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Resumen

El cancer sigue siendo un problema de salud publica y es la segunda causa de
muerte a nivel mundial segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
Se caracteriza por un proceso de crecimiento descontrolado y diseminacion de
células.

Los principales tratamientos contra el cancer involucran: la cirugia, radioterapia,
inmunoterapia y quimioterapia, siendo esta ultima la mas comun.

En las dltimas décadas, uno de los tratamientos en quimioterapia es el uso de
farmacos antimitéticos, estos tienen como diana a la tubulina, proteina que forma a
los microtubulos. 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 farmacos trae consigo, diversos efectos
secundarios, ademas, se han reportado diversos casos de resistencia frente a los
farmacos convencionales. Por lo anterior, existe una necesidad constante de
nuevas moléculas bioactivas que puedan ser una alternativa frente a los farmacos
usados comunmente en la clinica.

El presente trabajo tiene como objetivo sintetizar compuestos hibridos derivados de
combretastatina A4, 2,3-difenil-2H-indazol y celecoxib, para ser evaluados sobre
tubulina y lineas celulares de cancer. 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 sintesis, purificacion y evaluacion bioldgica de los compuestos, se realizé en el
laboratorio de Sintesis y Aislamiento de Sustancias Bioactivas (N-015) del
Departamento de Sistemas Biolégicos de la Universidad Autbnoma Metropolitana
Unidad Xochimilco.




Agradecimientos

A mi madre, gracias por todo el amor, dedicacion y apoyo que me has brindado,
gracias a tu esfuerzo, pude terminar esta etapa de mi vida. Nunca me alcanzara la
vida para agradecerte todo lo que has hecho por mi.

A mi familia, por motivarme a dar siempre todo de mi y escucharme cuando mas lo
necesito, en especial a ti MOnica que mas que una sobrina eres una hermana.

Al Doctor Jaime, por haberme abierto las puertas para entrar en su equipo de
trabajo, asi como todo el apoyo, la paciencia y la confianza que me ha brindado
desde que llegué al laboratorio. Gracias por los conocimientos que me ha
transmitido, pues ademas de ser un excelente profesional es también una gran
persona, muchas gracias por todo.

Al Doctor Francisco Palacios y al Doctor Francisco Cortés, por su apoyo, las bromas
y los conocimientos que me han transmitido.

A mis amigas, Marina y Mariana por su amistad sincera, hemos pasado por tantas
cosas juntas; risas, tristezas, enojos, etc., sin embargo, siempre hemos sabido
seguir adelante a pesar de las circunstancias, sin ustedes, mi vida en la universidad
no hubiera sido tan hermosa como lo fue. Gracias por brindarme todo su apoyo y
palabras de motivacion y consuelo cuando mas lo he necesitado.

A mis comparieros y amigos del laboratorio, Edgar, Karen y Miguel por compartir su
experiencia y sus conocimientos conmigo. Por siempre brindarme su atencién y sus
recomendaciones ante cualquier duda.

A la maestra Olivia, porque durante toda la carrera, no tuve a ningun profesor que
dedicara tanto hacia sus alumnos, pues ademas de ser una excelente docente me
hizo amar completamente la quimica organica.

—
N
| —



indice

R 1 0T U T o o o 5
FZZ /T oo I (T ] [ o 5
2205 I T = 5
2.2 QUIMIOTEIAPIA. ...t 6
2.2.1 Dianas en quimioterapia.........ccoooviiiiiiii i e 6

2.3 Tubulinay microtdbulos ... 7
2.4 Agentes dirigidos a microtibulos (MTA). ..o 8
2.5 El sitio de union a ColChiCina...........cooiiieiiiii e, 9
2.5.1 Compuestos derivados de combrestatina................................ 9

2.6 Compuestos sintetizados en el laboratorio N-015..................ccceennn. 10
2.7 Disefio de los compuestos a Sintetizar............covviiiiiiiiiiiiiiinene, 12
2.8 Acoplamiento molecular de los compuestos hibridos........................ 14

3. Planteamientodel problema. ... 16
A, OB etV oo 16
4.1 Objetivo general ... 16
4.2 ODbjetivos eSPECITICOS .....ouieii i 16

5. Desarrollo experimental ........ ..o 17
5.1 Ruta de sintesis para los compuestos 2,3y 4.......ccoeiiiiiiiiiiiinannnnn. 17
5.1.1 Sintesis de intermediarios ay b: método de Cadogan............... 18

5.1.2 2-Fenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2b).............cocooiiiiiiints 19

5.1.3 6-(Trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol (3b)........... 19

5.1.4 2-Metoxi-5-[6-(trifluorometil)-2H-indazol-2-ylJfenol (4b)............. 19

5.2 Sintesis de intermediarios c: bromacionen C-3................coceieennnn. 20

5.3 Sintesis de los productos finales 2d-4d mediante la reaccion de

acoplamiento de SUZUKI ..........coiiiiiiiiii 21
5.3.1 2,3-Difenil-6-(trifluorometil)-2H-indazol (2d)............cccvveeeninnn... 21
5.3.2 2-Metoxi-5-(6-(trifluorometil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-
1) FENOl (Bd) . 22
5.3.3 2-Metoxi-5-(6-(trifluorometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-
) FENOL (AA) . 22




5.4 Ensayo de polimerizacidn de tubulina..................ocooiiii 23

5.5 Ensayo de actividad citotoxica ..........ccooieiiiiii 23
6. Resultados y diSCUSION.........oiiuiii e 24
6.1 Parte qUIMICA ... ... 24
6.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) .................. 26
6.3 Ensayo de polimerizacion de tubulinainvitro ... 27
6.4 Ensayo de evaluacion CitotOXica in VItro ............coooiiiiiiiiiiiiiinnne, 28
7. Objetivosy metas alcanzadas.............cooeiiiiiiiiii 30
8. CONCIUSIONES ... e 30
9. REfErENCIAS ....viiii i 31
O 1= o 35




1. Introduccién

El cancer es actualmente una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad.
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, es la segunda causa de
muerte en el mundo ya que, en el 2015, ocasion6 8,8 millones de defunciones.*’ El
cancer se caracteriza por ser un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado
de células.*® Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor
suele invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes
del organismao.

