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RESUMEN

Las chalconas son una clase importante de compuestos naturales que estan presentes en
muchas plantas. Son de gran importancia debido a su amplia gama de propiedades
farmacoldgicas, la facilidad de sintesis y son precursores de compuestos heterociclicos con
destacadas actividades biologicas tales como antiinflamatoria, anticancerosa,
antimicrobiana, entre otras. Se ha observado que la incorporacion de anillos heterociclicos,
en especial de tipo pirazolina y pirazol al nucleo chalcona, mejora la actividad
antiproliferativa sobre células de cancer, dejando en evidencia la versatilidad de las chalconas
para emplearse como plantillas para el disefio de compuestos heterociclicos novedosos.

En este documento se describen diversas técnicas empleadas, como la quimica combinatoria
y métodos computacionales (Docking molecular), con el fin de analizar y seleccionar para su
sintesis a compuestos organicos selectos.

En este trabajo de investigacion se presenta el disefio por cribado virtual de derivados de
chalconas heterociclicas con posible actividad citotoxica mediada por la inhibicién de las
proteinas tubulina y ciclooxigenasa-2. Se realiz6 un estudio de acoplamiento molecular entre
216 derivados pirazolicos de chalconas y las proteinas tubulina y COX-2. Los resultados
permitieron seleccionar a dos moléculas candidatas que presentaron valores mayores de
energia de unidon que las moléculas de referencia de ambas proteinas. Para obtener las
moléculas candidatas, primero se sintetizaron las chalconas precursoras mediante la reaccion
de Claisen-Schimdt y para la formacion del anillo heterociclico se probaron diferentes
metodologias. Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN H) y Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

CONGRESOS

El presente proyecto de investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Sintesis y Aislamiento
de Sustancias Bioactivas (N-015) en la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad
Xochimilco.

Los resultados parciales del proyecto fueron presentados a manera de poster en el marco de
la 19a Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales, realizada del 22 al 25
de mayo de 2024 en la ciudad de Cuernavaca, Morelos.

Se genero una guia rapida para realizar docking molecular empleando el programa Autodock
Vina a traves del programa Yasara.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades que se puede originar en cualquier 6rgano o tejido
y se puede extender a partes adyacentes del cuerpo invadiendo y/o propagandose a otros
6rganos (metastasis).X Se caracteriza por el crecimiento acelerado de células a través de
sefiales celulares incontroladas, como mantenimiento de la sefializacion proliferativa,
evasion de la muerte celular, activar la invasion y la metéstasis, entre otras.>* Esta
enfermedad multifactorial es una de las principales causas de importante carga de morbilidad
que rapidamente esta aumentando en todo el mundo. Segun estadisticas de GLOBOCAN en
linea con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) y el Observatorio Mundial del Céncer (GCO, por sus siglas en inglés)
(https://gco.iarc.fr/en) en 2022 hubo casi 20 millones de casos nuevos y méas de 9 millones
de muertes.® Varias organizaciones lideres en cancer como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la Sociedad Americana del Cancer (ACS) y la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) han reportado que para el afio 2035 las cifras aumenten a
27 millones de casos nuevos y mas de 13 millones de muertes a nivel mundial .®

Existen diversas estrategias para el tratamiento del cancer; sin embargo, la quimioterapia
sigue siendo uno de los métodos mas empleados. Esta terapia consiste en el uso de farmacos
para inhibir la proliferacion celular y la multiplicacion tumoral, evitando asi la invasion y/o
la metastasis,” los mecanismos de accién son diversos que va desde la inhibicion de
microttbulos, inhibicion de ciertas proteinas o dafio al ADN® (Tabla 1). Desafortunadamente,
los medicamentos usados no tienen una actividad anticancerosa especifica, por lo que no solo
inhiben la proliferaciéon incontrolada de células malignas, sino que también afectan a las
células normales que poseen altas tasas de proliferacion, lo que provoca efectos secundarios
graves y dafios en las células y tejidos normales.”%!° Por esta razon, el desarrollo de nuevas
moléculas que hagan frente a esta patologia, sigue siendo un &rea importante en la
investigacién. Hoy en dia se utilizan herramientas de modelado asistido por computadora y
enfoques bioinformaticos para el disefio de farmacos que facilitan la deteccion de posibles
candidatos con potencial farmacoldgico.!! En la actualidad, los productos naturales y sus
derivados son de gran importancia en el desarrollo de nuevos farmacos, un ejemplo de estos
son las chalconas, una clase importante de compuestos naturales de la familia de los
flavonoides. Estos compuestos han ganado relevancia debido a su facilidad de sintesis, su
amplio espectro de actividades farmacoldgicas y por ser intermediarios particularmente
valiosos en la sintesis de compuestos heterociclicos.'?1* Bajo esta tesitura, en este trabajo se
disefo, sintetizo y caracterizo un grupo de compuestos heterociclicos derivados de chalconas
cuyos blancos terapéuticos son las proteinas B-tubulina y ciclooxigenasa-2 (COX-2), ya que
juegan un papel importante en el desarrollo del cancer.



https://gco.iarc.fr/en
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Ejemplos

Taxanos (paclitaxel,
docetaxel)

Alcaloides de la vinca
(vincristina, vinblastina)

Anélogos de camptotecina
(irinotecan y topotecan)

Antraciclinas
(doxorrubicina,
daunorubicina y sus
derivados)

Mitoxantrona,
dactinomicina, etc.

5-fluorouracilo, 6-
tiopurinas

Citarabina, gemcitabina,
clofarabina

Ciclofosfamida,
mitomicina, dacarbazina,
procarbazina,
temozolomida y
estreptozima

Cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino.

Unidad Xochimilco o

Mecanismo de accion

Inhiben la polimerizacion/despolimerizacion
de la tubulina, lo que provoca la detencién
del ciclo celular y muerte celular.®

Se intercalan entre los pares de bases de los
acidos nucleicos e interrumpen la reparacion
del ADN mediada por la topoisomerasa I,
impidiendo que se vuelva a sellar la doble
hélice del ADN e inhibiendo asi la
replicacion del ADN 8

Actta como un inhibidor de la timidilato
sintasa (TS), que metila el monofosfato de
desoxiuridina (dUMP) para formar
monofosfato de timidina (dTMP), que a su
vez bloquea la sintesis de la timidina y
pirimidina que se requiere para la replicacion
del ADN.®

Inhibe las enzimas ADN polimerasa y la
ribonucledétido reductasa para detener la
replicacion del ADN, entre otras.8

Inducen dafio al ADN al transferir un grupo

alquil al ADN, generando aductos covalentes

gue inducen el rompimiento de una o ambas
cadenas del ADN. 8

Inducen enlaces cruzados entre cadenas de
ADN. Este proceso es irreversible y conduce
a la apoptosis celular. °

Tabla 1. Ejemplos selectos de agentes quimioterapéuticos y sus mecanismos de accion.

Aplicaciones

Diferentes tipos de cancer
como de ovario, mama,
pulmon, prostata y
estémago, entre otros.®

Céancer de mama,
adenocarcinoma de
pulmon, sarcoma de

tejidos blandos, mieloma
multiple, sarcoma de

Kaposi, linfoma, leucemia
linfocitica aguda, etc?®

Cancer de colon, es6fago,
estdmago, pancreas,
mama, etc.'6

Distintos tipos de cancer,
entre ellos cancer de
pancreas, vejiga, sarcoma
de tejidos blandos, etc. ¢

Mieloma mdltiple,
leucemia, cancer de
mama, neuroblastoma,
linfoma, cancer de ovario,
retinoblastoma. 6

Cancer de testiculo,
ovario, cuello uterino,
mama, vejiga, entre
otros.'®
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Diseno y descubrimiento de farmacos

El disefio de farmacos es el proceso inventivo de encontrar nuevos medicamentos basados en
el conocimiento de un blanco bioldgico. En el sentido méas basico, el disefio de farmacos
implica plantear moléculas que sean complementarias estructural, conformacional y de carga
hacia el blanco molecular con el que interactiian y se unen.** Actualmente, alin se considera
que un farmaco ideal deberia tener una accion especifica, ser seguro, no toxico, sin efectos
secundarios 0 con los menores posibles, ser quimica y metabdlicamente estables, ser
sintéticamente factibles, ser soluble en agua en concentraciones terapéuticas para evitar la
precipitacion en el torrente sanguineo, ser soluble también en lipidos para poder atravesar las
membranas lipidicas y distribuirse por el cuerpo, y finalmente, ser una molécula tnica.?’ La
interaccion que ejerce un farmaco sobre algin blanco especifico es lo que desencadena un
efecto bioldgico en el cuerpo humano. Como resultado de estas interacciones, se producen
dos tipos de efectos: efectos del farmaco sobre el cuerpo humano y efectos del cuerpo
humano sobre el farmaco; ambos son estudiados por la farmacodindmica y la
farmacocinética, respectivamente.?!

El proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos consta de tres etapas principales:
descubrimiento de farmacos, desarrollo preclinico y ensayos clinicos (Figura 1).222* El
descubrimiento de farmacos comienza con el hallazgo de una molécula hit, se trata de una
molécula que tiene una actividad deseada en un ensayo de deteccion.?? Luego, la estructura
de este compuesto se optimiza en términos estructurales con el objetivo de mejorar la afinidad
y selectividad por el blanco, reducir su toxicidad, mejorar la solubilidad en agua y lipidos
ademas de las propiedades ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecion),
para obtener una molécula lider. La optimizacion adicional de la molécula lider proporciona
el candidato a farmaco. A continuacion, los estudios preclinicos se centran en aclarar el modo
de accién, su farmacocinética en animales, asi como la biodisponibilidad, los metabolitos
toxicos, las vias de excrecion, la eficacia en animales, la formulacién del farmaco y las
pruebas de estabilidad de esta formulacion. Los ensayos clinicos para cancer son la etapa mas
larga y costosa del proceso, que consta de tres fases. En la primera fase, participan hasta 100
voluntarios que se encuentran en fase terminal o con lesiones premalignas. El objetivo de
esta fase es evaluar la seguridad del medicamento, su farmacocinética y los efectos
secundarios inmediatos. En la segunda fase, el medicamento se administra a cientos de
pacientes que padecen la enfermedad en cuestion; en esta fase se prueba la eficacia del
medicamento y su seguridad a corto plazo. En la tercera fase, participan miles de pacientes
de diferentes centros clinicos; el objetivo de esta fase es recopilar datos suficientes sobre la
eficacia y la seguridad del medicamento. Si el medicamento supera esta fase con éxito, esta
listo para su registro y comercializacion. Sin embargo, la vigilancia del medicamento no
termina aqui, el medicamento continua siendo observado para comprobar su seguridad y sus
efectos secundarios. Esta Ultima fase se conoce como vigilancia postcomercializacion
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(farmacovigilancia) y es practicamente inacabable, ya que continla hasta que el
medicamento se comercializa.®

2.1.1 Métodos in silico en el disefio y descubrimiento de farmacos

El disefio de farmacos con frecuencia, pero no necesariamente, emplea estrategias de
modelado por computadora y enfoques bioinformaticos.* Una de las estrategias que hace
uso de herramientas de modelado molecular, asi como de métodos de disefio de farmacos
asistidos por computadora (CADD, por sus siglas en inglés), como el disefio basado en la
estructura del receptor, entre ellos, el disefio de novo, que consiste en la construccion de
moléculas directamente en el receptor?®® o el acoplamiento (docking) molecular, cuyo
objetivo es encontrar el modo de unién mas favorable de un ligando.?” El otro método es el
disefio basado en la estructura del ligando, se emplea cuando no se conoce la estructura del
receptor, este método depende de la informacion experimental disponible para una serie de
estructuras quimicas con actividad bioldgica conocida, un método comdn en esta area son los
estudios de relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) que se define como la
aplicacion de métodos matematicos y estadisticos al problema de encontrar relaciones
empiricas. 228 Estos estudios reducen el tiempo y los recursos necesarios para encontrar y/o
mejorar a candidatos a farmacos (Figura 2); por lo que, su descubrimiento mediante estudios
in silico se ha convertido en un método esencial de la investigacion farmacoldgica
contemporanea. %°
111. Mercado

I1. Etapa de desarrollo

1. Etapa de descubrimiento y optimizacion

Ensayos
clinicos (fase I,

I, IIT)

Desarrollo y

evaluacion

preclinicos

Optimizacion

Identificacion y
desarrollo del

farmaco

Identificacion

y validacion

de la diana

Investigacion

basica

Eleccion de la

enfermedad

Figura 1. Etapas principales en el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Basado de Saldivar-
Gonzélez et al., 2016.
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El desarrollo de farmacos se beneficia enormemente de la investigamon in silico por diversas
razones; facilita el proceso de identificacion de posibles candidatos con potencial
terapéutico,® ademas, los métodos in silico ayudan a predecir la toxicidad, lo que permite a
los investigadores reconocer los efectos nocivos en las primeras fases de desarrollo,
ahorrando tiempo y dinero. El cribado virtual basado en acoplamiento molecular (Figura 2)
ayuda a identificar compuestos nuevos y/o prometedores, al predecir los modos de unién de
posibles candidatos y permite analizar sus patrones de interaccion. 3132

Gracias al descubrimiento de farmacos in silico se han descubierto diversos candidatos
terapéuticos prometedores, entre ellos, farmacos para tratar diferentes tipos de cancer, por
ejemplo, en un estudio realizado por Rajagopal y colaboradores (2023),3! emplearon estudios
de acoplamiento molecular, modelado de farmacéforos y el estudio QSAR, para sintetizar
chalconas heteroaromaticas para el tratamiento del cancer. Por otro lado, Sehrawat et al.,
(2023),% utilizaron estudios computacionales, como el acoplamiento molecular, para
identificar nuevas moléculas con actividad antiproliferativa para el tratamiento del cancer de
mama. Por altimo, se sintetizaron una serie de hibridos de quinolina-chalcona, las cuales
demostraron tener buena actividad citotoxica en diferentes lineas celulares de cancer, los
estudios de acoplamiento molecular demostraron la posible interaccion de estos compuestos
en el sitio diana.®

Biblioteca de estructuras %)

* e Pruebas in silico . ;;‘p"

Basado en el ligando

Basado en el receptor (Estudios de similitud)

(Acoplamlemo

molecular)
—
\ ? v\t‘.

Hibrido (Modelado

de farmacéforo)

Hits
computacionales

Evaluacion experimental

Hits experimentales

Optimizacién y desarrollo

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de cribado virtual.(Obtenido de Saldivar-
Gonzélez et al., 2016).
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2.1.2 Polifarmacologia

Recientemente, se ha incrementado el ndimero de publicaciones cientificas donde se
evidencia que un solo farmaco puede interactuar con diversos blancos terapéuticos
promoviendo un efecto bioldgico mejorado, dando origen al concepto de polifarmacologia.
Bajo esta tesitura, la polifarmacologia esta modificando el paradigma actual del disefio de
farmacos, donde moléculas que interactian de forma selectiva frente a una sola diana
bioldgica cambia o toma en cuenta el disefio dirigido a maltiples blancos terapéuticos. Esta
estrategia se conoce como disefio multi-objetivo (multitarget, por sus siglas en inglés) donde
resalta el objetivo de disefiar una «llave maestra» que se una selectivamente a una serie de
blancos moleculares que produzcan una respuesta clinica deseada (Figura 3).24

Disefo de farmacos convencional Polifarmacologia

1 molécula— 1 objetivo— 1 indicacién 1 molécula— multiples objetivos— muiltiples indicaciones

=

= -3
i ,22.’5}
|l 7= %

Figura 3. Representacion de la polifarmacologia y disefio de “llaves maestras”. Obtenido de
Saldivar-Gonzalez et al., 2016.

