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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue la sintesis de y-lactamas y la evaluacion de
su actividad biologica. Por lo tanto, el proyecto de tesis fue dividido en tres

etapas.

En la primera etapa se sintetizaron cuatro a-alquinilcetonas que

constituyen la materia prima para la sintesis de la segunda etapa.

En la segunda etapa se desarrollé un procedimiento para la sintesis de

heterociclos nitrogenados de cinco miembros.

En la ultima etapa se evaluo la actividad bioldgica de los compuestos

sintetizados en animales de experimentacion y otros modelos.

El método utilizado en la sintesis de y-lactamas resulta de una
modificacién a un trabajo con anterioridad®®; en la ultima etapa se desarrollo

una nueva técnica de sintesis, diferente a las reportadas en la literatura quimica.

Los productos obtenidos: fueron identificados y caracterizados haciendo
uso de las técnicas espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear ('H y "C),

Espectroscopia en el Infrarrojo, Espectrometria de Masas y Difraccion de Rayos X.



INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos farmacos es una de las principales metas que tiene
como objetivo la quimica actual. Es por ello que los investigadores estan
dedicados a la busqueda de nuevas rutas de sintesis de compuestos quimicos con
actividad bioldgica y su posterior uso terapeutico para el desarrollo de nuevos

medicamentos.

La sintesis de heterociclos de cinco miembros despertaron el interés de
los quimicos desde hace muchos anos. Los anillos de lactamas son usados
exitosamente en la ruta de sintesis de varios alcaloides. Asimismo, son
precursores convenientes para la sintesis de y-aminoacidos semejantes a la

estatina y otros analogos.

Las 3-pirrolin-2-onas nombre con el cual son conocidas también las y-
lactamas son intermediarios sintéticos importantes y su unidad fundamental en
productos naturales muestra actividad farmacoldgica (antitumoral, inhibicion de
la agregacion plaquetaria y propiedades psicotropicas), un ejemplo tipico es el
alcaloide antitumoral conocido como Jetropham. Estas caracteristicas
farmacoldgicas las hace interesantes como objetivo para el desarrollo de nuevas

vias de sintesis.

Muchas rutas de sintesis de estos compuestos introducen el heteroatomo
de nitrogeno en la estructura de carbono via azida, cianida o amonia en

reacciones de sustitucion con derivados de iminas via reduccion.

En este proyecto se realizo la sintesis de y-lactamas mediante una reaccion
de ciclocondensacion de alquinilcetonas en un sistema monofasico catalizado con
Hierro, el cual permite obtener estos compuestos en un solo paso y en corto
tiempo. Utilizando para ello, altas presiones y temperatura constante. Asimismo,
los compuestos sintetizados se ensayaron en diversos modelos (antiinflamacion,

radicales libres y lineas celulares) para poder determinar su actividad biologica.



I. ANTECEDENTES

A. Sintesis.

La sintesis quimica consiste en obtener compuestos quimicos a partir de
sustancias simples. El objetivo principal de la sintesis es la de crear nuevas
sustancias quimicas, asi como el desarrollo de métodos mas baratos y eficaces
para sintetizar sustancias de interés farmacologico. Para llevar a cabo la sintesis,
basta con la purificacion de sustratos para obtener un producto quimico deseado

y aprovechar el uso de ese producto como materia prima para otra sintesis.

Gran parte de los progresos conseguidos en el campo de la sintesis se debe
a la capacidad de los cientificos para determinar la estructura detallada de una
serie de sustancias, para ello es necesario hacer una correlacion entre la

estructura de una molécula y sus propiedades (relaciones estructura-actividad).
B. Actividad Bioldgica.

La investigacion basica previa esta constituida por el estudio preclinico,
que comprende los estudios de laboratorio y los ensayos en animales, con la
finalidad de predecir el efecto de algin farmaco en los humanos.

De igual manera se determina la capacidad de una sustancia para ejercer
un efecto farmacologico, se determinan sus rutas metabolicas, efectos en
diferentes especies animales, se evalua la DEsp , la DLsp ,se realizan pruebas de
toxicidad aguda y cronica, pruebas de teratogenicidad y la ventana terapéutica

del farmaco.

Los resultados de los estudios preclinicos forman parte de la
documentacion que se utiliza para determinar si se continla o no con el proyecto
de investigacion. Sin embrago, no se debe olvidar que muchos medicamentos se

comportan de manera diferente en el hombre con respecto al animal.



Es por ello, que los ensayos clinicos en la actualidad se consideran
indispensables para determinar la eficacia y seguridad de los medicamentos en el

hombre.

Una vez identificado un compuesto con potencial terapéutico mediante
estudios preclinico, se inicia en la denominada Fase 1(Evaluacion clinica) que
comprende los estudios necesarios para proceder a realizar los primeros estudios

en humanos.

C. y-Lactamas (3-pirrolin-2-onas)

1. Definicion.

Los compuestos que contienen un grupo carbonilo adyacente al grupo
amino, se conocen como amidas, pueden ser ciclicos o lineales, las amidas

lineales dependiendo de su grado de saturacion se denominan (figura 1)

Amida primaria Amida secundaria Amida terciaria
)‘]’\ 0 0
J\ et J.L B!
R NH, R Tl/ R N/
H R

Figura 1. Tipos de amidas

Las amidas ciclicas se conocen como lactamas. Las lactamas son
homologas a las lactonas. Las lactonas se consideran como derivadas de acidos
carboxilicos por la pérdida de agua intramolecular. Y las lactamas como
derivadas de aminoacidos carboxilicos, también por la pérdida de agua

intramolecular. La forma tautomérica de una lactama se llama “lactima”’



Butano -4-lactona Butano-4-lactama Butano-4-lactima

& H
N
- O= O
Figura 2.Forma tautomérica de la lactama.

2. Nomenclatura.

Los nombres IUPAC para las lactamas se derivan de anadir el término
lactama al final de la raiz del nombre del acido correspondiente. Los nombres
comunes de las lactamas, (usados mas frecuentemente que los nombres de la
IUPAC), se forman cambiando la terminacion -oico del aminoacido por- lactama.

Una letra griega designa al atomo de carbono siguiente al grupo
carboxilico que cierra el anillo. Los sustituyentes se nombran tal y como

aparecen en el acido c:orrespondiente2 (figura 3).

0
H?“*\/\/'K M
OH R + H,0

Acido 4-amino butanoico

Figura3. Deshidratacion de un aminoacido carboxilico.

La lactama se nombra (figura 4.)

0
N
o NH
B ¥
IUPAC Butano-4-lactama
COMUN y-Butirolactama

Figura 4. Nomenclatura de la lactama



Las lactamas son un grupo de compuestos ampliamente utilizados como
antibioticos, principalmente las B-lactamas. La penicilina, antibiotico por todos

conocida, es una f3-lactama de cuatro miembros cuya estructura se presenta en

la figura 5.
S
CHj
R . /
(@] 1 '\_. CH3
—N
' (0]
HO

Figura5. Estructura de la penicilina una B-lactama.

3. Rutas de Sintesis.

Kang y cols., 2001 reportaron el uso de un catalizador carbonilico de
rutenio en la cicloadicion de «,B-iminas insaturadas con monoxido de carbono

para formar y-lactamas o, (3 insaturadas.

Para la reaccion de ciclizacion se usa Rus (CO)s; 0 [RuCl;(CO);] , EtsN como
base, y dioxano como disolvente bajo una presion de 20 atm con mondxido de

carbono. Asi, se obtiene la y-lactama insaturada con un rendimiento aproximado

del 85% (figura 6).
Condiciones
/\/Y\ -——Ca[_ = P 9]

Figura 6. Carbonilacion de sulfonamida a-alenica catalizada por rutenio.?



Nabuyuki y cols., 1999 reportaron la sintesis del (R)-(-)5-Hidroxi-3-
pirrollin-2-ona a partir de anhidrido citraconico en dos etapas (figura 7).

o)
0 O

NH NH
\ Reduccion S

| O ___AcONH,
AcOH 60° C 3h

()
O OH

Figura 7. Sintesis de lactama a partir de anhidrido citraconico.*

Beltaief y cols., 1999 reportaron la sintesis de y-lactamas utilizando para

ello itaconatos como intermediarios.

La reaccion se lleva a cabo utilizando una amina primaria (2 equivalentes)
con ester itaconico alquilado en la posicion tres en una mezcla de metanol agua
(9:1) a temperatura ambiente, el proceso final da como resultado la formacion

de a-alqil-B-carboxi y-lactama con buenos rendimientos (figura8).

H3CO,C

HsCo-H,C R
CeHs-CHy-NH,  ° ° 27 >N

HQC CHa'OH'HzO(g:” Temp. ﬂmﬁ

CO,CHy COOCH,4

Figura 8. Sintesis de lactamas a partir de itaconatos’



Franco y cols., 2003 reportaron la sintesis de lactamas a partir de N-alil-o-

percloroamidas (figura9).

cx R Cim Cln Ri
N R4O- T \_R
R, \T/\\ CuCl o . < 3 5 2 .
2 R,0OH N (OR)zm n-1
0 R, i 3 >

Figura 9. Sintesis de lactamas a partir de N-alil-a-percloroamidas.®

Parsons y cols., 2003 comenta que una amplia variedad de anillos de cinco
miembros pueden ser preparados bajo suaves condiciones de reaccion, utilizando
una gama de meétodos de ciclizacion, incluyendo la utilizacion de hidruro

tributilo.

Una ciclizacion eficiente es usando una N-alil halo-amida para obtener una

y-lactama trisustituida. A continuacion se muestra la reaccion (figura10).

EtO,C
Ph
CO?ET Bu38nH AIBN

tolueno caliente 79% O N QTBRPS
OTBDPS H
NH

Figura 10. Reaccion de ciclizacion utilizando una N-alil halo-amida para la

sintesis de y-lactama.’

6



Rosas y cols.,2000 reportaron la sintesis de las 5-Hidroxi-3-pirrolin-2-onas,
utilizando para ello la hidrocianacion de «-alquinilcetonas, con catalizador de

niquel en un sistema monofasico acuoso.

