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INTRODUCCION

Debido a la importancia que tienen los compuestos heterociclicos en el campo
farmacéutico, se ha venido desarrollado en los ultimos afios una gran variedad de
procesos de sintesis para su obtencion, la mayor parte de ellos utilizan condiciones
drasticas de reaccion, temperaturas y presiones altas, disolventes téxicos y/o la sintesis

se efectua en varias etapas con rendimientos que van de regulares a malos.

Ahora bien, la preparacion de heterociclos reportada en este trabajo de tesis, se
realiz6 por métodos cataliticos homogéneos utilizando agua como disolvente,
condiciones suaves de reaccion, temperatura ambiente, presién atmosférica, la
separacion de los productos de reaccién es facil, ya que a medida que se forman, no
son solubles en el medio acuoso utilizado, los rendimientos son elevados y en algunos

casos cuantitativos.

En relacion con lo anterior, se propone la sintesis, en un solo paso, de 5-hidroxi-
3-pirrolin-2-onas y 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas en un

sistema catalitico acuoso de niquel y empleando condiciones suaves de reaccion.

El método de sintesis aqui utilizado nos permite realizar variaciones
estructurales, que estan relacionadas directamente con la actividad biolégica de los
compuestos quimicos, ya que pequefios cambios estructurales pueden ser suficientes

para modificar drasticamente la actividad biolégica y farmacolégica.

El interés de las 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas y de las 1,3-dimetilpirido[2,3-
dlpirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas se debe a que sus estructuras moleculares estan
presentes en diversos compuestos de origen natural y biomoleculas importantes como
la vitamina B3, prodigiosina, distamisina, ADN y ARN, por mencionar algunas; ademas,

se ha reportado que estos compuestos poseen propiedades biolégicas como



antiinflamatoria, antitumoral, inhibidora de la agregacién plaquetaria, psicotropica, y

antibacterial %5031,

Por lo anteriormente sefalado, es necesario llevar a cabo pruebas de actividad
bioldgica a los heterociclos sintetizados mediante bioensayos estandarizados, lo cual

nos permitira seleccionar los compuestos que presenten actividad antioxidante,

antiinflamatoria y/o citotoxica.



1. MARCO TEORICO
1.1. 5-HIDROXI-3-PIRROLIN-2-ONAS (y-LACTAMAS)

1.1.1. Definicion y nomenclatura

Los compuestos gue 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 amidas primarias,

secundarias o terciarias (Figura 1).

Amida primania Amida secundaria Amida terciaria
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Figura 1. Clasificacion de las amidas

Las amidas ciclicas se denominan lactamas. Estas se forman a partir de los
aminoacidos, donde el grupo amino y el grupo carboxilo se han unido para formar
la amida. Las lactamas son homologas a las lactonas. Las lactonas se consideran
como derivadas de hidroxiacidos carboxilicos y las lactamas de aminoacidos
carboxilicos, por la pérdida de agua intramolecular. La forma tautomérica de una

lactama se llama “lactima”'(Figura 2).

Butano-4-lactama Butano-4-lactima

H
N

: : .0 N\ OH

Figura 2. Forma tautomérica de las lactamas




Las lactamas se nombran como a las lactonas, y se emplea con mayor
frecuencia los nombres comunes que los nombres de IUPAC. Para las lactamas
se derivan de afiadir el término lactama al final de la raiz del nombre del acido
correspondiente. Los nombres comunes de las lactamas se forman cambiando la
terminacion —oico del aminoacido por lactama. Una letra griega designa al atomo
del carbono siguiente al grupo carbonilo que cierra el anillo®. Los sustituyentes se
nombran tal y como aparece en el acido correspondiente (Figura 3).

e}
ZT

O
HgN\/\)'\ — y + H,0
OH A

Acido 4-aminobutanoico

(Acido aminobutirico) IUPAC COMUN

Butano-4-lactama y-butirolactama

Figura 3. Deshidrogenacion de un aminoacido carboxilico y nomenclatura de las
lactamas

Las lactamas son un grupo de compuestos ampliamente utilizados como
antibidticos, principalmente las p-lactamas. Los antibidticos de la penicilina®,

contiene el anillo p-lactama de cuatro miembros cuya estructura se presenta en la

Figura 4.
H
R\’_r"\ S cH,  R=CeHsCHy (Penicilina G)
| R=CgHsCH-NH,  (Ampicilina)
0 /——N CH, sHs§ 2 (Amp
0/ R= CgH;OCH;- (Penicilina V)

HO

Figura 4. Estructura de los antibiéticos de la penicilina.

-



1.1.2. Métodos de sintesis.

El método de Farifia y col.* describe la sintesis fotoquimica en la cual
diversos derivados del pirrol y furano al ser foto-oxigenados producen las lactamas
y lactonas respectivamente, este Ultimo compuesto es transformado al producto
deseado a través de una reaccion de amondlisis bajo condiciones suaves, dando

buenos rendimientos (Figura 5).

o
; 0
R Ri
NH
R —
< 40°C i
Rt OCH i OCH;

Figura 5. Reaccion de amondlisis para producir lactamas

Beltaief y colaboradores.® reportaron la sintesis de 2-alquil-3-carbometoxi-y-

lactamas utilizando como intermediarios itaconatos.

La reaccion se lleva a cabo con una amina primaria (2 equivalentes) con
ester itaconico 3- alquilado en una mezcla de metanol agua (9:1) a temperatura
ambiente, dando como resultado la formacion diasteroselectiva de o-alquil-f-

carbometoxi-y-lactama con moderados a buenos rendimientos (Figura 6).

MeO,C, ?
- R
C¢Hs-CH,-NH,
CEHscHZ_N
CoMe MeOH-H,0(9:1), T.A.
COOMe
MeO,C
R
CgHg-HC-HN COMe

Figura 6. Sintesis de y-lactamas a partir de itaconatos



Pearsons® describe la ciclizacion de enamidas para la sintesis de una gama
de N-heterociclos biolégicamente importantes, utilizando diferentes métodos, entre
los cuales incluye el uso del hidruro de tributilino.

Una estrategia comin para formar y-lactamas trisustituidas es empleando
N-alil halo-amidas en presencia de hidruro de tributilino (Figura 7).

CO,Et
CO5Et Ph
BuSnI 1, AIBN
Tuluenn calor
OTBDPS 79% o OTBDPS

Figura 7. Sintesis de y-lactamas trisustituidas empleando N-alil halo-amidas

I=

El método de Ghelfi y col.” consiste en la reaccién de policloro-2-
pirrolidionas con metoxido alcalino en alcohol a partir de N-alil-a-percloramidas

para obtener y-lactamas o,p-insaturadas (Figura 8).

c, R
|
N
Ri
R,OH
0 RZ (R

Figura 8. Sintesis de y-lactamas o,B-insaturadas a partir de N-alil-a-percloramidas

3}111"1'1—1

Finalmente, en el método de Rosas y colaboradores® se reporta la sintesis
de 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas-3,5-sustituidas mediante la hidrocianacion de

a~—cetoalquinos catalizada por un complejo de niquel en medio acuoso.



Este método describe la reaccion de «-alquinilcetonas en un sistema
acuoso de KCN/NaQH/CO, catalizado por un complejo formado a partir de
Ni(CN).. La reaccion produce hidrolactamas insaturadas. En la reaccion las
especies cataliticamente activas [Ni(CN)]* se forman in situ en condiciones de

reaccion suaves (presion atmosférica y temperatura ambiente) (Figura 9).

R
O Ni(CN),/ NaOH/CO/KCN —
R—C=—C¢C VA _ i OH
= \ 25°C, latm
R o

Ry

L2

Figura 9. Sintesis de y-lactamas a partir de a-alquinilcetonas

La formacion de la especie anidnica’®, que es un ién complejo, se describe a
continuacion (Figura 10):

NileNy, — €9 [Ni%c0),cN] + HOOC—NH,
H,0/HO

" -

[Ni%copoN =D [ NIACORICN)] =

[ Ni%coyeny; |

4
[Ni°(eN)
Figura 10. Formacion de la especie anidnica activa

Las condiciones reductoras de la reaccion favorece el cambio de Ni*? a Ni°.



1.2. PIRIDOPIRIMIDINAS (1,3-DIMETILPIRIDO[2,3-d]PIRIMIDIN-2,4-
DIONAS 5,7-DISUSTITUIDAS)

1.2.1. Definicion

Las 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas pertenecen
a una familia de compuestos heterociclicos, cuya estructura general es 2-4-
dioxopirido[2,3-d]pirimidina con férmula condensada C;HsN3;0;, las cuales estan
dentro de un numero de compuestos biolégicamente activos que comprenden
antitumorales , antibacteriales, antiinflamatorios e insecticidas'® (Figura 11).

Figura 11. Estructura de 2-4-dioxopirido[2,3-d]pirimidina

La piridina es un andlogo aromético nitrogenado del benceno: un anillo
heterociclico de seis miembros con un atomo de nitrégeno y seis electrones pi. La
pirimidina, al igual que la piridina, es un heterociclo de seis miembros con dos
atomos de nitrégeno en posicién 1,3. Los atomos de nitrégeno son semejantes en
ambas moléculas ya que cada uno tiene un par de electrones no compartidos en
el orbital hibrido sp? en el plano del anillo aromatico (Figura 12).

Piridina Pirimidina
4 1
5 \\ 3 ﬁm 4
6 2 N N
N/ | \/ 3
] 2

Figura 12. Estructuras de la piridina y pirimidina
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Los derivados de las pirimidinas son los pilares del acido
desoxirribonucléico (ADN) y acido ribonucléico (ARN) ', mismos que constituyen
el material genético de los seres vivos. Las cuatro bases que normalmente se
encuentran en estas moléculas se dividen en dos clases: las bases pirimidinicas
que se asemejan a las pirimidinas sustituidas; y las bases puricas, que son
semejantes al heterociclo purina (Figura 13).

Pirimidina Purina
| \ N (N | \ -
) N )
N H N
NH, 0 NH; o]
R N N
[K” T ] Dy { ﬁ
N/J\O /K N ) N N/]\NH
H N o H N H 2
Citosa(C) R=H  Uracilo (U) Adenina (A) Guanina (G)
R=CH;- Tiamina (T)
BASES PIRIMIDINICAS BASES PURICAS

Figura 13. Estructuras de las bases pirimidicas y paricas del ADN y ARN

1.2.2. Métodos de sintesis.

La propuesta de Pfleiderer y col.”? para la sintesis de derivados de
pirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas consiste en la reaccion de condensacion entre 6-
aminouracilos y 1,1,3,3-tetraetoxipropano (Figura 14).




HC—(OC3Hs)2

R 2 CH, R Q
1
N | HC—(OC;Hs)z \N I X
)\ H,0, refiujo )\ P
NH
a A o N
R

R1= Alquilo

Figura 14. Reaccion de condensacion de 6-aminouracilos y
1,1,3,3-tetraetoxipropano.

