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RESUMEN

El presente trabajo de investigacidon informa sobre la preparacion de dos familias
de compuestos: cationes lipofilicos derivados del acido cafeico y bromoésteres
derivados de &cido cafeico como compuestos citotoxicos mitocondriotropicos

selectivos para células tumorales.
Para el disefio de las moléculas, se considero:

(1) Largo de cadena entre los componentes farmacoféricos.
(2) Presencia o ausencia de carga que permita o no dirigirlas hacia la
mitocondria

(3) Incorporacion de grupos funcionales con capacidad antioxidante

Las moléculas fueron ensayadas en las lineas celulares: HCT-116, H1975, Hela,
MCF-7, HL60 y Vero, con MTT y Rojo Neutro, dando como resultado mayor
citotoxicidad para los cationes lipofilicos fosforados, mejores resultados para
ésteres bromados y cationes fosforados con cadena de 10 carbonos y mayor

selectividad para HelLa con 9-P.
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SUMMARY

This research work provides information on the preparation of families of
compounds: lipophilic cations derived from caffeic acid and bromoesters derived
from caffeic acid as selective cytotoxic mitochondrotropic compounds for tumor

cells.
For the design of the molecules, it was considered:
(1) Chain length between the pharmacophoric moieties.

(2) Presence or absence of charge that allows or does not direct them towards

the mitochondria
(3) Presence of antioxidant groups

The molecules were tested in the cell lines: HCT-116, H1975, HeLa, MCF-7, HL60
and Vero, with MTT and Neutral Red, resulting in greater cytotoxicity for the
phosphorus lipophilic cations, better results for brominated esters and
phosphorus cations with chain of 10 carbons and greater selectivity for HeLa with

9-P.
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ZUSAMMENFASSUNG

Diese Forschungsarbeit liefert Informationen Uber die Herstellung von
Verbindungsfamilien: lipophile Kationen aus Kaffeesdaure und Bromester aus
Kaffeesaure als selektive cytotoxische mitochondrotrope Verbindungen fir

Tumorzellen.
Fir das Design der Molekile wurde bericksichtigt:

(1) Kettenlange zwischen den pharmakologischen Komponenten.
(2) Vorhandensein oder Fehlen von Ladung, die sie zu den Mitochondrien
leitet oder nicht

(3) Einbau von funktionellen Gruppen mit antioxidativer Kapazitat.

Die Molekile wurden in den Zelllinien HCT-116, H1975, HeLa, MCF-7, HL60 und
Vero mit MTT und Neutralrot getestet, was zu einer hdheren Zytotoxizitat fur die
lipophilen Phosphor-Kationen fiihrte, bessere Ergebnisse fir bromierte Ester und
Phosphor-Kationen mit einer Kette von 10 Kohlenstoffe und gréf3ere Selektivitat

fur HeLa mit 9-P.

XiX



INTRODUCCION

El cancer

Se reconoce como “cancer” al grupo de patologias caracterizadas por el
crecimiento descontrolado de algun tipo de células. En general, cada cancer
recibe el nombre segun el érgano o tejido donde se origina. Su origen es genético
y su desarrollo se ve influenciado por factores como exposicion ambiental,
infecciones crénicas y estilos de vida poco saludables (Ministerio de Salud de

Chile: Estrategia Nacional de Cancer, 2016).

En Chile, el Ministerio de Salud (MINSAL), indica que, al afio 2016, el cancer fue
la primera causa de carga de enfermedad, correspondiente a un 14% del total,
posicionandose por sobre las enfermedades cardiovasculares. Por otra parte, las
neoplasias se ubican como la segunda causa de muerte en Chile, bajo las

enfermedades cardiovasculares.

En el cancer, las células patolégicas se caracterizan por evadir la apoptosis, ser
autosuficientes en cuanto a las sefales de crecimiento, volverse insensibles a las
seflales que detienen el crecimiento, invadir otros tejidos, desarrollar
angiogénesis y tener un potencial replicativo infinito (Hanahan & Weinberg,

2000), ademas de poseer un metabolismo energético alterado, altamente



capacitado para producir ATP en condiciones anaerObicas (Hanahan &

Weinberg, 2011), tal como lo muestra la figura 1.

Sefializacion Evasion
proliferativa supresores de
sostenida crecimiento

energética Amtina

Evacion de Adquisicion de
apoptosis inmortalidad
replicativa
" Inflamacion
Mutacion e promovida por
inestabilidad el tumor
genomica

Induccion de Activacion de invasion
angiogeénesis y metastasis

Figura 1. Caracteristicas de las células tumorales (Sanchez, 2013).

Un metabolismo energético alterado, suele ser uno de los cambios mas
importantes en las células al volverse tumorales. El aumento de la capacidad
glicolitica en ausencia de oxigeno, como condicién que se instala en una célula
tumoral toma lugar gracias al proceso de fermentacion lactica, en reemplazo de
la respiracion celular, esto es llamado “efecto Warburg”, y puede llegar a
proporcionar hasta el 50% del ATP requerido por la célula, siendo que, en
condiciones normales, aproximadamente, el 90% del ATP es producido por la

mitocondria (Pedersen, 2007).



Otto Warburg propuso que, en el cancer, las mitocondrias ven alterada su
funcidn: sugiere que “son apagadas” por los genes cancerosos ya que éstas son
responsables del comienzo de la cascada de apoptosis por via intrinseca
(Pedersen, 2007). Josephine Modica-Napolitano planted, el 2004, que las
diferencias entre las mitocondrias de células tumorales y células no tumorales
ofrecen una alternativa para desarrollar nuevas terapias farmacologicas
disefiadas bajo esta premisa, hecho que permitiria una mayor selectividad de su
citotoxicidad. Adicionalmente, Modica-Napolitano, propone utilizar cationes
lipofilicos ya que estos se acumularian selectivamente en células tumorales
atraidos por el potencial de membrana incrementado detectado en las

mitocondrias tumorales.

Apoptosis y cancer

Se conoce como “apoptosis” a la muerte celular programada. La principal
caracteristica de este tipo de muerte es que no es accidental, permite el recambio
celular de células viejas, o que presenten fallas en su estructura o
funcionamiento, por células nuevas y permite eliminar tejidos vestigiales en el
desarrollo embrionario, como las membranas interdactilares en humanos que si

conservan algunas aves, como los patos.



La apoptosis puede iniciarse por sefiales externas o internas. En el primer caso,
llamado via extrinseca (figura 2), la cascada apoptética se inicia por la union de
TNF (Factor de Necrosis Tumoral, TNF por sus siglas en inglés), citoquinas
liberadas por el sistema inmune, a su respectivo receptor ubicado en la
membrana celular (Locksley y colaboradores, 2001). Luego de esto, la
procaspasa 8 es activada por protedlisis a caspasa 8 y liberada al citoplasma,
donde activa a la procaspasa 3 por protedlisis a caspasa 3 que es la responsable
de la fragmentacion del ADN de la célula y la formacion de cuerpos apoptoticos

gue, mas tarde, son fagocitados (Kataoka y colaboradores, 1998).

Procaspasa 8
IEmBEnacelue & B |

Figura 2. Esquema via extrinseca de la apoptosis. Elaboracion propia.

La via intrinseca de la apoptosis (figura 4) se inicia por sefiales intracelulares
negativas o positivas: las negativas consideran la ausencia de factores de
crecimiento, hormonas o citoquinas, mientras que las sefiales positivas
consideran la presencia de toxinas, radiacion, hipoxia, hipertermia, radicales
libres e infecciones virales, entre otros. Estos estimulos causan la apertura del
poro de transicibn de permeabilidad mitocondrial (MPTP) que comunica a la
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matriz mitocondrial con el citoplasma, previa activacion del gen p53, permitiendo
la salida de dos grupos de proteinas pro apoptéticas (Chinnaiyan, 1999). El
primer grupo consta del citocromo ¢, Smac/DIABLO y una proteasa conocida
como HtrA2/Omi. El citocromo c activa a Apaf-1 y a la procaspasa 9, formando
un apoptosoma. Smac/DIABLO y HtrA2/Omi son las encargadas de inhibir a las
proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP, por sus siglas en inglés) (Ekert & Vaux,
2005). El segundo grupo de proteinas liberadas desde la mitocondria al citosol,
consta de AIF, endonucleasa G y CAD, pero esto ocurre tardiamente respecto a
la liberacion del primer grupo. AlF se transloca al ndcleo y es la responsable de
la fragmentacién del ADN y la condensacion del ADN nuclear periférico a
cromatina, conocido como “etapa I”. En la “etapa II” de la condensacion del ADN
se observa una cromatina mucho mas condensada gracias a la endonucleasa G
y CAD (Susin y colaboradores, 2000). El apoptosoma se forma, en primera
instancia, por la union del citocromo ¢ a Apaf-1 formando un primer complejo al
cual, a continuacién, se une la procaspasa 9 a su sitio correspondiente en Apaf-
1, en presencia de ATP, que fue liberado gracias a la unién con el citocromo ¢
(figura 3). La procaspasa 9 es activada por protedlisis a caspasa 9, quien es

responsable de activar la cascada de caspasas (Cascales, 2003).



Procaspasa-9

Citocromo c

v ‘! ? Oligomerizacion !

Apaf-1

Apoptosoma
Figura 3. Formacion del apoptosoma. Imagen extraida del sitio web del Grupo

Multidisciplinar de Oncologia Traslacional <http://gmot.uib.es> [ultima visita: 09

de septiembre de 2017].
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Endonucleasa G
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Fragmentacion ADN

Figura 4. Esquema de la via intrinseca de la apoptosis. Elaboracion propia.

Al igual que en la via extrinseca, el final de la apoptosis esta caracterizado por la
formacién de cuerpos apoptéticos que, buscando guiar su fagocitosis por
macréfagos, exponen hacia el medio extracelular a la fosfatidilserina que,

normalmente, se encuentra expuesta hacia el citosol.


http://gmot.uib.es/

En el cancer, podemos observar que, tanto la via extrinseca como la intrinseca
de la apoptosis, se encuentran alteradas, de forma que las células tumorales son
capaces de evadir la muerte celular programada (figura 5). Algunos de los
mecanismos involucrados corresponden a una sobreexpresion de IAP,
disminucioén en la actividad de las caspasas, un desbalance entre la expresion de
proteinas anti y pro apoptoticas y defectos o mutaciones en el gen p53 (Sanchez,

2013).
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Figura 5. Mecanismos de evasion de apoptosis en células tumorales (Sanchez,

2013).