Este método describe la reaccion de «-alquinilcetonas en un sistema
acuoso formado por KCN / NaOH / CO, catalizado por la formacion de un
complejo a partir de Ni(CN);. La reaccion produce hidroxilactamas insaturadas.
Donde la especie cataliticamente activa [Ni(CN)]™ se forma in situ en
condiciones de reaccion suaves (presion atmosférica y temperatura

ambiente)(figuralt).

R
0 —
e Ni(CN),/NaOH/CO/KCN R,
25°C, 1 atm. (0]
R, m OH

Figura 11. Sintesis de y-lactamas a partir de a-alquinilcetonas.s

La formacion de la especie anionica activa, que es un ion complejo, se

describe a continuacion (figura 12).

Ni'(CN), —Cm [ Ni%(CO),CN :l + HOOC-NH,

H,0/NaOH

- £ .
[Ni"(CO),CN] i%»_I:Ni"(c':))z(cw):] .

N G
[Ni”{CO](CN)_l] e [Ni“(cmj]

Figura 12. Formacion de la especie anionica activa.



Las condiciones reductoras de la reaccion favorecen el cambio de Ni? a
Ni®.

El complejo de niquel interacciona con la a-alquinilcetona para producir la
lactama de la siguiente forma (figura 13).

[Nl“(CNL
4-
[Ni"(CN}{I
HO R,
O H Oy
" H,0
R _C_l R, 20 R—|—_CIIJ-|—R1 e | NH
([: o=¢c. |
1 Nl R l
N 2

Figura 13. Reaccion de la a-alquinilcetona con el complejo de niquel.



D. Radicales Libres

1. Definicion.

La estabilidad de un compuesto quimico se relaciona con la distribucion de
sus electrones en sus orbitas externas. Un radical libre se define como un atomo,
grupo de atomos o molécula que poseen un electron no apareado en su orbita
externa. En ciertas condiciones metabdlicas, la reduccion del oxigeno es

incompleta y conduce a la formacion de radicales libres.

Estos productos atacan los fosfolipidos de las membranas celulares e
intracelulares, a nivel de los acidos grasos poliinsaturados en la peroxidacion
lipidica. De ella resultan productos de la peroxidacion que pueden ser
citotoxicos, quimiotacticos y patogenos. Otras veces actan por la accion directa

del oxigeno molecular.

Hay mediadores analogos a los radicales libres, que proceden del
metabolismo de las membranas celulares por via enzimatica en la inflamacion:

los eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, leucotriones y otros).

En los sistemas biologicos la oxidacion puede tener lugar mediante la

adicion enzimatica de oxigeno o por deshidrogenacion.

Los mecanismos mediante los cuales los oxidantes lesionan son muy
complejos y variados. Dada su avidez por aceptar electrones de las células diana,

los oxidantes pueden modificar la estructura y funcién de dicho 6rgano.’

Cuando existe un desbalance entre los sistemas oxidativos y antioxidantes,

a favor de los primeros, hablamos de estrés oxidativo.



2. Origen

Existen varias fuentes de radicales libres, estos pueden ser procedentes de
reacciones metabdlicas esenciales (origen interno) o de fuentes exdgenas

(xenobioticos)

a. Subcelulares: reticulo endoplasmatico, peroxisomas, mitocondrias (15% de

produccion de ATP), citosol.

b. Celulares: Cadena respiratoria mitocondrial, fotosistema de clorosplasto

leucocitos y macrofagos en la fagocitosis.

C. Reacciones de autoxidacion de laspavinas: quinonas, compuestos
aromaticos nitrados, melanina, grupos tioles, tetrahidropteridinas.

d. Reacciones enzimdticas y proteinas: aldehido oxidasa, citocromo p-450,
ferrodoxina, hemoglobina, indolamina deshidrogenasa, NADH-citocromo-b-
5-reductasa, NADH-citocromo, P-450-reductasa, peroxidasa, triptdfano

dioxigenasa xantinooxidasa.
e. Ambientales: rayos ultravioleta, ultrasonidos, rayos X y rayos gamma,

iones metalicos, medicamentos, humo de tabaco, pesticidas, disolventes

industriales, ozono, anestésicos.
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3. Proteccion

Estas acciones agresivas normales en cualquier proceso bioldgico se ven
contrarrestadas por un sistema de defensa intra y extracelular:®

a. Enzimas citoplasmaticas, mitocondriales y extracelulares de superdxido

dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa.
b. Macromoléculas (ceruloplasmina, trasferrina).
c. Glutation, metionina, Vitaminas (E y C).
d. Agentes externos (superoxido dismutasa, catalasa, selenioglutation,

peroxidasa, selenio, zinc, N-acetil-cisteina), penicilamina, probucol,

coenzima 2-10.

4. Componentes que pueden lesionar.

Los radicales libres pueden lesionar algunos componentes celulares:

a. Lipidos: por oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados en membranas y

organelos y su relacion con la formacion de lipofucsina.
b. Carbohidratos: depolimerizacion de los polisacaridos.
c. Proteinas: oxidacion de los puentes sulfhidricos de las enzimas.

d. Acidos nucleicos: hidroxilacion de sus bases, excitacion de los tramos de

DNA, mutaciones.



La formacion de radicales libres pueden provocar la acumulacion de
reacciones oxidativas en las moléculas de vida larga como el colageno y la
elastina, pueden despolimerizar los mucopolisacéridos, favorecer el acumulo de
materiales como el pigmento de envejecimiento o lipofucsinas, alterar las
membranas de las mitocondrias y lisosomas, provocar una fibrosis arteriolocapilar
y disminuir la actividad de algunas enzimas y en general pueden ocasionar

algunas disfunciones de organos internos importantes.

E. Antioxidantes.

1. Definicién.

Se define como cualquier sustancia que a bajas concentraciones en
comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la

oxidacion de dicho sustrato.

2. Importancia.

La importancia de un antioxidante depende de su concentracion, del
medio donde actia y de su habilidad para interaccionar con sistemas

regeneradores.

Actualmente se cree que ciertas enfermedades como la arteriosclerosis,
degeneraciones ligadas al envejecimiento y al cancer, podrian estar unidas al

fendmeno de la oxidacion celular mediada por radicales libres.

La importancia del estrés oxidativo y la defensa antioxidante de los
constituyentes de la dieta es motivo constante de revisién.'® Las vitaminas se han
introducido ultimamente en patologia humana, no por su carencia o avitaminosis

sino como antioxidantes en ciertas afecciones ligadas al estrés oxidativo.



F. Cancer
1. Definicion.

El cancer representa un grupo de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento indiscriminado y anarquico de ciertas células en el organismo. Estas
células “malignas” son muy a menudo diferentes de las células normales que
presentan anomalias diversas segln el tipo de células afectadas, que pueden
variar con la evolucion de la enfermedad: el nicleo de la hipertrofia, la célula
entera puede agrandarse, las divisiones celulares tienen un desarrollo rapido y

anormal.
2. Tipos.

Se distinguen tres tipos de cancer: los denominados solidos, las leucemias

y los hematosarcomas:

a. En los canceres sdlidos, las células cancerosas se desarrollan en un érgano
(rinon, higado, cerebro, etc.), constituyendo un tumor que comprime,
invade y destruye los tejidos, incluso los que los rodean. En algunos casos
las células cancerosas pueden pasar a la sangre o a los vasos linfaticos
para formar colonias de células cancerosas en otros organos lejos del
tumor de origen. Se habla de metastasis. Estas ultimas son a su vez
capaces de comprimir, invadir y destruir los tejidos en donde se
desarrollan.

b. En las leucemias, las células cancerosas no forman al principio un tumor
localizado, pero invaden uniformemente la sangre y todos los érganos
hematopoyéticos (los organos que producen las células de la sangre, como
la medula 6sea, los ganglios linfaticos, etc). Sin embargo, ocurre también,
que en las leucemias las células malignas pueden producir

secundariamente tumores que comprimen e invaden otros o6rganos,



diferentes de los que producen los glébulos de la sangre, comin en el
higado y en el cerebro. En las leucemias la invasion importante de la
medula dsea provoca a menudo perturbaciones responsables de anemias,

infecciones y hemorragias.

. Los hematosarcomas. En el torrente sanguineo existe un sistema cuyo
cometido es también alimentar y eliminar los desechos celulares: el
sistema linfatico. Se presenta como finas caniculas repartidas por casi
todo el organismo, las cuales tienen por mision recuperar la linfa, liquido
incoloro donde se banan las células del cuerpo. El recorrido de los vasos
linfaticos es interrumpido por abultamientos en forma de frijol, que
llamados ganglios linfaticos y que actuan como filtros para impedir el paso
de ciertas particulas o células voluminosas (como las células cancerosas).
Los ganglios estan situados en diferentes partes del cuerpo; hay en la
ingle, en la axila, a nivel del cuello, etc.(los ganglios del cuello pueden
inflamarse y hacerse sensibles en el curso de ciertas anginas). Los ganglios
pueden dar lugar al desarrollo de cancer a partir de sus propias células.
Estos son los hematosarcomas. En el momento del diagnostico estan
algunas veces localizados en un grupo en particular de ganglios (ejemplo:
ganglio de la ingle, del cuello...) o localizados inicialmente, de forma
difusa, sobre el conjunto del sistema ganglionar. Se desarrollan como
tumores solidos y pueden invadir los tejidos de alrededor. Pueden también

complicarse a leucemias sin infiltran la medula 6sea."



H. Inflamacion
1. Reaccién Inflamatoria

La inflamacion se produce cuando las células competentes en procesos
inmunologicos se activan en respuesta a microorganismos o proteinas antigénicas
extranas para el huésped. El resultado de esta respuesta puede ser benéfico,
como ocurre cuando los microorganismos invasores son fagocitados o

neutralizados.

En general, la respuesta es iniciada por traumatismo o por antigenos. Por
infecciones por ejemplo de virus, bacterias, protozoarios y hongos. La lesion
celular que acompana a la inflamacion afecta a las membranas celulares
estimulando a los leucocitos a secretar enzimas lisosdmicas; mas adelante se
libera el acido araquidonico de la membrana celular por activacion de la PLA2 se
sintetizan varios eicosanoides. Los leucotrienos tienen un efecto quimiotactico
poderoso sobre eosindfilos, neutrofilos y macrofagos, y promueven la
broncoconstriccion y alteraciones en la permeabilidad vascular. En el sitio de la
lesion tisular, también se liberan cininas, neuropéptidos e histamina, asi como,
componentes del complemento y otros productos de leucocitos y plaquetas. La
estimulacion de las membranas de neutrofilos produce radicales libres derivados

del oxigeno.