Khattab y col." publicaron la sintesis de 1,3-dialquil(7-aril,fenil)-pirido[2,3-d]
pirimidin-2,4,5-trionas-7-sustituidas a partir de la condensacion térmica a 250°C de
1,3-dialquil-6-amiouracilo y acetoacetato de etilo o benzoilacetato de etilo en
difenileter, dando rendimientos entre 88% y 92%. Cuando se emplea algin
derivado del ester malonico, en lugar de acetoacetato de etilo a 220 °C, se obtiene
como producto principal las 1,3-dialquil-5-hidroxipirido[2,3-d]pirimidin-2,4,7-trionas-
6-sustituidas (Figura 15).

N R2CO-CH,CO,Et \

=
I
L]
Y
=z
—_Z

R1=CH3. CEH‘I, R2= CHa, CBH.‘]



R R
‘\N | R2CH(CO,Et), "\N | N —Re
0)\;? NH, 0)\ T |i.[ o

Ry Ry H

Ry=CHj, CgHs Rz=H, CHj, CyHs, C4Hg, CgHs, CH;CgHs, n-C4Hg

Figura 15. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas (a) e hidroxipirido[2,3-
d]pirimidinas (b) a partir de 1,3-dialquil-6-aminouracilo

Woo y col.™

reportaron la reaccion de iodouracilo con difenilacetileno en
DMF en presencia de acetato de paladio como catalizador y carbonato de potasio
como base a 120°C dando dos piridopirimidinas: una dehidrogenada y otra
deaminada con un rendimiento de 67% y 27% respectivamente. En presencia de
1 equivalente de cloruro de litio la selectividad aumento, dando un rendimiento del
93% para la primera piridopirimidina y Gnicamente se obtuvo trazas de la segunda

(Figura 16).
0
N N N(CHa)z
I
S X !
J\ | )\ + ph——=———_pp, _Pd(Ac0). KsCO, N
= DMF

Figura 16. Sintesis de piridopirimidinas a partir de iodouracilo con
difenilacetileno catalizada con acetato de paladio.



En Bagley y col."” se da a conocer un método eficiente para la sintesis de
pirido[2,3-d]pirimidinas, por medio de una adicién de Michael y una subsecuente
ciclodehidracion de 2,6-diaminopirimidin-4-onas y una gama de alquinonas a
temperatura ambiente o 60°C manteniendo en agitacién por 72 horas, en una
variedad de disolventes (acido acético, etanol, DMF o DMSO) obteniéndose
buenos rendimientos (Figura 17).

R,

o} o}
[o]
HN P — TA. 0 60°c _ HN N
72 hr
™ R, e P
HN N NH, H,N N N R,

Figura 17. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas a partir de 2,6-diaminopirimidin-4-
onas y una gama de alguinonas.

En Rosas y colaboradores™ se describe la reaccién del 6-amino-1,3—
dimetiluracilo con un a-cetoalquino sustituido usando catalisis homogénea con
niquel en medio acuoso alcalino para obtener 2,4-dioxopirido[2,3-d]pirimidinas-5,7-
disustituidas con rendimientos cuantitativos bajo condiciones suaves de reaccion
(Figura 18).

o o} R
Me
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Figura 18. Sintesis de 2,4-dioxopirido[2,3-d]pirimidinas-5,7-disustituidas a
partir de a-cetoalquinos sustituidos y 6-amino-1,3—dimetiluracilo



1.3. CATALISIS

1.3.1. Definiciéon

La catélisis es una disciplina que ha sido fundamental para el desarrollo de
la industria quimica ya que mas del 85% de los productos quimicos
manufacturados se obtienen mediante procesos que requieren el empleo de un

catalizador al menos en una de las etapas'®.

Un catalizador se define como una sustancia que quimicamente altera un
mecanismo de reaccién asi como la velocidad total de la misma, regenerandose
en el dltimo paso de la reaccion. Los catalizadores no alteran el balance
energético final de la reaccidén quimica, sino que soélo disminuyen la energia de
activacion'’(Figura 19).

Catalizador
Reactivos (R} === Productos {P}

Ea del procese
sin catalizar

Ea del procese
catalizado

Energia libre

Energia libre de
reaccion AG

Coordenada de reaccicn

Figura 19. Efecto del catalizador en la energia libre de activacion'®




1.3.2. Clasificaciéon

De acuerdo con las condiciones en las que se llevan a cabo las reacciones
quimicas es posible separar el fenomeno catalitico en dos dominios: catalisis
heterogénea en la que el catalizador forma una fase distinta al sistema reactivo,
como ocurre con los sistemas soélidos, que incrementan la velocidad de reaccién
en fase gas o, a veces, en disolucion y catélisis homogénea en donde todas las
especies cinéticamente activas, comprendido el catalizador, constituyen una

misma fase, con una velocidad de reaccion similar en todos los puntos'®.

Una de las ventajas de la catalisis homogénea frente a la heterogénea es
que se tiene un acceso mas facil al mecanismo de reaccién y por consecuencia se
puede dominar mejor el proceso catalitico correspondiente. Otra ventaja no menos
despreciable de este tipo de catdlisis es la ausencia de efectos de
envenenamiento tan frecuentes en el caso de la catalisis heterogénea, y que

obliga a tratamientos costosos de eliminacién de impurezas'®.

En los dltimos afios, se ha venido implementando la utilizacion de agua
como disolvente en catdlisis homogénea para eliminar los inconvenientes que
presentan los procesos homogéneos, cuando se usan disolventes organicos. Las
investigaciones efectuadas se han enfocado al desarrollo de nuevos catalizadores
solubles en agua y técnicas eficientes que permitan obtener de una manera
sencilla, practica y eficiente los productos deseados. La utilizacion de agua en

catélisis presenta las siguientes ventajas®:

+ Elimina el uso de disolventes polares aproticos (DMSO, DMF, efc.).

+ Se evita la desactivacion del catalizador.

+ Facilita el aislamiento de los productos ya que generalmente son
insolubles en agua.

+ Las condiciones de reaccién son mas suaves y los rendimientos de los
productos mas altos.

+ Las reacciones secundarias pueden ser eliminadas o reducidas.
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Actualmente, casi el 75% de las reacciones cataliticas industriales utilizan
catalizadores heterogéneos frente al 25% que utilizan sistemas homogéneos. Sin
embargo, en la segunda mitad del siglo XX el interés hacia la catalisis homogénea
ha aumentado notablemente de una manera paralela al desarrollo de la quimica

organometalica'® '°.

1.4. OXIDACION

El término oxidacion se aplicaba a todas las reacciones en donde el
oxigeno se combinaba con otra sustancia, de esta manera, la sustancia que
ganaba oxigeno se decia que se oxidaba, y la que lo perdia se consideraba que
se reducia. En la actualidad, los términos oxidacién y reduccion se aplican a
procesos donde hay transferencia de electrones, por lo que la oxidacion se define
quimicamente como la pérdida de electrones y la reduccién como la ganancia de
estos. Siempre que se lleva acabo una oxidacién se produce una reduccion, y
viceversa, ya que se requiere que una sustancia quimica pierda electrones y que
otra los gane.

La oxidacién en el cuerpo humano es un proceso natural que se produce
por el simple hecho de respirar, también involucra la generacién de radicales libres
que dafian las células sanas y que pueden ser neutralizados por nuestro propio
cuerpo a través de la produccion de algunas enzimas, sin embargo, cuando nos
enfrentamos a un exceso sostenido de estos y el cuerpo es incapaz de
neutralizarlos, nos vemos obligados a recurrir a cierto tipo de nutrientes que,
también, realizan esta funcién y que reciben el nombre de antioxidantes.



1.4.1. Radicales libres

La estabilidad de un compuesto quimico se relaciona con la organizacién de
la capa de electrones de su orbita externa. Normalmente un compuesto estable
tiene sus electrones apareados dos a dos.

Un radical libre se define como un atomo o molécula que poseen uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales externos. Esto lo hace muy inestable y
extraordinariamente reactivo, con una enorme capacidad para combinarse

inespecificamente, en la mayoria de los casos, con otras moléculas o atomos®'.

Los radicales libres son elaborados continuamente como un producto del
metabolismo normal de cada célula e inactivados por un conjunto de mecanismos
(unos enzimaticos y otros de atrapamiento). Existen también fuentes exégenas de
radicales libres tales como los rayos ultravioleta, rayos X, rayos gamma, iones
metalicos, medicamentos, humo de tabaco, pesticidas, disolventes industriales,
ozono, entre otros.

La reaccion mas importante en células aerobias involucra al oxigeno
molecular y sus radicales derivados. La toxicidad del Oz se explica debido a la
formacién de las especies reactivas de oxigeno (ERO), estas especies son
derivados del Oz que son mas reactivos que éste en su estado basal de triplete.
Las principales son: las especies que son producto de la ruptura o de la excitacion
del Oz, o sea, el oxigeno atémico, el ozono y el oxigeno singulete, y las especies
de oxigeno que estan parcialmente reducidas, esto es, el superdxido, el peréxido
de hidrégeno y el radical hidroxilo (Tabla 1).

Ademas de las especies de oxigeno reactivas mencionadas, en la ultima
década se ha descubierto que hay otras especies de oxigeno combinadas con el
nitrdgeno que son importantes. Tal es el caso del mondxido de nitrogeno u dxido
nitrico (NO.). EI NO es un radical porque tiene un electron desapareado. Sin



embargo, igual que el O2., al cual se parece mucho, el NO no es muy reactivo y se

puede difundir®.

Tabla 1. Especies reactivas

. Radicales o
Especies reactivas de oxigeno (ERO)
Superéxido, O3~
Hidroxilo, OH
Hidroperoxilo, HOy
Peroxilo de lipido, LOy

Alcéxido de lipido, LO

Especies reactivas de nitrogeno (ERN)
Oxido nitrico, NO*
Dioxido de nitrogeno, NOy

No radicales

Peroxido de hidrégeno, H.0,*

Acido hipobromoso, HOBr

Ozono, O3

Oxigeno singulete (O,'Ag)
Peroxidos de lipidos, LOOH
Productos de la reaccion de Maillard

Acido nitroso, HNO,

Catién nitrosilo, NO*

Anion nitrosilo, NO

Tetroxido de dinitrogeno, N2O4
Trioxido de dinitrogeno, N,O4
Peroxinitrito, ONOO"

Acido peroxinitroso, ONOOH
Catién nitronio, NO,"

* No es estrictamente un radical libre, pero por su capacidad de generar el OH™ en
presencia de metales como el hierro, se le incorpora como tal.

Se ha observado la intervencion de los radicales libres derivados del

oxigeno, como mediadores importantes de la lesion y dafio celular, no solamente

son especies quimicas altamente reactivas sino que también se involucran directa

o indirectamente en varios desérdenes clinicos tales como la aterosclerosis,

envejecimiento, cataratas, cancer y procesos de inflamacién
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1.4.2. Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que a bajas
concentraciones, en comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacién de dicho sustrato  sin perder su propia
estabilidad®.

La importancia de los antioxidantes radica en la capacidad para neutralizar
los radicales libres a los que nos exponemos diariamente. Estos actuan liberando
electrones en la sangre que son captados por los radicales libres convirtiendose
asi en moléculas estables. Recientes estudios®® han demostrado que pueden ser
la proteccion has eficaz contra el envejecimiento celular y las enfermedades

degenerativas.

