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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

ABC Area Bajo la Curva

BT474 Linea celular de cancer de seno humana (Human breast tumor cell line)
MDA-MB-231  Linea celular de cancer de seno humana (Human breast tumor cell line)
SAHA Acido Hidroxamico Suberoilanilida (Suberoylanilide Hydroxamic Acid)
Abs Absorcién en UV

ADME Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Eliminacion

AcOEt Acetato de Etilo

AC Acetil Carboxilasa

HAT Acetil transferasa (Histone Acetil Transferase)

Ac Acetilo

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ADP Adenosin difosfato

CA Anhidrasa carbénica

CDI Carbonildiimidazol

CAP Tapén (Capping)

CD1 Ciclina D1

CYP Citocromo P450 (Cytochrome P450)

DAA Dietilamino Azida

HMBC Correlacion Heteronuclear a multiples enlaces (Heteronuclear Multiple

Bond Correlation
Correlacion heteronuclear Cuantica Unica (Heteronuclear Single

HSQC Quantum Correlation)
DCC Dicliclohexilcarbodiimida
EIL Energia de Interaccién del Ligando
DMAP Dimetilamino piridina
DMF Dimetilformamida
DMSO Dimetilsulfoxido
DMSO-de Dimetilsulféxido deuterado
Em Emision
ROS Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxigen Species)
COoSsy Espectroscopia de correlacion (COrrelated SpectroscopY)
EtOH Etanol
Transferencia de Proton en estado excitado (Excited State
ESIPT
Intramolecular Proton Transfer)
Hz Hertz
Hex Hexano
HDAC Deacetilasa de histonas (Histone Deacetilase)
IR Infrarrojo
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of
IUPAC : ;
Pure and Applied Chemistry)
ICso Media de la concentracién inhibitoria maxima (Half Maximal Inhibitory

Concentration)
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MMP Metaloproteinasas de Matriz Extracelular (Matrix metalloproteinase)
MeOH Metanol

Mw Microondas (Microwave)

MTCYP51 Mycobacterium tuberculosis Citocromo P51

NBS N-bromosuccinimida

NAD Nicotinamida Adenin Dinucleotido

NCAC Non-Candida Albicans

No. Namero

TBTU o-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N",N'-tetrametiluronium tetrafluoroborato

ppm Partes por millén

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymeraze chain reaction)

PC3 Linea Celular de Cancer de Préstata (Prostate cancer cell line)

PDB Banco de Datos de Proteinas (Protein data bank)

HSP90 Proteina shock térmico (Heat Shock Protein 90)

CDK Quinasa dependiente de ciclina (Cycline Dependent Kinase)

SAR Relacion estructura actividad (Structure-Activity Relationship)

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RMSD Raiz cuadrada de la desviacién media (Root Medium Square Deviation)

SIDA Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida

HBSS Solucién balanceada de Hank (Hank’s Balanced Salt Solution)

MRSA Staph{lococcus aureus resistente a meticilina (Meticilin resistent
Staphilococcus aureus)

SRB Sulforodamina B

SN2 Sustitucién Nucleofilica Bimolecular

THF Tetrahidrofurano

TMS Tetrametilsilano

Ts Tosilo

uv Ultravioleta

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

P Yoduro de propidio (Propidium lodide)

TMSOI Yoduro de trimetilsulfoxonio (Trimethylsulfoxonium iodide)

ZBG Grupo quelante de Zinc (Zing Bonding Group)
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RESUMEN

En este proyecto se planteé el disefio, sintesis y aplicacion biolégica de una serie de moléculas
que tengan como nucleo base el heterociclo de cumarina, el cual fue estratégicamente
funcionalizado en diferentes posiciones y por diferentes grupos funcionales, con el objetivo de

ser usadas como marcadores biolégicos y sondas fluorescentes.

Con esta propuesta, el diseno de las moléculas tuvo el respaldo de estudios in silico con el
enfoque de ser aplicados como: Antiproliferativos en el Capitulo |, Antifungicos en el Capitulo I;

y por ultimo, moléculas con posible actividad fluorescente en el Capitulo IlI.

Los resultados son discutidos en cada capitulo, a manera de sintesis podemos sefialar que las
moléculas 1 a 76 se obtuvieron con un rendimiento global de 30-87%, dicha sintesis involucré 4
etapas de reaccion, por otro lado su actividad antiproliferativa fue evaluada en células cancerosas
de mama (BT-474, MDA-MB-231) y prostata (PC3), observando que el compuesto 76 en
concentracion similar (10 mM) al farmaco de referencia (SAHA), mostré un efecto semejante en
las lineas celulares. Ademas, la molécula 72 presenté actividad fluorescente en las células MDA-
MB-231 pudiendo ser localizada en citoplasma y nucleo, estos datos tienen correlacion con los

estudios docking, donde la energia para 76 y 72 es similar o igual a SAHA.

Referente al Capitulo Il, se obtuvieron las moléculas 77 a 97 con alta similitud estructural al
antifungico fluconazol pero, de manera inesperada contrario a este farmaco de referencia no
presentaron actividad antifungica relevante frente a las cepas de Candida evaluadas (Albicans,
Glabrata, Parapsilosis, Krusei) al utilizar una evaluacion por diluciones seriadas. La sintesis de
las moléculas involucré una ruta de 3 pasos con rendimientos globales de 50-70%, de manera
general los compuestos presentan solubilidad relativa, en este caso, ninguno correlaciona con

los resultados reportados en el estudio docking.

Por ultimo, se sintetizaron 6 estructuras derivadas del nucleo de cumarina 110-116, con el
propdsito de usarlas como potenciales compuestos fluorescentes; el propdsito fue obtener una
molécula analoga de Rocaglamida con propiedades fluorescentes, para ello se realizé una
coordinacion con el acido de Lewis (BFsOEt2), el resultado fue que las moléculas finales muestran
fluorescencia en estado sdlido con un rendimiento global de 20-30%, convirtiéndose en

estructuras interesantes al presentar esta propiedad.
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1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Cumarinas y cancer

En la actualidad el cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte alrededor del mundo®,
por tal motivo se ha realizado un enorme trabajo de investigacion en diferentes areas de la ciencia
para encontrar una solucion a este problema de salud. Al respecto, el area de la sintesis organica
contribuye con el disefio y sintesis de multiples compuestos, con el objetivo de encontrar
moléculas “hit” que posean mayor selectividad hacia una diana terapéutica, mas potentes y con
minimos efectos secundarios?®. En este sentido, los derivados de cumarinas, estructuras
presentes en varias plantas, hongos y bacterias; han sido posicionados como moléculas de
interés debido a sus bajos efectos terapéuticos secundarios*®. Dentro de las multiples
actividades que se le atribuyen al heterociclo de cumarina estan: antibacteriales®,
antimutagénicos’, inhibidores de la ciclooxigenasa®, antiinflamatorias®, captores de especies
reactivas de oxigeno', anticoagulantes'®, vasodilatadores'! y anticancerigenos’.

Sobre la actividad anticancerigena, evaluaciones biolégicas han mostrado que existen diferentes
mecanismos por los cuales pueden actuar para cumplir este propdsito, algunos de los blancos
terapéuticos son las quinasas, aunque también se sabe que pueden actuar como interruptores
del ciclo celular, inhibidores de la angiogénesis, de la proteina HSP9O0, de la telomerasa, de la
anhidrasa carbonica y de la aromatasa y sulfatasa'-'3. Gracias a estos estudios, actualmente se
cuenta con registros de relacién estructura-actividad (SAR) y concluyen que, dependiendo de la
diversidad en la sustitucién del ndcleo de cumarina, permite potencializar o ampliar el espectro
de actividad biolégica deseado.

En la Figura 1, se muestra una representacion de la relacidn estructura-actividad de diferentes

cumarinas sustituidas con la respectiva via en la que actuan.

! sieguel, R. L.; Miller, K.D.; Jemal, A. CA CANCER J CLIN. 2016, 66 (1), 7-30.

2 Bronikowska, J.; Szlizka, E.; Jaworska, D.; Czuba, Z.P; Krol, W. Molecules. 2012, 17 (6), 6449-6464.

3 Musa, M. A.; Cooperwood, J.S.;Khan, M.O. Curr. Med. Chem. 2008, 15 (26), 2664-2679.

4“Wu, L.; Wang, X.; Xu, W.; Farzaneh, F.; Xu, R. Curr. Med. Chem. 2009, 16 (32), 4236-4260.

5 O’'Kennedy, R.; Thornes, R. D. Coumarins: Biology, Applications and Mode of Action, Wiley, 1997, ISBN: 978-0-471-
96997-6.

8Wang, S.-F.; Ying, Y.; Wu, X.; Qiao, F.; Sha, S.; Lv, P.C.; Zhiao, J.; Zhu, H.L. Bioorg. Med. Chem. 2014, 22 (21), 5727-
5737.

" Bhattacharya, S. Research J. Med. Plant. 2011, 5(2), 116-126.

8 Cesar, J. M.; Garcia-Avello, A.; Navarro, J. L; Herraez, M.V. Blood Coagul. Fibrinolysis. 2004, 15 (8), 673-676.

% Fylaktakidou, K. C; .; Hadjipavlou-Litina, D.J.; Litinas, K.E.; Nicolaides, D.N.Curr. Pharma. Design. 2004, 10 (30), 3813-
3833.

0 Gomez-Outes, A; Suarez-Gea, M.L.; Calvo-Rojas, G.; Lecumberri, R.; Rocha, E.; Pozo-Hernandez, C.; Terleira-
Fernandez, Al; Vargas-Castrillén, E.  Curr. Drug Discov. Tech. 2012, 9 (2), 83-104.

" Bertin, R.; Chen, Z.; Martinez-Vazquez, M.; Garcia-Argaéz, A.; Froldi G.; Phytomedicine, 2014, 21 (5), 586-594.

2 Thakur, A.; Singla, R.; Jaitak, V. Eur. J. Med. Chem. 2015, 101, 476-495.

3 Peng, X.-M.; Damu, G.L.; Zhou, C. Curr. Pharm. Design. 2013, 19 (21), 3884-3930.

Pagina | 19



a) o] O\

Br
h) o
x OH b) o]
Inhibidores de
rlv o "0

Quinasa AN o 0
Inhibidores del Transportador Blogueador de
de monocarboxilato ciclo celular
g) RS O
c) o} (0]
o 030 HTH
. .
e ~ Oy
Inhibidores de la o "0 © Br
Anhidrasa carbénica O o] Inhibidor de la

Angiogenesis
\
0]
" g
o X

o o S0
I o

~ Inhibidor de

Antimitosis HSPe0

Inhibidores de la
Telomerasa

Figura 1. Relacion estructura-actividad de diferentes derivados de cumarina con actividad
anticancerigena'.

1.1.2 Acidos hidroxamicos

Los acidos hidroxamicos son una clase de compuestos con una estructura general presentada
en la Figura 2. Son usados en su mayoria como agentes quelantes de metales's entre los que
destacan el hierro, el cual es un componente clave de los citocromos y proteinas hierro-azufre
(involucradas en el transporte de electrones), dichas propiedades son usadas por algunas
bacterias para obtener Fe (lll).1®

O

R')J\H/OH

Figura 2. Estructura del grupo funcional acido hidroxamico.

4 a) Nasr, T.; Bondock, S.; Youns, M. Eur. J. Med. Chem. 2014, 76, 539-544.; b) Musa, M.A.; Badisa V.L.; Latinwo, L.M.;
Cooperwood, J.; Sinclair, A.; Abdullah, A. Anticancer Res. 2011, 31, 2017-2022.; ¢) Avin, B.R.V.; Thirusangu, P.; Lakshmi
Ranganatha, V.; Firdouse ,A.; Prabhakar, B.T.; Khanum, S.A. Eur. J. Med. Chem. 2014, 75, 211-218.; d) Zhao, H.; Yan,
B.; Peterson, L.B.; Blagg, B.S.J. ACS Med. Chem. Lett. 2012, 3, 327-333.; e) Wu, X.Q.; Huang, C.; Jia, Y.M.; Song, B.A_;
Li, J.; Liu, X.H.; Eur. J. Med. Chem. 2013, 32, 6565-6575.; f) Tsyganov, D.V.; Chernyshevaa, N.B.; Salamandraa L.K.;
Konyushkina L.D.; Atamanenkoa, O.P.; Semenovab,M.N. ; Semenov, V. Mendeleev Commun. 2013, 23, 147-158.; g)
Tanc, M.; Carta, F.; Bozdag, M.; Scozzafava, A.; Supuran, C.T. Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 4502-4510.; h) Draoui, N.;
Schicke, O.; Fernandes, A.; Drozak, X.; Nahra, F.; Dumont, A.; Douxfils, J.; Hermans, E.; Dogné, J.M.; Corbau, R.;
Marchand, A.; Chaltin, P.; Sonveaux, P.; Feron, O.; Riant, O. Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 7107-7117.

5J. Miller, M. Chem. Rev. 1989, 89, 1563-1579.

6 Baroncelli, F. J.; Grossi, G. Inorg. Nuclear Chem. 1965, 27, 1085-1092.
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Estas moléculas estan catalogadas como una clase importante de agentes con un amplio
intervalo de actividades biolégicas. Ehrlich y Langley a principios del siglo XX, idearon una
correlacion entre la actividad bioldgica y la capacidad de dichos compuestos para unirse a los
componentes celulares dando como resultado que al menos 66 enzimas humanas sean blancos
terapéuticos aprobados para nuevos farmacos'’. El disefio de moléculas capaces de unirse a
iones metalicos en el centro de estas enzimas representa un area activa en el descubrimiento de
farmacos. Los &cidos hidroxamicos constituyen una clase de inhibidores de enzimas de
moléculas pequefias que recientemente han recibido considerable atencion.

A pesar de ser descubiertos por Lossen en 18698 la quimica y la actividad bioldgica de los acidos
hidroxamicos se mantuvieron elusivas hasta principios de 1980 donde la informacion respecto a
su bioactividad, sintesis y de la diversidad estructural de sus complejos metalicos fue explotada.
La bioactividad innata de los acidos hidroxamicos ha sido sin duda el impetu para encontrar
métodos eficientes de sintesis y la respectiva construcciéon de derivados estructurales.'® Entre la

basta variedad de aplicaciones industriales que tienen los acidos hidroxamicos, resaltan:

e Inhibidores de metaloproteasas (MMP’s): Una gran familia de enzimas proteoliticas que
contienen zinc, pueden inactivar citosinas vy liberar factores de crecimiento?’. Los primeros
farmacos utilizados presentaban una baja selectividad®' y por consiguiente fueron una

decepcion (Figura 3 ay b).

Figura 3. Estructura de a) Cipemastato y b) Marimastato.

¢ Inhibidores de anhidrasa carbénica (CA): Una enzima que cataliza la conversion rapida de
diéxido de carbono y agua a bicarbonato y protones??, su centro activo contiene un ion de
zinc. Uno de los problemas en el disefio de inhibidores de CA, es la falta de selectividad que
se tiene respecto a la isoforma de la CA del patdgeno respecto a la isoforma humana.?® A
la fecha, solamente los profarmacos con base de cumarina han logrado esta selectividad,

blogqueando el canal de entrada de la cavidad del sitio activo®*?% (Figura 4).

7 Lossen, H. Liebigs Ann. Chem. 1869, 150, 314-322.

'8 Griffith, D.; Devocelle, M.; Marmion, C. J. Wiley-VCH, 2009, 2, 93-144.

' Codd, R. Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 1387-1408.

20 VVerma, R. P.; Hansch, C. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 2223-2268.

2! Fisher, J. F.; Mobashery, S. Cancer Metastasis Rev. 2006, 25, 115-136.

22 Supuran, C. T.; Scozzafava, A.; Casini, A. Med. Res. Rev. 2003, 23, 146-189.

2 Carta, F.; Innocenti, A.; Hall R.A.; Mihlschlegel, F.A.; Scozzafava, A.; Supuran, C.T. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011,
21, 2521-2526.

2 Maresca, A.; Temperini, C.; Vu, H.; Pham, N. B.; Poulsen, S.-A.; Scozzafava, A.; Quinn, R. J.; Supuran, C.T. J. Am.
Chem. Soc. 2009, 131, 3057-3062.

% Scozzafava, A.; Supuran, C.T. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 2241-2246.
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Figura 4. a) Estructura del profarmaco de cumarina usado como inhibidor de HDAC y b) Modo

de interaccién del profarmaco con la isoenzima hCAII.

¢ Inhibidores de las desacetilasas de histonas (HDAC): La inhibicién de HDAC induce la
hiperacetilacion de las histonas del nucleosoma y otras proteinas, lo que resulta en la
expresion de genes y la regulacion de factores de transcripcion que producen la detencién
del crecimiento celular, inhibicion de la angiogénesis en células neoplasicas reprimidas y por
consiguiente la muerte celular.?
Los acidos hidroxamicos, se han posicionado entre los principales inhibidores de HDAC, por
su potente efecto quelante al metal Zn de las enzimas. Existen medicamentos comerciales
con el fragmento hidroxamato, como por ejemplo el SAHA (Figura 5), la principal desventaja
es la poca selectividad hacia todas las HDAC, surgiendo la necesidad de encontrar moléculas
selectivas para las diferentes isoformas, considerando una ruta de sintesis simple que
ademas de presentar actividad de inhibicién enzimatica puedan ser localizadas a nivel celular

y poder diferenciar caracteristicas fisioldgicas y terapéuticas (Kq, Ko) especificas.?”

Figura 5. Estructura del acido suberoilanilido hidroxamico.

26 Xu, W. S.; Parmigiani, R.B.; Marks, P.A. Oncogene 2007, 26, 5541-5552.
27 Marks, P.A.; Breslow, R. Nat. Biotechnol. 2007, 25, 84-90.
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1.1.3 Desacetilasas de histonas (HDACs)

En las células eucariotas, las proteinas de histonas son bloques de construccién vitales para el
empaquetamiento del ADN en unidades de repeticion nucleosomal que se pliegan a fibras de
cromatina. Ha sido bien documentado que una elaborada coleccién de modificaciones
posteriores a la traduccion que incluyen acetilacion, fosforilacién, metilacion, ubiquitinacién y
ADP-silacién tienen lugar en los dominios de la "cola" de las histonas?®. De todas, la acetilacion
de los residuos de lisina en el extremo N-terminal de las histonas del nucleo juega un papel
fundamental en la regulacién de la expresién genética mediante el control de la accesibilidad de
ADN en la cromatina, a la ARN polimerasa y co-factores. El estado de acetilacién es regulado
por las actividades opuestas de dos familias de enzimas, histona acetiltransferasas (HAT) y las
HDAC?°,

Las HDACs son un grupo de enzimas dependientes de Zn presentes en varios organismos tales
como bacterias, hongos, plantas y animales. En este ultimo grupo desempenan papeles cruciales
en la modulacién de la estructura de la cromatina celular, la transcripcion, y la expresion génica.
Pertenecen a la gran clase de la llamada “lisina-desacetilasa”, una clase de enzimas que trabajan
la eliminacion de grupos acetilo de residuos de lisina en muchos sustratos diferentes, no sélo
histonas®®. Desde el punto de vista de la quimica medicinal, la mayoria de los inhibidores de
HDAC cae en un modelo farmacoférico ampliamente aceptado, el cual consiste en un grupo de
terminacion (capping, CAP), capaz de interactuar con el borde del tunel que conecta al sitio
catalitico de la enzima con el exterior, al otro extremo posee un grupo enlazante hacia el zinc
(ZBG), capaz de formar un complejo en la parte inferior del sitio catalitico, y un enlazador

hidrofébico (linker) que conecta las dos partes (Figura 6)3'.

1.1.4 Acidos hidroxamicos fluorescentes

Debido a la aplicabilidad general en enfermedades humanas, muchas industrias
farmacéuticas/biotecnologicas estan trabajando en el disefio de inhibidores contra HDACs®2.
Segun la homologia de secuencia, la filogenia y el requisito de cofactor, las HDAC humanas se
han clasificado en clase | (HDAC1, -2, -3 y -8), clase Il (HDAC4, -5, -7, -9 y - 10), subfamilias de
clase lll (Sirt1, -2, -3, -4, -5, -6 y -7) y de clase IV (HDAC11). Mientras que las HDAC de clase |,
Il'y IV son metaloproteinas con Zinc como cofactor, la HDAC de clase Ill requiere NAD* como
cofactor y estas enzimas se conocen como sirtuinas®. Las localizaciones celulares y sus

funciones fisioldgicas generales/especificas han comenzado a emerger en los Ultimos afios®.

