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Resumen  

El cáncer sigue siendo un problema de salud pública y es la segunda causa de 

muerte a nivel mundial según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS). 

Se caracteriza por un proceso de crecimiento descontrolado y diseminación de 

células.  

Los principales tratamientos contra el cáncer involucran: la cirugía, radioterapia, 

inmunoterapia y quimioterapia, siendo esta última la más común. 

En las últimas décadas, uno de los tratamientos en quimioterapia es el uso de 

fármacos antimitóticos, estos tienen como diana a la tubulina, proteína que forma a 

los microtúbulos. Estos son de gran importancia, debido a que participan en el 

proceso de mitosis, por lo que un descontrol en el proceso conlleva a la muerte 

celular. Sin embargo, el uso de estos fármacos trae consigo, diversos efectos 

secundarios, además, se han reportado diversos casos de resistencia frente a los 

fármacos convencionales. Por lo anterior, existe una necesidad constante de 

nuevas moléculas bioactivas que puedan ser una alternativa frente a los fármacos 

usados comúnmente en la clínica.  

El presente trabajo tiene como objetivo sintetizar compuestos híbridos derivados de 

combretastatina A4, 2,3-difenil-2H-indazol y celecoxib, para ser evaluados sobre 

tubulina y líneas celulares de cáncer. Tres de los cuatro compuestos planteados 

originalmente, fueron sintetizados exitosamente: 2,3-difenil-6-(trifluorometil)-2H-

indazol, 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il) fenol y 

2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il)fenol.  

La síntesis, purificación y evaluación biológica de los compuestos, se realizó en el 

laboratorio de Síntesis y Aislamiento de Sustancias Bioactivas (N-015) del 

Departamento de Sistemas Biológicos de la Universidad Autónoma Metropolitana 

Unidad Xochimilco.  
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1. Introducción  

El cáncer es actualmente una de las enfermedades con mayor índice de mortalidad.   

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, es la segunda causa de 

muerte en el mundo ya que, en el 2015, ocasionó 8,8 millones de defunciones.47 El 

cáncer se caracteriza por ser un proceso de crecimiento y diseminación incontrolado 

de células.48 Puede aparecer prácticamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor 

suele invadir el tejido circundante y puede provocar metástasis en puntos distantes 

del organismo.  

En las últimas décadas, ha quedado de manifiesto la importancia de los fármacos 

que alteran la dinámica de los microtúbulos, debido a que detienen o “pausan” la 

mitosis, por lo cual, se usan ampliamente en la quimioterapia contra el cáncer.26 

Sin embargo, la mayoría de estos fármacos trae consigo varios efectos secundarios 

no favorables. En la actualidad, se buscan e investigan nuevos compuestos con 

actividad farmacológica, diseñados a partir de los ya conocidos, con mejores 

propiedades y que permitan descubrir a su vez fármacos con modo de acción 

diferente y con menores efectos adversos. 

Por esta razón, es de suma importancia realizar investigación para desarrollar 

fármacos, que desde su diseño estén dirigidos a resolver este problema de salud, 

por lo que el presente trabajo está enfocado en la síntesis de derivados de híbridos 

de combretastatina A4, 2,3-difenil-2H-indazol y celecoxib con posible actividad 

anticancerígena.    

2. Marco teórico  

2.1 Cáncer  

El término cáncer, indica un muy amplio y complejo grupo de enfermedades 

relacionadas, caracterizadas por mutaciones y/o alteraciones que conducen a la 

destrucción de procesos fisiológicos ordenados. La consecuencia es un descontrol 

que conlleva a una proliferación autónoma, irreversible, progresiva y finalmente, 

destructiva.1 

La mayoría de los tumores malignos invaden a través de las vías linfáticas o 

hemáticas y los tejidos circundantes; se propagan en el organismo huésped en un 

proceso denominado metástasis, dando lugar a otros tumores malignos o 

formaciones neoplásicas secundarias,2 los cuales se encuentran separados y 

alejados del tumor primario.3,4 La metástasis representan la principal causa de 

muerte por cáncer.5 

Dada la incidencia y gravedad del cáncer, se han hecho grandes esfuerzos para 

combatirlo. En la actualidad, los tratamientos más habituales son: la cirugía, la 
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radioterapia y la quimioterapia, siendo esta última la más utilizada y en la que se le 

dará enfoque en el presente trabajo. 

2.2 Quimioterapia 

La quimioterapia es una forma de intervención que se utiliza para combatir las 

formaciones neoplásicas mediante la administración de los llamados fármacos 

antitumorales (a veces referido como fármacos citotóxicos o antineoplásicos),6 cuyo 

efecto consiste en bloquear la rápida replicación celular que caracteriza a los 

tumores malignos.4 

2.2.1 Dianas en la quimioterapia  

La metástasis convierte al cáncer en una enfermedad sistémica, por lo tanto, los 

tratamientos locales como la cirugía y la radioterapia pueden no ser suficientes para 

atajarla, de ahí la necesidad de un tratamiento sistémico como la quimioterapia. 

Hoy en día, existen al menos cien fármacos diferentes utilizados en la lucha contra 

el cáncer que actúan causando muerte celular de diversas maneras. El tratamiento 

utilizado varía, y depende de un gran número de factores que incluyen el tipo, la 

localización y la extensión de la enfermedad, al igual que el estado de salud del 

paciente.7 

Algunos de estos fármacos, son compuestos naturales y otros son productos 

químicos sintéticos. La vía común por la que estos agentes ejercen su efecto 

citotóxico en la célula es la inducción de la apoptosis como respuesta a la aparición 

de daños irreparables en las células.8 

Los fármacos quimioterapéuticos más comúnmente utilizados pueden dividirse 

principalmente en dos grandes grupos según sus dianas de acción; en el primer 

grupo se encuentran los agentes que interfieren en la biosíntesis del ADN, 

obstaculizando su síntesis o introduciendo alteraciones en él (Figura 1).9  

Figura 1. Diferentes niveles de actuación de compuestos antineoplásicos.10 
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El segundo grupo incluye una amplia gama de fármacos quimioterapéuticos cuyo 

objetivo es interferir en la división celular para inhibir la proliferación desmesurada 

de las células tumorales, induciendo mitosis aberrantes que conllevan a su 

detención y por lo tanto, se produce muerte celular.11 Tradicionalmente, la diana de 

estos fármacos ha sido representada por proteínas que coordinan la formación del 

huso mitótico y la dinámica cromosómica, así como las que forman el huso en sí, 

siendo la más destacada de éstas últimas la tubulina (unidad fundamental de los 

microtúbulos del citoesqueleto).12 

2.3 Tubulina y microtúbulos  

Los microtúbulos son los componentes más importantes del citoesqueleto de las 

células eucariotas. Desempeñan papeles fundamentales en varias funciones 

biológicas, que van desde el tráfico intracelular y el posicionamiento de 

componentes celulares en la interfase, la formación del huso mitótico durante la 

división celular, así como el establecimiento y mantenimiento de la morfología y 

motilidad celular.13,14 

Se componen de heterodímeros de αβ-tubulina que se asocian para formar 

protofilamentos, que posteriormente, se unen lateralmente para formar microtúbulos 

(Figura 2).15 

 

Figura 2. Los microtúbulos se forman por polimerización de moléculas de la proteína 
tubulina. 