El anion superdxido se forma por reduccion de oxigeno molecular, y puede
estimular la produccion de otras moléculas reactivas, como agua oxigenada y
radicales oxidrilo. La interaccion de estas sustancias con acido araquiddnico

genera factores quimiotacticos, lo que perpetua el proceso inflamatorio.'



2. Mediadores Inflamatorios

a. Cininas

Las cininas son una familia de péptidos producidos en fluidos corporales y
tejidos durante la inflamacion. Las dos mas estudiadas, son un nonapéptido y un
decapéptido, denominadas respectivamente bradicinina y calidina, las cuales se
sintetizan a partir de moléculas precursoras denominadas cinindgenos (a;
globulinas), por accion de la enzima calicreina. Todas las cininas poseen las
mismas propiedades fisiologicas basicas, incluyendo el control de la relajacion de
musculo liso, participan en respuestas inflamatorias (vasodilatacion, incremento
de la permeabilidad vascular y estimulacion de células inmunes) y se han
considerado los mas potentes mediadores algogénicos enddgenos, por la
capacidad que tienen de activar las fibras sensoriales primarias tipo C y A."

En su sintesis intervienen tres vias diferentes: la via plasmatica, la tisular
y la plasma / tejido independiente. Esta Gltima se observa en las células inmunes
(matositos y basofilos), en donde es posible producir cininas de una manera
independiente de la enzima calicreina, a través de la liberacion de proteasas

celulares.

La mayor parte de los efectos de las cininas son mediados por la activacién
de al menos dos receptores, los cuales se han denominado B, y B;; este ultimo ha
sido el mas estudiado, se encuentra constitutivamente presente en un amplio
rango de tejidos entre los que se incluyen neuronas nociceptivas periféricas y
centrales, neuronas simpaticas, musculo liso vascular y células del sistema
inmune. El receptor By tiene una distribucion mas limitada y es expresado casi
exclusivamente en tejidos inflamados. Este receptor parece mediar los efectos
de las cininas durante la lesion tisular y la inflamacion, y participa en la
hiperalgesia, mas que en la nocicepcion aguda.



En la induccion de su expresion influyen diferentes factores, entre los
cuales se menciona, principalmente, a la interleucina 18 (IL-1B) y otros como la
IL-2, IL-8 factor de necrosis tumoral a (FNTa), factores de crecimiento y

metabolitos activos de la bradicinina. "

El mecanismo de activacion de las neuronas sensoriales se ha descrito
asociado al receptor B,. Este se encuentra acoplado a una proteina G que induce
la activacion de la fosfolipasa C, la cual aumenta los niveles de 1,4,5-trifosfato
de inositol (IP3) y del diacilglicerol (DAG); éste ultimo, activa una proteincinasa
C (PCK), con la consecuente fosforilacion de proteinas celulares incluyendo
proteinas de membrana como de los canales ionicos. La modificacion de las
corrientes idnicas de Na* y Ca"" interviene en la liberacion de neuropéptidos y en
la activacion de las enzimas cintaza de oxido nitrico (SON) neuronal y endotelial.

El aumento en la sintesis de bradcinina se asocia ademas con un aumento
en la produccion de prostaglandinas (PGs) y leucotrienos, mediante dos posibles
mecanismos: por un lado, durante el metabolismo del DAG se puede producir
acido araquidonico y aumentar directamente los niveles de prostaglandinas E;
(PGE;) y prostaciclina (PGl;) y por otra parte la bradicinina parece intervenir
también en la activacion directa de una fosfolipasa A;. El aumento en el AMPc
intracelular, el cual, puede ser mediado por las PGs, potencia a su vez la accion
de la bradicinina, aumenta la frecuencia de disparo de los nociceptores y facilita

la liberacion de neuropéptidos. "

Evidencia adicional ha demostrado que la estimulacion de receptores B;
también produce la activacion de vias alternas de sefalizacion, en las que se
fosforilan algunos tipos de cinasas, entre las cuales se encuentra la proteincinasa
S6 ribosomal, la cual induce la produccion de algunas citocinas proinflamatorias
como la IL-6 e IL-8, y la potenciacion de la sintesis de IL-18 mediada por FNT-a.



El SNC también sintetiza cininas y es probable que en esta ubicacion, estas
sustancias inicien una cascada de eventos similares a los observados en la
periferia, incluyendo un incremento en el flujo sanguineo, extravasacion de

plasma y participacion en la sefalizacion del dolor.

Estos mecanismos aun no estan bien dilucidados, pero es claro que la

administracion central de bradicinina causa hiperalgesia.
b. Prostaglandinas y otros derivados del acido araquidénico.

Durante los procesos inflamatorios, diversas citocinas como la IL-1B y el
TNF-a, entre otros, inducen la produccion de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2),
con una subsecuente liberacion de eicosanoides entre los que se encuentran las
PGE;, la PGIl; y el leucotrieno Bs (LTB4), los cuales participan de manera
importante en la sensibilizacion de las terminaciones nociceptivas ante estimulos

dolorosos. '

La PGE; ha sido sefalada como el eicosanoide mas importante en la
hiperalgesia mecanica, tanto en animales como en humanos. Su accion esta
mediada por la familia de receptores EP(1 a 4), de los cuales el EP1 ha sido
catalogado como fundamental en las respuestas dolorosas agudas. La PGly, con
importancia similar a la de la PGE; en la senalizacion de los estimulos de dolor,
es rapidamente producida en situaciones de lesion tisular e interactia con
receptores IP ubicados en las membranas de las neuronas sensoriales.

El mecanismo de accioén de estas sustancias esta mediado por una proteina
G y utiliza como segundo mensajero al AMPc, para activar una proteincinasa A
(PKA), la cual lleva a la fosforilacion de un canal idnico o modulacion de
estructuras citosolicas que controlan los niveles de Ca™ intracelular. Ademas,
estos receptores pueden mediar la activacion de la fosfolipasa C, con igual
resultado. Algunos estudios han planteado que el oxido nitrico (NO) a bajas dosis,



puede intervenir en la via anteriormente descrita actuando en un paso previo a

la accion de la PKA.

Por otra parte, algunos leucotrienos, como el LTB4, se han relacionado con
el fendmeno de hiperalgesia. A su vez, el LTD4 puede sensibilizar a las neuronas
sensoriales de manera indirecta, estimulando en células como macrofagos y
basofilos, la sintesis y liberacion de eicosanoides, asi como la produccion de DAG
e IP;. El mecanismo que media el efecto de los leucotrienos en los nociceptores

no es claro, pero parece involucrar la activacion de la proteincinasa C (PCK).

Ademas, algunas investigaciones senalan que los productos de las
lipoxigenasas (LOs) como 15-(S)-HPETE, 5-(S)-HETE, LBT4 y 12-(S)-HPETE, pueden
actuar como agonistas endogenos de los receptores de capsaicina, logrando

excitar de esta manera a las neuronas sensoriales. "’
c. Serotonina

Esta sustancia es liberada por las plaquetas y células mastoides durante la
inflamacion. Uno de los estimulos para su liberacion es la produccion de FCN. Los
efectos fisioldgicos de esta sustancia en los tejidos son mediados por una familia
de receptores, los cuales estan divididos en tres grandes grupos designados
como: 5HTy, 5HT; y 5HT;. Varios tipos de receptores se ubican en las
terminaciones nerviosas libres y median los efectos de la serotonina sobre estas

neuronas. '®

Su unién al receptor 5HT; activa un canal cationico selectivo para el Na“y
causa una excitacion directa de los nociceptores. La seratonina puede también
sensibilizar a los receptores y disminuir su umbral de respuesta a estimulos
térmicos y mecanicos; este efecto para estar mediado principalmente por los
receptores 5HT1 particularmente la subclase 5HT1A y por el receptor 5HT2 a
través de los cuales se eleva el AMPc y se altera la permeabilidad al ion

potasio. '



d. Mediadores inflamatorios de las células inmunes.

El mayor reservorio de esta sustancia se encuentra en las celulas
mastoides, de donde puede ser liberada por estimulos como la sustancia P, el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina, la IL-1 y el FCN, los cuales

inducen la degranulacion de estas células.

Se conoce poco acerca de la manera como la histamina ejerce sus efectos.
Algunas neuronas sensoriales ubicadas en ganglios de la raiz dorsal y trigeminal
expresan en su membrana receptores H1, a través de los cuales esta sustancia
incrementa la permeabilidad para el Ca™ y estimula la liberacion de tacininas y
péptido relacionado con el gen de la calcitonina. Modelos animales en los cuales
este receptor esta ausente han demostrade una disminucion en la respuesta

dolorosa al aplicar estimulos quimicos, mecanicos y térmicos.*

e. Factor de crecimiento neural

Esta neurotropina es producida por los tejidos periféricos inervados y por
células de soporte, incluyendo fibroblastos, células de Schwann y queratinocitos;
controla la supervivencia, el crecimiento y el fenotipo de las neuronas
inmaduras. Su aporte constante desde la periferia es necesario para el
mantenimiento del fenotipo normal de las neuronas nociceptivas primarias

adultas.

La inflamacion provoca una temprana y mantenida elevacion de FCN. Este
factor, producido enddégenamente o aplicado exdgenamente se asocia con la
activacion y sensibilizacion de fibras sensoriales de pequeno calibre. Ejerce sus
acciones a través de su union a un receptor de alta afinidad, del tipo
tirosincinasa (TRQ A), el cual se encuentra ubicado en las células inflamatorias,

neuronas simpaticas, y neuronas sensoriales primarias.
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En estas ultimas el FCN puede directamente alterar su excitabilidad y
sensibilizarlas, pero ademas, el complejo FCN-receptor es internalizado y
transportado hasta el cuerpo celular; en esta localizacion, interviene en la
regulacion de la expresion de genes como el de la sustancia P, del péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y el de la proteina 43 (asociada

al crecimiento neuronal).?’