La mitocondria tumoral como diana farmacologica

La mitocondria (figura 6) es un organelo que cuenta con su propio ADN, participa
de la via intrinseca de la apoptosis y es el responsable de generar energia para
la célula.

El ADN de la mitocondria (ADNmt) representa menos del 1% del material
genético de una célula en los mamiferos, no contiene intrones ni histonas y se
encuentra expuesto a los efectos deletéreos de las especies reactivas del
Oxigeno (EROs) generadas por la fosforilacién oxidativa (Modica-Napolitano,
2004). Esto causa que el ADNmt acumule una mayor cantidad de mutaciones

gue el ADN del nucleo, que han sido reportadas en varios tipos de cancer.

La via intrinseca de la apoptosis también recibe el nombre de “via mitocondrial”,
debido a que comienza con la liberacion del citocromo C al citosol desde la
mitocondria por activacion del gen p53. Esta via se activa por sefales que indican
gue la célula no funciona bien: dafio en el ADN, aumento anormal de Calcio en
el citosol o estrés oxidativo. Esta via es la responsable de que, las células que
han perdido su funcionalidad, mueran de forma programada y permite la mitosis

de células normales en su reemplazo.



Ribosomas

ADN
Matriz mitocondrial
embrana mitocondrial exterma

Membrana mitocondrial interna

Espacio
Intermembrana

Porcicn Fo
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Figura 6. Mitocondria y sus principales componentes. Ademas se muestra
detalle de la porcion Fo y F1 de la proteina ATPsintasa. Imagen extraida del
sitio web de la Fundacion para la Formacion e Investigacion Sanitaria de La

Region de Murcia <http://www.ffis.es> [Ultima visita: 09 de septiembre de 2017].

La mitocondria es el organelo responsable de generar energia en la célula en
condiciones aerdbicas. Una vez completada la glicdlisis en el citosol, el piruvato
generado entra a la mitocondria para ser convertido en Acetil-CoA y entrar al
Ciclo de Krebs el cual genera NADH, una coenzima con electrones con alto
potencial de transferencia, que son incorporados al oxigeno a través de la
Cadena Transportadora de Electrones, donde se utiliza la energia liberada de la
oxidacion del NADH para bombear protones y generar el gradiente

electroquimico necesario para que la ATPsintasa sintetice ATP (figura 7). En
9
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células tumorales, este mecanismo se encuentra anulado y la energia se genera

por la sintesis anaerdbica de acido lactico a partir de piruvato en el citosol. Esto

genera un aumento del potencial de membrana de la mitocondria, en

comparacion a una mitocondria de una célula normal.

e ocssoosssosesseeesesorssoces

- - AL X Y .-""1'-'."']' -
. __..."i"‘fhl_'l‘__::__l\..-'- AL T Y e -
QEREEhT [l o S
VIS svesssesry XOCOO0000CO0COCOACAO0OGaNN il e
N s so st 2H* R o |
= AH* g
4H*
A+ 4o
IO
s ! Q-
- - Fumarate

\ Succinate

. ADP + P;
NADH + HY NaD*

Matrix
ATP _
Chemical ATP Electrical . -
potential synthesis potential — e -
ApH » driven by ‘ Ay - =
(inside proton-motive (in=side
alkaline) force negative)

Figura 7. Cadena transportadora de electrones. Lehninger, Principles of

Biochemistry.
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El potencial de membrana de una mitocondria normal es de ~-140mV y el de una
mitocondria cancerosa es de ~-220mV, encontrandose hiperpolarizada (Forrest,
2015). El cambio en el potencial de membrana en la mitocondria cancerosa se
debe a que se encuentra en condiciones anaerdbicas, las que podrian reducir la

velocidad del transporte de electrones. (Solaini, 2010)

La probabilidad de fallas en el ADNmt, el importante rol de la mitocondria en la
via intrinseca de la apoptosis y su potencial de membrana aumentado por el
cambio en su funcionalidad en una célula tumoral, vuelven a este organelo una
interesante diana en el estudio de estrategias farmacologicas selectivas para el

tratamiento del cancer.

Influencia de las especies reactivas del oxigeno en el cancer

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) se generan de forma enddgena en
las células no tumorales, especificamente en la mitocondria, como productos
secundarios de la fosforilacion oxidativa. Son iones, radicales o moléculas
derivadas del oxigeno que poseen un electron desapareado en su ultima capa
de electrones. Constituyen especies altamente reactivas y pueden ser
clasificadas en dos grandes grupos: radicales libres oxigenados y EROs no

radicalarios (Geou-Yarh Liou y Storz, 2010), como se muestra en la tabla 1.
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Figura 8. Formacién de EROs. Elaboracién propia.
De las especies descritas, el anién superéxido, el peréxido de hidrégeno y radical
hidroxilo, han sido las especies mas estudiadas en cancer por su capacidad de

interferir los procesos celulares normales (Geou-Yarh Liou y Storz, 2010). La

formacion de estas especies se muestra en la figura 8.
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Radicales libres oxigenados ERO no radicalarios

Anion superoéxido (02) Peréxido de hidrégeno (H202)
Radical hidroxilo (OH) Oxigeno singulete (*02)

Radical hidroperéxido (Oz2H) Ozono (O3)

Radicales peroxilo (ROO) Hidroperdxidos organicos (ROOH)
Radicales alcoxilo (RO) Peroxinitrito (ONO")

Tabla 1. Algunas especies reactivas del oxigeno.

Como se menciond, las EROs tienen la capacidad de interferir en el ciclo celular
(figura 9), contribuyendo a la proliferacion descontrolada en el cancer, donde los
mecanismos intracelulares que mantienen los niveles normales, se encuentran
“apagados”. Su aporte al aumento en la proliferacion celular, ocurre gracias a que
las EROs tienen la capacidad de provocar un aumento en los niveles de ARNm
de ciclinas que participan en el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular y,
con esto, favorecen la mitosis por sobre la muerte celular gracias a que el control

entre estas dos fases, ejercido por p53, se encuentra anulado (Felty, 2005).
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Figura 9. Ciclo celular. Elaboracion propia.

El radical hidroxilo (OH) es la principal ERO involucrada en la reaccion de
iniciacidén de la peroxidacion lipidica, proceso que compromete las propiedades
de barrera de las membranas bioldgicas al alterar la estructura de los lipidos que
las conforman (Gogvadze, 2008), ademas de atacar otros componentes
celulares. El radical superoxido (O2), por su parte, es poco reactivo, pero tiene la
capacidad de liberar Fe?* al interactuar con proteinas que contienen hierro, el
cual forma parte de la iniciacion de la reaccion de Fenton (figura 10), que permite
generar radical hidroxilo en presencia de Fe?* y perdxido de hidrégeno (Puppo,

1988).
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Fe’" + H,0, — Fe'" + OH™ + OH"
OH" + H,0, — HO," +H,0
Fe'' + HO, - Fe™ +H + 0,
Fe’"' + HO, — Fe'" + HO,™
Fe’" + OH" — Fe'" + OH™

Figura 10. Reaccion de Fenton. Barbusinski, 2009.

El &cido cafeico y sus ésteres como agentes antioxidantes

HO

HO

Figura 11. Acido cafeico: acido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-propenoico

El acido cafeico (figura 11) es un compuesto antioxidante presente en plantas,
frutos y subproductos obtenidos a partir de ellos, tales como el vino, debido a que
es un intermediario en la sintesis de la lignina: polimero encargado de formar

paredes celulares y tejidos de soporte en el Reino Vegetal (Mariangel, 2013). La

15



estructura del acido cafeico consta de un anillo catecélico conectado a un acido
acrilico, siendo considerado un acido hidroxicinamico, tal como el acido ferulico
y p-cumarico, que son derivados del &cido cinamico (figura 12) hidroxilados en el

anillo aromatico.

Figura 12. Acido cinamico: acido (E)-3-fenil-2-propenoico.

Asimismo, se ha encontrado que el éster 2-feniletilico del acido cafeico (figura
13), en inglés abreviado como CAPE, presente en el propdleo, muestra actividad
antitumoral in vivo frente a hepatoma de ratbn H22 y sarcoma de raton S180,

entre otros tipos de tumores (Xia, 2008).
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HO

HO

Figura 13. Ester 2-feniletilico del acido cafeico (CAPE)

CAPE ha mostrado ser un inhibidor especifico del factor nuclear implicado en
procesos de estrés oxidativo NF-kB, suprimiendo la via de las lipooxigenasas del
metabolismo del &cido araquiddnico. A una concentracion de 10 uM, es capaz de
bloquear completamente la produccion de EROs en neutrofilos humanos y el
sistema xantina/xantina oxidasa (Ozturk, 2012), llevando a una considerable

disminucion de estrés oxidativo.

Otros estudios han evaluado el efecto antioxidante de ésteres de &cido cafeico
en emulsiones con aceite de oliva, obteniendo el maximo efecto en el éster con
una cadena de 8 carbonos y, ademas, se observa que mas del 70% de ellos se
ubica en la interfase incluso cuando se ha afiadido poco surfactante a la
emulsion. Los ésteres probados corresponden los de largo de cadena indicado

en la figura 14 (Costa, 2015).
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HO R

HO

Figura 14. Estructura general de los ésteres de acido cafeico probados por

Costa, donde R=CnH2n+1y n=1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16.