En las ultimas décadas, ha quedado de manifiesto la importancia de los farmacos
que alteran la dinamica de los microtubulos, debido a que detienen o “pausan” la
mitosis, por lo cual, se usan ampliamente en la quimioterapia contra el cancer.2¢

Sin embargo, la mayoria de estos farmacos trae consigo varios efectos secundarios
no favorables. En la actualidad, se buscan e investigan nuevos compuestos con
actividad farmacoldgica, disefiados a partir de los ya conocidos, con mejores
propiedades y que permitan descubrir a su vez farmacos con modo de accién
diferente y con menores efectos adversos.

Por esta razon, es de suma importancia realizar investigacion para desarrollar
farmacos, que desde su disefio estén dirigidos a resolver este problema de salud,
por lo que el presente trabajo esta enfocado en la sintesis de derivados de hibridos
de combretastatina A4, 2,3-difenil-2H-indazol y celecoxib con posible actividad
anticancerigena.

2. Marco tedrico
2.1 Cancer

El término cancer, indica un muy amplio y complejo grupo de enfermedades
relacionadas, caracterizadas por mutaciones y/o alteraciones que conducen a la
destruccion de procesos fisioldégicos ordenados. La consecuencia es un descontrol
que conlleva a una proliferacion autonoma, irreversible, progresiva y finalmente,
destructiva.t

La mayoria de los tumores malignos invaden a través de las vias linfaticas o
hematicas y los tejidos circundantes; se propagan en el organismo huésped en un
proceso denominado metastasis, dando lugar a otros tumores malignos o
formaciones neoplasicas secundarias,? los cuales se encuentran separados y
alejados del tumor primario.®# La metastasis representan la principal causa de
muerte por cancer.®

Dada la incidencia y gravedad del cancer, se han hecho grandes esfuerzos para
combatirlo. En la actualidad, los tratamientos mas habituales son: la cirugia, la
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radioterapia y la quimioterapia, siendo esta ultima la mas utilizada y en la que se le
dara enfoque en el presente trabajo.

2.2 Quimioterapia

La quimioterapia es una forma de intervencién que se utiliza para combatir las
formaciones neoplasicas mediante la administracion de los llamados farmacos
antitumorales (a veces referido como farmacos citotéxicos o antineoplasicos),® cuyo
efecto consiste en bloquear la rapida replicacion celular que caracteriza a los
tumores malignos.*

2.2.1 Dianas en la quimioterapia

La metéstasis convierte al cancer en una enfermedad sistémica, por lo tanto, los
tratamientos locales como la cirugia y la radioterapia pueden no ser suficientes para
atajarla, de ahi la necesidad de un tratamiento sistémico como la quimioterapia.

Hoy en dia, existen al menos cien farmacos diferentes utilizados en la lucha contra
el cancer que actiuan causando muerte celular de diversas maneras. El tratamiento
utilizado varia, y depende de un gran numero de factores que incluyen el tipo, la
localizacion y la extension de la enfermedad, al igual que el estado de salud del
paciente.’

Algunos de estos farmacos, son compuestos naturales y otros son productos
guimicos sintéticos. La via comun por la que estos agentes ejercen su efecto
citotoxico en la célula es la induccion de la apoptosis como respuesta a la aparicion
de dafios irreparables en las células.®

Los farmacos quimioterapéuticos mas comunmente utilizados pueden dividirse
principalmente en dos grandes grupos segun sus dianas de accion; en el primer
grupo se encuentran los agentes que interfieren en la biosintesis del ADN,
obstaculizando su sintesis o introduciendo alteraciones en él (Figura 1).°
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Figura 1. Diferentes niveles de actuacién de compuestos antineoplasicos.*
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El segundo grupo incluye una amplia gama de farmacos quimioterapéuticos cuyo
objetivo es interferir en la division celular para inhibir la proliferacion desmesurada
de las células tumorales, induciendo mitosis aberrantes que conllevan a su
detencién y por lo tanto, se produce muerte celular.’! Tradicionalmente, la diana de
estos farmacos ha sido representada por proteinas que coordinan la formacion del
huso mitético y la dinamica cromosémica, asi como las que forman el huso en si,
siendo la mas destacada de éstas Ultimas la tubulina (unidad fundamental de los
microtUbulos del citoesqueleto).?

2.3Tubulinay microtubulos

Los microtubulos son los componentes mas importantes del citoesqueleto de las
células eucariotas. Desempefian papeles fundamentales en varias funciones
biologicas, que van desde el tréfico intracelular y el posicionamiento de
componentes celulares en la interfase, la formacion del huso mitético durante la
division celular, asi como el establecimiento y mantenimiento de la morfologia y
motilidad celular.34

Se componen de heterodimeros de af-tubulina que se asocian para formar
protofilamentos, que posteriormente, se unen lateralmente para formar microtibulos
(Figura 2).1°

extremo
mas

B : extremo
8\(1 v i menos

heterodimero protofilamento microtubulo

Figura 2. Los microtubulos se forman por polimerizacién de moléculas de la proteina
tubulina.