El aumento en la sintesis de estos neuropéptidos incrementa a su vez como
efectos, tanto a nivel periférico en la inflamacion neurogénica y en las astas
posteriores de la médula, en la sensibilizacion central. Mediante estas acciones
en el soma, el FCN contribuye también a regular la expresion de otras proteinas,
como el receptor de la capsaicina y de los canales de sodio resistentes a la
tetradotoxina (TTX). Igualmente, promueve la ramificacion axonal hacia la
periferia aumentando de esta manera el campo receptivo de las neuronas

sensoriales.

Los efectos en la trascripcion genética parecen ser mediados por otras
cascadas de senalizacion como la de las MAP cinasas y afectar no sdlo a las
neuronas de bajo umbral, las cuales adquieren un fenotipo quimico semejante al
de las fibras C; se ha demostrado que el niumero de células mielinizadas gruesas
de los ganglios de la raiz dorsal inmunorreactivas a sustancia P, aumenta después

de una inflamacion.

El FCN puede alterar la excitabilidad de los nociceptores de manera
indirecta, actuando sobre sus receptores en células inflamatorias y neuronas
simpaticas postganglionares, a través de las cuales estimula la liberacion de otros
mediadores sensibilizadores, como neuropéptidos y citocinas. Se establece asi un
circuito de retroalimentacion entre los neuropéptidos, citocinas y el FCN que
pudiera estar activado en procesos inflamatorios cronicos.?
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f. Oxido nitrico (NO)

Multiples sustancias liberadas durante procesos inflamatorios, tales como
la IL1, IL6, FNTa y el interferon y (INGy), tienen la capacidad de aumentar la
actividad de la enzima cintaza de oxido nitrico inducible (SONi), ubicada en los
macrofagos y por ende, elevar los niveles locales de NO. No obstante las otras
dos isoformas de esta enzima, expresadas constitutivamente en las neuronas y en
el endotelio (ONSn y ONSe) también son activadas en estos estados. Una
evidencia de esto se observo al utilizar un antagonista de los receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA) ubicados en neuronas periféricas, lo cual impidio la sintesis
de NO, disminuyendo los niveles propios de esta sustancia en los estados de
lesion tisular. Asi el NO producido a partir de las ONS constitutivas parece
intervenir en el desarrollo de la inflamacién durante las primeras 4 horas, y el
producido a partir de la ONS inducible se relaciona con el mantenimiento de la

respuesta inflamatoria después de 5 horas de aplicado el estimulo.?

El papel que cumple el NO en la senalizacion del dolor en las neuronas
periféricas no ha sido completamente dilucidad ya que algunos modelos
experimentales le han atribuido un papel pronociceptivo mientras que otros
evidencian acciones antinociceptivas. Un factor que parece modificar los efectos
de este gas, es su concentracion en el sitio de inflamacion. Algunos autores
sugieren gque participa como analgésico cuando es producido en bajas cantidades

y como hiperalgésico cuando sus niveles son altos.

Se ha demostrado que el NO puede facilitar la hiperalgesia inducida por
mediadores como PGE; o serotonina, actuando como intermediario de la via
AMPc - PKA cuando se encuentra en altas concentraciones.” Por otra parte,
diversos estudios le han atribuido acciones antinociceptivas, como mediador de
la actividad analgésica de algunos farmacos como la dipirona, el diclofenaco y
opiaceos, los cuales periféricamente pueden activar la via L-arginina-ON-GMPc,
logrando desensibilizar los nociceptores. Asi, la accion del NO parece depender

del sitio y mecanismos que aumentan su produccion.



g. Sustancias Neurogénicas.

Normalmente los neuropéptidos, liberados de las terminaciones nerviosas
sensoriales, ejercen un efecto eferente y trofico en los tejidos diana. Durante la
inflamacion. Sin embargo, las neurocininas, sustancia P, neurocinina A y el
péptido relacionado con el gen de la CGRP, contribuyen directamente a la

inflamacion neurogénica y a la hiperalgesia del sitio lesionado.?*

La sustancia P, estimula la sintesis de NO en el endotelio vascular,
causando vasodilatacion y estimula la contraccion de las células endoteliales
produciendo extravasacion de plasma, lo cual facilita el paso de mediadores
inflamatorios y células del sistema inmune al sitio de lesion. Este neuropeptido
induce ademas la degranulacion de células mastoides permitiendo la liberacion
de otros mediadores inflamatorios principalmente histamina y enzimas

proteoliticas, las cuales catalizan la produccion de bradicinina.

A su vez, la estimulacion de la produccion de citocinas lleva a la activacion
de moléculas de adhesion necesarias para la interaccion de los leucocitos con el
endotelio vascular. Estos mecanismos se han involucrado en patologias como
artritis, asma, enfermedad inflamatoria intestinal o migrana etc, en las cuales el

uso de los antagonistas de las neurocininas podrian ser de utilidad clinica.

Por su parte, el CGRP es un potente vasodilatador arteriolar y actla
sinérgicamente con la sustancia P, incrementando el flujo sanguineo. Algunos
estudios indican que este péptido juega un papel importante en los cambios de
plasticidad neuronal que ocurren en respuesta a eventos inflamatorios

periféricos, incluyendo el desarrollo de respuestas nociceptivas.

Las terminales simpaticas también intervienen en la hiperalgesia e

inflamacion que sigue al trauma tisular sin lesion nerviosa.
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Este efecto parece ser mediado por la liberacion de otros mediadores
quimicos como prostanoides o posiblemente sustancia P de las fibras simpaticas

activas.?
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los nuevos farmacos nacen de la necesidad de tratar las enfermedades o

los sintomas, para los cuales, no existe un tratamiento eficaz o de mejorar los ya

existentes.

Sin lugar a dudas, la investigacion basica es un requisito fundamental para
cualquier descubrimiento. A menudo son las universidades y otras instituciones

académicas las que, a través de la investigacion basica, abren nuevas fronteras.

Existen reportes que sugieren que compuestos en cuyas estructuras se
encuentran y-lactamas poseen una importante actividad biolégica como:
antitumorales, inhibidores de la agregacion plaquetaria, herbicidas vy

psicotropicos.

Por otra parte, la sintesis de y-lactamas puede realizarse por varios
métodos. Sin embargo las condiciones para su sintesis son drasticas y sus

precursores dificiles de sintetizar.

En este trabajo se propone un método sencillo y directo para la sintesis de
y-lactamas a partir de a-alquinilcetonas en un medio catalizado por Hiero (Fe'?)

en un sistema monofasico acuoso.
Los compuestos obtenidos en la sintesis fueron evaluados en diferentes

modelos para determinar su posible actividad como son: antioxidantes, citotoxica

y antiinflamacion.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo General: Sintesis y Actividad Biologica de 5-Carboxi-3-pirrolin-2-onas y

5-Hidroxi-3-pirrolin-2-oas

= Desarrollar una nueva ruta de sintesis de y-lactamas a partir de a-

alquinilcetonas catalizadas por hierro en un sistema monofasico acuoso.

* Evaluar la actividad antiinflamatoria, antioxidante y citotoxica de los

compuestos sintetizados.
Objetivos Particulares
= Purificar los productos obtenidos.
= Caracterizar los productos obtenidos por Espectroscopia en el Infrarrojo,
Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Masas y Rayos X. (IR,

RMN, EM y Rx)

= Determinar la ICsp de los compuestos que hayan presentado actividad

antiinflamatoria, antioxidante y citotoxica.
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IV. HIPOTESIS

La utilizacion de un sistema de reaccion, empleando a-alquinilcetonas

catalizadas con hierro, sera optimo para la formacion de y-lactamas que

poseeran actividad como antioxidantes, antitumorales y antiinflamatorios.
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V: DESARROLLO EXPERIMENTAL
A. Sintesis de lactamas

Se modificaron algunas condiciones de reaccion de las descritas en los
antecedentes. Por razones de seguridad y economicas se decidid sustituir el
cianuro de niquel Il, Ni(CN) por hexacianoferrato Il de potasio, K4Fe(CN)g, sin
usar hidroxido de sodio (figura 14).

De forma que se planted la siguiente reaccion:

(@]
KFe{CN}3
Z R Tkenco .
Ry

Figura 14. Reaccion general para la sintesis de y-lactamas

La relacion estequiométrica establecida es la siguiente:

Et C“H.
0
2 B-:—{ 2KFe(CN), o
Et

Figura 15. Relacion estequiométrica.

La relacion de a-alquinilcetona y ferricianuro de potasio es equimolar. El
monoxido de carbono y el cianuro de potasio se agregan en exceso. Se debe
agregar 15 milimoles de KCN por cada 2 milimoles de a-alquinilcetona y el exceso

de CO esta dado por la presion aplicada.



En la tabla 1 se muestran las relaciones de los reactivos y sustancias
involucrados en el proceso, considerando que se desea utilizar 10 milimoles de

alquinilcetona.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la sintesis de y-lactamas.

REACTIVO MILIMOLES DE REACTIVO

a.-alquinilcetona 10
Ferrocianuro de potasio

K4Fe(CN)e3H,0 10
Cianuro de Potasio
KCN 75

1. Material y equipo

Material

Vasos de precipitado de 250 mL y 50 mL
Agitador

Trampa (embudo de adicion modificado)
Embudo

Embudo buchner

Matraz erlenmeyer 10, 50, 100 y 250 mL
Matraz kitazato 100, 250 y 500 mL

Equipo

Estufa

Rotavapor

Lampara de rayos UV

Balanza analitica

Aparato Fisher Johns para punto de fusion
Reactor Parr

Otros

Silica gel 60.
Placas comerciales para CCF de silica gel 60.



2. Procedimiento

La a-alquinilcetona a utilizar se elabora segin el método descrito por
Méndez y cols®. Los demas reactivos utilizados en la sintesis de las lactamas son

adquiridos comercialmente y utilizados sin purificacion.

La sintesis se efectla en un reactor Parr de 500 mL con agitacion,

manometro y temperatura constante. El esquema se presenta en la figura 16.

* En un vaso de precipitados de 250 mL, se agregan 10 mmols de
ferrocianuro de potasio, KsFe(CN), a 50 mL de agua destilada, se agita

manualmente hasta que se disuelva.