Un aspecto esencial de los microtúbulos es que son estructuras muy dinámicas; 

esta dinámica viene definida por ciclos de crecimiento (ensamblaje) y acortamiento 

(desensamble), debido a la adición (polimerización) o eliminación 

(despolimerización) de dímeros de tubulina en los extremos. Además, el microtúbulo 

es una estructura polarizada, ya que sus extremos no son idénticos; el denominado 

extremo negativo (-) es menos dinámico, comparado con su opuesto el extremo 
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positivo (+), por lo que crece y se acorta más lentamente que el extremo (+) donde 

estos procesos suceden con mayor velocidad.16    

La dinámica de los microtúbulos es importante para una mitosis exitosa, 

particularmente para asegurar el rápido ensamblaje y desensamblaje de estos, en 

un adecuado funcionamiento del huso mitótico durante la alineación y separación 

de los cromosomas. Una dinámica inapropiada puede bloquear o ralentizar el 

proceso mitótico.12  

Debido al importante papel que tienen los microtúbulos en el proceso de mitosis es 

normal el uso de antimitóticos que alteran su dinámica. Este mecanismo es clave 

para atacar la rápida y descontrolada proliferación de las células cancerosas en el 

organismo. Por ello, es totalmente entendible que el principal uso de los fármacos 

contra microtúbulos sea el de antineoplásicos.17 

2.4 Agentes dirigidos a microtúbulos (MTA) 

Los agentes dirigidos a los microtúbulos (MTA), como el paclitaxel, han sido parte 

importante de muchos regímenes de quimioterapia antitumoral.18,19 Alguna vez se 

pensó que los MTA combaten el cáncer principalmente mediante la inhibición de la 

mitosis. Sin embargo, una gran cantidad de evidencia sugiere que los MTA también 

actúan sobre las células interfásicas, a través del cambio de la migración celular y 

la invasividad, el efecto inmunomodulador y la alteración vascular.20,21,22 Los MTA, 

se describen como "quimioterapia dirigida".23 Esta podría ser la razón por la cual el 

campo de investigación de MTA se ha mantenido activo. Se sabe que los MTA 

interactúan con la β-tubulina o la interfaz α/β-tubulina,24 estos se dividen 

clásicamente en dos grandes grupos: los desestabilizadores de microtúbulos, que 

inhiben su polimerización desestabilizándolos y disminuyendo su masa. Algunos 

ejemplos como son: los alcaloides de la vinca y colchicina;25 y los estabilizadores 

de microtúbulos; que eliminan la inestabilidad dinámica, aumentando la masa del 

microtúbulo, como son; taxanos, epitolonas y laulimalida (Figura 3).26 

Este trabajo se centra en los fármacos dirigidos al sitio de colchicina, más en 

concreto, los derivados de combretastatina como se describirá más adelante. 

 

https://bidi.uam.mx:3276/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/paclitaxel
https://bidi.uam.mx:3276/topics/chemistry/antitumor
https://bidi.uam.mx:3276/topics/chemistry/inhibition
https://bidi.uam.mx:3276/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/interphase
https://bidi.uam.mx:3276/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/interphase
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Figura 3. Sitios de unión a tubulina de agentes dirigidos a microtúbulos.17 

2.5  El sitio de unión a Colchicina 

La colchicina, extraída del azafrán silvestre (Colchicum autumnale), es el primer 

agente antimitótico descrito que además actúa como antiinflamatorio. A pesar de su 

actividad antimitótica, en la actualidad, no se utiliza en el tratamiento del cáncer 

debido a su gran toxicidad. En 2009, la FDA aprobó la colchicina como un 

medicamento en monoterapia para tratar la fiebre mediterránea familiar (FMF) y los 

brotes de gota aguda.26 

El sitio de unión de la colchicina se encuentra en la interfaz de los monómeros de 

tubulina α y β (Figura 3). Cuando se produce la unión a la β-tubulina, da como 

resultado un dímero de tubulina curva que evita que esta adopte una estructura 

recta, debido a un choque estérico entre la colchicina y la α-tubulina, esto, inhibe el 

ensamblaje de los microtúbulos.17 

Aunque la colchicina no se usa como agente anticancerígeno, se han realizado 

múltiples esfuerzos para desarrollar clínicamente agentes del sitio de unión a 

colchicina (CBSI). Hoy en día existen diversos compuestos a este sitio de unión que 

siguen en estudio, tal es el caso de los derivados de combretastatina.18 

2.5.1 Compuestos derivados de combretastatina                                            

Son compuestos fenólicos aislados a partir del árbol sudafricano Combretum 

caffrum (Figura 4).  

En los últimos años, el inhibidor del sitio de colchicina, combretastatina A-4 (CA-4), 

mostró perspectivas prometedoras debido a que inhibe la polimerización de la 
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tubulina y tiene propiedades citotóxicas. También 

es capaz de inhibir la angiogénesis de manera que 

reduce el aporte de oxígeno y nutrientes 

necesarios para el crecimiento y la proliferación de 

los tumores.26 Esta combretastatina es la más 

potente que se conoce en cuanto a la capacidad 

de unión a la tubulina y a citotoxicidad, que, a 

diferencia de la colchicina, se une más 

rápidamente. Varios profármacos solubles en agua 

de CA-4 y sus análogos, han entrado en ensayos 

clínicos, como CA-4P (fosbretabulina), CA-1P 

(OXi4503) y AVE8062 (Ombrabulina).27,28,29 Sin embargo, hasta la fecha no se han 

aprobado, pues su uso clínico se está viendo truncado por la alta toxicidad que 

ejerce sobre diversos órganos.30 

2.6 Compuestos sintetizados en el laboratorio N-015 

Actualmente, los investigadores siguen trabajando para el desarrollo de nuevos 

CBSI para evaluación como posibles agentes antitumorales. Como se ha descrito 

anteriormente, los compuestos derivados de combretastatina A-4 son potentes 

candidatos para el desarrollo de fármacos antitumorales, por otra parte, compuestos 

con el núcleo indazol poseen muchos tipos de actividades biológicas como 

antibacterianos, antiinflamatorios, anti-VIH, antiprotozoarios y antimaláricos.31-36 