Un aspecto esencial de los microtubulos es que son estructuras muy dinamicas;
esta dinamica viene definida por ciclos de crecimiento (ensamblaje) y acortamiento
(desensamble), debido a la adicion (polimerizacion) o eliminacion
(despolimerizacién) de dimeros de tubulina en los extremos. Ademas, el microtubulo
es una estructura polarizada, ya que sus extremos no son idénticos; el denominado
extremo negativo (-) es menos dinamico, comparado con su opuesto el extremo
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positivo (+), por lo que crece y se acorta mas lentamente que el extremo (+) donde
estos procesos suceden con mayor velocidad.16

La dindmica de los microtibulos es importante para una mitosis exitosa,
particularmente para asegurar el rapido ensamblaje y desensamblaje de estos, en
un adecuado funcionamiento del huso mitético durante la alineacion y separacion
de los cromosomas. Una dinamica inapropiada puede bloguear o ralentizar el
proceso mitético.'?

Debido al importante papel que tienen los microtabulos en el proceso de mitosis es
normal el uso de antimitéticos que alteran su dindmica. Este mecanismo es clave
para atacar la rdpida y descontrolada proliferacion de las células cancerosas en el
organismo. Por ello, es totalmente entendible que el principal uso de los farmacos
contra microtibulos sea el de antineoplasicos.’

2.4 Agentes dirigidos a microtubulos (MTA)

Los agentes dirigidos a los microtubulos (MTA), como el paclitaxel, han sido parte
importante de muchos regimenes de quimioterapia antitumoral.'®1° Alguna vez se
pensoé que los MTA combaten el cancer principalmente mediante la inhibicién de la
mitosis. Sin embargo, una gran cantidad de evidencia sugiere que los MTA también
actlan sobre las células interfasicas, a través del cambio de la migracion celular y
la invasividad, el efecto inmunomodulador y la alteracién vascular.?%21.22 L os MTA,
se describen como "quimioterapia dirigida".?® Esta podria ser la razén por la cual el
campo de investigacion de MTA se ha mantenido activo. Se sabe que los MTA
interactian con la B-tubulina o la interfaz a/B-tubulina,?® estos se dividen
clasicamente en dos grandes grupos: los desestabilizadores de microtubulos, que
inhiben su polimerizacion desestabilizandolos y disminuyendo su masa. Algunos
ejemplos como son: los alcaloides de la vinca y colchicina;?® y los estabilizadores
de microtdbulos; que eliminan la inestabilidad dinamica, aumentando la masa del
microttbulo, como son; taxanos, epitolonas y laulimalida (Figura 3).2°

Este trabajo se centra en los farmacos dirigidos al sitio de colchicina, mas en
concreto, los derivados de combretastatina como se describira mas adelante.
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Figura 3. Sitios de union a tubulina de agentes dirigidos a microttbulos.’
2.5 El sitio de unién a Colchicina

La colchicina, extraida del azafran silvestre (Colchicum autumnale), es el primer
agente antimitotico descrito que ademas actiia como antiinflamatorio. A pesar de su
actividad antimitotica, en la actualidad, no se utiliza en el tratamiento del cancer
debido a su gran toxicidad. En 2009, la FDA aprobd la colchicina como un
medicamento en monoterapia para tratar la fiebre mediterranea familiar (FMF) y los
brotes de gota aguda.?®

El sitio de union de la colchicina se encuentra en la interfaz de los mondmeros de
tubulina a y B (Figura 3). Cuando se produce la unién a la B-tubulina, da como
resultado un dimero de tubulina curva que evita que esta adopte una estructura
recta, debido a un choque estérico entre la colchicina y la a-tubulina, esto, inhibe el
ensamblaje de los microtibulos.’

Aunqgue la colchicina no se usa como agente anticancerigeno, se han realizado
multiples esfuerzos para desarrollar clinicamente agentes del sitio de union a
colchicina (CBSI). Hoy en dia existen diversos compuestos a este sitio de union que
siguen en estudio, tal es el caso de los derivados de combretastatina.!®

2.5.1 Compuestos derivados de combretastatina

Son compuestos fendlicos aislados a partir del arbol sudafricano Combretum
caffrum (Figura 4).

En los ultimos afios, el inhibidor del sitio de colchicina, combretastatina A-4 (CA-4),
mostré perspectivas prometedoras debido a que inhibe la polimerizacién de la
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tubulina y tiene propiedades citotoxicas. También
es capaz de inhibir la angiogénesis de manera que
reduce el aporte de oxigeno y nutrientes
necesarios para el crecimiento y la proliferacion de H,CO

los tumores.?® Esta combretastatina es la mas

potente que se conoce en cuanto a la capacidad OCH3

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

diferencia de la colchicina, se une mas OCH3
rapidamente. Varios profarmacos solubles en agua Figura 4. Molécula de
de CA-4 y sus analogos, han entrado en ensayos combrestastatina A-4.
clinicos, como CA-4P (fosbretabulina), CA-1P

(OXi4503) y AVE8062 (Ombrabulina).?”282° Sin embargo, hasta la fecha no se han
aprobado, pues su uso clinico se esta viendo truncado por la alta toxicidad que
ejerce sobre diversos érganos.*