= Una vez disuelto el ferrocianuro de potasio, se adicionan 75 mmols de

cianuro de potasio KCN, y se agita de nuevo hasta formar una sola fase.

* Por separado, se disuelven 10 mmols de a-alquinilcetona en un vaso de

precipitados de 50 mL.

= Se agrega al reactor, la solucion de ferrocianuro de potasio y cianuro de
potasio, y la solucion de a-alquinilcetona y se lleva a un volumen de 100

mL con agua destilada.
» Se cierray se asegura el reactor.

= Por la valvula 4 del reactor, se introduce monodxido de carbono (CO) hasta

una presion de 500 psi.

= Se cierra la valvula 4. El reactor y se monta en un soporte especial que

consiste en una manta de calentamiento y un eje de agitacion mecanica.

= Después de transcurrido el tiempo de reaccion se deja enfriar el reactor
hasta temperatura ambiente. Se despresuriza y posteriormente se extrae y

se purifica el producto.
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a. Extraccién y purificacion.

El producto de la reaccion se extrae con acetato de etilo y se coloca en

un embudo de separacion

Se elimina la fase acuosa. La fase organica se lava tres veces con agua
destilada.

La fase organica se pasa a un matraz erlenmeyer donde se pone en
contacto con sulfato de sodio anhidro para secar. Ya seco el producto, se filtra
para separar el sulfato de sodio y se concentra por destilacion en un

rotaevaporador.

Una primera purificacion de la lactama se hace mediante placas
cromatograficas preparativas en un sistema de elusion 60:40 (acetato de etilo-

hexano).

Figura 16. Reactor utilizado para llevar a cabo la reaccion. 1. Valvula para introducir reactivos, 2.
Manometro, 3. Valvula de desfogue, 4. Valvula para presurizar el sistema, 5. Valvula para tomar
muestra, 6. Agitacion mecanica de aspas inclinadas situada en el centro, con velocidad media, 7.
Circulacion para enfriamiento, 8. Manta de calentamiento.
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B. Pruebas de actividad antioxidante
1.Reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
a. Material y Equipo.

Material

Placas de ELISA
Micropipetas

Reservorios

Puntas para Micropipetas
Equipo

Lector de ELISA (ELx808)

b. Procedimiento.

La actividad antioxidante de los compuestos puros, extractos o fracciones
se realiza siguiendo la metodologia descrita en Cotelle y cols (1996). Midiendo de

manera indirecta la reduccion del radical libre DPPH mediante una técnica

espectrofotométrica.

Se toman 50 plL de la solucion problema a diferentes concentraciones y se
depositan por cuatriplicado en placas de ELISA de 96 pozos. Posteriormente se
agregan 150 uL de solucion etanolica de DPPH 133.33 uM. (concentracion final
100 uM ), la mezcla se protege de la luz y se agita durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente se lee su densidad optica (DO) a 515 nm en un lector de ELISA.

La actividad sobre el DPPH se expresa como porcentaje de reduccion y se

calcula con la formula:

C=£ 4100

% de reduccion =
En donde
C= Densidad optica del control (DPPH 100 puM)
E= Densidad optica del experimental (mezcla de DPPH 100 uM + compuesto

problema)



2. Lipoperoxidacion

a. Material y Equipo

Material

Tijeras de diseccion.
Pinzas.

Bisturi.

Micropipetas.

Puntas para micropipetas.
Tubos ependor.

Equipo
Incubadora.
Balanza analitica.
Centrifuga.
Homogenizador.
Bano térmico.

Espectrofotometro Spectronic Génesis 5

Reactivos

Buffer de fosfatos.

Sulfato de fierro.

Acido tricloroacético.
Hidroxido de sodio.

Acido tiobarbitarico (TBA).

Otros
Rata Wistar Macho (200-250gr)

33



b. Procedimiento.

Animal

Rata wistar macho (200-250 g) se mantiene a 25°C en un fotoperiodo de

12/12 horas luz/oscuridad con libre acceso a agua y alimento.

Homogenizado de cerebro de rata

El animal se sacrifica con éter,

Rapidamente se extrae el tejido cerebral y se deposita en buffer de
fosfato

El cerebro se homogeniza utilizando para ello un homogenizador

El homogenizado es centrifugado por 10 minutos a 3400 rpm

Se mide el contenido de proteinas y ajustando el contenido a 2.5 mg de

proteina/mL.

Lipoperoxidacién

El sobrenadante (400 pL, 1mg de proteina) se incuba a 37 °C por 30

minutos en presencia de 50 uL de la muestra a ensayar

La lipoperoxidacion se inicia adicionando 50 uL de una solucion fresca de

sulfato de fierro (100 pM) e incubando a 37 ° C por 60 minutos.

Las sustancias reactivas al acido Tiobarbitlrico (TBARS) son determinadas
adicionando 0.5 mL de reactivo de TBA (1% TBA en solucion de NaOH 0.05

Ny 30 % de acido tricloroacético en proporcion de 1:1

La solucion final se enfria en un bafio de hielo por 10 minutos y se
centrifuga a 10000 rpm por 5 minutos y finalmente se calienta en un bano

maria por 30 minutos, posteriormente se enfria en bano de hielo.
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= La absorbancia del sobrenadante es medida en un espectrofotometro a

una longitud de onda de 532 nm

El butil hidroxitolueno (HTB) y la quercetina se emplean como controles
positivos. La concentracion de TBARS se calcula por interpolacion de la curva
estandar del tetrametoxipropano(TMP). El resultado final es expresado en nmoles
de TBARS por mg de proteina. El rango de inhibicion (%) es calculado usando la

siguiente formula.

Rango de Inhibicion (%) = %*100

Donde A es la absorbancia del control y A; la absorbancia de la muestra.

Los resultados obtenidos se someten a un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguida de una prueba de Dunnet de comparacion con el control. Los
resultados con una (p< 0.05) 6 (p < 0.01) se consideran con una diferencia

estadisticamente significativa.
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C. Prueba de Inflamaciéon. (Edema en la oreja de ratén).

1. Material y Equipo.

Material

Frascos de 3 mL

Cajas de acrilico transparente
Jeringa de insulina
Microjeringas

Frasco grande

Sacabocados

Tubos ependor

Equipo

Balanza analitica
Balanza granataria

Reactivos

Etanol
Acetato de 12-0O-tetradecanoilforbol (TPA)

y-lactama a ensayar

Otros

4 Ratones machos CD-1 con un peso de 25a 30 g.
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2. Procedimiento

El ensayo de edema inducido con TPA se realiza siguiendo la metodologia

descrita en Rao y cols?®.,1993

Se emplean ratones macho CD1 25 a 30 g.

= Los animales (n=3) se colocan en cajas de acrilico transparente a
temperatura constante, con un fotoperiodo de 12/12 horas luz /oscuridad

con agua y alimento.

= Después del periodo se les anestesia en forma general con pentobarbital

sodico (3.5 mg/kg) por via intraperitoneal.

= En la oreja derecha se aplica 10 pL de una solucion etandlica de TPA (0.25

mg/mL).

* En la misma oreja y diez minutos después se aplica 0.31 mg o umoles de la

y-lactama a aprobar disueltos en 20 pL

= La oreja izquierda (control) recibe solamente 10 uL de etanol y 20 uL del

vehiculo del compuesto.

Cuatro horas después a la aplicacion del TPA, los animales son
anestesiados con éter y sacrificados por dislocacién cervical para toma de
muestra de 7 mm de diametro de ambas orejas. El edema representa el

incremento del peso de la muestra derecha con respecto a la izquierda.
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La inhibicion del edema se calcula con la férmula:

% de Inhibicién = -C%E *100

En donde:
C= Edema del grupo control (Tratado con TPA)
E= Edema del grupo experimental (TPA mas compuesto)

Los resultados obtenidos se someten a un andlisis de varianza de una via

(ANOVA), seguida de una prueba de Dunnet de comparacion mdltiple para aislar

los grupos con diferencia significativa (p 0.05).
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A. a-Alquinilcetonas.

La tabla 2 se resumen los alquinos y anhidridos utilizados para sintetizar distintos
tipos de alquinilcetonas y asi probar el efecto de los sustituyentes R y R en la
reaccion de heterociclizacion.

Tabla 1. Reactivos utilizados para la sintesis de a-alquinilcetonas

1-ALQUINO ANHIDRIDO ALQUINILCETONA
No.
B e g NG NG i
H
: o T T
(o] (o]
1-hexino o
cético
" ° I
He” T N C/T \J]/\“
1-hexino Propidnico
Hac/V\\CH H3c\/\ﬂ/0\ﬂ/\/':“3 Ul
1-hexino @ Q
Butirico
HyC H4C 0 CH, v
‘L:CH \/Y \I'b/
1-pentino o o
Butirico
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La reaccion general para la sintesis de a-alquinilcetonas se muestra en la figura

17.

R= propilo o butilo

R = metilo, etilo o propilo

Figura 17.Reaccion general para la sintesis de a-alquinilcetonas

R4

R, R
R—==CH *t )\ /J\ mee——_ R;<—
o o7 o Y

En la tabla 3 se muestran las a-alquinilcetonas obtenidas con los reactivos

anteriores, asi como los rendimientos estequiomeétricos obtenidos después de la

purificacion. Los rendimientos fueron obtenidos considerando que los 30

milimoles de alquino reaccionan completamente.

Tabla 3. a-Alquinilcetonas obtenidas.

ALQUINILCETONA ESTRUCTURA RENDIMIENTO
o
I Oct-3-in-2-ona \“‘\/W/L 60%
o
Il Non-4-in-3-ona 80%
\/\/\\J\/
Q
Il Dec-5-in-4-ona \/\A‘\)I\/\\ 75%
(v}
IV Non-5-in-4-ona //\/X\)LJ/\\ 70%

40



1. Analisis espectroscopico de a-alquinilcetonas

El analisis espectroscopico de las a-alquinilcetonas se realizo a partir de

los espectros incluidos en el anexo y fueron obtenidos con los siguientes equipos:

Los espectros de IR se realizaron en un espectrofotometro de infrarrojo
Nicolet FT 55X o Nicolet Magna FX 750 por medio de técnicas de solucion en
CHCls, en celdas de bromuro de potasio (KBr) y pelicula.