2.2 Tubulina

Se ha descrito en varias investigaciones que la tubulina juega un papel importante en el
desarrollo del cancer. Es bien sabido que dimeros de tubulina (a- y p-tubulina) forman a los
microtubulos que estan involucrados en la division celular, trafico vesicular, y morfologia
celular (Figura 4).3* La red de microttbulos es reconocida por su papel en la regulacion del
crecimiento y movimiento celular, asi como por eventos de sefializacion clave que modulan
los procesos celulares fundamentales. Se han identificado y caracterizado diversos cambios
en la red de microtibulos en una amplia variedad de canceres, incluida la expresién alterada
de isotipos de tubulina, alteraciones en las modificaciones postraduccionales de tubulina y
cambios en la expresion de proteinas asociadas a microtibulos (MAP),® las cuales estan
involucradas en la migracion de células metastasicas, resistencia a los medicamentos,
vascularizacion del tumor® y la resistencia a la quimioterapia.3” Los microtubulos pueden
ayudar a las células cancerosas a realizar funciones complejas, como la migracion y adhesion
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celular. La via de sefializacion Rho guanosina-5'trifosfatasas (GTPasas) es una de las
principales vias de sefializacion celular asociadas con los microtlbulos citoesqueléticos.3®
Los microtabulos son extremadamente importantes en el proceso de mitosis, durante el cual
los cromosomas duplicados de una célula se separan en dos conjuntos idénticos antes de la
escision de la célula en dos células hijas,® lo cual es clave importante ya que se pueden
disefiar farmacos que tengan la funcion de inhibir la division celular y evitar la formacion de
nuevas células cancerigenas. Bajo esta tesitura, diversas investigaciones concuerdan con que
los microttbulos son una diana bioldgica importante para la terapia contra el cancer,**° por
lo que resalta que el disefio y sintesis de farmacos de esta clase continten siendo agentes
quimioterapéuticos importantes. Uno de los farmacos para tratar diferentes tipos de cancer
como el de mama, ovario, entre otros, es el paclitaxel un inhibidor de la B-tubulina, cuyo
mecanismo de accion es estabilizar los microtdbulos lo que provoca un bloqueo mitético
disminuyendo su actividad dinamica conduciendo a muerte celular por apoptosis.** También
existen agentes dirigidos a tubulina que provocan la desestabilizacion de los microtdbulos,
es decir, conlleva a una despolimerizacion de los mismos conduciendo a una muerte celular
(alcaloides de la vinca, sitio de la colchicina, etc).** Muchos de los farmacos contra tubulina

se encuentran aprobados o en fase 11-111 (Tabla 2).3*

«- and f-tubulin Microtubule nucleus Microtubule

heterodimers
(+) end

—24 nrﬁ—l
o0
00
00> — —
00 on
afp

Gread § 8nm

Figura 4. Heterodimeros de a- y B-tubulina se polimerizan formar los microtdbulos. Obtenido de
(Jordan & Wilson, 2004).

Tabla 2. Agentes dirigidos a tubulina con ensayos en fase 11-111 y aprobados. Obtenido de Cermak
et al., 2020.

Grupo/Compuesto Fase Aplicaciones

Alcaloides de la vinca

Vincristina Aprobado
Céncer de mama, linfomas, sarcomas

Vinblastina Aprobado

10
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Macrolidos
Eribulina Aprobado Llposarcomas,, cancer de mama
metastasico, etc.
Péptidos
Dolastatina 10 Fase Il Tumores solidos
Plinabulina Fase Il Céncer de pulmén

Compuesto nitrogenado heterociclico

Verubulina Fase | Glioblastoma

Sitio de colchicina

Ombrabulina
Fase Il Céncer de ovario y cancer de tiroides
Fosbretabulina
Taxanos
Paclitaxel
Cancer de ovario, mama, pulmon, etc.
Docetaxel Aprobados
Cabazitaxel Cancer de pLostata resistente a las
ormonas
Epotilonas
Epotilona B Fase Il Cancer de pulmon
Ixabepilona Fase 11l Cancer de mama y endometrio
Otros
TDM1 (Trastuzumab Aprobado Céancer de mama metastasico

+ mertansina)

2.3 Cox-2

La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es una enzima de prostaglandina (PG)-endoperdxido sintasa 2
responsable de la generacion de prostanoides como la prostaglandina E2 (PGE2), un

11
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mediador importante de la inflamacién y la angiogénesis.*? . La expresion de COX-2 es
insignificante en células normales en las que su expresion basal solo ocurre en el estomago,
el rifdn, el sistema nervioso central y en los 6rganos de reproduccion femenina. Sin embargo,
se sobreexpresa con frecuencia en los nidos tumorigénicos de dierentes tipos de canceres,
incluidos el adenocarcinoma, el carcinoma de células escamosas (SCC), el
colangiocarcinoma, el carcinoma de células transicionales, el carcinoma endometrial y el
carcinoma hepatocelular.*® La COX-2 es altamente inducible, es decir, cuando hay una serie
de estimulos inflamatorios, desencadenan sefalizaciones intracelulares que provoca la
expresion de la enzima y puede llegar a sobreexpresarse en respuesta a diversos agentes
proinflamatorios, incluidas las citocinas, los mitdgenos y los promotores tumorales (Figura
5), especialmente en las células implicadas en la inflamacion, el dolor, la fiebre, la
enfermedad de Alzheimer, la osteoartritis o la formacion de tumores. #?

| Arachidonic acid ]

NSAIDs | COX-1 CcOox-2 NSAIDs
* i . . COXIBs
(constitutive)| (inducible)
PGH,
EGFR BCL-2 | IL-12 | | MMP-2/9
\L NFxB

|

-
Prplifegation |A'p0ptosi5 inhibitior4
Migration

Angiogenesis

Metastasis

Metastasis

suppression Invasion

Immuno- |

Figura 5. Biosintesis de prostaglandinas E y efectos celulares posteriores.

La accion de COX-2, sobre la prostaglandina E2 es responsable de diversas funciones a
favor de la promocion tumoral, como:

Resistencia a la apoptosis.*
Angiogeénesis a través de la regulacion positiva del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF).®

e Metéstasis por regulacion positiva de las metaloproteinasas de matriz (MMP) tipo 2
y 9 4% e interleucina-11(1L-11) junto con la activacion de un microARN oncogénico
(miR526b).*

e Crecimiento tumoral a través de la regulacion positiva del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR).*%

e Supervivencia de células cancerosas*® e inflamacion a través de la interaccion con
PI3K/AKT (fosfatidilinositol 3-quinasa).*®
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e Invasion de células cancerosas a través de la regulacion positiva de la quinasa
regulada por sefales extracelulares (ERK).*°

La expresion constitutiva de COX-2 y la biogénesis sostenida de PGE2 parecen desempefiar
papeles predominantes en el inicio y promocion de la progresion del cancer. La PGE2 puede
mediar estos efectos a través de numerosas vias de sefializacion, incluida la activacion del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que conduce a una mayor proliferacion
celular, potencial metastasico e invasivo y angiogénesis.*’ Dada su importancia, la enzima
COX-2 es una diana terapéutica relevante.

2.4 Chalconas

En la actualidad, los productos naturales son una fuente importante para la obtencion de
productos medicinales y son de gran importancia en el desarrollo de nuevos farmacos
sintetizados a partir de materias primas naturales y renovables con actividades bioldgicas
especificas. Las plantas han sido una fuente principal de farmacos y productos medicinales
como las chalconas, que son una clase importante de compuestos naturales de la familia de
los flavonoides, estan presentes en muchas plantas comestibles como frutas, frutos secos,
verduras y té 4849 Las chalconas se han utilizado a menudo en la medicina tradicional, donde
chalconas naturales y anélogos sintéticos han mostrado un amplio espectro de actividades
biologicas incluyendo anticancerosas, antibacterianas, antiflngicas, antipaludicas,
antidiabéticas, antiinflamatorias y antioxidantes.'? Quimicamente, las chalconas o 1,3-diaril-
2-propen-1-onas consisten en dos anillos arométicos que estan unidos por un sistema de
carbonilo a,B-insaturado de tres carbonos y pueden existir en formas isoméricas cis y trans,
siendo la forma trans la mas estable termodinamicamente (Figura 6).%° Las chalconas han
recibido una atencién considerable no solo por su amplio espectro de actividades bioldgicas,
sino también por la facilidad de sintesis y modificacion del ntcleo principal. > Ademas,
tienen la ventaja de ser menos toxicas, faciles de sintetizar y mas asequibles.®!