De las numerosas clasificaciones de los antioxidantes, se presenta la que
los divide en exogenos o antioxidantes que ingresan a través de la cadena

alimenticia y endégenos que son sintetizados por las células (Figura 20)%.

ANTIOXIDANTES
]
EXOGENOS ENDOGENOS
« Vitamina E = Glutation
+ Vitamina C » Coenzima Q
« Belacaroteno « Acido tioctico
« Flavonoides |
Cofactor Enzimas
« Licopenos « Catalasa
+ Cobre » Superdxido dismutasa
» Cinc » Glutation
« Hierro » Peroxidasa
+ Manganeso

Figura 20. Clasificacion de los antioxidantes.
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1.4.3. Métodos para determinar la actividad antioxidante

Existen varios métodos para determinar la actividad antioxidante de una
molécula, entre los cuales se encuentra la prueba quimica del 1,1-difenil-2-

picrilhidracilo (DPPH) y la prueba bioquimica de &cido tiobarbiturico (TBA).

1.4.3.1. Prueba quimica del 1,1-difenil-2-picrilhidracilo

El DPPH es un radical libre estable que contiene un electrén impar en su
estructura (Figura 21)%.

NO,

O,N N—N

NO,

Figura 21. Estructura quimica del DPPH

Este método se basa en la medicion de atrapamiento de los radicales libres
por compuestos antioxidantes usando diferentes concentraciones del radical
DPPH. El decremento de la absorbancia se debe a que el antioxidante dona un
hidrogeno al DPPH produciendo la forma reducida DPPH-H (Figura 22). Esta
reduccién se observa a simple vista con un cambio de color del purpura al
amarillo. Un decremento rapido en la absorbancia de un compuesto antioxidante

indica que es mas potente en términos de habilidad para donar hidrégenos®.



NO, NO,

Ph

. /Ph H P .
O;N N—N + HA ———» O,N N—N\ + A
Ph Ph
NO, NO,
DPPH (Pirpura) Antioxidante DPPH-H (Amarillo) Radical libre

Figura 22, Reaccion entre el DPPH y un antioxidante (AH).

En este método la eficiencia anticxidante se mide a temperatura ambiente

eliminando los riesgos de una degradacion térmica de la molécula de prueba®’.

La concentraciéon de antioxidante necesaria para disminuir el 50% de la
concentracion inicial del sustrato (Clsg) es un parametro extensamente usado para
medir el poder antioxidante. Entre méas bajo sea el Clsy, méas alto es el poder
antioxidante?.

1.4.3.2. Peroxidacion de lipidos

Muchos de los métodos usados para determinar el estrés oxidativo se basa
en la medicién de la concentracion de los productos de la peroxidacion de lipidos
relativamente estables, generalmente acidos grasos poliinsaturados, los cuales
son susceptibles al ataque por los radicales libres. Los productos iniciales de la
peroxidacion de lipidos son hidroperoxidos diénicos conjugados. Estas sustancias
activas se descomponen en alcanos, aldehidos, alcoholes o si el acido graso
original es acido araquidonico, en isoprostanos entre otros productos (Figura 2372,
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Figura 23. Productos y caminos de la peroxidacion de lipidos



La modificacion de los acidos grasos se debe principalmente a un

mecanismo autocatalitico de radicales libres llamado autooxidacion que consiste
en tres fases™:

1. Iniciacién:
(a) RH + O,—> Re +<00H
2. Propagacion:
(b) Re+ O, —> ROO"*
(c)RH + ROOs— ROOH + Re
(d) ROOH — RO« ++0OH
3. Terminacion:
() Re+ R+ —R-R
(f) R« + ROOs—> ROOR

(g) ROO* + ROOs—> ROOR + O,

Uno de los productos, importante para nuestro estudio, resultante de la
lipoperoxidacion es el aldehido maldnico (MDA), el cual es un dialdehido de tres
carbonos con dos grupos carbonilo en posicion uno y tres (Figura 24). Hay
diferentes teorias acerca del posible mecanismo de la formacion del MDA, una de
ellas es a través de la formacion del hidroperoxido de los acidos grasos
poliinsaturados con tres dobles enlaces (trienos) o0 mas asociados con fosfolipidos.
Dhale y col®' postularon un mecanismo para la formacion del MDA en el que
demuestran que solo los peroxidos que poseen « o f insaturaciones al grupo

peroxido fueron capaces de sufrir ciclizacion a la forma final de MDA.
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Figura 24. Cambios estructurales del malondialdehido con el pH

Las sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBA), pero que
no son MDA se les conoce como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) porque:

a) Reaccionan con el TBA, cuyo espectro es idéntico al obtenido del MDA
estandar.

b) El espectro UV es idéntico con el del MDA estandara pH 7 y 2.

c) Coeluye con el MDA estandar cuando se analiza por HPLC.

d) La determinacion de la produccion de MDA por la prueba del TBA es
conveniente por el método del HPLC.

Los factores que determinan el grado y cantidad de formacién de MDA en la
peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados son: el grado de instauracion del
acido graso; la presencia de metales; pH; temperatura y duracion del
calentamiento.

El hierro cataliza la descomposicion de los hidroperéxidos de los acidos

grasos a MDA a pH y temperatura fisioldgica.

Hay varios procesos analiticos para la medicion de la oxidacion de los
lipidos. Hay métodos quimicos tales como el valor de peroxidos, prueba Kreis,
compuestos carbonilos totales y volatiles y prueba del TBA; y métodos fisicos tales



como polarografia, espectroscopia infrarroja, refractometria, fluorescencia y el
método de dienos conjugados.

La prueba del TBA se basa en la reaccion del MDA con TBA para dar un
pigmento rojo, el cual resulta de la condensacion de dos moléculas de TBA con
una molécula de MDA vy la eliminacién de dos moléculas de agua. Esta reaccion
ocurre por el ataque de la forma monoendlica del MDA en los grupos metilenos
activos del TBA (Figura 25). La intensidad del color es una medida de la
concentracion de MDA. La espectrometria visible y ultravioleta del pigmento da
una primera absorbancia maxima a 532-535 nm y una segunda a 245-305 nm>".

HS S
N_ _OH N_  _OH N_  _SH
= 0 0 S Ho =
, I - )&224( __Homyo |
N N N
= = N =
H H H C—HC==C
H H
OH OH OH

TBA Malondialdehido Pigmento TBA

Figura 25. Reaccion entre TBA y MDA .

La velocidad de reaccién del TBA con el MDA depende de la concentracion
de la solucién TBA, temperatura y pH y la intensidad méaxima del complejo rojo de
MDA-TBA se puede alcanzar a los 60 minutos en un bafio de agua hirviendo o en

15 horas cuando la reaccion procede a temperatura ambiente.
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1.5. INFLAMACION

La inflamaciéon es una reaccion local del tejido conectivo y vascular que se
desencadena a consecuencia de una lesion celular®. Los agentes que lesionan
tejidos y, por ende, suscitan la respuesta inflamatoria comprenden agentes
infecciosos y reacciones de tipo autoinmune, asi como agentes no vivientes como
traumatismo mecanico, calor, frio, radiacion y sustancias quimicas™.

Las reacciones inflamatorias generalmente se dividen en dos tipos: agudas
y cronicas. La inflamacion aguda a nivel microscopico involucra una serie de
eventos que incluye la dilataciéon de arterias, venas y capilares con un incremento
en la permeabilidad vascular, liberacion de fluidos y proteinas plasmaticas, asi
como la migracién de leucocitos polimorfonucleares hacia el area afectada. Estos
componentes explican los signos locales clasicos de la inflamacién aguda: calor,
rubor, tumor y dolor. Cuando la inflamacion aguda persiste, esta puede
desarrollarse en un proceso cronico siendo capaz entonces de producir dafo,
algunas veces ain mayor que el agente productor, por lo que es necesario frenar
dicho proceso mediante farmacos antiinflamatorios®.

1.5.1 Farmacos antiinflamatorios

Los farmacos mas conocidos y utilizados para combatir los signos de la
inflamacion son los AINEs. Por su actividad farmacologica caracteristica, con
frecuencia se autoprescriben sin control médico para aliviar dolores moderados o
para bajar la fiebre y disminuir la inflamacion, bien como farmacos solos o en
asociacion con otros. Como tienen una elevada capacidad de provocar reacciones
adversas de intensidad y gravedad diversas, su toxicidad aguda o cronica alcanza
un interés epidemiolégico y constituye un motivo de preocupacion. El farmaco
prototipo es el acido acetilsalicilico (AAS), pero en la actualidad se dispone de

numerosos farmacos que pertenecen a diferentes familias quimicas (Figura 26).
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Figura 26. Estructura quimica de farmacos antiinflamatorios no esteroideos

1.5.2. Modelos para medir la inflamacion

Se han desarrollado numerosos modelos para evaluar la actividad
antiinflamatoria tanto in vivo como in vitro. Los modelos in vitro proporcionan
informacién acerca de los posibles mecanismos de accién de los compuestos,
mientras que los modelos in vivo permiten estimar la potencia y la eficacia de los

compuestos antiinflamatorios™.
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Los modelos animales de inflamacién in vivo, pueden ser de tipo vascular,
celular, inmunolégico, asi como de proliferacion y diferenciacion. La proliferacion
epidermal puede ser facilmente estimulada en piel de animales (rata o ratén) con
aplicaciones topicas de acido araquidonico (AA) o ésteres de forbol como el
acetato de 12-o-tetradecanoilforbol (TPA) (Figura 27).

La aplicacion tépica de AA en orejas de ratén induce una respuesta
inflamatoria de vida corta paralela a la generacion de prostaglandinas vy
leucotrienos. En contraste, la aplicacion topica de TPA induce una respuesta
inflamatoria de duracién larga, asociado con un incremento transitorio de
produccion de prostanoides®.

HyC

Acido araquidénico Acetato de 12-o-tetradecanoilforbol

Figura 27. Estructura quimica del acido araquidénico y acetato de
12-o-tetradecanoilforbol

1.5.3 Oxido nitrico

Como se ha descrito, la inflamacion es un proceso patofisiolégico complejo
mediado por una variedad de moléculas producidas por los leucocitos,
macrofagos, plaguetas, etc. Los macréfagos desempenan un papel crucial en la
generacion de moléculas pro-inflamatorias como el 6xido nitrico (NO). El NO es
sintetizado por la enzima sintasa de 6xido nitrico inducible (SONi) y esta reportado
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que participa como un mediador de la inflamacién tanto aguda como crénica. Esta
molécula es un potente agente vasodilatador producido por el endotelio, participa
como regulador de la presién sanguinea y también es un constituyente toxico de
la contaminacién ambiental y el humo del cigarro, reacciona con el oxigeno para
generar especies reactivas de oxido de nitrégeno (ERON) que puede ejercer
graves efectos sobre los sistemas bioldgicos™.

Los métodos mas cominmente empleados para el analisis del NO en
soluciones acuosas son: 1) analisis de nitritos por el reactivo de Griess (1% de
sulfanilamida en 5% H3PO4/ 0.1% cloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina en agua), 2)

quimioluminiscencia y 3) analisis de nitritos con oxihemoglobina“.