28 Dai, Y.; Guo, Y.; Guo, J.; Pease, L.J.; Li, J.; Marcotte, P.A.; Glaser, K.B.; Tapang, P.; Albert, D.H.; Richardson, P.L.;
Davidsen, S.K.; Michaelides, M.R. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 1897-1901.

29 Spencer, V. A.; Davie, J.R. Gene 1999, 240, 1-12.

30 Giannini, G.; Cabri ,W.; Fattorusso, C.; Rodriquez, M. Future Med. Chem. 2012, 4, 1439-1460.

31 Giannini, G.; Battistuzzi, G.;Vignola, D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2015, 25, 459-461.

%2 Ma, X.; Ezzeldin, H.H.; Diasio, R.B. Drugs. 2009, 69, 1911-1934.

33 Holbert, M.A.; Marmonrstein R. Curr. Opin. Struct. Biol. 2005, 15, 673-680.

34 de Ruijter, A.J.M.; van Gennip, A.H.; Caron, H.N.; Kemp, S.; van Kuilenburg, A.B. Biochem. J. 2003, 370, 737-749.
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Debido a lo desafiante que es el sistema de ensayo de las HDAC, se ha realizado un esfuerzo

continuo en el desarrollo de métodos simples y altamente sensibles para seleccionar los

inhibidores de enzimas, asi como para determinar cuantitativamente sus afinidades de unién (Kq)

y sus valores de disociacion externa (Koff) para evaluar su potencia. Con esta meta, se han

desarrollado tanto ensayos de actividad enzimatica como métodos competitivos de unién a

ligandos en los Gltimos 7 afios®.
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Figura 6. Modelo basico para el disefo de inhibidores de HDACs.

En la bibliografia se encuentran algunos reportes de sustratos fluorescentes con actividad

inhibidora de HDACSs, resaltan entre ellos los que tienen como base el heterociclo de cumarina,

puesto que son los que presentan mejor permeacion celular y resistencia al metabolismo

35 Mazitschek, R.; Patel, V.; Wirth, D.F.; Clardy, J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 2809-2812.
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enzimatico®. Asi, se han usado derivados como los descritos en la Figura 7, siendo a) un sustrato
analogo de SAHA, este presenta extincion de fluorescencia al momento de encontrar una
isoenzima de HDAC, b) un derivado de cumarina que no presenta extincion de fluorescencia pero
tampoco selectividad a algun tipo de isoenzima, y por ultimo c¢) un derivado de cumarina que
presenta fluorescencia al momento de que alguna isoenzima realice la desacetilacion del sustrato
y posteriormente se lleve a cabo una reacciéon de sustitucion intramolecular®. Para estos tres
casos, no se observa selectividad hacia alguna isoenzima de HDACs, por tal motivo, el desarrollo

de moléculas que si lleguen a presentarla sin perder su propiedad fluorescente es un area de
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_OH
0 0 NWN =
H H
o~ ©O

N/

o o o) o)
c) ﬁ))K/\/\NJ\ NXO/\/\
o H o H
NH NH
=z i —~ =
0”0 07 07T AcOH 0” o OH

Figura 7. Derivados de cumarina con actividad inhibidora de HDACs y ademas con propiedades
fluorescentes.

3% Singh, R.K.; Mandal, T.; Balasubramanian, N.; Cook, G.; Srivastava, D.K. Anal. Biochem. 2011, 408, 309-315.
%7 Roche, J.; Bertrand, P. Eur. J. Med. Chem. 2016, 121, 451- 483.
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1.2 JUSTIFICACION

El desarrollo de métodos espectroscopicos sencillos, sensibles y de bajo costo que puedan
presentar al espectador un fenédmeno visible inmediato (sea debido a un cambio estructural en
las moléculas, o la afinidad a sustratos enzimaticos involucrados en procesos de interés) resulta
necesario.

De todos los métodos de analisis, los cambios a simple vista son los mas Uutiles, asi como los
mas economicos. El hecho de que una molécula presente propiedades fluorescentes por una
parte de su estructura y tenga actividad biolégica especifica otorgada por ciertos grupos
funcionales en otra, convierte a las moléculas objetivo en estructuras de interés en las areas de

farmacia, bioquimica, y biologia molecular.

1.3 HIPOTESIS

Considerando como variables estructurales el grupo funcional en el anillo aromatico y la longitud
de cadena espaciadora que conecta a la cumarina con el acido hidroxamico, se espera que las
moléculas pueden presentar actividad inhibidora de las deacetilasas de histonas provocando un
decremento en la actividad proliferativa celular, y ademas ser selectivas a isoenzimas de HDAC
gracias a dichas variables. Por otro lado, derivado de las propiedades fluorescentes y

fisicoquimicas de las cumarinas, estas podran ser rastreadas a nivel celular.

1.4 OBJETIVO GENERAL

Disefio in silico, sintesis y evaluacion biolégica de diferentes moléculas de cumarina sobre lineas
de células cancerigenas BT-474, MDA-MB-231 y PC3.

a) b)
H " R
|
(0]
0 = (0] (6]
SAHA n=1,2,3,5

R= H-, 6-MeO-, 6-Br-, 7-Et;N-, 7-HO-, 8-EtO-

T Espaciador T
CAP
Unidad ZBG
conectora (Grupo quelante)
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1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefo in silico de los acidos hidroxamicos y realizar su evaluacién docking.
Sintetizar y caracterizar derivados del acido-3-cumarin-carboxilico.

i o o D
R b H + j)/\(f H R
- — > —_
Zon x 120 °C S

e Sintetizar y caracterizar estructuras de ésteres de amida con diferentes longitudes de
cadena alifatica.

N oH 4 S R SN H\f( R
RE o N SR D R
o N0 NN DMAP, DMF o

R= H-, 6-MeO-,7-Et,N-, 7-OH-, 6-Br-, 8-EtO-
R'= Me-, Et-
n=1,2,3,5

e Realizar la hidrdlisis de los ésteres y caracterizar los acidos carboxilicos.

e} (@]
n . n
OH
CETLNHWO\R. s @fﬁ”w
R H THF:H,0 T o
Z>0" N0 © (1:2) 0 Yo

R=H, MeO, Br, EtO, EtN, OH

R'= Me, Et

n=1,2,3,5

e Realizar la sintesis y caracterizacion de los acidos hidroxamicos.

_OH
N oH i &on col N
Ao X0 c® DMAP, DMF Z

Evaluar la actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-
231, BT-474) y préstata (PC3).
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1.6 RESULTADOS Y DISCUSION

1.6.1 DOCKING CIEGO

Como parte del proyecto, se trabajé en conjunto con el grupo de quimica tedrica y computacional
de la Universidad de Guanajuato para realizar estudios docking con las moléculas propuestas,
el blanco biolégico seleccionado se obtuvo del Protein Data Bank con cédigo PDB 1T69, el cual
corresponde a HDACS8 con SAHA como ligando co-cristalizado. Los acoplamientos moleculares
se realizaron con el programa Molegro Virtual Docker V5, utilizando un tamafio de malla3 Ay la
funcién de evaluacion MolDock Score®®. Con esta metodologia se evaluaron un total de 16

moléculas propuestas con base de cumarina (Tabla 1).

Tabla 1. Moléculas propuestas para realizar docking molecular.

‘ Estructura n Clave
- O\/fw\ﬁ(“m 1 7OH_1
Ho T 2 70H.2
o” o 37—OH_3
5 T7OH.5 |
Q L H 1 5ca
3 5cc
5 5cd
e n H 1 S5ea
°° 3 5ec
5 5ed
Q 0 H 1 5fa
EtszH%N\OH 2 Sfb
3 5fc
5 5fd

Se llevaron a cabo una serie de acoplamientos denominados “ciegos” con las moléculas y la
proteina como volumen de prueba con el propésito de conocer cual de las cavidades que se
tienen en la proteina es en la que por volumen las moléculas pueden posicionarse. Resultando
que todas las moléculas, incluyendo el SAHA, ocupan una posicion dentro de la cavidad del sitio
activo (Figura 8), se muestran a las estructuras 5fa en color azul turquesa, 70H_5 en color
blanco, 70H_1 en color verde, 5¢d en color azul, 5ca en color rosa, 5cd en color azul rey, 5ea
en color rojo, 5ed en color dorado y SAHA en color negro, el cofactor zinc es la esfera en color

amairillo.

% Thomsen, R; Christensen, M.H. J. Med. Chem. 2006, 11, 3315-3321.
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Figura 8. Mejores poses para 8 de 16 diferentes moléculas propuestas junto con SAHA.

Con lo anterior, se realizé el docking molecular en la cavidad del sitio activo, este proceso ya no
es denominado “ciego” pues se realiza Unicamente sobre la cavidad mencionada, y se obtuvieron
las Energias de Interaccion del Ligando (EIL) con el Zn, con los aminoacidos de la propia cavidad,
y las totales (Zn + aminoacidos) (Tabla 2). Es notorio que SAHA presenta la mejor interaccion
(30.26 kcal) con el zinc, debido en buena medida a la cadena alifatica con el grupo hidroxamato
que permite el mejor acercamiento al cofactor, para las demas moléculas cuestiones estéricas
permiten su aproximacioén al cofactor pero no tanto como con SAHA. Las moléculas propuestas
que tienen 5 atomos en la cadena alifatica que sostiene al grupo hidroxamato minimizan el
impedimento estérico y presentan una mejor interaccion con el zinc. Puede notarse de los
resultados que la mejor energia de interaccién total se obtiene con el acoplamiento de 5ea,
112.11 kcal y que las energias de interaccién totales de 6 de las moléculas propuestas, a saber,
5fd, 5fc, 5fb, 5ed, 5ea y 5¢cb son mejores que la Energia de Interaccién total de SAHA con
HDACS.

Tabla 2. Energias de interaccion de las 16 moléculas y SAHA con HDACS.

Molécula EIL — Zn EIL— aminoacidos EIL total-HDACS
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
5fd -25.8 -71.66 -97.46
5fc -23.73 -68.79 -92.52
5fb -24.59 -70.89 -95.49
5fa -19.2 -60.05 -79.25
5ed -25.89 -69.28 -95.17
5ec -20.96 -43.12 -64.08
5eb -19.79 -61.38 -81.17
5ea -22.43 -89.67 -112.11
5cd -22.49 -64.79 -87.27
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5cc -24.2 -57.32 -81.52
5¢cb -24.41 -67.42 -91.83
5ca -21.18 -49.19 -70.37
70H_5 -25.52 -61.29 -86.81
7OH_3 -23.69 -64.52 -88.21
70H_2 -25.54 -57.34 -82.87
70H_1 -12.86 -711.4 -84.26

Las moléculas propuestas tienen un grupo hidroxamato y un grupo cumarina unidos por una
cadena alifatica que consta de 1, 2, 3 6 5 atomos de carbono; en los casos donde la cadena
alifatica es de solo un atomo de carbono, los atomos de nitrégeno y oxigeno del hidroxamato
quedan muy cerca del atomo de zinc y en posicidon 6ptima para formar puentes de hidrogeno con
los aminoacidos His 142, His 143 y Gly 151 y aceptores con Tyr 306 (Figura 9). Con base en
esto, se propuso la sintesis de estructuras donde el acido hidroxamico quede unido directamente

a la cumarina en la posicion 3 de la misma, puesto que podrian presentar mayor interaccion con

el sitio activo.
Gly 151 ,‘\ ?
\ P
. ik 1/ D . ‘52:’?/ S
L-,‘%.Ny P . 4

o —
i'; 3
i »/42 His 143 ’?l
Asp 101
Gly 151
VL.,

His 143

33%3'2 QQ 7

, >
His 142 ,.i His 142

Figura 9. Enlaces de hidrégeno, de izquierda a derecha 5fa, 5ea, 5ca y 7OH_1 presentes al
acoplarlos en el sitio activo de HDACS8 (Zinc como una esfera color amarillo).

1.6.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS DE CUMARINA

Teniendo en cuenta estos datos, que nos permiten fortalecer la hipétesis donde las moléculas

propuestas tendran actividad como inhibidoras de HDAC se postuld una ruta de sintesis descrita
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en el Esquema 1, donde se plantedé obtener moléculas analogas al SAHA tomando como

referencia la longitud de su cadena de carbonos.

fe) O O
"o " oH
XX OH TN N(/\)\”/ "R TN N(/\Lﬂ/
Ry n R H —— RT H
_— ® o. = ®) N0 X0 ®)
0" o H3N R’ 0" 0
2af o2 o 3 4
R= a) H-, R= H-, MeO-, HO-, EtO-, Br-, Et;N- R= H-, MeO-, HO-, EtO-, Br-, Et,N-
b) MeO-, n=1,2,3, 5 n=1,2,3, 5
C) HO-, R'= Me-, Et-
d) EtO-,
e) Br-, 0D
) Et,N- CI NH30H
Q H
NN ngn/ N-oH
R H
Pz (@]
(0) (6]
5
R= H-, MeO-, HO-, EtO-, Br-, Et,N-
n=1,2.3,5

Esquema 1. Ruta de sintesis para la formacién de acidos hidroxamicos unidos a cumarina.

La sintesis de la cumarina con el acido carboxilico en posiciéon 3, se realizé de acuerdo con lo
reportado por Song et al. y Maggie et al.3%%°, utilizando como reactivos los correspondientes
aldehidos y el acido de Meldrum (Tabla 3), esta metodologia se encontré tolerante a una amplia
variedad de grupos funcionales, por tanto se pudieron sintetizar las materias primas (1 a 6) en
tiempos de reaccion cortos y con rendimientos moderados a buenos (74-90%), asi como se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos de la sintesis de las materias primas.?

O (0]
O O
_‘\ H W ‘\ X OH
RU * 0.__0 — RT _
OH 7< (O}
2 af

R=H-, MeO-, Et0-,
Et,N-, Br-, HO-

Exp. No. R tthy R (%)

1 01 H- 5 82

2 02 6-MeO- 5 90

3 03 6-Br- 8 80

4 04 B8-EtO- 5 74

3 Song, A.; Wang, X.; Lam, K. Tetrahedron Lett., 2003, 44, 1755-1758.
40 Maggi, R.; Bigi, F.; Carloni, S.; Mazzacania A.; Sartoria, G.Green Chem., 2001, 3, 173-174.
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5 05 7-EtN- 8 85

6 06 7-HO- 8 90

aCondiciones de reaccion: 1 mol de aldehido, 1.2 mol acido de Meldrum, H20, 100 °C, 8 h.

La purificacion de los productos se realizé mediante la filtracion del precipitado formado durante
la reaccion y sucesivos lavados con agua. En la Figura 10 se puede observar el crudo de reaccién
del compuesto 4 en resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN-'H). Donde las sefiales
que nos indican la formacion del producto, son H-4 y H-3a las cuales estan localizadas en 8.91
y 12.32 ppm respectivamente, y corresponden cada una al proton vinilico del anillo de 2H-pirano

y al acido carboxilico del compuesto presentado.

mavg-GAMS121d
mavg-GAMS121d
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i
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.
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Figura 10. Espectro de RMN-'H de la molécula 4 en CDCl3 500MHz.

Continuando con el objetivo, se buscd en la literatura una metodologia que permitiera la
formacion del grupo funcional de acido hidroxamico en la posicién 3 de la cumarina. Se
encontraron diversas condiciones de reaccién, que incluian desde temperaturas elevadas hasta
las que implicaban el uso de reactivos de acoplamiento.

Debido a que la gran mayoria de los reportes que involucran a los reactivos de acoplamiento,
concuerdan con condiciones de reaccidon suaves (temperatura ambiente, tiempos de reaccion
cortos, etc.) se optd por probarlos. De esta forma, se buscé en la literatura condiciones de
reaccion que involucraran diferentes reactivos como el TBTU, DCC y CDI; y los disolventes mas
comunes utilizados para estas reacciones: THF, CH2Cl2, y DMF. En la Tabla 4 se resumen los

experimentos realizados para la sintesis de los derivados de acido hidroxamico
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correspondientes, dejandose en un tiempo de 8 h como referencia y utilizando

dimetilaminopiridina como catalizador, segun lo reportado por Giacomelli et a/*'.

Tabla 4. Condiciones de reaccion para la sintesis de acidos hidroxamicos.

(0]
TN OH ©) Reactivgde _OH
R.—/ + H3N-OH acoplamiento I N
oo © R H
Cl o) e

Reactivo de
Disolvente Observaciones

Acoplamiento

1 DCC No se consume materia prima

2 THF CDI Descomposicion

3 TBTU No se consume materia prima

4 DCC Formacién de muchos subproductos
5 H- CH2Cl2 CDlI Formacién de muchos subproductos
6 TBTU Formacion de muchos subproductos
7 CDlI Transformacion completa

8 DMF DCC Formacién del anhidrido

9 TBTU No se consume materia prima

Una vez encontradas las condiciones para la reacciéon acoplamiento (Entrada 7 en Tabla 4), se
realizaron los experimentos con el resto de los derivados, los resultados se resumen en la Tabla
5. Los bajos rendimientos se atribuyen al proceso de purificacion, al ser acidos puede que una
parte se encuentre en forma ionizada, haciéndolos asi solubles en agua, una estrategia utilizada
para intentar aumentar el rendimiento fue adicionar acido clorhidrico concentrado a la solucién y

observar si precipitaba mas compuesto, cosa que no ocurrio.

Tabla 5. Rendimientos de la reaccion para la obtencién de los acidos hidroxamicos.?

o o)
® _OH
R._\ y” TOH | H,N-OH Dl R._\ N N
N~ © DMAP, DMF N~
o o cl : o o

Exp. No. R t(h) R (%)
1 07 H- 25 40
2 08 6-MeO- .25 38
3 09 6Br- 5 15

41 Giacomelli, G.; Porcheddu, A.; Salaris, M. Org. Lett. 2003, 5, 2715-2717.
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4 12 8-EtO- 1 24
5 11 7-EbN- 5 20

6 10 7-HO- 1 40

a Condiciones de reaccién: Cumarina (1 mol), NH20OH-HCI (1.2 mol), CDI (1.2 mol), DMAP (0.05 mol), DMF,
rt, 12-18 h.

Para llevar a cabo la caracterizacién de los derivados se intentdé usar RMN, pero la poca
solubilidad de los compuestos inclusive en DMSO-ds, hizo dificil la caracterizacion mediante esta
técnica. En la bibliografia existen reportes especificos con las caracteristicas del acido
hidroxamico, asi segun lo reportado por Artemenko et al*?, se utiliza el infrarrojo (IR) como
herramienta para dicho propdsito, puesto que los acidos hidroxamicos presentan bandas de
absorcion caracteristicas alrededor de 3260-3300 cm™ correspondientes al -NH-, y 2780-2980
cm™! para el -OH. Por esta razon se obtuvieron los espectros de IR de las moléculas sintetizadas
(Figura 11) y también se us6 espectrometria de masas para corroborar la masa exacta de los
acidos hidroxamicos, usando como una referencia un compuesto de peso molecular 299.2944
g/mol (Figura 12). En los espectros de IR se puede observar la presencia de las bandas
mencionadas, pero lo que nos ayuda a corroborar la existencia de las moléculas 7 a 12, son los

espectros de masas, que nos dan los valores esperados a la masa calculada para las moléculas.

0.9
— gams122-dmf-cdi.asc
0.8

0.74

0.6

051 -NH-

Transmittance

0.4+

0.34

0.24

0.14

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers [1/cm]

Figura 11. Espectro de IR de la molécula 7 en KBr.

42 Artemenko, A.l.; Anufriev, E.K.; Tikunova, I.V. Zhur. Prik. Spekt., 1979, 32, 641-647.
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Figura 12. Espectro de masas para la molécula 7 ESI (+).

En la Tabla 6 se enlistan los rendimientos obtenidos, que van desde moderados a buenos (36-
96%) para el resto de los derivados, se usaron las mismas condiciones de reaccion que para el
acoplamiento con hidroxilamina (condiciones en Tabla 5), lo Unico que cambi6 fue el tiempo de

reaccion, consumiéndose la materia prima en un periodo de 6 a 8 h.