O
=

Figura 6. Nucleo de chalcona

Karthikeyan et al. (2014)%2 han establecido la relacion estructura-actividad de chalconas con
actividad citotoxica, donde se exhibe que las propiedades anticancerigenas de las chalconas
estan influenciadas principalmente por las sustituciones en los anillos arilo sobre la molécula
de chalcona y por sus patrones de sustitucion (Figura 7).
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Grupos di o tri OCH;

Anticancer

Actividad inhibidora de
la quinasa

Anillos arilo/heteroarilo / 3 %
y/o sustituciones: B Halogenos:
Actividad anticancerigena Anticancer Anillos arilo/heterociclicos y/o como
en varias lineas celulares sustituciones:
Agente despolimerizante de microtubulos
Actividad anticancerigena en cancer de mama
Anticancer (apoptosis)

Figura 7. Relacion estructura-actividad anticancerigena de compuestos con el ntcleo chalcona.
Obtenido de Karthikeyan et al. (2014).

Por otro lado, se han aprobado distintos farmacos tomando como plantilla estructural al
nucleo chalcona, tales son los casos de la metochalcona y la sofalcona, para el tratamiento de
diversas enfermedades, como: colerético, diurético, antiulceroso, mucoprotector, etc.*®>3
Consecuentemente, la fraccion de chalcona es un modelo til para el desarrollo de nuevos
agentes anticancerigenos.

2.4.1 Derivados heterociclicos de chalconas

Aunque la disponibilidad de chalconas heterociclicas de fuentes naturales es limitada, se ha
reportado que poseen una amplia gama de bioactividades, especialmente actividad
citotoxica.>*> Las chalconas son intermediarios particularmente valiosos en la sintesis de
compuestos heterociclicos, ya que presentan un sitio quimicamente reactivo (carbonilo a,p-
insaturado) el cual puede reaccionar con reactivos como hidroxilamina, hidracina, urea,
tiourea y aminas heterociclicas para producir compuestos heterociclicos, lo que muestra la
versatilidad y el potencial de las chalconas.> Por esta razon se pueden utilizar diferentes
chalconas como intermediarios para sintetizar diferentes compuestos heterociclicos
novedosos.

Los azoles, como imidazoles, oxazoles, pirazoles, tetrazoles, tiazoles, 1,2,3-triazoles y 1,2,4-
triazoles, son la clase mas importante de anillos heteroaromaticos que contienen nitrégeno.
Los azoles son farmacdforos comunes en el desarrollo de nuevos agentes anticancerosos, y
alguno de ellos como la cefatrizina, carboxiamidotriazol, y AZD8835 ya han sido evaluados
en ensayos clinicos o empleados en la clinica para el tratamiento de varios tipos de
canceres.>®” Por lo tanto, la hibridacion o la modificacion del ndcleo chalcona con la
fraccion de azol puede ofrecer oportunidades para el desarrollo de nuevos agentes
anticancerosos.

En este estudio nos centramos en sintetizar compuestos heterociclicos de chalcona con anillos
de pirazol, ya que a este anillo se le atribuye un amplio espectro de propiedades bioldgicas y
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aplicaciones terapeuticas, como propiedades analgésicas, anticancerosas, antiinflamatorias,
antimicrobianas,  antivirales,  antidiabéticas, anticonvulsivas, antipiréticas Yy
antidepresivas.>®*° Debido a que muchos estudios han informado de la importancia de la
fraccion heterociclica del anillo de pirazol en la quimica medicinal, los esqueletos de los
pirazoles a menudo se modifican para mejorar su actividad biol6gica. Entre otros, los
pirazoles derivados de las chalconas muestran un aumento en la potencia y el espectro de
actividad.%® Recientemente, en un estudio realizado por Maciejewska et al. (2022),'
sintetizaron pirazoles derivados de chalcona (Figura 8A) como agentes terapéuticos en el
tratamiento del cancer de pulmédn de células no pequefias, los cuales demostraron tener una
Clso de 4.32 a 20.95 uM en diferentes lineas celulares (A-549, H226, H460, HEK293) con
respecto al cisplatino (17.47- 29.01 uM) Por otro lado, Hawash et al. (2017),%! sintetizaron
hibridos de chalcona-pirazol (Figura 8B) con una Clso: 0.3-28.8 uM respecto a Fluorouracilo
(Clso: 1.4-21.0 uM), los cuales exhibieron actividad citotoxica potencial contra las lineas
celulares cancerosas Huh7, MCF-7 y HCT116, el estudio demostr6 que estos hibridos podian
causar la detencidn del ciclo celular en la fase G2/M seguida de la muerte celular apoptética
y el deterioro del crecimiento celular. De la misma manera, Sombhi et al. (2018),%
demostraron la relacion estructura-actividad anticancerosa de los hibridos de chalcona-
pirazol (Figura 8C) contra células HCT116 (Clso: 0,69-25,09 uM), en comparacion con
doxorubicin (Clsg: 0.42 uM).

.

NN,
N

COOEt

Figura 8. Chalconas heterociclicas con anillo de pirazol probadas contra dierentes lineas celulares.
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JUSTIFICACION

Diversas organizaciones lideres en cancer como la IARC, han predicho estadisticamente el
aumento de la morbilidad y mortalidad a causa del cancer, exhibiendo cifras preocupantes.
Si bien, existen diversas estrategias para el tratamiento contra el cancer, como la cirugia, la
radioterapia, la inmunoterapia, la quimioterapia, terapia hormonal, trasplante de células
madre, etc., la quimioterapia es el tratamiento convencional para pacientes con cancer y se
ha utilizado sola o0 en combinacion desde hace varias décadas para mejorar los resultados en
los pacientes.’* La quimioterapia consiste en el uso de farmacos que detienen o retrasan el
crecimiento de células cancerigenas que crecen y se dividen rdpidamente, evitando la
invasion y la metastasis. Sin embargo, ademas de destruir las células cancerosas también
ataca a células sanas se caracterizan por crecer y dividirse aceleradamente como células del
tracto gastrointestinal, de médula dsea y foliculos piloso y, por ende, causa mielosupresion,
nauseas, vomitos, mucositis, alopecia, esterilidad, infertilidad, reacciones a la infusién y
mayor riesgo de contraer infecciones. Aunado a esto, algunos de los medicamentos de
quimioterapia son toxicos para el higado o los rifiones.” A pesar de la eficacia de los
medicamentos quimioterapéuticos, su administracion a largo plazo se ve obstruida por la
resistencia a multiples farmacos® y los efectos secundarios debido a la escasa selectividad
de los farmacos empleados, estas desventajas constituyen importantes impedimentos para
una terapia eficaz contra el céncer, ademas del costo elevado de los medicamentos
disponibles.%

Ciertas proteinas, hormonas y factores de crecimiento participan y controlan aspectos
celulares como la proliferacion, diferenciacidn, angiogénesis y senescencia. Estas moléculas
interacttan con receptores celulares y se comunican con el ndcleo de la célula a través de una
red de vias de sefializacion intracelular. Cuando son células cancerosas, estas alteran los
componentes clave de estas vias de sefializacién mediante sobreexpresion o mutacién, lo que
conlleva a sefalizaciones celulares desreguladas provocando inhibicion de la apoptosis,
metastasis, proliferacion celular, entre otras.®® Cabe sefialar, que algunas proteinas participes
en procesos celulares y que en este trabajo son el interés de estudio son las proteinas tubulina
y COX-2, ya que se ha demostrado que la tubulina juega un papel importante en el desarrollo
del cancer5376667 pyes es una proteina que desempefia una de las funciones principales en
el comportamiento celular, donde participa como una unidad estructural de microttbulos y
estos a su vez participan en la division celular formando el huso mitético, y por ello se han
desarrollado farmacos que se unan a la tubulina para suprimir la dinamica del huso,
provocando una posterior detencion mitotica y muerte celular. Por otro lado, se ha observado
la sobreexpresion de la ciclooxigenasa-2 en varios canceres humanos,*? ya que se ha
comprobado que induce una actividad similar a las células madre cancerosas y promueve la
resistencia apoptética, proliferacion, angiogénesis, inflamacion, invasion y metastasis de las
células cancerosas.*>% Por tanto, existe evidencia de que inhibir a la enzima COX-2 es una
alternativa en la terapia antiangiogénica y prevencion de la metastasis,*’ ademas, como
alternativa se han usado farmacos como los AINES (antiinflamatorios no esteroideos) que