H,CO

OH

2.6 Compuestos sintetizados en el laboratorio N-015

Actualmente, los investigadores siguen trabajando para el desarrollo de nuevos
CBSI para evaluacion como posibles agentes antitumorales. Como se ha descrito
anteriormente, los compuestos derivados de combretastatina A-4 son potentes
candidatos para el desarrollo de farmacos antitumorales, por otra parte, compuestos
con el nucleo indazol poseen muchos tipos de actividades biolégicas como
antibacterianos, antiinflamatorios, anti-VIH, antiprotozoarios y antimalaricos.31-3¢
Recientemente, se ha reportado que una serie de derivados de indazol
estructuralmente novedosos, muestran importantes actividades anticancerigenas in
vitro y/o in vivo.3’

En un trabajo realizado en el laboratorio N-015 de Sintesis y Aislamiento de
Sustancias Bioactivas del Departamento de Sistemas Biologicos de la UAM—
Xochimilco, se sintetizaron dos compuestos hibridos basados en la estructura de
Combretastatina A-4 y 2,3-Difenil-2H-indazol (DBEC04, Esquema 1). Este ultimo,
originalmente fue diseflado como un compuesto antiprotozoario, sin embargo,
también exhibié actividad citotdxica contra células HelLa (Clso = 125 uM).%8 Aungue,
la potencia de este compuesto es baja, genero un gran interés para desarrollar
nuevos agentes citotoxicos, sintetizando derivados de este Ultimo con sustituyentes
apropiados. Para esto, y con el enfoque de hibridacion molecular, se disefiaron y
sintetizaron dos compuestos hibridos (JPINAPPQ9 y JPINAPP18, Esquema 1). La
hibridacién de ambas moléculas en 2,3-difenil-2H-indazol trae consigo la mejora del
efecto citotoxico de CA-4 y gana estabilidad al reemplazar el puente de etileno en
C-A4, el cual puede isomerizarse facilmente bajo la influencia del calor, la luz y los
medios proéticos a la conformacion trans, lo que conduce a un derivado menos
potente.3°
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CA-4 San=” JPINAPP18

Esquema 1. Disefio molecular de compuestos hibridos.

A si mismo, se realizaron estudios in silico e in vitro sobre tubulina con el propdsito
de explorar el posible mecanismo de inhibicién de los compuestos disefiados. Para
tener una idea general e investigar el modo de unién potencial de los derivados de
indazol en el sitio de unién a colchicina, se realizaron simulaciones de acoplamiento
utilizando Autodock 4.240y la estructura de rayos X del complejo Tubulin-cis-CA-4
(PDB: 5LYJ).4

Como se esperaba, CA-4 y Colchicina se acoplaron en el sitio de unién con valores
de AG de -7.45 y -8.24 kcal/mol, respectivamente. Ademas, se encontré una mejor
puntuacion de acoplamiento para los compuestos JPINAPPQ9 (-9.90 kcal/mol) y
JPINAPP18 (-9.60 kcal/mol), lo que sugirié una mejor afinidad.

Teniendo en cuenta estos datos, se llevo a cabo un ensayo de polimerizacion de
tubulina in vitro, en donde evaluaron el efecto de los compuestos hibridos sobre la
polimerizacion de tubulina usando CA-4 y paclitaxel como controles positivos.

Como se puede observar en la Figura 5, el valor de Vmax de polimerizacion aument6
en presencia del farmaco antimitético paclitaxel, con respecto al control (84 vs 31
mOD/min). Por otro lado, el farmaco desestabilizador de microtubulos,
combretastatina, redujo el valor de Vmax €n comparacion con el control (31 frente a
9 mOD/min). Los compuestos JPINAPPQO9 y JPINAPP18 disminuyeron la Vmax de
polimerizacién en comparacion con el control (8 y 24 frente a 31 mOD/min). Estos
resultados sugieren que el compuesto hibrido JPINAPPQ9 es un inhibidor potencial
de la polimerizacion de tubulina que muestra un efecto similar al de CA-4.

( 1
L 1)
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Figura 5. Efecto de los compuestos hibridos JPINAPPOS y JPINAPP18 sobre la polimerizacidn de
tubulina.

2.7 Disefio de los compuestos a sintetizar

Debido a los resultados positivos que arrojaron, los compuestos hibridos
JPINAPPQ9 y JPINAPP18 en los estudios in silico e in vitro, se propusieron cuatro
nuevos compuestos basados en las estructuras de DBCEO4, CA-4 y celecoxib
(Esquema 2).

Es conocido que los AINES actian 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 2.4? Se conoce
gue algunas lineas celulares sobreexpresan la COX-2 y algunos autores plantean
gue juega un papel importante en la proliferacién de las células tumorales.

Se ha reportado un numero importante de farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) que también poseen actividad citotdxica frente a lineas tumorales humanas
de varios tipos de cancer.*® Uno de estos compuestos es el celecoxib, que ademas
de los multiples reportes de actividad citotoxica que se pueden encontrar,** se ha
corroborado dicho efecto en el laboratorio N-015 sobre células de leucemia K-562.
Los mecanismos por los cuales estos farmacos ejercen dicho efecto citotoxico no
son muy claros, pero diversos estudios sugieren multiples modos de accion.
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El efecto antiinflamatorio inherente a los AINES, sumado a la actividad citotoxica
observada en los mismos, la potente actividad citotbxica observada en
combretastatina A4 y la actividad biolégica del 2,3-difenil-2H-indazol como
anticancerigeno, lleva a plantear que estos compuestos podrian tener un gran
potencial como antiinflamatorios, citotdxicos y antimitoticos.

Derivados hibridos

Esquema 2. Compuestos hibridos basados en las estructuras de DBCEO4, CA-4y
celecoxib.

