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A nivel mundial, el cancer cérvico-uterino es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas en la mujer;' sin embargo, gracias a la citologia y a la histopatologia se le puede
detectar y tratar oportunamente, reduciendo el impacto de esta enfermedad. Actualmente se
cuenta con vacunas que pueden disminuir este tipo de cancer, especialmente en paises en vias
de desarrollo, donde no hay una cultura de prevencion. En estos paises, como es el caso de
México, aln se presentan casos de cancer cérvico-uterino en etapas avanzadas, que sélo
pueden ser tratados por cirugia, radioterapia o quimioterapia, y se sabe que dichos

tratamientos son muy agresivos, por lo que deterioran la calidad de vida de la paciente.

Es conocido que los fdrmacos empleados en la quimioterapia no discriminan en su totalidad
entre células normales y células cancerosas, llevando a una pérdida en la homeostasis del
organismo, ya que se eliminan células normales ademds de las tumorales. Por lo antes
mencionado, se hace necesario el desarrollo de nuevos compuestos con mayor selectividad

hacia las células malignas.

Aunque hay reportes que describen el efecto carcinogénico de la capsaicina (figura 1a),’
compuesto que le da el efecto pungente a los frutos del género Capsicum, se ha informado que
presenta efecto citotdxico en diversas lineas tumorales humanas, como las de epitelio
branquial (BEAS-2B), adenocarcinoma de epitelio alveolar (A549), hepatoma (HepGZ)3 y en
células de glioma (C6),* ademds induce apoptosis en células de leucemia (HTLV-1)° y de
préstata (PC3).t Aunque la capsaicina presenta grandes cualidades como agente antineoplasico,
no ha sido implementado su uso debido a sus propiedades irritantes, por lo que se han buscado
analogos sintéticos que conserven la actividad bioldgica, pero dejando de lado la alta pungencia
y el dificil manejo; es por ello que en 2005 se reportaron dos nuevos compuestos, rinvanil
(figura 1b) y 12-fenilacetilrinvanil (FAR) (figura 1b),” anélogos de capsaicina, los cuales

presentan muchas de las cualidades terapéuticas de ésta sin el inconveniente de ser pungentes.

El desarrollo de compuestos con actividad antineoplasica y alta selectividad para discriminar
entre las células normales y las malignas asume un papel de gran importancia, por lo que el
presente trabajo describe la sintesis de una nueva amida diazabiciclica andloga a FAR, que

sustituye el fragmento de vainillilamina, presente en este compuesto, por el sistema (15,45)-2-
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metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (figura 1c) y su evaluacidon preliminar como agente

antineoplasico en lineas celulares tumorales de cérvix CaSki, Hela y ViBo.®
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Figura 1. Estructuras de: a) Capsaicina; b) rinvanil y FAR (respectivamente); c) Amida diazabiciclica
andloga a FAR.
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2. FUNDAMENTACION TEORICA
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2.1 Cancer

Cancer, del latin Karikinos que significa cangrejo, es el término adoptado para definir el
desequilibrio de la division y crecimiento celular, caracterizado por la pérdida de la homeostasis
entre la proliferaciéon y muerte celular; presenta interacciones complejas que intervienen en la
conducta de las células y en su informacién genética, lo que modifica el correcto
funcionamiento de los mecanismos reguladores del ciclo celular, diferenciacién y muerte (figura

2).°

Figura 2. a) divisién celular normal; b) ciclo celular normal, muerte de célula dafiada; c) reproduccion
descontrolada de células dafiadas (células neoplasicas).™

El cancer es una enfermedad que se manifiesta en cualquier tejido u érgano, y que por la
manera en la que se desarrolla es un proceso multifactorial, en el cual intervienen factores de

tipo:

e Bioldgicos, entre los cuales se encuentran los agentes infecciosos, como virus vy
bacterias.

e Quimicos, entre los que se pueden mencionar sustancias cancerigenas como el benceno
asi como la contaminacién ambiental.

e Fisicos, entre los cuales se encuentran la radiacién ionizante, los rayos UV, etc.

Todos estos factores muestran una caracteristica en comun, provocan cambios en el genoma,
sin embargo, la mayoria de los canceres requiere de multiples mutaciones para que se

11
desarrollen.
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El cancer es una enfermedad degenerativa e invasiva. En algunos casos las células del tumor
primario migran hacia otros sitios dentro del sistema donde se estan desarrollando; a este
proceso se le llama metdstasis, donde se producen tumores secundarios. En el proceso de
desarrollo de un tumor secundario por una via linfatica o sanguinea, la célula maligna que se
desprende del tumor primario y coloniza un érgano donde se ancla, no lo hace de manera
aleatoria, sino que depende de la naturaleza del tejido invadido. La metastasis se facilita si las
células tumorales producen factores de crecimiento y de angiogénesis, que es la induccion del

crecimiento de vasos sanguineos que proveen de nutrientes al tumor.*?

La malignidad o benignidad del tumor radica en que los tumores clasificados como benignos se
limitan o encapsulan, y no invaden ni producen metastasis. La mayoria de los canceres forman
tumores, pero algunos, por el linaje celular de su origen no lo hacen, por ejemplo las leucemias.
Todo esto se desarrolla por la interaccién de factores ambientales, asi como inmunoldgicos y
genéticos especificos de cada individuo, por lo que las anormalidades genéticas pueden variar

entre los distintos tipos de cancer.”
2.1.1 Clasificacion
El cancer se puede clasificar a partir del tejido y el tipo de célula en el cual se origina:

e Leucemias y linfomas: Son el cancer de los tejidos formadores de las células sanguineas,
producen inflamacién de los ganglios linfaticos, invasién del bazo y médula dsea, y
sobreproduccién de células blancas inmaduras.

e Sarcomas: Se encuentran en tejido conectivo, como huesos, cartilago, nervios, vasos
sanguineos, musculo y tejido adiposo.

e Carcinoma: Se encuentran en tejido epitelial, como la piel o en los epitelios que revisten

. . 1
cavidades y 6rganos.*

2.1.2 Incidencia

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informd que una de las principales causas de
muerte en el mundo durante 2008 fue el cancer, con 7.6 millones de casos, lo cual equivale al
13% de todas las muertes a nivel mundial, de las cuales mas del 72% se registran en paises de

ingresos bajos y medios, principalmente por cdncer de pulmén, estdmago, higado, colon vy
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mama.™ En México durante 2009, murieron 65 de cada 100 mil personas a consecuencia de

tumores malignos.*®

Se prevé que entre 2007 y 2030, aumentard 45% la mortalidad por cdncer a nivel mundial, pues
se estima que pasara de 7.6 a 11.5 millones de defunciones por afio, resultado del crecimiento
demogréfico y el envejecimiento de la poblacion; ademas, se estima que durante el mismo

periodo el nimero de casos nuevos de cancer aumentara de 11.3 a 15.5 millones.*
2.1.3 Cancer cérvico-uterino

El cancer cérvico-uterino es un tumor epitelial, que se propaga por extension local e infiltracion
linfatica. La dispersiéon por la parte superior de la vagina, los parametrios, la vejiga y el recto es
la forma mas habitual de propagacidon. Los casos de cancer cérvico-uterino primarios se
originan a partir de los tejidos epiteliales que recubren la mucosa cervical, del epitelio
escamoso poliestratificado plano o del epitelio glandular. Puede verse una variedad de subtipos

histoldgicos, que varian en grado de diferenciacion y caracteristicas morfoldgicas.’
2.1.3.1 Incidencia

De a cuerdo a la OMS, el cancer cérvico-uterino es el segundo tipo de cancer mas frecuente en
la mujer, y practicamente todos los casos estan relacionados con la infeccidon genital por virus
del papiloma humano (VPH). Cerca de un 80% de los casos y una proporcién aun mayor de las
muertes por esta causa se registran hoy en paises de bajos ingresos, donde practicamente no

hay acceso a la deteccién y tratamiento de esta enfermedad.”