Los macréfagos de ratén estimulados con lipopolisacarido (LPS) de
Escherichia coli o bien con citosina, produce grandes cantidades de NO porque
en estas células abunda la SONi. El ensayo de Griess es un método simple para
determinar la produccion de oOxido nitrico cuantificado como nitritos en cultivos
celulares®. Este reactivo adicionado al sobrenadante de los cultivos celulares
convierte el nitrito a un grupo azo purpura el cual se cuantifica fotométricamente.



1.6 CANCER

Entre las principales causas de mortalidad mundial se encuentra el cancer ,
enfermedad caracterizada por una multiplicacién incontrolable de las células que
se originan en los tejidos sin responder a los factores normales de regulacién y
por la propiedad de invadir y colonizar territorios normalmente reservados por
otras células debido a la falta de adherencia mutua entre ellas*’. El término
cancer deriva de la palabra griega ‘karkinos' que significa cangrejo porque se
adhiere a la parte que se prende de una manera obstinada, al igual que el
cangrejo. La semejanza estructural de las células cancerosas con su posible
célula de origen permite establecer diagndsticos especificos en cuanto a la fuente
y conducta potencial de la neoplasia. La neoplasia, que en latin significa ‘nuevo
crecimiento’ es una anormalidad en la diferenciacién, maduracién y control del
crecimiento celular. En general las neoplasias se reconocen por la formacion de
masas de tejido anormal (tumores).

Se definen dos clases de tumores, si las células neoplasicas permanecen
agrupadas en una masa Unica se dice que el tumor es benigno, y generalmente
hay curacion completa extrayendo la masa quirGrgicamente. Un tumor canceroso
maligno es aquel que tienen la capacidad de invadir tejidos circundantes a través
de entrar al torrente sanguineo o vasos linfaticos y formar tumores secundarios o
metastasis en otros lugares del cuerpo®.

1.6.1 Farmacos usados en la quimioterapia del cancer

La cura del cancer puede hacerse a través de extirpar quirrgicamente las
células cancerosas , la quimioterapia y la radioterapia. La primera alternativa no es
del todo segura, puesto que solo basta que queden unas cuantas células
cancerosas para que resurja la enfermedad. Cuando se emplea la quimioterapia,
generalmente los antineoplasicos son farmacos citotéxicos, los cuales se dirigen
especialmente a las células que muestran una reproduccion muy activa, como

son las células malignas; sin embargo, algunos tejidos sanos tienen una alta
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frecuencia fisiologica de mitosis (células del foliculo piloso, células epiteliales del
intestino, algunas células del sistema inmunolégico), lo que un tratamiento con
estos farmacos perjudica a estos tejidos, dando origen a los efectos secundarios
tipicos: caida del cabello, diarrea, mareo y vomito, tendencia a las infecciones,
etc. El problema en el tratamiento del cancer consiste en hallar farmacos que
destruyan las células cancerosas en forma eficaz, pero que no sean demasiado
téxicos para las células normales. En la tabla 2 se enumeran las siete clases

principales de compuestos de uso extenso en el tratamiento del cancer®.

Tabla 2. Algunos farmacos usados en quimioterapia

Clase de compuesto Ejemplo Tipo de cancer

Agentes alquilantes Melfalan Mieloma

Antimetabolitos

Analogos de purinas Mercaptopurina Leucemia mielocitica aguda

Andlogos de pirimidinas Fluorouracilo Cancer colorrectal

Analogos de folatos Metotrexato Coriocarcinoma
Antibiéticos antitumorales Doxorrubicina  Enfermedad de Hodgkin
Bl Biiaias Cisplatino Carcinoma pulmonar

Hidroxiurea Leucemia mielocitica cronica

Compuestos vegetales Vinblastina Sarcoma de Kaposi
Hormonas sexuales Estrogenos Cancer de prostata
Corticosteroides Prednisona Mieloma

Los farmacos cuya estructura es similar a los compuestos sintetizados en
este trabajo son los andlogos de pirimidinas que son diversos e interesantes
(Figura 28) y tienen en comin su capacidad de inhibir la biosintesis de
nucleétidos pirimidinicos, o imitar la accion de estos metabolitos naturales , al
grado que interfieren en funciones celulares vitales, la sintesis o la funcién de
acidos nucleicos. Medicamentos de este grupo se han utilizado para tratar
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diversos cuadros, como trastornos neoplasicos, psoriasis e inflamaciones por
hongos y virus de DNA*.

ANALOGOS DE FLUOROPIRIMIDINAS

(o] o
o HN 3 HN F
T T T
HN HOCHZO N HO—I%!'-O'-'CH e N
/L | —0— OH —D—
OH OH
5-fluorouracilo 5-fluorodesoxiuridina 5-fluorodesoxiuridin
(5-FU) (floxuridina) monofosfato

(metabolito activo)

ANALOGOS DE CISTIDINA
NH, NH3 NH;

NF N/\N N
A, A A

N N
HOCH, il HOCH, HOCH;
—0 —.| o, —0—
OH OH OH OH F
Arabinisido de citosina 5- azacitidina 2',2'-difluorodesoxicitidina
(citarabina; AraC) (gemcitabina)

Figura 28. Estructuras de los analogos de pirimidina

1.6.2. Métodos para evaluar la citotoxicidad

El término citotoxicidad es muy amplio, ya que se usa tanto para medir
efectos toxicos especificos, inhibicion del crecimiento celular, o bien muerte
celular. Dependiendo a que nivel de organizacion celular se quiera evaluar la
citotoxicidad, hay un gran nimero de bioensayos los cuales varian en complejidad,

especificidad y costo.
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Asi, se han desarrollado modelos in vitro orientados al descubrimiento de
farmacos con actividad anticancerigena en el que se mide la actividad citotoxica
o inhibidora de crecimiento sobre una amplia diversidad de lineas celulares de

tumores humanos*®.

Las pruebas in vitro proporcionan la Clsg, lo que va a servir como parametro

de selectividad y potencia respecto a los farmacos de referencia®®.

Un método colorimétrico rapido, sensible y barato en el que se mide el
contenido de proteinas celular que se adhieren a la base de una microplaca de 96
pozos utiliza sulforrodamina B (SRB), un colorante aniénico que se une a residuos
de aminodacidos basicos en células que han sido fijadas con acido tricloroacético.
El analisis con SRB proporciona un punto final colorimétrico indestructible,
indefinidamente estable y visible al ojo humano, asi, entre mayor sea la densidad
optica mayor sera el contenido de proteinas y por ende menor la inhibicion del

crecimiento celular®’.

Ademas, muchos anélisis biolégicos requieren la medicion de sobrevivencia
y proliferacion celular. Un andlisis colorimétrico versatil y cuantitativo y que se
usa cominmente para determinar proliferacion y citotoxicidad celular es el que
utiliza sales de tetrazolio como es el bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio (MTT) que se fija Unicamente a las células vivas y cuya densidad
optica se puede leer en un espectrofotémetro para ELISA®,
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2. JUSTIFICACION

El interés concerniente al estudio de las lactamas del tipo 5-hidroxi-3-
pirrolin-2-onas se debe a la presencia del anillo pirrélico, el cual forma parte de
algunos productos naturales como la vitamina B1z, prodigiosina y distamicina®®;
asimismo se ha reportado que estos compuestos presentan actividad
farmacologica como antitumoral, antiinflamatoria, inhibidores de la agregacién

plaquetaria y psicotrépica®*®'.

Por ofra parte, los derivados de las pirido[2,3-d]pirimidinas son de
importancia considerable por su sistema de anillos heterociclicos, ya que diversos
farmacos de origen natural como los antibiéticos, alcaloides, antineoplasicos, etc.
y biomoléculas como el ADN y el ARN, presentan este tipo de estructuras; ademas
se ha reportado que estos derivados poseen actividad biolégica como antitumoral,

antiinflamatoria, antibacterial e insecticida™.

Por lo anterior, en este trabajo de investigacidn se propone un método
sencillo y directo para la sintesis de los heterociclos mencionados, utilizando un
sistema catalitico de niquel en medio acuoso y se determinara si poseen actividad
antiinflamatoria, citotoxica y antioxidante. Esta Ultima prueba de realizara para
corroborar, en caso de que los productos presenten actividad antiinflamatoria y/o
citotoxica, si hay alguna relacién con la produccién de radicales libres, ya que
estos pueden ser importantes promotores de la inflamaciéon y generacién del

cancer.
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3. OBJETIVOS

Objetivos generales

> Sintetizar y evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica
de las 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas sustituidas en fa posicién 4 y 5 con

fenilo-metilo y fenilo-terbutilo.

» Sintetizar y evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica
de las 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas con

fenilo-etilo y fenilo-propilo.

Objetivos particulares

» Sintetizar 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas y 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-
2,4-dionas 5,7-disustituidas utilizando un sistema catalitico acuoso de

niquel y condiciones suaves de reaccion.

» Purificar y caracterizar los compuestos obtenidos por espectroscopia en

el infrarrojo, espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear.

» Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos sintetizados
mediante las pruebas de reduccién del 1,1-difenil-2-picrilhidracilo e

inhibicion de la lipoperoxidacién en el cerebro de rata.

> Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos sintetizados en
el modelo de edema inducido con acetato de 12-o-tetradecanoilforbol en
la oreja de ratén y mediante la inhibicion de la produccién de nitritos en

macréfagos de ratén.

» Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos sintetizados en cinco

lineas celulares cancerosas.
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4. HIPOTESIS

El empleo de un sistema catalitico acuoso de niquel y de los sustratos
correspondientes, da como resultado la sintesis, en un solo paso, de 5-hidroxi-3-
pirrolin-2-onas y 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas que
dada la estructura molecular y la informacién reportada en la literatura se espera
tengan actividad antioxidante, antiinflamatoria y/o citotdxica en los modelos de

prueba.