Recientemente, se ha reportado que una serie de derivados de indazol 

estructuralmente novedosos, muestran importantes actividades anticancerígenas in 

vitro y/o in vivo.37  

En un trabajo realizado en el laboratorio N-015 de Síntesis y Aislamiento de 

Sustancias Bioactivas del Departamento de Sistemas Biológicos de la UAM–

Xochimilco, se sintetizaron dos compuestos híbridos basados en la estructura de 

Combretastatina A-4 y 2,3-Difenil-2H-indazol (DBEC04, Esquema 1). Este último, 

originalmente fue diseñado como un compuesto antiprotozoario, sin embargo, 

también exhibió actividad citotóxica contra células HeLa (CI50 = 125 µM).38 Aunque, 

la potencia de este compuesto es baja, generó un gran interés para desarrollar 

nuevos agentes citotóxicos, sintetizando derivados de este último con sustituyentes 

apropiados. Para esto, y con el enfoque de hibridación molecular, se diseñaron y 

sintetizaron dos compuestos híbridos (JPINAPP09 y JPINAPP18, Esquema 1). La 

hibridación de ambas moléculas en 2,3-difenil-2H-indazol trae consigo la mejora del 

efecto citotóxico de CA-4 y gana estabilidad al reemplazar el puente de etileno en 

C-A4, el cual puede isomerizarse fácilmente bajo la influencia del calor, la luz y los 

medios próticos a la conformación trans, lo que conduce a un derivado menos 

potente.39 

Figura 4. Molécula de 
combrestastatina A-4. 
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Esquema 1. Diseño molecular de compuestos híbridos. 

A sí mismo, se realizaron estudios in silico e in vitro sobre tubulina con el propósito 

de explorar el posible mecanismo de inhibición de los compuestos diseñados. Para 

tener una idea general e investigar el modo de unión potencial de los derivados de 

indazol en el sitio de unión a colchicina, se realizaron simulaciones de acoplamiento 

utilizando Autodock 4.240 y la estructura de rayos X del complejo Tubulin-cis-CA-4 

(PDB: 5LYJ).41 

Como se esperaba, CA-4 y Colchicina se acoplaron en el sitio de unión con valores 

de ΔG de -7.45 y -8.24 kcal/mol, respectivamente. Además, se encontró una mejor 

puntuación de acoplamiento para los compuestos JPINAPP09 (-9.90 kcal/mol) y 

JPINAPP18 (-9.60 kcal/mol), lo que sugirió una mejor afinidad.  

Teniendo en cuenta estos datos, se llevó a cabo un ensayo de polimerización de 

tubulina in vitro, en donde evaluaron el efecto de los compuestos híbridos sobre la 

polimerización de tubulina usando CA-4 y paclitaxel como controles positivos. 

Como se puede observar en la Figura 5, el valor de Vmax de polimerización aumentó 

en presencia del fármaco antimitótico paclitaxel, con respecto al control (84 vs 31 

mOD/min). Por otro lado, el fármaco desestabilizador de microtúbulos, 

combretastatina, redujo el valor de Vmax en comparación con el control (31 frente a 

9 mOD/min). Los compuestos JPINAPP09 y JPINAPP18 disminuyeron la Vmax de 

polimerización en comparación con el control (8 y 24 frente a 31 mOD/min). Estos 

resultados sugieren que el compuesto híbrido JPINAPP09 es un inhibidor potencial 

de la polimerización de tubulina que muestra un efecto similar al de CA-4. 
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Figura 5. Efecto de los compuestos híbridos JPINAPP09 y JPINAPP18 sobre la polimerización de 
tubulina. 

 

2.7 Diseño de los compuestos a sintetizar 

Debido a los resultados positivos que arrojaron, los compuestos híbridos 

JPINAPP09 y JPINAPP18 en los estudios in silico e in vitro, se propusieron cuatro 

nuevos compuestos basados en las estructuras de DBCE04, CA-4 y celecoxib 

(Esquema 2). 

Es conocido que los AINES actúan como antiinflamatorios inhibiendo la enzima 

ciclooxigenasa. Se conocen tres tipos de ciclooxigenasa 1–3, donde el tipo 2 (COX-

2) juega un papel importante en el proceso inflamatorio agudo. Existen algunos 

antiinflamatorios como el celecoxib, cuyo efecto es selectivo contra la 

ciclooxigenasa 2 y otros que inhiben de manera similar a los tipos 1 y 2.42 Se conoce 

que algunas líneas celulares sobreexpresan la COX-2 y algunos autores plantean 

que juega un papel importante en la proliferación de las células tumorales. 

Se ha reportado un número importante de fármacos antiinflamatorios no esteroideos 

(AINES) que también poseen actividad citotóxica frente a líneas tumorales humanas 

de varios tipos de cáncer.43 Uno de estos compuestos es el celecoxib, que además 

de los múltiples reportes de actividad citotóxica que se pueden encontrar,44 se ha 

corroborado dicho efecto en el laboratorio N-015 sobre células de leucemia K-562. 

Los mecanismos por los cuales estos fármacos ejercen dicho efecto citotóxico no 

son muy claros, pero diversos estudios sugieren múltiples modos de acción. 
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El efecto antiinflamatorio inherente a los AINES, sumado a la actividad citotóxica 

observada en los mismos, la potente actividad citotóxica observada en 

combretastatina A4 y la actividad biológica del 2,3-difenil-2H-indazol como 

anticancerígeno, lleva a plantear que estos compuestos podrían tener un gran 

potencial como antiinflamatorios, citotóxicos y antimitóticos.  
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+
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F3C

F3C N
N

Derivados híbridos

 

Esquema 2. Compuestos híbridos basados en las estructuras de DBCE04, CA-4 y 
celecoxib. 

Una diferencia notable en el diseño de los compuestos híbridos mostrados en el 

esquema 2, con respecto a los compuestos DBCE04, JPINAPP09 y JPINAPP18 fue 

que estos dos últimos dejaban lugar a un pequeño espacio en la cavidad del sitio 

de unión de colchicina (Figura 6), por lo que se optó por agregar un grupo 

trifluorometilo en la posición 6 de estos.  
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Figura 6. Imagen tridimensional del sitio de unión a colchicina acoplado con el compuesto 
JPINAPP09. 

2.8  Acoplamiento molecular de los compuestos híbridos. 

Como se muestra en la Tabla 1, se llevó a cabo un acoplamiento molecular con la 

ayuda de Autodock 4 sobre tubulina en el sitio de unión a colchicina, con el fin de 

tener una predicción de la actividad esperada de los compuestos 3 y 4. 