En el ano 2009, el porcentaje mas alto de incidencia de cancer cérvico-uterino en México se
presentd en mujeres de 35 a 59 afios de edad, principalmente en la poblacién de 45 a 49 anos
(15.1%), seguido de las mujeres de 40 a 44 afios (14%) y de las de 50 a 54 afios (13.2%), y es
considerado como la segunda causa de muerte en la poblacién femenina, representando el

. , . . 1

12.1% del total de mortalidad por cancer en mujeres mexicanas.*®
2.1.3.2 Causas

Las posibles causas de cancer cérvico-uterino son:"

e Infeccion por VPH (principalmente subtipos considerados oncogénicos).

ARACELI GUEVARA CABRERA 9
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e Infecciones de transmisién sexual.

e Infecciones vaginales tratadas inadecuadamente.

e Antecedentes genéticos de cancer y especificamente cancer cérvico-uterino.
e Inicio de practica sexual antes de los 18 afos.

e Tabaquismo.

2.1.3.3 Diagnéstico
Los exdmenes para diagnosticar el cancer cérvico-uterino son los siguientes: "

e Examen de Papanicolaou.

Detecta cancer cérvico-uterino, asi como tejidos precancerosos en el cérvix.

e Colposcopia
Examinacién de la vagina y cuello uterino. Se indica si el examen de Papanicolaou sugiere

precancer o neoplasia cervical (cancer).

e Examen de VPH
Se puede examinar el mismo material de la prueba de Papanicolaou para detectar tipos de VPH

(principalmente tipos considerados oncogénicos).

e Biopsia
Se realiza si el examen de Papanicolaou resulta positivo a displasia o neoplasia, y consiste en
realizar un corte del cuello uterino para ser examinado y determinar el grado NIC (neoplasia

intracervical) del tejido.
2.1.3.4 Prevencidn
Para prevenir la formacion de cancer cérvico-uterino es recomendable:™

e Realizar el examen de Papanicolaou cada afio a partir de los 18 afios, y cada seis meses a
partir de los 35 afios o si existen antecedentes genéticos de cancer.

e Respetar el periodo de cuarentena después del alumbramiento.

e No fumar.

e Llevar una practica sexual segura.

ARACELI GUEVARA CABRERA 10
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e Hacer ejercicio y mantener una dieta sana.

2.1.3.5 Tratamiento
Existen tres principales tratamientos: "

e (Cirugia.
Es el método mas empleado para aquellos tumores pequefios y localizados en un lugar
especifico y posible de someter a cirugia. Consiste en extirpar el tumor cancerigeno. Para
obtener un mejor resultado se precisa extirpar parte del tejido que rodea al tumor, para asi,
asegurar que todas las células cancerosas han sido extirpadas; sin embargo, esto no le asegura

totalmente al paciente que mdas adelante el cdncer reaparezca.

e Radioterapia
Utiliza particulas de alta energia capaces de penetrar el cuerpo y destruir células cancerosas o
aminorar su crecimiento; esto lo hace a través de una maquina, llamada acelerador lineal, que
genera y dirige esas particulas hacia el lugar del cuerpo donde se localiza el cancer. Al irradiar
las células con enormes cantidades de particulas de energia, provoca modificaciones profundas,
principalmente a nivel del nucleo celular, y de ello resultan perturbaciones que pueden
destruirlas o hacerlas incapaces de reproducirse. La desventaja de la radioterapia, es que
lesiona todas las células que se encuentran en el haz, sin distincion entre células normales o
malignas, y a pesar de las precauciones tomadas, no puede evitarse la irradiacion de los tejidos

sanos.

e (Quimioterapia
Actla sobre las células que se dividen con gran rapidez, que es lo que suelen hacer las
cancerosas. Pero también existen otras células, que no son cancerosas y que también se
dividen de forma rapida. Algunos medicamentos quimioterapéuticos actian interrumpiendo la
fase donde la célula cancerosa se divide y esto hace que el tiempo de crecimiento sea mayor y
gue la célula muera. Los medicamentos quimioterapéuticos pueden administrarse de diferentes
formas: a través de un comprimido por via oral; mediante un suero o inyeccién intravenosa; por
inyeccién intramuscular o mediante una inyeccién a través de una puncion en la médula dsea.

Los medicamentos quimioterapéuticos al actuar sobre células que se dividen con mayor

ARACELI GUEVARA CABRERA 11
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frecuencia, como lo hacen las células cancerosas, también pueden actuar sobre aquellas células
normales que se dividen de igual manera. Estas células son por ejemplo, las células de la
médula dsea (donde se fabrican las células sanguineas) y las membranas mucosas del conducto
gastrointestinal. Los foliculos pilosos también se dividen con frecuencia y son sensibles a
algunos medicamentos de quimioterapia. Por este motivo, algunos de estos farmacos producen
nauseas, vomito, diarrea y llagas en la boca. Otros dan lugar a una pérdida temporal del
cabello; la médula queda temporalmente perjudicada en su funciéon de producir células
sanguineas. Por esto es mas facil que se produzcan infecciones, pues el nimero de leucocitos
disminuye, o que se produzca cansancio o anemia, ya que el nimero de hematies también

puede disminuir.
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2.2 Muerte celular

La muerte celular fisioldgica fue descrita por primera vez en 1858 por Virchow, él describié los
procesos de muerte celular observados en el microscopio, definiéndolos como degeneracion,
mortificacién y necrosis. Pero no fue hasta 1972 cuando Kerr, Wyllie y Currie establecieron el
término apoptosis, que evoca a la caida de las hojas de los arboles en la estacién otofial o la
caida de los pétalos de una flor. La muerte celular es un proceso fundamental para mantener la
homeostasis de cualquier organismo; en las células de los organismos pluricelulares impera el
autosacrificio, es decir que al ser miembros de una comunidad sumamente organizada, el
numero de células estd regulado con precisiéon, de tal manera que, aquellas células que ya no

son necesarias, se autoeliminan activando un programa intracelular de muerte.®

Existen diferentes tipos de muerte celular, siendo las mas importantes necrosis y apoptosis.

Estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su morfologia y bioquimica (figura

3).
Apoptosis
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Figura 3. Tipos de muerte celular: apoptosis y necrosis.1

2.2.1 Apoptosis

Si la replicacion o la reparacién del ADN o el ensamblaje de los cromosomas son aberrantes, la
célula detiene su progresidn por el ciclo celular hasta que se corrige esta condicidn. Esto reduce
el nimero de mutaciones y de anomalias cromosdmicas que se acumulan en las células en
proliferacién. Sin embrago, si el dano en el ADN o en los cromosomas es tan grave que no se

puede reparar, la célula puede iniciar una segunda linea defensiva, un proceso denominado
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apoptosis o muerte celular programada. La apoptosis es un proceso controlado genéticamente
en el que la célula se autodestruye.” Este proceso de autodestruccién celular controlada
permite al organismo su correcta morfogénesis, asi como su renovacién y la eliminacién de las
células que amenacen su supervivencia. Esta muerte es de vital importancia, tanto durante el
desarrollo embrionario como durante la vida adulta, la regulacion de la respuesta
inmunoldgica, asi como la muerte natural de las células diferenciadas en el final de su vida
atil.?® Muchos de los mecanismos moleculares de la apoptosis se han conservado a lo largo de

la escala evolutiva, desde nematodos hasta mamiferos.*

Las moléculas responsables de iniciar la apoptosis y de dirigir los componentes intracelulares
son un grupo de proteasas denominadas caspasas.’? La apoptosis se puede dividir en fase de
iniciacion, cuando las caspasas se activan y en una fase de ejecucién, cuando las enzimas
causan la muerte celular.?® Existen dos vias alternativas para activar a las caspasas: una es
disparada por cambios en la integridad mitocondrial, denominada via intrinseca, y la otra es
iniciada por senales externas al activar a un receptor de muerte en la superficie celular,

denominada via extrinseca.**
2.2.2 Necrosis

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es un tipo de muerte accidental, resultante de un dafio
mecanico o por la exposicidn a un agente téxico. En este proceso, la célula que muere activa el

sistema inmunitario del huésped."’