Tabla 6. Rendimientos de la reaccién de acoplamiento para la formaciéon de amidas.?

o] o]
" o
XX ® XX W “R'
R OH , H3NWO\R' CDI Rq\’:LH T R
e c® o DMAP, DMF Z >0 N0
3
R=H, MeO, EtO, E;N, R=H, MeO, EtO, Et;N,
Br, HO Br, HO
R'=Me, Et R'=Me, Et
n=1,2,3,5 n=12,3,5

Exp. No. R n R’ | Rendimiento (%)

1 13 1 -Me 84
2 14 2 -Et 60
H-

3 15 3 -Et 85

4 16 5 -Me 96

5 17 1 -Me 81

6 18 2 -Et 62
6-MeO-

7 19 3  -Et 89

8 20 5 -Me 90

9 21 1 -Me 40

10 22 2 -Et 36
7-EtoN-

11 23 3  -Et 52

12 24 5 -Me 61
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13 25 1 -Me 86

14 26 2 -Et 83
8-EtO-

15 27 3  -Et 88

16 28 5 -Me 68

17 29 1 -Me 46

18 30 2 -Et 58
6-Br-

19 31 3  -Et 76

20 32 5 -Me 77

21 33 1 -Me 85

22 34 2 -Et 75
7-HO-

23 35 -Et 81

24 36 5 -Me 81

a Condiciones de reaccion: Cumarina (1 mol), Hidrocloruro (1.2 mol), CDI (1.2 mol), DMAP (0.05 mol), DMF,

rt, 6-8 h.

En la Figura 13 se muestra el espectro de hidrégeno de uno de los derivados sintetizados de

amida con el acido carboxilico de cumarina sin sustituyentes (experimento 1, molécula 13). Para

esta serie de moléculas las sefiales que son importantes son, las sefiales que corresponden al

hidrégeno H-4, el cual pertenece al proton vinilico de la cumarina, H-3a correspondiente al

nitrégeno de la amida, y las sefales correspondientes a los metil 6 etil ésteres. En la Tabla 7 se

enlistan los desplazamientos quimicos de los hidrogenos representativos para las moléculas

sintetizadas.
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Tabla 7. Desplazamientos en RMN-"H en ppm para las amidas sintetizadas.

Exp. No. R n 6H4 OB H3a 5 -Me o -Et
q t
1 13 H- 1 8.91 9.25 3.80 -
2 14 2 8.90 9.14 - 4.20 1.29
3 15 3 8.91 8.87 - 4.15 1.26
4 16 5 8.91 8.83 3.67 -
5 17 6-MeO- 1 8.86 9.30 3.79 -
6 18 2 8.85 9.19 - 4.20 1.29
7 19 3 8.86 8.92 - 4.15 1.26
8 20 5 8.86 8.88 3.67 -
9 21 7-EtoN- 1 8.60 8.94 3.59 -
10 22 2 8.69 9.08 - 419 1.29
11 23 3 8.70 8.86 - 4.15 1.26
12 24 5 8.70 8.80 3.67 -
13 25 8-EtO- 1 8.87 9.28 3.79 -
14 26 2 8.87 9.16 - 4.20 1.29
15 27 3 8.88 8.90 - 415 1.26
16 28 5 8.88 8.86 3.67 -
17 29 6-Br- 1 8.83 9.29 3.80 -
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18 30 2 8.82 9.09 - 4.20 1.29
19 31 3 8.83 8.80 - 4.15 1.26
20 32 5 8.84 8.75 3.67 -
21 33 7-HO- 1 8.83 9.02 3.68 -
22 34 2 8.83 8.87 - 4.09 1.20
23 35 3 8.78 8.66 - 4.05 1.19
24 36 5 8.77 8.63 3.57 -

Otra técnica de RMN utilizada para confirmar la estructura fue la obtencion del espectro de '°C,

que nos da los datos del desplazamiento tanto de los carbonos carbonilicos como del carbonilo

de la amida (170-174 ppm y 160-164 ppm respectivamente). En la Figura 14 se representa el

espectro de carbono de la molécula 13, y en la Tabla 8 se enlistan los desplazamientos quimicos

de los carbonos representativos para las moléculas sintetizadas, siendo el caso de C4, C3a y

para los ésteres de metilo y etilo, mientras que en las entradas 9 y 11 no se lograron obtener los

espectros correspondientes debido a su poca solubilidad y consecuente solidificacion en el tubo

de RMN.

mavg-gams123-180615

e 3d
10— 3a

— T-161.24

2

154.55

148.77

134.30

12990 €—— N

125.35
118,52

~117.96
116.72

52.42

41.69

170 160

150

140

130 120 110 100
f1 (ppm)

90

Figura 14. Espectro de RMN-3C en CDClzde la molécula 13, 125 MHz.
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Tabla 8. Desplazamientos en RMN-"3C en ppm para las amidas sintetizadas.
Exp. No. [ n 6C2 6C4 6 C3a & Carbonilo

de Ester

1 13 H- 1 161.24 148.77 161.91 169.73
2 14 2 161.26 148.36 161.59 171.77
3 15 3 161.47 148.39 161.64 172.97
4 16 5 161.45 148.26 161.49 174.02
5 17 6-MeO- 1 161.37 148.55 162.00 169.73
6 18 2 16139 148.26 161.18 171.76
7 19 3 161.57 148.14 161.70 172.95
8 20 5 161.51 148.02 161.60 173.99
9 21 7-EtoN- 1 - - - -

10 22 2 162.61 148.09 163.25 171.94
11 23 3 - - - -

12 24 5 162.80 148.01 163.08 174.08
13 25 8-EtO- 1 160.92 148.99 162.00 169.68
14 26 2 160.94 148.60 161.69 171.67
15 27 3 16113 148,59 161.72 172.93
16 28 5 161.17 148.46 161.52 173.96
17 29 6-Br- 1 160.59 147.40 161.39 169.63
18 30 2 160.58 147.00 161.06 171.76
19 31 3 160.79 147.00 161.09 172.91
20 32 5 160.84 146.89 160.91 173.98
21 33 7-HO- 1 162.39 149.08 164.35 170.57
22 34 2 162.02 148.66 164.22 171.97
23 35 3 162.13 148.37 164.05 173.03
24 36 5 161.91 148.37 164.05 173.77

Para todas las moléculas sintetizadas se observa una tendencia en el incremento de la
solubilidad al aumentar la cadena alifatica. Para la siguiente etapa, se buscd una metodologia
adecuada para la hidrdlisis de los ésteres y asi formar los respectivos acidos carboxilicos; para
dicho proposito se utilizo la metodologia planteada por Mertens y Giitschow*?, donde se emplea
hidréxido de litio en medio acuoso. En la Tabla 9, se enlistan los tiempos de reaccion y los

respectivos rendimientos, para la reaccién de hidrdlisis planteada.

43 Mertens, M.; Gustchow, M. Synthesis, 2014, 46, 2191-2200.
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Tabla 9. Rendimientos y tiempos de reaccion para la hidrdlisis de los derivados de amida.?

o} ] o
n
X O LiOH OH
rA H R __ oA _ R XX H
i e} THF:H,0 I
Z 00 2 Z >0 N0 ©
4

R=H, MeO, EtO, E;N,

Br, HO R=H, MeO, EtO, Et,N,
M 1255

Exp. No. R n R’ t(h) %R ‘
1 37 H- 1 Me- 12 93
2 38 2 Et- 70 |
3 39 3 Et- 75 |
4 40 5 Me- 80 |
5 41 6-MeO- 1 Me- 24 72
6 42 2 Et- 88 |
7 43 3 Et- 81|
8 44 5 Me- 84 |
9 45 7-EtoN- 1 Me- 12 80
10 46 2 Et- 80
11 47 3 Et- 89 |
12 48 5 Me- 70 |
13 49 8-EtO- 1 Me- 24 40
14 50 2 Et- — 88 |
15 51 3 Et- 92 |
16 52 5 Me- 83 |
17 53 6-Br- 1 Me- 24 87
18 54 2 Et- 40 |
19 55 3 Et- 97|
20 56 5 Me- 93 |

a Condiciones de reaccién: Ester (1 mol), LiOH (6 mol), THF:H20 (1:2), rt, 12-24 h.

En la Figura 15, se muestra el espectro de RMN-"H del derivado con el sustituyente EtO- (Entrada
1) molécula 49. Se observa la aparicion del hidrégeno del acido carboxilico en 12.83 ppm y se
conserva la multiplicidad de las sehales de la amida y el metileno correspondiente a la cadena
alifatica, asi como también se observa que la sefial del protén vinilico del anillo de cumarina
aparece en 8.86 ppm, corroborando que no hubo apertura de este en las condiciones usadas

para la hidrélisis basica.
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Figura 15. Espectro de RMN-'"H en DMSO-ds de la molécula 49, 500 MHz.

La estructura de las moléculas también es confirmada mediante los espectros de RMN-"3C,
apareciendo los carbonos carbonilicos de los acidos carboxilicos y el carbonilo de la amida en
los desplazamientos quimicos esperados. En la Figura 16 se representa el espectro de carbono
del compuesto 37 y en la Tabla 10 se enlistan los desplazamientos quimicos de los carbonos

representativos siendo el caso de C2, C4, C3a, y para los correspondientes acidos de todos los
derivados.
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Figura 16. Espectro de RMN-"3C en DMSO-ds para la molécula 37, 500 MHz.

Tabla 10. Desplazamientos en RMN-"3C en ppm de los nuevos acidos carboxilicos.

Exp. No. R n 6 C2 6C4 6 C3a 0 Carbonilo
de Acido
1 37 H- 1 160.84 148.58 161.63 171.27
2 38 2 160.86 148.14 161.46 173.58
3 39 3 160.73 147.64 161.68 174.55
4 40 5 160.85 147.72 162.48 174.86
5 41 6-MeO- 1 160.87 148.01 161.45 173.25
6 42 2 160.95 147.97 16145 173.53
7 43 3 160.88 147.54 161.66 174.54
8 44 5 160.98 147.61 161.45 174.85
9 45 7-EtoN- 1 16142 14753 161.53 172.94
10 46 2 162.51 14857 163.01 174.02
11 47 3 162.58 14845 163.11 175.02
12 48 5 163.10 148.32 163.46 174.15
13 49 8-EtO- 1 160.59 148.77 161.61 171.22
14 50 2 160.60 148.33 161.45 173.53
15 51 3 160.53 14790 161.66 174.54
16 52 5 160.63 147.93 161.46 174.84
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17 53 6-Br- 1 160.33 147.25 161.33 171.16
18 54 2 160.35 146.79 161.16 173.50
19 55 3 160.21 146.30 161.39 174.54
20 56 5 160.32 146.37 161.18 174.84

Con el grupo terminal modificado, la propiedad de solubilidad se ve drasticamente afectada para
todas las moléculas, haciéndolas mas solubles en solventes polares como el DMSO. Una vez
obtenido el acido carboxilico, se aplicoé la misma metodologia para la formacion de las amidas

(Esquema 2).

o} o}
n n H
XX N OH @ CDI XX N “OH
Rt H +  Ha)~OH Rt H
N~ o0 0 al DMAP, DMF = o}

o O
5
R:H, MeO, EtO, EtzN, R=H, Meo, EtO, EtzN,
BF, HO Br, HO
n=12,35 n=12.35

Esquema 2. Sintesis de &cidos hidroxamicos a partir de acidos carboxilicos.

En la Figura 17, se muestra una comparacioén entre los espectros de carbono de los carbonilos
del acido carboxilico y el hidroxamico. Los datos que se buscan son el desplazamiento del
carbono carbonilico del acido carboxilico a campo alto al convertirse en acido hidroxamico, por
su parte el espectro de RMN-"H, no arroja mucha informacion, puesto que los protones acidos
se intercambian, pero nos quedan las sefales correspondientes al -NH de la amida en 8.7 ppm
y el proton vinilico de la cumarina en 8.8 ppm.

Por otro lado, analizando el espectro de RMN-'3C existe un desplazamiento de la sefial del
carbonilo hacia campo alto, la sefial es facilmente distinguible de cualquier otro tipo de carbonilo
(éster o aldehido), se marca también el desplazamiento de las sefiales de los metilenos de la
cadena alquilica. En la Tabla 11, se enlistan los desplazamientos de los carbonilos de los acidos
hidroxamicos.

Las mejores técnicas de caracterizacion para estas moléculas fueron RMN-°C, IR, y
espectrometria de masas, puesto que los espectros de hidrégeno varian mucho en cuanto a la
aparicién del protén correspondiente al hidroxilo del acido hidroxamico, en algunos aparece y en
otros no; ademas el espectro de carbono logra mostrar el desplazamiento quimico esperado a
campos mas altos que el carbono correspondiente al 4cido carboxilico, y en IR se logra observar
las bandas caracteristicas del grupo funcional. Por ultimo, gracias a la espectrometria de masas

se observan las masas exactas de las moléculas sintetizadas esperadas.
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Figura 17. Comparaciéon de espectros de RMN-"3C de las moléculas 39 (Azul) y 59 (rojo) en

DMSO-ds 125 MHz.

Tabla 11. Desplazamientos en RMN-'3C en ppm para los carbonilos de los acidos hidroxamicos.

Exp. No. [ n & Carbonilo de -NHOH
1 57 H- 1 165.66
2 58 2 167.68
3 59 3 169.14
4 60 5 169.50
5 61 6-MeO- 1 165.58
6 62 2 167.78
7 63 3 169.09
8 64 5 169.50
9 65 6-Br- 1 165.55
10 66 2 167.16
11 67 3 169.14
12 68 5 169.41
13 69 7-EtoN- 1 165.86
14 70 2 167.85
15 71 3 169.15
16 72 5 170.95
17 73 8-EtO- 1 165.65
18 74 2 168.89
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19 75 3 169.11
20 76 5 170.11

1.6.3 EVALUACION ANTIPROLIFERATIVA

Los experimentos correspondientes a la actividad bioldgica se realizaron en el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran ubicado en la Ciudad de México, con el grupo
de investigacion de la Dra. Rocio Angeles Garcia Becerra.

Con las moléculas puras y caracterizadas, se evallo su efecto en la proliferacion de células
cancerosas de mama y prostata. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de
los compuestos por un tiempo de 3 a 6 dias dependiendo de la linea celular, la respuesta
antiproliferativa se evalué mediante un ensayo de Sulforodamina B (SRB), y se utiliz6 como
molécula de referencia el SAHA. Como se esperaba, SAHA inhibié la proliferacion celular de
forma dosis-dependiente para todas las lineas celulares. Por otra parte, la sensibilidad de las
células a los analogos varié dependiendo de la estructura quimica de los mismos. En general, la
mayoria de estos exhibié una actividad antiproliferativa efectiva.

Las lineas celulares de mama (BT-474, MDA-MB-231) y prostata (PC3) (ATCC, Manassas, VA,
USA) se mantuvieron en atmésfera humificada con un 5% de CO2 a 37°C, siguiendo las

indicaciones del proveedor.

e Ensayo de Sulforodamina B (SRB).

Las células se sembraron en placas de 96 pozos con una densidad de 3000 células por pozo, y
fueron expuestas a diferentes concentraciones de los compuestos (57 a 76). Se incubaron a 37
°C en un ambiente humedo (composicion 95% aire 5% CO2) durante un periodo de 72 ha 144 h
dependiendo de la linea celular. Terminando el tiempo de incubacion las células se trataron con
acido tricloroacético 10% a 4 °C por 1h. Después, se lavaron los pozos y las células se tifieron
con una solucién 0.4% SBR 1% acido acético por 1 h. Para remover el exceso de colorante los
pozos se lavaron 4 veces con acido acético 1% y se secaron al aire. La proteina soluble tefida
se solubilizé con una solucién [tris(hidroxi-metil)aminometano] 10 mM. Por ultimo, se midid la
absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas (BioTek, Winooski, VT, USA).

Basandose en los efectos de la inhibicion de crecimiento causadas por los compuestos
sintetizados a la concentracién de 10 yM, los compuestos 60, 64, 76, 68 y 70 mostraron una
actividad comparable al SAHA, mientras que los compuestos 58 y 66 fueron menos potentes
(Tabla 12). La sensibilidad de las células a los compuestos fue: En la linea celular BT-474: 60 >
68 >76 >64>70>66>58>63>57>72>65; en lalinea celular MDA-MB-231: 76 > 68 > 64
>60>70>66>58>57>63>65>72;yenlalinea celular PC3: 76 > 68 > 64 > 60 > 70 > 66
> 58 > 57 > 63 > 72 > 65. Cabe resaltar que las células de cancer de mama fueron mas sensibles
a los compuestos que las células de cancer de prostata. De forma interesante, todos los
compuestos con sustituyente H- (60), MeO- (64), EtO- (76), Br- (68) mostraron potente actividad
antiproliferativa, mientras que los que tienen sustituyente H- (57), MeO- (63), Br- (65) and Et2N-

(72) no modificaron el crecimiento celular. Estos resultados indican que los compuestos 60, 64,
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76, 68 y 70 son buenos candidatos para continuar evaluandolos como posibles agentes

antineoplasicos.

Tabla 12. Efectos en la inhibicion de crecimiento (Gl%) causados por los compuestos

sintetizados en células cancerosas.

n H
NN N(/\)\H/N‘OH
R oo
0" "0
5
R=H, MeO, EtO, Et,N,
Br, HO
n=12,3,5
Compuesto BT-474 MDA-MB-231 PC3

(10 uM)

SAHA R n_98.22+1.82* 97.54 + 1.59* 87.86+7.85*
57 H- 1 9.9047.79 17.391£15.15  11.3147.65
58 2 40.06+18.94* 47.81+11.06* 22.89+19.30
60 5 95.98+2.61* 91.61+2.49* 68.82+22.14*
63 6-MeO- 3 33.24+15.25 16.5748.78 8.97+16.21
64 5 82.08+25.72* 92.28+5.43* 71.02+11.55*
76 8-EtO- 5 91.88+12.54* 100.08+0.29* 88.62+14.78*
65 6-Br- 1 6.7317.40 14.00£7.13 5.10+8.93
66 2 61.83+11.82* 64.30+17.82* 32.64+14.31
68 5 93.47+4.29* 93.64+3.27* 75.85+16.43*
70 7-Et:N- 2 70.84+18.62* 78.50+5.79* 53.02+13.35*
72 5 7.05+13.26 0.00+3.9 7.69+21.95

Los resultados son expresados como la media (+S.D.) del porcentaje de inhibicién de crecimiento de las
determinaciones por triplicado y representan al menos tres diferentes experimentos *p<0.05 vs. vehiculo.

e Efectos de los compuestos en la expresion de genes regulatorios del ciclo celular.

Esta reportado que SAHA inhibe la proliferacion al inducir la interrupcion del ciclo celular y la
apoptosis de células cancerosas de mama y préstata, en gran parte por regularizacién de
proteinas de interrupcion del ciclo y apoptosis, por ejemplo, la quinasa dependiente de ciclina
(CDK), o inhibiendo p21, p53 y Ciclina D144. Entonces, el efecto de los compuestos sobre la
expresion de proteinas regulatorias del ciclo celular fue examinado. Células cancerosas de
mama y prostata fueron tratadas en la ausencia y presencia de los compuestos con mayor
actividad antiproliferativa (60, 64, 76, 68 y 70) y con uno que no caus6 cambio en el crecimiento
celular (63).

Para el analisis de la expresion de genes, las células fueron incubadas en presencia de SAHA,
los compuestos sintetizados 57 a 76 a la concentracién de 10 yM, o el vehiculo (DMSQ) durante
24 hrs. El RNA se extrajo con el reactivo de Trizol y fue sometido a transcripciéon en reversa

usando un sistema de transcripcion RT. La PCR en tiempo real fue llevada a cabo en el

4 Natarajan, U.; Venkatesan, T.; Radhakrishnan, V.; Samuel, S.; Rasappan, P.; Rathinavelu, A. Medicina (Kaunas).
2019, 55 (2), 30-45.
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LightCycler 2.0 de Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), siguiendo el protocolo: Se
activo la Taq DNA polimerasa y se desnaturalizé el DNA a 95 °C por 10 min, se procedié por 45
amplificaciones consistiendo en 10sa 95 °C,30sa 60 °C,y 1 sa 72 °C. Se usaron los siguientes
oligonucledtidos se usaron: ciclina D1 (CCND1) CCND1-F, GAAGATCGTCGCCACCTG;
CCND1-R, GACCTCCTCCTCGCACTTCT; p21-F, TCACTGTCTTGTACCCTTGTGC; p21-R,
GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA; p53-F, GTCCCAAGCAATGGATGATT; p53-R,
TCTGGACCTGGGTCTTCAGT; GAPDH-F, AGCCACATCGCTGAGACAC; GAPDH-R,
GCCCAATACGACCAAATCC fue usado como control interno.