33



5. MATERIAL Y EQUIPO

5.1. SINTESIS QUIMICA

A Vidrio y otros

Vasos de precipitados (50, 100, 250 y 500 mL)
Embudo de separacion (250 y 500 mL)
Matraz con adaptador para burbujeo (250 mL)
Matraz Erlenmeyer (10, 50, 100 y 250 mL)
Matraz kitazato (50, 100 y 250 mL)

Embudo Buchner

Probeta (250 y 500 mL)

Pipeta graduada (1, 2,5y 10 mL)

Embudo de vidrio talle corto

Embudo Hirsh de porcelana

Columna para cromatografia

Tubos de vidrio para RMN

Tubos capilares

Agitador magnético

Espatulas de acero inoxidable

Placas cromatograficas

Soporte universal

Camara de vacio

A Sustancias

Hidroxido de sodio

Acido clorhidrico

Cianuro de niquel
Cianuro de potasio
Monoxido de carbono
a-alquinilcetonas
6-amino-1,3-dimetiluracilo
Sulfato de sodio anhidro
Silica gel para CCF

Silica gel para columna

34



A Disolventes

Acetato de etilo
Hexano
Acetona

Etanol

A Equipo

Balanza analitica (Sartorius BL 1205)

Balanza granataria (OHAUS)

Espectrometro de masas (Jeol JMs-AX505HA)

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear (Jeol Eclipse LA300)
Estufa (WTB-BINDER GOES ONLINE)

Lampara UV 254/365 nm (Spectroline ENF-240C)

Parrilla de agitacion (Cimarec 2)

Rotaevaporador (ESEVE D402-2)

5.2. EVALUACIONES BIOLOGICAS

A Vidrio y otros

Placas de ELISA de 96 pozos

Celdas de cuarzo de 1 cm

Pipetas graduadas (5y 10 mL)

Vasos de precipitados (30, 50 y 100 mL)
Reservorios de polipropileno

Puntas para micropipetas (20, 200, 1000 y 2500 L)
Instrumentos para diseccion

Tubos Eppendorf (1.5 mL)

Gradilla para tubos Eppendorf

Cajas de acrilico transparentes

Jeringas para insulina

Microjeringas Hamilton (10 pL)
Sacabocados de 7mm de diametro

A Material biolégico

Ratas macho Winstar (200-250qg)
Ratones macho de la cepa CD1 (25-30 g)
Ratones hembra Switter taconi

Lineas celulares cancerosas
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A Sustancias

1,1-difenil-2-picrilhidracilo

Buffer de fosfato salina

Sulfato ferroso

Hidroxitolueno butilado

Quercetina

Acetato de 12-o-tetradecanoilforbol
Pentobarbital sédico

Acido tiobarbiturico

Acido tricloroacético

A Disolventes

Etanol
Acetona
Dimetilsulfoxido

A Equipo

Balanza analitica (Sartorius BP 615)

Balanza granataria (OHAUSE)

Centrifuga clinica (Fisher Scientific Centrific Model 228)
Espectrometro UV-Vis (Shimadzu UV 160U y Spectronic Genesis 5)
Incubadora (Estufa de cultivo E-41)

Lector de ELISA (ELx808)

Microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415R)
Micropipetas Eppendorf (20, 200, 1000 y 2500 pl)
Pipeta multicanal Eppendorf

Agitador de placas

Homogenizador de teflén

Sonicador
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. y-LACTAMAS (5-HIDROXI-3-PIRROLIN-2-ONAS)

6.1.1. Sistema catalitico

A 50 mL de una solucion acuosa de NaOH 5N se le burbujeé monoxido de
carbono (CO) por 30 min a temperatura ambierite, posteriormente se adicionaron 2
mmol de Ni{CN),.4H,0O (366 mg), y se mantuvo en agitacién bajo atmésfera de CO
por 20 horas o hasta que resulté una solucién color amarillo claro. Pasado este
tiempo se adicionaron 15 mmoles de KCN (975 mg), resultando una solucion

naranja que se mantuvo en agitacién y atmésfera de CO por 30 min.
6.1.2. Sintesis de 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas

A la solucion anterior se adicionaron 8 mmoles de la a-alquinilcetona
correspondiente. El avance de la reaccién se siguié por CCF y al final de esta, el
producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL). El extracto se concentro
después de secar con sulfato de sodio anhidro y se purificé en placas preparativas
utilizando como sistema de elucién una mezcla de hexano-acetato de etilo en
proporcion 60:40. Finalmente el producto se recristalizé en hexano y se
caracterizd por EM, IR, y RMN.

6.2. PIRIDOPIRIMIDINAS  (1,3-DIMETILPIRIDO[2,3-d]PIRIMIDIN-2,4-
DIONAS-5,7-DISUSTITUIDAS)

Para realizar esta reaccion se utilizé el mismo sistema catalitico descrito en
la seccién 6.1.1, al cual, pasado el tiempo especificado, se le agregaron 2 mmol
de 6-amino-1,3-dimetiluracilo y posteriormente 2 mmol de la correspondiente «-
alquinilcetona. El desarrollo de la reaccion se siguié por CCF y al finalizar la
misma se neutralizé con HCI concentrado. El producto se extrajo con acetato de

etilo (3 X 30 mL) y el extracto se secé con sulfato de sodio anhidro. Se purificd por
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cromatografia en columna utilizando como sistema de elucidn una mezcla de
hexano- acetato de etilo en proporcion 90:10. Por ultimo se recristalizé en hexano

y se caracterizé por EM, IR y RMN.

6.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

6.3.1. Reduccidn del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidracilo

La actividad antioxidante de los compuestos puros se realiz6 de manera
indirecta midiendo la reduccion del radical libre DPPH mediante una técnica

espectrofotomeétrica, siguiendo la metodologia descrita a continuacion:

Se tomaron 50 ulL de la solucién problema a diferentes concentraciones
(nM) y se depositaron por cuatriplicado en una placa de ELISA de 96 pozos,
posteriormente se agregaron 150 ulL de una solucion etanolica de DPPH 133.33
uM (concentracién final de 100 uM). La mezcla se protegié de la luz y se agito
durante 30 minutos a 37°C, posteriormente se tomo lectura de la densidad optica
(DO) a 515 nm en un lector de ELISA. La actividad sobre el DPPH se expresé

como porcentaje de reduccién y se calculé con la siguiente formula:

% Reduccién = (C - E/ C)100

donde C es la DO del control (DPPH 100 uM) y E es la DO experimental (mezcla
de DPPH 100 uM méas el compuesto problema).
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6.3.2. Lipoperoxidacion

Se empled una rata macho Winstar (200-250g), la cual se coloco en una
caja de acrilico transparente a temperatura constante de 24°C, con un fotoperiodo
de 12/12 horas luz/oscuridad y con libre acceso al agua y alimento. El animal se
sacrificd por dislocacion cervical para extraer el cerebro completo, el cual se
colocd en PBS fria. Posteriormente se lavd con agua destilada, se peso y se
homogeniz6 durante 60 seg. adicionando 10 mL de PBS por cada gramo de
cerebro para producir un homogenado 1/10 p/v. El homogenado se centrifugd a
3000 rpm por 10 min. para recuperar el sobrenadante y medir el contenido de

proteinas a 280 y 205 nm, el cual se ajustd a 2.5 mg proteinas/mL con PBS.

Se incubd con agitacién por 30 min. y a 37°C en tubos Eppendorf de 1.5
mL, 400 uL (1 mg de proteina) del sobrenadante en presencia de 50 ulL del
compuesto a probar. La lipoperoxidacién se indujo adicionando 50 plL de una
solucion recién preparada de FeSO, 100 uM (concentracion final de 10 uM) y de
nuevo se incubd a 37°C con agitacién durante 60 minutos. Para determinar los
TBARS se adicionaron 500 ulL del reactivo TBA (acido tiobarbiturico y acido
tricloroacético en proporcion 1:1 en NaOH 0.05N), se agit6 y se centrifugoé a 10000
rom por 5 min. para sumergirlos posteriormente en un bafio de agua a 92 °C
durante 30 min. Finalmente los tubos se enfriaron en un bafno de hielo, se
destaparon para liberar la presién remanente y se determiné la absorbancia del

sobrenadante a 532 nm.
El BHT se us6 como control positivo. La concentracién de TBARS se

calculd por interpolacion en la curva estandar de TMP vy el resultado final se

expreso en nmoles de TBARS por mg de proteina.
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El rango de inhibicién (%) se calculd usando la siguiente formula:
Rango de inhibicion (%)= (A - A1)/ Ax 100%

Donde A es la absorbancia del control y Ay es la absorbancia de la

muestra.

Los resuitados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza de una
via (ANOVA), seguida de una prueba de Dunnet para aislar los grupos con
diferencia significativa. Los valores de p < 0.05y p < 0.01 se consideraron como

diferencia significativa con respecto al control.
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6.4. PRUEBA DE INFLAMACION (EDEMA EN LA OREJA DE RATON)

El ensayo de edema inducido con TPA se realizd empleando ratones
macho de la cepa CD1 (25-30 g). Los animales se colocaron en cajas de acrilico
transparente a temperatura constante de 24°C, con un fotoperiodo de 12/12 horas
luz/oscuridad y con acceso libre al agua y alimento. Bajo anestesia general con
pentobarbital sodico (3.5 mg/Kg, IP), en la oreja derecha se aplicaron 10 ulL de la
solucidén etandlica de TPA (0.25 mg/mL). Diez minutos después, en la misma
oreja se aplican 0.31 umoles del compuesto a probar en acetona o etanol. En la
oreja izquierda (control) sélo se aplican 10 uL de etanol y 20 uL del vehiculo con el
que se disolvid el compuesto a probar. Cuatro horas después a la aplicacion del
TPA, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical para tomar una muestra
de 7 mm de diametro de ambas orejas. El incremento del peso de la muestra
derecha con respecto a la izquierda representa el edema. La inhibicion del edema

se calculd con la formula:
% de inhibicién = [(C-E)/ C]100

en donde C representa el edema del grupo control (tratado con TPA) y E el edema

del grupo experimental (TPA mas el compuesto a probar).

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza de una
via, seguida de una prueba de Dunnet para aislar los grupos con diferencia
significativa. Los valores de p £ 0.05y p < 0.01 se consideraron como diferencia

significativa con respecto al control.
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6.5. DETERMINACION DE NITRITOS Y VIABILIDAD CELULAR

6.5.1. Aislamiento de macréfagos de raton

Se usaron ratones hembra Switter taconi de peso entre 25-30 g a los que se
les inyectd por via intraperitoneal 1 mL de una solucién de tioglicolato al 3%, tres
dias después de su administracién, los animales se sacrificaron en condiciones
asépticas y se les inyectd 10 mL de DMEN (medio de cultivo suplementado con 50
ug/mL de penicilina, 50 U/mL de estreptomicina y 5% FBS) frio en la cavidad
peritoneal, enseguida se le di6 un ligero masaje en la parte abdominal por 30
segundos y se extrajo el fluido peritoneal. Este Gltimo se centrifugd a 3000 rpm por
3 minutos, se desecho el sobrenadante (en caso necesario se lisan los eritrocitos
con agua desionizada en un volumen 1:10 y nuevamente se centrifuga) y el boton
de las células se resuspendi6é en medio para realizar la cuenta de células en una
camara de Neubaver. Se sembraron 1x10° células/mL en placas de 24 pozos. Las
placas de cultivo se incubaron durante 24 horas en una incubadora con CO; al 5%
y una temperatura de 37°C para permitir que los macréfagos se adhirieran al fondo
de las placas. Al término de este periodo se desechd el sobrenadante y se lavo

cuidadosamente tres veces con PBS.

Las células adheridas se cultivaron por 24 horas en presencia de medio que
contenia 50 pg/mL de LPS (lipopolisacarido de E. coli) con vy sin compuesto de

prueba a diferentes concentraciones.

6.5.2. Produccion de nitritos

Para la determinacién de la cantidad de nitritos se mezclé un volumen de
100ul del sobrenadante de cultivo con 100uL de reactivo de Griess (1%
sulfanilamida en 5% de H3P04/0.1% de dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina
en agua) en una placas de 96 pozos y se dejo en agitacion durante 10 minutos a
temperatura ambiente, después del cual se determiné la DO del cromoforo

formado a 515 nm en un lector de ELISA.



La concentracion de nitritos se determiné interpolando la DO obtenida en

una curva estandar de nitrito de sodio.