El origen de las alteraciones necréticas es un desequilibrio osmético; la permeabilidad de la
membrana plasmatica se altera y se establece un flujo anormal de iones hacia el interior
(principalmente de iones de calcio) que va acompafiado de la entrada pasiva de agua. El
volumen celular aumenta y algunas rutas metabdlicas se alteran debido a las nuevas
concentraciones idnicas que se establecen. Asi la mayor concentracion intracelular de calcio
inhibe la produccidn de ATP a la vez que estimula la sintesis de algunas enzimas proteoliticas, la
cromatina nuclear pierde su conformacién original y constituye pequefios agregados, mientras
gue algunos organulos membranosos, como el reticulo endoplasmico o las mitocondrias, se
dilatan por la entrada de agua, los ribosomas se desorganizan y los lisosomas se rompen. Como

etapa final, los organulos estallan, la membrana plasmadtica y la envoltura nuclear se
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fragmentan y el contenido intracelular se vierte al exterior promoviendo una respuesta

inflamatoria, posteriormente las células fagociticas degradan los restos.>

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima catalizadora que se encuentra en muchos
tejidos del cuerpo, pero su presencia es mayor en el corazén, higado, rifiones, musculos,
glébulos rojos, cerebro y pulmones; corresponde a la categoria de las oxidorreductasas, dado
gue cataliza una reaccién redox, en la que el piruvato es reducido a lactato. Esta presente en el
citoplasma y se libera al medio al romperse la membrana celular, por lo que al ser detectada

extracelularmente se comprueba que la célula murié por necrosis.?®

- ]
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2.3 Capsaicina

La Capsaicina (figura 4) es un compuesto organico de origen natural y componente mayoritario

de los capsaicinoides, grupo de compuestos que le confieren el efecto de pungencia al fruto de

™ OCH
\(\/\/\)J\N/\@ 3
H

OH

chile (Capsicum spp).*

Figura 4. Estructura Capsaicina.

Uno de los principales efectos fisioldgicos de la capsaicina es como agonista de los receptores
TRPV1 (Transient Receptor Potencial Vainilloidsubfamily 1, por sus siglas en inglés) los cuales
son canales catidnicos no selectivos activados por calor (243°C) y por protones y son
fuertemente expresados en neuronas sensoriales.”’ La activacion de estos receptores ocasiona
la liberacion endégena de diversos mediadores quimicos proinflamatorios, como
prostaglandinas, bradicinina y ATP, lo que resulta en la liberacién de diversos neurotrasmisores,
induciendo dolor e inflamacidn neurogénica, por lo que estos receptores juegan un papel
importante en estados de dolor neuropatico, inflamacién intestinal y otros desérdenes.”® Uno
de los muchos neurotrasmisores involucrados en los impulsos del dolor es el péptido conocido
como sustancia P.*° En la actualidad se sabe que el principal mecanismo por el cual la capsaicina
ejerce un efecto analgésico y antiinflamatorio después de un tratamiento prolongado es debido

al decremento de la sustancia P en las neuronas sensoriales, ocasionando desensibilizacién.*®

El papel de la capsaicina en relacidn con el cancer ha sido polémico; algunos investigadores han
publicado que la capsaicina es un carcinégeno,” aunque también se ha demostrado que
presenta actividad como agente antineoplasico en lineas tumorales derivadas de epitelio
branquial humano (BEAS-2B), adenocarcinoma de epitelio alveolar humano (A549), hepatoma
humano (HepG2)® y células de glioma (C6)," pero la pungencia caracteristica de este compuesto

limita su uso en gran medida.

El mecanismo por el cual este vanilloide media los efectos anticancerigenos aun esta en
. .. . . , . 5
discusioén, pero se ha encontrado que induce apoptosis en células de leucemia (HTLV-1)" y de

prostata (PC3).° También se han reportado que altera el metabolismo de algunos carcinégenos,
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como la aflatoxina B1 y la nitrosamina especifica del tabaco.>* Por los estudios de actividad
estructural, la capsaicina tradicionalmente se ha dividido en tres fracciones, la regién aromatica

(A), la amida enlazante (B) y la region lipofilica (C) (figura 5).”

B
I__\
O
OCH
N N 3
H
N J OH
N
AN ~ J
C
A

Figura 5. Division estructural de la Capsaicina.

A lo largo de la investigacion que se ha realizado en torno a la capsaicina, se han modificado la
fraccion aromatica y la fraccién amida, y de igual manera han sido ampliamente estudiadas
estas modificaciones. Sin embargo, las modificaciones en la fraccidn acilo son nuevas y se

requiere de informacién al respecto.
2.3.1 Rinvanil y 12-fenilacetilrinvanil

Recientemente se han desarrollado nuevas rutas sintéticas para la preparacién de
vainillilamidas propuestas como analogos de la capsaicina, las cuales intercambian la fraccion
proveniente del 4cido graso por nuevas fracciones acilo de relevancia biolégica, empleadas para
investigar los cambios que conlleva esta modificacidn estructural en el efecto farmacolégico ya

. . . 7.32
conocido para capsaicina. 32,33

En 2005, con la intencién de mejorar las cualidades terapéuticas de la capsaicina y disminuir el
efecto de pungencia, Appendino y col.,’” reportaron la sintesis y evaluacién farmacoldgica como
agonistas del receptor TRPV1 de rinvanil y FAR (figura 6). Este ultimo es el agonista de los
receptores TRPV1 mdas potente que ha sido sintetizado y que carece de acciéon pungente;
ademas posee moderada afinidad por los receptores canabinoides humanos CB,, lo que sugiere
gue la interaccion con estos receptores también este contribuyendo al aumento en el umbral
del dolor 6 efecto analgésico. En términos de afinidad al receptor TRPV1, el FAR es similar a la
resiniferatoxina (figura 6), la cual es un producto natural aislado de la planta africana Euphorbia

.. , . .. 2
resinifera y que es 1000 veces mas a fin a este receptor con respecto a capsaicina.’
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Resiniferatoxina

0 OCH
= N 3
= N OCHs Hﬁ
H OH

OH

(0]
OH Rinvanil Y\© FAR
(0]

Figura 6. Estructuras de Resiniferotoxina, rinvanil y FAR.

La estrategia reportada por Appendino y col.” para la sintesis de FAR, parte de &cido ricinoleico
(esquema 1). El primer paso de la sintesis fue la esterificacion del acido ricinoleico con
tricloroetanol y la posterior fenilacetilacién del alcohol en posicion 12; el diéster resultante se
tratd con Zn/AcOH para generar el acido 12-fenilacetilricinoleico, el cual, mediante una
amidacién con vainillilamina y anhidrido propilfosfénico, produjo FAR con un rendimiento global

del 18.5%.