Como se describe en la Tabla 13, en las lineas celulares BT-474 y PC3 se observé que el SAHA
y la mayoria de los compuestos incrementan significativamente la expresion génica de p21 y
disminuyen la de p53 y los niveles de CD1 en mRNA cuando se comparan con el vehiculo. Estos
efectos no se observaron cuando las células fueron expuestas al compuesto 68. Como se
esperaba, la expresion génica de p21 y CD1 no se ve afectada por 63. De cualquier forma, los
niveles de mRNA para p53 fueron significativamente disminuidos cuando las células fueron

tratadas con este compuesto.

Tabla 13. Efecto de los compuestos en la expresidon de genes relacionados con la apoptosis e
interrupcion del ciclo celular.

BT-474

Compuesto p21 p53 CD1
SAHA 17.39+3.70*  0.12+0.08* 0.02+0.00*
60 3.81+1.08* 0.57£0.27* 0.51+0.09*
63 1.47+0.41 0.47+0.08* 0.92+0.06
64 5.47+2.01* 0.08+0.00* 0.57+0.07*
76 23.65%6.69* 0.51+£0.22* 0.40+0.36
68 0.44+0.02* 0.74+0.21 0.91+£0.05
70 26.56+0.44* 0.57+0.24* 0.32+0.09*
PC3
Compuesto p21 p53 CD1
SAHA 7.44+2.24*  0.1240.14* 0.04+0.01*
60 3.48+£0.55* 0.25+£0.17* 0.61x0.13
63 1.41+0.27 0.49+0.23*  0.64+0.19
64 3.90+0.43* 0.18+£0.11*  0.30+0.02*
76 3.60£0.78* 0.16+£0.20*  0.32+0.22*
68 2.07+0.66 0.42+0.39 0.90+0.30
70 3.80+2.33 0.16£0.06* 0.43+0.27*

Las células BT-474 y PC3 fueron incubadas en ausencia y presencia de SAHA (10-3 M), o de los compuestos
por 24 h. Subsecuentemente, el mMRNA se extrajo y se llevd a cabo una RT-PCR en tiempo real (qQPCR).
Los resultados muestran la media (+ S.D.) de los genes/GAPDH mRNA normalizada respecto a la
determinacion por triplicado y representa al menos dos diferentes experimentos. Las células tratadas con

el vehiculo recibieron arbitrariamente un valor de 1. *p<0.05 vs. vehiculo.
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e PCR en tiempo real (RT-PCR).
En general, la actividad antiproliferativa de los compuestos correlaciona bien con la regulacion
de genes en las dos lineas celulares de cancer. A pesar de eso, el compuesto 68 mostré efectos
de inhibicién del crecimiento celular comparables a los de SAHA a la concentracion de 10 uM
(Tabla 12), este analogo no cambid la expresion de los genes regulatorios del ciclo celular.
Posiblemente, la combinacion de un espaciador de 5 atomos de carbono unido a una cumarina
con sustituyente de Br en la estructura de la molécula puede afectar su localizacion en el nicleo
y asi no modular la expresion de genes regulatorios, pero conserva la actividad contra HDACs
localizadas en el citoplasma o membrana plasmatica como HDAC3. Al incrementar
significativamente la expresion génica de p21, la p53 impide la proliferacién celular. Esta
interrupcion le da la oportunidad a la célula de crear reparaciones, si es posible. Es decir, los
compuestos podrian actuar en la fase temprana G1 del ciclo celular, permitiendo una pronta

reparacion del genoma®.

e Microscopia de fluorescencia y cuantificacion espectrofluorométrica.

Para completar la caracterizaciéon de las estructuras de cumarina, se realizé un analisis de
absorcién ultravioleta y de emision de fluorescencia usando diferentes concentraciones de los
compuestos en distintos disolventes, las longitudes de maxima absorcidon y emision se muestran
en la Tabla 14.

Para realizar la cuantificacion relativa de fluorescencia, las células se hicieron crecer en placas
de 96 pozos especiales para poder medir la fluorescencia (Corning Costar, Modelo 3904 assay
plate; Corning, NY, USA) y recibieron el mismo tratamiento previamente descrito. Las células
fueron lavadas con un buffer salino de fosfatos e incubadas en medio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) libre de suero, sin rojo de fenol. La fluorescencia fue leida en un lector
Biotek Synergy HT (a 420 nm de excitacion, y 485 nm de emision).

Para la microscopia confocal, las células se hicieron crecer en camaras Lab-Tek Il a una
densidad de 1x 10° células/camara. Posteriormente, se adicionaron 10 uM de los analogos (70
y 72) o SAHA, y se mantuvieron asi durante un periodo de 48 h. Después de dos lavados con
solucion salina balanceada de Hanks (HBSS), las células fueron fijadas con MeOH/H20 (80:20
v/v) durante 30 min a 4 °C, seguido de dos lavados con HBSS. Para realizar tincion selectiva de
ndcleo, las células se incubaron por 1 h a temperatura ambiente en una solucion de yoduro de
propidio (PI) (3 pg/mL), y resuspendidas con HBSS. Las camaras fueron removidas y los
cubreobjetos se pegaron a un portaobjetos usando el medio de fijacion VECTASHIEL. Las
imagenes se tomaron en un microscopio Olympus FV1000, con un objetivo a 40X, usando como
longitud de excitacion 536 nm y como longitud de emision 617 nm para la fluorescencia de PI,

con 420 nm y 485 nm para la fluorescencia de los analogos.

45 Pei-Chang, S.; Ching, T.; Ban-Hen, C.; Chen-Wei, L.; Cheng-Ping, Y.; Jong-Shiaw, J. J Biomed Sci. 2010, 17 (1), 76-
85.
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Tabla 14. Longitudes de absorcion y emision correspondientes a los compuestos 57-72.

N : NN I N-oH
o
‘ Compuesto R N Aa(nm)  Aem(nm)
57 1 297 406
58 2 303 405
60 5 329 405
63 6-MeO- 3 363 458
64 5 365 458
76 8-EtO- 5 311 486
65 6-Br- 1 204 424
66 2 295 415
68 5 283 424
70 7-EtoN- 2 419 470
72 5 419 470

En la Figura 18, se hace el correspondiente traslape de los espectros de absorcidon y emision
para el compuesto 70, se puede observar que el desplazamiento de Stokes es de 50 nm, lo cual
nos daria pie a pensar que podria haber autoextincién, cosa que no se observa en los
experimentos, la principal razén por la cual no ocurre es que no existe un traslape importante
entre ambos espectros. Lo que evita que los fotones emitidos no sean captados por otra molécula

sin excitar.

O (0]
/@\/ﬁu/\xu/OH Abs
N 0" Yo ——Em
)
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A (nm)

Figura 18. Grafica de espectros de maxima Absorcion (Abs.) y Emision para la molécula 70, en
MeOH 106 M.
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Considerando las propiedades fluorescentes de las cumarinas, la excitabilidad y la localizacién
subcelular de los analogos de SAHA fueron analizadas. Para ello, se incubaron las lineas
celulares de BT-471, PC3 y MDA-MB-231 en presencia de los diferentes compuestos durante un
periodo de 72-144 h; de esta forma se adquirié la fluorescencia relativa emitida. EI SAHA fue
utilizado como un control negativo de fluorescencia. De los 11 compuestos evaluados, solamente
70 y 72 incrementaron significativamente la fluorescencia relativa cuando se les compararon con
las células tratadas con DMSO. Como nota, el compuesto 70 mostro significativamente un
incremento en la emision de la fluorescencia a 0.01 uM en las células MDA-MB-231 (Figura 19B).
En seguida, para tratar de visualizar la penetracion y la localizacién subcelular de los compuestos
70 y 72, se obtuvieron imagenes por microscopia de fluorescencia de las tres lineas celulares.
La adicion de los compuestos a una concentracion de 10 uM mostré incremento significativo de
la fluorescencia, lo que indicé que hubo permeacion y absorcién en la célula. Este efecto fue
principalmente observado con el compuesto 70 (Figura 19).

El mismo compuesto, mostré localizacion intracelular citoplasmatica y una co-localizacién con el
yoduro de propidio (Pl) indicando que el compuesto se localizé en el nucleo, esto como se puede
observar con el cambio de coloracién del nucleo de rojo a rosa mexicano en las imagenes de
suboreposicién de la fluorescencia del compuesto y del nucleo (merge) principalmente en las
células BT-474 (Figura 19A). Resultados similares se obtienen en las células MDA-MD-231 y
PC3, pero con menor intensidad de fluorescencia (Figura 19B y 19C). El compuesto 72, se
observa unicamente en el citoplasma, sugiriendo que este compuesto no penetra al nicleo, en
ninguna de las lineas celulares. Estos resultados sugieren que la falta de actividad
antiproliferativa del compuesto 72 (Tabla 12) puede ser debida a la falta de penetracion al nucleo
y menor absorcion celular.

Considerando las propiedades fluorescentes y la actividad antiproliferativa del compuesto 70,
este compuesto se convierte en una molécula de gran interés para futuros estudios sobre el

mecanismo de accion de los inhibidores de HDACs.
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Figura 19. Intensidad relativa de la emisiéon de fluorescencia, y localizacion subcelular de los
compuestos 70 y 72. A la izquierda, las células se trataron con diferentes concentraciones de los
compuestos y se realiz6 una cuantificacion espectrofluorométrica. Los resultados estan
expresados como la media £S.D. de tres experimentos diferentes. Los datos obtenidos de las
células tratadas con vehiculo se establecieron como uno. * P <0.05 vs vehiculo.
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1.6.4 DOCKING DIRIGIDO

Se ha reportado que la sobreexpresion de HDAC1 en BT-4744€ y en PC3*" es lo que promueve
el desarrollo de cancer; por otro lado, HDAC6 y HDACS8 juegan un papel critico en las células
MDA-MB-23148. Por esta razon, se seleccionaron a dichas isoformas como blancos para
realizarles estudios de docking. Para poder obtener una mejor compresién del modo de unioén,
se seleccionaron cinco compuestos: 60, 64, 76, 68, y 70 los cuales fueron estudiados frente al
sitio activo de HDAC1, HDACG6 y HDACS.

Respecto a los modos de unién para HDAC1, todos fueron comparados con el SAHA. Los cuatro
compuestos 60, 64, 76 y 68 muestraron una gran similitud con los modos de unién de SAHA, el
grupo hidroxamico se posiciona dentro del sitio activo y se coordina con el atomo de Zn; por su
parte el compuesto 70 present6 una geometria monodentada, a diferencia de los demas (incluido
SAHA) que muestran una coordinacion bidentada. Respecto a la cumarina, en todos los ligandos,
esta sigue convirtiéndose en el grupo “tapén” del sitio activo, para 60 y 70, la cumarina se
posiciona de tal forma que el grupo carbonilo forma puente de hidrégeno con la enzima, mientras
que para 64, 76 y 68 dicho grupo se posiciona en sentido opuesto a la superficie de la enzima
(Figura 20).

Figura 20. Interacciones calculadas por el proceso docking para SAHA y los ligantes 60, 64, 76,

68 y 70 en el sitio activo de HDAC1. Los ligandos se muestran en modelo de tubos, los atomos

46 Greer, C. B.; Tanaka, Y.; Kim, Y. J.; Xie, P.; Zhang, M. Q.; Park, |.-H.; Kim, T. H. Cell Rep., 2015, 13, 1444-1455.

47 Kim, N. H.; Kim, S.-N.; Kim, Y. K. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2011, 404, 915-921.

48 Park, S. Y.; Jun, J. A;; Jeong, K. J.; Heo, H. J.; Sohn, J. S.; Lee, H. Y.; Park, C. G.; Kang, J. Oncol. Rep., 2011, 25,
1677-1681.
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de oxigeno en rojo, el bromo en color rojo oscuro, los atomos de carbono en gris, atomos de

nitrdgeno en morado y el Zn se presenta en color rosa.

Los cinco compuestos (60, 64, 76, 68, 70) y también el SAHA, fueron evaluados en el sitio activo
de HDACS. Los resultados muestran que existe potencial interaccion tipo apilamiento-T entre el
anillo aromatico de la fenilalanina y el anillo de la cumarina, esto para todos los ligandos, incluido
el SAHA con su respectivo fenilo, en una distancia de alrededor de 5.5 A. Cuatro de estas
estructuras presentaron una coordinacién bidentada con el atomo de Zn, solamente 70 presenté
una coordinacion monodentada. Por ultimo, todos los compuestos muestraron una conformacion
en la cual la cumarina orienta su grupo carbonilo practicamente en el mismo lugar y misma

direccién (Figura 21).

Figura 21. Potencial interaccién de apilamiento-T entre los compuestos seleccionados y el
residuo de fenilalanina en el sitio activo de HDACG.

Por otro lado, los compuestos (60, 64, 76, 68, 70) asi como el SAHA, también fueron evaluados
en el sitio activo de HDACS. Los resultados muestran que todos (excepto 70), presentan un modo
de union similar a SAHA, la similitud es una coordinacién entre el grupo hidroxamico y el atomo
de Zn. Dos moléculas, 60 y 68, presentan la mayor cantidad y fuerza como aceptores de puentes
de hidrégeno con histidina y tirosina en el fondo del sitio activo. También, 60, 64 y 76 presentan

caracter aceptor de hidrégeno con la lisina del sitio activo; para 64 y 76, se presenté un aceptor
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de hidrégeno extra, con el residuo de tirosina. Ademas, el halégeno de 68 promovioé la orientacion
opuesta del anillo de cumarina, evitando asi las interacciones de hidrégeno con la lisina, y 70
muestré dos interacciones de este tipo con tirosina y dos mas con la lisina ademas de una con

histidina, pero muestré una coordinacion monodentada con el atomo de Zinc (Figura 22).

Y100 Y100
% o5, SAHA| Y0

Figura 22. Interacciones de puente de hidrogeno del SAHA y las moléculas con el sitio activo
de HDACS.

Las propiedades de enlace del compuesto 76 concuerdan con la elevada actividad mostrada en
su evaluacion bioldgica; la combinacion de las interacciones de apilamiento, la coordinacion
bidentada con el atomo de zinc, y el gran numero de interacciones de puente de hidrégeno, son
las propiedades deseables de un inhibidor de HDAC, todas fueron mostradas en la evaluacién

docking de este compuesto.
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1.7 CONCLUSIONES

Una nueva familia de derivados de cumarina funcionalizados con acidos hidroxamicos fue
sintetizada. Los compuestos evaluados se sintetizaron en rendimientos moderados (30-87%) a
través de una metodologia simple, observando bandas de absorcién maxima de 298-422 nm vy
emisiones de 405-470 nm. La evaluacion bioldgica se llevo a cabo en una linea de prostata (PC3)
y dos de cancer de mama (BT-474 y MDA-MB-231) para determinar los efectos de los derivados
de cumarina sobre la proliferacion celular y la expresion génica. La inhibicion de la proliferacion
de células cancerosas por los compuestos 60, 64, 76, 68 y 70 (a 10 uM) fue similar a la
encontrada con el compuesto de referencia (SAHA) a una concentracion comparable. En la
mayoria de los casos, la actividad antiproliferativa estuvo acompafnada por el incremento de los
niveles de la expresion génica del inhibidor de la quinasa p21 dependiente de ciclina, y por la
regulacién negativa del gen supresor de tumores p53 y la regulacion de la expresién del gen de
ciclina D1. Los estudios de acoplamiento molecular realizados para los compuestos 60, 64, 76,
68 y 70 en HDAC1, HDAC6 y HDAC8 mostraron una fuerte union a los sitios activos respectivos.

Los compuestos 70 y 72 poseen fluorescencia encontrando el primero en el nucleo celular.

Los compuestos 60, 64, 76, 68 y 70 pueden considerarse agentes anticancerosos potenciales,
debido a sus propiedades antiproliferativas, su efecto sobre la regulacion de los genes p21, p53
y ciclina D1, asi como su capacidad para acoplarse al sitio activo de HDAC1, HDAC6 y HDACS.
Sin embargo, se necesitan investigaciones futuras para analizar directamente la inhibicion de la
actividad enzimatica de HDAC por estos compuestos. Por otro lado, con base a las propiedades
fluorescentes del compuesto 70, en un futuro podria proporcionar mas informacién con respecto
a su actividad antiproliferativa y ser utilizado en estudios sobre el mecanismo de accion de los
inhibidores de HDACs.
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CAPITULO I
AGENTES ANTIFUNGICOS



2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Cumarinas y Antifungicos

Las infecciones fungicas invasivas se han vuelto alarmantes recientemente debido a las altas
tasas de morbilidad y mortalidad en pacientes que recibieron trasplante de células madre,
quimioterapia antineoplasica, trasplante de 6érganos o sufrieron una infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH)*°. Muchas infecciones flingicas son causadas por patégenos
oportunistas de Candida, Cryptococcus y Aspergillus®.

Los agentes antifungicos representativos utilizados en la terapia clinica incluyen triazoles
(fluconazol, voriconazol, itraconazol y posaconazol), polienos (anfotericina B, nistatina),
inhibidores de la sintesis de glucano por ejemplo: echinocandinas, caspofungina, micafungina e
inhibidores de la sintesis de quitina y flucitosina (por ejemplo: polioxinas), pero cada una de estas
terapias presenta cierta limitacion®'. Es a causa de estas que exista una demanda continua por
la investigacion de nuevos agentes antifungicos para tratar las infecciones por hongos

La cumarina y sus derivados ocupan una posicion importante en la quimica médica, pues tienen
una capacidad latente para ejercer interacciones no covalentes (n—=, hidréfobas, interacciones
electrostaticas, enlaces de hidréogeno, coordinacion de metales y fuerzas de Van der Waals, etc.)
con los diversos sitios activos en los organismos®. Como medicamentos, muchos de ellos
muestran una amplia gama de bioactividades (antibacterianos, antifungicos, anticoagulantes,
etc.). Por lo tanto, la naturaleza bioldgica diversa de los derivados de cumarina ha hecho que se
convierta en una estructura privilegiada en quimica medicinal y se ha prestado mucha atencién
a la sintesis de numerosos derivados de cumarina sustituidos®®.

En los ultimos afos, la estrategia de hibridacion molecular ha surgido como un nuevo enfoque
que involucra la conglomeracion de dos o mas farmacoforos en un andamio molecular para
desarrollar moléculas multifuncionales hibridas, causandoles un perfil de selectividad modificado,
modos de accidn diferentes o duales y/o efectos secundarios no deseados reducidos debido a la
mezcla de los farmacéforos en una sola molécula. Usando este enfoque, varios grupos de
investigacion han disefiado y sintetizado muchas moléculas hibridas®. Siendo las cumarinas
estructuras privilegiadas que se encuentran ampliamente distribuidas como productos naturales,
o de sintesis con una gran variedad de aplicaciones, que han despertado un gran interés en los

Ultimos afios para su desarrollo y funcionalizacion®®. Ademas, sigue creciendo el interés de

“° Pfaller, M.A.; Diekema, D.J. Clin. Microbiol. Rev. 2007, 20, 133-163.

%0 Seyedmousavi, S.; Verweij, P.E.; Mouton, J.W. Expert Rev. Anti Infect. Ther. 2015, 13, 9-27.

51 Kathiravan, M.K.; Salake, A.B.; Chothe, A.S.; Dudhe, P.B.; Watode, R.P.; Mukta, M.S.; Gadhwe. S. Bioorg Med.
Chem. 2012, 20, 5678-5698.