16



AT\

'&

Casa abierta al tiempo , >Iﬂ \SeY

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA « <591

Unidad Xochimilco =

han demostrado resultados favorables, sin embargo, el uso prolongado de los AINES
conlleva a efectos secundarios indeseables como hemorragias gastrointestinales vy
perforacion de Ulceras gastroduodenales, entre otros.*” El desafio de desarrollar farmacos
selectivos que inhiben la COX-2 y que ademas sean eficaces a concentraciones pequefias,
pero con una toxicidad minima favorece una estrategia mas segura para la prevencion y el
tratamiento del cancer. Bajo esta tesitura, en este trabajo se disefio, sintetizd y se
caracterizaron compuestos heterociclos con el nicleo chalcona cuyas dianas terapéuticas son
las proteinas B-tubulinay ciclooxigenasa-2 (COX-2), por su papel importante en el desarrollo
del céncer; a través de herramientas como la quimica combinatoria, plataformas
computacionales y sintesis organica convencional.

HIPOTESIS

El uso de herramientas como el cribado virtual y el analisis por consenso permitira
seleccionar moléculas de una quimioteca de derivados heterociclicos de chalconas con mejor
interaccion con la proteina B-tubulina y la enzima COX-2, involucradas en el cancer.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

- Disenfar, seleccionar, sintetizar y caracterizar derivados heterociclicos de chalconas
cuyas dianas terapéuticas sean las proteinas B-tubulina y ciclooxigenasa-2, a través
del uso de herramientas computacionales, su sintesis orgéanica convencional y
elucidacidn estructural por métodos espectroscopicos.

OBIJETIVOS PARTICULARES

- Disefiar mediante quimica combinatoria una quimioteca virtual de 216 derivados
pirazolicos de chalconas, empleando los programas ChemBioOffice.

- Optimizar y realizar un cribado virtual de la quimioteca mediante acoplamiento
molecular (docking) frente a la proteina p-tubulina y la enzima COX-2, empleando
los programas de Pymol, AutoDock 4.2, AutoDock Vinay Gold.

- Seleccionar, mediante consenso, a los derivados heterociclicos con mayores valores
de afinidad o score frente a los blancos moleculares seleccionados.

- Sintetizar a los derivados heterociclicos de chalconas mediante la sintesis de Claisen-
Schmidt y su condensacion con hidracina.
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- Caracterizar mediante Espectroscopia de infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) las estructuras quimicas de los compuestos sintetizados.
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos

Todos los reactivos fueron utilizados grado reactivo sin purificacion adicional y fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. Los disolventes empleados fueron de grado analitico sin
purificacion adicional adquiridos de Quimica Rique S.A. DE C.V.

3.2 Equipos

Los estudios de punto de fusion se realizaron en el laboratorio N-015 con el aparato Fisher-
Johns.
El Equipo de RMN empleado fue de 600 MHz, modelo Agilent DD2.

3.3 Cribado virtual por acoplamiento molecular

Se disefid una quimioteca virtual de 216 moléculas mediante quimica combinatoria entre
aldehidos aromaticos, acetofenonas e hidrazina en el software ChemDraw 22.2.2., para
generar moléculas de derivados heterociclicos de chalconas. Con esta quimioteca se
realizaron estudios de acoplamiento molecular con las proteinas B-tubulina y COX-2. La
estructura cristalina de ambas proteinas, se obtuvieron de Protein Data Bank
(https://www.rcsh.org/search), los cédigos PDB ID son 5LYJ para tubulina y 5KIR para
COX-2. Luego, se emplearon los programas Autodock Vina y Autodock 4.2 (AD4) desde la
interfaz de YASARA, y el programa Gold, para realizar el acoplamiento molecular en los
sitios cataliticos de cada proteina. Adicionalmente, se evaluaron como referencias a la
Combretastatina A-4 (CA4) para tubulina, y Rofecoxib (ROX) para COX-2. El tamafio y
angulo del grid fueron de 50.0 A para X, Yy Z, y 90° para o. B y ¥, para VINA y AD4. Por
otro lado, para el programa Gold, el tamafio del grid fue de 14 A, las coordenadas exactas se
seleccionaron en el espacio donde se ubicaba el ligando que cocristaliz6 con la proteina
cuando se obtuvo el monocristal (sitio catalitico). De forma paralela, se realizé la validacion
del método de acoplamiento molecular mediante el calculo de la raiz de la desviacion
cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés Root Mean Squared Deviation). Se
considera que el método de acoplamiento molecular ha sido validado si laRMSD < 1.5 A.
Para ello, se utilizé la pagina https://zhanggroup.org/DockRMSD/.%°

El consenso del crivado virtual se basé en un filtrado de datos que consistid en elegir a las
moléculas con mayor energia de union a los sitios cataliticos de ambas proteinas respecto a
los ligandos de referencia, las cuales se seleccionaron para su posterior sintesis quimica.

Todos los resultados obtenidos del acoplamiento molecular se visualizaron con los
programas BIOVA Discovery Studio 2024 y PyMOL 2.5.8., donde se pudo analizar las y el
tipo de interacciones que ocurren entre los ligantes de la quimioteca y los aminoécidos que
se encuentran en el sitio catalitico de ambas proteinas.
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3.4 Sintesis de chalconas mediante condensacion de Claisen-
Schimidt

La sintesis de chalconas (precursores de los derivados heterociclicos) se realizé mediante la
condensacion de un aldehido y una cetona aromatica en medio basico (Sintesis de Claisen-
Schmidt). La reaccion general se muestra en el Esquema 1.

N H B NaOH AN NN
i S L i
N Z EtOH = =

Esquema 1. Reaccion general de la sintesis de Claisen-Schmidt.

3.5 Sintesis de los derivados heterociclicos de chalcona con anillo
de pirazol

Para la sintesis de los derivados heterociclicos de chalcona con anillo de pirazol se realizé
mediante la adicion de hidrazina monohidratada como se muestra en el Esquema 2.

0 N—NH
_ (=
L _ EtOH, reflujo 75°C L | JR

Esquema 2. Reaccidn general para la sintesis de los derivados heterociclicos de chalcona.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cribado virtual por acoplamiento molecular

Se realizd el acoplamiento molecular de las 216 chalconas heterociclicas con anillo de pirazol
y los ligandos CA4 y ROX (farmacos de referencias de tubulina y COX-2, respectivamente)
empleando tres diferentes programas de docking.

Los resultados obtenidos del analisis por consenso, que consistio en elegir aquellas moléculas
que tuvieron mejor score que los ligandos de referencia, resaltan cinco moléculas con clave
CMO032, CM037, CM072, CM108 y CM143 (Tabla 3),estructuralmente resaltan dos
quimiotipos identificados (Figura 9) que presentan mejor afinidad a los sitios de cataliticos.
Sin embargo, se tom0 la decision de sintetizar aquellas moléculas que tuvieran mejor
factibilidad  sintetica, para ello, se utilizo la pagina de SwissADME
(https://www.swissadme.ch/). Las moléculas con mejor accesibilidad sintética fueron
CM108 y CM143 (quimiotipo 2), ademas, las moléculas CM032, CM037 y CM072 podrian
presentar diferentes subproductos debido a la presencia del carbonilo adicional.

Tabla 3. Puntuaciones obtenidas en el estudio de acoplamiento molecular.