1) DCC, DMAP
Tolueno

(0]
e} HO/\'<CI c
cl = e
=z OH c NC
2) DCC, DMAP
Tolueno (0]
OH
HOY\© O
o

Rendimiento global del 7n
18.5% AcOH/MeOH

0] 0]
H < oH
OH %
“\P-0 —/
O O:P O\P:o O
O:P‘Ol
(0] H (0]

Esquema 1. Sintesis de Appendino para preparacion de FAR.

Los inconvenientes de esta estrategia de sintesis son:
1. Emplear como materia prima de partida acido ricinoleico, el cual es poco accesible
debido a su alto costo.

- ]
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2. El empleo de un grupo protector y su posterior eliminacién en el producto final.

3. Bajo porcentaje de rendimiento global de la sintesis.

En 2008, Castillo y col.* reportaron la sintesis quimico-enzimatica de FAR, tomando como
materia prima de partida aceite de ricino (esquema 2). La primera etapa de sintesis consistio en
la transesterificacidn del triricinoleilglicerol (componente mayoritario en el aceite de ricino) con
metanol para generar el ricinoleato de metilo, el cual, mediante una fenilacetilacién del
hidroxilo en posicién 12 permitié obtener 12-fenilacetilricinoleato de metilo; este ultimo,
mediante una amidacién con vainillilamina catalizada con CalB dio lugar a FAR con un

rendimiento global del 58%.

Aceite de ricino

KOH
MeOH

O
o -
DCC, DMAP % o
= o~ CH,Cl,
(e}
IA®

HO\H/\©
OH °
HZN/\@OMe
OH

CalLB
(6]
= N OMe
H
OH
O
IS

Esquema 2. Sintesis de Castillo para preparacion de FAR.

Rendimiento global del
58 %

En contraste con lo informado por Appendino y col., ’la estrategia sintética de Castillo presenta

diversas ventajas, como son:

1. Emplear como materia prima de partida aceite de ricino, el cual es mucho mas
econémico (mas de 1000 veces) que el acido ricinoleico.

2. Laimplementacién de la reaccién enzimatica para generar a FAR, que permitid realizar la
sintesis con una etapa menos de reaccion.

3. Rendimiento global del 58 %.
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2.4 Enzimas

Las enzimas son compuestos proteicos que pertenecen a un grupo muy amplio de catalizadores
naturales, producidos por células para promover reacciones quimicas propias de los seres vivos.
Un catalizador es una sustancia que altera la energia de activacién de una reaccion,
modificando su velocidad y/o selectividad, y regenerandose al final de ésta. La energia de
activacion es la cantidad de energia necesaria para inducir en las moléculas un estado reactivo,
y asi sobrepasar la barrera energética que impide que las reacciones se den de manera

espontanea.

Las enzimas son altamente especificas para cierto tipo de sustratos, lo cual esta intimamente
relacionado con su arreglo tridimensional. Para que una enzima catalice una reaccion, el
sustrato debe unirse al sitio activo; a esta unidn se le conoce como complejo enzima-sustrato y
el resultado es la disminucidon de la energia de activacién, lo que lleva a la formacién del

producto y la regeneracion de la enzima (figura 7).

(Complejo
enzima-sustrato) /‘-\n (Complejo
enzima-producto)
ES EP d
P

(Producto
de reaccion)

S =

E
Enzima

Figura 7. Diagrama de accidén catalitica de una enzima.

2.4.1 Aplicacion en sintesis organica

Entender los mecanismos por los cuales las enzimas actiuan es de gran importancia para la
comunidad cientifica y la sociedad en general, ya que pueden ser empleadas en muchos
procesos industriales, como por ejemplo, en la fabricacién de bebidas y alimentos y en la

sintesis de diversos sustratos.

- ]
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El papel de las enzimas en la preparaciéon de productos de insumo y en la fabricacién de
productos quimicos se ha ampliado enormemente. Hoy en dia, las aplicaciones de las enzimas
son muy variadas, como por ejemplo, en la produccién de detergentes, de liquidos para
conservacién de lentes de contacto, elaboracidn de licteos, etc.>* Entre las enzimas mas
ocupadas en sintesis orgdnica y en procesos industriales se encuentran las hidrolasas.* Se

estima que mas del 70% de las enzimas empleadas en la industria pertenecen a este grupo.

Las hidrolasas catalizan la ruptura de enlaces de tipo C-O, C-N e incluso de enlaces tipo P-O. Son
enzimas comercialmente disponibles, que no requieren cofactor y que presentan una gran
versatilidad catalitica, puesto que pueden adoptar diversos arreglos tridimensionales, lo que les
permite acomodar en su centro activo una amplia variedad de sustratos.® Dentro de este
grupo de enzimas destacan las amidasas, estearasas, proteasas, nitrilasas y lipasas, que

catalizan la hidrdlisis de amidas, ésteres, péptidos, nitrilos y triglicéridos, respectivamente.

En la quimica organica, las enzimas tienen gran aplicacién en reacciones estereoselectivas y
enantioselectivas; ejemplo de ello es la resolucion de alcoholes racémicos mediante la
transesterificacion de diversos sustratos, como son el estearato de vinilo o el acetato de vinilo;

un ejemplo es la resolucion de la mezcla racémica de la clorohidrina precursora de metoprolol

/@/\/O\
cl” "o

H3C(CHy)16 \n/o

N o)

N

OH H3C(CH2)16\H/O /@A/O\
o}
cl /\‘Ao

OH
Esquema 3. Resolucidén enzimdtica de clorohidrina racémica precursora de metoprolol.

con lipasa (esquema 3).’
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2.4.2 Lipasa B de Candida antarctica (CaLB)
Una enzima altamente utilizada en biocatalisis es la CaLB, debido al amplio grupo de reacciones
en donde puede tener aplicacion (figura 8); un ejemplo es la amidacién regioselectiva de 12-
|'32

fenilacetilricinoleato de metilo con vainillilamina, recientemente reportada por Reglay co

Figura 8. Tipo de reacciones catalizadas por CalB.*®

A diferencia de la gran mayoria de las enzimas, la CalLB, en su forma inmovilizada Novozym 435,
tiene eficiencia hasta un limite de temperatura de 80 °C y puede ser empleada con disolventes

organicos, gracias a su resistencia a la desnaturalizacién por ellos.* El mecanismo de accién de

la CaLB se puede describir basicamente en tres etapas:*®

a) El ataque nucleofilico del grupo hidroxilo de una serina ubicada en el sitio activo de la enzima

sobre el grupo carbonilo, para la formacidn del intermediario tetraédrico (figura 9).
91 As
MASP e P Thrs2
Val 135 0 L Val 135
| S) @) |
H/ !\IH NH
\\ ',_l

(0] (I) |
© H/ E\IH NH
H H

Asp 203 Asp 203
Rl\ )\ Rl\
0~ 30 O( Rz 0”0 ('3) R,
g Ho! ) !
é H%ﬂ Q NS0

\
Ser 144
257 His
Figura 9. Formacion del estado tetrahédrico enzima-sustrato.”®

- ]
22

ARACELI GUEVARA CABRERA

Ser 144
257 His



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE UNA NUEVA AMIDA N-METILDIAZABICICLICA DERIVADA DEL ACIDO 12-
FENILACETILRICINOLEICO CON POTENCIAL ACTIVIDAD ANTITUMORAL

b) Formacion del complejo sustrato-enzima (figura 10).
91 Asp 91 Asp
| Thr 82 | Thr 82
9 o val 135 o.. L val 135
L NH NH © P NH NH
“HoOH H H
Asp 203 RS Asp 203
Ri< o
o R2 0~ 0 R;—O_ \>‘R2
‘ H
\ o}
N AR \
H=N" N Ser 144
):/ Complejo
ACIL-ENZIMA

ho oS
257 His
(enzima-sustrato)

