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Nota importante:
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investigador principal del proyecto Dr. Jorge Cabezas Pizarro, Escuela de Quimica, UCR.
Sin embargo, el proyecto FEES se ejecutd del enero 2011 a diciembre, 2013. Un afio mds
gue el proyecto en el TEC. Lo anterior dificulté la coordinacién de actividades.

Resumen

El objetivo del presente proyecto consistié en desarrollar una ruta sintética nueva
y eficiente del compuesto antitumoral llamado Golfomicina-a. Asi como también
la preparacion de varios compuestos derivados de la Golfomicina-a, estos
estaran formados de dos partes: el nacleo antitumoral Golfomicina-a, unido a
una segunda parte de la molécula que consistird de diversas sales biliares. Las
sales biliares son compuestos del metabolismo del colesterol, muy solubles en
lipidos, dichos derivados biliares de Golfomicina-a podrian aumentar la
solubilidad y por ende modificar el transporte de estas sustancias hasta Grganos
vitales donde puede ejercer su accion bioldgica que fue evaluada.

Dada la carencia de un laboratorio de sintesis orgénica en el TEC al inicio de
este proyecto, se instalé exitosamente en el Laboratorio de CEQIATEC, un

espacio equipado para el desarrollo de técnicas de Quimica Fina, con una visiéon

de laboratorio de Quimica verde, para el menor impacto posible.




Adicionalmente, se contribuyd en la experimentacion de una doble adicién de
bromuro de propargilmagnesio a formato de etilo la cual consistia una primera
reaccién de una ruta sintética ya reportada, dado que el equipo de sintesis en la
UCR logré un rendimiento apenas satisfactorio (40%) en la doble adiciéon del
analogo de dilitio. La misma tratando de implementar el uso de ultrasonido para
lograr un mayor rendimiento y menor tiempo de reaccion, aunque se obtuvo un
rendimiento satisfactorio, la adicién del reactivo de dilitio fue solventada por el

equipo de trabajo del Dr. Cabezas.

Palabras clave: golfomicina a, sales biliares, antitumoral.

1. Introduccion

La obtencibn de moléculas bioactivas para el combate de diversas
enfermedades, sigue siendo de vital importancia en campos como la quimica, la
farmacia o la medicina. Debido a sus complejas estructuras y su actividad
biol6gica, muchos productos naturales han capturado la atencién de quimicos
medicinales y sintéticos durante mucho tiempo. Algunos compuestos de
particular importancia, que han emergido de estas fuentes naturales los
constituyen los antibiéticos y anticancerigenos de tipo endiinos, y gracias a su
actividad biolégica, han servido de modelos para el disefio y sintesis de varios

derivados andlogos sintéticos. El disefio de moléculas con propiedades



biolégicas y quimicas predefinidas, es una opciébn que ha enriquecido la

coleccién y conocimiento de compuestos bioldgica y terapéuticamente Utiles.

Los anticancerigenos de tipo endiinos deben su considerable actividad biolégica,
a la forma en la que pueden reaccionar con el ADN y dafiarlo. Un compuesto de
disefio, muy importante por sus propiedades antibidticas y de inhibicion de
crecimiento de tumores es la Golfomicina a, 1 (Esquema 1). Este compuesto y
otros derivados analogos han sido disefiados con base en la racionalizacion de
como ellos pueden ligarse con el ADN y romperlo. (Nicolaou, Skokotas, Furuya,
Suemune, & Nicolaou, 1990) (Matsumoto, Kuwatani, & Ueda, 1995)

Se han propuesto dos mecanismos de accion bioldgica para la Golfomicina A: En
el primero, un nucleofilo del ADN (por ejemplo, un grupo amino libre de un
residuo de guanina), puede atacar la funcién ynona, 1, lo cual puede producir la
estructura aleno-en-ino, 2, la cual se espera que lleve a cabo una facil ciclacién
para obtener el diradical, 3. Se ha reportado que esta Ultima especie radicalaria
produce la ruptura de una de las hebras del ADN, este dafio suele producirse a
través de la abstraccion de atomos de hidrégeno. (Nicolaou & Snyder, Classics
in Total Synthesis Il, 2003) Alternativamente, en un segundo mecanismo, la
adicion nucleofilica del ADN sobre la Golfomicina a, 1, puede generar especies
de tipo 4, que pueden provocar la ruptura del ADN mediante un mecanismo

nucleofilico (Esquema 1).
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Esquema 1. Mecanismo de accion de la Golfomicina A sobre el ADN.
a: Ruptura nucleofilica, b:Ruptura radicalaria