En estudios farmacolégico con ésteres de acido cafeico y acido gélico, se ha visto
que ambas clases muestran ser citotoxicos a partir de una cadena propilica y no
presentan selectividad por células tumorales en comparacion a células no
tumorales cuando dichos ésteres presentan una naturaleza alquilica sin cargas
(Fiuza, 2004). Por otra parte, al enfocarnos en el largo de cadena, podemos ver
en cationes lipofilicos fosforados derivados del &cido galico, que el compuesto
mas activo como antitumoral es el galato con una cadena de 10 carbonos (Jara,
2014). Ademas, al estudiar cationes lipofilicos fosforados derivados del &cido
géalico como antichagéasicos, se observo una mejora en su actividad al aumentar
la lipofilicidad con cadenas largas, sin embargo, al tener cadenas que superen
los 14 carbonos, las moléculas en cuestion mostraron comportarse como

detergentes (Cortes, 2015). Lo anteriormente dicho, se muestra en la tabla 2.
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. ﬁ 55 BEL-7404
HO X o 26,7 MCF-7

HO 83,6 A549
44,7 BCG832
O >30 B16
HO X “OH >30 HCT116
HO >30 A431

Tabla 2. Efecto antitumoral de &cido galico, acido cafeico, trifenilfosfina y
ésteres de acido cafeico y acido galico y sus correspondientes ICso. 1-4: Fiuza,
2004. 5-10: Jara, 2014. 11: Xia, 2008. 12: Nam, 2001. Lineas celulares no

tumorales: L-132 y MM3MG.

El anillo catecodlico es parte esencial de la actividad antioxidante y citotdxica del
acido cafeico y sus ésteres derivados, lo cual se ha comprobado al metilar uno
de sus grupos hidroxilo, o ambos, y observar que las propiedades antes
mencionadas desaparecen al ser sometidas a ensayos de viabilidad celular en

las lineas tumorales B16, HCT116 y A431 (Nam, 2001).

Considerando lo anteriormente expuesto, es posible sintetizar ésteres a partir del

acido cafeico y afadir propiedades que podrian afectar su selectividad, tal como
21



la presencia de un grupo funcional que porte una carga positiva deslocalizada,
considerando a la mitocondria cancerosa como diana farmacologica. Al presentar
un potencial de membrana mas negativo que la mitocondria normal, se plantea
la idea de afiadir una carga positiva que dirija los ésteres hacia ella, sintetizando

cationes lipofilicos derivados de acido cafeico.

Acido de Meldrum en la sintesis de ésteres de acido cafeico

El acido de Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona) (figura 15) es un
compuesto que fue obtenido en 1908 a partir de la condensacion del acido
malénico con acetona. Tiene un pKa de 4,83 que es comparable al del acido

acético (pKa 4,76) (McNab, 1961).

Figura 15. Acido de Meldrum.
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El acido de Meldrum se encuentra principalmente en su forma tautomérica
monoendlica (esquema 1) y la propiedad quimica de nuestro interés es su
susceptibilidad a ataques electrofilicos en la posicién 5, que mantiene al abrir el

anillo en forma anéaloga al acido malénico (McNab, 1961. Lipson, 2009).
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Esquema 1. Tautomerizacion del acido de Meldrum.

Estas propiedades, permiten utilizar al &cido de Meldrum en la sintesis de ésteres
de &cido cafeico: en primer lugar, generando ésteres con la cadena carbonada
de largo deseado conectado a un sistema conjugado con el anillo catecdlico que
se formarad cuando, posteriormente se afiada 3,4-dihidroxibenzaldehido por

condensacion de Knoevenagel con modificacion de Doebner.
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Reaccion de Knoevenagel con modificacion de Doebner

La reaccibn de Knoevenagel es una reaccion de condensacion que,

originalmente, surgié como la reaccion de Perkin modificada.

o) o) O O O
H + )J\g Na + )J\O)J\ e WOH
®

Esquema 2. Reaccién de Perkin. En la reaccién general, podemos reemplazar
el benzaldehido por otro aldehido aroméatico y la sal de &cido por otra con un
largo de cadena distinto, siendo sédica o potasica, mas su correspondiente

forma anhidra.

La reaccion de Perkin (esquema 2) busca formar &cido cindmico por
calentamiento de benzaldehido con acetato de sodio y anhidrido acético,
teniendo la desventaja de requerir una alta temperatura y un largo tiempo de
calentamiento que, 21 afios mas tarde, Knoevenagel modific6 usando acido
maldnico y amonio o una amina primaria o secundaria como catalizador basico,

en alcohol como solvente (esquema 3). El resultado de esta modificacion fue
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pasar de 5 horas a 180°C, con la reaccion de Perkin, a 2-4 horas a 100°C.

Ademas, paso de un rendimiento del 50-70% al 70-80% (Rosenberg, 1951).

| o] O /R1 A X OH

" M T NH " Atcohol
HO OH SR, Alcohol

2

Esquema 3. Reacciéon de Knoevenagel.

Afos mas tarde, en 1901, Doebner publicé el trabajo donde usa piridina como
solvente y trazas de piperidina como catalizador en la reaccion de benzaldehido
con &cido maldnico para obtener acido cinamico (esquema 4). El rendimiento de
dicho procedimiento, fue de un 80-90%, luego de calentar por 2 horas a 100°C

(Doebner, 1901. Rosenberg, 1951).
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Esquema 4. Mecanismo general de la reaccion de Knoevenagel con

modificacion de Doebner.

Por tanto, es posible combinar las propiedades del acido de Meldrum con la
reaccion de Knoevenagel-Doebner para obtener ésteres de diversos acidos
asociados a un sistema conjugado, como el acido cafeico y, a partir de ellos,
conseguir nuevos cationes lipofilicos que respondan a las propiedades de las

células tumorales previamente expuestas.
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Trifenilfosfina

La trifenilfosfina (figura 16) es un compuesto ampliamente usado para formar la
porcién catidénica de diversas moléculas mitocondriotropicas (He, 2015). Esto se
debe a su baja toxicidad: se requieren de altas y repetidas dosis para producir
signos clinicos de irritacion respiratoria y disminucion de peso en ratas (Waritz,

2010).
Q.0

Figura 16. Trifenilfosfina.

Ademas, el par de electrones libres ubicados en el fésforo, le permiten reaccionar
mediante una sustitucion nucleofilica tipo 2 frente a buenos grupos salientes,
como un atomo de bromo, permitiendo formar cationes fosforados a partir de

precursores bromados.
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En relacion a lo expuesto, y a nuestros intereses investigativos, nos parecié de
importancia implementar un estudio de sintesis y ensayos biologicos de nuevos
cationes lipofilicos fosforados derivados del acido cafeico especificamente
explorando la potencial capacidad antitumoral de esto compuestos, en vista de
aportar al estudio de la busqueda de nuevas estructuras bioactivas en el

tratamiento antineoplasico.
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HIPOTESIS

“Nuevos cationes lipofilicos fosforados derivados de ésteres del acido cafeico,
exhibiran un mayor efecto citotéxico sobre células tumorales en funcion de la
reconocida capacidad antioxidante del anillo catecdlico enlazado y conjugado a
una agrupacion estructural de cinamoilo, conectado a una cadena polimetilénica
de longitud variable de 9 a 11 carbonos, que se enlaza a una funcion

trifenilfosfonio responsable de su direccionalidad mitocondrial.”

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar cationes lipofilicos fosforados derivados de ésteres del acido cafeico
con cadena polimetilénica de longitud variable y evaluar su actividad citotoxica

en células tumorales y no tumorales.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Sintetizar los correspondientes precursores bromados de cada cation
lipofilico por reaccion de Knoevenagel-Doebner.

(2) Sintetizar tres cationes lipofilicos derivados de ésteres del acido cafeico,
cuya porcion catiénica corresponda a la agrupacion de trifenilfosfina. Cada
uno de estos derivados portaran diferentes largos de cadena
polimetilénica que va desde 9 a 11 carbonos.

(3) Estudiar la actividad citotéxica de los cationes lipofilicos sintetizados y sus
intermediarios, en células no tumorales Vero y tumorales HCT-116,

H1975, HeLa, MCF-7 y HL60.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Solventes y soportes de purificacion

Los solventes utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y Merck en Grado

Reactivo Analitico (p.a.) que corresponden a:

Acetato de etilo 299,8% para cromatografia liquida. Merck.

e n-Hexano 298,0% para cromatografia de gas. Merck.

e Acetonitrilo 299,9% para cromatografia liquida. Merck.

e Metanol 299,8% para analisis. Merck.

e Tolueno 299,5% para analisis, Merck

e Silica gel para cromatografia en columna (60 A, 70-230 mesh,63-200 um)
e Bicarbonato de sodio grado técnico

e Sulfato de sodio anhidro grado técnico

« Acido clorhidrico concentrado 37% p/v

e Placas de silica gel F-254 para cromatografia en capa fina

De grado técnico, purificados por destilacion y posterior secado con sulfato de
sodio anhidro para su uso en cromatografia en capa fina y para cromatografia en

columnas se utiliz6 acetato de etilo y n-hexano.

31



Reactivos sintesis de alquilbromoésteres y cationes lipofilicos fosforados

derivados de acido cafeico

9-bromo-1-nonanol 95%, Sigma-Aldrich
10-bromo-1-decanol 90%, Sigma-Aldrich
11-bromo-1-undecanol >99,0%, Sigma-Aldrich
2,2-dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona 98%, Sigma-Aldrich
3,4-dihidroxibenzaldehido 97%, Sigma-Aldrich
Piperidina 299,5%, Sigma- Aldrich

Piridina 299,9%, Sigma-Aldrich

Trifenilfosfina 99%, Sigma-Aldrich

Lineas celulares

HCT116

H1975

HelLa

MCF-7

HL60

Vero
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Metodologia de ensayos de viabilidad
A. MTT:

El ensayo de viabilidad utilizando MTT, consiste en la valoracion colorimétrica de
la reduccién de bromuro de 3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
por parte de las oxidoreductasas NAD(P)H-dependientes celulares. EI MTT es un
compuesto de color amarillo que al ser reducido a formazan se torna en un color
violaceo en células vivas (Liu et al. 1997). El protocolo consiste en la siembra de
las células a evaluar (1x10°8 células/mL) en placas de 96 pocillos, y agregar los
compuestos a diferentes concentraciones e incubar a 37° C por 72 horas.
Posterior a la incubacion agregar 10ulL/pocillo de la solucion de MTT, y luego de
4 horas agregar 100 uL/pocillo de una solucién de SDS 10%, incubar 24 horas y
finalmente cuantificar en un lector de placas a 570 nm. La viabilidad celular se
calcula como porcentaje de absorbancia en relacién al control (células a las que
se les agrega el solvente, DMSO o DMF). Se calcula el valor de ICso a través de
un andlisis de porcentaje de viabilidad vs logaritmo de la concentracién del

farmaco.