La espectrometria de masas se efectud en un espectrometro Jeol JMS-

AX505 HA mediante la técnica de impacto electronico.

Los espectros RMN se obtuvieron en un espectrometro Jeol Eclipse LA300
{a 300 MHz para 'Hy 75 para 3¢, se empled (CH;)4Si como referencia interna y
CDCl; como disolvente a 25° C . Los desplazamientos quimicos & de las senales
se dan en ppm y la multiplicidad se indica por las abreviaturas: s,d,t,q y m; que
corresponden a: simple, doble, triple, cuadruple, quintuple, y multiple

respectivamente.
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(). Oct-3-in-2-ona

Z GHg
M s S gt

Figura 18. oct-3-in-2-ona

Aceite ambar, PM 124, CgHy;0.

EM (IE), m/z {%}:124['{ 10), 109 (100) (ver figura A5).
IRv (cm-1): 3335.2=C-H, 2211.2 C=C, 1677.8 C=0 (ver figura A1).

RMN 1H & (ppm): 2.31 (2H, t, Hs), 2.27 (3H, s, Hy), 1.48 (2H, q, He), 1.35 (2H, q,
Hy), 0.86 (3H, t, Hg) (ver figura A9).

RMN 13C & (ppm): 185.2 (C2), 94.0 (C3), 81.4 (Cs), 32.7 (C1), 29.7 (Cs), 21.9 (Cq),
18.6 (C7), 13.4 (Cs) (ver figura A10).
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(I). Non-4-in-3-ona

=0

3 CH
/\/1 3
¢4 2

I ™ S

Figura 19. non-4-in-3-ona

Aceite ambar, PM 138, CoH40.

EM (IE), m/z (%):138 (T, 30), 129 (100) (ver figura A6).

IRv (cm-1): 3333.6 = C-H, 2211.5 C=C, 1677.3 C=0 (ver figura A2).

RMN 1H & (ppm): 2.49 (2H, c, H;), 2.31 (2H, t, He), 1.49 (2H, q, Hy), 1.36 (2H, m,

Hg), 1.05 (3H, t, Hy), 0.87 (3H, t, Hq) (ver figura A11).

RMN 13C & (ppm): 188.8 (C3), 94.3 (C4), 80.7 (Cs), 38.8 (Cz), 29.7 (C¢), 21.9 (Cy),

18.6 (Cs), 13.5 (Cq), 8.1 (Cy) (ver figura A12).
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(Ill). Dec-5-in-4-ona

0]

4| 2
W N N,
M g

Figura 20. dec-5-in-4-ona

Aceite ambar, PM 152, CyoH160.
EM (IE), m/z (%):152 {.!- , 7), 109 (100) (ver figura A7).

IRv (cm-1): 3316.8 =C-H, 2211.9 C=C , 1675.6 C=0 (ver figura A3).

RMN 1H & (ppm): 2.44 (2H, t, H3), 2.31 (2H, t, Hy), 1.63 (2H, m, H;), 1.50 (2H, q,

Hs), 1.37 (2H, m, Hy), 0.89 (3H, t, Hy), 0.86 (3H, t, Hyg) (ver figura A13).

RMN 13C & (ppm): 188.9 (C4), 94.2 (Cs), 80.9 (Ce), 47.4 (C3), 37.3 (C2), 29.7 (Cy),

21.9 (Cg), 18.6 (Cy), 17.7 (C4), 13.5 (Cyp) (ver figura A14).
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(IV). Non-5-in-4-ona

o

i

2
a2 e
310\9/\?/

Figura 21. Non-5-in-4-ona

Aceite ambar, PM 152, CyoH;40.
EM (IE), m/z (%):152 (¥, 100), 152 (100) (ver figura A8).
IRv (cm-1): 3329.3=C-H, 2212.6 C=C , 1675.7 C=0 (ver figura A4).

RMN 1H & (ppm): 2.43 (2H, t, H3), 2.26 (2H, t, H7), 1.61 (2H, q, H2), 1.52 (2H, q,
Hs), 0.93 (3H, t, H,), 0.86 (3H, t, Hq) (ver figura A15)

RMN 13C & (ppm): 188.0 (C4), 94.0 (Cs), 81.0 (Ce), 47.4 (C3), 37.0 (Cy), 21.3(Cy),
20.8 (Cg), 17.6 (C1), 13.5 (Co). (ver figura A16)
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B. y-Lactamas

Después de realizar la reaccion, la extraccion y la purificacion; de las
placas cromatograficas se obtuvieron dos fracciones principales cuyos valores de
R son:

Fraccion A 0.08109
Fraccion B 0.48648

De acuerdo a los resultados de los estudios espectroscopicos, se obtuvieron
dos diferentes y-lactamas cabe mencionar que la fraccién A corresponde a las
carboxilactamas y la fraccion B a las hidroxilactamas, las estructuras de los

compuestos se muestran en la figura 22.

R R
Ry Ry
0 (0]
H 00 H OH
A B

Figura 22. y-lactamas obtenidas.

Tabla 4 . Reaccién de a-Alquinilcetona con K Fe(CN),, KCN y CO en agua a 90°C por dos horas
a 500psi.

a- Carboxilactama Rendimiento Hidroxilactama Rendimiento
Alquinilcetona  Fraccién A (%) Fraccion B (%)

I \ 8 IX 28

Il Vi 8 X 3

1] ViI 8 Xl 39

v Vil 9 Xl 26

El porcentaje es expresado en % de conversion de la a-Alquinilcetona.
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1. Analisis espectroscopico de y lactamas

El andlisis espectroscopico de las y lactamas se realizd a partir de los

espectros incluidos en el anexo y fueron obtenidos en los mismos equipos que se

utilizaron para las a-alquinilcetonas.

v) Acido-4-BgLiI-Z-metil-s-oxo-z,5-dihidro-1 H-pirrol-2-carboxilico

. |
HaG \8 s
\/2:3\
o——//‘\ 5 Lk
%:OOH

Figura 23. Acido- 4-Butil-2-metil-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico

Este producto se obtuvo como un sélido blanco, punto de fusion 95°C., PM

197.23, CyoHy5NOs.
EM (IE), m/z (%):197 (+ ,10), 180(100) (ver figura A25).

IRv (cm-1): 3284.3 N—H 2958 8 O——H 1684.6C==0 (ver figura A17).

RMN 'H & (ppm): 8.28 (1H,s,-NH), 6.68(1H,s,=C-H), 2.12(1H,s,-CH,), 1.51(1H,d,-

CHs), 1.28(1H,m,-CH;), 0.83 (1H,t,-CHs) (ver figura A32).

RMN "3C & (ppm):175.03(Cs),174.08(C+),144.66(C;),138.37(C3),66.44(C.),
29.42(Cs), 24.72(C) 22.74(Cs), 22.37(Cs), 13.85(C10) (ver figura A33).

47



(V1) Acido-4-Butil-2-etil-5-0x0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico

—10
M, \,_s
\2:3 CHs
N
1 e
5 7 N
N COOH

Figura 24. Acido-4-Butil-2-etil-5-oxc-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico
Este producto se obtuvo como un solido blanco cuyo punto de fusion es de 85-
86° C. PM 211.26, Cy1H7NOs.

EM (IE), m/z (%):211 (1, 18), 166 (100) (ver figura A26).

IRv (cm-1): 3520.7 N—H 3405.5 O——H 1691.2C==0 (ver figura A18).

RMN 'H & (ppm): 8.28 (1H,s,-NH), 6.66(1H,s,=C-H), 2.19(1H,s,-CH;), 1.47(1H,s,-
CHy), 1.30(2H,m,-CH;), 0.87 (2H,m,-CH3) (ver figura A34).

RMN 3C & (ppm): 175.55(Cs),173.39(C1),143.79(C;), 138.84(C3), 70.84(Cy),
29.57(Cs), 28.90(Ce) 24.78(Cs), 22.37(Cyo), 13.86(Cy1), 8.47(C;) (ver figura A35).

Difraccion de Rayos X (ver figura A46).
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(vt Acido-4-Butil—5-03(0-2-propil-2,5-dihidro-1 H-pirrol-2-carboxilico

g
HG
10—9
\2 4 g—CHs
/1/ 4-"""6
o= \N/ !
Y %ZOOH

Figura 25. Acido-4-Butil-5-oxo-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico

Este producto se obtuvo como un sélido blanco cuyo punto de fusion es de 55°

C. PM 211.26, Cy1H{7NO;.

EM (IE), m/z (%):225 (T, 5), 180 (100) (ver figura A27).

IRv (cm-1): 3293.1 N—H 2960.7 O—H, 1685.9C=—=0 (ver figura A19).

RMN 'H & (ppm): 8.26 (1H,s,-NH), 6.68(1H,s,=C-H), 2.17(2H,m,-CH;), 1.29(3H,m,-
CH,), 0.88 (2H,m,-CHs) (ver figura 36).

RMN '3C 5 (ppm): 175.44(Cs),173.45(C,),144.00(C;), 138.51(C3), 70.25(C4),
37.86(Cs), 29.56(C10), 24.76(Co) 22.37(Cy1), 17.68(C7), 14.12(Cg), 13.84(Cy2) (ver
figura A37).
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(V1) Acido-5-0xo-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico

e,
10—-—*9\ i
H
1 4-"'"'6
0 N N\
N COOH

Figura 26. Acido-5-0x0-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico

Este producto se obtuvo como un sélido blanco, punto de fusion 75°C., PM

169.22, Cy1H7NOs3.

EM (IE), m/z (%):211 {-!- , 2), 166 (100) (ver figura A28).

IRv (cm-1): 3262.8 N—H 2961.7 O——H 1685.6 C==0 (ver figura A20).

RMN "H & (ppm): 7.84 (1H,s,-NH), 6.70(1H,s,=C-H), 2.18(1H,t,-CH,), 1.57(1H,m,
CH;), 1.24(2H,m,-CHy), 0.91 (2H,t,-CH3) (ver figura A38).