La actividad biolégica de la Golfomicina a se caracteriza para una alta
selectividad. (Asakawa, y otros, 1990) Su estructura quimica lo define dentro del
grupo de antibiéticos y anticancerigenos naturales similares a la dinemicina a.
El Esquema 1 describe el mecanismo mediante el cual el sistema endiino
reacciona con el ADN ocasionando una ruptura y dafio demostrando la actividad

anticancerigena de los endiinos.

Al igual que la Golfomicina a, 1, y sus derivados sintéticos, gran cantidad de
antibiéticos de tipo enediinos ciclicos, de las familias de neocarzinostatina,
calicheamicina, ketardicina, esperamicina y diinemicina han emergido en los
Ultimos afios debido a su considerable actividad biolégica. Su mecanismo de
accion es similar al de la Golfomicina A: ruptura de una o ambas hélices del ADN
a través de diradicales altamente reactivos (3), generados a partir de
cicloadiciones tipo Bergman (Nicolaou & Snyder, Classics in Total Synthesis II,
2003) (Esquema 1).

Es sabido que la actividad biolégica de algunas sustancias puede ser
incrementada, o hacerse mas especifica, cuando el compuesto bioactivo se une
con moléculas naturales, que pueden servir como compuestos transportadores,

tales como las sales biliares.



Las sales biliares (o0 acidos biliares) son compuestos anfipaticos, resultado final
del metabolismo del colesterol, algunos de ellos son toxicos (Asakawa, y otros,
1990) y otros derivados han sido utilizados como farmacos para el tratamiento de
diversas enfermedades. (Kramer, Wess, Muellner, & Neubauer, 1993) Por esta
razén, se ha dedicado mucho esfuerzo en la determinacion de su estructura,
reactividad quimica, (Gao & Dias, 1997) (Gao & Dias, 1999) agregacion en
disolucion acuosa (Kratohvil, 1986) (Small, 1968) (Coello, Meijide, Rodriguez
Nufiez, & Vasquez Tato, 1992)y resolucién de su estructura cristalina. (Giglio,
1984) (Jover, y otros, 2000) Los acidos biliares son cuasi planares, presentan
una cara hidréfila, que contiene los grupos hidroxilo (cara o), y una cara
hidréfoba, sin grupos hidroxilo y con dos grupos metilo (cara B) (Figura 1).
(Carey & Small, 1997)
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Figura 1. Caras B (hidréfoba) y a (hidrofila) de acidos biliares comunes, se
puede observar un modelo tridimensional para los acidos célico y desoxicélico.
(Carey & Small, 1997)

La participacion de los &cidos biliares en la circulacion entero hepatica
(Hofmann, 1994) permite la intervencion terapéutica de muchos farmacos para
reducir el nivel de colesterol en sangre (por ejemplo, colestiramina). Otras
aplicaciones de los derivados de sales biliares son el disefio de antibibticos,
antivirales para el higado y vehiculos para diversos farmacos. En algunos de
estos compuestos los esteroides funcionan simplemente como transportadores
de la funcion activa. Recientemente Hazra et al. reporté este rol de las sales
biliares del acido célico y desoxicélico en cuanto a la modificaciéon de la
capacidad de transporte en una serie de derivados sintetizados con actividad

microbiana y antifiingica. (Hazra & Pore, 2004)

Muchas sustancias antitumorales que presentan una fuerte actividad in vitro,
presentan la desventaja de presentar poca actividad in vivo, en parte debido a la

dificultad que muestran para poder llegar hasta el sitio de accion.