B. Rojo Neutro:
El ensayo de viabilidad utilizando Rojo Neutro se basa en la habilidad de las
células vivas de incorporar y unir la tincion de Rojo Neutro. Esta tincién cationica
se concentra en los lisosomas donde se une via interacciones electrostaticas

hidrofébicas a los grupos anidnicos y fosfatos de la matriz lisosomal. La tincién
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es posteriormente extraida de las células viables utilizando una solucion de
etanol acidificada, y la absorbancia de la tincién solubilizada es cuantificada via
espectrofotometria (Repetto et al., 2008). El protocolo consiste en la siembra de
las células a evaluar (5x104 células/mL aprox), agregar los compuestos a evaluar
a diferentes concentraciones (5-150 uM) e incubar por 72 horas. Posteriormente
a la incubacion se descarta el medio de la placa (via aspiracion o decantacién),
y se adicionan 100 pL de la solucién de Rojo Neutro 40 ug/mL a cada pocillo. La
placa es incubada por 2 horas para posteriormente remover el medio con Rojo
neutro (via aspiracion o decantacion), y lavar la placa con PBS. Luego se
adicionan 150 pL de la solucién de destefiido (50% etanol, 49% agua deionizada,
1% &cido acético glacial) por pocillo, dejando la placa en agitacién por 10 minutos
para finalmente cuantificar en un lector de placas la absorbancia a 540 nm. La
viabilidad celular se calcula como porcentaje de absorbancia en relacién al
control (células a las que se les agrego el solvente, DMSO o DMF). Se calcula el
valor de IC50 a través de un andlisis de Porcentaje de viabilidad vs Logaritmo de

la concentracion del farmaco.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

PARTE QUIMICA

Consideraciones Retrosintéticas.

En relacibn a lo expuesto, se exponen los resultados obtenidos segun la
propuesta central del proyecto. En el esquema 5 se muestra la retrosintesis
abordada como disefio estratégico para la obtencion para nuestras moléculas

objetivo.

I)\M%O — et Qéj@

Esquema 5. Retrosintesis de cationes lipofilicos fosforados derivados de acido

cafeico. Donde n=9, 10, 11.

Esta desconexiéon se basa en la reaccion de formacion de una sal de fosfonio a
traves del ataque nucleofilico SN2 de trifenilfosfina sobre alquilboromoésteres del

acido cafeico.
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Por su parte, el derivado bromado de propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-

bromononilo se obtuvo segun el esquema retrosintético adjunto (esquema 6).

o) o) O
HO HO
OH
HO @) (@) Br
n

HO

Esquema 6. Retrosintesis de alquilbromoésteres derivados de acido cafeico.

Donde n=9,10,11.

Tal como se aprecia en el esquema 6 los derivados bromados pueden
sintetizarse a través una reaccion de adicidn-eliminacion entre monoesteres

alquilbromados del acido malénico con 3,4-dihidroxi-benzaldehido.

Por su parte, los monoésteres correspondientes a cada alquilboromoéster (n= 9,
10, 11) fueron obtenidos por reaccién del &cido de Meldrum con los
correspondientes bromoalcoholes de cadena larga con longitud de cadena

polimetilénica n=9, 10, 11, siendo todos productos comerciales (esquema 7).
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o) @)
OH O
rj\ |::> rj\)v + HOH\Br
0~ ~o( Jsr o~ O
n

Esquema 7. Retrosintesis de monoésteres alquilboromados del &cido maldnico.

Donde n=9, 10, 11.

Sintesis de alquilbromoésteres derivados de acido cafeico.

Inicialmente, se llevé a cabo la reaccion de los siguientes alcoholes (9-bromo-1-
nonanol, 10-bromo-1-decanol y 11-bromo-1-undecanol) con &cido de Meldrum en
presencia de tolueno a reflujo (Xia, 2008), tal como se aprecia en los esquemas

8yo9.

o © o
0 - OH
HO@Br + /Ijl\ A - rj\
O O O O Br
n

Esquema 8. Reaccion general para la obtencion de monoésteres

alquiloromados del 4cido malénico. Donde n=9, 10, 11.
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Esquema 9. Mecanismo de la reaccion para la obtencion de monoésteres

alquilbromados del acido malénico. Donde R= (CH2)n-Br; n=9, 10, 11.

La reaccion se conduce en un periodo de 5 horas. Luego de esto, los
monoésteres alquilbromados acidicos reaccionan ‘in situ” con el 3,4-
dihidroxibenzaldehido en presencia de piridina y piperidina en una reaccion tipo

Knoevenagel-Doebner segiin mecanismo general adjunto (esquema 10).
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| N HO
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|
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Esquema 10. Mecanismo de la reaccion de Knoevenagel-Doebner para la

obtencién de alquilbromoésteres derivados de acido cafeico.

Esta reaccion se basa en una condensacion de Knoevenagel con posterior
modificacion de Doebner, en la cual el carbonilo benzaldhidico reacciona con
piperidina que actua como catalizador en una relacion molar 1:1 y cuyo objetivo
es de activar la funcién carbonilica, formando un cation iminio intermediario que

experimenta ataque nucleofilico del componente endlico del acido malonico bajo
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la forma de su monoester, para dar un aducto sobre el cual finalmente actua la
piridina como agente desprotonante favoreciendo la descarboxilacion bajo las
condiciones de calentamiento regulado (60 °C), generando los correspondientes

ésteres como derivados del acido acrilico.

Esta reaccion de condensacion, generd, finalmente, los alquiloromoésteres a,-
insaturados como productos oleosos de color amarillo palido con rendimientos

entre 11-17%.

Estructura Nombre IUPAC Rendimiento

2 propenoato de (E)-3- 17%
HO ~ D e e e N
(4,4dihidroxifenil)-9-
HO
C1sH2504Br bromononilo (9-Br)

2 propenoato de (E)-3- 14%
HO N N e Ve e e
(4,4dihidroxifenil)-10-
HO
C1oH2704Br bromodecilo (10-Br)
2 propenoato de (E)-3- 11%
(4,4dihidroxifenil)-11-

HO

bromoundecilo (11-Br)
Con2904Br

Tabla 3. Alquiloromoésteres obtenidos.
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Es interesante destacar que en virtud del tiempo que cubre esta reaccion (20 hrs),
se decidid, en términos de mejorar la eficiencia, efectuar un ensayo ocupando el
principio de irradiacién por microondas en intervalos de 5 minutos. hasta llegar a
los 15 minutos, donde los primeros 5 minutos se realizaron a una temperatura de
60°C, y los siguientes 10 minutos, a 90°C. Los resultados no fueron los
esperados: se observd inicialmente una importante fraccion de producto de
partida sin reaccionar. Esta condicion permanecio incluso al incrementar el
tiempo y temperatura de exposicion. En las placas de TLC se observo producto
final y reactivos iniciales, donde, luego de los primeros 5 minutos, el producto
final se encontré en una proporcion de un 10-20% respecto a los reactantes y, al
completar los siguientes intervalos, alcanzd un maximo de 50-60%. No se

observaron nuevos productos.

La estructura, nombre y rendimiento de las moléculas obtenidas se indica en la

tabla 3.
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Caracterizacion espectral de los alquilboromoésteres

El compuesto propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo fue
caracterizado por *H-RMN y 3C-RMN. En el espectro de protones, se aprecia un
doblete a 6=6,24 ppm con una constante de acoplamiento J=15,9 Hz y otro
doblete a 6=7,47 ppm con exactamente la misma constante de acoplamiento:
J=15,9 Hz. Dichas sefiales son asignadas a acoplamientos del tipo AM de los
protones del sistema olefinico conjugado. El doblete a 8=7,47 ppm se asign¢ al
hidrégeno en posicion (3 al éster y el doblete a 6=6,24 ppm se asigno al hidrogeno

conectado al carbono sp2 a a la funcién éster.

Las senales 6=7,04 ppm, 6=6,97 ppm y 6=6,77 ppm fueron asignados a los 3
protones del anillo catecdlico, a 6=7,04 ppm se destaca un doblete asignable al
protén de C-5. El doblete doblete a 6=6,97 ppm se asigno al hidrégeno de C-9y

el doblete a 6=6,77 ppm al hidrégeno del C-8 (figura 17).
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Figura 17. Ampliacién del sistema conjugado en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.

El sistema catecolico exhibe, por su parte, un par de sefiales singulete anchos a

0=9,14 ppm y 6=9,59 ppm (figura 18).

M08: 9.59 pprm; br s; 1H MO7: 9.14 ppm; br s; 1H
2 =+
@ b
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Figura 18. Ampliacién del sistema catecélico en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.
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En relacion a la porcion alifatica (figura 19), el metileno conectado al atomo de
bromo aparece como un multiplete a ©=3,48 ppm producto del
desapantallamiento inducido por el halégeno. Esta sefial presenta una
integracion superior a los 2H esperados, debido muy probablemente a la
presencia residual del producto intermediario derivado de la reaccion del acido

de Meldrum y el 9-bromo-1-nonanol.

Se aprecia otro multiplete a 6=4,05 ppm para el metileno adyacente al oxigeno
del éster, donde también se aprecia que la sefal exhibe una integraciéon mayor a
la esperada, cuya diferencia se asigna a un compuesto intermediario

contaminante.

Junto a la sefal a 8=4,05 ppm, se aprecia un multiplete a $=3,96 ppm con menor
presencia, un contaminante mayoritario. Siendo estas sefales la principal
diferencia entre el contaminante y el alquiloromoéster, a través de la integraciéon
de sus sefiales, podemos inferir que el propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-
bromononilo y su respectivo contaminante, del que se habla con mayor detalle al

final de la seccién, se encuentran en razon 1:5 de abundancia.