El experimento se realizd por triplicado y los resultados se expresaron en
lecturas de absorbancia absoluta en el cual un decremento de esta indica una
reduccion en la acumulacion de nitritos. La inhibicion de la produccion de nitritos

(1%) se calculd usando la siguiente ecuacion:

[ (%) =100 - [B x 100/ A]

donde A es la concentracién de nitritos (uM) solo con LPS y B es la concentracion

de nitritos (uM) con LPS mas la muestra.

6.5.3. Viabilidad celular (Ensayo de MTT)

Después de haber incubado 24 horas las placas de cultivo con el
compuesto de prueba se les retird el sobrenadante restante, se lavaron con PBS y
se les adicion6 450 plL de DMEN fresco y 50 uL de una solucion de MTT a una
concentracion de 5 pg/mL. Después de 4 horas de incubacion, el metabolito
colorido (formazan) se disolvid en 500uL DMSO y se trasfirieron 100uL del
formazan a placas de 96 pozos para determinar DO a 515 nm en un lector de
ELISA.

Los resultados se expresaron como lecturas de absorbancia absoluta (%
citotoxicidad) y un decremento en la absorbancia indica una reduccion en la

viabilidad celular.
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6.6. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las lineas celulares que se utilizaron pertenecen al panel del Instituto
Nacional del Cancer (NCI), las cuales fueron adaptadas al medio de cultivo RPMI-
1640 adicionado con suero fetal bovino (5%), una mezcla de antibidticos-
antimicoticos al 10% y 2 mM de glutamina. A estas lineas se les caracterizo el
tiempo de duplicacién y con ello se establecié la densidad de in6culo que se
deposita en cada micropozo como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Lineas celulares cancerosas utilizadas

i --_Organo de "Tiempo de Concentracion
Linea celular Células/pozo
origen duplicacién (hr) TCA (%)

K562 CML 19 5000 80
HCT-15 Colon 18.1 10000 50
MCF-7 Mama 256 5000 50

PC-3 Prostata 28.7 7500 50

U251 SNC 254 7500 50

(Té_/&-é_t:iao'ﬁsloroacéﬁco. CML: leucemia mieloblastica cronica, SNC. sistema nervioso central)

Con excepcion de la linea K562, las lineas restantes se adhirieron a las
botellas de cultivo y para cosecharlas se adiciond6 1 mL de 0.05% de tripsina-
EDTA. Enseguida que las células se desprendieron del sustrato plastico de la
botella de cuitivo se adicionaron 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la
tripsina. Las células en suspension se depositaron en tubos coénicos y se
centrifugaron por 3 minutos, ya formado el paquete celular se le adicioné medio de
cultivo para resuspenderlo. De esta suspensién se tomé 0.05 mL del inoculo y se
resuspendid en 0.45 mL de azul de tripano, colorante que permite contar las
células vivas. Una vez que se determiné el nimero de células por mL, se hicieron
los ajustes necesarios para depositar el indculo en un volumen de 100 pl/pozo a
la densidad antes mencionada. Cada placa se inoculd con dos lineas celulares por
triplicado y se preincubaron por 24 hr a 37°C en una atmodsfera de 5% de CO; y
100% de humedad relativa, para favorecer la estabilidad de estos antes de

adicionar las sustancias a probar.
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Para el cernimiento primario (0 anélisis para determinar si los compuestos
poseen actividad y son posibles candidatos para realizar estudios posteriores) de
los compuestos puros se probod la concentracion mas alta permitida de 100 uM.
Todas tas muestras se solubilizaron en DMSO 400 veces mas concentradas que
la concentracion a probar. Inmediatamente después de la preparacion de las
muestras en solucion se agregd 100 ul, quedando en el pozo un volumen final de
200 uL. Nuevamente la placa se incubd por 48 horas bajo las condiciones antes

mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacidon de los compuestos con las células,
estas se fijaron in situ afiadiendo 50 uL de una solucion de TCA fria al 50% o al
80% para células adheridas y en suspension, respectivamente, y se incubaron a
4°C por 60 minutos. Se desechd el sobrenadante y las placas se lavaron 5 veces
con agua desionizada y se secaron al ambiente. El tefiido de las células fijadas al
sustrato del pozo, se realizé6 con 100 uL de una solucion al 0.4% de SRB vy se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no unida se removio por
tres lavados con acido acético al 1% y se dej6 secar al ambiente. A las placas
tefiidas se les agregd 100 ul un buffer de tris y se agité por 10 minutos para
favorecer la solubilizacion del complejo; posteriormente se midid la DO en un
lector de microplacas de ELISA a una longitud de onda de 515 nm. Los datos se
procesaron obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados con el
compuesto (DOy), los tres pozos tratados con DMSO (Do) y dos pozos de testigo

(DOs). El % de inhibicion del crecimiento (%IC) se calculd con la siguiente formula:

%IC= 100 - (DO, — Dop/Do, — Do,)100

NOTA. La prueba de citotocixidad, determinacion de nitritos vy viabilidad celular se realizaron por la
M en C Ma. Teresa Ramirez Apan del Laboratorio de Pruebas Biolégicas del Instituto de Quimica

de la Universidad Nacional Autonoma de México.
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7. RESULTADOS

7.1. RESULTADOS DE LA SINTESIS QUIMICA

En la tabla 4 se presenta la correspondiente a-alquinilcetona utilizada para

la sintesis y el rendimiento obtenido para cada uno de los compuestos.

Tabla 4. Productos de la reaccidén de «-alquinilcetonas con 6-amino-1,3-
dimetiluracilo en medio acuoso alcalino y Ni(CN),-CO-KCN

—
R—CEC%
No. de

R, Producto Rendimiento

- compuestc
a-alquinilcetona /
R R,
Ph
T OH
Ph Me 62%
© N CHy
H
Ph
T OH
Ph t-Bu 56% Il
o N

Ph Et )\ | P 74% I
N N

Ph Pr )\ | _ 67% \Y
N N
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7.1.1. Anélisis espectroscopico de los productos

El analisis espectroscopico de los compuestos sintetizados se realizo a

partir de los espectros incluidos en el anexo.

7.1.1.1. 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas

3-fenil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidropirrol-2-ona ()

Solido blanco, PM 189.21, Cy4H1NO;

6\ H
2/ \5/0H
o= \N/
| CH3;
10
H
IRv (cm-1): 3202 (-OH), 3370.30 (-N-H), 1695(C=0) (Figura A1).

EM (IE), m/z (%): 189 (M+100), 174 (38) (Figura A3).

RMN 'H §(ppm): 8.63 (1H,s,N-H), 7.27-7.91 (5H,m,Ph), 5.86 (1H,s,Hs), 3.36
(1H,s,0H),1.47 (3H, s,H1o) (Figura A5).

RMN '*C 5 (ppm): 170.3 (Cy), 146.45 (Cg), 133.16 (C3 y Cg), 131.94 (Ca), 128.90-
128.81 (Cg), 127.65 (C7), 84.14 (Cs), 26.08 (C1o) (Figura AB).
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3-fenil-5-hidroxi-5-terbutil-1,5-dihidropirrol-2-ona (Il}

Solido blanco, PM 231,29, C14H17NO;

[Rv (cm-1): 3226 (-OH), 1673(C=0) (Figura A2).

EM (IE), m/z (%): 231 (M£5), 175 (100) (Figura Ad).

RMN 'H & (ppm): 8.52 (1H,s,N-H), 7.94-7.34 (5H,m,Ph), 5.78 (1H,s,Hs), 3.36
(1H,s,0H), 0.98 (9H, $,H11 12.43) (Figura A7).

RMN "*C 8 (ppm): 171.27 (Cs), 144.40 (Cs), 134.46 (C y Cg), 132.09 (C4), 128.83-
128.77 (Csg), 127.68 (Cy), 90.78 (Cs), 39.50 (C1g), 25.70 (C11,12.43) (Figura A8).



7.1.1.2. 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-disustituidas

7-etil-1,3-dimetil-5-fenilpirido[2,3d]pirimidin-2,4-diona (lIl}

Sdlido blanco, PM 295.34, Cy7H702 N3

16

‘ Ny )
O 13/14
o0
R
0/2\N/9\N/7\”/18

IRv (cm-1): 1707 y 1662 (C=0), 1588 (C=C), 1553 (C=N) (Figura A9).

EM (IE), m/z (%): 295 (M88), 294 (100) (Figura A11).

RMN 'H & (ppm): 7.44-7.41 (5H,m,Ph), 6.86 (1H,s,Hs), 3.77 (3H,s,H12), 3.35
(3H,8,H11), 2.83-2.90 (2H,m,H;7), 1.35 (3H.t,H1s) (Figura A13).

RMN "3C & (ppm): 167.5 (Cg), 160.8 (Cy), 154.5 (C4), 151.6 (Cs y C7), 139.6 (C1a),
128.0 (C14), 127.8 (C15y Cig), 120.7 (Cg), 105.8 (C1g), 31.6 (C47), 30.0 (C11), 28.4
(C12), 13.0 (C1g) (Figura A14).
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1,3-dimetil-5-fenil-7-propilpirido[2,3d]pirimidin-2,4-diona (IV)

Solido blanco, PM 309.36, Ci7H170, N3

IRv (cm-1): 1705 y 1661 (C=0), 1588 (C=C), 1553 (C=N) (Figura A10).

EM (IE), m/z (%): 309 (M%31), 281 (100) (Figura A12).

RMN 'H §(ppm). 7.43-7.40 (5H,m,Ph), 6.84 (1H,s,Hs), 3.76 (3H,s,Hs2), 3.35
(3H,5,H11), 2.83-2.78 (2H, t,Hy7), 1.88-1.76 (2H,sex,H1s), 1.0-0.97 (3H,t,H1e) (Figura
A15).

RMN 3C & (ppm): 166.4 (Cg), 160.7 (C2), 154.3 (C4), 151.6 (Cs y C7), 139.5 (Cia),
128.0 (C14), 127.8 (C15 y Cig), 121.3 (C), 105.7 (C1o), 40.4 (C47), 30.0 (C14), 28.4
(C12), 22.2 (C1g), 13.9 (C4g) (Figura A16).
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7.2. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se realizaron dos pruebas para determinar la actividad antioxidante de los

compuestos sintetizados, cuyos resultados se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de las pruebas de actividad antioxidante (DPPH vy
lipoperoxidacion)

Pruebas de actividad antioxidante
Compuesto " % de inhibicion

% de reduccién del DPPH ) de_l_? ..
Lipoperoxidacion

1uM 10uM 100uM 100pM

6.250+£0.0071  25.12+0.0019 89.490+0.0007 2.090+0.0690

Il 0.637+£0.0067  0.371+0.0055 1.485x0.0014  10.710+0.1405

n -3.640+0.0014  0.430+0.0012 3.160+0.0016  8.040+0.0505

v -1.040+0.0029  0.820+0.0100 -0.490+0.0073  3.320+0.0415

Los resuitados representan el promedio de tres repeticiones + ES.

E! compuesto | fue el Unico que presentod actividad antioxidante en DPPH

por lo que se le realizd una curva (tabla 6).
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Tabla 6. Reduccion del DPPH por el compuesto |

Concentracion

% de reduccién del

(uM) del DPPH Cleo
compuesto |
3.16 15.1646+1.1860 _
5.62 25.5796+2.4636"*
10 39.0263+3.4536*
17.78 55.17967+3.5584* 14.69+2.06 pM
31.62 74.7557+3.8946*
56.23 83.7883+4.9043*
100

91.0023+1.2828*

Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes + el ES.
* Grupos significativos, p<0.01 comparado contra el grupo control mediante un
analisis de ANOVA seguida de una prueba de Dunnett

{
En esta prueba se usé como referencia el a-tocoferol cuyos resultados se

presenta en |la tabla 7.

