo un total de 35 mg (35 % rendimiento)
de la protoanemonina 8, que fue identificada al analizar sus datos
espectroscopicos y espectrométricos (Anexo1) (Shaw, 1946; Minakata vy
cols.,1983; Alibés y cols., 1990; Crey y cols., 2003).

Figura 17. Estructura de la protoanemonina.

5-metilen-2(5H)-furanona o protoanemonia (8) (35 %). Aceite ligeramente
amarillo; Amax= 260 nm. 'H RMN (CD;0D, 400 MHz) &: 6.3 (ddd, 1H, H-3, J= 5.5,
1.8, 0.9 Hz), 7.68 (dt, 1H, H-4, J=5.5, 0.5 Hz), 5.23 (ddd, 1H, =CHgH, J=2.4, 1.8,
0.5 Hz), 5.03 (ddd, 1H, =CHgHz, J=2.5, 0.9, 0.5 Hz). *C RMN (CD;OD, 400 MHz)
3:170.4 (C-2), 121.0 (C-3), 143.9 (C-4), 155.5 (C-5), 97.0 (=CH;). EM-IE m/z: 96
[M]*, 68 [M-COJ*, 54 [M-C,H,0]", 42 [M-C3H,0]", 40 [M-C3Hg4]*, 39 [M-C3H]".

*Activacion del polvo de zinc: Se pone 2 g de Zn en agitaciéon con 5 mL de HCI 2% durante 1 minuto, después se retira el acido por

filtracion y se lava el residuo con 5 mL de HCI 2%, 2 mL de agua destilada (x3) , 2 mL de etanol 95% (x2) y 2 mL de éter etilico (x2)
(las soluciones de lavado se remueven mediante filtracién). El material se pone a secar y si es necesario se pulveriza en un mortero.
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7.2 Evaluacion de la actividad biolégica

Se realiz6 un primer experimento in vitro, segun el método descrito en la seccién

6.2, de los compuestos 4-8 para examinar su actividad antineoplasica.

7.2.1 Actividad de inhibicion del crecimiento celular mediante el método con
sulforrodamina B (SRB)

La primera evaluacién de los compuestos se efectué a una concentraciéon de 50
ug/mL de cada compuesto para probar su capacidad de inhibicion del crecimiento
de 6 lineas de cancer humano.

Cuadro 3. Resultados promedio de inhibicion de proliferacion celular de los
compuestos 4-8 en lineas de cancer

% Inhibicién
Compuesto | U-251 | PC-3 | K-562 | HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1

Cisplatino
e

ci—i—ci | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
NH3

a4

S on | 1583|2021 562 | 3503 | 579 | 1343

Br O

5

Br
= 100 100 100 96.51 100 100

6

o =B | 100 | 100 | 100 | 6878 | 98.24 | 100
Br

7

O&(Br 100 | 100 | 7602 | 921 | 100 | 100

@)

H

8

O;[:)Q(H 100 | 100 | 93.96 | 93.14 | 100 | 100
(@]
H

El vehiculo utilizado fue DMSO que se utilizé en una proporcién no mayor al 1% en el medio de cultivo.
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7.2.2 Concentracion inhibitoria media (Clso) por el método con SRB.

Se calculé la concentracién inhibitoria media Clsy (uM) de los compuestos mas
activos de la prueba anterior, en las lineas celulares que se tenian disponibles, U-
251 (Glioblastoma) y PC-3 (prostata), utilizando 4 puntos para la construccion de
cada curva de los compuestos 5, 6, 8 y el cisplatino: 1.25, 2.5, 5, 10 uM y para el
compuesto 7: 0.063, 0.125, 0.5, 1 uM. A continuacion se muestran las curvas de

concentracion-respuesta de los compuestos 5-8.

Linea celular U-251

120
A)
100 =3ie= Cisplatino
< 8 Compuesto 5
% === Compuesto 6
'§ 40 e Compuesto 7
X
20 =—¢— Compuesto 8
fa T
2 1 20 2 3
Log C
Linea celular PC-3
120
B) 100
8 =>e= Cisplatino
:E 0 Compuesto 5
(%)
) === Compuesto 6
=
<=° 40 P = Compuesto 7
° 20 l =—¢— Compuesto 8
0 I
2 1 20 J) 1 2 3

Log C

Figura 18. Curvas concentracion-respuesta de los compuestos 5-8 + DE

A) Linea celular U-251 (Glioblastoma) y B) PC-3 (prostata).
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A partir de las curvas previas se calculé la concentracion media inhibitoria (Clsg) de
cada compuesto:

Cuadro 4. Resultados de Clsp (uM) de los compuestos 5-8

Clso (LM)
U-251 PC-3
cisplatino 8.31£0.08 | 8.09 +0.05

5
Br
;[_—S\\ 7.3+0.08 | 6.65+0.02
O O =~
B
6

~ Br 1.56 + 0.1 2.33+0.05

7
f)Q(Br 0.36+£0.13 | 0.31+0.02
00
H
8

Compuesto

o ~ H 53+0.13 4.1+0.05
O

Los resultados mostrados son el promedio de tres experimentos independientes + la desviacion estandar.
El vehiculo utilizado fue DMSO; el cual se utilizé en una proporciéon no mayor al 1% en el medio de cultivo.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS
8.1 Elucidacioén estructural
8.1.1 Caracterizacion de los compuestos 5-7

La bromacion del acido levulinico y la ciclacion de los acidos bromados resultaron
con los rendimientos esperados, de acuerdo a lo descrito por Manny y sus
colaboradores (1997). La identificacion de la 4-Bromo-5-(bromometilen)-2(5H)-
furanona (5), la 5-(Dibromometilen)-2(5H)-furanona (6) y la 5-(Bromometilen)-
2(5H)-furanona (7) se logro al analizar sus datos espectroscopicos de RMN que

coinciden con aquéllos informados en la literatura (Manny y cols., 1997).
8.1.2 Caracterizacion del compuesto 8

La furanona 8 (5-metilen-2(5H)-furanona) fue obtenida a partir de 5 con un

rendimiento del 35% mediante una deshalogenacion reductiva mediada por Zn.

El producto 8 es de aspecto oleoso y con un punto de ebullicion de 56-59 °C,
caracteristicas que concuerdan con las referidas previamente (Alibés y cols., 1990;
Shaw, 1946). El compuesto mostré un maximo de absorcion a una longitud de
onda de Amax = 260 nm (Anexo 1.1), que es una propiedad espectral descrita para

la protoanemonina (Shaw, 1946).

Respecto a sus datos espectroscopicos, el espectro de RMN "H del compuesto 8
muestra cuatro sefales que integran para cuatro protones de tipo vinilico entre
5.03 y 7.68 ppm. La sefal mas desplazada hacia campo bajo en 7.68 ppm
corresponde a un sistema de doble de triples (dt; J=5.5, 0.5 Hz) para un protén
vinilico en un sistema a, § insaturado, asignado al H-4. La sefial de doble de doble
de dobles (ddd; J= 5.5, 1.8, 0.9 Hz) a 6.33 ppm corresponde también a un protdn
vinilico dentro de un sistema a, 3 insaturado, asignado al H-3. La siguiente sefial a
5.23 ppm con una multiplicidad de doble de doble de dobles (ddd, J=2.4, 1.8, 0.5
Hz) corresponde al proton H-6Z, mientras que la sefal mas desplazada hacia

campo alto en 5.03 ppm con la misma multiplicidad de doble de doble de dobles
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(ddd, J=2.5, 0.9, 0.5 Hz) fue asignada al proton H-6E. EIl espectro se muestra en
el ANEXO 1.2

En el espectro de °C del ANEXO 1.3 hay una sefial caracteristica de carbonilo de
ester a 170.4 ppm que fue asignada al C-2. En 155.5 ppm se observa una sefial
para carbono sp2 cuaternario asignado al C-5, y pueden observarse otras sefiales
para carbonos sp2 tipo metino a 121.0 y 143.9 ppm asignadas a los C-4 y C-3
respectivamente. Finalmente se aprecia una sefial a 97.0 ppm para carbono sp?
tipo metileno que corresponde al metileno exociciclico. El analisis del experimento

HSQC del Anexo 1.4 permitié confirmar las asignaciones.

Al analizar el espectro de masas que se muestra en el ANEXO 1.5, se encuentra
la sefial correspondiente al i6n molecular a 96 m/z [M]", que es también el pico
base. A continuacion se observa un pico a 68 m/z [M - 28]" que representa la
pérdida de un grupo carbonilo, le sigue la pérdida del metileno exociclico a 54 m/z
[M — 28 - 14]", también se observa una sefial a 42 m/z [M — 54]*, que indica la
fractura de la lactona en dos fragmentos principales. También se observa el

fragmento que corresponde al carbonilo 28 m/z [M — 68]".

La estructura de la protoanemonina también se comprobé mediante el analisis de

los experimentos de resonancia magnética nuclear bidimensional HMBC y COSY.

En la siguiente figura se representan las principales correlaciones halladas en el

espectro del experimento heteronuclear HMBC.

Figura 19. Principales correlaciones C— H para el compuesto 8 segun el espectro
HMBC.

34



DISCUSION DE RESULTADOS | 8

8.1.3 Mecanismo de reduccién para la obtencién de la protoanemonina

Sorg y sus colaboradores (2004) lograron la reduccion estereoselectiva mediada
por Zn, de un dibromobutendlido. Con base en lo anterior, en este trabajo se
empled zinc con acido acético y THF como disolvente en condiciones suaves de
sonicacion, que promovio la generacidon de la protoanemonina a partir de la

furanona 5 como resultado de un intercambio de bromo/ hidrégeno.