52 Peng, X.M.; Damu, G.L.; Zhou, C. Curr. Pharm. Des. 2013, 19, 3884-3930.

53Ji, Q.; Ge, Z.; Ge, Z.; Chen, K.; Wu, H.; Liu, X.; Huang, Y.; Yuan, L.; Yang, X.; Liao, F. Eur. J. Med. Chem. 2016, 108,
166-176.

5 Sandhu, S.; Bansal, Y.; Silakari, O.; Bansal, G. Bioorg. Med. Chem. 2014, 22, 3806-3814.

% Kraljevic, T.G.; Harej, A.; Sedi¢, M.; Paveli¢, S.K.; Stepani¢, V.; Drenjancevi¢, D.; Talapko, J.; Rai¢-Mali¢, S. Eur. J.
Med. Chem. 2016, 124, 794-808.
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desarrollar diversas metodologias de sintesis que otorguen tanto buenos rendimientos, tolerancia
a grupos funcionales, y una variedad de patrones de sustitucion.

La hibridacién o el acoplamiento de diferentes derivados de cumarina con variadas moléculas
bioactivas como el resveratrol, maleimida sulfonamidas, pirazolina, chalcona, triazoles y acido
lipdico han producido nuevas moléculas hibridas, que estan dotadas de propiedades vaso
relajantes, antiagregantes de plaquetas, anticancerigenas, antimicrobianos; o propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias®.

Por lo tanto, el enfoque de hibridacion molecular esta jugando un papel importante en el
desarrollo de nuevas moléculas para el tratamiento de numerosas enfermedades multifactoriales.
Asi, la hibridacion del nucleo de cumarina con otros restos ha proporcionado nuevas moléculas

con perfiles interesantes de actividad bioldgica antifungica (Figura 23).
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Figura 23. Derivados de cumarina con propiedad antifungica frente a distintos hongos®’.

2.1.2 Triazoles

En afos recientes el tratamiento de infecciones flngicas sistémicas ha incrementado
comunmente en pacientes inmunocomprometidos que padecen cancer, SIDA, e inclusive en

pacientes con trasplantes de 6rganos®®. La candidiasis, aspergilosis, y criptococosis, son los tres

%6 Vilar, S.; Quezada, E.; Santana, L.; Uriarte, E.; Yanez, M.; Fraiz, N.; Alcaide, C.; Cano, E.; Orallo, F. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2006, 16, 257-261.

57 a) Al-Ameirey, A.A.; Hassan Kadhum, A. A.; Mohamad, A.B. Molecules. 2012, 17, 5713-5723.; b) Imran, M.; Ahmad
Khan, S. Trop. J. Pharm. Res. 2015, 14, 1265-1272.; ¢) Zhang, M. Z.; Zhang, R.R.; Yin, W.Z.; Yu, X.; Zhang, Y.-L.; Liu,
P.; Gu,Y.-C.; Zhang, W.-H. Mol. Divers. 2016, 20, 611-618.; d) Kalwania, G.S.; Bajroliya, S. Asian J. Chem. 2015, 27,
3956-3960; e) Ji, Q.; Ge, Z.; Ge, Z.; Chen, K.; Wu, H; Liu, X.; Huang, Y.; Yuan, L.; Yang, X.; Liao, F. Eur. J. Med. Chem.
2016, 108, 166-176.

%8 Wingard, J.R.; Leather, H. Biol. Blood Marrow Transplant. 2004, 10, 73-90.
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tipos principales de infecciones presentes en personas inmunocomprometidas®. De todos los
tipos de farmacos disponibles contra estas infecciones, los azoles han probado ser los mas
efectivos (fluconazol, voriconazol, e itraconazol).

Los anillos de 1H-1,2,4-triazol presentan una variedad de efectos farmacoldgicos como:
antiinflamatorios®, antivirales, antimicrobiales, antitumorales, anticonvulsivos, analgésicos,
antiparasitarios, fungicidas, insecticidas, herbicidas, y hasta reguladores del crecimiento de las
plantas®! (Figura 24). Poseen especial interés debido a sus excelentes caracteristicas
farmacocinéticas y perfiles de seguridad favorables, asi como también por su latente habilidad

de formar puentes de hidrégeno con otras moléculas activas®.

H H
' N
N
Y |
1H-1,2,4-triazol 4H-1,2,4-triazol

Figura 24. Isémeros estructurales de triazol.

El fluconazol, un 1,2,4-triazol, ha demostrado un rendimiento terapéutico excepcional contra las
infecciones por Candida. Es un farmaco de eleccion para el tratamiento de infecciones por
Candida albicans y Cryptococcus neoformans debido a su potente actividad, excelente perfil de
seguridad y caracteristicas farmacocinéticas favorables. Sin embargo, el uso extensivo del
fluconazol ha aumentado el nUmero de aislamientos de C. albicans resistentes al mismo; ademas
este cmpuesto no es eficaz contra la aspergilosis invasiva®, y ha sufrido una fuerte resistencia a
los medicamentos. Esta situacién resalta la necesidad de nuevos derivados de triazol que posean
espectros antifingicos mas amplios e indices terapéuticos mas altos. Basados en esta
informacion, existen diferentes compuestos analogos de fluconazol en la literatura (Figura 25).

Por su parte, los 1,2,3-triazoles son estables a degradacién metabdlica y son capaces de formar
puentes de hidrogeno, lo cual puede favorecer el enlace con objetivos biomoleculares y su
solubilidad®. No estan presentes en la naturaleza, pero las moléculas sintetizadas con el anillo
presentan diversas actividades bioldgicas, como: antibacteriales, herbicidas, fungicidas,

antialérgicas, y anti-VIH®® (Figura 26).

59 Steenbergen, J.N.; Casadevall, A. J. Clin. Microbiol. 2000, 38,1974-1976.

% Tozkoparan, B.; 6khan, N.; Aktay, G.; Yesilada, E.; Ertan, M. J. Med. Chem. 2000, 34, 743-750.

61 Moreno-Manas, M.; Arredondo, Y.; Pleixats, R.; Teixidé6 M.; Raga, M. M.; Palacin C.; Castelld, J. M.; Ortiz, J. A. J.
Hetero. Chem. 1992, 29, 1557-1560.

%2 Shichong, Y.; Chai, X.; Hu, H.; Yan, Y.; Guan, Z.; Zou, Y.; Sun, Q.; Wu, Q. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 4435-4445.
% Pore, V. S.; Agalave, S. G.;Singh, P.; Shukla, P. K. Kumarc, V.; Siddigic, M. |. Org. Biomol. Chem., 2015, 13, 6551—
6561.

% Horne, W. S.; Yadav, M. K.; Stout, D.; Ghadiri, R. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 15366-15367.

8 Genin, M. J.; Allwine, D.A.; Anderson, D.J.; Barbachyn, M. R.; Emmert, D.E.; Stuart, A.; Garmon, D. R.; Graber, K. C.;
Grega, J. B.; Hester D.K.; Hutchinson, J.; Morris, R.J.; Reischer, C. W.; Ford, G. E.; Zurenko, J. C.; Hamel, R. D.; Schaadt,
D.; Stapert, B.; Yagi, H. J. Med. Chem. 2000, 43, 953-970.
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N—?

Fluconazol

R=Cadena alifatica o anillo aromatico, Dos anillos de 1,2,3-triazol.

Figura 25. Algunos de los analogos de fluconazol reportados.
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Figura 26. Presencia de 1,2,3-triazoles en distintas moléculas bioactivas.

Por ultimo, la constante aplicacion de estos antifungicos ha resultado en el desarrollo de

resistencia por parte de los hongos, asi mismo, existen los casos de algunos agentes que
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permanecen limitados por su pobre actividad frente a ciertas cepas, por presentar una toxicidad
renal alta y otros efectos adversos severos®.

Estas situaciones y el surgimiento de resistencia muestran la necesidad de desarrollar nuevos
agentes antifingicos con amplio espectro, baja toxicidad y altos indices terapéuticos.
Previamente, se realizé con ayuda del grupo de investigacién en quimica tedrica y computacional
de la Universidad de Guanajuato un estudio tedrico computacional sobre una isoenzima de
CYP51 aislada de Mycobacterium tuberculosis, tratando de acoplar varios derivados de cumarina
funcionalizados con anillos de triazol®”, la cuestion principal con ese estudio fue que las
moléculas propuestas no lograban entrar en el sitio activo de la enzima quedandose en la entrada
del canal (Figura 27); para resolver ese problema se fueron modificando las estructuras hasta
quedar en derivados sencillos, cuya sencillez permitié una rapida sintesis y aplicacién sobre
diferentes cepas de Candida. En un principio se penso que ninguna estructura deberia contener
dos anillos de triazol, pero en la literatura existen reportes sobre moléculas aun mas grandes
tanto en nimero de atomos como en tamafio (A), lo que cambia es el sitio activo sobre el cual
actuan; en conclusion, se encontré que dependiendo de la estructura del sitio activo, las
moléculas de cumarina y dos triazoles podrian tener actividad, asi que se continu6 con la

propuesta de una ruta de sintesis para analogos de fluconazol con base de cumarina.

Figura 27. Maxima aproximacion al sitio activo calculada para las moléculas propuestas.

5 Yuan, S.; Zhou, C. H. Bioorg. Chem. Lett. 2011, 21, 956-960.
57 Villasefior-Granados, T.; Garcia, S.; Vazquez, M.A.; Robles, J. Theor. Chem. Acc. 2016, 135, 1-16.
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2.1.3 Candidas

En los ultimos 30 afios se ha presentado incremento significativo en la incidencia de infecciones
fangicas en pacientes con enfermedades infecciosas o inclusive con trasplantes de érgano® ;
dichas infecciones pueden ser desde superficiales o sistémicas. De los patégenos humanos mas
comunes, los miembros del género Candida son los mas frecuentes, conteniendo alrededor de
150 especies®, se sabe que el 65% no pueden ser patdégenos en humanos debido a sus
requerimientos térmicos de crecimiento (una temperatura mayor de 37 °C). De las especies
patogénicas, Candida albicans es la que tiene mayor prevalencia™, representando un 80% de
las candidiasis, cabe mencionar que esto ha venido cambiando desde hace un par de décadas,
se ha encontrado un incremento en infecciones por especies de Candida no albicans (NCAC,
non-C. albicans Candida)’', resultando que después de albicans, especies como C. glabrata, C.

parapsilosis, y C. tropicalis son las tres mas frecuentes causantes de candidiasis (Figura 28).

C. glabrata C. parapsilosis C. tropicalis

Figura 28. Microscopia de: a) C. glabrata, b) C. parapsilosis, c) C. tropicalis; colonias

macroscopicas de a) C. glabrata, b) C. parapsilosis, c) C. tropicalis.

En términos de diagndstico, los métodos empleados para determinar candidiasis contintan
siendo problematicos. Una confirmacion microbioldgica en cultivos de sangre puede ser (aun en
candidiasis severas) erronea en un 50%72; cultivos positivos de orina o de superficies mucosas
no indican necesariamente una enfermedad invasiva. Ademas de esto, la virulencia difiere entre
especies de Candida, asi como su susceptibilidad a farmacos, haciendo entonces a la
identificacion adecuada, un evento importante en el tratamiento clinico. Para esto, el uso de
fluorescencia™ al momento de realizar un diagnostico, puede aumentar la sensibilidad en la
observacion, permitiendo distinguir entre dichas especies de células normales. En la actualidad,

pese a la aplicacién de los multiples farmacos disponibles en el mercado, las micosis son

8 | ass-Florl, C. Mycoses, 2009, 52, 197-205.

5 Calderone, R.A. Candida and Candidiasis, 2002, ASM Press, 15-25.

0 Samaranayake, L.P.; Fidel, P.L.; Naglik, J.R.; Sweet, S.P. Oral Dis., 2002, 8, 151-160.
" Ruan, S.; Hsueh, P. J. Med. Assoc., 2009, 108, 443- 451.

2 Ellepola, A.N.B.; Morrison, C.J. J. Microbiol., 2005, 43, 65-84.

3 Pfaller, M.A. Mycopathology, 1992, 120, 65-72.
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reconocidas como las causas mas importantes de mortalidad y morbosidad en pacientes
inmunocomprometidos™.

El desarrollo de agentes antifungicos se ha enfrentado a problemas como la falta de especificidad
sobre el agente flngico, y con la resistencia a los mismos que se ha convertido en un fenémeno
clinicamente persistente, ya sea dependiendo del farmaco o de la especie de Candida, el
mecanismo de resistencia puede ser inherente o adquirido; de cualquier forma, es un problema
que va en aumento. En la Tabla 15, se describe de manera general una comparacién de

resistencia a farmacos entre las distintas especies de Candida (S=susceptible, SDD= susceptible

dosis dependiente, R=resistente)®.

Tabla 15. Susceptibilidad de especies NCAC.

Antifingico C. albicans C. parapsilosis C. tropicalis C. glabrata
Polienos Disrupcion de la membrana celular
Anfotericina B S S S Sal
Azoles Inhibicion de la sintesis de ergosterol
Fluconazol S S S SDDaR
Itraconazol S S S SDD aR
Voriconazol S S S SDDaR
Posoconazol S S S S
Ravuconazol S S S S
Equinocandinas Inhibicion de la sintesis de (1,3-glicano
Caspofungina S S S S
2.1.4 CYP450

La proteina Lanosterol 14a-demetilasa (CYP51) es un miembro de la superfamilia del citocromo
P450, la cual cataliza la remocion oxidativa del 14a-metilo (C-32) del lanosterol para dar
intermediarios A14,15-insaturados en la biosintesis del ergosterol en diferentes reinos biolégicos,
tales como hongos, plantas avanzadas, y mamiferos. Ya que esta familia de enzimas son
proteinas unidas a membrana, su estudio mediante cristalografia de rayos X habia sido dificil de
realizar hasta hace poco tiempo. Agentes antifungicos azoélicos inhiben el citocromo P450 esterol
14a-demetilasa (14DM, CYP51), enzima clave para la biosintesis de ergosterol por un
mecanismo en el que el atomo de nitrégeno heterociclico se une al atomo de hierro del grupo

hemo en el sitio de union de la enzima (Figura 29)7S.

4 Pfaller, M.A.; Castanheira, M.; Messer, S.A.; Moet, G.J.; Jones, R.N. Diagn. Micr. Infec. Dis. 2010, 68, 278-283.
5 Silva, S.; Negri, M.; Henriques, M.; Oliveira, R.; Williams, D.W.; Azeredo, J. FEMS Microbiol. Rev. 2012, 36, 288-305.
6 Bossche, H. V. Mycoses, 1998, 32-38.
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Figura 29. Interrupcién de los antifingicos en la biosintesis de ergosterol.

El agotamiento de ergosterol resultante y la acumulaciéon de precursores de esteroles 14a-
metilado alteran la estructura de la membrana plasmatica, por lo que es mas vulnerable a dafios
mayores, y alterar las actividades de varias enzimas unidas a la membrana’’. Debido a la
existencia de CYP51 en los hongos y los mamiferos, la inhibicion selectiva de 14a-DM en el

hongo es muy importante.

2.2 JUSTIFICACION

Con base a lo previamente reportado en la literatura, se sabe que existe actualmente la
necesidad de desarrollar nuevas moléculas con actividad antifungica efectiva, que ademas eviten
problemas de efectos secundarios sin perder potencia. Para ello, se plantea hacer uso de la
hibridacion molecular de triazol-cumarina con la finalidad de formar moléculas que potencialicen
sus propiedades farmacolégicas, teniendo como plataforma a dos moléculas bioactivas con
propiedades antifungicas y caracteristicas farmacolédgicas deseables (permeabilidad, resistencia
al metabolismo, etc.).

Ademas, siendo aun necesario saber el mecanismo por el cual se puede llevar acabo la inhibicién
de crecimiento de los hongos, el utilizar moléculas que presenten actividad fluorescente, puede
resultar util al momento de la elucidacion de dicho mecanismo y de esta forma hacer que las

moléculas propuestas sean utiles en los campos de la biologia, quimica y farmacia.

7 Georgopapadakou, N. H.; Walsh, T.J. Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 279-291.
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2.3 HIPOTESIS

A pesar de que no existen productos naturales funcionalizados con el grupo azida ni tampoco
con 1,2,3-triazoles; existen en la literatura varias series de compuestos activos con estos grupos
funcionales. Se espera que al funcionalizar una estructura con ellos, se observe un aumento en
la potencia antifungica. Por otro lado, un analogo de fluconazol (es decir, un compuesto que
contenga 2 triazoles) utilizando como nucleo base una cumarina, presentara una actividad
antifungica superior a la cumarina sin funcionalizar.

Finalmente, se espera que las propiedades fluorescentes de las estructuras sean utiles para

conocer su localizacién celular y de esta forma poder inferir el mecanismo de accion.

2.4 OBJETIVO GENERAL

Obtener una serie de derivados de cumarina funcionalizados con un anillo de 1,2,3-triazol, el
grupo funcional azida, o 1,2,4-triazol. Realizar un estudio docking pertinente y su evaluacion

biolégica frente a cepas de Candida.

0
O >~OEt

R=-H, -OMe, -Br,
-Et,N, -OEt, -NO,
R'=-N3, -1H-1,2,4-triazol

2.5 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefio in silico y evaluacion docking de las moléculas propuestas.
e Sintetizar y caracterizar las cumarinas con alquinos terminales.

i Br HO Br 0
X XX X
+ Bf/\ — > R + R-r
= 0 o Z o0~ o Z o "0

R= H-, MeO-, Br-, EtO-, Et,N-

)
=

e Sintetizar y caracterizar los 1,2,3-triazoles producidos mediante quimica “click”.
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o O

R= H-, MeO-, Br-
EtO-

e Realizar la apertura de anillo de oxirano, usando azida como nucledfilo; y la
caracterizacion de los compuestos obtenidos.

o)
Eto«‘ N=N
N —
HO
o) N
}OEt + KNy — R—'\ o 3
= 3 |
N Z >0 N0

R= H-, MeO-, Br-

o Realizar la apertura de anillo de oxirano usando 1,2,4-triazol como nucledfilo; y la
caracterizacion de los compuestos obtenidos.

0
EtO*‘/{" N=N
N —
HO ,ZJ;\N
N 7
0 o

R= H-, MeO-, Br-

e Realizar la evaluacion bioldgica de los compuestos obtenidos en diferentes cepas de
hongos, como C. albicans, C. parapsilopsis, C. cruzei, etc.

2.6 RESULTADOS Y DISCUSION

2.6.1 ESTUDIO DOCKING

La estructura tridimensional del CYP51 ha sido determinada mediante difraccién de rayos X,
encontrandose registrada en el Protein Data Bank (PDB) con el codigo identificador 2VKU (Figura
30). Se trata de la isoforma proveniente de Mycobacterium tuberculosis expresada en E. coli.
Esta proteina es util para realizar los calculos puesto que presenta una elevada similitud
estructural con un citocromo flngico, si en existe interaccion con 2VKU, se nos asegura una alta
probabilidad de que también la halla en las especies fungicas. Se encuentra co-cristalizada con
la 4,4’-dihidroxibenzofenona, ligando que fue empleado para realizar el docking ciego y la

calibracion.
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Figura 30. Estructura de Rayos X de 2VKU con 4,4’-dihidroxibenzofenona.

El calculo de los acoplamientos moleculares fue realizado empleando la suite AutoDock 4.2,
mediante la interfaz grafica AutoDock Tools. Para validar y calibrar el proceso de docking, se
empleé como ligando la molécula 4,4’-dihidroxibenzofenona co-cristalizada con la proteina. En
un primer paso fue realizado un docking ciego, sin limitar el espacio de busqueda. Para ello se

utilizaron los parametros de red que se presentan a continuacion:

Tabla 16. Parametros de red usados en el docking ciego.

Parametro Valor asignado

Puntos en x 126
Puntos eny 126
Puntos en z 118
Resolucion de los puntos (A) 0.4305556
Centro de la red (x,y,z) 19.657, 36.558, 34.932

Con estos parametros se abarca toda la proteina 2VKU. Para encontrar las conformaciones de
menor energia se emplea como algoritmo de busqueda Lamarckian Genetic Algoritm. Este
coloca los pardametros del ligando (posicion de los atomos y grados de libertad) como si fuera un
“genotipo”, y a través de operaciones “genéticas” (mutacion, recombinacion, etc) se obtienen
nuevas conformaciones (similar a lo que serian los descendientes), pero so6lo aquellos con las
mejores caracteristicas (conformaciones con valores de interaccién mas altos) obtenidas por la
funcion de evaluacion son seleccionados y los demas se descartan. Los parametros empleados
para el algoritmo genético en todos los procesos de docking se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Parametros de busqueda empleados por el algoritmo.