Los valores de la energía de unión calculada indican que los compuestos híbridos 

3 y 4 tienen una mejor puntuación de acoplamiento que los compuestos DBEC04, 

JPINAPP09 y JPINAPP18, lo que teóricamente sugiere que deberán tener una 

mejor afinidad al sitio de unión, pues termodinámicamente la unión se ve favorecida, 

al tener valores más bajos y, por lo tanto, en las pruebas in vitro deberían arrojar 

resultados favorables.  
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Tabla 1. Resultados de acoplamiento molecular con Autodock 4 

Compuesto  
Energía de unión 

calculada (kcal/mol) 

DBEC04                     

N
N

 

-8.92 

 

JPINAPP09          

N
N OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

OH

 

-9.92 

 

JPINAPP18        

N
N OCH3

OCH3

OCH3

H3CO

OH

 

-9.60 

 

Compuesto 3           

N
N OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

OH

F3C

 

-10.69 

 

Compuesto 4 

N
N OCH3

OCH3

OCH3

H3CO

OH

F3C  

-9.96 
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3. Planteamiento de problema 

El cáncer, en sus diferentes localizaciones y variantes es un importante problema 

de salud pública a nivel mundial. Actualmente los fármacos antimitóticos, son 

usados para el tratamiento de este, sin embargo, a pesar de haber experimentado 

un progreso notable en las últimas décadas, el tratamiento farmacológico del cáncer 

dista de ser óptimo. El empleo de combinaciones de fármacos ha posibilitado la 

curación de varios tumores, pero por desgracia, genera diversos efectos 

secundarios dañinos para los pacientes en tratamiento. Además, se ha visto muchos 

fracasos en quimioterapia debido al desarrollo de resistencia a los fármacos. 

Por estas razones, es necesaria la búsqueda de nuevas moléculas con actividad 

anticancerígena, que tengan menores efectos secundarios y sean más eficaces que 

los ya estudiados actualmente.   

En el laboratorio de Síntesis y Aislamiento de Sustancias Bioactivas del 
Departamento de Sistemas Biológicos de la UAM–Xochimilco, se han diseñado 
nuevos compuestos como posibles agentes antimitóticos, por lo que la presente 
investigación tiene como objetivo la síntesis de híbridos derivados de 2,3-difenil-2H-
indazol, combretastatina A4 y celecoxib. 
 

4. Objetivos  

4.1 Objetivo General 

Sintetizar cuatro compuestos diseñados a partir de las estructuras de 2,3-difenil-2H-

indazol, combretastatina A4 y celecoxib. 

4.2 Objetivos específicos 

• Sintetizar cuatro derivados del núcleo indazol y pirazol, diseñados a partir de 

las estructuras de 2,3-difenil-2H-indazol, combretastatina A4 y celecoxib.  

• Caracterizar la estructura de los productos empleando métodos 

espectroscópicos (IR y RMN). 

• Determinar el efecto sobre la polimerización de la tubulina en un ensayo in 

vitro. 

• Determinar el efecto in vitro sobre líneas celulares de cáncer. 
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5. Desarrollo experimental 

La síntesis y purificación de los compuestos 1–4 (Figura 7), así como sus 

intermediarios, se realizó en el laboratorio de Síntesis y Aislamiento de Sustancias 

Bioactivas (N-015) del Departamento de Sistemas Biológicos de la Universidad 

Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco.  

Para la síntesis de los compuestos, asistida por microondas se utilizó un equipo 

Anton Paar Monowave 300. Se utilizaron materias primas comerciales de la marca 

Sigma-Aldrich, además del empleo de disolventes orgánicos grado reactivo de la 

marca QUÍMICA RIQUE. Para el monitoreo del avance de la reacción, se llevó a 

cabo cromatografía en capa fina en placas de sílice-gel 60 F254 de la marca Merck. 

La purificación de los compuestos se realizó mediante cromatografía en columna 

utilizando como fase estacionaria sílice-gel 60 fase normal, con un tamaño de poro 

de 0.063-0.2 mm de la marca MACHERY-NAGEL. Para la determinación de los 

puntos de fusión se utilizó el equipo Melting Point M-565 de la marca BÜCHI. Los 

compuestos se caracterizaron mediante espectroscopía de infrarrojo, utilizando un 

espectrofotómetro infrarrojo con transformada de Fourier marca Perkin Elmer, 

modelo FT-IR Spectrum RX, en pastilla de KBr. Los espectros de Resonancia 

magnética Nuclear de Hidrógeno (RMN-1H) y Carbono (RMN-13C) se determinaron 

en un equipo de 600 MHz marca Varian utilizando tetrametilsilano (TMS) como 

referencia interna y CDCl3 como disolvente. Dichos equipos están ubicados en el 

Departamento de Sistemas Biológicos de la UAM-Xochimilco. 

Se utilizó el programa MestReNova de Mestrelab Research S.L. para la edición e 

interpretación de los espectros de RMN. 

   

N
N OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

OH

F3C
N

N OCH3

OCH3

OCH3

H3CO

OH

F3C

N
N

F3CF3C N
N

1) 1,5-difenil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol 2) 2,3-difenyl-6-(trifluorometil)-2H-indazol

3) 2-metoxi-5-(6(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il)fenol 4) 2-metoxi-5-(6(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il)fenol  
Figura 7. Derivados híbridos propuestos 
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5.1 Ruta de síntesis para los compuestos 2, 3 y 4 
 

La síntesis general de los compuestos derivados de 2-fenil-2H-indazol 2, 3 y 4 fue 

llevada a cabo empleando en primer lugar, el método de Cadogan con una ligera 

modificación. Posteriormente, se realizó una bromación sobre la posición 3 del 

núcleo de indazol y un acoplamiento de Suzuki para dar los compuestos finales 

(Esquema 4). 

 
5.1.1 Síntesis de intermediarios a y b: método de Cadogan 
 

En un vial para microondas de 10 mL se agregaron 2-nitro-4-

trifluorometilbenzaldehído (1.114 mmol), la anilina con el patrón de sustitución 

deseado (1.114 mmol) y 3 mL de etanol grado reactivo. La mezcla fue calentada a 

160°C bajo irradiación de microondas por 10 minutos. El producto se transfirió a un 

matraz bola y posteriormente se evaporó el disolvente. El residuo de la evaporación 

fue tratado con fosfito de trietilo y se calentó a reflujo a 150°C de 2 a 3 horas hasta 

observar el consumo total de la materia prima por cromatografía en capa fina. 