VINA (keal/mol) AD4 (keal/mol) GOLD
UIMIO
ID QTH.U R PLP GOLDscore
tubulina COX-2 tubuling ~ COX-2
tubulina COX-2 tubulina COX-2
. R=R;=H
CM032 1 R.=OH -9.6472 -8.84 -11.228 -10.07 80.8404 50.2759 61.9055 -3.9955
CM037 1 RF:][_{(ilH -9.9248 -8.78 -10.612 -10.10 75.6798 53.9467 55.4932 36.3326
7Ry
CMO072 1 R;=R,=R,=0H -9.7316 -8.21 10.762 -10.58 76.9165 40.401 56.1155 16.7464
. R=R,=H
CM108 2 R.=OCH -9.381 -8.11 -10.65 -10.66 73.7663 51.7344 59.3931 10.4985
CM143 2 RF:][_{(:IH -10.2464 -9.88 -11.08 -11.19 74.8098 71.6709 56.5985 16.9717
7Ry
CA4 - - -8.0292 - -8.778 - 72.8606 - 549128 -
ROX - - -9.93 - -9.90 - 73.4527 - 59.7684
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Figura 9. Quimiotipos identificados en el estudio de acoplamiento molecular con los ligandos de
referencia.

Para validar la fiabilidad del acoplamiento, se superpusieron las estructuras el ligando
cocristalizado en las proteinas con el ligando de referencia construido (Figura 10). De manera
cuantitativa se calcul6 el RMSD entre la posicion acoplada y la posicion cristalografica para
CA4 y ROX los valores obtenidos son de 0.764 y 0.959, respectivamente.

Figura 10. Validacion del acoplamiento molecular entre el ligando cocristalizado (verde) y el
ligando construido (amarillo) para CA4 (izquierda) y ROX (derecha).

4.1.1 Estudio de la interaccion ligando-proteina (docking)

El estudio de acoplamiento molecular con las cinco moléculas con mejores energias de union
y los ligandos de referencia CA4 y ROX se muestran en la Figura 11 y 13, respectivamente.
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4.1.1.1 Tubulina

Como se muestra en la Figura 11A, CA4 mostro seis interacciones, alquil y m-alquilo entre
los grupos metoxilo y los anillos de benceno con los aminoécidos ALA-354, ILE-318, CY'S-
241, ALA-250, LEU-255, LEU-248, LYS-352, ALA-316 y VAL-181. De igual manera, con
los grupos metoxilo se forman interacciones C-H con los residuos ASN-350, ASN-258, LY S-
352, ALA316 y ALA-317. EIl anillo de benceno forma interacciones m-amida apilado
interactuando con ASN-350, VAL-351 y VAL315 e interacciones m-azufre con MET259.
Por altimo, el &tomo de H del grupo hidroxilo forma una interaccion de enlace convencional
de hidrégeno con ASN349. Por otro lado, los compuestos CM108 y CM143, forman
interacciones de tipo alquilo y m-alquilo entre los aminoéacidos CYS-241, ALA-354, ILE-
318, LEU-255, ALA316, LYS-352y VAL-181 con los anillos arométicos de los compuestos.
Sin embargo, s6lo CM108 forma interacciones de tipo r-azufre con el residuo MET-259 con
el anillo de naftaleno, también se observaron interacciones de enlace C-H con GLY-237 y
VAL-238 con los protones del grupo metoxilo (Figura 11B). También moléculas forman
interacciones de van der Waals con los mismos aminoacidos (Figura 11B y 11C).

En resumen, se puede observar que tanto CM108 y CM143 comparten las mismas
interacciones de tipo m-alquilo con los mismos amino&cidos con el anillo de pirazol y el
naftaleno. También se observa que CM108 forma interacciones de enlace C-H con diferentes
aminoéacidos respecto a CA4 que interacciona con otros residuos, asimismo, CM108 y CA4
comparten la misma interaccion (m-azufre) con el mismo aminoacido (MET-259), a
diferencia de CM143 donde la interaccion con MET-259 es de tipo w-alquilo.
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Figura 11. Interacciones ligando-proteina en 2D. A) CA4, B) CM108, C) CM143.

De forma general, las moléculas CM108 y CM143 presentan un mayor nimero de
interacciones con diversos aminoacidos presentes en el sitio catalitico, lo que sugiere una
mayor estabilidad dentro de la cavidad de la proteina por lo que pueden evitar la
polimerizacion de la tubulina. Ademas, esto podria deberse a la forma de unién de CM108 y
CM143 al sitio catalitico que es mediante el anillo de naftaleno (Figura 12).

Figura 12. Unién de CM108 (izquierda) y CM143 (derecha) al sitio de union de tubulina.
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4.1.1.2 Cox-2

En la figura 13A, se puede observar que ROX presentan interacciones de tipo m-alquilo entre
ALA-527, LEU-352 y VAL-523 con los anillos aromaticos, también presenta una interaccion
n-o entre SER-353 con un anillo aromatico e interacciones de puentes de hidrégeno.
También se encontré una interaccion desfavorable aceptor-aceptor entre GLN-192 con el
grupo sulfonilo del rofecoxib, lo que conlleva a repulsiones de cargas. Por otra parte, para
los compuestos CM108 y CM143 se observé que forman interacciones de tipo alquilo y m-
alquilo entre VAL-523, LEU-352 y ALA-516 con los anillos aromaticos de los compuestos.
También presentan el mismo tipo de interaccion n-rt en forma de T con TRP-387 con uno de
los anillos aromaticos de los compuestos. Sin embargo, CM143 mantiene mas tipos de
interacciones como m-sigma con SER-353 y m-cation con ARG-513 (Figura 13B y 13C).
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Figura 13. Interacciones ligando-proteina en 2D. A) ROX, B) CM108, C) CM143.

Nuevamente se observd que CM143 y CM108 presentan mas interacciones con diferentes
aminoacidos respecto a ROX, y mas importante aun, no presentan interacciones
desfavorables con los aminoacidos en el sitio de accion, esto podria deberse a que CM0108
y CM143 se unen al sitio de union por medio del anillo de naftaleno (Figura 14); esto puede
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sugerir que el incluir un anillo de naftaleno mejora la afinidad de unién entre los ligantes y
el sitio catalitico de COX-2, por lo que estas moléculas podrian inhibir la funcién de dicha
proteina convirtiéndose en potentes inhibidores.

Figura 14. Uni6n de CM108 (izquierda) y CM143 (derecha) al sitio de unién de COX-2.

4.2 Sintesis de los derivados de chalconas

Para sintetizar a CM108 y CM143 se obtuvieron las chalconas precursoras las cuales se
ilustran en el esquema 1 (A 'y B).

i I
; H _ NaOH
T Eon o
o~

1-acetonaftona 4-metoxibenzaldehido

NaOH
ETOH

1-acetonaftona 2-clorobenzaldehido

Esquema 1. Reaccién general de la reaccion de Claisen-Schimdt. A) CCM108 y B) CCM143.

La sintesis de las chalconas se realizd mediante la reaccion de Claisen-Schmidt, la cual
conlleva una condensacion entre un aldehido y una cetona aromética (Esquema 1). La
chalcona precursora CCM108 (A) se sintetizd con 1-acetonaftona (cantidad en mol) y 4-
metoxibenzaldehido (cantidad en mol), asi mismo, para la chalcona precursora CCM143 (B)
se sintetizd con 1-acetonaftona y 2-clorobenzaldehido, ambas chalconas se prepararon de la
siguiente manera: en un matraz de bola de 100 ml se colocd la cetona aromatica con 5 ml de
etanol, una vez disuelto se le afiadid un equivalente de hidréxido de sodio (empleando una
disolucién 0.5 M) esta reaccion se dejo en agitacion constante por 1 hora, transcurrido ese
tiempo se le afiadié el aldehido correspondiente y se dejoé agitando durante 24 horas
aproximadamente. La chalcona CCM108 (A) es un liquido viscoso color amarillo (Figura
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15A), que en CCF se observa una mancha amarilla. Por otra parte, la chalcona CCM143 (B)

es un sélido verde opaco (Figura 15B) y esta no deja color al plaquear. Las estructuras de las
chalconas CM108 y CM143 se confirm6 mediante RMN *H (Anexo 1y 2).