Parametro Valor

Numero de individuos en la poblacién 150
Numero de evaluaciones de energia 2500000
Numero maximo de generaciones 27000
Numero de individuos que sobreviven a la siguiente generacion 1
Velocidad de mutacion 0.02
Velocidad de recombinacion 0.8

El resultado mostré las 6 conformaciones de menor energia localizadas en la misma cavidad
ocupada por el ligando de forma experimental (valores de RMSD=1.15, es decir que existe una
elevada similitud entre la posicidon en el sitio activo de los atomos de las mejores
conformaciones), reproduciendo asi el resultado experimental. Tras la confirmacién del sitio de
busqueda, fue originada una nueva red para afinar los parametros, aumentando su resolucién
(al disminuir la distancia entre los puntos) y limitando la busqueda a la cavidad del sitio activo.
Los nuevos parametros de red, obtenidos por la calibracién y aplicados al resto de los calculos,

se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Parametros utilizados para delimitar la busqueda a la cavidad del sitio activo.

Parametro Valor asignado

Puntos en x 70
Puntos eny 96
Puntos en z 82
Resolucion de los puntos (A) 0.2916
Centro de la red (x,y,z) 20.657, 40.702, 33.235

Cada una de las moléculas candidatas fue sometida a calculo de acoplamiento en AutoDock,
usando los parametros de red obtenidos en la calibracion y empleando el algoritmo de busqueda
Lamarckian Genetic Algoritm, con los mismos parametros empleados en los procesos de docking
ciego y calibracion. Las estructuras moleculares de cada candidato fueron modeladas en Spartan
o Avogadro, optimizando la geometria a su minima energia mediante calculos de mecanica

molecular.
En la Tabla 19 se muestran los resultados de los calculos en relacién con cada estructura (Figura

31), incluyendo los calculos de energia de enlace, eficiencia de ligando y constante de inhibicidn

calculada. Estos datos son unicamente de la conformacién de minima energia.
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Figura 31. Estructura general de las moléculas evaluadas en el docking.

Tabla 19. Resultados del acoplamiento docking para las moléculas de cumarina-bitriazol y

cumarina-azida.

R H \ MeO- Br- EtO-
Molécula A B A B A B A B
Energia minima
calculada -9.65 -9.33 -9.41 -9.49 -9.75  -10.76 -9.81 -10.55
(kcal/mol)

Eficiencia de

ligando (kJ/mol) -0.27  -0.29 -0.27 -0.29 -0.27 -0.32 -0.25 -0.30

Constante de

inhibicién para la

conformacion de 83.74 1441 12573 110.84 83.86 12.98 64.24 18.52
minima  energia

(nM)

En general, la variacion estructural con mayor efecto en la disminucién de la energia de enlace
es que las moléculas posean el bromo como sustituyente en el anillo aromatico. Todas las
estructuras de la serie halogenada tuvieron un decremento notable en la energia en comparacion
con los otros congéneres estructurales (mientras menor sea dicho valor expresado en Kcal/mol,
mas eficiente es la unién de la conformacién dentro del sitio activo calculada). Dentro de esta
serie, el derivado bromado que ademas de contener el anillo de 1,2,3-triazol contiene un grupo
azida que tuvo la energia de enlace mas pequefia. Al examinar las constantes de inhibicién
calculadas mostradas en la Tabla 19, se observa que siguen la misma tendencia que la energia
enlace, de esta forma la molécula con bromo y azida mantiene la mejor constante de inhibicion
predicha. Los valores mostrados en nM, son valores predichos por el programa basandose

unicamente la energia minima calculada para cada molécula.

2.6.2 SINTESIS Y CARACTERIZACION

Para obtener las moléculas analogas de fluconazol, se disefi¢ la siguiente ruta de sintesis
(Esquema 8).
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Esquema 3. Ruta de sintesis planteada para la sintesis de los analogos de fluconazol.

Para la sintesis de las cumarinas a-halogenadas (las cuales son la materia prima de esta ruta
propuesta) se reproduce la metodologia previamente reportada por el grupo de investigacion,
usando las 3-acetilcumarinas y NBS como agente halogenante en acetonitrilo y adicionando
acido tricloroacético. Estas moléculas se obtuvieron en rendimientos moderados a buenos (70-
90%), y fueron usadas como material de partida para realizar una reaccion de adicién al
carbonilo. Dicha reaccion es una variante de la reaccidon de Barbier, donde el nucledfilo se forma
a partir de un bromuro de porpargilo y Zn°, los disolventes reportados en la bibliografia pueden
ser desde H20, hasta éter anhidro. Para este caso, las mejores condiciones de reaccion fueron
utilizando una mezcla de DMF/éter etilico ( v/v 1:1) ambos anhidros, lo que permitié disolver los
derivados de cumarina y generar in situ el reactivo de Barbier, a una temperatura de 50 °C; el
motivo del aumento de temperatura es que se observa que al mismo tiempo de que se realiza la
adicioén al carbonilo, se lleva a cabo una reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn2)
intramolecular entre el alcohol terciario y el carbono base de halégeno, formando asi el oxirano
esperado en una sola etapa de sintesis y la temperatura aumenta la proporcién de dicho producto
en menor tiempo de reaccion.

Aun con esto, se observd que una proporcion de alcohol propargilico se mantiene sin
transformacion, asi que después de realizar una columna cromatogréafica para aislar cada
producto, el alcohol propargilico se sometié a una reaccion con KOH en acetonitrilo a 50 °C para
obtener el oxirano esperado en 1 h de reaccion. Las condiciones de reaccion se muestran a

continuacion y los rendimientos de cada transformacién son enlistados en la Tabla 20.
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Tabla 20. Rendimientos de la reaccion de Barbier y formacién del oxirano.?

r

o] B o o
Br . HO F
I\\ I X = X ii I\\
R+ JEE—— | + | LU
T R RE- —— R _ .
o Yo A ~0"0 N0 N0 X 0" Yo X

77-81 82-85 82-85
R=-H, 6-MeO-, 6-Br-, 8-OEt-
7-Et,N-
i (%R) ii (%R)
TEC) th |
77-81 82-85 82-85
ta. 24 50 50
1 H
30 70 80
2 6-MeO- 20 80 70
3 7-EbN- 50 1 61 0
4  6-Br- 50 50 80
5  8-EtO- 30 30 80

aj) Zn° (1.2 mol), bromuro de propargilo (1.2 mol), DMF/Eter (1:1); i) KOH (1.2 mol), CH3CN, 50 °C, 1h.

La Figura 32, muestra el espectro de hidrégeno de un alcohol propargilico, correspondiente al
compuesto 80, aqui se observa el desdoblamiento de las sefiales pertenecientes al metileno
base de alquino (ddd), y al metileno base de bromo (dd), asi como la sefal del alquino terminal.
En la Figura 33, se muestra el oxirano formado por la ciclacién intramolecular del oxigeno con el
metileno base de halégeno, para este espectro se resalta que existe un cambio en el
desplazamiento quimico del metileno base de bromo y a pesar de que muestra la misma
multiplicidad, las constantes de acoplamiento (J) son las reportadas en la literatura para oxiranos
siendo J=5 Hz. Por su parte en la Figura 34, se observa la difraccion de rayos X correspondiente
al experimento 1 (molécula 82), donde se corrobora la presencia del anillo del oxirano y la
presencia del enlace triple; en el diagrama ORTEP se observa la distribucion espacial de los
atomos, los carbonos rotulados como C13 y C14 son los correspondientes al alquino terminal y
muestran una distancia de 1.167 A, lo correspondiente a la distancia esperada, ademas se
observa que el anillo de oxirano esta en una orientacion opuesta en el plano al alquino.

De forma paralela a la sintesis de los compuestos finales, se observaron diferentes
comportamientos para los derivados con sustituyentes 7-EtoN- y 8-EtO-, por ejemplo, al momento
de buscar sintetizar el oxirano de la entrada 3 (Tabla 20), se obtuvo un alcohol primario, molécula
86; este comportamiento puede ser atribuido al sustituyente en el nicleo de la cumarina pues
ejerce un efecto de donacion electronica que favorece la apertura del anillo del oxirano y

posteriormente la formacion del alcohol (Figura 35).
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Figura 32. Espectro RMN-"H del alcohol propargilico de la molécula 80 en CDCls, 500 MHz.
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Figura 33. Espectro RMN-"H del oxirano de la molécula 84 en CDCls, 500 MHz.
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Figura 35. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion de 86.

Con el sustituyente EtO- en la posiciéon 8, al realizar la reaccion de Barbier, el producto
mayoritario es un aleno (molécula 87), seguido del alquino terminal y el oxirano correspondiente.
En la bibliografia existen algunos reportes de la isomerizacién de alquinos terminales al aleno,
mediante el uso de especies metalicas que facilitan la migraciéon 1,3-H de un hidrégeno del

carbono base del alquino, pero las especies usadas son complejos metalicos’®"®, lo que nos da

"8 Huang, X.; Ma, S. Acc. Chem. Res. 2019, 52, 1301-1312.
® Rochat, R.; Yamamoto, K.; Lopez, M. J.; Nagae, H.; Tsurugi, H.; Mashima, K. Chem.-A Eur. J. 2015, 21, 8112-8120.
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pie a pensar que el metal (Zn) que va cambiando de estado de oxidacion durante la reaccién y
esta involucrado de forma directa para que se forme este producto, pero para entender este
comportamiento, hacen falta mas estudios de reactividad, puesto que el sustituyente no ejerce
un efecto electrénico significativo como en el caso anterior, ni tampoco un cambio drastico en
volumen; por tanto, aun queda pendiente el mecanismo por el cual se favorece.

En la Figura 36, se muestra el espectro de hidrégeno del producto y se observa la multiplicidad
correspondiente al aleno siendo una sefial triple con desplazamiento 5.81 ppm para el hidrégeno
del carbono base de 87 y un triple de dobles (td) para los hidrégenos del carbono terminal en
4.99 ppm; en la Figura 37, se muestra el espectro de carbono del mismo compuesto donde se
observa el desplazamiento del carbono del aleno en 206 ppm. Por ultimo, en la Figura 38, se
muestra el espectro IR del compuesto, se sefialan las bandas principales correspondientes a las

vibraciones del enlace (=CH2) en 2977 cm™ y del grupo funcional aleno (-C=C=C-) en 1956

cm™.
Br.
OH _
X /C
O 6]
OEt
G
1y

& 3y " r TR I 3
&0 75 70 65 6o 55 ‘ ‘ a0 35 30 25 20 1s
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Figura 36. Espectro RMN-'H del aleno 87 en CDCls, 500 MHz.
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Figura 37. Espectro RMN-"3C del aleno 87 en CDCls, 125 MHz.
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Figura 38. Espectro IR del aleno 87 en KBr.

En la Tabla 21, se resumen los desplazamientos de los carbonos propargilicos, los de base de

halégeno y los del oxirano de las moléculas sintetizadas en ppm, asi como también las

constantes de acoplamiento obtenidas.
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Tabla 21. Desplazamientos & (en ppm) y constantes de acoplamiento J en (Hz) para los
compuestos obtenidos.

No. R 03a J3a §3b J3b S Oxirano JOxirano ‘
82 H- 409 106 3.11 17.0 3.02 5.0
83 6-MeO- 409 106 3.11 169 2.93 5.0
84 6-Br- 4,00 106 3.02 17.0 2.93 5.0
85 8-EtO- 402 106 3.03 16.9 2.95 4.9
86 7-EtaN- 409 10.5 3.08 16.9 - -

Una vez que se caracterizaron y elucidaron los oxiranos correspondientes, se procedio a trabajar
con el alquino terminal, usandolo como sustrato para realizar una reaccién de cicloadicion 1,3-
dipolar para generar el 1,2,3-triazol 1,4-disustituidos. Para este objetivo se utilizé la metodologia
reportada por Ouahrouch et af’, donde se genera la azida organica in situ a partir de azida de
potasio y bromoacetato de etilo, para ello, primero se utilizdé DMSO como el disolvente de
eleccidn, y los compuestos se obtenian en rendimientos moderados entre 50-80%, pero para dos
derivados la reaccion no procedid, por tal motivo se hizo una modificacién cambiando el
disolvente por DMF, resultando no solo en un aumento de los rendimientos de reaccion, sino que
también ahora la metodologia funcionaba para todos los derivados. En la Tabla 22, se representa
la ecuacién general de la reacciéon con las condiciones de reaccién empleadas, asi como se
registra una comparativa en los rendimientos de cada metodologia.

En la Figura 39 se muestra el espectro de hidrogeno del experimento 1 (molécula 89), se observa
que desaparecen las sefiales correspondientes al alquino terminal y en su lugar aparece una
sefial en aproximadamente 7.5 ppm correspondiente al proton vinilico del triazol, ademas
aparece el triplete y el cuadruplete correspondiente al estér; otra caracteristica importante es que
al utilizar estas condiciones de reaccion no solo se lleva a cabo la cicloadicidon sino que se evita
que la azida actue como nucledfilo causando la apertura del epdxido, prueba de ello es que el
metileno del mismo sigue presentando una J=5 Hz.

Tabla 22. Comparacién de los rendimientos de la reaccién 1,3-dipolar.2

Ry
N-N
A\
N
0
R=-H, -OMe, -Br, -OEt R{jf\/\d)\i» N
-NEt ' '
: Z 0" N0 N Z 0o

R1= -CH2-COOEt 82-85 89-93
Exp. No. R %R (i) %R (i)
1 89 H- 67 70
2 90 6-MeO 70 80
3 9 6-Br -- 60
4 92 8-EtO -- 70

80 Quahrouch, A.; Taourirte, M.; Schols, D.; Snoeck, R.; Andrei, G.; Engels, J.W.; Lazrek, H.B. Arch. Pharm. Chem. Life
Sci. 2016, 349, 30-41.
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5 93  7-NEt, 60 50 |
2i) KN3 (1.2 mol), etil bromoacetato (1 mol), CuSO4 (0.05 mol), Ascorbato de sodio (0.4 mol), 2 ml DMSO,
0.5 mL H20, 50 °C, 1 h; ii) KN3 (1.2 mol), etil bromoacetato (1 mol), CuSO4 (0.05 mol), ascorbato de sodio
(0.4 mol), 2 mL DMF, 0.5 mL H20, 50 °C, 1 h.
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Figura 39. Espectro RMN-'H de 89 en CDCl3, 500 MHz.

En la Tabla 23, se describen los desplazamientos quimicos en ppm correspondientes a la sefal

del protdn vinilico del 1,2,3-triazol, asi como los correspondientes al oxirano con su valor de J.

Tabla 23. Desplazamientos quimicos 6 en ppm y constantes de acoplamiento J en Hz de las

estructuras obtenidas.

R O H (triazol) S H (oxirano)  J (oxirano)

1 89 H 7.50 2.87 4.9
2 90 6-MeO- 7.19 2.87 4.6
3 91 6-Br- 7.51 2.89 4.7
4 92 8-EtO- 7.54 2.85 4.8
5 93 7-EtoN- 7.74 - -
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De la misma forma en la que se trabaj6é para obtener las moléculas triazol-oxirano, se hizo con
el alcohol primario proveniente del derivado con Et2N- (molécula 79), la metodologia fue la misma
y después de realizar purificacion por columna se logra aislar el triazol correspondiente con un
rendimiento del 50%, en la Figura 40 se muestra el espectro de hidrégeno de la molécula 93 y
se observan las sefales caracteristicas del protén vinilico del triazol (3c) en 8= 7.7 ppm, se
observa el metileno base de alcohol (3a) en 6= 5.1 ppm, y el protén vinilico (3b) en 6= 7.0 ppm.
Por otra parte, en la Figura 41 se muestra la difraccién de rayos X de la molécula obtenida, donde
se corrobora el patrén de sustitucién 1,4 del 1,2,3-triazol, y también la presencia del enlace doble
C-C base del alcohol; en el diagrama ORTEP se puede apreciar la planaridad del sistema, lo que
permite una conjugacion completa de la molécula, ademas se corrobora que la distancia entre el
carbono base del alcohol es de 1.34 A comprobando que es un enlace doble C=C, por ultimo se
puede observar que el hidrégeno del alcohol tiene una interaccién con el N2 de anillo de triazol,

y que efectivamente el producto exclusivo de la reaccién con cobre es el triazol 1,4-bisustituido.
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Figura 40. Espectro RMN-"H de la molécula 93 en CDCls, 500 MHz.
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Figura 41. Difraccion de rayos X de la molécula 93, oxigenos en rojo, nitrdgenos en morado.

A la par del trabajo realizado con los oxiranos, también se realizaron pruebas para obtener 1,2,3-
triazoles a partir de los alcoholes terciarios con alquinos terminales, para este propdsito se
buscaron las mejores condiciones de reaccion, para que el calor no promoviera la ciclacion
intramolecular, y a su vez permitiera obtener el 1,2,3-triazol 1,4-disustiuido, buscando en la
literatura se utilizé el procedimiento reportado por Lee et al.®! donde se reporta el uso de un
sistema CH2Cl2:H20 (1:1 v/v), que permita la solubilidad tanto de las moléculas organicas, como
de las sales de cobre y del agente oxidante usado, mejorando la eficiencia de la reaccion. El
dipolo utilizado en esta etapa de sintesis se encuentra previamente sintetizado y comercializado
por Sigma-Aldrich, y es la p-toluensulfonil azida, estable a temperatura baja y facil de utilizar. En
la Tabla 24, se muestra la ecuacion general de la reaccidn las mejores condiciones de reaccion
y ademas se muestran los rendimientos base pura de dicha reaccién, en este caso se observa
que no existe una diferencia significativa entre utilizar una molécula con metileno halogenado y
otra con el trifluorometilo, puesto que la reaccién esta en el lado del alquino terminal. A su vez
en la Figura 42, se muestra un espectro de hidrégeno de una de las moléculas obtenidas, se
resalta la presencia del metilo del grupo tosilo, y la desapariciéon del proton del alquino, con la
consecuente aparicion del protén vinilico del 1,2,3-triazol.

81| ee, B.-Y.: Park, S.R.; Jeon, H. B.; Kim, K. S. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 5105-5109.
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Tabla 24. Rendimientos de reaccion usando la azida organica.

ITs
N\
| N
CuS0, 5H,0 HO N
9 Ascorbato de sodio
+ N,— B ——— | N N R1
E R
O CH2C|2:H20 4 o o)

Exp.| R Ri |T(C) t(h) %R

1 -CHzBr 1175
> BN o | te T Tes

mavg-GAMS129-260816

HO CF3N:N\N .
—Is
L Qe

/ A

L 2% b PN 3 bt b
g wq * ] N S N
RN ~ R < P s
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.0 4.5
f1 (ppm)

Figura 42. Espectro de RMN-'H del compuesto b en CDCl3, 500 MHz.

Al igual que en el caso de las moléculas oxirano-triazol, también se obtuvieron cristales de una
molécula sintetizada usando p-toluenfulonilazida. La difraccion de rayos X se muestra en la
Figura 43, esta difraccion corresponde a la molécula 88 de la Tabla 24, se puede apreciar que
se mantiene el metileno base de Br-, y lo mas importante es que solo se obtiene un regioisémero
del triazol y es el 1,4-disustituido; ademas en la celda completa se observa que existen dos tipos

de empaquetamientos, debido a los grados de libertad proporcionados por los enlaces C-C.
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Figura 43. Difraccion de Rayos X para la molécula 88.

Con los resultados mostrados hasta el momento, se aprecia que los derivados correspondientes
a EtO- y Et2N-, no pudieron ser empleados en la ruta de sintesis planteada originalmente, debido
a que no se obtuvieron en buenos rendimientos generales de los oxiranos esperados (0
simplemente no procedieron como en el caso de Et2N-). Por lo anterior, se trabajo en la apertura
de anillo con el resto de las moléculas, para poder realizar dicho proceso se buscaron las mejores

condiciones de reaccion.
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En la Tabla 25, se muestran rendimientos base pura correspondientes a cada molécula; en lo
que respecta a la reactividad, se observa una tendencia general y no se ve afectada por la

presencia de un sustituyente electrodonador o electroatractor.