Las restantes sefiales a campo mas alto & = 1,5-1,8 ppm dan cuenta de las

sefales metilénicas faltantes.
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MO09: 4.05 ppm; m; 7H

MA0: 397 pprm; m; 2H

MOS8: 3.48 ppm; m; 8H

o
=
[5]

3.46

351

Figura 19. Ampliacion de sefiales correspondientes a protones de carbonos

adyacentes a grupo éster y halégeno en el *H-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.

A continuacion, en la figura 20, se entrega detalle de las sefiales del *H-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.
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Por su parte el espectro de 3C-RMN de propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-
9-bromononilo presenta una sefial a $=166,98 ppm asignable al carbonilo tipo
éster, coexistiendo junto a dos sefales carbonilicas a 6=166,87 y 170,69 ppm
gue corresponderian, como se menciond anteriormente, a un producto
intermediario derivado de la reaccion del acido de Meldrum y el 9-bromo-1-
nonanol. También se aprecian 4 singuletes a 8=114,30, 115,12, 116,08 y 121,65
ppm asignables a los 3 carbonos aromaticos tipo C-H mas el carbono a a la

funcién carbonilo del éster.

Las sefiales 6=145,42, 146,05 y 148,84 ppm corresponden a los carbonos a a los

dos hidroxilo del anillo catecélico y al carbono B al carbonilo del éster.

La sefial 8=65,16 ppm, corresponde al carbono alifatico adyacente al oxigeno del
éster. El conjunto de sefiales a 6=25,74 ppm a 6=35,33 ppm corresponden al

resto de los carbonos metilénicos de la cadena alifatica (figura 21).
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Figura 21. Ampliacién de porcién alifatica del 13C-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.

A continuacion, en la figura 22, se entrega detalle de las sefiales del 13C-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo.
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Por su parte, el propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo como

compuesto perteneciente a la serie homologa, exhibe un espectro de *H-RMN

muy similar: dos sefales dobletes a 6=6,25 ppm y ©0=7,47 ppm con una

constante de acoplamiento reciproca de J=15,9 Hz.

El doblete a 6=7,04 ppm, el doblete doblete a 6=7,00 ppm y el doblete a 6=6,76

ppm se asignaron a los protones del anillo catecolico no hidroxilos (figura 23).

MO3: 7.47 ppm; d; J=15.88; 1H

7.40
744

Mo4: 6.76 ppm; d; J=6.11; 1H

MO7: 7 ppm; m; 1H

MOG: 7.04 pprm;

=y 1H

|
1.071.20
==

MOS5: 6.25 ppm; d; J=15.88; 1H

628
£.23

T
7.0

Figura 23. Ampliacién del sistema conjugado en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.
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En relacion a la porcion alifatica (figura 24), el metileno conectado al atomo de
bromo aparece como un multiplete a ©=3,51 ppm producto del
desapantallamiento inducido por el halégeno. Esta sefial presenta una
integracion superior a los 2H esperados, debido probablemente a la presencia
residual de un producto intermediario derivado de la reaccion del acido de

Meldrum y el 10-bromo-1-nonanol.

Se aprecia otro multiplete a 8=4,10 ppm por el metileno adyacente al oxigeno del
éster, donde también se aprecia una integracion mayor, cuya diferencia se asigna

a un compuesto intermediario contaminante.

Junto a la sefial a 6=4,10 ppm, se aprecia un multiplete a 8=3,97 ppm con menor
presencia, un contaminante mayoritario. Siendo estas sefales la principal
diferencia entre el contaminante y el alquiloromoéster, a través de la integracion
de sus sefales, podemos inferir que el propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-
bromodecilo y su respectivo contaminante, del que se habla con mayor detalle al

final de la seccién, se encuentran en razon 1:5 de abundancia.
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M10: 3.51 ppm; m; 6H
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MO8: 4.08 ppm; dt; J=13.51, 5.58x(2); 4H i

09: 3.9F ppm; m; 1H
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3.36

Figura 24. Ampliacion de sefiales correspondientes a protones de carbonos
adyacentes a grupo éster y halégeno en el *H-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.

Las dos senales a 6=9,14 ppm y 6=9,61 ppm asignables a los hidroxilos

catecolicos se presentan en el ampliado siguiente (fig. 25)
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MO01: 9.61 ppm; br =3 1H

M02: 9.14 ppm; br s; 1H

=) -+
@ h
=i}

Figura 25. Ampliacién del sistema catecélico en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.

A continuacioén, en la figura 26, se muestran las sefiales del *H-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.
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El espectro de 2C-RMN de propenocato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-
bromodecilo presenta una sefial a =167,06 ppm asignable al carbonilo tipo éster.
También se aprecian 4 singuletes a 6=114,44, 115,26, 116,16 y 121,78 ppm
asignables a los 3 carbonos aromaticos tipo C-H mas el carbono alfa a la funcion

carbonilo del éster.

Las senales 6=145,47, 146,02 y 148,84 ppm corresponden a los carbonos alfa a

los dos hidroxilos del anillo catecdlico y al carbono beta al carbonilo del éster.

La sefial 8=64,16 ppm, corresponde al carbono alifatico adyacente al oxigeno del
éster. Como se espera, las sefiales en el rango de 6=25,73 ppm a 6=35,65 ppm

corresponden al resto de carbonos de la cadena alifatica (figura 27).
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Figura 27. Ampliacién de porcién alifatica del 13C-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.

A continuacion, en la figura 28, se muestran las sefiales del 3C-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo.
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El propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo, exhibe un espectro
de 'H-RMN similar a las dos moléculas anteriormente mostradas: dos sefiales
dobletes a ©6=6,24 ppm y 6=7,46 ppm con una constante de acoplamiento
reciproca de J=15,9 Hz. Las sefnales a =6,76, 6,98 y 7,04 ppm fueron asignadas

a los protones del anillo aromatico catecdélico (figura 29).

MOG: 6.76 pprm; d; J=8.11; 1H

MO5: 6.98 ppm; m; 1H

MO02: 7.46 ppm; d; J=15.88; 4 M03: 7.04 ppmi k; MO4: 6.24 ppm; d; J=15.88; 1H

o]

677
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Figura 29. Ampliacién del sistema conjugado en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.
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En relacion a la porcion alifatica (figura 30), el metileno conectado al atomo de
bromo aparece como un multiplete a ©6=3,50 ppm producto del
desapantallamiento inducido por el halégeno. Esta sefial presenta una
integracion superior a los 2H esperados, debido a la presencia residual de
probablemente de un producto intermediario derivado de la reaccion del acido de

Meldrum y el 11-bromo-1-nonanol.

Se aprecia otro multiplete a 6=4,05 ppm por el metileno adyacente al oxigeno del
éster, donde también se aprecia una integracion mayor, cuya diferencia se asigna

a un compuesto intermediario contaminante.

Junto a la sefal a 8=4,05 ppm, se aprecia un multiplete a 6=3,97 ppm con menor
presencia, un contaminante mayoritario. Siendo estas sefales la principal
diferencia entre el contaminante y el alquilboromoéster a través de la integracion
de sus sefales, podemos inferir que el propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-
bromoundecilo y su respectivo contaminante, del que se habla con mayor detalle

al final de la seccidn, se encuentran en razéon 1:6 de abundancia.

59



MO%: 3.5 ppmy; t; J=6.7x(2); 10H
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MOT: 4.05 ppm; br t; J=6.5x(2); 8H o
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Figura 30. Ampliacion de sefales correspondientes a protones de carbonos
adyacentes a grupo éster y halégeno en el *H-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.

Las sefiales correspondientes a los hidroxilos catecdlicos.se observan a 6=9,13

ppm y 6=9,59 ppm (figura 31).
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MO1: 9.59 ppm; br g; 1H
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Figura 31. Ampliacién del sistema catecélico en el *H-RMN de propenoato de

(E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.

A continuacion, en la figura 32, se entrega detalle de las sefiales del *H-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.
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Por su parte el espectro de 3C-RMN de propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-
11-bromoundecilo presenta una sefal a 8=166,90 ppm asignable al carbonilo tipo
ester, coexistiendo junto a dos sefnales carbonilicas a 8=167,00 y 170,78 ppm
gue corresponderian, como se menciond anteriormente, a un producto
intermediario derivado de la reaccion del acido de Meldrum y el 11-bromo-1-
undecanol. También se aprecian 4 singuletes a 6=114,36, 115,20, 116,12 y
121,70 ppm asignables a los 3 carbonos aromaticos tipo C-H mas el carbono a a

la funcién carbonilo del éster.

Las sefales 6=145,44, 146,04 y 148,84 ppm corresponden a los carbonos a a los

dos hidroxilo del anillo catecélico y al carbono 8 al carbonilo del éster.

La sefial 8=65,18 ppm, corresponde al carbono alifatico adyacente al oxigeno del
éster. Las sefales de 6=25,77 ppm a 0=35,48 ppm corresponden al resto de

carbonos de la cadena alifatica (figura 33).

63



29.41

3276
28.04

JJL oot —J
A RE R R T
3z 31 3 s 2

35.48
35.43
29.44
29.16
28.67

T T T T T
ag a4 29

Figura 33. Ampliacién del sistema alifatico del 13C-RMN de propenoato de (E)-3-

(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.

A continuacion, en la figura 34, se entrega detalle de las sefiales del 13C-RMN de

propenoato de (E)-3-(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo.
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En los espectros de carbono descritos, es posible apreciar un conjunto de sefiales
a campo muy alto, inferiores en desplazamiento quimico a 25 ppm (figuras 22,
28 y 34), que corresponderian probablemente a contaminantes hidrocarbonados
parafinicos utilizados en el ensamblaje de coplas para los evaporadores

rotatorios.

No obstante, el principal contaminante observado seria el respectivo monoéster
alquil bromado de &cido malonico correspondiente a uno de los pasos

intermedios en la sintesis de cada alquilbromoéster (figura 35).

HO O’H\ Br
n

Figura 35. Monoéster alquil bromado de acido maldnico que se presenta como

contaminante en muestras de cada alquiloromoéster. Donde n=9, 10, 11.