Debido a su importante actividad biolégica se pretende, en este proyecto,
sintetizar el antitumoral Golfomicina a, (Nicolaou, Skotas, & Furuya, 1990) 1,
sobre el carbono 24 de sales biliares (acido colico, desoxicolico litocdlico). Con
esto se espera aumentar la actividad antitumoral de este compuesto ya que, al
unirse a una sal biliar, su solubilidad en lipidos aumentaria, y por consiguiente su
facilidad para ser transportada hasta érganos importantes donde pueda ejercer
su accion terapéutica. Esto podria significar el obtener antitumorales que lleguen
mas facilmente hasta érganos de poca irrigacion, tales como préstata y colon,
donde normalmente otros antitumorales no tienen facil acceso. Este tipo de
compuestos mixtos entre la Golfomicina a y sales biliares, u otros compuestos

transportadores, no han sido reportados aun en la literatura.

Para obtener estos nuevos tipos de compuestos antitumorales, en este proyecto,
se ha disefiado una nueva y original ruta de sintesis, en la cual se pretende
hacer uso del reactivo quimico 1,3-dilitipropino, (23, Esquema 3), cuya
metodologia de preparacion fue disefiada y desarrollada en los laboratorios de la
Escuela de Quimica de la Universidad de Costa Rica. (Cabezas & Alvarez, 1998)
(Cabezas, Pereira, & Amey, Tetrahedron Lett., 2001) (Pereira & Cabezas, 2005)

Con el objeto de aumentar la actividad de la golfomicina a, 1, y facilitar su
transporte en organismos vivos, en este proyecto se pretenden preparar los
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derivados mixtos de golfomicina a con las sales biliares: acidos cdlico,

desoxicdlico y litocdlico tal y como se muestran en la Figura 4.

0 (o]
e
OH OH
OH 17 18
OH 3,12 -a

OH 3,7,12-a

0

1
HO

3-a 19
OH

Figura 4. Derivados sintéticos propuestos en este proyecto
2. Metodologia

2.1 Ensayo de adicién de 1,3-dilitiopropino a ésteres.

Se preparé el laboratorio en cuanto a reactivos y equipo para determinar las
condiciones Optimas para la preparacién de 1,6-diin-4-ol.
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Se pretendi6 definir las mejores condiciones en términos de equivalentes del 1,3-
dilitiopropino y condiciones de temperatura y tiempos de reaccion.

2.1.1 Preparacién de 1,3-dilitiopropino

Br Li THF, -60°C Li
he=—" 4+ MO Li—— 4+ HC AP

A una disolucién de 3-bromo-1-propino (Cs;H3Br, 550 mg, 4,6 mmol) en 10 mL de
THF seco y preenfriado a -60 °C, se le agreg6 lentamente una disolucion de
butillitio (C4HsLi 2,5 mmol, 3,7 mL, concentracién 2,5 mmol/ml). La mezcla de
reaccidon la mezcla se sometid a agitacion magnética por 30 min.

2.1.2 Adicion de 1,3-dilitiopropino a benzoato de metilo
O HO -

o e 0°C ——CH
:/\ i >
+ 2 Li——= Li THE

Una disolucién de benzoato de metilo (CgHgO,, 315 mg, 2,3 mmol) en 20 mL de
THF seco se enfrid a 0°C y se le adicioné la disolucién de la reaccién anterior de
1,3-dilitiopropino. Se agit6 a la misma temperatura durante 2 h, monitoreando por
cromatografia de capa fina.

2.1.3 Adicion de 1,3-dilitiopropino a formato de etilo

') HO
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ﬁ\ i ~XCH

H 0" “CH,
\
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Una disolucién de formato de etilo (C3HgO,, 171 mg, 2.3 mmol) en 30 mL de THF
seco, se enfrid a 0°C y se le adiciond la disolucién de la reaccién anterior de 1,3-
dilitiopropino. Se agit6 a la misma temperatura durante 2 h, monitoreando por
cromatografia de capa fina.