S - |
Figura 15. Apariencia y color de las chalconas. A) CM108 y B) CM143

Para la sintesis de CM143, se utilizé hidracina monohidratada en medio de etanol a reflujo a
75°C. Después de aproximadamente 2 horas a reflujo, se monitoreo la reaccion mediante
cromatografia en capa fina (CCF), donde se observaron varias manchas (Esquema 2A).
Debido a esto, se afiadieron aproximadamente 10 gotas de NaOH 1M y se puso la reaccion
en agitacion aproximadamente 15 minutos, observandose un precipitado color blanquecino.
Se realiz6 una CCF del precipitado y se observé una mancha con un rf distinto al de la
chalcona precursora (Esquema 2B). Sin embargo, mediante esta metodologia se obtuvo la
molécula dihidro-1H-pirazol (Esquema 3) la cual fue caracterizada por RMN *H (Anexo 3).
Este compuesto se degrada con la luz y la humedad, ya que, al exponerlo a la luz, el sélido
cambia a un color café y al monitoriar por CCF se observan varias manchas como se muestra
en el esquema 2A. También se observo que al afiadirle una gota de NaOH 1M, el compuesto

volvia a un color blanquecino y al plaquear se observaba una sola mancha como se muestra
en el esquema 2B.

A)
[i’q*-:]\ o cl e ®
o /-L, e .~J-'¢., NH,NH,, EtOH
- - — - o = = & -
) ” H J Reflujo. 75°C = -
S - =]
L -2 g -_—
i
éﬁ Resccidn
B)
[i”*‘*-:]\ ° ci e e o
e _,/J\__\;g’th ,_,J.-:::_ NH,MNH,, EtOH Z - WNaOH 1M F g
| H J Reflujo, 75°C g - 8 =
=y — 8 - 8 =
i gt T:a a2 &

Esquema 2. Monitoreo de la reaccion por CCF. El eluyente utilizado fue Hexano:Acetato de Etilo
(Hex:AcOEt) en una proporcion 9:1.
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N—NH Cl
NH,NH,, EtOH !
Reflujo. 75°C . ‘

5-(2-chlorophenyl)-3-(naphthalen-1-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole
Esquema 3. Reaccion general de la formacién de la dihidro-1H-pirazol.

Se probaron otras rutas sintéticas para la formacion del pirazol. Corradi y colaboradores
(2007),’° utilizaron cetonas a,B-insaturadas y p-toluensulfonil hidrazida (TSNHNH;) con
K2CO3z en microondas. Si bien, en el laboratorio no se contaba con el TSNHNHz se sustituyé
por hidrazina monohidratada, como se muestra en el esquema 4. Esta metodologia se siguid
mediante CCF, en la placa se observaban 3 manchas muy pronunciadas, por lo que no se

logro determinar si alguna de ellas era el pirazol (Esquema 4).

o cl
- NHaNH;, EtOH
O O KoCOa, MWV, 120°, 5 min

Esquema 4. Reaccidn asistida por microondas. Fase de elucion fue Hex: AcOEt en proporcion 8:2.

Chaleora Ch 143 .
000

Reaceidn

La misma metodologia anterior se siguid, pero con una ligera modificacién, es decir, no se
utilizé el K2COs. Al observar la reaccion por CCF se observan cuatro manchas, una de ellas
mas pronunciada con el mismo rf de la chalcona. Cuando la reaccion se sac6 del microondas,
se goteo aproximadamente 20 gotas de NaOH 1M y se puso en agitacion por unos 10 minutos,
la reaccion se monitoreo por CCF y se observd la misma cantidad de manchas, sin embargo,
la mancha mas pronunciada aumento de tamafio, como se observa en el Esquema 5. Ademés
de que la reaccidn es mas rapida, se forma un producto mayoritario con la adicion de NaOH
que con el KoCOs. Ademas, tiene un rf distinto al de la dihidro-1H-pirazol, por lo que si se
purifica y se envia a RMN *H podria confirmarse o descartarse la formacion del pirazol.

o] Cl
= MHzMH;Z, EtOH
O O MW, 120° 5 mi

NaOH

Reaceién

Chaleor CM143 )

Reaccidn

Chaleora CM143 )

Esquema 5. Reaccidn asistida por microondas sin la presencia de K,COs. La fase de elucion fue
Hex:AcOEt en proporcion 8:2

Huang y Katzenellenbogen (2000),’* obtuvieron pirazoles a través de la oxidacion de
pirazolinas con agentes oxidantes como 2,3-Dicloro-5,6-Diciano-1,4-Benzoquinona (DDQ)
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y Oxido de manganeso (MnQOy). Para la reaccion con DDQ, se tomaron 3 ml de la reaccion
realizada en el esquema 4, al que posteriormente se adiciond el DDQ y se paso al sonicador
por una hora y media. Esta reaccion se monitored por CCF, sin embargo, no se observan
avances en cuanto a las manchas (Esquema 6A). Del mismo modo, con MnOz la reaccion se
ve con las mismas manchas, sin ver algin cambio notorio en la reaccion (Esquema 6B). Esto
se podria deber a que se tomo parte de otra reaccion y solo se afiadieron los oxidantes, por lo
que se sugiere tomar directamente la dihidro-1H-pirazolina y estequiométricamente afiadir el

DDQ y el MnO,. Estas reacciones se realizaron por separado como se muestra en el Esquema
6.

A)
o cl -
= NHzNH;, EtOH :‘ : DO -
‘ O K2CO3, MW, 1207, 5 min : @ Sonicador _
—E Reaceidn -
= -
Reaccidn
B)
Q Cl . = .
P> NHzNHz, EtOH c - MnO, °
° i =
O O K2COa, MW, 120°, 5 min . @ -
—E Feaccidn
- Reaccidn

Esquema 6. Reaccion realizada con A) DDQ y B) MnQ,). Fase de elucion fue Hex:AcOEt en
proporcion 8:2

En otro estudio realizado por Zhang et al. (2016),”? sintetizaron pirazoles usando carbonilos
a, B-insaturados, TSNHNH y K>COs usando l> como catalizador. Al no contar con el
TsNHNH:> se utiliz0 NH2NH2 monohidratada, como se muestra en el Esquema 7. En el
estudio, se afiadieron las materias primas en un orden especifico con proporciones diferentes
(1. Chalcona, 2. NH2NHz, 3. Iz, 4. K2CO3), es decir, a la cantidad de chalcona afnadida, se
agreg6 0.1 equivalentes mas de NH2NH> monohidratada, 0.25 equivalentes mas de K:COz y
51 veces menos de I». La reaccion se dejo en reflujo por 2 horas aproximadamente, luego se
monitoreo la reaccion por CCF obteniendo muchos subproductos (Esquema 7A). Por otro
lado, se propuso un orden diferente para afiadir las materias primas y en concentraciones
estequiométricas (1. Chalcona, 2. KoCOs, 3. I2, 4. NH2NHy2), y se observo en la CCF una
reaccion maés “limpia”, es decir, con menos subproductos (Esquema 7B).

Posteriormente, se sintetizo el TSNHNH> usando cloruro de p-toluensulfonilo (TsCl) en
diclorometano (DCM) en bafio de hielo, como se muestra en el esquema 7C. La estructura
fue confirmada por RMN H (Anexo 4).Al tener el TsSNHNH; se prosiguié con la
metodologia reportada por Zhang y colaboradores en el orden y concentraciones
anteriormente mencionado (Esquema 7D). Del mismo modo, se realizd la reaccion en el
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orden sugerido, se observé el consumo de materias primas y un producto mayoritario, el cual
se purifico, obteniéndose un sélido anaranjado (Esquema 7E). EI compuesto mayoritario se
llevd a RMN !H e IR, sin embargo, los espectros confirmaron la estructura de la chalcona
precursora CCM143, obteniendo un punto de fusion de 90-93°C, similar al de la chalcona. El
cambio de color del sélido puede deberse a un rearreglo cristalografico de la molécula.

A pesar de los resultados, la reaccion con TsNHNH: en el orden sugerido y
estequiométricamente, muestran una reaccion mas limpia, por lo que podria realizarse en
otras condiciones de reaccion como aumento de temperatura, cambio de disolvente, reaccién
en microondas, en sonicador, etc.