La presencia del contaminante, explica las dos sefiales extra a 8=165-171 ppm,
pues corresponden a sus dos carbonos carbonilicos. La sefial en 6=41-43 ppm
corresponde al carbono ubicado entre los carbonilos y, la sefial en =64-65 ppm,

al carbono alfa a la funcién éster.
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Sintesis de cationes lipofilicos fosforados

Finalmente, la conexion entre los bromoésteres con trifenilfosfina, se llevd a

cabo segun el esquema retrosintético adjunto (esquema 11).

Howo > HOD/JJ\OQ& . C\éﬁj

Esquema 11. Retrosintesis de cationes lipofilicos derivados de acido cafeico.

Experimentalmente, esta reaccion (esquema 12) cursé por adicion de ambos
reactivos en acetonitrilo bajo condiciones de reflujo. La reaccion resulté de una
cinética lenta, ya que después de los primeros 5 dias de calentamiento, se
observo por cromatografia en capa fina, solo trazas de producto formado y gran
presencia de los reactivos iniciales. Frente a estos resultados, decidimos
continuar con el calentamiento por 5 dias mas, resultando en la obtencion de una
mayor cantidad de producto formado, pero aun con una fuerte presencia de los
reactivos de partida. La cantidad maxima obtenida detectada por visualizacion de

la placa cromatografica fue en estos 10 dias.
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Esquema 12. Mecanismo de reaccion para la obtencién de cationes lipofilicos

fosforados derivados de acido cafeico. Donde n=9, 10, 11.

o ) Bromuro de (E)-(9-((3-(3,4- 46%

HO N /\/\/\/\/T@
9 P(CeHs)s dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)t
HO

rifenilfosfonio (9-P)

C36H4004P

Br@ Bromuro de (E)-(10-((3-(3,4- 50%

o ®
HO AN S -P(CgHs)
D/v\o 8 dihidroxifenil)acriloilyoxi)decil)t
HO

rifenilfosfonio (10-P)

C37H4204P

o) O Bromuro de (E)-(11-((3-(3,4- 43%

HO N o/\/\/V\/\/Er%)C H
(CeHs)ls ginidroxifenilacriloilyoxi)undec
HO

iltrifenilfosfonio (11-P)
CagH1404P

Tabla 4. Cationes lipofilicos fosforados derivados de acido cafeico obtenidos.

En tal sentido al finalizar la reaccion, se disponia de un liquido de color ambar
correspondiente a una mezcla en la que en el mejor de los casos habria un 50%

de sales de fosfonio formado para los 3 compuestos en estudio.
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La metodologia de separacién para los 3 productos obtenidos se basé en la
condicion no migrante de las sales de fosfonio en cromatografia en gel de silice
en el sistema de solvente hexano/acetato de etilo 1:1, por lo que se decidié hacer
una columna cromatografica eluida en este sistema de solvente, para separarlo
de los reactivos iniciales no reaccionados. Una vez logrado este propdsito, para
lograr aislar la sal de fosfonio retenida por la silica se hizo uso de la técnica
cromatografica en gradiente de polaridad creciente, cambiando el eluente por
metanol. Se aprecio a simple vista que el producto formado comenzo6 a migrar,
logrando separar una mancha ambar en un rendimiento de un 50%,

aproximadamente.

La estructura, nombre y rendimiento de las moléculas obtenidas se indica en la

tabla 4.
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Caracterizacion espectral de los cationes lipofilicos fosforados

Al observar los espectros de protones *H-RMN y los espectros de carbono 13C-
RMN de los tres cationes lipofilicos, se aprecia un fenomeno de desdoblamiento
de sefiales asignada a una rotacion restringida de los tres carbonos de la cadena
alifatica vecinos al grupo fosfonio y de los tres fenilos del mismo grupo. Esto se
ve reflejado en sefiales desdobladas para cada carbono e hidrégeno en las

posiciones mencionadas.

En el espectro de protones 'H-RMN de bromuro de (E)-(9-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)trifenilfosfonio, encontramos a campo bajo una
senal 6=9,30 ppm, asignada a uno de los protones de los grupos hidroxilo del

anillo catecélico, no se aprecia la segunda sefial hidroxilica (figura 36).
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Figura 36. Ampliacién del sistema catecdlico en el *H-RMN de bromuro de (E)-

(9-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)trifenilfosfonio.

A campo mas alto, se aprecia un doblete a =6,25 ppm con una constante de
acoplamiento J=15,9 Hz y otro doblete a 8=7,45 ppm con la misma constante de
acoplamiento: J=15,9 Hz. Dichas sefiales son asignadas a acoplamientos del tipo
AM de los protones del sistema olefinico conjugado. El doblete a 6=7,45 ppm se
asigno al hidrégeno en posicion B al éster y el doblete a $=6,25 ppm se asigné al

hidrégeno conectado al carbono sp2 a a la funcion éster.

Las senales 6=7,07 ppm, 8=6,99 ppm y 6=6,78 ppm fueron asignados a los 3
protones del anillo catecdlico, a 6=7,07 ppm se destaca un doblete asignable al
protén de C-5. El doblete doblete a 6=6,99 ppm se asigné al hidrégeno de C-9y

el doblete a 6=6,78 ppm al hidrégeno del C-8.
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Por otra parte, el multiplete en 8=7,9 ppm y el singulete a & =7,78 ppm
corresponden a protones de los 3 fenilos presentes en el sal de fosfonio en

compainia de trifenilfosfina (figura 37).

MU3(br s}

7.7

1M04(m)

]
w
[

MO5: 7.07 ppm; 55 1H

780

: 6.99 ppm; mi; 1H

MO7: 7.45 ppm; d; J=15.88; 1H MQ1: 6.78 ppm; d; J=B.11;1H  Mo08: 6.25 ppm; d; J=15.88; 1H
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Figura 37. Ampliacién del sistema conjugado en el *H-RMN de bromuro de (E)-

(9-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)trifenilfosfonio.

A ©6=3,61 ppm, encontramos la sefial asignable a los protones del carbono a al
grupo fosfonio, mientras en 6=4,05 vemos la sefal asignable al carbono 1’,
enlazado al oxigeno de la funcion éster. También se observa la sefial del DMSO-

72



d6 a 6=2,51, agua a 6=3,39 y un singulete a 6=3,16 que corresponderia al
metanol. La sefial es grande, indicando que la evaporacion de este solvente no

fue exitosa.

A continuacion, en la figura 38, se entrega detalle de las sefiales del *H-RMN de

bromuro de (E)-(9-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)trifenilfosfonio.
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En el espectro de carbono 3C-RMN (figura 39), se aprecia una sefial a 5=167,06
ppm que se asigna al carbono de la funcidn éster. Las sefales entre 6= 130,62
ppm y 6=135,36 ppm se asignan a los tres fenilos, donde, a medida que estos
carbonos se acercan en posicion al carbono unido al fosforo, se encuentran mas

desapantallados.

A 6=118,49 ppm y 06=119,61 ppm aparecen el carbono a a la funcion éstery 8-C,

respectivamente.

A campo alto, se observan las sefiales correspondientes a los carbonos de la
cadena alifatica, desde 2’-C a 9’-C, mientras que el carbono unido al oxigeno

aparece en 6=65,20 ppm.

La sefal a $=49,05 ppm, corresponde al carbono del metanol, mostrandonos que

la evaporacién de este solvente no se completo.
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En el espectro de protones 'H-RMN de bromuro de (E)-(10-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)decil)trifenilfosfonio no es posible ver las sefales

correspondientes a los hidroxilos catecolicos.

Como se espera, a 6=6,24 ppm, se aprecia un doblete con una constante de
acoplamiento J=15,9 Hz y otro doblete a 8=7,45 ppm con la misma constante de
acoplamiento: J=15,9 Hz. Dichas sefiales son asignadas inequivocamente a
acoplamientos del tipo AM de los protones del sistema olefinico conjugado. El
doblete a 6=7,45 ppm se asigno al hidrégeno en posicion 3 al éster y el doblete
a 0=6,24 ppm se asigné al hidrégeno conectado al carbono sp2 a a la funcién

éster.

Las senales 8=7,07 ppm, ©=6,98 ppm y 8=6,78 ppm fueron asignados a los 3
protones del anillo catecdlico, a 6=7,07 ppm se destaca un doblete asignable al
proton de C-5. El doblete doblete a 6=6,98 ppm se asigné al hidrogeno de C-9y

el doblete a 6=6,78 ppm al hidrégeno del C-8.

A 6=7,59 ppm, se ve un multiplete que integra para 3 protones, asignado a los

hidrogenos unidos al carbono en posicion para al carbono unido al fésforo.

Por otra parte, el multiplete en 6=7,82 que presenta una integracion para 26
protones, se asignd a los hidrogenos de los fenilos presentes en el grupo
trifenilfosfina residual, y los del derivado de fosfonio que se encuentran mas a

campo mas bajo en el espectro (figura 40).
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Figura 40. Ampliacién del sistema conjugado del espectro de protones *H-RMN

de bromuro de (E)-(10-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)decil)trifenilfosfonio.

A ©6=3,50 ppm, encontramos la sefial asignable a los protones del carbono a al
grupo fosfonio, mientras en ©=4,08 vemos la sefal asignable al carbono 1’,
enlazado al oxigeno de la funcion éster. También se observa la sefial del DMSO-
d6 a 6=2,51, agua a 6=3,39 y un singulete a 6=3,16 que corresponderia al

solvente metanol.

A continuacion, en la figura 41, se entrega detalle de las sefales del *H-RMN de

bromuro de (E)-(10-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)decil)trifenilfosfonio.
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En el espectro de carbono 3C-RMN, se aprecia una sefial a 3=167,09 ppm
correspondiente al carbono de la funcién éster. Las sefnales entre 8= 130,61 ppm
y 0=135,62 ppm se asignan a los tres fenilos, donde, a medida que estos
carbonos se acercan en posicion al carbono unido al cation fésforo, se

encuentran mas desapantallados.

Las sefiales a 6=118,47 ppm y 6=119,61 ppm corresponderian al carbono a a

la funcién éster y 8-C, respectivamente.

En 6=121,83 ppm y 6=125,85 ppm, se aprecian las sefales asignadas a los
carbonos C-9 y C-4, respectivamente. Por su parte, las sefiales a $=145,50 ppm

se asigna a 3-C, 6=146,06 ppm se asigna a 6-C y, 6=148,91 ppm, a 7-C.