Posteriormente, el fosfito en exceso fue oxidado con 20 mL de peróxido de 

hidrógeno al 5%. El producto fue extraído con tres porciones de 20 mL de acetato 

de etilo, las fases orgánicas se juntaron, fueron lavadas con 10 mL de solución 

saturada de cloruro de sodio y se trataron con sulfato de sodio anhidro. La fase 

orgánica se filtró, se evaporó y finalmente el producto fue purificado usando 

cromatografía en columna, utilizando como fase estacionaria sílice-gel 60 fase 

normal y hexano-acetato de etilo como fase móvil 95:5 para el compuesto 2b y 90:10 

para los compuestos 3b y 4b. 

 

Reactivos y condiciones. a) EtOH, microondas, 160 °C, 10 min.; b) P(OEt)
3
, 150 °C, 2−3 h.

H

O

F3C NO2

+

R
2

NH2

R
1
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3

H

N

F3C NO2

R
2

R
3

R
1

N
NF3C

R
1

R
2

R
3

a b

2a, 2b: R1 = R2 = R3 = H

3a, 3b: R1 = R2 = R3 = OCH
3 

4a, 4b: R1= OH R2=OCH
3 
 R3= H

2a−4a 2b−4b

  

Esquema 4. Síntesis de intermediarios 2a–4a y 2b–4b. 
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5.1.2 2-fenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2b) 

 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.1.1 se obtuvo 79 de un polvo 

color blanco con punto de fusión de 123.1 °C. 

 

IR (KBr) en cm-1: 3132.21, 3067.45, 1595.99, 1465.13, 1363.81,1340.08, 1264.58, 

1249.81,1139.48,1042.64, 820.32, 761.72, 734.18. 

RMN 1H (600 MHz, CDCl3) δ 8.48 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 8.15 – 8.12 (m, 1H), 7.93 – 

7.89 (m, 2H), 7.84 – 7.80 (m, 1H), 7.58 – 7.53 (m, 2H), 7.47 – 7.43 (m, 1H), 7.28 

(dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H). 

RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 148.14 (s), 140.16 (s), 129.69 (s), 128.78 (q, J = 31.8 

Hz), 128.54 (s), 124.40 (q, J = 272.6 Hz), 123.65 (s), 121.73 (s), 121.13 (s), 120.90 

(s), 118.24 (q, J = 3.0 Hz), 116.54 (q, J = 5.0 Hz).  

 

5.1.3 6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol (3b) 

 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.1.1 se obtuvo 80% de un polvo 

color blanco con punto de fusión de 143.2 °C. 

 

IR (KBr) en cm-1:   3012.96, 2826.33, 1609.49, 1451.78, 1429.93, 1328.78, 1258.76, 

1237.92, 1169.12, 816.52. 

RMN 1H (600 MHz, CDCl3)  δ 8.45 (d, J = 0.8 Hz, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.83 (d, J = 8.8 

Hz, 1H), 7.29 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H), 7.13 (s, 2H), 3.98 (s, 6H), 3.92 (s, 3H). 

RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 153.87 (s), 147.99 (s), 138.21 (s), 136.14 (s), 128.80 

(q, J = 31.9 Hz), 124.39 (q, J = 271.9 Hz), 123.58 (s), 121.68 (s), 121.19 (s), 118.31 

(q, J = 3.0 Hz), 116.38 (q, J = 5.0 Hz), 61.11 (s), 56.43 (s). 

 

5.1.4 2-metoxi-5-[6-(trifluorometil)-2H-indazol-2-yl]fenol (4b) 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.1.1 se obtuvo 79% de un polvo 

color café claro, con punto de fusión de 121.0 °C. 

IR (KBr) en cm-1: 3137.30, 1597.85, 1520.54, 1474.46, 1446,40, 1416.27, 1355.13, 

1330.08, 1282.84, 1257.82, 1231.66, 1190.41, 1168.92, 1047.63, 1016.42, 820.13, 

808.71, 761.89, 746.11, 642.08, 670.65. 
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RMN 1H (600 MHz, CDCl3) δ 8.38 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.81 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.47 

(d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.98 (d, 

J = 8.7 Hz, 1H), 5.88 (s, 1H), 3.98 (s, 3H). 

RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 147.91 (s), 146.79 (s), 146.37 (s), 134.21 (s), 128.53 

(m), 124.44 (q, J = 272.3), 123.56 (s), 121.57 (s), 120.85 (s), 118.05 (q, J = 2.9 Hz), 

116.35 (q, J = 5.0 Hz), 112.85 (s), 110.89 (s), 108.12 (s), 56.23 (s). 

 

5.2 Síntesis de intermediarios 2c-4-c por medio de la bromación en C-3 

El derivado apropiado de 2-fenil-2H-indazol 2b–4b (0.95 mmol) se disolvió en 10 mL 

de ácido acético glacial. La solución formada fue tratada gota a gota con una 

segunda solución de bromo 1 M en ácido acético (1.1 equivalentes de Br2). 

Posteriormente, se dejó en agitación a temperatura ambiente durante toda la noche. 

La mezcla se vertió en un vaso de precipitados con agua fría y se agitó. El sólido 

obtenido se filtró al vacío y se secó. Esto último para obtener los intermediarios 2c 

y 3c. Para el intermediario 4c, la mezcla obtenida de la reacción se neutralizó con 

una solución saturada de carbonato de sodio y posteriormente se extrajo con tres 

porciones de 15 mL de acetato de etilo. La fase orgánica fue lavada con solución 

saturada de cloruro de sodio, se secó con sulfato de sodio anhidro y finalmente se 

concentró en el rotavapor. Los productos de las distintas reacciones mostraron una 

sola mancha por cromatografía en capa fina y se usaron de esta forma para la 

siguiente reacción. 

N
NF3C

R
1

R
2

R
3

N
NF3C

Br R
1

R
2

R
3

Br
2
, AcOH

2c: R1 = R2 = R3 = H

3c: R1 = R2 = R3 = OCH
3 

4c: R1= OH R2=OCH
3 
 R3= H

25°C, 12 h

2c-4c2b-4b

 

Esquema 5. Síntesis de intermediarios 2c–4c. 
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5.3 Síntesis de los productos finales 2d-4d mediante la reacción de 

acoplamiento de Suzuki 

En un vial de microondas de 10 mL se añadió el 3-bromoindazol adecuadamente 

sustituido (compuestos 2c–4c, 0.73 mmol), el ácido o éster fenil borónico sustituido 

(0.81 mmol), acetato de paladio II (0.0073 mmol), trifenilfosfina (0.022 mmol), 

carbonato de sodio (0.87 mmol), agua (0.6 mL) y n-propanol (3 mL). La mezcla fue 

calentada a 150 °C en un reactor de microondas por 20 minutos. Una vez terminada 

la reacción, se agregaron 15 mL de agua y posteriormente se extrajo tres veces con 

15 mL de acetato de etilo. La fase orgánica fue lavada con solución saturada de 

cloruro de sodio (15 mL), secada con sulfato de sodio anhidro y finalmente se 

concentró al vacío en un rotavapor. El producto fue purificado por cromatografía en 

columna empleando como fase móvil hexano-acetato de etilo 80:20 para el 

compuesto 2 y 4; y 75:25 para el compuesto 3.  