El zinc es un elemento metalico que pertenece al grupo 12 de la tabla periddica,
su configuracion electrénica es [Ar] 4s? 3d"° y su potencial normal de reduccion

negativo (E° =-0.76 V) nos indica que es un buen agente reductor.

El zinc es, después del sodio, el metal reductor mas abundante y es excelente
entre otros tipos de reducciones, para reemplazar halégenos por hidrégeno
(Hudlicky, 1984). El uso de zinc como agente reductor disminuye la produccion de
residuos toxicos al ambiente, en comparacion con la utilizacién de otros reductores
como por ejemplo, compuestos de estano, cuyos residuos son conocidos por su

toxicidad.

Asumiendo que la formacion de la protoanemonina descrita en este trabajo
involucra la formacion de radicales, como lo sugieren algunos estudios previos de
deshalogenacion reductiva en haluros de alquilo (Rahim y cols., 2008; Laev y
Shteingarts, 1999) el mecanismo de reaccion podria proceder en los siguientes
pasos: el haloalqueno captura un electrén del metal para generar un radical anion
(1), el radical-anion se fragmenta en un radical y un ion haluro (2), el radical
resultante se reduce a un anion (3) y finalmente se produce la protonacion del
anion (4) para generar los productos de hidrodeshalogenaciéon. (Figura 21)
(Parsons, 2000; Rahim y cols., 2008)

- . - - +
1 2 3 4
Figura 21. Probable mecanismo de deshalogenacion reductiva
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8.2 Evaluacion de la actividad bioldgica.

Una vez realizada la caracterizacion quimica de las furanonas y con la finalidad de
establecer un resultado preliminar respecto al potencial antineoplasico de las
mismas, los compuestos se evaluaron en su capacidad de inhibicion del
crecimiento de 6 lineas celulares de cancer humano, segun los protocolos del

Instituto Nacional del Cancer (EUA).

8.2.1 Inhibicién de la proliferacion de células de canceres humanos in vitro

Los resultados del primer estudio in vitro se muestran en el Cuadro 3. Se incluyé
el cetoacido bromado 4 para comparar su eficacia contra la de las furanonas y

definir la importancia de la estructura ciclica para la actividad bioldgica.

Los resultados muestran que el acido 4 fue el menos activo de los compuestos
evaluados a pesar de tener un atomo de bromo enlazado, mientras que las
furanonas 5-8 demostraron una eficacia comparable a la del cisplatino en todas las
lineas celulares. La furanona 8 present6 una excelente actividad inhibitoria aun sin
poseer haldgenos en su estructura. Es comun el uso de sustituyentes halégenos
en la quimica farmacéutica ya que pueden actuar como fracciones hidrofobicas de
una molécula y como bases de Lewis segun su electronegatividad, pero también
como acidos de Lewis en un sistema bioldgico, al interaccionar principalmente con
proteinas (Rainer y cols., 2013); estas caracteristicas generalmente los convierten
en herramientas muy utiles para mejorar la afinidad de sustancias activas con sus
sitios de accion. En el caso de las furanonas sintetizadas segun los resultados, la
presencia de atomos de bromo no es esencial para la actividad, aunque el anillo

2,5-dihidrofuran-2-ona si es necesario para la accion biolégica.

Las curvas concentracién-respuesta construidas para los compuestos 5-8 (Figura
18), corresponden con el modelo farmacolégico logaritmico-lineal, que permite
deducir con exactitud el efecto comprendido entre un 20 - 80 % del efecto maximo
de la molécula (Chu y cols., 2002), permitiéndonos calcular la concentracion media
inhibitoria (Clsp) en las lineas celulares U-251 (glioblastoma) y PC-3 (prostata) de
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las moléculas 5-8 (Cuadro 4). Las concentraciones medias obtenidas deben
compararse con el valor de Clsy del cisplatino que también se muestra en el
Cuadro 4. Se eligio al cisplatino como referencia porque es uno de los farmacos
mas potentes y mas ampliamente utilizados en el tratamiento contra varios tipos

cancer, en especial el de tumores sdlidos (Schuldes y cols., 1997)

Las furanonas 5-8 mostraron ser mas potentes que el cisplatino, siendo 7 y 6 las
que presentaron mayor potencia de inhibicion, mientras que la furanona 5 resultd
la menos potente.

Las furanonas 7 y 6 poseen uno y dos halégenos respectivamente en la doble
ligadura exociclica, mientras que la furanona menos potente (5), ademas de tener
un halégeno enlazado al carbono exociclico, contiene otro atomo de halégeno
unido al esqueleto 2, 5-dihidrofuran-2-ona. La molécula 8, a pesar de no poseer

halégenos en su estructura presenta una potencia superior al cisplatino.