257 His
Figura 10. Complejo enzima-sustrato.>®

c) El ataque del nucledfilo sobre el complejo sustrato-enzima, con la consiguiente formacion del

producto y regeneracion del sitio activo (figura 11).
91 Asp 91 Asp
. Thr 82 ! Thr 82
9. 5 val 135 9. . val 135
../ NH NH ../ NH NH
’ H / s
H H

H o H
Asp 203 5 /—\,\"h Asp 203 5
2 E—— () O\ Nlb-R?’
o) ' o)
) A H
H—N" N \
Ser 144

)
0”70
\ AN \
H=N °N Ser 144
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o)
)J\ 91 Asp
Nu R, | Thr 82
! 9. ) val 135
° 91 Asp ./ NH NH
Producto | Thr 82 H H
9. ol val 135 . ,
\\H/ /NH NH ‘\\ !
Asp 203 H H — jjp 203 3
o 9 LR
O)\O (e} (@] C\ 2
\\ H\O \‘ N ,H‘O NU_R3
H-NT SN H=N" SN
/\:/ Ser 144 /\:j Ser 144
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. . . .y, . 38
Figura 11. Liberacion del producto y regeneracion de la enzima.
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2.5 Sistema (15,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

Dentro de la quimica organica, una de las dreas mads estudiadas y desarrolladas ha sido la
heterociclica, debido a las propiedades estructurales y biolégicas que induce la presencia de
heterodtomos en moléculas ciclicas. El sistema (1S5,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano, descrito
por primer vez en 1966, es estructuralmente equivalente a una piperazina, pero con equilibrio
conformacional restringido; por un lado, la piperazina presenta dos tipos de inversiones, la
inversion piramidal de los sustituyentes del nitrogeno (inv-N) y la inversién del anillo (inv-Anillo)
(figura 12a),** mientras que el sistema diazabiciclico no sufre la inversion del anillo, debido al
puente de metileno que le confiere rigidez, aunque sigue presentando la inversion piramidal

del nitrégeno (figura 12b), ademds de integrar dos centros estereogénicos.

N
2 ()
H

v ' H
TN\ -H inv-N N inv-N @
H N N e N
0 H
inv-Anillo inv-Anillo inv-Anillo
" . 0

| i N~
N inv-N H../~/ H

l —— N ——— "

H 0 0

b) J5

N

H
Q NB inv-N Q Nb inv-N H;BIJEW
4r—n@ 4r—N-H N-H

H 0 0
Figura 12. a) Piperazina; b) 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

Q N%NQ inv-N

Este sistema diazabiciclico ha sido incorporado en algunas moléculas de caracter medicinal,

como son ciertas quinolinas con actividad antibacteriana; tal es el caso de la danofloxacina, un

andlogo diazabiciclico de la ciprofloxacina (figura 13).**
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F CO,H F CO,H

NN | N: N
A A

Ciprofloxacina Danofloxacina
Figura 13. Estructuras quimicas de la ciprofloxacina y danofloxacina, esta ultima sustituye el fragmento
de la piperazina por el sistema diazabiciclico.

Otro compuesto que contiene el sistema diazabiciclico en su estructura es el analogo de la

dietilcarbamazina, el cual presenta actividad antifilarica (figura 14).*

L R 2
ot e
'/NJE ' /N K
Dietilcarbamazina Analogo diazabiciclico

Figura 14. Estructuras de la dietilcarbamazina y su analogo diazabiciclico.

Con base en estas caracteristicas, el disefio de compuestos que integren el sistema

diazabiciclico es la puerta a un interesante campo de investigacion.”
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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El cdncer es un problema prioritario de salud publica en México. Los tumores malignos exigen
cada vez mayores recursos hospitalarios, mejores tecnologias de diagndstico y tratamientos
cada vez mas costos. La quimioterapia es una herramienta importante en el tratamiento de los
diferentes tipos de cancer; sin embargo, existe aun la necesidad de encontrar fdrmacos con
mejores cualidades terapéuticas y menores efectos adversos. Lo anterior, aunado a la
necesidad de importar estos productos y a su elevado costo, hace que el desarrollo de
compuestos con actividad antineoplasica adquiera gran relevancia.

La capsaicina ha mostrado actividad antitumoral; sin embargo, su caracteristica pungencia
constituye una limitacidn para su uso, por lo que se ha dirigido la atencién hacia la busqueda de
otros compuestos estructuralmente relacionados que no tengan este inconveniente. Asi, por
ejemplo, el FAR ha mostrado actividad como agonista de los receptores TRPV1, CB, y, mas
recientemente, como antineoplasico. Debido a lo anterior, se propuso ampliar estos estudios
mediante la sintesis de una nueva amida diazabiciclica andloga a FAR, que sustituye el
fragmento de vainillilamina, presente en este compuesto, por el sistema (15,45)-2-metil-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (figura 15) y su evaluacion preliminar como agente antineopldsico en

lineas celulares tumorales de cérvix CaSki, HelLa y ViBo.?

Figura 15. Estructuras de FAR y su analogo diazabiciclico.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar la amida 5, andloga de FAR, en la que se sustituye el fragmento de

vainillilamina por el sistema (15,45)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

4.2 Objetivos particulares

1. Reproducir lo descrito por Castillo y col., para la sintesis de 12-fenilacetilricinoleato de

metilo (3) a partir de aceite de ricino (1).

O

/
2 O
Aceite de
Ricino -
1 E—— (@]
1®
3

2. Sintetizar la amida 5 a partir de aceite de ricino (1).

=
Aceite de ;
Ricino -
—_— O

0
ﬂEﬁ
N
\
1
o
5

3. Caracterizar cada uno de los intermediarios de reaccion, asi como la amida final 5.

4. Remitir 200 mg del producto 5 para su evaluacién in vitro como anticancerigeno en las

lineas celulares de cérvix CaSki, Hela y ViBo.
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5. HIPOTESIS
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Es posible sintetizar fenilacetato de (1R,32)-1-hexil-12-[(1S,45)-2-metil-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano]-12-oxo-3-dodecenilo (5), andlogo de FAR, con potencial actividad
como agente antineopldsico, a partir de materias comercialmente disponibles y aplicando

métodos quimicos y enzimaticos de sintesis.

- ]
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1 Métodos y técnicas generales

Se empleé Lipasa B de Candida antdrctica (CaLB) en su forma inmovilizada Novozym 435 que
fue un donativo de la empresa Novozymes® México. Los reactivos y materias primas fueron

adquiridos de Aldrich®.

El curso de las reacciones se siguid por cromatografia en capa fina, empleando como fase
estacionaria gel de silice; los reveladores que se utilizaron son: radiacién ultravioleta 254/366
nm y vapores de yodo. Para las columnas de cromatografia se empled como fase estacionaria

gel de silice flash (malla 230-400).

Para las reacciones enzimaticas se empled una incubadora con agitacion orbital Heidolph mod.
Unimax 1010.Los productos se caracterizaron por RMN de H y 13C realizada en un equipo JEOL
Eclipse a 300 MHz, empleando tetrametilsilano como referencia interna y como disolventes se
emplearon CDCl;, DMSO-dgy D0, los desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes
por milldn (ppm) a partir del tetrametilsilano. Los andlisis espectrométricos de masas fueron

determinados en un equipo JEOL mod. JMS-SX102A.