Una diferencia notable en el disefio de los compuestos hibridos mostrados en el
esquema 2, con respecto a los compuestos DBCEO04, JPINAPP09 y JPINAPP18 fue
gue estos dos ultimos dejaban lugar a un pequefio espacio en la cavidad del sitio
de union de colchicina (Figura 6), por lo que se optd por agregar un grupo
trifluorometilo en la posicion 6 de estos.
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Figura 6. Imagen tridimensional del sitio de unién a colchicina acoplado con el compuesto
JPINAPPO9.

2.8 Acoplamiento molecular de los compuestos hibridos.

Como se muestra en la Tabla 1, se llevo a cabo un acoplamiento molecular con la
ayuda de Autodock 4 sobre tubulina en el sitio de unién a colchicina, con el fin de
tener una prediccion de la actividad esperada de los compuestos 3y 4.

Los valores de la energia de unién calculada indican que los compuestos hibridos
3 y 4 tienen una mejor puntuacion de acoplamiento que los compuestos DBEC04,
JPINAPPQ9 y JPINAPP18, lo que tedricamente sugiere que deberan tener una
mejor afinidad al sitio de union, pues termodinamicamente la unién se ve favorecida,
al tener valores mas bajos y, por lo tanto, en las pruebas in vitro deberian arrojar
resultados favorables.
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Tabla 1. Resultados de acoplamiento molecular con Autodock 4

Energia de unién

Compuesto calculada (kcal/mol)
DBECO04
O 8.92
—
L0
N
JPINAPPO9
o  OCHs
-9.92
OCH,4
OCH,4
OCHj,4
JPINAPP18
H5CO 2k
ocH, -9.60
OH
oo
Compuesto 3
-10.69
OCHg
OCHg
OCHg
Compuesto 4
-9.96

—
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3. Planteamiento de problema

El cancer, en sus diferentes localizaciones y variantes es un importante problema
de salud publica a nivel mundial. Actualmente los farmacos antimitéticos, son
usados para el tratamiento de este, sin embargo, a pesar de haber experimentado
un progreso notable en las Ultimas décadas, el tratamiento farmacolégico del cancer
dista de ser 6ptimo. El empleo de combinaciones de farmacos ha posibilitado la
curacion de varios tumores, pero por desgracia, genera diversos efectos
secundarios dafinos para los pacientes en tratamiento. Ademas, se ha visto muchos
fracasos en quimioterapia debido al desarrollo de resistencia a los farmacos.

Por estas razones, es necesaria la busqueda de nuevas moléculas con actividad
anticancerigena, que tengan menores efectos secundarios y sean mas eficaces que
los ya estudiados actualmente.

En el laboratorio de Sintesis y Aislamiento de Sustancias Bioactivas del
Departamento de Sistemas Biolégicos de la UAM—Xochimilco, se han disefiado
nuevos compuestos como posibles agentes antimitoticos, por lo que la presente
investigacion tiene como objetivo la sintesis de hibridos derivados de 2,3-difenil-2H-
indazol, combretastatina A4 y celecoxib.

4. Objetivos
4.1 Objetivo General

Sintetizar cuatro compuestos disefiados a partir de las estructuras de 2,3-difenil-2H-
indazol, combretastatina A4 y celecoxib.

4.2 Objetivos especificos

e Sintetizar cuatro derivados del nucleo indazol y pirazol, disefiados a partir de
las estructuras de 2,3-difenil-2H-indazol, combretastatina A4 y celecoxib.

e Caracterizar la estructura de los productos empleando métodos
espectroscépicos (IR y RMN).

e Determinar el efecto sobre la polimerizacion de la tubulina en un ensayo in
vitro.

e Determinar el efecto in vitro sobre lineas celulares de cancer.
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5. Desarrollo experimental

La sintesis y purificacion de los compuestos 1-4 (Figura 7), asi como sus
intermediarios, se realizé en el laboratorio de Sintesis y Aislamiento de Sustancias
Bioactivas (N-015) del Departamento de Sistemas Biologicos de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

Para la sintesis de los compuestos, asistida por microondas se utilizé un equipo
Anton Paar Monowave 300. Se utilizaron materias primas comerciales de la marca
Sigma-Aldrich, ademas del empleo de disolventes organicos grado reactivo de la
marca QUIMICA RIQUE. Para el monitoreo del avance de la reaccion, se llevo a
cabo cromatografia en capa fina en placas de silice-gel 60 F254 de la marca Merck.
La purificacién de los compuestos se realizé mediante cromatografia en columna
utilizando como fase estacionaria silice-gel 60 fase normal, con un tamafo de poro
de 0.063-0.2 mm de la marca MACHERY-NAGEL. Para la determinacion de los
puntos de fusion se utilizo el equipo Melting Point M-565 de la marca BUCHI. Los
compuestos se caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo, utilizando un
espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier marca Perkin Elmer,
modelo FT-IR Spectrum RX, en pastilla de KBr. Los espectros de Resonancia
magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN-'H) y Carbono (RMN-13C) se determinaron
en un equipo de 600 MHz marca Varian utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna y CDCIs como disolvente. Dichos equipos estan ubicados en el
Departamento de Sistemas Bioldgicos de la UAM-Xochimilco.

Se utiliz6 el programa MestReNova de Mestrelab Research S.L. para la edicion e
interpretacion de los espectros de RMN.

—
O
N

1) 1,5-difenil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol

FsC

OCH,

OCH,

F3;C

OCHj,
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 hibridos propuestos
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5.1 Ruta de sintesis para los compuestos 2,3y 4

La sintesis general de los compuestos derivados de 2-fenil-2H-indazol 2, 3y 4 fue
llevada a cabo empleando en primer lugar, el método de Cadogan con una ligera
modificacion. Posteriormente, se realiz6 una bromacion sobre la posicion 3 del
ndcleo de indazol y un acoplamiento de Suzuki para dar los compuestos finales
(Esquema 4).