RMN 3C § (ppm): 175.83(Cs),173.18(C4),144.28(C3),138.31(C3),70.15(Ca),
37.83(Cs), 27.09(Cs), 20.75(C10), 17.74(C7),14.11(Cs). 13.77(Cy1) (ver figura A39)
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(IX) 3-Butil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

8
& Y
7——6

X
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N e,

/1 4
B N X% P
N OH
H
Figura 27. 3-Butil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

Este producto se obtuvo como un soélido blanco, punto de fusion 105°C., PM
169.22, CoHsNO;,.

EM (IE), m/z (%):169 (¥, 2), 166 (100).

IRv (cm-1): 3443.1.8 O——H, 1707.6C==0 (ver figura A21).

RMN "H & (ppm): 7.35 (1H,s,-NH), 6.46(1H,s,=C-H), 2.12(1H,t,-OH), 2.12(1H,t,-

CH;), 1.53(1H,m,-CH;), 1.44(2H,m,-CH,), 0.88 (2H,t,-CH;) (ver figura A40).

RMN 3C 5 (ppm): 172.95(C4),144.52(C,),138.11(Cs), 85.82(Ca), 29.45(Ce),
24.78(Cs), 24.47(C7), 22.41(Cs), 13.89(Co) (ver figura A41)
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(X) 3-Butil-5-etil-5-hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

ST ¢ |
o\,
\2_3 CH
P
5
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E OH

Figura 28. 3-Butil-5-etil-5-hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona
Este producto se obtuvo como un sélido blanco, punto de fusion 65°C., PM
183.25, CyoHy7NO;.

EM (IE), m/z (%):183 (T, 18), 154 (100) (ver figura A29).

IRv (cm-1): 3297.9 O—H, 1698.7C=—=0 (ver figura A22).

RMN 'H & (ppm): 7.18(1H,s,-NH), 6.43(1H,s,=C-H), 2.15(1H,m,-OH), 2.13(2H,m, -

CHz), 1.84(1H,c,-CHy), 1.36(2H,m,-CH,), 0.91 (2H,t,-CH3) (ver figura A42).

RMN '3C & (ppm): 173.12(C;),143.24(C;),139.06(C3), 88.49(C,), 30.75(Cs),
29.57(C;), 24.58(Cs), 22.43(Cy), 13.83(C10),8.31(Cq) (ver figura A43).
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(X1) 3-Butil-5-hidroxi-5-propil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

| ||
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Figura 29. 3-Butil-5-hidroxi-5-propil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

Este producto se obtuvo como un solido blanco, punto de fusion 68°C., PM
19727, C11H19N02.

EM (IE), m/z (%):197 (¥, 2), 152 (100) (ver figura A30).

IRv (cm-1): 3296.3 O——H 1698.4C=—=0 (ver figura A23).

RMN 'H & (ppm): 7.36(1H,s,-NH), 6.44(1H,s,=C-H), 2.12(1H,m,-OH), 2.11(1H,m,-

CH;), 1.75(1H,t,-CH;), 1.35(3H,m,-CH;), 0.96 (2H,t,-CH;) (ver figura A44).
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(XIl) 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

H,C
310\
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Figura 30. 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona

Este producto se obtuvo como un solido blanco, punto de fusién 65°C., PM
183.25, CyoH7NO;.

EM (IE), m/z (%):183 (T, 18), 154 (100) (ver figura A31).

IRv (cm-1): 3444.2 O—H, 1708.1C—0, (ver figura A24).

RMN 'H & (ppm): 7.24(1H,s,-NH), 6.44(1H,s,=C-H), 2.12(1H,¢c,-OH), 2.00(1H,c,-

CH,), 1.75(1H,t,-CH;), 1.50(1H,c,-CH;), 1.45 (1H,m,-CH;) 0.88(2H,c,-CH;) (ver
figura A45).

RMN 3C & (ppm): 173.06(C;),143.74(C;),138.51(C2), 88.03(C4), 40.00(Cs),

26.87(Cg), 26.87(Cs), 20.72(Co), 17.41(Cq),14.23(C7),13.82(Cyo) (ver figura A46).
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2. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de y-lactamas

Por analogia con las especies cataliticas formadas a partir de niquel, se

propone un mecanismo de reaccion para la sintesis de y-lactamas.

Formacion del complejo a partir de:

-2

K4Fe(CN)g, KCN y CO ———— [:e(Cle (CO)El

Figura 31. Formacion del complejo

Es necesario realizar un estudio completo que escapa a los alcances de
este trabajo de tesis para determinar cual ion complejo de hierro es el qué toma

parte en la ciclizacion de la a-alquinilcetona.

Una vez formado el anion complejo, este podria interactuar con la o-

alquinilcetona de la siguiente forma:

o o
ﬁ CN"
R -
. T// a1 /C)\m R\fC)\Fh
\<|:/ i
e e’ N
HO R,

//IO\j HO R £ 0 — NH
R\fc Ry \f}f

c
07 “NH, o)

|
N

Complejo de Hierro = C

Figura 32. Interaccion del anion complejo con la a-alquinilcetona
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El exceso de CO favorece una segunda etapa de reaccion:

H
W ™ N+ H ”
0O H o PO
R, ¢ Ry o
i / /1 mo
R NH R NH R NH
0 0 0

=0

m c
s
A F
B \NH +:C=0: —p NH + H/O
(0]
(@]
R 0]
H =\
0 N R, QH
H

Figura 32. Formacion de la carboxilactama.
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C. Pruebas de Actividad Biologica

En la tabla 5 se sugiere una serie de abreviaturas para hacer mas facil la

identificacion de los compuestos para la realizacion de las pruebas de actividad

biologica.

Tabla 5. Abreviaturas sugeridas para los nombre de las y-Lactamas sintetizadas.

Nombre del compuesto Abreviatura
sugerida

Acido-4-Butil-2-metil-5-oxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico CL-B-M
Acido-4-Butil-2-etil-5-0x0-2,5-dihidro-1 H-pirrol-2-carboxilico CL-B-E
Acido-4-Butil-5-oxo0-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico CL-B-P

Acido-5-0x0-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-carboxilico CL-P-P

3-Butil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona L-B-M
3-Butil-5-etil-5-hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona L-B-E
3-Butil-5-hidroxi-5-propil-1,5-dihidro-2H-pirrol2-ona L-B-P
5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona L-P-P
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Tabla 6. Pruebas de actividad biolégica (antiinflamacién y antioxidante).

Compuesto DPPH Lipoperoxidacion Antiinflamacion

L-P-P

L-B-M

L-B-E

L-B-P

CL-P-P

CL-B-M

CL-B-E

CL-B-P

0.85

0.96

0.85

0.95

12.52

0.05

0.1

0.16

1.97

2.00

3.56

2.36

3.42

14.24

2.

3.54

35.95

33.94

27.77

23.65

21.60

43.76

57.68

61.43

Los valores de DPPH son expresados en porcentaje, los de lipoperoxidacion en nmol TBARS/mg de

proteina y los de actividad antiinflamatoria en porcentaje de inhibicion de edema.

La concentracion de los compuestos utilizada para realizar la prueba de TPA (Actividad

Antiinflamatoria) fue de 1umol/oreja

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
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Tabla 7. Pruebas de citotoxicidad en lineas celulares

COMPUESTO

L-P-P

L-B-M

L-B-E

L-B-P

CL-P-P

CL-B-M

CL-B-E

CL-B-P

U251

11.36

25.13

13.24

13.26

26.22

22.45

17.46

22.61

LINEAS CELULARES

PS-3 HCT-15 CHOW

21.36 6.40 18.97
23.20 6.93 9.86
20.13 5.95 10.31

15.98 12.40 9.80

28.59 3.94 1.24
29.80 9.43 0.44
12.61 4.79 0.69
61.26 14.62 1.75

K562

39.7

38.97

42.61

15.20

30.97

41.45

22.81

LINFOCITOS
NORMALES

14.60

8.98

4.60

16.80

31.18

1539

14.66

25.38

Tipos de cancer. U25 Sistema Nervioso Central (SNC), PS-3 Prostata, HCT-15 Colon, CHOW ovario
y K562 Leucemia. NOTA: La concentracion de los compuestos para las pruebas de citotocixidad

fue de 50 uM y para macrofagos murinos (% Inh NO,) fue de 100uM .
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Tabla 8. Reporte de actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA de la CL-

B-M
Muestra Dosis Edema (mg) % de Clso (umol/oreja)
(umol/oreja) (promedio + ES) Inhibicion
0 14.51+0.09 -
0.1 12.95+0.71 10.78+4.94
0.31 10.85+1.35 25.24+9.3 1.72
CL-B-M 1 8.41+1.08" 42.01+7.5
3.1 6.02+1.44" 58.48+9.95
5.62 6.62+1.44" 54,35+9.21

Los datos representan el promedio de 4-6 ratones + el error estandar de la media (e.e). Los

resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett

para aislar los grupos significativos. Los valores de p < 0.05 (*) y p > 0.01 (**) se consideraron con

diferencia estadisticamente significativa con respecto al control.
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Tabla 9. Reporte de actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA de la
CL-B-E

Muestra Dosis Edema (mg) % de Clso (umol/oreja)
(umol/oreja) (promedio + ES) Inhibicion
0 14.95+0.38
0.1 14.68+0.95 1.84+6.32
0.2 11.31+1.78 25.29+11.92
CL-B-E 0.31 8.05+0.94" 46.15+6.28 0.417
1.0 3.93+0.81" 73.74+5.42
3.1 5.30+1.09" 64.54+7.47
5.62 5.88+1.07" 60.7+7.00

Los datos representan el promedio de 4-12 ratones + el error estandar de la media (ERM). Los
resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett
para aislar los grupos significativos. Los valores de p < 0.05 (*) y p > 0.01 (**) se consideraron con
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control.
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Tabla 10.Reporte de actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA de

la CL-B-P
Muestra Dosis Edema (mg) % de Clso
(umol/oreja) (promedio + ES) Inhibicion (umol/oreja)
0 14.10+0.19 .
0.1 10.50+0.61 25.53+6.80
0.2 8.85+1.32° 37.23+7.23
CL-B-P 0.31 6.53+1.28" 53.68+7.9 0.298

1.0 4.23+0.10" 70.00+5.4
3.1 4.35+1.44" 69.14+9.65

Los datos representan el promedio de 4-10 ratones + el error estandar de la media (ERM). Los

resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett

para aislar los grupos significativos. Los valores de p < 0.05 (*) y p > 0.01 (**) se consideraron con

diferencia estadisticamente significativa con respecto al control.
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1. Analisis de las Pruebas de Actividad Biologica.