A campo alto, se observan las sefiales correspondientes a los carbonos de la
cadena alifatica, desde 2’-C a 10’-C, mientras que el carbono unido al oxigeno

aparece en 6=64,15 ppm.

A continuacion, en la figura 42, se entrega detalle de las sefiales del *3C-RMN de

bromuro de (E)-(10-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)decil)trifenilfosfonio.
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En el espectro de protones 'H-RMN de bromuro de (E)-(11-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)undecil)trifenilfosfonio no es posible observar sefales

correspondientes a los hidroxilos catecdlicos.

La porcion de acrilato, se observa como un doble doblete a 6=6,24 ppmy 6=7,45
ppm, con una constante de acoplamiento J=15,9 Hz, asignables a una isomeria
geométrica de tipo trans para los hidrégenos de la porcion olefinica Dichas
sefales pueden ser asignadas a un acoplamiento spin-spin del tipo AM para los
protones del sistema olefinico conjugado. El doblete a 6=7,45 ppm se asigno¢ al
hidrégeno en posicion 3 al éster y el doblete a 8=6,24 ppm se asigno al hidrogeno

conectado al carbono sp2 a a la funcién éster.

Las senales 6=7,07 ppm, ©=6,98 ppm y 6=6,78 ppm fueron asignados a los 3
protones del anillo catecdlico, a 6=7,07 ppm se destaca un doblete asignable al
protén de C-5. El doblete doblete a 6=6,98 ppm se asigno al hidrégeno de C-9y

el doblete a 6=6,78 ppm al hidrégeno del C-8.

A 6=7,59 ppm, se ve un multiplete que integra para 3 protones, asignado a los

hidrogenos unidos al carbono en posicion para al carbono unido al fosforo.

La sefial multiplete en el rango 6=7,75-7,92 ppm se asigno a los protones de los

fenilos presentes para el derivado de fosfonio (figura 43).
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Figura 43. Ampliacion del sistema conjugado del espectro de protones *H-RMN

de bromuro de (E)-(11-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)undecil)trifenilfosfonio.

A ©6=3,50 ppm, encontramos la sefial asignable a los protones del carbono a al
grupo fosfonio, mientras en 6=4,06 vemos la sefal asignable al carbono 1’,
enlazado al oxigeno de la funcién éster. También se aprecia la tipica sefal del
DMSO-ds a 8=2,51 ppm, agua a 6=3,39 ppm y un singulete a 6=3,16 que

corresponderia al metanol.

A continuacion, en la figura 44, se entrega detalle de las sefales del *H-RMN de

bromuro de (E)-(11-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)undecil)trifenilfosfonio.
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En el espectro de carbono 3C-RMN, se aprecia una sefial a 3=167,03 ppm que
se asigna al carbono de la funcion éster. Las sefales entre 6= 130,61 ppm vy
0=135,35 ppm se asignan a los tres fenilos, donde, como ya se comento, los

carbonos vecinos al fésfonio, se encuentran mas desapantallados.

A 6=118,48 ppm y 6=119,61 ppm aparecen el carbono a a la funcion éstery 8-C,
respectivamente. No se aprecian las sefiales correspondientes a los carbonos 3,

4,6,7y09.

A campo alto, se observan las sefiales correspondientes a los carbonos de la
cadena alifatica, desde 2’-C a 10’-C, mientras que el carbono unido al oxigeno

aparece en 6=65,21 ppm.

A continuacion, en la figura 45, se entrega detalle de las sefiales del $3C-RMN de

bromuro de (E)-(11-((3-(3,4-dihidroxifenil)acriloil)oxi)undecil)trifenilfosfonio.
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RESULTADOS ESTUDIO BIOLOGICO

En un estudio exploratorio, las seis moléculas obtenidas fueron probadas en
distintas lineas celulares tumorales y una linea celular sana (Vero) con el objetivo
de comprobar si son citotéxicas y si presentan selectividad entre células

tumorales y células no tumorales.

Los alquilboromoésteres fueron ensayados con Rojo Neutro y, por su parte, los

cationes lipofilicos fosforados, fueron ensayados con MTT.

Alquilbromoésteres

Las lineas celulares que se mostraron mas sensibles a los alquilbromoésteres
fueron HCT, Vero y HeLa. MCF-7 mostré una sensibilidad mayor al 10-Br y una
bastante menor a 11-Br. HL-60 mostr6 una sensibilidad media al 10-Br y una baja
sensibilidad al 9-Br. Por su parte, H1975 no se mostré afectada a ninguno de los

alquiloromoésteres.

En general, el 10-Br fue el alquilboromoéster mas citotoxico de los tres, mostrando
su mayor efecto sobre HCT. Sobre HeLa, MCF-7 y Vero presenta una actividad

similar (tabla 5).
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Molécula Linea celular

(@) Hela
/\/\/\/\/\
(@) Br

S MCF-7

HCT-116
H1975
HL-60
9-Br
Vero
C|> Hela
HO AN O/\/\/\/\/\/ Br
MCF-7
HO
HCT-116
H1975
HL-60

10-Br
Vero

ICso0 (LM)
25,8+13,6
23,8+194
4,7+2.8
164,6+47,9
93,1+10,8
17,6+1,1
12,9+2,6
17,9+10,4
3,212 .4
156,6+30,0
42,5+3,9

14,1+4.,4
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Molécula Linea celular  ICso (UM)

Hela 22,0+3,3
MCE-7 53,6+26,2
HCT-116 4,0+0,6

H1975 144,2+26,1
11-Br HL-60 56,3+7,8

Vero 22,9158

Tabla 5. ICso de alquilbromoésteres en ensayo con Rojo Neutro sobre distintas

lineas celulares.

Los mejores resultados se obtuvieron con 10-Br, sin embargo, muestra ser
selectivo sélo frente a HCT, al igual que los otros dos alquilbromoésteres

ensayados.
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Figura 46. Gréficos correspondientes a cada linea celular ensayada que

permiten comparar la actividad de los tres alquiloromoésteres sobre cada una.
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Cationes lipofilicos fosforados

Los cationes lipofilicos fosforados mostraron ser citotoxicos frente a las cuatro
lineas celulares ensayadas: Hela, MCF-7, HCT-116 y Vero. La linea mas
sensible a estos compuestos es Hela, siendo la Unica linea tumoral frente a la

que los cationes lipofilicos fosforados ensayados se muestran selectivos.

Los resultados obtenidos para MCF-7, HCT-116 y Vero, no muestran diferencias

significativas entre si (tabla 6).
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: ()
@

HOWOWP

o o0

10-P

i 2 ()
HOWO %
© e
11-P

HelLa

MCF-7

HCT-116

Vero

HelLa

MCF-7

HCT-116

Vero

HelLa

MCF-7

HCT-116

Vero

9,0+2,1
28,9+3,1
43,518,0
30,6+6,4

8,5+1,0
23,0+0,7
27,6%2,0
21,1+1,4
13,5+1,1
32,6+7,0
38,5+4,7

26,6+9,5

Tabla 6. ICso de cationes lipofilicos fosforados en ensayo con MTT sobre

distintas lineas celulares.

Al igual que en los alquiloromoésteres, los mejores resultados se obtuvieron con

la molécula de cadena de 10 carbonos: 10-P.
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Figura 47. Gréficos correspondientes a cada linea celular ensayada que
permiten comparar la actividad de los tres cationes lipofilicos fosforados sobre

cada una.
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Comparaciéon de resultados en el estudio de viabilidad celular:
alquilboromoésteres (9-Br, 10-Br y 11-Br) y cationes lipofilicos fosforados (9-

P, 10-P y 11-P) sobre las mismas lineas celulares

Las lineas celulares HeLa, MCF-7, HCT-116 y Vero fueron analizadas con ambas

familias de compuestos.

Se obtuvieron resultados similares en el analisis de la citotoxicidad de los
alquiloromoésteres sobre HelLa, MCF-7 y Vero. Solo en el caso de 11-Br, se
obtuvo un ICsp mayor para MCF-7 (tabla 9). Al comparar con los cationes
lipofilicos fosforados, se observa una considerable disminucién del ICso sobre
HelLa, principalmente para 9-P (tabla 7) y 10-P (tabla 8), ademas de un aumento

sobre Vero para los mismos compuestos, siendo aln mayor para 9-P.

Los tres alquilbromoésteres mostraron ser selectivos para HCT-116 respecto a
Vero, a diferencia de los cationes lipofilicos fosforados que mostraron mayor
selectividad para células no tumorales que para esta linea de células cancerosas.
10-Br fue el alquilboromoéster que mostré mayor selectividad para HCT-116. Sin
embargo, al encontrarse en proporcién minoritaria respecto al contaminante, no

es posible atribuir el efecto citotdxico a los alquilbromoésteres.
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Molécula ICso HeLa (uM)  ICso MCF-7 (UM)  ICso HCT-116 (uM)  ICso Vero (uM)

9-Br 25,8+13,6 23,8+£19,4 4,7+2,8 17,6+1,1

9-P 9,0+2,1 28,9+3,1 43,548,0 30,6+6,4

Tabla 7. Comparacién de los resultados obtenidos para propenoato de (E)-3-
(4,4dihidroxifenil)-9-bromononilo (9-Br) y bromuro de (E)-(9-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)nonil)trifenilfosfonio (9-P) sobre HeLa, MCF-7, HCT-116

y Vero.

Molécula ICso HeLa (uM) ICs50 MCF-7 (uM) ICs50 HCT-166 (UM) ICs0 Vero (M)

10-Br 12,9+2,6 17,9+10,4 3,2+2,4 14,1+4,4

10-P 8,5+1,0 23,0+0,7 27,6x2,0 21,1+1,4

Tabla 8. Comparacién de los resultados obtenidos para propenoato de (E)-3-
(4,4dihidroxifenil)-10-bromodecilo (10-Br) y bromuro de (E)-(10-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)decil)trifenilfosfonio (10-P) sobre HeLa, MCF-7, HCT-

116y Vero.
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Molécula ICso HeLa (uM)  ICso MCF-7 (M) ICso HCT-166 (uM)  ICso Vero (uM)
11-Br 22,0+3,3 53,6+26,2 4,0+0,6 22,945,8

11-P 13,5+1,1 32,6+7,0 38,5+4,7 26,6+9,5

Tabla 9. Comparacién de los resultados obtenidos para propenoato de (E)-3-
(4,4dihidroxifenil)-11-bromoundecilo (11-Br) y bromuro de (E)-(11-((3-(3,4-
dihidroxifenil)acriloil)oxi)undecil)trifenilfosfonio (11-P) sobre HeLa, MCF-7, HCT-

116 y Vero.