A)
1. Chalcona CM143

Q cl 2. MHNH;
30
4. KO,

-
= 4 K€O, 0 N
EtOH, Reflujo, 75°C H
; 1. Chalcona CM143 -
5 e} cl 2. TsMHNH,
8 E -
B EtOH, Reflujo, 75°C z (]
) 1. cChalcona CM143 -
O i T3 - = iQ
ERN <]
Reaccion
= 4. NH,NH;
T E— -
EtOH, Reflujo, 75°C = -
8 -
E 1. Chalcona CM143
g 7 G 2 ko, - = - -
& Reaccitn 3o )
= 4 TsNHNH - . |uriticacion f
_— ] = z
i 2 8 . = g
C) O NH, EtOH, Reflujo, 75°C g 5 f
o] s z . [ :
8 2 Re & 2
8 caccidn &

2 NH,NH, A
§—cl — 2NHMNHp I
/@fg DCM, bafio de hielo

p-toluensulfonil hidrazida

Esquema 7. Representaciones de las reacciones basadas en la metodologia realizada por Zhang
et al. (2016). Sistema de elucion Hex: AcOEt en proporcion 9:1

En investigaciones realizadas por Bhat et al. (2005),”® sintetizaron pirazoles empleando

chalconas y peroxido de hidrogeno (H203), la reaccion consistio en formar dos intermediarios
antes de formar el pirazol (Esquema 8).

EtOH | NH,NH,

AcOH
H,S0,

Esquema 8. Reaccion general de la sintesis de pirazol con H,O,. Realizada por Bhat et al. (2005).

Para formar la epoxichalcona, primeramente, se solubiliz6 la chalcona en EtOH,
seguidamente se afiadio H202 y NaOH en bafio de hielo. La reaccion se dejo en agitacion en
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bafio de hielo aproximadamente 12 horas, formandose un precipitado blanco, y al plaquear
este solido se observa una sola mancha (Esquema 9A). Posteriormente, se afiadié la NH2NH:
en medio de EtOH y se dejo en reflujo durante 6 horas. Luego se afiadi6 AcOH y H2SO4 'y
se volvid a dejar en agitacion por 6 horas. Después se neutralizd la reaccion con NH4sOH. Al
afiadir la base se formé un precipitado color café y se plaque6 (Esquema 9B), se observan
muchos subproductos por lo que no se pudo separar ni purificar dado que son rendimientos
muy bajos para cada mancha y un alto gasto de reactivo para su purificacion..

A)
o]
L
= H,0,
_—
NaOH, EtOH

Chaleona €M 143 )

B)

-

-
e e bt -
s NH,NH, 3 * ®
s AcOH, H,S0, g 5. @
g g gﬁ_é [
E reacien g~

Esquema 9. Reaccion realizada para la formacion del pirazol con H2Oo.

Por otra parte, para sintetizar CM108, se utiliz6 la metodologia realizada por Zhang y
colaboradores (2016),> con la adicion de las materias primas en el orden sugerido (1.
Chalcona, 2. K2COs, 3. 12, 4. TSNHNH.) estequiométricamente. La reaccion se dejo en reflujo
aproximadamente tres horas. Al monitorear la reaccién por CCF se observa un nuevo
producto, ya que las demas manchas corresponden a la chalcona y al TSNHNH, (Esquema
10). Se realiz6 una columna cromatografica para separar el compuesto. Este se purificd
obteniendo un solido grisaceo. Al realizarse espectro de IR, se observan bandas
confirmatorias de enlaces C=N y N-H (Anexo 5). Sin embargo, al mandarse a RMN H se
observa un espectro con muchas impurezas, por lo que no se pudo integrar los hidrégenos.

(@]
IZ
= . TsNHNH, N
~
o

Esquema 10. Reaccion basada en la metodologia realizada por Zhang et al. (2016). Sistema de
elucion Hex:AcOEt en proporcion 9:1

Chalcona CM108
K,CO,

Pwnp
Chalcona CM 108

@ TsNHNH,

-
Reaccion
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4.4 Caracterizacion de las moléculas sintetizadas
Los compuestos sintetizados han sido caracterizados por infrarrojo (IR) y RMN *H.
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(naftalen-1-ilo)prop-2-en-1-ona. Chalcona CCM108.

Liquido viscoso color amarillo. RMN *H (600 MHz, CDCls); § 3.78 (s, 3H, -OCHz), 6.92
(m, 1H, ArH), 7.18 (d, 1H, ArH), 7.54 (m, 5H, anillo naftaleno), 7.74 (dd, a-H-insaturado),
7.91 (m, 1H, ArH cerca del carbonilo), 7.99 (dt, B-H-insaturado), 8.3 (m, 1H, ArH cerca del
carbonilo) ppm.

5-(4-metoxifenil)-3-(naftalen-1-ilo)-1H-pirazol. CM108.
IR (KBr): 3217.98 (enlace N-H), 3030.03- 2807.66 (enlaces C-H aromaticos), 1674.27
(enlace C=N), 1589.62 (enlace C=C), 1371.55 (enlace C-O-C) cm™*

(E)-3-(2-clorofenil)-1-(naftalen-1-ilo)prop-2-en-1-ona. Chalcona CCM143.

Sélido verde opaco, punto de fusion: 93-95°C, rendimiento: 90.6-94.6%. RMN *H (600 MHz
CDCls); 8 7.31 (m, 3H, ArH), 7.43 (d, 1H, anillo naftaleno), 7.56 (m, 3H, anillo naftaleno),
7.73 (d, B-H-insaturado), 7.82 (d, 1H, anillo de naftaleno), 7.92 (d, a-H-insaturado), 8.03 (m,
2H, anillo de naftaleno), 8.38 (d, 1H, anillo de naftaleno) ppm. IR (KBr): 3889.41 — 3654.12
(enlace C-H), 1650, 1596.79 (enlace C=0 y enlace C=C de estiramiento), 1050.18, 783.33
(enlace C-Cl) cm™

5-(2-clorofenil)-3-(naftalen-1-ilo)-4,5-dihidro-1H-pirazol. Dihidro-1H-pirazol CM143.
Sélido blanquecino, punto de fusion: 83°C. RMN *H (600 MHz CDCls); & 3.14 (dd, 1H,
dihidro-1H-pirazol), 3.82 (dd, 1H, dihidro-1H-pirazol), 5.37 (t, 1H, ArH), 6.26 (s, 1H, N-
H), 7.27 (dtd, 2H, ArH, anillo de naftaleno), 7.43 (m, 1H, ArH), 7.52 (ddd, 2H, anillo
naftaleno y ArH), 7.6 (ddd, 1H, anillo naftaleno), 7.7 (dd, 1H, anillo naftaleno), 7.86 (m, 2H,
anillo naftaleno), 9.22 (d, 1H, anillo naftaleno) ppm.

Cloruro de p-toluensolfonilhidrazida

Solido blanco, punto de fusion 105-115°C, rendimiento: 86.54%. RMN !H (600 MHz
CDCls); 6 2.32 (s, 3H, -CHa), 3.48 (s, 4H, -NH), 7.22 (d, 1H, ArH), 7.68 (d, 1H, ArH), 8.39
(s, 1H, -NH) ppm.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El estudio de acoplamiento molecular y el analisis por consenso permitié seleccionar dos
derivados heterociclicos de chalconas que presentaron mejores energias de union hacia
tubulinay COX-2. El estudio de la interaccion ligando-proteina demostro para las chalconas
heterociclicas nuevas interacciones con diferentes residuos en comparacion con los ligandos
de referencias, lo que permite suponer que estos compuestos tendran mejor actividad
inhibitoria sobre tubulina y COX-2; por lo que creemos que estas moléculas pueden exhibir
citotoxicidad sobre células de céncer. Las chalconas precursoras fueron sintetizadas y
caracterizadas, también se obtuvieron derivados heterociclicos de pirazolinas, lo que abre un
panorama extenso para explorar diversas alternativas de sintesis para obtener derivados de
pirazol con buenos rendimientos de reaccion.
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CAPITULO 6. PERSPECTIVAS

A manera de perspectivas, las chalconas precursoras seran evaluadas en lineas celulares
cancerigenas y sobre las proteinas aisladas.

Se pretende mejorar o encontrar la ruta de sintesis para obtener el anillo de pirazol en lugar
del anillo de pirazolina.
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