Los resultados en el estudio de antioxidantes (DPPH y Lipoperoxidacién) no
muestran valores de importancia significativa por lo cual, se descarta que estos

compuestos puedan llegar a tener un uso como captadores de radicales libres.

En lo que respecta al estudio realizado sobre lineas celulares solo dos
compuestos presentan valores cercanos al cincuenta por ciento que son la L-B-E
con un porcentaje de inhibicion cercano al 42.61% y la CL-B-M con 41.45 %,
ambas en la linea celular de cancer de leucemia. Ademas de que al ensayar estos

compuestos con linfocitos normales no afectan su crecimiento celular.
La prueba de actividad antiinflamatoria que presenta mejores resultados.

La aplicacion topica de TPA en la orejas del raton induce una prolongada
respuesta inflamatoria, asociada con un incremento transitorio en la produccion

de prostanoides.

La inflamacion cutanea es producida y mantenida por la interaccién de
varias poblaciones de células (macrofagos residentes, queratinocitos,
fibroblastos, plaquetas y células endoteliales), células que alcanzan el foco
inflamatorio por quimotaxis (neutrofilos, monocitos y linfocitos) y mediadores
proinflamatorios liberados por estas células (citocinas, prostaglandinas y

leucotrienos etc).

Los resultados obtenidos en el estudio indican que las y-lactamas que en
su estructura presentan un grupo carboxilo (COOH), poseen una actividad mayor
que aquellas que tienen un grupo hidroxilo (OH). Ademas analizando los
resultados obtenidos en un estudio de tipo estructura-actividad, es claramente
observable que al aumentar el tamano de la cadena lineal en el carbono
cuaternario, aumenta la actividad antiinflamatoria, resultado que es corroborado
en el calculo de la concentracion inhibitoria al cincuenta por ciento (ICsg).
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De igual manera al comparar los resultados de la CL-P-P y la Cl-B-P se
observa que aumenta la actividad antiinflamatoria al aumentar en un carbono la
cadena lineal alfa al grupo carbonilo. Estos resultados abren una posibilidad en el
uso de este tipo de compuestos en la terapéutica de inflamacion.

Se recomienda realizar un estudio con otros tipos de sustituyentes, tanto
en el carbono alfa como en el carbono cuaternario, para poder determinar como
se ve afectada la actividad.

El modelo de inflamacion TPA es inespecifico, ya que solo nos permite ver
si un compuesto posee actividad antiinflamatoria, pero no permite, determinar
acerca del mecanismo por el cual actia la molécula; por lo que es muy
recomendable realizar estudios, que estan fuera de alcance de este proyecto de
tesis, para conocer que tipo de mecanismo involucrado en el proceso

inflamatorio es el que se inhibe.
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VIl CONCLUSIONES

A. a-Alquinilcetonas

En RMN 'H, las senales de los hidrogenos y las cadenas alifaticas aparecen
desplazadas en un intervalo de 0.6 a 2.7 ppm dependiendo del tamano de la
cadena y de su cercania a los grupos electroatractores C=0 y C=C.

Para '*C, el nimero de senales en el espectro, correspondié en cada caso
al nimero de carbonos presentes en la molécula, ubicados de acuerdo a los

corrimientos quimicos.

Los espectros de IR mostraron las bandas de los principales grupos
funcionales en todas las a-alquinilcetonas sintetizadas. Los grupos observados
son:

El triple enlace (C=C) alrededor de 2200 cm™ el enlace (= C-H ) alrededor
de 3000 cm 'y el grupo carbonilo (C=0) entre 1670 y 1700 cm™".

De manera interesante los espectros de masas de dos compuestos
mostraron valores con el doble del peso molecular esperado. Esto puede deberse
a que las condiciones con las cuales es realizada la técnica las alquinilcetonas

tienden a dimerizarse.

El analisis espectroscopico permite concluir de forma satisfactoria que se

obtienen 4 productos necesarios para la sintesis de y-lactamas.
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B. y-Lactamas

Los estudios en el IR muestran los grupos funcionales carbonilo e hidroxilo
de las moléculas. En la espectroscopia de RMN se evidencian las senales de
proton y carbon correspondientes a los dobles enlaces, grupos carbonilo y
cadenas alifaticas en concordancia con su corrimiento quimico caracteristico.
Asimismo, fue posible la obtencion de monocristales de la especie A, lo que
permitio aplicar la técnica de difraccion de rayos X y obtener un difractograma
que confirma que, efectivamente la estructura de la y-lactama es la mostrada en

la figura A.

Al observar la formacion de a-lactamas se concluye que el hierro Il forma
una especie cataliticamente activa en este tipo de reacciones de

heterociclizacion.

Dicha especie es un complejo analogo al formado por el niquel cero. Sin
embargo, la formacion del complejo de hierro requiere de mas energia por lo que
la reaccion se lleva acabo bajo condiciones de presion y temperatura superiores

a las normales.

La identificacion del complejo de hierro esta fuera de los alcances de este
trabajo de tesis, por lo que es necesario realizar todo un estudio de investigacion
enfocado exclusivamente a la determinacion de la estructura de dicha especie.
Sin embargo, en concordancia con los resultados obtenidos se puede afirmar los

siguientes puntos:

= El complejo contendra ligantes CN” dentro de la esfera de coordinacion
= El monoxido de carbono interviene en la formacion del complejo hierro.

= El mondxido de carbono es fundamental para la carbonilacion.

Ademas de obtener las hidroxilactamas esperadas, también se pudieron

obtener las carboxilactamas.
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Del procedimiento desarrollado resulta una heterociclizacion seguida de

una carbonilacion en un solo paso de trabajo experimental.

Esto sin lugar a dudas convierte a las carboxilactamas en productos de
mayor interés, por lo que se recomienda desarrollar una linea de investigacion
para la optimizacion del proceso, para conseguir un mayor rendimiento. Al
ensayar el método con alquinilcetonas diferentes se pudo generalizar el método,

al obtenerse ocho productos diferentes.
C. Pruebas de Actividad Bioldgica

Las pruebas de actividad antiinflamatoria se presentan resultados
satisfactorios, destacando la actividad de las carboxilactamas sobre las
hidroxilactamas, asi como la tendencia de inhibicion de la actividad
antiinflamatoria cuando se aumenta el numero de carbonos en las cadenas
alifaticas. De acuerdo a la estructura de las y-lactamas, estas serian clasificadas
como Antiinflamatorios no estercidales (AINES) ya que no se parecen a las
estructuras presentadas en los antiinflamatorios esteroidales (derivados de la

cortisona) .

Los resultados sugieren que las lactamas no son buenas captadoras de
radicales libres y que no poseen una fuerte actividad citotoxica. Sin embargo,

hay que ensayar con otro tipo de sustituyentes.
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ESPECTROS DE

A.ALQUINILCETONAS
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Figura A14. Espectro de RMN °C de dec-5-in-4-ona
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Figura A16. Espectro de RMN '°C de non-5-in-4-ona
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Figura A17. Espectro de IR de 4-Butil-2-metil-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A19. Espectro de IR de 4-Butil-5-oxo-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico

Insiitule de Cuirmca, UNAM Lanoratonc oe Especiroscopia
Fl
®
L
% §ia
e
i
“ g g
e i § l
¥ 2%
L8 1
L3
£ T
== . 23
H o
® 2 5
z
11 £
HiG H
\M :
N "COOH
H
e wn - s o wa xn
Wit
[CirharorAR 200447690 Oi N Rosss CLPP__ Pelcda EGR ] [oroszeos |

Figura A20. Espectro de IR de 5-Oxo-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A22. Espectro de IR de 3-Butil-5-etil-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A24. Espectro de IR de 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona



Espectrometria de Masas
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Figura A26.Espectro de Masas de 4-Butil-2-etil-5-oxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A27. Espectro de Masas de 4-Butil-5-oxo-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A28. Espectro de Masas de 5-Oxo-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Espectro A30. Espectro de Masas de 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A31. Espectro de Masas de 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A32. Espectro de RMN 'H de 4-Butil-2-metil-5-0x0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-4cido carboxilico
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Figura A33. Espectro de RMN "°C de 4-Butil-2-metil-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A34. Espectro de RMN 'H de 4-Butil-2-etil-5-0x0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico

Figura A35. Espectro de RMN "3C de 4-Butil-2-etil-5-oxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A36. Espectro de RMN 'H de 4-Butil-5-oxo-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A37. Espectro de RMN "C de 4-Butil-5-oxo-2-propil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido

carboxilico
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Figura A39. Espectro de RMN "’C de 5-Oxo-2,4-dipropil-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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Figura A40. Espectro de RMN 'H de 3-Butil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A41. Espectro de RMN ’C de 3-Butil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona



k

A 1 l
f _L_l_ﬁ**__ FU 1E8
S ;o masasa}

i
\ 1]
el Rl

S Bt S T

X ¢ e o B 13C

i

Figura A43. Espectro de RMN "C de 3-Butil-5-etil-5-hidroxi-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A45. Espectro de RMN 1H de 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A46. Espectro de RMN "°C 5-Hidroxi-3,5-dipropil-1,5-dihidro-pirrol-2-ona
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Figura A47. 4-Butil-2-etil-5-ox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-acido carboxilico
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“Cuando emprendas tu viaje a Itaca, ruega que el
viaje sea largo, lleno de aventuras, lleno de
conocimientos...Mantén a Itaca en tu mente.
Llegar alla es tu destino final, mas no apresures
tu viaje. Es mejor dejar que dure muchos anos y
anclar en la isla cuando seas viejo, rico con lo
que habras ganado en el camino, sin esperar que
Itaca te ofrezca riquezas. Itaca te ha regalado la
hermosa travesia. Sin ella nunca habrias

emprendido el viaje”.

Homero La Odisea.
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