5.1.1 Sintesis de intermediarios ay b: método de Cadogan

En un vial para microondas de 10 mL se agregaron 2-nitro-4-
trifluorometilbenzaldehido (1.114 mmol), la anilina con el patron de sustitucion
deseado (1.114 mmol) y 3 mL de etanol grado reactivo. La mezcla fue calentada a
160°C bajo irradiacion de microondas por 10 minutos. El producto se transfirié a un
matraz bola y posteriormente se evaporo el disolvente. El residuo de la evaporacion
fue tratado con fosfito de trietilo y se calent6 a reflujo a 150°C de 2 a 3 horas hasta
observar el consumo total de la materia prima por cromatografia en capa fina.
Posteriormente, el fosfito en exceso fue oxidado con 20 mL de perdxido de
hidrogeno al 5%. El producto fue extraido con tres porciones de 20 mL de acetato
de etilo, las fases organicas se juntaron, fueron lavadas con 10 mL de solucién
saturada de cloruro de sodio y se trataron con sulfato de sodio anhidro. La fase
organica se filtr6, se evapord y finalmente el producto fue purificado usando
cromatografia en columna, utilizando como fase estacionaria silice-gel 60 fase
normal y hexano-acetato de etilo como fase mévil 95:5 para el compuesto 2b y 90:10
para los compuestos 3b y 4b.

Rl

2
0 NH, R R?
a s b
H 4+ —_— N RS— = N R2
R R’ ' SN
FsC NO, 2 /(;(\H FsC o3
2a-4a 2b-4b
2a,2b:R*'=R*=R*=H
3a, 3b: R' = R*= R®= OCH,
4a, 4b: R'= OH R*=OCH, R*= H
Reactivos y condiciones. a) EtOH, microondas, 160 °C, 10 min.; b) P(OEt),, 150 °C, 2-3 h.

Esquema 4. Sintesis 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 seccion 5.1.1 se obtuvo 79 de un polvo
color blanco con punto de fusién de 123.1 °C.

IR (KBr) en cm: 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 'H (600 MHz, CDCl3) & 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, CDCls) & 148.14 (s), 140.16 (s), 129.69 (s), 128.78 (g, 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 (g, J = 3.0 Hz), 116.54 (g, J = 5.0 Hz).

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

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 5.1.1 se obtuvo 80% de un polvo
color blanco con punto de fusion de 143.2 °C.

IR (KBr) en cm™: 3012.96, 2826.33, 1609.49, 1451.78, 1429.93, 1328.78, 1258.76,
1237.92, 1169.12, 816.52.

RMN 1H (600 MHz, CDCI3) & 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, CDCI3) & 153.87 (s), 147.99 (s), 138.21 (s), 136.14 (s), 128.80
(g, J = 31.9 Hz), 124.39 (g, J = 271.9 Hz), 123.58 (s), 121.68 (s), 121.19 (s), 118.31
(g, 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 seccién 5.1.1 se obtuvo 79% de un polvo
color café claro, con punto de fusion de 121.0 °C.

IR (KBr) en cm: 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 *H (600 MHz, CDCl3) & 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, CDCls) & 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 (g, J = 2.9 Hz),
116.35 (g, J = 5.0 Hz), 112.85 (s), 110.89 (s), 108.12 (s), 56.23 (S).

5.2 Sintesis de intermediarios 2c-4-c por medio de la bromacién en C-3

El derivado apropiado de 2-fenil-2H-indazol 2b—4b (0.95 mmol) se disolvio en 10 mL
de &cido acético glacial. La solucion formada fue tratada gota a gota con una
segunda solucién de bromo 1 M en acido acético (1.1 equivalentes de Brz).
Posteriormente, se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante toda la noche.
La mezcla se vertié en un vaso de precipitados con agua fria y se agit6. El sdlido
obtenido se filtré al vacio y se secd. Esto ultimo para obtener los intermediarios 2c
y 3c. Para el intermediario 4c, la mezcla obtenida de la reaccidn se neutralizé con
una solucién saturada de carbonato de sodio y posteriormente se extrajo con tres
porciones de 15 mL de acetato de etilo. La fase organica fue lavada con solucién
saturada de cloruro de sodio, se secé con sulfato de sodio anhidro y finalmente se
concentro en el rotavapor. Los productos de las distintas reacciones mostraron una
sola mancha por cromatografia en capa fina y se usaron de esta forma para la
siguiente reaccion.

R Br R
S e o L
F3C N <] <\,
¥ 25°C,12h  fc N g
2b-4b 2c-4c

2c:R'=R*=R’=H
3c: R'=R*=R®=0OCH,
4c: R'= OH R*=OCH, R’= H

Esquema 5. Sintesis de intermediarios 2c—4c.
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5.3 Sintesis de los productos finales 2d-4d mediante la reaccion de
acoplamiento de Suzuki

En un vial de microondas de 10 mL se afiadio el 3-bromoindazol adecuadamente
sustituido (compuestos 2c—4c, 0.73 mmol), el &cido o éster fenil boronico sustituido
(0.81 mmol), acetato de paladio Il (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 reaccion, se agregaron 15 mL de agua y posteriormente se extrajo tres veces con
15 mL de acetato de etilo. La fase orgénica fue lavada con solucién saturada de
cloruro de sodio (15 mL), secada con sulfato de sodio anhidro y finalmente se
concentrd al vacio en un rotavapor. El producto fue purificado por cromatografia en
columna empleando como fase movil hexano-acetato de etilo 80:20 para el
compuesto 2y 4;y 75:25 para el compuesto 3.