N
NF3C

Br R
1

R
2

R
3

N
NF3C

R
1

R
2

R
3

R
4 R

5

R
6

2d: R1= H, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = H 

3d: R1= OCH3, R
2 = OCH3, R

3 = OCH3, R
4 = OH, R5 = OCH3, R

6 = H 

4d: R1= OH, R2 = OCH3, R
3 = H, R4 = OCH3, R

5 = OCH3, R
6 = OCH3

a

2c-4c 2d-4d

Reactivos y condiciones: a) Ácido o éster fenilborónico sustituido, Pd(AcO)2, (C6H5)3P, 

Na2CO3, n-propanol, agua, Microondas, 150 °C, 20 min.
 

Esquema 6. Síntesis de los productos finales. 

 

5.3.1 2,3-difenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2) 
 

Siguiendo el procedimiento descrito en la secció5.3 se obtuvo 90 % de un polvo 

color blanco con punto de fusión de 120.6 °C. 

 

IR (KBr) en cm-1:  3067.19, 2928.58, 1513.71, 1498.14, 1465.13, 1363.81, 1340.08, 

1319.57, 1264.58, 1249.81, 1159.43, 1139.48, 820.32, 761.72. 
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RMN 1H (600 MHz, CDCl3) δ 8.13 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.46 

– 7.39 (m, 8H), 7.37 – 7.34 (m, 2H), 7.30 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H). 

RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 147.41 (s), 139.81 (s), 136.13 (s), 129.63 (s), 129.17 

(s), 129.11 (s), 128.93 (s), 128.78 (s), 128.74 (s), 125.92 (s), 124.42 (m), 122.65 (s), 

121.96 (s), 118.19 (q, J = 3.0 Hz), 116.35 (q, J = 4.9 Hz). 

 

5.3.2 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il) fenol 
(3) 
 
Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.3se obtuvo 70 % de un polvo 
color blanco con punto de fusión de 177.5 °C. 
 
IR (KBr) en cm-1: 3448.05, 2938.12, 1602.33, 1522.54, 1362.85, 1330.23, 1262.73, 

1238.88, 1228.08, 1176.70, 1139.61, 1041. 60, 1015.22, 813.14, 668.73. 

RMN 1H (600 MHz, CDCl3) δ 8.10 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.28 

(dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.84 (dd, 

J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 6.68 (s, 2H), 5.80 (s, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.73 (s, 

6H). 

RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 153.22 (s), 147.14 (s), 147.03 (s), 145.89 (s), 138.10 

(s), 135.99 (s), 135.42 (s), 129.07 (q, J = 31.7), 124.44 (q, J = 272.5), 122.56 (s), 

122.26 (s), 122.09 (s), 121.93 (s), 117.99 (q, J = 2.8 Hz), 116.10 (q, J = 5.1 Hz), 

115.58 (s), 110.86 (s), 103.45 (s), 61.06 (s), 56.19 (s), 56.04 (s). 

 
 

5.3.3 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il) 

fenol (4) 

Siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.3se obtuvo 27.50 % de un polvo 
color blanco con punto de fusión de 164.2 °C. 
 
IR (KBr) en cm-1: 3482.60, 2940.03, 1587.92, 1465.96, 1437.73, 1420.23, 1338.84, 

1256.19, 1245.53, 1168.06, 1129.33, 1114.28, 1046.15, 1023.53, 763.88, 740.61, 

694.12, 670.32. 

RMN 1H (600 MHz, CDCl3) δ 8.11 (s, 1H), 7.84 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.31 (dd, J = 8.8, 

1.3 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.6 

Hz, 1H), 6.56 (s, 2H), 5.92 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.74 (s, 6H). 
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RMN 13C (151 MHz, CDCl3) δ 153.45 (s), 147.00 (d, J = 19.1 Hz), 145.89 (s), 138.36 

(s), 136.07 (s), 133.40 (s), 128.93 (q, 32.1), 124.43 (q, 272.2), 124.39 (s), 122.22 

(s), 121.87 (s), 118.11 (q, J = 2.8 Hz), 117.83 (s), 116.29 (q, J = 4.9 Hz), 112.71 (s), 

110.26 (s), 106.80 (s), 61.00 (s), 56.20 (s), 56.15 (s). 

 

5.4 Ensayo de polimerización de tubulina 

 

Los compuestos 3 y 4 fueron evaluados como inhibidores de polimerización de 

tubulina. Los ensayos in vitro se realizaron utilizando el ensayo comercial fabricado 

por Cytoskeleton, Inc., número de catálogo BK006P (Denver, CO, EE. UU.). Los 

compuestos 3, 4; las referencias paclitaxel y CA-4 se probaron a 10 µM. Los 

ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.  

 

 

 

5.5 Ensayo de actividad citotóxica 

 

Los compuestos fueron evaluados sobre dos líneas celulares de cáncer: HeLa 

(cervicouterino) y K562 (leucemia). Las células se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), manteniéndolas en condiciones 

de cultivo estándar (37 °C, 95% de humedad y 5% de CO2). Las células se dejaron 

crecer a una densidad del 80% y luego se cosecharon usando PBS/EDTA estéril 

(pH 7.4) antes de comenzar cada experimento. Las células se sembraron en placas 

de 96 pozos (7 000 células/pozo). Después de 24 h, las células se expusieron a los 

compuestos de prueba disueltos en DMSO a una concentración de 50 μM, para 

alcanzar 250 µL en el pozo. El tiempo de exposición fue de 48 h, y luego se 

determinó la viabilidad mediante el ensayo de sulforrodamida B. 
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6. Resultados y discusión 

 

6.1 Parte química  

De acuerdo con los resultados obtenidos, no fue posible obtener el compuesto 1, 

pues el punto de fusión, así como las señales obtenidas en el espectro de 

resonancia magnética nuclear  e infrarrojo no coinciden con los datos descritos en 

la literatura, pues el punto de fusión reportado para este compuesto es de 86–88 45-

46 °C, muy diferente al obtenido (102.3 °C), por lo que se concluye que el producto 

final no corresponde al compuesto deseado.45 Las señales del espectro infrarrojo 

conocidas para este compuesto, muestran la aparición de tres señales 

características en la frecuencia de vibración de 1496, 1236 y 1122 cm-1. Sin 

embargo, en el espectro que se obtuvo se observan señales en 3477.18, 3065.85, 

1489.60, 1301.85, 1228.92 y 1161.58, muy parecidas a lo descrito, no obstante, la 

señal intensa a 3477.18 sugiere la presencia de una amina aromática secundaria 

que no debería aparecer. 