Los resultados obtenidos nos indican que la misma molécula puede o no tener
un efecto similar sobre distintas lineas celulares. La mayor diferencia entre
células tumorales y células no tumorales est4 dada por los cationes lipofilicos
fosforados derivados de acido cafeico sobre HelLa y Vero, que analizaremos a

continuacion.

Selectividad sobre HelLa

Al comparar los resultados obtenidos de los tres cationes lipofilicos fosforados

sobre HelLa (tabla 10), se observa que el menor IC50 corresponde a 10-P, pero
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la mayor diferencia entre el IC50 para HelLa y para células no tumorales,
corresponde a 9-P, para el cual se necesitan 3,4 veces la concentracion de
compuesto para matar a la mitad de las células no tumorales presentes respecto
a las tumorales. Para 10-P se requiere 2,5 veces la concentracion de compuesto

y, para 11-P, 2,0 veces para el mismo obijetivo.

9-P 9,0+2,1 30,6+6,4 3,4
10-P 8,5+1,0 21,1+1,4 2,5
11-P 13,5£1,1 26,619,5 2,0

Tabla 10. Comparacién de los resultados obtenidos para los cationes lipofilicos

fosforados sobre HelLay Vero.

En cuanto a resultados generales, el mejor efecto antitumoral se observé con
alquiloromoésteres y cationes lipofilicos fosforados con cadena de 10 carbonos.
Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos sobre HelLa y Vero con los
compuestos fosforados, observamos una mayor selectividad con 9-P, quien
entrega la mayor diferencia de concentraciones necesaria para ejercer un efecto

citotdxico sin darfiar a las células no tumorales.
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Molécula  ICso HeLa (uM)  ICso MCF-7 (UM)  ICsp HCT-116 (uM)  ICso (M) Vero

2,0 5,8 2,8 30,2

“ 9,0+2,1 28,943,1 43,5+8,0 30,6+6,4
8,5+1,0 23,0+0,7 27,6+2,0 21,1+1,4
13,5+1,1 32,6+7,0 38,5+4,7 26,6+9,5
25,8+13,6 23,8+19,4 4,7+2.8 17,6+1,1

12,9+2.6 17,9+10,4 3,2+2.4 14,1+4 .4

11-Br 22,0+3,3 53,6+26,2 4,0+0,6 22,945,8

Tabla 11. Valores de ICso para cisplatino sobre las lineas HelLa (Fiuza y col,
2004), MCF-7 (Suberu y col, 2014), HCT-116 (Smith y col, 2001) y Vero
(Sharifah Sakinah y col, 2007) y los obtenidos para los cationes lipofilicos y los

alquilbromoésteres ensayados sobre las mismas lineas celulares.

En tabla 11 se comparan los resultados obtenidos para cationes lipofilicos y
alquiloromados con los entregados por la literatura respecto al cisplatino sobre
las lineas HelLa, MCF-7, HCT-116 y Vero. En ellos, observamos que los
resultados mas cercanos a los del cisplatino, corresponden a los de 9-P sobre

HelLay Vero, donde el primero entrega una razon de 1Cso Vero/ ICso HeLa de 15,1
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y 9-P de 3,4, lo que nos indica que el mejor resultado para HelLa corresponde a
un cuarto de la selectividad del cisplatino, farmaco usado en el tratamiento del
cancer en la actualidad. En cuanto a los alquilboromados, el mejor resultado se
obtiene para 11-Br, que entrega una razon ICso Vero/ I1Cso HCT-116 de 5,7,
mientras que la del cisplatino corresponde a 10,8, mostrando que el mejor

resultado para HCT-116 corresponde a la mitad de la selectividad del cisplatino.

Al comparar estos resultados con los entregados por la literatura en la tabla 2,
nos encontramos que para Hela, los ésteres derivados de acido cafeico con
cadena de 3 y 8 carbonos, mostraron ser de 1,3 a 3,2 veces mas toxicos para

células no tumorales L-132 que para HelLa (Fiuza y col, 2004).

En cuanto a los cationes lipofilicos fosforados derivados de acido galico
mostrados en la tabla 2 (Jara y col, 2014), el mejor resultado corresponde al de
cadena de 10 carbonos que muestra un ICso TA3/HA y para TA3-MTX-R de 0,4
MM y un ICso para MM3MG, que corresponde a la linea no tumoral, de 7,1 puM,
dando una razoén ICso TA3/ ICso MM3MG de 17,75. Para el resto de los cationes
lipofilicos ensayados en el trabajo de Jara y colaboradores, que tienen cadenas
de 8, 11 y 12 carbonos, la razén entre el mejor ICso de las células tumorales y el
ICso0 de las no tumorales, es de 2,2, 3,9 y 2, respectivamente, que son similares

a los obtenidos para los cationes lipofilicos fosforados derivados de acido cafeico
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ensayados en el presente trabajo. Sin embargo, es necesario considerar que el
estudio de Jara se realizo en lineas celulares distintas a las aqui ensayadas:
TA3/HA cancer mamario de raton, TA3-MTX-R adenocarcinoma mamario de

ratdn resistente a metotrexato y MM3MG glandula mamaria no tumoral de raton.

Las diferencias en los resultados obtenidos para las dos familias de moléculas en
las distintas lineas celulares ensayadas, sugieren que se deberian a una estrecha
relacion con las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas correspondientes a su
tejido de origen y como las respectivas estructuras moleculares interactian con

ellas segun su tamafio y lipofilicidad (tabla 12).

Molécula clogP

9-Br 5,286

10-Br 5,815
11-Br 6,344

10,343
10-P 10,872
11-P 11,401

Tabla 12. Logaritmo del coeficiente de reparto o particion calculado, lo cual

indica, a mayor numero, mayor lipofilicidad.
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Para trifenilfosfina (Jara y col, 2014) y &cido cafeico (Nam y col, 2001) por
separado (tabla 2), los resultados indican que no son citotéxicos por si mismos,
lo que nos sugiere que realizar las modificaciones estructurales aqui propuestas
si permitiria aumentar el efecto citotdxico del &cido cafeico, pues la cadena de
sus ésteres le entregaria la lipofilicidad suficiente para penetrar y cruzar
membranas y, por otro lado, la carga positiva deslocalizada permitiria guiar estas
moléculas hacia la mitocondria, permitiendo que alli los grupos catecol y cinamoil

conjugados del &cido cafeico ejerzan su efecto antioxidante.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron tres alquilboromoésteres y tres cationes fosforados lipofilicos
derivados del acido cafeico con rendimientos de 11-17% y 43-50%
respectivamente utilizando el método de Knoevenagel-Doebner con 3,4-
dihidroxibenzaldehido, piridina, piperidina y los respectivos intermediarios
obtenidos en la reaccion con acido de Meldrum y 9-bromo-1-nonanol, 10-bromo-
1-decanol y 11-bromo-1-undecanol, con posterior sustitucién nucleofilica, los

cuales no pudieron ser completamente purificados.

El método de Knoevenagel-Doebner utilizado dio bajos rendimientos en la
obtencion de alquiloromoésteres: 17% para 9-Br, 14% para 10-Bry 11% para 11-
Br. Esto puede deberse al medio utilizado para realizar la reaccion,
especificamente a la cantidad de piridina afiadida y que esto se realiz6 sobre el

tolueno.

La reaccidn final entre los alquiloromados 9-Br, 10-Br y 11-Br con trifenilfosfina
dirigida a la obtencion los cationes lipofilicos 9-P, 10-P y 11-P, demostro
presentar muy baja reactividad dados los tiempos y rendimiento obtenidos: 10
dias para obtener de un 43 al 50% de rendimiento. Estas desventajas hacen

necesario repensar esta metodologia y buscar nuevas rutas sintéticas.

El método de purificacion utilizado en la primera etapa, no permitio separar del

todo a los alquiloromoésteres del resto de intermediarios de su sintesis. Es
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necesario repensar esta metodologia y buscar nuevas mezclas eluentes que
permitan una mejor separacion. Respecto a la purificacion de los cationes
lipofilicos, se observé que la cromatografia con elucion por gradiente de polaridad
creciente es un método eficiente, pero es necesario contar con un evaporador
rotatorio en buen estado que permita separar el agua del compuesto final, en

caso de utilizar un alcohol.

Los cationes lipofilicos fosforados mostraron mayor citotoxicidad tanto para
células tumorales como no tumorales. Por lo tanto, la presencia de una carga

deslocalizada si mejora el efecto antitumoral de las moléculas sintetizadas.

En una relacibn mas acotada, se constataron mejores rendimientos y efecto
biol6gico para ésteres bromados y cationes fosforados con cadena de 10
carbonos. Por lo tanto, el largo de cadena si se relaciona con el efecto citotoxico

deseado.

Los tres cationes lipofilicos fosforados mostraron mayor selectividad para HelLa
frente a células no tumorales. De estos, fue el de cadena de 9 carbonos (9-P)
qguien mostré el mejor resultado, quien se muestra mucho mas liposoluble que las
moléculas alquiloromadas y menos que 10-P y 11-P. Por lo tanto, la alta
liposolubilidad y el menor tamafio respecto al resto de los cationes lipofilicos,

facilitaria el ingreso de 9-P a Hela.

Considerando que los alquiloromoésteres no se encontraban puros, este estudio

debe tomarse como exploratorio y abre las puertas a nuevas investigaciones con

103



ésteres derivados de acido cafeico que permitan dilucidar su real potencial
antitumoral en vista de disefiar nuevas terapias farmacoldgicas con mayor

selectividad y, por lo tanto, menos efectos adversos en el tratamiento del cancer.
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