Tabla 7. Reduccion del DPPH por el a-tocoferol

Concentracion

% de reducciéon del

] co(ril\st]:sii)l - DPPH Clso_

3.16 9.931045.6752

5.62 11.2960+1.4922

10 20.00860.5822*
17.78 29.702341 3428 28.40+2.62 uM
31.62 52.3176+2.6316*
96.23 81.5090£6.2928"

100

92.2343+0.9463"
Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes * el ES.

* Grupos significativos, p<0.01 comparado contra el grupo control mediante un
analisis de ANOVA seguida de una prueba de Dunnett

En la figura 29 se muestra una grafica en donde se compara la curva del
compuesto | y el a-tocoferol.



100
E *
90 * —
80 Rl /i : ’
- - =
o 1 -
< /E/ /
I . i
g 60 2/ 4
D ol
— 50 -
g P71 . .
c 40
i) 1
8 304 * IC ,(promedio+/-ES)
=] g Sow ®  Compuesto | 28.40 +/- 2.62
8 20+ ;/ ®  a-Tocoferol 14.69 +/- 2.06
1 4 i
10+ }{ * p<0.01 prueba de Dunnett
0 T T T v T g T T T
0 20 40 60 80 100

Concentracion (pM)

Figura 29. Comparacion de la reduccion del DPPH por el compuesto | y el a-
tocoferol

Para la prueba de lipoperoxidacion se uso como referencia el BHT. En la
tabla 8 se muestra el por ciento de inhibicién de la lipoperoxidacién a diferentes

concentraciones.

Tabla 8. Inhibicion de la lipoperoxidacion por el BHT

Concentraciéon de

BHT Inhibicion de Iaolipoperoxidacic')n Clso
(uM) () o
3.16 0.45+2.75

4.22 0.98+2.04

5.62 4.51£1.18

7.50 8.16£1.78 12.86+0.64
10.00 23.98+6.41*

13.34 54.99+7 25" uM
17.78 82.15+6.98"

23.71 90.27+£2.51*
31.62 91.56+1.93*

Los datos representan el promedio de cuatro experimentos independiente + ES

* p < 0.05 comparado contra el grupo control mediante una ANOVA seguida de una
prueba de Dunnett.
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7.3. RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Para determinar si los compuestos poseian actividad antiinflamatoria, se
realizd un cernimiento de éstos a una concentracion de 1pmol/oreja como se
muestra en la tabla 9

Tabla 9. Inhibicion del edema inducido por TPA (Cernimiento)

Compuesto Edema Inhibicién del edema
(1pmol/oreja) (mg) (%)
l 11.15£1.129 26.26
I 4.10+0.864 52.55
Il 4.931+0.978 63.52
v 14.20+1.856 7.94

Los datos representan el promedio de 4 ratones = ES del edema.

Los resultados se sometieron a un andlisis de ANDEVA seguido de una prueba de
Dunnett para determinar la diferencia significativa con respecto al control, p < 0.05.
Todos resultaron significativos.

Dos de los compuestos analizados, el | y el IV, resultaron tener una
actividad antiinflamatoria considerable a 1uM por oreja, por lo que se les realizd
una curva estandar utilizando concentraciones por arriba y por debajo de esta

para determinarla Clsg como se muestra en la tabla 10y 11.

Tabla 10. Curva dosis-respuesta de la inhibicion del edema por el compuesto |/

Compuesto Concentragic’)n Edema Inhibicic’)nodel Clso

o - {umoliargia) (mg) ... _edema (%) S
0 14.36 0.54 -
0.1 14.07+1.07 2.00
0.31 12.58+1.11 12.39 _

Il 0.693 umol/oreja

0.56 7.97£1.91* 4447
1 6.31+£0.86™* 56.03
1.78 2.9+0.55* 79.80

Los valores representan el promedio de cuatro animales + ES. Los datos se analizaron mediante
una ANOVA seguida de una prueba de Dunnett y los valores de p < 0.05 () y p < 0.01 (**) se
consideraron como diferencia significativa con respecto al control.
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Tabla 11. Curva dosis-respuesta de la inhibicidn del edema por el compuesto il

Compuesto Concentracion Edema Inhibicion del Cle
{umolforeja) (mg) edema (%)
0 14.62x1.11 -
0.1 11.10£0.66 24.10
[ 0.31 8.33+0.97* 43.02 0.6084 pmol/oreja
1 7.25+1.42* 50.43
1.78 4.60+1.63* 68.55

“Los valores representan ef promedio de cuatro animales + ES. Los datos se analizaron mediante
una ANOVA seguida de una prueba de Dunnett y los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se
consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

Para complementar la prueba de actividad antiinflamatoria se evalud la
capacidad de los compuestos para inhibir la produccion de nitritos en macrofagos
murinos a una concentracion de 100 uM. Los resultados se muestran en la tabla
12.

Tabla 12. Inhibicién de la produccién de nitritos y de crecimiento de macréfagos
murinos.

Compuesto [NO3] Inhibici?or/l)de NO, Inhibicidn d(eoz):recimiento
ssoss  dowemzn 270w
Il 24.36+0.75 21.53+3.71 -24.80x0.73
i 25.55+3.01 37.63+0.99 27.14+1.06
\Y 20.54+0.06 24424552 63.50+5.37

“Los datos representan el promedio de tres experimentos independientes % ES.
El porcentaje de inhibicion de la produccién de nitritos esta dado con base al maximo porcentaje de
inhibicion que produce ta aminoguanidina (33.84%+3.5, p<0.05)
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7.4. RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD

Se determiné la actividad citotdxica de los compuestos en cinco lineas

celulares a una concentracion de 50uM, usando como control positivo el 5-

fluorouracito, los resultados de esta prueba se muestran en {a tabla 13.

Tabla 13. Actividad citotéxica en cinco lineas celulares cancerosas y en células

normales
Compuesto Linea celular
MW U2st pca ke HCTas  mcry  Linfoctos
NA NA NA NA NA -2.01
Il NA NA 22.39+0.2 NA 7.90+1.8 10.56
m 12.86+2.2 NA NA 11.8542.1 42.17+1.1 -6.05
\Y 25.09+0.6 NA NA 3.13+0.6 34.02¢3.5 12.76
S-flucrouracilo 40.61+2.1 28.62+2.5 68.70+1.8 62.5846.4 63.96£3.0 ND

Los valores representan el promedio del porcentaje de inhibicion de tres repeticiones independientes * ES.
U251: SNC, PC-3: préstata, K562: leucemia, HCT-7: colén, MCF-7: mama.

NA: no activo
ND: no determinado
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Segun lo analizado en la literatura, las rutas sintéticas de los compuestos
del tipo 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas y de los derivados de las pirido[2,3-
d]pirimidinas, son dificiles de obtener, ya que la mayor parte son procedimientos
que utlizan temperaturas y presiones elevadas, usan catalizadores de altos
costos, disolventes organicos toxicos, sustratos de partida més dificiles y
laboriosos de obtener, ademas de que presentan diversas etapas de reaccion con
largos periodos de tiempo y aunado a esto, los rendimientos de produccion son

bajos.

Es por lo anterior que el método implementado para la obtencién de 5-
hidroxi-3-pirrolin-2-onas  y  1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas ~ 5,7-
disustituidas resulta ser novedoso, debido a que estos productos se obtuvieron de
manera rapida, directa y con rendimientos por encima del 50% como se muestra
en la tabla 4. La reaccion para obtener este tipo de productos procede a
temperatura ambiente, presion atmosférica y utilizando un sistema catalitico de
niquel en medio acuoso, ademas de que las reacciones proceden en una sola

etapa, es decir, que todas las transformaciones quimicas se realizan in situ.

El mecanismo de reaccién que se propone para las 5-hidroxi-3-pirrolin-2-
onas comprende la adicién de HCN, dado por la especie activa del catalizador de
niquel [Ni® (CN)4 J* (1), al triple enlace de las c-alquinilcetonas (2), con una
posterior hidrolisis de! grupo nitrilo hasta la amida, generando de esta manera, el
correspondiente compuesto 1,4- dicarbonilico insaturado(3), el cual finaimente
cicliza a la 5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas (4) como se muestra en la figura 30; todo

esto se lleva a cabo en el mismo medio de reaccion.
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Figura 30. Reaccién de una a-alquinilcetona con el complejo de niquel para
producir  5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas

Para la sintesis de las 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas 5,7-
disustituidas se propone un mecanismo de reaccion (Figura 31) que comprende en
primer paso una adicion tipo Michael de la especie anidnica de Ni° (1), sobre el
triple enlace de la a-alquinilcetona® (2), promoviendo asi la activacién del doble
enlace conjugado remanente, el cual es seguido de un ataque por el grupo
enamina (4) por una secuencia de adicién-eliminacion, regenerando el catalizador
y generando una cetoamina. Finalmente, hay un ataque al carbonilo (6) por el
grupo amino de la enamina presente y una subsecuente deshidratacion vy

aromatizacioén (7).
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Figura 31. Mecanismo de reaccién de la sintesis de 2,4-dioxopirido{2,3-
dlpirimidinas-5,7-disustituidas

Es importante mencionar que una de las desventajas de esta metodologia,
es la reaccién de competencia de la carbonilacion de las o-alquinilcetona que
producen las correspondientes lactamas. Esto fue disminuido, asegurando la
adicién primaria del 6-amino-1,3-dimetiluracilo seguida de la adicion de la a-
alquinilcetona, ademas, para obtener buenos rendimientos es fundamental que el

6-amino-1,3-dimetiluracilo se disuelva totalmente en el medio de reaccion

La pureza de los compuestos se identifico, primero, de la manera mas
simple mediante el uso de CCF, en cuya revelacién al UV a 254 nm aparece una
sola mancha. Posteriormente se realizaron pruebas espectrométricas vy
espectroscopicas para caracterizar cada uno de los compuestos y verificar su

pureza.



Los espectros de masas para cada uno de los compuestos muestran un
pico a m/z 189 (1), 231 (1), 295 (lll) y 309 (IV), los cuales indican el peso molecular

esperado mediante la asignacién del ion molecular.

Los espectro de IR para los compuestos | y Il muestran, respectivamente,
una banda intensa en 1695 y 1673 cm™ que se asigné a la absorcion de los
enlaces C=0 y una banda en 3202 y 3226 cm™* que corresponde a la absorcion de

los enlaces —OH.

Para los compuestos Il y IV se observan, respectivamente, una banda
intensa en 1707 y 1705 cm™ que se le asigno a la absorcién de los enlaces C=0,
una en 1588 cm™ asignada los enlaces C=C y una banda en 1553 cm™ para los

enlaces C=N.