6.2 Materiales

6.2.1 Reactivos y materias primas

e Aceite de ricino* e Acido fenilacético*

e Cloruro de pivaloilo* e Cloruro de tionilo**

e 4-Dimetilaminopridina** e N,N’-Diciclohexilcarbodiimida**
e Fosfato acido de sodio* e Fosfato diacido de sodio*

e Hidroxido de amonio* e Hidroxido de potasio*

e Novozym 435%** o Silice flash***

e Sulfato de sodio* e Trietilamina**

e 2-Metil-(1S5,4S)-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano*

*Reactivo Analitico Aldrich; **Grado Reactivo Aldrich; ***Alta pureza
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6.2.2 Disolventes grado técnico (destilados fraccionadamente)

e Acetato de Etilo*
e Agua*
e Hexano*

e Eter metilterbutilico*

*Destilado; **Anhidro

6.2.3 Cristaleria
e Adaptador para termdémetro
e (Camaras de elucion
e Columna de fraccionamiento
e Embudos
e Embudos de separacion
e Matraces bola
e Matraces Erlenmeyer
e Pipetas
e Refrigerantes
e Trampas de humedad

e Viales

6.2.4 Materiales y equipos
e Aceite de silicon para banos
e Algodén
e Balanza analitica; OHAUS mod. EP64C

e Canastillas de calentamiento

e Mangueras de latex

e Parrilla de agitacion; IKA mod. RET-CV-
S1

Acetona*
Cloruro de metileno**
Metanol*

Tolueno**

Cabeza de destilacion

Cola de destilacion

Columnas para cromatografia
Embudos de adicidn

Frascos con sello hermético
Matraces bola de tres bocas
Matraces kitazato
Reductores

Tapones

Vasos de precipitados

Agitadores magnéticos

Anillo metalico

Bomba de vacio; Vacuubrand mod.
MZ2CNT

Ldmpara de UV; UVP mod. UVGL-58
Micro-pipetas; Gilson mod. EK91997

Papel filtro
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e Pinzas de tres dedos e Reodstatos; ESTACO-ENERGY mod.
3PN1010B

e Rotavapor; Bichimod. R-205 e Sonicador; Aquasonic mod. 150D

e Soporte universal e Termometro de mercurio
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7. PARTE EXPERIMENTAL
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O
PhACOH = o~
' DCC, DMAP
© CHLCl,
O
3
@]

Novozym 435
Acetona:boffer fosfatos
1:1

(0]
(@]
4
1
METODO 2

Esquema 4. Ruta de sintesis para la obtencidn del andlogo diazabiciclico de FAR.

7.1 Esquema general de sintesis

4

Aceite de KOH
Ricino MeOH
1

OH 2

METODO 1

1) PvClI, EtgN
CH,Cl,

1) SOClI,, EtgN

AN

7.2 Ricinoleato de metilo (2)

o En un matraz esférico de 500 mL provisto de agitacion magnética
~ o~ se disolvieron 20.1 g (85 % de triricinoleilglicerol, 17.1 g, 18.3
OH mmol) de aceite de ricino (1) en 155 mL de metanol y se
adicionaron 60 mg (0.30 % con respecto al peso de 1) de hidréxido de potasio. La mezcla se
colocd a reflujo por 30 min y se verificd el termino de reaccién por CCF (Hex:MTBE 85:15). Se
adicionaron 61 pL (1 equivalente con respecto a KOH) de acido acético y la mezcla de reaccién
se concentro a sequedad en el rotavapor. El residuo se disolviéo en 50 mL de hexano y se lavd
con agua (2 X 30 mL). La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentré a
presién reducida en el rotavapor, obteniendo 19.5 g de producto crudo que se purificé por

cromatografia en columna (195 g de silice flash, fase movil Hex:MTBE 6:4) obteniendo 14.5 g de

2 como producto puro.

ARACELI GUEVARA CABRERA 37



SINTESIS QUIMICO-ENZIMATICA DE UNA NUEVA AMIDA N-METILDIAZABICICLICA DERIVADA DEL ACIDO 12-
FENILACETILRICINOLEICO CON POTENCIAL ACTIVIDAD ANTITUMORAL

7.3 12-Fenilacetilricinoleato de metilo (3)

o En un matraz esférico de tres bocas de 250 mL provisto de

~ o~ agitacion magnética se disolvieron 13.5 g (43 mmol) de 2y 11.7 g
o (85.7 mmol) de acido fenilacético en 150 mLde CH,Cl,. La mezcla
m se enfrio a 0 °C y se adicionaron 17.6 g (85.7 mmol) de DCC,
dejando agitar por 10 min. Se adicionaron 6.3 g (30 mmol) de DMAP vy se dejé agitar por 1 h a
temperatura ambiente. La mezcla se colocd a reflujo por 20 min, verificando el término de la
reaccion por CCF (Hex:AcOEt 85:15). La reaccidn se enfrio, se filtrd sobre celita y el residuo se
concentré a sequedad en el rotavapor obteniendo 24.68 g del producto crudo, el cual se

purificé por cromatografia en columna (480 g de silice flash, fase movil Hex:AcOEt 9:1) para

generar 16.37 g de 3 como producto puro.
7.4 Acido 12-fenilacetilricinoleico (4)

o En un frasco con sello hermético de 500 mL se disolvieron 2.1 g (5
~ OH mmol) de 12-fenilacetilricinoleato de metilo (3) en 200 mL de una
o solucién 1:1 de acetona:buffer fosfatos 50 mmolar. Se adicionaron

m 0.2 g (1 mg por mL de mezcla) de Novozym 435 y la mezcla se
colocd a 37 °Cy 350 rpm durante 1 h, verificando el término de la reacciéon por CCF (Hex:MTBE
8:2). La reaccidn se concentrd hasta eliminar completamente la acetona y se extrajo con CH,Cl,
(3 X 50 mL). La fase orgdnica se secé con Na,SO4 y se concentré a sequedad en el rotavapor

obteniendo 2.2 g de crudo, el cual se purificé por cromatografia en columna (22 g de silice flash,

fase mévil Hex:AcOEt 92:8) obteniendo 1.8 g de 4 como producto puro.

7.5 Fenilacetato de (1R,32)-1-hexil-12-[(1S,4S)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano]-12-oxo-
3-dodecenilo (5)

1) Método 1
- P,
N\ En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacién
0 magnética se agregaron 834mg (2 mmol) de &cido 12-
m fenilacetilricinoleico (4) y fueron enfriados a 0 °C. Se

adicionaron 500 pL (815 mg, 7 mmol) de cloruro de tionilo lentamente y la mezcla de reaccién
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se dejo agitar por 10 min, verificando el término de la reaccién por CCF (Hex:AcOEt 8:2). La
mezcla de reaccién se concentrd en el rotavapor para eliminar el exceso de cloruro de tionilo y
el residuo se disolvié en 10 mL de CH,Cl, y se adicionaron 450mg (4 mmol) de 5-metil-(1S,4S)-
2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (S,$-14) y 800 mg (1.1 mL, 8 mmol) de trietilamina, dejando
agitar por 12 h a temperatura ambiente y verificando el término de la reaccién por CCF
(CH,Cl,:MeOH:NH40H 9:1:1). La mezcla de reaccion se concentrd en el rotavapor, obteniendo
1.3 g de crudo, el cual se purificé por cromatografia en columna (30 g de silice flash, fase movil