Para los espectros de resonancia magnética nuclear, las señales reportadas en la 

literatura son: RMN 1H δ 7.37–7.21 (m, 10H), 6.76 (s, 1H) y  13C RMN δ 144.6, 143.1 

(q, J = 38.1 Hz), 139.1, 129.1, 129.0 (2C), 129.0, 128.8 (2C), 128.7 (2C), 128.4, 

125.4 (2C), 121.3 (q, J = 268.9 Hz), 105.5 (q, J = 1.9 Hz)45 las cuales, no concuerdan 

con los espectros experimentales obtenidos. Estos resultados sugieren que la 

ciclación del anillo pirazol no se llevó a cabo.   

Por otra parte, los compuestos 2–4 fueron sintetizados de manera exitosa mediante 

la metodología descrita anteriormente. Al pasar por varias etapas de reacción para 

llegar al producto final, los primeros intermediarios correspondientes a la 

metodología 5.1.1 (compuestos 2b, 3b y 4b) fueron purificados por cromatografía 

en columna, por lo que también se determinó su estado físico, punto de fusión, 

infrarrojo, RMN de 1H y 13C, todo esto con el fin de asegurar que el compuesto 

obtenido en la primera fase de la síntesis correspondiera al intermediario esperado 

y así continuar con la reacción siguiente. Para el caso de los intermediarios 3c, 4c 

y 5c, no se obtuvieron estos datos debido a que no era necesaria la purificación 

para su uso en la siguiente reacción.    

El rendimiento de los intermediarios 2b, 3b y 4b fueron buenos (70-80%). Por otro 

lado, los rendimientos de los compuestos finales variaron pues los rendimientos 

obtenidos de 2 y 3 fueron altos (90 y 70 % respectivamente), sin embargo, no fue el 

caso para el compuesto 4 (27%). 

De manera general, para los compuestos 4b, 4c y 4 se obtuvieron los rendimientos 

más bajos, esto se debió en gran parte a varios problemas durante el proceso de 

síntesis, pues en la reacción de ciclación con fosfito de trietilo una hora después 
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iniciada la reacción, se observó mediante el monitoreo en cromatografía en capa 

fina la formación de varios subproductos, por lo cual tuvo que ser detenida y tratada 

de esa forma. Debido a esta acción, no se logró consumir de manera total la materia 

prima. De manera similar, en la reacción de bromación, después de terminar el 

tiempo establecido se observó presencia de materia prima, sin embargo, se optó 

por tratar así el producto, pues de agregarle más solución de bromo, hubiera podido 

resultar en la bromación de otras posiciones, por lo que se tuvo que tratar una vez 

que el tiempo de reacción terminó. Finalmente, la reacción de acoplamiento de 

Suzuki presenta rendimientos bajos cuando el sustrato contiene donadores de 

hidrógeno como en este caso el hidroxilo. Teniendo en cuenta todos estos factores, 

se puede afirmar que todo esto tuvo un gran impacto en el rendimiento final y por 

tanto, se obtuvo muy poco producto. 

La descripción y las propiedades de los compuestos se muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2.  Resultados de la síntesis química de los compuestos sintetizados 

Compuesto PM (g/mol) Estado físico 
Punto de 

fusión (°C) 
Rendimiento 

(%) 

N
NF3C  

288.27 * * * 

N
NF3C  

262.22 Polvo blanco 122.1-123 79 

N
NF3C  

338.32 
hojuelas 
blancas 

117.7-120.6 90 

N
NF3C

OCH3

OCH3

OCH3  

352.30 Polvo blanco 142-143.2 80 

N
NF3C

OCH3

OCH3

OCH3

OCH3OH

 

474.42 Polvo blanco 176-177.5 70 

N
NF3C

OCH3

OH

 
308.25 Polvo café 119.7-121 79 

N
NF3C

OCH3

OH

H3CO
OCH3

OCH3

 

474.42 Polvo blanco 163.1-164.2 27 

*Debido a que el producto final de la síntesis no coincidió con el compuesto de interés, se 

desconocen los datos. 
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6.2 Espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN)  

 

La asignación de las señales de resonancia magnética de hidrógeno se muestra en 

la Figura 8. Se pueden observar las señales típicas para los bencenos mono, tri y 

tetra sustituidos. De manera global, las señales observadas en los espectros de 

protón, su multiplicidad y su integración concuerdan con las estructuras propuestas. 

Por otra parte, el número de señales en los espectros de carbono concuerda con lo 

esperado para cada estructura. Es importante mencionar que se observan cuatro 

señales cuadruples con diferentes constantes de acoplamiento, que se deben a la 

presencia del grupo trifluorometilo, por ejemplo, para el compuesto 3, δ 129.07 (q, 

J = 31.7), 124.44 (q, J = 272.5), 117.99 (q, J = 2.8 Hz), 116.10 (q, J = 5.1 Hz); aunque 

en algunos casos es difícil apreciar en su totalidad este tipo de señal, sobre todo en 

aquellas arriba de 120 ppm y con mayores constantes de acoplamiento, ya que 

parte de la señal se traslapa con otra o apenas se aprecia entre el ruido del espectro. 

Es importante mencionar que, aunque se puede sugerir a que carbono corresponde 

cada señal con base en su intensidad, multiplicidad y desplazamiento químico, para 

la asignación inequívoca es necesaria la adquisición de espectros bidimensionales.  
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N
NF3C

OCH3OH

OCH3

OCH3

OCH3

N
NF3C

N
NF3C

OCH3

H3CO
OCH3

OCH3

OH

2

3

4

d 6.68 (s)

d 3.73 (s)

d 3.95-3.88 (s)

d 6.84 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz)

d 6.91 (d, J = 8.3Hz)

d 5.80 (s)

d 7.01 (d, J = 2.1 Hz)

d 8.10 (d, J = 0.9 Hz)

d 7.28 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz)

d 7.8 (d, J = 8.8 Hz)

d 7.46-7.34 (m)

d 3.95-3.88 (s)

d 8.13 (d, J = 0.9 Hz)

d 7.82 (d, J = 8.9 Hz)

d 7.30 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz) 

d 5.92 (s)

d 8.11 (s)

d 7.31 (dd, J = 8.8, 1.3 Hz)

d 7.84 (d, J = 8.9 Hz)

d 6.56 (s)

d 3.74(s) d 3.91-3.93 (s)

d 6.91 (dd, J = 8.6, 2.5 Hz)

d 6.85 (d, J = 8.6 Hz)

d 3.91-3.93 (s)

d  7.10 (d, J = 2.5 Hz)

Figura 8. Asignación de señales de los espectros RMN 1H. 
 