En los espectros de RMN *H, para los compuestos | y I, presentan
respectivamente, una sefal simple en 8.63 y 8.52 ppm que integran para un
proton y se asignaron al hidrégeno del nitrbgeno; una sefial multiple en 7.27-7.91 y
7.94-7.34 ppm que integran para 5 protones del grupo fenilo; una sefal simple en
5.86 y 5.78 ppm que integra para un hidrégeno correspondiente al Cs4; una sepal
simple en 3.36 ppm que integra para un protén asignada al hidrégeno unido al
oxigeno; finalmente, para el compuesto |, una sefial simple en 1.47 ppm que
integra para 3 protones correspondientes a los hidrogenos del Cip, y para el
compuestos Il una senal simple en 0.98 ppm que integra para 9 protones

correspondientes a los hidrégenos de los C11.12.13.

Para los compuestos Il y IV, presentan respectivamente, una sefial multiple
en 7.44-7.41 y 7.43-7.40 ppm que integran para 5 protones del grupo fenilo; una
senal simple en 6.8 ppm que integran para un protdn correspondiente al
hidrégeno del Cg; una sefial simple en 3.7 ppm que integra para 3 protones
correspondientes a los hidrogenos de! Cyp; una sefal simple en 3.35 ppm que

integra para 3 protones correspondientes a los hidrogenos del Cy4; una sefal
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multiple en 2.83-2.9 ppm que integra para 2 protones correspondientes a los
hidrogenos del C17; para el compuesto IlI, una sefial triple en 1.35 ppm que integra
para 3 protones correspondientes a los hidrogenos del C1g y para el compuesto 1V,
un sextuplete en 1.88-1.76 ppm que integra para 2 hidrégenos correspondientes a
los hidrogenos del Cig y un triplete en 1.0-0.97 ppm que integra 3 protones

correspondientes a los hidrogenos del Cq.

Los espectros de RMN "*C para los compuestos | y Il muestran sefiales
caracteristicas. A campo bajo, entre 170.3 y 171.2 ppm, respectivamente,
aparecen sefiales que corresponden al carbono del grupo carbonilo que se
encuentra en la posicion dos; la sefial en 133.16 y 134.46 ppm se asignaron a los
carbonos en la posicion 3 y 6; la sefial que aparece en 131.94 y 132.09 ppm se
asigno al C4. El conjunto de sefiales que aparecen entre 144 Y 127 ppm se les
asignaron a los carbonos del grupo fenilo, C75¢ y al Cs se le asignoé la sefal que
aparece en 84.14 y 90.78 ppm. Los carbonos de los grupos alquilo aparecen

desplazados a campos altos.

Para los compuestos Il y IV las sefiales que aparecen en campos bajos,
entre 160.7 y 167.5 ppm, corresponden a los carbonos de los grupos carbonilo
que se encuentran en las posiciones 2 y 4. Otras sefiales caracteristicas son las
que corresponden a los grupos metilo que estan unidos a los nitrégenos uno y tres
y aparecen entre 30.0 y 28.4 ppm respectivamente. Los carbonos del fenilo,
aparecen entre127.8 y 139.5 ppm, el carbono en la posicién 9 aparece en 167.5y
166.4 ppm y el carbono de la posicién 10 aparece en 105.7 ppm. Finalmente, los

carbonos de los grupos alquilo aparecen desplazados hacia campos mas altos.

Con respecto a los estudios biologicos, los resultados muestran que en la
prueba antioxidante con DPPH, unicamente el compuesto | resulté tener una
actividad antioxidante considerable a una concentracion de 100 pM, por lo que a
este compuesto se le realizd una curva dosis-respuesta para determinar la Clso,

cuyo valor fue de 14.69 uM. Para esta prueba se utilizé como control positivo el o-
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tocoferol o vitamina E, que es un antioxidante muy conocido y cuya Clsg es de
28.40 uM. La comparacioén de las curvas dosis-respuesta y del Clsp del compuesto
| contra el control, revelan que el compuesto | presenta mayor poder antioxidante
que el control, ya que se necesita practicamente la mitad de este producto para

reducir a un mismo porcentaje el DPPH.

La capacidad como atrapador de radicales libres del compuesto |, se
plantea que esta dado por el nitrégeno. Para que pueda ocurrir la donacién de un
electron de este compuesto, el grupo hidroxilo toma el hidrégeno que esta
formando enlace con el nitrégeno y sale como agua, formandose un doble enlace

entre el nitrdgeno y el carbono 9.

Los compuestos II, Il y IV no muestran valores de importancia significativa,

por lo que se descartan como posibles captadores de radicales libres.

Por otra parte, en la prueba de lipoperoxidacion ninguno de los cuatro
compuestos resulto tener actividad antioxidante, ya que el porcentaje de inhibicion
a 100 puM fue menor al 15% , lo cual, al compararlo con el control positivo, BHT, la
actividad de estos compuestos fue insignificante porque el control presenta una
Clso de 12.26 uM obtenida de una curva estandar cuyas concentraciones fueron

desde 3.16 a 31.62 uM.

Con estas dos pruebas para determinar actividad antioxidante, se
comprueba, en el caso del compuesto |, que las moléculas no interaccionan de la
misma manera en un sistema quimico (DPPH) que en un sistema biologico

(lipoperoxidacion).

En lo que respecta a la prueba de inflamacion, al realizar el cernimiento
para los dos grupos de compuestos a un umol por oreja, resultaron tener actividad
los compuestos Il y IIf con un porcentaje de inhibicion del edema mayor al 50%,

es por ello que a estos compuestos se les realizé una curva dosis-respuesta para
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determinar su Clsg, cuyos valores fueron 0.693 umol/oreja y 0.6084 pmol/oreja
respectivamente. Se sabe que la accion del TPA en la induccion de la inflamacion
por aplicacion tépica no esta bien definida, pero hay evidencias de que incrementa
los niveles de prostanoides formados a partir del acido araquidénico, los cuales
estan asociados con el edema. Por lo anterior, se piensa que estos compuestos
actuan inhibiendo la produccion de prostanoides, disminuyendo asi, el edema
producido por el TPA en la oreja del ratén; aunque este modelo es inespecifico
debido a que solo da informacién acerca de si un compuesto posee o no actividad
antiinflamatoria y no da informacién acerca del mecanismo por el cual actia la
molécula, por lo cual se recomienda realizar estudios, a los compuestos activos,
para conocer el tipo de mecanismo que esta involucrado en la inhibicion del

edema.

En la prueba de inhibicién de la produccion de 6xido nitrico, los compuestos
I, 'y IV presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 20%, pero lll y IV
inhiben el crecimiento de los linfocitos normales al 27.14 y 63.50 %
respectivamente, por lo que no se puede decir que inhiben la produccién de 6xido
nitrico ya que matan a las células provocando la disminucién de este. Sin
embargo, el compuesto I, que inhibe la produccién de nitritos en un 21.53%,
permite el crecimiento de las células en un 24.80%, por lo que se dice que este
compuesto es ligeramente activo en la inhibicién del éxido nitrico, a una
concentracion de 100 pM. Esto indica que la actividad puede estar relacionada con
la enzima sintasa de éxido nitrico inducible (SONi), pero probablemente también
con la produccién de prostanoides por su actividad en la inhibicién del edema por
TPA.

En lo que respecta a la prueba de citotoxicidad, ef compuesto |, resulté no
activo en las cinco lineas celulares cancerosas. EI compuesto Il es ligeramente
citotoxico para la linea K592 y MCF-7, ya que inhibio el crecimiento en un 22.39 y

7.9 % respectivamente, pero es tdxico en un 10% para los linfocitos normales.
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Los compuestos Il y IV presentan los porcentajes mas elevados de
citotoxicidad en dos lineas celulares cancerosas. En la linea U251 estos
compuesto muestran un porcentaje de citotoxicidad del 12.86 y 25.09 % y en la
linea MCF-7 y 42.17 y 34.02 % respectivamente, pero en este caso el compuesto
[l se considera que posee una mayor selectividad puesto que no es toxico para
las células normales, en cambio, el compuesto IV es toxico en un 12.76% para

estas células.

Para esta prueba se utilizé como control positivo el 5-fluorouracilo, que al
comparar sus porcentajes de citotoxicidad en las diferentes lineas celulares con
los resultados obtenidos de los compuestos, ninguno se acerco lo suficiente como
para considerarlos potencialmente activo, ademas de que no se obtuvo ni el 50%

de actividad por lo que no se pudo calcular Clsg.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvieron con rendimientos cuantitativos y bajo condiciones suaves de
reaccion  5-hidroxi-3-pirrolin-2-onas y 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas
5,7-disustituidas empleando un sistema catalitico homogéneo de niquel en medio
acuoso, las cuales presentaron actividad biolégica interesante como antioxidante,

antiinflamatoria y citotoxica.

El compuesto que presentd actividad antioxidante en DPPH fue el 3-fenil-5-
hidroxi-5-metil-1,5-dihidropirrol-2-ona, cuyo poder antioxidante fue mayor
comparado con el a-tocoferol. En la prueba de lipoperoxidacion ninguno de los

compuestos analizados presentaron actividad.

La 3-fenil-5-hidroxi-5-terbutil-1,5-dihidropirrol-2-ona y la 7-etil-1,3-dimetil-5-
fenilpirido[2,3d]pirimidin-2,4-diona resultaron tener actividad antiinflamatoria en la
prueba con TPA, ademas de que la segunda resultdé ser ligeramente citotoxica
para células cancerosas de mama, pero no para células sanas, lo que resulta
interesante para desarrollar estudios posteriores en busca de la sintesis de
moléculas semejantes, que puedan tener mayor actividad biologica y, por tanto,

transformarse en nuevos farmacos.
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ESPECTROS DE y-LACTAMAS
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ESPECTROSCOPIA EN EL INFRARROJO
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Figura A1. Espectro de IR de 3-fenil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidropirrol-2-ona
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Figura A2. Espectro de IR de 3-fenil-5-hidroxi-5-terbutil-1,5-dihidropirrol-2-ona
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ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Figura A4. Espectro de masas de 3-fenil-5-hidroxi-5-terbutil-1,5-dihidropirrol-2-ona
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ESPECTROMETRIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR, 'HY **C
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Figura A5. Espectro de RMN 'H de 3-fenil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidropirrol-2-ona
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Figura A6. Espectro de RMN *C de 3-fenil-5-hidroxi-5-metil-1,5-dihidropirrol-2-
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Figura A7. Espectro de RMN 'H de 3-fenil-5-hidroxi-5-terbutil-1,5-dihidropirrol-2-
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ESPECTROSCOPIA EN EL INFRARROJO
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Figura A9. Espectro de IR de 7-etil-1,3-dimetil-5-fenilpirido[2,3d]pirimidin-2,4-diona
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Figura A10. Espectro de IR de 1,3-dimetil-5-fenil-7-propilpirido[2,3d]pirimidin-2,4-
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Figura A11. Espectro de masas de 7-etil-1,3-dimetil-5-fenilpirido[2,3d]pirimidin-
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Figura A12. Espectro de masas de 1,3-dimetil-5-fenil-7-propilpirido[2,3d]pirimidin-
2,4-diona
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Figura A14. Espectro de RMN *C de 7-etil-1,3-dimetil-5-fenilpirido[2,3d]pirimidin-
2,4-diona

81



Teear:

- i
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