2.2. Reproduccion de la sintesis de golfomicina-A reportada en la literatura
(Nicolaou, Skokotas, Furuya, Suemune, & Nicolaou, 1990)
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Para esta sintesis s6lo se ensay0 la primera reaccién, debido a que el
rendimiento también tuvo problemas. Para ello se siguié el procedimiento
reportado por Nicolaou. (Nicolaou, Skokotas, Furuya, Suemune, & Nicolaou,
1990)

2.2.1. Preparacion heptan-1,6-diin-4-ol por adicién de bromuro de 2-
propin-1-magnesio
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A una mezcla de magnesio (23,5 mmol, 565 mg) en 10 mL de THF seco pre
enfriado a 0°C, se le agreg6 una disolucion de 3-bromo-1-propino (7,9 mmol, 927
mg, 0,6 mL) en 2 mL de THF seco. La mezcla se agit6 en atmésfera inerte de
nitrégeno. Después de 30 minutos se le agregé formato de etilo (2,3 mmol, 170
mg) y se agité durante 2 h a 0°C.

2.2.2. Preparacion heptan-1,6-diin-4-ol por adicion de bromuro de 2-
propin-1-magnesio con ultrasonido
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A una mezcla de magnesio (23,5 mmol, 565 mg) en 10 mL de THF seco pre
enfriado a 0°C, se le agreg6 una disolucion de bromuro de 2-propinilo (7,9 mmol,
927 mg, 0,6 mL) en 2 mL de THF seco. La mezcla se agit6 mediante ultrasonido
en atmaosfera inerte de nitrégeno. Después de 30 minutos, se retird la sonicacion
y se le agreg6 formato de etilo (2,3 mmol, 170 mg) y se agita durante 2 h a 0°C.

3. Resultados
3.1. Ensayo de adicién de 1,3-dilitiopropino a ésteres para la obtencién de
1,6-diin-4-ol

HO

0
\
1
Rko/R + 2 Liﬁ\u — TSCH

R
\
~XCH

Esta reaccion fue ejecutada Unicamente en dos ocasiones en el laboratorio del
Dr. Cabezas, debido a que el grupo de investigacion del Dr. Cabezas tenia
asignado a una estudiante para la misma.

El siguiente cuadro indica los resultados los cuales no mostraron un solo
producto de doble adicion, sino una mezcla compleja que incluia tres productos
gue luego fueron caracterizados mediante técnicas espectroscdpicas en la
Escuela de Quimica de la UCR. Es importante mencionar que este era el primer
intento de doble adicién al grupo éster, ya que el grupo del Dr. Cabezas habia
tenido muy buenos resultados con la adicién a cetonas y aldehidos.

HO

- i NN
o . N\
N

Bu-Li Producto esperado +
2 productos 75%
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Cuadro 1. Resultados obtenidos de la adicién de 1,3-dilitiopropino a ésteres.

Ester Rendimiento de crudo Resultado
de reaccion
Mezcla compleja tres
|| productos no
o~ 55% caracterizada
@) Mezcla compleja tres
|| 45% productos no
/\o/\CHg caracterizada

La reaccion fue monitoreada por cromatografia de capa fina. Sin embargo, las
mezclas resultantes no fueron caracterizadas debido al bajo rendimiento del
crudo y la complejidad de la mezcla con al menos 8 productos, 3 principales.
Posteriormente el estudio mas detallado de esta reaccion llevo al hallazgo de
que la reaccion funciona mejor con haluros de acilo, en el grupo del Dr. Cabezas.

3.2. Reproduccioén de la sintesis de golfomicina-A reportada en la literatura
(Nicolaou, Skokotas, Furuya, Suemune, & Nicolaou, 1990)

En esta parte solo se trabaj6 en la reaccion inicial de la sintesis, lo referente en
la doble adicion de Bromuro de 2-propinilmagnesio (reactivo de Grignard).

0
1]
Br THF Mger H So— =
=/ +Mg— =" ~ __ >-oH
0°C —

Inicialmente se tratd de reproducir las condiciones reportadas por Nicolaou, que
indicaban un rendimiento satisfctorio de 80%. Sin embargo, el mejor resultado
gue se obtuvo fue de 56%, y el presentaba descomposicion una vez aislado.

Dado que existia el interés de aplicar técnicas de Quimica Verde, y que al mismo
tiempo contaba con experiencia de ejecucidon de reacciones de Grighard en
condiciones con ultrasonido, sobretodo en la preparacibn de bromuro de
alquilmagnesio, se procedi6 a ejecutar la misma reaccion con ultrasonido, cuya
técnica facilita la formacion del reactivo de Grighard debido a la cavitacion en la
superficie de magnesio, proporcionando una superficie limpia, lo que cumple la
funcién de yodo en quimica tradicional. (Lin & Paquette, 1994) (Roa-Gutiérrez,
1996) Con lo anterior, no sélo se logré mejorar el rendimiento a 85% sino que se
la reaccion resulté més limpia (menos productos secundarios).