Las furanonas 5-8 que se evaluaron son moléculas pequenas que tienen una
estereoquimica plana, lo que hace posible que su mecanismo de accidn biolégica
sea mediante su interaccion directa con el ADN; son muchos los farmacos
anticancerosos que poseen las caracteristicas mencionadas y tienen como blanco
molecular directo el ADN: la doxorrubicina y la daunorrubicina, la mitoxantrona, la
elipticina y el topotecan, entre otros (Hill y cols., 2011), son farmacos que tienen la

capacidad de intercalarse o unirse al surco (Palchaudhuri y Hergenrother, 2007).

Respecto a la presencia de atomos de bromo en las furanonas, se ha mencionado
que los sustituyentes de halégeno en las moléculas bioactivas pueden participar
en interacciones electrostaticas con las biomoléculas (como proteinas o acidos
nucleicos) con una fuerza comparable a la de los enlaces de hidrégeno
(Metrangolo y Resnati, 2001; Pascal y cols., 2004), los halégenos también tienen
la capacidad de funcionar como aceptores de electrones al actuar como acidos de
Lewis frente a la transferencia de carga negativa de un oxigeno, nitrégeno o azufre
de otra molécula (Foster, 1969). Estas caracteristicas deben formar parte o influir

en el mecanismo de accidon de los butendlidos evaluados, y como puede
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observarse segun los resultados, sélo es necesario un grupo funcional polarizable,

como el bromo, unido al carbono exociclico para mejorar su bioactividad.

Se ha concluido que algunas a-metilenlactonas ejercen un efecto antitumoral al
inhibir la enzima fosfofructocinasa y reaccionar con los grupos sulfhidrilos que
posee (Kumar y cols., 2013; Sanderson y cols., 2008). Dada la similitud estructural
de las a-metilenlactonas, con las furanonas aqui sintetizadas, otra posibilidad es
que estas ultimas ejerzan el mismo mecanismo de accion que las o-

metilenlactonas.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se prepararon las furanonas halogenadas 4-Bromo-5-(bromometilen)-
2(5H)-furanona (5), 5-(Dibromometilen)-2(5H)-furanona (6) y 5-
(Bromometilen)-2(5H)-furanona (7) a partir del acido 4-oxopentanoico, por

un método sintético conocido.

Se logro la sintesis de la 5-metilenefuran-2(5H)-ona o protoanemonina (8) a
partir de la 4-Bromo-5-(bromometilen)-2(5H)-furanona (5) mediante una

deshalogenacién reductiva mediada por zinc.

La sintesis de la protoanemonina se logré en 3 pasos a partir del acido
levulinico. Este es el primer informe de la preparacion de la protoanemonina

por este meétodo.

El uso de zinc en la sintesis de la protoanemonina (8) reduce el costo del
paso de deshalogenacién y los residuos producidos son de menor toxicidad

al ambiente con respecto a otros posibles reductores.

La evaluacién biolégica sugiere que la hidrolisis de este tipo de

bromolactonas resulta en la pérdida de su bioactividad.

Las furanonas 5 a 8 mostraron una excelente eficacia de inhibicidon de las
lineas celulares de cancer humano evaluadas. Esto muestra un panorama

prometedor respecto a su potencial anticanceroso.

Las furanonas 5 a 8 mostraron ser mas potentes que el cisplatino en su
efecto inhibidor de la proliferacién de dos lineas celulares de cancer (U-251
y PC-3).
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e La potencia de actividad bioldgica in vitro de este tipo de furanonas mejora
cuando un atomo de halégeno se encuentra enlazado a la doble ligadura
exociclica de la molécula, mientras que disminuye al aumentar el numero

de halogenos sustituyentes en la molécula.

e La potencia de las furanonas 5-7 halogenadas y de la protoanemonina (8),
en la inhibicion de células cancerosas in vitro, su sencilla preparacion
sintética a partir del acido levulinico que es una materia prima abundante y
de bajo costo, hace a este tipo de moléculas ideales para su estudio como

potenciales farmacos anticancerosos.

Perspectivas:

Es necesario conocer el mecanismo de accion que los compuestos sintetizados en
este trabajo ejercen dentro de las células cancerosas para conocer su potencial
como farmacos, por lo tanto, el mecanismo de accion bioldgica de los compuestos
5-8 esta en proceso de estudio por nuestro equipo de investigacion, en el Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
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ANEXO 1

ANEXO

Espectroscopia de la 5-metilen-2(5H)-furanona o protoanemonina (8)
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ANEXO | 11

2. Espectro de RMN "H de 8 y sus asignaciones
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ANEXO | 11

3. Espectro de RMN "C-DEPT de 8 y sus asignaciones
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4. Experimento HSQC de 8
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5. Espectro de masas de 8.
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ANEXO
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