Br R
a
F5C N
R3
2c-4c

2d: R'=H, R?=H,R®*=H, R*=H,R°=H,R®=H
3d: R'= OCH,, R?= OCH,, R® = OCH,, R*= OH, R°= OCH,, R® = H
4d: R'= OH, R2 OCH,, R3 H, R*= OCH,, R®= OCH,, R6 OCH,

Reactivos y condiciones: a) Acido o éster fenilborénico sustituido, Pd(AcO),, (CqHy),P,
Na,CO,, n-propanol, agua, Microondas, 150 °C, 20 min.

Esquema 6. Sintesis de los productos finales.

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

Siguiendo el procedimiento descrito en la secci05.3 se obtuvo 90 % de un polvo
color blanco con punto de fusion de 120.6 °C.

IR (KBr) en cm™: 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 H (600 MHz, CDCl3) & 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, CDCls) & 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 (g, 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 seccién 5.3se obtuvo 70 % de un polvo
color blanco con punto de fusion de 177.5 °C.

IR (KBr) en cm: 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 H (600 MHz, CDCls) & 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, CDCls) & 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 (g, 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 seccion 5.3se obtuvo 27.50 % de un polvo
color blanco con punto de fusion de 164.2 °C.

IR (KBr) en cm: 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 'H (600 MHz, CDCl3) & 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, CDCls) & 153.45 (s), 147.00 (d, J = 19.1 Hz), 145.89 (s), 138.36
(s), 136.07 (s), 133.40 (s), 128.93 (g, 32.1), 124.43 (g, 272.2), 124.39 (s), 122.22
(s), 121.87 (s), 118.11 (q, J = 2.8 Hz), 117.83 (s), 116.29 (g, 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 polimerizacion de tubulina

Los compuestos 3 y 4 fueron evaluados como inhibidores de polimerizacién de
tubulina. Los ensayos in vitro se realizaron utilizando el ensayo comercial fabricado
por Cytoskeleton, Inc., numero de catdlogo BKOO6P (Denver, CO, EE. UU.). Los
compuestos 3, 4; las referencias paclitaxel y CA-4 se probaron a 10 uM. Los
ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

5.5 Ensayo de actividad citotoxica

Los compuestos fueron evaluados sobre dos lineas celulares de cancer: HelLa
(cervicouterino) y K562 (leucemia). Las células se cultivaron en medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), manteniéndolas en condiciones
de cultivo estandar (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 concentracion de 50 uM, para
alcanzar 250 pL en el pozo. El tiempo de exposicion fue de 48 h, y luego se
determind la viabilidad mediante el ensayo de sulforrodamida B.
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6. Resultados y discusion

6.1 Parte quimica

De acuerdo con los resultados obtenidos, no fue posible obtener el compuesto 1,
pues el punto de fusion, asi como las sefiales obtenidas en el espectro de
resonancia magnética nuclear e infrarrojo no coinciden con los datos descritos en
la literatura, pues el punto de fusién reportado para este compuesto es de 86—-88 4>
46 °C, muy diferente al obtenido (102.3 °C), por lo que se concluye que el producto
final no corresponde al compuesto deseado.*® Las sefiales del espectro infrarrojo
conocidas para este compuesto, muestran la aparicibn de tres sefales
caracteristicas en la frecuencia de vibracion de 1496, 1236 y 1122 cm™. Sin
embargo, en el espectro que se obtuvo se observan sefiales en 3477.18, 3065.85,
1489.60, 1301.85, 1228.92 y 1161.58, muy parecidas a lo descrito, no obstante, la
sefial intensa a 3477.18 sugiere la presencia de una amina aromatica secundaria
que no deberia aparecer.

Para los espectros de resonancia magnética nuclear, las sefales reportadas en la
literatura son: RMN 'H & 7.37—7.21 (m, 10H), 6.76 (s, 1H) y *C RMN & 144.6, 143.1
(g, 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 (g, J = 1.9 Hz)* las cuales, no concuerdan
con los espectros experimentales obtenidos. Estos resultados sugieren que la
ciclacion del anillo pirazol no se llevé a cabo.

Por otra parte, los compuestos 2—4 fueron sintetizados de manera exitosa mediante
la metodologia descrita anteriormente. Al pasar por varias etapas de reaccién para
llegar al producto final, los primeros intermediarios correspondientes a la
metodologia 5.1.1 (compuestos 2b, 3b y 4b) fueron purificados por cromatografia
en columna, por lo que también se determind su estado fisico, punto de fusién,
infrarrojo, RMN de 'H y 13C, todo esto con el fin de asegurar que el compuesto
obtenido en la primera fase de la sintesis correspondiera al intermediario esperado
y asi continuar con la reaccion siguiente. Para el caso de los intermediarios 3c, 4c
y 5c, no se obtuvieron estos datos debido a que no era necesaria la purificacion
para su uso en la siguiente reaccion.