CH,Cl,:MeOH 95:5) para obtener 190 mg de 5 como producto puro.
Método 2

En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 834mg (2 mmol)
de acido 12-fenilacetilricinoleico (4) y 404 mg (556 pL, 4 mmol) de trietilamina en 10 mL de
CH,Cl,. La mezcla se enfrid a 0 °C y se adicionaron 241 mg (2 mmol) de cloruro de pivaloilo,
dejando agitar por 10 min y verificando el término de la reaccion por CCF (Tolueno:THF:AcOH
90:9:1). Se adicionaron 225 mg (2 mmol) de §,5-14 y se dej6 agitar por 15 min a temperatura
ambiente, verificando el término de la reaccion por CCF (CH,Cl:MeOH:NH4;0OH 9:1:1). La
reaccion se lavé con agua (2 X 5 mL), la fase orgdnica se secd con Na,SO4 y se concentré a
sequedad en el rotavapor obteniendo 950 mg de crudo, el cual se purificé por cromatografia en
columna (9.5 g de silice flash, fase mavil CH,Cl,:MeOH 95:5) para generar 610 mg de 5 como

producto puro.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
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8.1 Tabla de resultados

TABLA 1
Rendimientos, apariencia y analisis para la identificacién de los compuestos preparados en este
trabajo.
Compuesto Rendimiento (%) Apariencia Analisis identificacion
2 85 Aceite incoloro RMN (Hy 13c)
3 89 Aceite incoloro RMN (Hy 130)
Aceite i
4 89 ceite |geramente RMN (Hy %)
amarillo
> (método 1) 19 Aceite ligeramente RMN (Hy *C),
5 (método 2) 60 amarillo Espectrometria de masas

8.2 Sintesis de 12-fenilacetilrinvanil (6)

Para realizar los ensayos como agente anticancerigeno del compuesto 5, fue necesario emplear
FAR (6) como compuesto de referencia.”® Este compuesto se prepara de acuerdo a lo reportado
por Castillo y col.,*> en donde el primer paso de sintesis consiste en la transesterificacién de los
triglicéridos en el aceite de ricino (1), para generar ricinoleato de metilo (2), el cual, mediante
una reaccion de tipo Steglich, es esterificado en el alcohol de la posicién 12 para producir el
diéster 3 con un rendimiento de 74 %. La obtenciéon de FAR (6) se realizd por amindlisis
enzimatica regioselectiva del éster metilico catalizada con Novozym 435, con un rendimiento

del 79 % (esquema 5). El rendimiento global es del 58 %.

(@]
-
. . = @] PhACOH, DCC
Aceite de ricino —_KOH _ _PhACOH, bee
1 MeOH DMAP, CH,Cl,

OH 2

0]
~
(0]
Malla molecular
Et3N, 2M2B
O 3 O

3 6
Esquema 5. Sintesis de FAR.™
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La esterificacion de Steglich es una reaccién que se lleva a cabo en condiciones suaves,
permitiendo la conversion de sustratos que son labiles en medio acido. Esta reaccion se puede
describir en cuatro etapas: a) la formacién del carboxilato de DMAP; b) el ataque nucleofilico
del carboxilato a DCC, lo que tiene como consecuencia la generacidn de un intermediario mas
reactivo; c) el ataque nucleofilico de DMAP al carbonilo del intermediario y d) por ultimo, el
ataque nucleofilico del alcohol, lo que tiene como consecuencia la formaciéon de N,N’-

diciclohexilurea, la regeneracién de DMAP y la formacién del éster correspondiente (figura 16).

(@) — / \N/
@N\ / N
R \ N
d) |
RO, > N
3 o) H H
RN Loe " (T%
~c” R” O R (")
"
0

Figural6. Mecanismo de reaccidon de esterificacion de Steglich.

El empleo del método de Steglich permitid obtener 12-fenilacetilricinoleato de metilo (3) sin

afectar al éster metilico de 2, el cual probablemente no se hubiera obtenido con buen
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rendimiento empleando una esterificacion clasica, debido a que este tipo de reaccion se realiza
utilizando catalisis acida, lo que podria provocar la hidrdlisis del éster metilico debido a que se

libera agua como subproducto en este tipo de esterificacién.

8.3 Sintesis y caracterizacion de acido 12-fenilacetilricinoleico (4)

Uno de los grandes beneficios que surge al emplear enzimas como catalizadores, es la
capacidad de plantear transformacidnes regioselectivas de diferentes sustratos, esto debido a
gue son capaces de diferenciar, dentro de una molécula, entre dos o mds grupos funcionales
que presentan caracteristicas similares de reactividad y que los métodos quimicos
convencionales de sintesis no lograrian discriminar. El problema al intentar obtener al
compuesto 4, fue plantear una estrategia que permitiera la hidrélisis regioselectiva del éster
metilico presente en 12-fenilacetilricinoleato de metilo (3), lo cual se logré6 mediante una
hidrdlisis enzimatica catalizada con Novozym 435 y obteniendo un rendimiento del 89 %

(esquema 6).

Novozym 435
Acetona:boffer fosfatos
1:1

89 %

Esquema 6. Sintesis del acido 12-fenilacetilricinoleico (4).

El compuesto 4 se caracterizé mediante RMN *H (200 MHz): 6 0.86 (t, J=6.6 Hz, 3H), 1.21-1.30
(m, 16H), 1.49-1.66 (m, 4H), 1.84-2.08 (m, 2H), 2.20-2.40 (m, 4H), 3.59 (s, 2H), 4.87 (q, J=6.2 Hz,
1H), 5.21-5.33 (m, 1H), 5.37-5.50 (m, 1H), 7.23-7.32(m, 5H), 9.66 (bs, 1H); RMN 3C (68 MHz): &
14.05, 22.50, 24.61, 25.16, 27.23, 29.04, 29.46, 31.65, 31.86, 33.50, 34.00, 41.72, 74.46, 124.12,
126.91, 128.43,129.19, 132.57, 134.22,171.37, 179.97 (anexo 10.3).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN H para 4 que hicieron posible la caracterizacién
del mismo fueron: la sefal triple que aparece en 0.86 ppm se el cual se atribuye a los

hidrogenos del metilo terminal; la sefal simple en 3.59 ppm corresponde a los hidrégenos del
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metileno del fragmento de fenilacetilo; la senal quintuple que aparece en 4.87 ppm
corresponde al hidrégeno del carbono asimétrico 12; las sefiales multiples que aparecen entre
5.21 y 5.50 ppm corresponden a los hidrégenos vinilicos de los carbonos 9 y 10; la sefal
multiple que aparece entre 7.23 y 7.32 ppm se atribuye a los hidrégenos del anillo aromatico; la

sefial simple ensanchada en 9.66 ppm corresponde al hidrégeno del acido carboxilico.

8.4 Sintesis y caracterizacion de fenilacetato de (1R,3Z)-1-hexil-12-[(15,4S)-2-metil-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano]-12-oxo-3-dodecenilo (5)

Para la preparacién de la aminoamida 5, analogo diazabiciclico de FAR, se utilizé (1S,4S)-2-
metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano [(S,5)-14],"° el cual se prepara apartir de trans-hidroxi-L-
prolina, segiin el método reportado por Melgar y col.”> en un rendimiento global de 40 %

(esquema 7).

HO, TsCl 1 equiv HO, NaBH, HO,
. Na,CO y )
e R
N CO,H 94% N 85% N
H s ©O I
Ts Ts
(S,R)-7 (S,R)-8 (S,R)-9
TsCl 2 equiv
EtsN, Tolueno| 8304
Reflujo, 1 h
TsO,
Bn N\® 2BrH Bn, /
N al 48% N N
H 96% Ts 96% Ts
(S,S)-12 (S,9)-11 (S,R)-10
HCO,H
75% HCHO
Reflujo, 1.5 h
Bn
, H,, Pd/C 10%
N MeOH, 15 h "ﬂEﬁ
N - _ N
\ 87% \
(S,5)-13 (S,5)-14

Esquema 7. Ruta de sintesis de (1S5,4S)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano [(S,S)-14].
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Para la obtencion de 5 se emplearon dos métodos: el primero consistido en la formacion del
correspondiente cloruro de acilo de 4 con cloruro de tionilo y su posterior amidacién con la
diamina (S,S)-14, permitiendo obtener la aminoamida 5 con un rendimiento del 19 %. El
segundo método consistié en la formacidn del anhidrido mixto del compuesto 4 con cloruro de
pivaloilo y su posterior amidacidn con la diamina (S,5)-14, generando el compuesto 5 con un
rendimiento del 60 % (esquema 8).