Tabla 25. Rendimientos de la reaccion de apertura de anillo usando azida como nucledfilo.?

R1
A\ R
N N, g 1
HO [ N
R=-H, -OMe, -Br, -OEt RA- Ry~
-NEt, Z >0 N0 Z >0 N0
R4= -CH,-COOEt 89-92 94-96
 Exp.  No. R  T(C) t(h) %R |
1 94 H- 67
2 95 6-MeO- 50 16 70
3 96 6-Br- 70

aj) KN3 (1.2 mol), NH4CI (1.2 mol), DMF.

El espectro de proton de la molécula de la entrada 2 (molécula 95) se muestra en la Figura 44,
las senales caracteristicas son el hidrégeno correspondiente al anillo de lactona de la cumarina
8=7.9 ppm, la senal del triazol que sufre un desplazamiento a campo alto 3=7.4 ppm y las sefiales
dd correspondientes al metileno base de triazol 6=3.5 ppm con su J= 14 Hz, y la correspondiente
a la base de azida 6=3.6 ppm, mostrando un aumento en su J de 5 Hz a 14 Hz, corroborando la
apertura del epéxido.

Se observa que los desplazamientos quimicos de las sefiales del triazol y el metileno base de

azida mantienen una similitud entre los derivados obtenidos, dicho resumen se muestra en la
Tabla 26.

Tabla 26. Desplazamientos quimicos (en ppm) de hidrégeno de las sefiales de triazol y

metileno.
 Exp. No. R 8 H (triazol) 85 CH2 N3 \
1 94 H- 7.41 3.67
2 95  6-MeO- 7.19 3.65
3 96 6-Br- 7.19 3.75
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Figura 44. Espectro de RMN-'H de la molécula 95 en CDCls, 500 MHz.

Se buscaron las mejores condiciones de reaccion para la apertura del anillo, pero utilizando como
nucledfilo el 1H-1,2,4-triazol. Dicha busqueda se muestra en la Tabla 27. Se aprecia que se
necesita como contra ion un cation duro (Li*), y permite que el ataque nucleofilico sea realizado
por el N1 del triazol puesto que existe evidencia en la bibliografia de que también puede ser
llevado a cabo por el N4%283 pero esto repercute considerablemente en su actividad bioldgica de

forma negativa.

82 Shneine, J.; Alaraiji, Y.H. IJSR, 2016, 5, 1411-1423.
83 parminder, K.; Anshul, C. Int. Res. J. Pharm. 2017, 8, 10-29.
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Tabla 27. Condiciones de reaccion para la apertura del oxirano usando 1H-1,2,4-triazol.

R\
N-N N
N N N/t\ R'
QN N
H HO | N
N o) N, IR N
—_— R_
R + N‘ N - L~
R=-H 0o ~ 0o

R'= -CH,-COOEt 89-92 97-99
Exp. R T(2C) Disolvente Base Aditivo Observaciones \

1 65 DMF - NH,Cl N.R

2 65 DMF K,CO3 - N.R

3 70 DMF NaH - N.R

4 " 70 THF - NH4Cl N.R

5 70 THF K,CO3 - N.R

6 %R= 60%

7 6-MeO- 25 DMF LiOH - %R=70%

8 6-Br- %R=50%

La solubilidad de los compuestos sintetizados es muy baja, por tal motivo se decidié utilizar
DMSO como disolvente para su elucidacién. En la Figura 45, se muestra un espectro de protén
de la molécula correspondiente a la entrada 6 (molécula 97) y se observan las sefiales
caracteristicas de la cumarina, pero también se observan dos sefiales de protones vinilicos en
6= 7.83 ppm y 6= 7.95 ppm, que corresponden a los hidrégenos vinilicos del 1,2,4-triazol, su
desplazamiento muestra que efectivamente se llevé a cabo el ataque nucleofilico por parte de
N1; se puede observar que el metileno base del 1,2,4-triazol también sufre un desplazamiento a
campo bajo por efecto donador del anillo heterociclico, y se conserva la sefial del protdn vinilico

del 1,2,3-triazol en 3= 7.6 ppm junto con el metileno base del mismo en 6= 3.9 ppm.
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Figura 45. Espectro RMN-'H de la molécula 97 en DMSO-ds, 500 MHz.

Aligual que en los casos anteriores en la Tabla 28, se hace una comparativa del desplazamiento
quimico del metileno base de triazol y su constante de acoplamiento. El metileno base de 1,2,4-
triazol se encuentra en campo bajo en alrededor de 1 ppm, respecto al metileno base de azida
de las moléculas anteriores, esto debido al efecto electrénico que da el anillo de 5 miembros al
metileno, en comparacion con sustituyente azida. Se observa que también existe un ligero
cambio en la J de acoplamiento del metileno, estos parametros a pesar de ser distintivos no son
muy utiles al momento de caracterizar las estructuras, se prefiere IR para distinguir entre azida
y 1,2 4-triazol, ademas de que el espectro de RMN-'3C otorga desplazamientos mas notables

entre los metilenos.

Tabla 28. Desplazamiento quimico y constante de acoplamiento del metileno base de 1,2,4-

triazol.
Exp. No. R 1.2.4-triazol
oppm J(Hz)
1 97 H- 438 11.8

2 98 6-MeO- 4.43 121
3 99 6-Br- 4.47 11.9

Pagina | 84



En la Figura 46, se realizé una comparativa de los espectros IR de los intermediarios de una
familia de cumarinas (6-Br) con la ruta de sintesis planteada. Se puede observar que se mantiene
un solo carbonilo alrededor de 1700 cm™' correspondiente al anillo de lactona del heterociclo de
cumarina; la parte importante para corroborar el avance de la reaccion es la desaparicion de la
sefal del hidroxilo en 3477 cm™ (color negro) para convertirse en oxirano y desplazar la sefial
del alquino terminal a 3200 cm™ (naranja), esta sefial desaparece como se espera debido a la
cicloadicién con la azida organica (azul), para después presentar de nuevo las bandas
correspondientes al hidroxilo terciario 3400 cm™y a la azida 2100 cm™ (verde), en este espectro
también se alcanza a identificar la nueva sefial del carbonilo de éster proveniente de la azida
organica; y por ultimo, en el caso de los bitriazoles, se observa una banda del hidroxilo muy
ancha, y ademas las bandas estiramiento N=N, junto con las bandas de los carbonilos donde se
pueden observar valores semejantes. En la Tabla 29 se hace una comparacion de los
desplazamientos de las bandas principales de los derivados sintetizados, que corresponden a
los desplazamientos reportados en la literatura de los grupos funcionales, se puede observar que
la intensidad de las bandas es variable para cada molécula, pero no dejan de estar en los
intervalos correspondientes.

Tabla 29. Desplazamiento en cm™' de las bandas de los principales grupos funcionales.

Carbonilo Carbonilo

Molécula Alquino Ester Triazol- Azida 1,2,3- 1,24
(C=C-H) -N3 triazol triazol
ciclico éster

77 3274 1707 - - -
78 3303 1676 - - -
79 2974 1708 - - -
80 3307 1690 - - -

81 3310 1699 - - -
82 3265 1714 - - -

83 3256 1699 - - -
84 3258 1725 - - -
85 3282 1743 - - -
86 2972 1718 - - -

87 - 1754 1713 - 1631-1611 -
88 - 1750 1711 - 1580 -

89 - 1730 1725 - 1627-1602 -
92 - 1753 1693 2098 1609-1571 -
93 - 1753 1692 2101 1625-1590 -
94 - 1748 1703 2107 1602-1563 -
95 - 1750 1705 - 1629-1611 1506-1456
96 - 1751 1692 - 1578 1497
97 - 1749 1715 - 1601-1566 1505-1479
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Figura 46. Espectros IR de la familia de cumarinas con sustituyente bromo, de la ruta de sintesis
planteada.
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Para obtener los espectros de UV, se utiliz6 MeOH como disolvente a la misma concentracion,
dicha concentracion es de 10® M, esta concentracion fue seleccionada porque permitia observar
las bandas de absorcion perfectamente distinguibles, en la Figura 47 se hace la comparacion de
los espectros de absorcion para la familia de cumarinas con sustituyente (6-MeO-) de toda la ruta
de sintesis planteada; siendo la especie de: Alquino con Bromo (78), Epdxido (83), Epoxido-
Triazol (90), Azida-triazol (95), Bi-triazol (98). Se puede observar, que no existe un
desplazamiento significativo entre especies, y es el mismo caso para todas las moléculas
obtenidas. Para el caso de la familia con el sustituyente previamente mencionado se observan
dos bandas representativas, una en 280 nm y otra en 350 nm aproximadamente, la primera

corresponde a la absorcion del sistema aromatico de la cumarina (del tipo n-7*) y la segunda se

debe a la conjugacion otorgada por el sustituyente (del tipo n-r*).
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Figura 47. Traslape de espectros UV de la familia de cumarinas con sustituyente metoxilo en
MeOH 106 M.
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2.6.3 EVALUACION BIOLOGICA

La evaluacion de la actividad antifungica se realizo frente a las cepas ATCC10231 (C. albicans
sensible), ATCC14423 (C. krusei resistente, cepa control), CBS138 (C. glabrata sensible),
CGL43 (C. glabrata resistente), ATCC22019 (C. parapsilosis sensible, cepa control).

Los compuestos fueron disueltos en DMSO y se evaluaron en concentraciones de 0.5-300 ug/mL
se realizaron las diluciones seriadas de cada una a partir de una concentracion inicial (102 M);
el DMSO fue utilizado como blanco. El ensayo se realizé en placas de Elisa donde se expusieron
las cepas seleccionadas a diferentes concentraciones de los compuestos 94-96 y 97-99, y una
vez finalizado el tiempo de exposicion se realizé la medicién de la densidad 6ptica a tiempos de
0 h, hasta 24 h de contacto, con la finalidad de conocer el crecimiento del microorganismo pasado
dicho periodo. En las siguientes graficas se realiza la comparativa entre el porcentaje de
crecimiento absoluto frente la concentracién del compuesto.

Los resultados muestran que no hubo efecto representativo en la inhibiciéon del crecimiento,
inclusive en las cepas sensibles usadas como control, cabe mencionar que a concentraciones
muy altas (a partir de los 75 mg/mL) se comienza a ver que existe inhibicién para C. kuresei
resistente con todas las muestras, pero no es un resultado de relevancia porque la cantidad con
la que se empieza a ver este efecto, es elevada y no es comparable con las reportadas en la
literatura. En la Figura 48, se muestran las gréficas para las moléculas que tuvieron mejor
actividad bioldgica.

Cabe mencionar que la molécula que presentdé mejor actividad bioldgica fue aquella con el grupo
azida y el sustituyente Br- en el anillo aromatico, esto concuerda con la informaciéon docking
proporcionada. En general las moléculas con mayor actividad inhibitoria son las que poseen un
grupo azida y el 1,2,3-triazol. Pero de nueva cuenta, la concentracion utilizada es demasiado alta
en comparacion con la reportada en la literatura para compuestos con triazoles?. Estos valores
elevados pueden ser debido a la metodologia de evaluacion aplicada, es empiricamente
conocido que dependiendo del método (diluciones seriadas, inhibicion en placa, etc.) el valor de
la CMI puede cambiar.

Al presentar valores tan altos de concentracion y tener tan poco efecto, inclusive en las cepas
sensibles, la evaluacion bioldgica concluyé con la cuantificacion de la inhibicién de crecimiento,
y no se procedio a realizar otros parametros como la cuantificacion de ergosterol, la medicion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) y la ICso.

84 Genin, M. J.; Allwine, D.A.; Anderson, D.J.; Barbachyn, M. R.; Emmert, D.E.; Stuart, A.; Garmon, D. R.; Graber, K.
C.; Grega, J. B.; Hester D.K.; Hutchinson, J.; Morris, R.J.; Reischer, C. W.; Ford, G. E.; Zurenko, J. C.; Hamel, R. D.;
Schaadt, D.; Stapert, B.; Yagi, H. J. Med. Chem. 2000, 43, 953-970.
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Figura 48. Graficas de inhibicién de crecimiento celular para las moléculas que tuvieron mejor
actividad biolégica 95 y 96.

Pagina | 89



2.7 CONCLUSIONES

Se sintetizaron 3 analogos de fluconazol y 3 moléculas de azida-triazol con base de nucleo
cumarina en rendimientos moderados, 50-70% y 60-70% respectivamente, siendo un total de 6
moléculas con potencial actividad antifingica. Durante la sintesis de dichos compuestos se
obtuvieron diferentes estructuras cristalograficas que nos corroboran las estructuras propuestas.
La caracterizacion mediante UV nos permite observar que las familias con sustituyente 6-MeO-,
7-Et2N- presentan emision en el espectro visible y tienen potencial aplicacion como sondas
fluorescentes.

De acuerdo al estudio docking, los compuestos con sustituyente Br-, siendo bitriazol o azida-
triazol pueden presentar mejor actividad antifingica, mientras que, los estudios de la actividad
biolégica mostraron que esto es solo a concentraciones elevadas (300 pyg/mL). También se
corrobor6 que existe diferencia en la potencia respecto a tener una estructura con azida o con
1,2,4-triazol.

Por otra parte, durante la realizacién del proyecto se obtuvieron moléculas diferentes para los
sustituyentes de EtaN- y EtO- (el alcohol primario 86 y el aleno 87, respectivamente), para estos
casos aislados falta realizar diferentes pruebas de reactividad que corroboren los mecanismos
propuestos, asi como estudiar un posible campo de aplicacion de las estructuras sintetizadas

que no corresponden a la ruta de sintesis.
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3.1 INTRODUCCION

3.1.1 Flavaglinas

También llamadas rocaglamidas o rocaglatos, son una familia de compuestos de
ciclopenta[b]benzofuranos que se aislan uUnicamente de plantas del género Aglia. Se tienen
registros del uso de estas plantas en la medicina tradicional para el tratamiento del asma y
enfermedades de la piel®®. La rocaglamida (Figura 49), fue el primer compuesto aislado y

caracterizado de esta familia, debido a su potente actividad antileucemica®®.

Figura 49. Estructura de la rocaglamida.

A partir de entonces, se tienen caracterizados mas de 100 diferentes compuestos de esta familia,
y han atraido la atencién de cientificos por su amplio espectro de bioactividades que incluyen
desde insecticidas, antifungicos, antiinflamatorios, neuroprotectores, cardioprotectores, y con
particular atencion, anticancerigenos®”. Desde el punto de vista estructural, los quimicos
organicos se mantienen interesados debido a su complejidad y por su estructura altamente
funcionalizada y tensionada. La caracteristica mas intrigante de las flavaglinas es la citotoxicidad
selectiva hacia las células cancerosas®. De hecho, hasta donde sabemos, todas las lineas
celulares de céancer y las lineas celulares transformadas son sensibles a esta citotoxicidad,
mientras que los cultivos primarios de células no cancerosas no se ven afectados®.

Actualmente también se han sintetizado diferentes analogos, todos han demostrado potencia
frente a lineas celulares de cancer, en la Figura 50 se muestran algunos ejemplos. Para
comprobar y estudiar los mecanismos de accion, se reporté la sintesis de un analogo de
rocaglamida unido a una estructura de cumarina (Figura 50, recuadro verde), esta ultima al
presentar propiedades fluorescentes, se utilizé pensando que se podria “rastrear” a la molécula

en el interior de la célula. En primera instancia parecioé funcionar, pues se rastre6 hasta el reticulo

85 Baumann, B.; Bohnenstengel, F.; Siegmund, D.; Wajant, H.; Weber, C.; Herr, |.; Debatin, K.-M.; Proksch, P.; Wirt, T.
J. Biol. Chem. 2002, 277, 44791-44800.

86 King, M.L.; Chiang, C.-C; Ling, H.-C.; Fujita, E.; Ochiai, M.; McPhail, A.T. Chem. Commun. 1982, 20, 1150-1151.
87 Ribeiro, N.; Thuaud, F.; Nebigil, C.; Désaubry, L. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 1857-1864.

88 King, M.L.; Chiang, C.-C.; Ling, H.-C.; Fujita, E.; Ochiai, M.; McPhail, A.T. Chem. Commun. 1982, 20, 1150-1151.
89 Basmadjian, C.; Thuaud, F., Ribeiro, N., Désaubry, L. Future Med. Chem. 2013, 5, 2185-2197.
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endoplasmatico®, sugiriendo un tipo de mecanismo de accion, pero surgié la duda sobre si fue
la rocaglamida la que se posicion6 ahi, o la cumarina fue la que dirigié dicha localizacion. Por

estos motivos aun quedan elusivos los procesos de actividad bioldgica.

HO

Silvestrol o—

Rocaglaol R= H . - 2
Rohinitib R=CONHOMe FIaVagIlna FL3R —Br, R“=H

IMD-019064 R'=MeO, R2=F
NEt,
[ o °
o
/// K/NH /
o
N
o

Figura 50. Ejemplos de analogos de flavaglinas sintetizados.

Carbaisostero

Resulta importante conocer exactamente el mecanismo de accién de las moléculas bioactivas,
para ello, el uso de la fluorescencia es indiscutiblemente Gtil tanto por sencillez como rapidez, el
hecho de que alguna molécula de flavaglina mostrara fluorescencia por si misma, es un area de

oportunidad para desarrollar una sintesis.

3.1.2 Materiales fluorescentes

En los ultimos 70 afios, la fluorescencia ha evolucionado de una curiosidad cientifica a una
herramienta indispensable para examinar fendmenos bioldgicos. Hoy en dia, las moléculas
fluorescentes se utilizan ampliamente como marcadores para biomoléculas, sustratos para
enzimas, indicadores para iones y manchas para dominios subcelulares. Las moléculas
organicas pequefas constituyen una subclase importante de fluoréforos Utiles, e innumerables
sondas de moléculas pequefias estan disponibles comercialmente o mediante disefio y sintesis

de novo. La union de diferentes grupos reactivos, variedades de sustrato, agentes quelantes y

90 Thuaud, F.; Bernard, Y.; Turkeri, G.; Dirr, R.; Aubert, G.; Cresteil, T.; Baguet, A.; Tomasetto, C.; Svitkin, Y.;
Sonenberg, N.; Nebigil, C. G.; Désaubry, L. J. Med. Chem. 2009, 52, 5176-5187.
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otras funcionalidades quimicas a un conjunto bastante pequefno de soportes colorantes da lugar
a la gran coleccién de sondas fluorescentes disponibles en la actualidad. La Figura 51, muestra
algunos de los colorantes fluorescentes con atomos de oxigeno, utilizados como marcadores de

procesos o simplemente colorantes®!9293,
O
PV
0 0 0 OCH;
Oy

\
O// Ar

Figura 51. Fluoréforos comunes con atomos de oxigeno.

A su vez, existen otro tipo de compuestos, los cuales se coordinan a un acido de Lewis para
poder mejorar significativamente sus propiedades luminiscentes, estos son los compuestos de
organoboro, los cuales han sido extensamente explotados en afios recientes debido a sus
propiedades luminiscentes que han encontrado aplicacién en muchos campos de investigacion®.
Los compuestos como los que se muestran en la Figura 52 tienen aplicaciones generalizadas,
por ejemplo, en quimiosensores®, marcaje biomolecular®® y terapia fotodinamica®.
Investigaciones recientes también han descrito el uso de estas estructuras como sondas de vida

de fluorescencia para interacciones con el ADN%.

91 Deperasinska, |.; Makarewicz, A.; Krzeszewski, M.; Gryko, D.T. J. Phys. Chem. A. 2015, 11, 9051-9058.

92 Goncalves, M. S. T. Chem. Rev. 2009, 109,190-212.

9 Takashi, M.; Nakano, K.;' Nozaki, K. J. Org. Chem. 2015, 80, 3790-3797.

% Kumbhar, H.S.; Deshpande, S.S.; Shankarling, G.S. Dyes and Pigments, 2016, 727, 161-169.; Potopnyk, M.A.;
Volyniuk, D.; Ceborska, M.; Cmoch, P.; Hladka, |.; Danyliv, Y.; Grazulevicius, J.V. J. Org. Chem. 2018, 83, 12129-
12142.; Bonacorso, H. G.; Martins, M. A. New J. Chem., 2018, 42, 1913-1920.