Debido a que el proyecto en el TEC termind en Diciembre, 2012, no continu6 con
la sintesis de golfomicina por la sintesis de Nicolau, adicionalmente, en ese
momento ya el grupo del Dr. Cabezas habia demostrado que la reaccion de
adicion de 1,3-dilitiopropino a los ésteres, era muy sensible a la concentracién
del 1,3-dilitiopropino y que requeria una proporcion de 5 veces con respecto al
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éster para poder obtener rendimientos satisfactorios y una reaccién sin los otros
productos. Los resultados del grupo del Dr. Cabezas se muestran en el siguiente
cuadro

Cuadro 2. Reaccion entre 1,3- dilitiopropino, 23, y hexanoato de metilo, 29.

. OH OH
0 Lu/\ . OH Z = =
/\/\/U\ o~ 23 L + + P
29 -78°C hasta 25 °C 32 W 30 7 3

Entrada Concentracion Relacion Disolvente Relacion
23 23:29 32:30:31
1 0.15M 4:1 Et,O: hexano 72:28:0
2 0.20M 4:1 Et,O: hexano 84:16:0
3 0.20 M 5:1 Et,O: hexano 95:5:0
4 0.22 M 4:1 Et,O: hex:THF 20:40:40

Fuente: informe final de proyecto FEES del grupo del Dr. Cabezas Pizarro

(Cabezas-Pizarro, Soto-Tellini, Granados-Zufiiga, & Madrigal-Carvallo, 2013)

De lo anterior se concluy6 que las condiciones éptimas para la doble adicién del

1,3-dilitio-1-propino corresponde a las condiciones de la entrada 2 del cuadro 2.
Conclusiones finales

Con el proyecto se ha cumplido con la instalacion de un laboratorio de Quimica
Fina para aplicaciones en sintesis orgéanica e inorgénica, asi como también

Productos Naturales.

La sintesis de golfomicina asi como sus derivados de sales biliares fue lograda
por el equipo investigador del Dr. Cabezas y el Dr. Soto. Sin embargo, la
participacion del TEC, no fue posible debido a atrasos en presupuestos, y la
disponibilidad del laboratorio para la sintesis
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Anexo 1

La propuesta FEES original incluia esta informacion con el objetivo de informar
gue el grado de desarrollo del campo de la sintesis organica debia desarrollarse

11.4 Un nuevo laboratorio de sintesis en el Instituto Tecnolégico de Costa

Rica

Con este proyecto se pretende conformar un grupo de sintesis organica
interuniversitario, fortaleciendo asi la capacidad de investigacién en este campo.
Asi, la Dra. Floria Roa quien tiene formacion en sintesis organica de alto nivel
podra implementar un laboratorio con el equipo basico de sintesis organica, el
cual puede wubicarse en el Centro de Investigacion CEQIATEC. La
instrumentacion espectroscopica ya existente en la Universidad de Costa Rica
(RMN, FT-IR y espectrometro de masas) se podra complementar con la recién
adquirida en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (GC-MS y FT-IR), lo anterior

permitird superar el mayor obstaculo para el desarrollo de sintesis en el ITCR.

La Dra. Floria Roa Gutiérrez cuenta con un Doctorado en Sintesis Organica
obtenido en la Universidad de Alberta, Canada bajo la direccién del Dr. Hsing-
Jiang Liu, con quien desarrollé experiencia tanto en secuencias sintéticas para la
obtencion del antibiético Pentalenolactona G como en el desarrollo de nuevas

metodologias para ciclaciones y oxidaciones.

Ha desarrollado su trabajo en el ambito ambiental especialmente en el uso y
estimacién de compuestos organicos peligrosos. Cuenta con publicaciones en

sintesis organica y en ambiental en revistas internacionales y nacionales.