19 %

SOCl,, EtzN
CH,Cl,

@ a) HﬂE‘ 0
N
. on | g it
N
0 o)
PvCl, EtsN
5

%
4 N
\

60 %

Esquema 8. Ruta de sintesis de 5; a) método uno; b) método dos.

La primera alternativa produjo la aminoamida 5 con un rendimiento bajo, probablemente
debido al deterioro que sufre el cloruro de acilo intermedio durante el aislamiento; una de las
explicaciones puede ser que la reactividad de este tipo de compuestos es muy alta, por lo que

se degradan con facilidad.

El mecanismo que explica la transformaciéon de acido 12-fenilacetilricinoleico al compuesto 5

mediante el método uno, se puede describir en tres etapas:

a) El ataque nucleofilico del acido carboxilico a cloruro de tionilo y la liberacién de un ion
cloruro, generando un anhidrido clorosulfénico intermediario.

b) El ataque nucleofilico del cloruro al carbonilo, provocando el desplazamiento de diéxido
de azufre y liberacién de cloruro de hidrégeno (atrapado con trietilamina), lo que
produce el cloruro de acilo.

c) El ataque nucleofilico de la diamina (S,5)-14 al carbonilo del cloruro de acilo (atrapado
con trietilamina), con liberacién de cloruro de hidrégeno, lo que tiene como

consecuencia la formacién de la aminoamida 5 (figura 17).
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FiguralZ. Mecanismo de reaccidn para la sintesis de 5; método uno.

El segundo método evita la necesidad de aislar el intermedio reactivo, debido a que el
anhidrido mixto intermediario no requiere de aislamiento, pudiendo reaccionar insitu con la
diamina (S,5)-14. Otra ventaja que presenta la estrategia del anhidrido mixto pivalico es que la

adicién nucleofilica de la diamina es selectiva al carbonilo del fragmento de fenilacetilricinoilo,
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puesto que el carbonilo proveniente del pivaloilo presenta alto impedimento estérico debido al

terbutilo.

El mecanismo que explica la generacion de 5 a partir de acido 12-fenilacetilricinoleico

empleando el método dos se puede describir en dos etapas:

a) El ataque nucleofilico del acido carboxilico a cloruro de pivaloilo, con liberaciéon de
cloruro de hidrégeno (atrapado con trietilamina), lo que genera un anhidrido mixto.

b) El atague nucleofilico de la diamina ($,5)-14 al carbonilo del anhidrido mixto con la
posterior liberacion de acido pivalico (atrapado con trietilamina), lo que tiene como

consecuencia la formacién de la aminoamida 5 (figura 18).

O
- o _ on
a) @0
r w Wﬂ

O
4 O
HCI + Et;N — Et3l\®|H 8'
a A
Q
(A9
= =
FP@NEW )
N\
0] O
) O
PVOH + Et;N — Et3NH OPv
® O
0O

5
Figural8. Mecanismo de reaccidn para la sintesis de 5; método dos.
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El compuesto 5 se caracterizé mediante RMN *H (300 MHz): 6 0.90 (t, J=7.2 Hz, 3H), 1.28-1.35
(m, 16H), 1.48-1.66 (m, 4H), 1.77 (d, J=10.5 Hz, 1H), 1.85-2.02 (m, 3H), 2.11-2.36 (m, 4H), 2.41-
2.42(m, 3H), 2.45-2.75 (conféormeros endo/exo, sistema AB, J=7.6 Hz, 1H), 2.79-3.08
(conférmeros endo/exo, sistema ABX, J;=7.6 Hz, J,=0.4 Hz, 1H), 3.21-3.31 (conférmeros
endo/exo, sistema ABX, J;=7.6 Hz, J,=0.4 Hz, 1H), 3.48 (bs, 1H), 3.55-3.71 (m, 1H), 3.58 (s, 3H),
4.21-4.75 (conférmeros endo/exo, bs, 1H), 4.87 (g, J=6.2 Hz, 1H), 5.21-5.33 (m, 1H), 5.37-5.50
(m, 1H), 7.21-7.32 (m, 5H); RMN *3C (100 MHz): & 13.95, 22.41, 25.07, 27.19, 28.95, 29.05,
29.24, 29.33, 29.42, 31.56, 31.80, 33.45, 41.65, 47.70, 50.12, 56.05, 58.75, 61.09, 61.27, 61.73,
62.93, 74.35, 124.04, 126.83, 128.36, 129.12, 132.53, 134.24, 170.45, 170.91, 171.19; EM (FAB))
(% m/z): 511 [i6n molecular (C3;HsoN,03), 100 %], 375 [pico base (C,4H43N,0%), 63 %], 113, 82,
68, 55, 44 (anexo 10.4).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN *H para 5 que hicieron posible la caracterizacién
del mismo fueron: la seial triple que aparece en 0.90 ppm se atribuye a los hidrégenos del
metilo terminal; la senal doble que aparece en 1.77 ppm corresponde a uno de los hidrégenos
del puente de metileno del dizabiciclo; la sefial simple en 3.58 ppm corresponde a los
hidrégenos del metileno del fragmento de diazabiciclo; la sefial quintuple que aparece en 4.87
ppm corresponde al hidrégeno del carbono asimétrico 12; las sefiales multiples que aparecen
entre 5.21 y 5.50 ppm corresponden a los hidrégenos vinilicos de los carbonos 9 y 10; la sefial
multiple que aparece entre 7.21y 7.33 ppm se atribuye a los hidrégenos del anillo aromatico. El

idn molecular observado en el espectro de masas ratifica la identidad del compuesto 5.
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8.5 Evaluacion farmacolégica de fenilacetato de (1R,3Z)-1-hexil-12-[(15,4S)-2-metil-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano]-12-oxo-3-dodecenilo (5).

Los ensayos farmacoldgicos preliminares del compuesto 5 como agente antineopldsico,®

mostraron que esta molécula presentd mayor actividad que la presentada por FAR (6) y

capsaicina, en las tres lineas celulares tumorales de cérvix CaSki, Hela y ViBo, (grafica 1).

Grafica 1l

Comparacion de actividad antineoplasica entre el andlogo 5, FAR (6) y capsaicina en lineas
celulares tumorales de cérvix CaSki, HelLa y ViBo.
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Se confirmé la viabilidad de sintetizar el compuesto deseado, fenilacetato de (1R,32)-1-hexil-12-
[(1,5,45)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano]-12-oxo-3-dodecenilo (5), andlogo de FAR, a
partir de materias primas que fueron comercialmente disponibles y aplicando estrategias

quimicas y enzimaticas de sintesis.

La evaluacién del compuesto 5 como agente antineoplasico en lineas celulares tumorales de
cérvix, mostré buena actividad antitumoral, en comparacion con 12-fenilacetilrinvanil y

capsaicina, lo que lo ubica como un buen candidato para posteriores estudios farmacolégicos.
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10. ANEXOS
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ANEXO 10.2
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ANEXO 10.3 .
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ANEXO 10.4
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ANEXO 10.4
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