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
mas bajos, esto se debid en gran parte a varios problemas durante el proceso de
sintesis, pues en la reaccién de ciclacién con fosfito de trietilo una hora después
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iniciada la reaccién, se observé mediante el monitoreo en cromatografia en capa
fina la formacion de varios subproductos, por lo cual tuvo que ser detenida y tratada
de esa forma. Debido a esta accion, no se logré consumir de manera total la materia
prima. De manera similar, en la reaccién de bromacion, después de terminar el
tiempo establecido se observo presencia de materia prima, sin embargo, se opto
por tratar asi el producto, pues de agregarle méas solucion de bromo, hubiera podido
resultar en la bromacién de otras posiciones, por lo que se tuvo que tratar una vez
que el tiempo de reaccion termind. Finalmente, la reaccion de acoplamiento de
Suzuki presenta rendimientos bajos cuando el sustrato contiene donadores de
hidrogeno 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 descripcion y las propiedades de los compuestos se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la sintesis quimica de los compuestos sintetizados

. Punto de Rendimiento
Compuesto PM (g/mol) Estado fisico fusion (°C) (%)
288.27 * * *
262.22 Polvo blanco 122.1-123 79
338.32 hojuelas 117.7-120.6 90
blancas
352.30 Polvo blanco 142-143.2 80
474.42 Polvo blanco 176-177.5 70
308.25 Polvo café 119.7-121 79
474.42 Polvo blanco 163.1-164.2 27

—

*Debido a que el producto final de la sintesis no coincidié con el compuesto de interés, se
desconocen los datos.
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6.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La asignacion de las sefales de resonancia magnética de hidrégeno se muestra en
la Figura 8. Se pueden observar las sefales tipicas para los bencenos mono, tri y
tetra sustituidos. De manera global, las sefiales observadas en los espectros de
protén, su multiplicidad y su integracion concuerdan con las estructuras propuestas.
Por otra parte, el nUmero de sefiales en los espectros de carbono concuerda con lo
esperado para cada estructura. Es importante mencionar que se observan cuatro
sefales cuadruples con diferentes constantes de acoplamiento, que se deben a la
presencia del grupo trifluorometilo, por ejemplo, para el compuesto 3, & 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 dificil apreciar en su totalidad este tipo de sefial, sobre todo en
aguellas arriba de 120 ppm y con mayores constantes de acoplamiento, ya que
parte de la sefal se traslapa con otra o0 apenas se aprecia entre el ruido del espectro.
Es importante mencionar que, aunque se puede sugerir a que carbono corresponde
cada sefal con base en su intensidad, multiplicidad y desplazamiento quimico, para
la asignacion inequivoca es necesaria la adquisicion de espectros bidimensionales.
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Figura 8. Asignacion de sefales de los espectros RMN 1H.

6.3 Ensayo de polimerizacion de tubulina in vitro

La Figura 9 muestra las reacciones de polimerizacion de control solas o en
CA-4 y los compuestos 3 y 4. El valor de Vmax de
polimerizacién aumento 2.7 veces en presencia del paclitaxel con respecto al control
(84 vs 31 mOD/min). Por otro lado, el farmaco desestabilizador de microtubulos (CA-
4) redujo 3.4 veces el valor de Vmax en comparacion con el control (31 frente a 9
mOD/min). Los compuestos 3 y 4 no disminuyeron la Vmax de polimerizacion, pues
solo se observo la disminucion 1.03 y 1.06 veces, respectivamente en comparacion
con el control (30 y 29 frente a 31 mOD/min). Estos resultados muestran que los
compuestos hibridos 3 y 4 no son inhibidores de la polimerizacion de la tubulina, al

menos a la concentracion evaluada.
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Figura 9. Efecto de los compuestos hibridos 3 y 4 sobre la polimerizacién de tubulina.

Todos los compuestos se incluyeron a una concentracion final de 10 pM.

6.4 Ensayos de evaluacién citotéxica in vitro

Los compuestos fueron evaluados de manera preliminar a concentracion de 50 uM
sobre células HelLa (cancer cervicouterino) y K562 (leucemia). Los resultados
muestran que los compuestos 3 y 4 tuvieron buen efecto a la concentracion
evaluada, presentando una viabilidad menor al 50% en ambos casos contra ambas
lineas celulares (Tabla 3). Es importante mencionar que el efecto citotoxico
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 nlcleo de indazol para
presentar mejor efecto citotéxico, 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 concentracion en el
ensayo de polimerizacién y someterse a otros ensayos donde se pueda observar
su interaccion con tubulina. En este sentido, si los compuestos presentan actividad
citotoxica y no tienen efecto en el ensayo de tubulina, es posible que esté
involucrado un mecanismo de accion diferente.
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Tabla 3. Viabilidad celular £ error estandar de la media sobre células HelLa y K562

tratadas con los compuestos 2, 3y 4 a concentracion de 50 uM

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 imagenes de microscopia de campo claro revelan que las
células pierden su morfologia clasica al ser tratadas con los compuestos. La
Figura 10 muestra un ejemplo de células HelLa y K562 tratadas con el compuesto

4 a concentracion de 50 pM.

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

DMSO (B); células K562 tratadas con compuesto 4 (C) y DMSO (D).




7. Objetivos y metas alcanzadas

e Tres de los cuatro compuestos disefiados 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 caracterizacion y evaluacion
biolbgica.

¢ No se logro sintetizar el compuesto derivado con ndcleo pirazol, disefiado a
partir de las estructuras de celecoxib y DBECO4.

e Se caracterizaron tres de los cuatro compuestos planteados, empleando
métodos espectroscopicos.

e Los compuestos 3y 4 fueron evaluados in vitro frente a tubulina.

e Los compuestos 2, 3 y 4 fueron evaluados in vitro frente a dos lineas
celulares de cancer.

8. Conclusién

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 sintesis.

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 practica
diversas metodologias.

Por otra parte, aunque los resultados que arrojaron los compuestos 3 y 4 en el
estudio de polimerizacion fueron negativos, el efecto citotéxico sobre lineas
celulares es alentador, pues disminuyen la viabilidad celular y dafian las células de
manera clara a concentracion de 50 pM.
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