Tomado de la propuesta FEES original.
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Anexo 2
INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y EXTENSION

DIRECCION DE PROYECTOS

GUIA PARA LA ELABORACION DE INFORME DE AVANCE DE PROYECTOS Y ACTIVIDADES
DE INVESTIGACION Y EXTENSION

Nombre del proyecto o actividad:
SINTESIS Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE NUEVOS DERIVADOS MIXTOS DEL ANTITUMORAL

GOLFOMICINA-A CON SALES BILIARES

Departamento Académico responsable: Quimica (CEQIATEC)

Investigador(a) responsable: Floria Roa Gutiérrez, Ph.D.

Otros investigadores:

Periodo cubierto:

Este proyecto inicid su periodo de vigencia en enero, 2011. Sin embargo, el presupuesto
no se asignd sino hasta el 29 de julio, 2011. Las actividades realizadas durante el periodo
enero-julio estuvieron limitadas a reuniones de discusion, y planeamiento del equipo y
reactivos requeridos.
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Grado de avance: En el cuadro adjunto, tomando en cuenta las metas propuestas en
el proyecto o actividad, establezca en términos porcentuales, el grado de avance
general del mismo. Confronte las actividades planteadas para esta etapa, con las
actividades que fueron efectivamente llevadas a cabo. Establezca con claridad cudles
actividades fueron ejecutadas en su totalidad y cudles no fueron iniciadas o
completadas dentro del periodo previsto.

Limitaciones o problemas encontrados: Indique las principales limitantes técnicas,
administrativas u otras, que se le han presentado en el desarrollo del proyecto o
actividad y que han afectado su éptima ejecucion.
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CUADRO DE AVANCE EN EL LOGRO DE OBJETIVOS Y ACTIVIDADES

Objetivo general:_Sintetizar varios derivados mixtos de golfomicina-A y los acidos: cdlico,

desoxicolico y litocdlico (Figura 4) a partir de una nueva metodologia de sintesis.

Caracterizar las estructuras obtenidas y determinar la actividad bioldgica de los mismos.

Objetivo Actividades Productos Fecha % Comentario
especifico esperados propuesta de avanc s
cumplimiento e
a. Desarrolla | e Adquisici6 Seccién de 7 de octubre, 25% | 1.Dado que
r y nde laboratori el .
resupues
optimizar equipoy °Ide ) (F;no P
las  rutas reactivos. sintesis estuvo
sintéticas organica disponible
para los montado hasta el 29
derivados de julio,
2011.
de la
Figura 4 2. Durante el
.(derivado periodo de
S de fen.ero a
. julio, se
golfomicin establecié
a a con una lista de
acido equipo y
célico y/o reactivos
. indispensa
desoxicoli ble para la
co realizacién
de la parte
experiment
al, con los
codigo de
catdlogo,
etc.

3. Ademas se
procedio a
reportar al
regente
quimico
del TEC
(Lic. David
Benavides)
las
sustancias
incluidas
en la lista
de
precursore
s que sera
necesario
utilizar en
el
proyecto,
de modo
que se
cumpla con
lo
dispuesto
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por la

regulacion.
4.Enel
presente
estoy
terminand
olas
Ordenes de
compra de
reactivos y
equipo.
(avance al
50%)
A partir de la Derivados de Julio, 2011 0% Para la
ruta sintética golfomicina segunda
propuesta, preparados actividad,
realizar las ,
) todavia
reacciones y
aislamiento de no se
productos para tiene la
la obtencién de seccion
los compuestos lista para
quimicos correr las
antitumorales. reaccione
s
b. Caracteriza | Realizar Datos Enero- 0% No hay
r las | mediciones de espectroscopico julio,2011 productos
estructuras | resonancia s que confirmen todavia
de los | magnética
la estructura de
productos nuclear (RMN),
mediante infrarrojo, los compuestos.
RMN, IR, | masas, analisis Elucidacion
MS y de ser | elemental, y estructural
posible rayos X que finalizada
rayos X. permitan
identificar los
compuestos
sintetizados
c. Determina | Llevar a cabo Actividad Dic, 2012 0% No hay
r la | las pruebas bioldgica de los productos
actividad | biolégicas que productos todavia
biolégica | permitan resultantes,
de los | determinar la eswd'adda v
derivados | actividad de comparada con
) productos
obtenidos. | los libres.
compuestos.
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