% Okutan, E.; Tumay, S. O.; Yesilot, S. J. Fluoresc., 2016, 6, 2333-2343.

% Martynov, V. I.; Pakhomov, A. A.; Popova, N. V.; Deyev, |. E.; Petrenko, A. G. Acta Nat., 2016, 4, 33-46.

97 Kamkaew, A.; Lim, S. H.; Lee, H. B.; Kiew, L. V.; Chungc, L. Y.; Burgess, K. Chem. Soc. Rev., 2013, 1, 77-88.
98 Dziuba, D.; Jurkiewicz, P.; Cebecauer, M.; Hof , M.; Hocek, M. Angew. Chem., 2016, 55, 174-178.
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Figura 52. Moléculas de organoboro con propiedades fluorescentes.

En resumen, en este capitulo se aborda el disefio de nuevos componentes organicos con
potencial actividad fluorescente, a partir de nucleos con actividad bioldgica registrada. El

propésito de este apartado es la sintesis de moléculas base de flavaglina y oxaziborinina.

3.2 JUSTIFICACION

Resulta importante conocer la localizacion celular de las diferentes estructuras que pretendan
tener actividad biolégica, para ello los estudios de fluorescencia son herramientas muy Uutiles; el
problema radica en la dificultad de sintetizar moléculas que no presenten autoextincion, o tengan
diferente longitud de emisién a las estructuras celulares.

Se pretende funcionalizar estructuras de posible actividad bioldgica, de tal manera que puedan

lograr fluorescencia.

3.3 HIPOTESIS

Las moléculas sintetizadas presentaran propiedades fluorescentes, y seran utiles para poder
analizarse en el interior de lineas celulares. Al poseer desplazamientos de Stokes diferentes, no
interferiran con las mediciones de emisién de fluorescencia propias de proteinas. Por ultimo,
ademas de llegar al interior de la célula presentaran actividad biolégica propia del nucleo principal

de flavaglina.
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3.4 OBJETIVO GENERAL

Construir plataformas organicas derivadas de rocaglamida, con posible aplicacion fluorescente.

L = O

3.5 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar y caracterizar derivados de ciclopenta[b]benzofuranos.

0]

R NN R X
T + TMSOI ——— o OH
= o 0 7 o

R= H-, MeO-, Br-, EtO-

e Sintetizar y caracterizar las enaminas.

R
N AN - =

OH
Z 0

v
-
+

R= H-, MeO-, Br-, EtO- N\ X
o Sintetizar los compuestos coordinados y realizar su caracterizacion.

R’\ /
wo ST
_ B ,
s

O NH +  BF3(OEt) o B

R O\R

R= H-, MeO-, Br-, EtO-
e Sintetizar y caracterizar plataformas de 4-hidroxicumarina acetiladas.

F

OH OH O
0L — L
(0] O (0) [6)

e Sintetizar iminas y realizar su caracterizacion.
R
Q)
OH O OH N ~
©\)\ﬁ @?ﬁ
R —
(0] O (6] O
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e Sintetizar y caracterizar los compuestos coordinados con nucleo de cumarina.

R R

//| - 2.
N Ny |
OH N O/B\ N
|
XX x
—_—
o~ ~o

N
|
o O

e Evaluar las propiedades fluorescentes de los compuestos obtenidos.

3.6 RESULTADOS Y DISCUSION
3.6.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION

La sintesis de las estructuras objetivo comienza con una transformacion de apertura de anillo, a
partir de 3-acetilcumarinas usando TMSOI, en el esquema 4 se muestra de manera general la

ruta de sintesis planteada.

(6]
0 o}
g XN N X / N / A\
R_I —_— | OH —_— | —_— R// h
= 0 o R// o /= o NH (0) N-B F

N
R / | F
N \I N\ \/
R= H-, MeO-, Br-, R’ R’
EtO-, Et,N-
R'= -OMe, -H

Esquema 4. Ruta de sintesis planteada para la obtencién de las oxaziborininas.

Para llevar a cabo la sintesis de las estructuras base, se aplicd la metodologia reportada por
Yamashita et al.%® usando los nucleos de 3-acetilcumarinas previamente sintetizados por el grupo
de investigacion, en esta metodologia se hace reaccionar TMSOI con NaH en un disolvente polar
aprético anhidro, en la referencia se hace énfasis en el uso de DMSO, pero al probar con nuestras
moléculas la presencia de hidrogenos acidos en los acetilos en posicion 3 de la cumarina, hacian
que los rendimientos bajaran considerablemente, y se escogid trabajar con DMF y con esto se
prefiere la formacién adecuada del reactivo alquilante, a continuacién se adicioné la cumarina a
temperatura ambiente aumentando los rendimientos base pura de las moléculas esperadas.
Finalmente, se adiciond acido clorhidrico diluido y posterior neutralizacién con bicarbonato de

sodio para obtener los ciclopenta[b]benzofuranos correspondientes (Tabla 30).

% Yamashita, M.; Okuyama, K.; Kawaijiri, T.; Takada, A.; Inagaki, Y.; Nakano, H.; Tomiyama, M.; Ohnaka, A_;
Terayama, |.; Kawasaki, |.; Ohta, S. Tetrahedron, 2002, 58, 1497-1505.
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Tabla 30. Rendimientos de reaccion para las moléculas obtenidas.

RZ
O
2.4 eq TMSOI o
YR Z i
R 3 R OH
o Xp eq NaH Z~0
DMF
Exp. No. R R? A
1 100 H- 50
2 101 6-MeO- 61
3 104 8-EtO- -CH3s 45
4 102 6-Br- 35
5 103 7-EtoN- 40

El mecanismo de reaccion mediante el cual ocurre esta transformacion se detalla en la Figura
53, este mecanismo es reportado por Yamashita y explica la apertura del anillo de lactona con
su posterior ciclacion a benzofurano. Por otro lado, en la Figura 54 se observa un espectro de
hidrogeno de Resonancia Magnética Nuclear, se etiquetan las sefiales mas importantes que
corresponden a los hidrégenos alifaticos de los anillos fusionados en la Tabla 31, se enlistan los

desplazamientos en RMN-'H de los derivados de rocaglamida.

O H O
~ H,C=S(O)M
O (6] 8

o)
CNE
S*(O)Me,

o o)
N EN

o —_— . H., (o) —

'a o]

S*(0)Me, O s*(0)Me, (8 S*(0O)Me;

{
°

Figura 53. Mecanismo de reaccion para la formacion de ciclopenta[b]benzofuranos.

Tabla 31. Desplazamientos de RMN-'H de los derivados de rocaglamida.
Molécula H-2 H-4 H-5 H-3a
100 554 317,277 4.09 2.11
101 5,51 3.15,2.75 4.07 2.14
102 5,55 3.16,2.73 4.07 2.15
103 549 3.07,2.67 398 2.08
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104 568 3.14,2.74 4.01 214

A la par se comenzd a trabajar en la ruta de sintesis para utilizar 4-hidroxicumarinas y obtener
otro tipo de compuestos (Esquema 5).

MAVG-GAMS307F1-08082018

2114 Q) W

=X
OH N=
W,
N S
o "0

Esquema 5. Ruta de sintesis planteada para la obtencién de plataformas de cumarina.
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Para comenzar, se sintetizd la 4-hidroxicumarina mediante la metodologia establecida por
Naveen et al.'® utilizando fenol como material de partida, la Figura 55 muestra el espectro de
hidrégeno de la cumarina obtenida, asi como los subproductos que se aislaron y caracterizaron.
Se observan las sefiales caracteristicas de la 4-hidroxicumarina, un protdn correspondiente en
6 ppm que corresponde al hidrogeno en posicion 3, el cual se diferencia del precursor antes de
la ciclacion en el espectro color verde, el proton vinilico muestra un desplazamiento a campo
bajo debido al efecto del hidroxilo, por ultimo, se observa en azul el espectro de un subproducto
donde ocurre una sustitucién nucleofilica aromatica en el hidréxilo por una molécula de etanol,

mostrando los correspondientes triplete y cuadruplete ademas de la senal del H-3 en 6 ppm.

MAVG-GAMS318A-01102018

S

@ﬁi
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Figura 55. Comparacion de espectros RMN-'H del compuesto deseado y los subproductos.

Una vez pura y caracterizada, la cumarina fue utilizada como material de partida para realizar
acetilacion en la posicion 3 de la misma usando la metodologia reportada por Hamdi et al.'%'. En
la Figura 56 se muestra el espectro de hidrégeno de la 3-acetil-4-hidroxicumarina, se observa
que desaparece el H-3 del precursor y en su lugar se observa la sefal del metilo del sustituyente
acetil, conservando las sefiales del anillo aromatico.

Para realizar la halogenacion, se intentaron procedimientos reportados previamente en la
bibliografia, pero no se tuvo éxito con ninguna, motivo por el cual se modificé la ruta de sintesis
como se ejemplifica en el Esquema 16. Usando el carbonilo como sustrato para la sintesis de
iminas aromaticas, y por ultimo realizar una coordinacién que permita una conjugacion completa

del sistema.

19 Naveen, S.; Adlakha, P.; Upadhyay, K.; Shah, A.; Anandalwar, S. M.; Prasad, J. S. X-Ray Struct. Anal. Online. 2006,
22,103-104.
101 Al-Ayed, A. S.; Hamdi, N. Molecules, 2014, 19, 911-924.
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Figura 56. Espectro RMN-"H de 3-acetil-4-hidroxicumarina en CDCls.
OH OH OH O
O o XN
. . A
O ot de, — OO, — O
0~ o

R F

_B. .R .R
0 IN OH N
N N '
R= 4-MeOPh,-Py, D
4-MePh, -Ph o X0 oo
Esquema 6. Ruta de sintesis propuesta para compuestos coordinados.

Para realizar la condensacion, se utilizo la metodologia reportada por Mote et al.'%? esta consiste

en la adicién de aminas aromaticas a la cumarina disuelta en etanol, y posterior reflujo para la

102 Mote, M.S.; Patwari, S. B.; Pachling, S. P. J. Chem. Pharm. Res., 2013, 5, 267-270.
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obtencion de las iminas, en la Figura 57 se muestra un espectro de hidrégeno de una de las

moléculas obtenidas. En esta molécula se observa que la sefnal del acetilo se mantiene ademas

de que aparece un nuevo singulete en 4 ppm correspondiente al metoxilo de la imina, aparece

el sistema AB del anillo aromatico de la misma, y podemos observar que también aparece el

proton del hidroxilo de la posicién 4 en 15 ppm.

OH O
[Oe] MeO

mavg-gams331-161118

EtOH

—_—

0911 g S

/©/OM9
OH N

O

15.5

14.5

13.5

9.5

9.0 85
f1 (ppm)

8.0

Figura 57. Espectro RMN-"H de la base de Schiff en CDCl3, 500 MHz.

Por ultimo, se realizé la coordinacion usando la metodologia reportada por Zhang et al.'%, esta

metodologia resulta en un buen rendimiento (%R=70), ademas de ser practica y rapida. La

purificacion se realiza en columna cromatografica, gracias a que el compuesto obtenido es

bastante estable. Cabe mencionar que, a pesar de lo esperado, estos derivados no presentan

fluorescencia en solucion en cambio lo hacen en estado sélido. En la Figura 58 se muestra un

espectro de hidrégeno de uno de los compuestos, observando un desplazamiento de las sefiales

del fenilo de la imina y la desaparicion de la sefal del hidroxilo en la posicion 4.

103 Zhang, P.; Liu, W.; Niu, G.; Xiao, H.; Wang, M.; Ge, J.; Wu, J.; Zhang, H.; Li, Y.; Wang, P. J. Org. Chem. 2017, 82,

3456-3462

Pagina | 103



OMe OMe
oy v T
B/
OH N o N

AN Et3N 2
—_—
+
BFsOEt oyl
(0] O o) (0]
mavg-gams332-161118
[ U WU A N A
T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 58. Espectro RMN-'H del compuesto coordinado en CDCls, 500 MHz.

En la Figura 59 se presenta el diagrama ORTEP de la molécula final obtenida, se hace énfasis
en sefalar que existe una coordinacion al atomo de boro tanto por el atomo de nitrdgeno como

por el de oxigeno, formando un anillo de seis miembros, ademas existe planaridad en el sistema

de la cumarina y la oxazaboridina.
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Figura 59. Difraccion de rayos X de la cumarina coordinada, oxigenos en rojo, nitrégeno en

morado, boro en café y fllor en verde.

Se siguid la metodologia encontrada para trabajar con el carbonilo de los
ciclopenta[b]benzofuranos, pero desafortunadamente la reactividad es muy diferente, en la Tabla
31 se muestra la busqueda de las condiciones de reaccidn para aumentar rendimientos, y se
utilizan las mejores condiciones. En la Figura 60 se muestra un espectro de hidrégeno de la
molécula obtenida; se esperaba que la condensacion se realizara en el carbonilo de cetona, pero
tras una elucidacion por difraccidon de rayos-X, se observa que al utilizar el &cido como catalizador
(Entrada 2) se obtiene una enamina ya que se hace reaccionar al enol en lugar del carbonilo

endociclico.

*®

+ QN“Z_,N@OMG °
o o @

MeO

Tabla 31. Condiciones de reaccion para la sintesis de enaminas.

No. Disolvente (°-E)) . Observaciones
1 4 - No hay transformacion
5 90 3 Transformacion completa %R=
EtOH 40%
3 140 1 Transformacion completa %R=
H 105 (MW) 16%
— Y=
4 MeOH 90 3 AcOH Transformacu:g(;ompleta %R
—~ VR
5 DCE 90 3 Transformamonocompleta %R
30%
6 7-Br- 107 %R= 50
7 5E0- 109 oM 0 3 %R= 60
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8 7-MeO- 106 %R= 60

9 6-Eto:N- 108 %R= 60

Pase a que existe transformacioén completa, el rendimiento es moderado, esto se atribuye al
proceso de purificaciéon, puesto que se realiza en cromatografia en columna, ademas estos
compuestos presentan cierta inestabilidad por lo que al sintetizarlos son inmediatamente usados
en la coordinacion con el acido de Lewis de boro (BFs). La Figura 58 muestra un espectro de
hidrégeno de la molécula correspondiente a la enamina sin sustituyentes en el anillo aromatico
del ciclopenta[b]benzofurano, se observa la sefal correspondiente a la enamina a campo bajo,

ademas de las senales de anillo aromatico de la misma.

MAVG-GAMS333F1-291118
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Figura 60. Espectro RMN-'H de base de enamina 105 en CDCls, 500 MHz.

Para realizar dicha coordinacién, se intenté realizar el mismo procedimiento previamente
mencionado en este capitulo, pero de nueva cuenta no funciond, en la Tabla 32 se muestra la
busqueda de condiciones para obtener los compuestos coordinados, asi como sus rendimientos
base pura. La estructura final es corroborada mediante difraccion de rayos X (Figura 61), en este
caso, la distancia entre los carbonos marcados como C2 y C3 es de 1.419 A, mientras que para
C3y C12 es de 1.355 A, sefialando que debido a la deslocalizacion de la densidad electréonica
del H proveniente de la enamina, el enlace doble ahora se encuentra entre dichos atomos por el
acortamiento de la distancia; asi mismo la distancia entre Ny C2, ahora es de 1.302 A, indicando
la formacion de una imina. Para esta estructura, existe una torcién significativa del anillo de

ciclopentano respecto al dihidrobenzofurano, formandose un angulo de aproximadamente 90°.
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En resumen, no existe planaridad en la molécula, lo que hace que la molécula no presente una
fluorescencia probable.

Por ultimo, podemos observar que los hidrégenos de los atomos de carbono de fusién (C1-C5),
se encuentran orientados a la parte posterior del plano, esto puede presentar una ventaja si se
quisieran remover mediante alguna oxidacion para poder aromatizar a la molécula. Al igual que
el caso anterior, la oxazaborinina obtenida muestra una coordinacién al atomo de boro tanto por

el oxigeno como por el nitrdgeno, y resulta en un anillo planar de 6 miembros.

Tabla 32. Condiciones y rendimientos de los compuestos coordinados.

’: j { BF3;O0Et 2 ﬁ
O NH 3 2 /O

28

Disolvente Base T (°C) | t(h) Observaciones

1 0 1 No hay transformacion

2 110 H- 25 2 No hay transformacion

3 Transformacion completa
%R= 60

4 111 7-Meo-  CHLL  EGN %R=70

5 112 7-Br- [ %R=60

6 113 5-EtO- %R=80

7 114 6-EtzN- %R=80

Con las caracteristicas previamente mencionadas, las moléculas no presentan fluorescencia en
solucion, pero todas poseen una emisién intensa en estado solido. El posterior uso de estas
permitira su aplicaciéon en futuros proyectos del grupo de investigacién como materiales en

actividad dptica y fluorescencia de contraste.
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Figura 61. Difraccion de rayos X de una rocaglamida coordinada, oxigenos en rojo, nitrdgenos

en morado, boro en café y flior en verde.

3.6.2 ANALISIS UV

Para continuar con el estudio de sus propiedades fotofisicas, se comenzd con la obtencion de su
espectro en UV-vis, el disolvente utilizado fue MeOH, puesto que permitia una solucion
homogénea de todos los compuestos, ademas de facilitar la manipulacion de las muestras. En
la Tabla 33, se enlistan las longitudes de maxima absorcién de la serie de moléculas obtenidas,
siendo rocaglamidas (100-104), enaminas (105-109), oxazaborininas (110-114).

Tabla 33. Longitudes de onda de maxima absorcién de los compuestos obtenidos.

Compuesto Amax (hnm) Compuesto Amax (nm) Compuesto Amax (nm)

100 286 105 344 110 337
101 297 106 348 111 340
102 288 107 353 112 339
103 287 108 287 113 337
104 307 109 352 114 339

Se puede observar una tendencia al desplazamiento batocrémico en todos los derivados, esto
por el efecto auxécromo del atomo de nitrégeno afiadido a las estructuras, asi como la
coordinacion con el acido de Lewis en el compuesto. En la Figura 62, se muestra la grafica
normalizada de las absorciones de la familia de compuestos con y sin sustituyente en el anillo
aromatico, en negro se representa la rocaglamida, en naranja la enamina correspondiente, y el
verde el compuesto coordinado, se observa que la banda de absorcién en 286 nm, va perdiendo
intensidad en cada etapa de reaccién, también se modifica el desplazamiento de la nueva banda

de maxima absorcién a longitudes de onda mayor, casi llegando al espectro visible.
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Figura 62. Espectros normalizados UV, de la familia de compuestos sin sustituyente en el
anillo aromatico.

Esta tendencia es observada para todos los derivados, quedando claro que la modificacion
estructural cumple con el propdsito de cambiar las longitudes de maxima absorcién. Como se ha
mencionado previamente, estas estructuras no presentan emision de fluorescencia en solucion,
la emision solo ocurre al momento de solidificar las muestras. En la Figura 63, se puede observar

que al aplicar luz UV sobre la molécula 113 el sélido este emite luz color azul.
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Figura 63. Emision de luz de la molécula 113 en estado solido.

3.7 CONCLUSIONES

Se sintetizaron 5 derivados coordinados en rendimientos moderados 60-80%, con un rendimiento
global bajo, a pesar de que las condiciones para la apertura de la cumarina y posterior ciclacién
fueron las mejores. Los compuestos sintetizados abren un panorama para la aplicacion de
fluorescencia en sélido, que puede ser utilizada en materiales con actividad 6ptica, fluorescencia
de contraste, microscopia, etc. Se puede apreciar la influencia del sustituyente en la modulacién
de la longitud de emisién, debido al cambio en la coloracién que se observa de acuerdo con cada
sustituyente en el anillo aromatico de las moléculas. Los derivados de rocaglamida son las
primeras estructuras de su tipo en presentar fluorescencia lo que cumple con el objetivo
propuesto.

Por otro lado, los derivados de cumarina tampoco presentan fluorescencia en solucién, pero son
plataformas interesantes para su modificacion, ya que son las primeras obtenidas en el grupo de

investigacion en mostrar fluorescencia en estado solido.
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