 

6.3 Ensayo de polimerización de tubulina in vitro 

La Figura 9 muestra las reacciones de polimerización de control solas o en 

presencia de paclitaxel, CA-4 y los compuestos 3 y 4. El valor de Vmax de 

polimerización aumentó 2.7 veces en presencia del paclitaxel con respecto al control 

(84 vs 31 mOD/min). Por otro lado, el fármaco desestabilizador de microtúbulos (CA-

4) redujo 3.4 veces el valor de Vmax en comparación con el control (31 frente a 9 

mOD/min). Los compuestos 3 y 4 no disminuyeron la Vmax de polimerización, pues 

solo se observó la disminución 1.03 y 1.06 veces, respectivamente en comparación 

con el control (30 y 29 frente a 31 mOD/min). Estos resultados muestran que los 

compuestos híbridos 3 y 4 no son inhibidores de la polimerización de la tubulina, al 

menos a la concentración evaluada. 
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Figura 9. Efecto de los compuestos híbridos 3 y 4 sobre la polimerización de tubulina. 

Todos los compuestos se incluyeron a una concentración final de 10 µM. 

 

6.4 Ensayos de evaluación citotóxica in vitro 

Los compuestos fueron evaluados de manera preliminar a concentración de 50 µM 

sobre células HeLa (cáncer cervicouterino) y K562 (leucemia). Los resultados 

muestran que los compuestos 3 y 4 tuvieron buen efecto a la concentración 

evaluada, presentando una viabilidad menor al 50% en ambos casos contra ambas 

líneas celulares (Tabla 3). Es importante mencionar que el efecto citotóxico 

disminuye en el compuesto 2, por lo tanto, este resultado sugiere la importancia de 

los sustituyentes sobre los fenilos de las posiciones 2 y 3 del núcleo de indazol para 

presentar mejor efecto citotóxico, no obstante, no hay diferencia entre los resultados 

para 3 y 4 en este ensayo. Adicionalmente, el ensayo negativo sobre la tubulina 

sugiere que los compuestos deben ser evaluados a mayor concentración en el 

ensayo de polimerización y someterse a otros ensayos donde se pueda observar 

su interacción con tubulina. En este sentido, si los compuestos presentan actividad 

citotóxica y no tienen efecto en el ensayo de tubulina, es posible que esté 

involucrado un mecanismo de acción diferente. 
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Combretastatin (Vmax= 9 mOD/min) Compuesto 3 (Vmax= 30 mOD/min)

Compuesto 4 (Vmax= 29 mOD/min)
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Tabla 3. Viabilidad celular ± error estándar de la media sobre células HeLa y K562 

tratadas con los compuestos 2, 3 y 4 a concentración de 50 µM 

Compuesto HeLa K562 

2 78.42 ± 6.76 54.70 ± 0.84 

3 35.72 ± 11.85 32.82 ± 13.37 

4 23.23 ± 2.87 28.09 ± 5.64 
 

Adicionalmente, las imágenes de microscopía de campo claro revelan que las 

células pierden su morfología clásica al ser tratadas con los compuestos. La 

Figura 10 muestra un ejemplo de células HeLa y K562 tratadas con el compuesto 

4 a concentración de 50 µM. 

 

 

Figura 10. Microscopía de campo claro para células HeLa tratadas con compuesto 4 (A) y 

DMSO (B); células K562 tratadas con compuesto 4 (C) y DMSO (D). 
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7. Objetivos y metas alcanzadas 

 

• Tres de los cuatro compuestos diseñados a partir de las estructuras de 
celecoxib, 2,3-difenil-2H-indazol (DBEC04) y combretastatina A4, se lograron 
sintetizar en la cantidad requerida para su caracterización y evaluación 
biológica. 

• No se logró sintetizar el compuesto derivado con núcleo pirazol, diseñado a 
partir de las estructuras de celecoxib y DBEC04. 

• Se caracterizaron tres de los cuatro compuestos planteados, empleando 
métodos espectroscópicos. 

• Los compuestos 3 y 4 fueron evaluados in vitro frente a tubulina. 
• Los compuestos 2, 3 y 4 fueron evaluados in vitro frente a dos líneas 

celulares de cáncer. 
 

 

8. Conclusión  

En el presente trabajo se lograron sintetizar tres de los cuatro compuestos 

propuestos derivados de 2,3-difenil-2H-indazol, combretastatina y celecoxib. Al ser 

moléculas nuevas, marcaron un gran reto en todo el proceso de síntesis. 

A pesar de no haber podido sintetizar el compuesto 1, es posible que, aplicando 

otras condiciones sea posible conseguirlo, por lo que se necesita poner en práctica 

diversas metodologías. 

Por otra parte, aunque los resultados que arrojaron los compuestos 3 y 4 en el 

estudio de polimerización fueron negativos, el efecto citotóxico sobre líneas 

celulares es alentador, pues disminuyen la viabilidad celular y dañan las células de 

manera clara a concentración de 50 µM. 
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10. Anexos 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

Espectro 1.  IR 2-fenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2b) 

N
NF3C
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Espectro 2.  Espectro RMN 1H 2-fenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2b) 
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Espectro 3.  Espectro RMN 13C 2-fenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2b) 
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Espectro 4. IR 2,3-difenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2d) 

N
NF3C
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Espectro 5. RMN 1H 2,3-difenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2d) 
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Espectro 6. RMN 13C 2,3-difenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2d) 
  

N
NF3C



 

41 

                                          Espectro 7. IR 6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol (3b)  
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O



 

42 

 

 

Espectro 8. RMN 1H 6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol (3b) 
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Espectro 9. RMN 13C 6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol (3b) 
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                                 Espectro 10. IR 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il) fenol (3d) 
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Espectro 11. RMN 1H 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il) fenol (3d) 
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Espectro 12.  RMN 13C 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il) fenol (3d) 
  



 

47 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espectro 13. IR  2-metoxi-5-[6-(trifluorometil)-2H-indazol-2-yl]fenol (4b) 

N
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O

OH
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Espectro 14. RMN 1H 18 2-metoxi-5-[6-(trifluorometil)-2H-indazol-2-yl]fenol (4b) 
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Espectro 15. RMN 13C 2-metoxi-5-[6-(trifluorometil)-2H-indazol-2-yl]fenol (4b) 
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Espectro 16. IR 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il) fenol (4d) 
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Espectro 17. RMN 1H 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il) fenol (4d) 
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Espectro 18. RMN 13C 2-metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il) fenol (4d). 


