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RESUMEN

Las_chalconas son compuestos que poseen diferentes actividades bioldgicas,
entre las gle-se encuentran la actividad antiinflamatoria,’ antibacterial,2 antifingica,?
anticancerigena,* por mencionar algunos ejemplos. Dichas propiedades son
atribuidas a su sistema a, B-insaturado y a los sustituyentes en cada uno de los anillos
aromaticos que las_censtituyen. En particular, la presencia de grupos hidroxilo y de
anillos aromaticos aumenta la actividad inhibitoria de células cancerigenas. El objetivo
de este estudio fue sintetizar-chalconas sustituidas con grupos hidroxilo en la posicion
2', que ademas poseyeran o“carecieran de sustituyentes en el anillo B. Durante el
desarrollo experimental del esta tesis se sintetizaron 3 compuestos: la 1-(2-
hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona . (24a), la 1,2-bis-(2-hidroxifenil)etano-1,2-diona
(24b), y la 1,3-difenil-2-propanonat(24c). Los compuestos fueron obtenidos con
rendimientos que van desde un 40% a-un 85%, por medio de la condensacién alddlica
de Claisen-Schmidt utilizando gnergia-de’microondas (MO). La estructura de los
compuestos se corrobord por andlisis espéctroscépicos de IR, RMN 'H, 3C, en
algunos casos bidimensionales, ademas de purito de fusion. Posteriormente se evalué
la actividad citotoxica de los compuestos™24a, 24b y 24¢ en células monoclonares de
sangre periférica de individuos sanos y en 3 diferentes lineas de cancer de cérvix en
concentraciones de 10, 50, 100 y 200 uM? En el estddio, de citotoxicidad en células
mononucleares de sangre periférica realizado a 48 h se dbservé que con el compuesto
24b la viabilidad celular fue del 100%, en tanto que conel compuesto 24a fue de
87.5% y con 24c del 96%. En el ensayo clonogénico que se realizé a 72 h se observé
gue la chalcona 24¢ a una concentracion de 10 uM presenta un efecto antiproliferativo
celular en las 3 lineas tumorales y una viabilidad celular a esa misma concentracion
del 96%. El compuesto 24¢ presenté una selectividad citotoxica mayoral 70% en la

linea celular tumoral Caski.

MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN QUIMICA ORGANICA

11




Abstragt

The aim of this.work was to report the synthesis of chalcones derivatives by the
Claisen-Schmidt condensation reaction, their cytotoxicity on Normal mononuclear cells
and clonogenic assay on"cervical cancer cell lines. The derivatives were obtained by
the Claisen Schmidt condensation reaction. The cytotoxic assay was performed on
mononuclear cells from normal healthy donors. The clonogenic assay was performed
with the Hela, Caski and Siha_gervical cancer cell lines, employing Cisplatin as a
control treatment. The cytotoxic assessment revealed that the compound 3c had the
higher effect reducing significantly tumor cell viability with a 48% of antiproliferative
activity at 10 pM. These results Support the-antiproliferative activity proposed for some
chalcones derivatives, which suggest-a possible use as antitumor treatment in a near

future, although further studies arerequired to.evaluated the mechanisms.
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.- INTRODUCCION.

La necesidad del ser humano por obtener nuevos farmacos para tratar las
diferentes enfermedades emergentes, ha motivado la exploracion de muchos
productos naturales. Entre estos se han encontrado algunos compuestos que ejercen
fuertes efectos sobre'las células tumorales, pero para poder asegurar que son idéneos
en el desarrollo de huevos farmacos, es importante garantizar que tales efectos no
afecten a las lineas ceélulares normales. Las células mononucleares de sangre
periférica son las primeras-lineas de defensa de nuestro organismo, detectan y
destruyen cualquier agente extrafio que ingrese al mismo y se utilizan para probar la
ausencia de efectos nocivos sobré las células normales. °

Las chalconas son compuestos, que se encuentran abundantemente en la
naturaleza, desde helechos hasta plantas superiores, estan asociadas con diversas
actividades biolégicas como son: antioxidantes,® anticancerigenas,” antibacterial,®
antifingica,® entre otras. En diversos)estudios”realizados a estos compuestos se ha
observado que el patrén de sustitucién’en el ‘anillo"A o B, es lo que les confiere las
diferentes propiedades bioldgicas. Una'chalcona ptuede ser definida como una cetona
aromatica unida a una enona, siendo la benzilideneacetofenona el miembro principal
de esta familia de compuestos, también se condce’a este compuesto como
fenilcetonaestirilo, benzoacetofenona y betafenilacrilofenona. La principal forma de
obtencidon de las chalconas mediante sintesis quimica es~por la reaccién de
condensacion de Claisen-Schmidt'® aunque actualmente $€_han implementado
diferentes métodos de sintesis libres de solvente, con los que se ‘obtienen altos

rendimientos y que son nobles con el ambiente. ™
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.- MARCO TEORICO.

Las chalconas'? y sus derivados,'® son compuestos polifendlicos clasificados
dentro la’familia de los flavonoides, y se les ha encontrado en muchas especies de
plantas como precursores metabodlicos de diversos tipos de flavonoides o
isoflavonoides,/Quimicamente el esqueleto de las chalconas lo constituye el sistema

a, B- insaturado de\la 1,3-difenil-2-propen-1-ona (Figura 1).

Figura 1= Estructura de Chalcona.

Una de las formas de obtencion de chalconas es mediante condensacion
alddlica cruzada conocida como la reaccion de Claisen-Schmidt,' dicha reaccion se
lleva a cabo entre dos especies diferentes (acetofenona y benzaldehido) las cuales
son catalizadas por un acido o una base’ (Esquema, 1). Existen variaciones mas
eficientes de esta metodologia, con tiempos de reacciénymas cortos y rendimientos
superiores, en las que ademas se utilizan disolventes y reactivos mas amigables con

el medio ambiente.

o O o
H Acido o base Z
+ Oy
3

2 1

Esquema 1.- Reaccién de condensacion de Claisen-Schmidt para la sintesis de Chaleopas
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Il.| Effergia de Microondas. '°

El'magnetrén fue uno de los primeros equipos que generaban radiacién por
microondas, fue creado durante la segunda guerra mundial por Randall y Booth; pero
fue hasta 1946 que se firmd la primera patente de un microondas dieléctrico por
calentamiento, a partir de este tipo de hornos comerciales se inicia sus aplicaciones

industriales.

En el campo dé la'quimica organica, en 1969 Vanderhof aplicé por primera vez
la energia generada por.microondas en la polimerizacion de monémeros vinilicos
solubles en agua. Sin embargoe las primeras publicaciones referentes a la aplicacion
de la energia de microondas-€n-sintesis de compuestos organicos aparecen hasta

1969 y fueron realizadas por R. Gedye y R.J. Ciguere.

En 1888 el quimico sueco Svante Arrhenius sugirid que las moléculas deben
poseer una cantidad minima dé/energia cinética para reaccionar, si las moléculas se
mueven muy lentamente solo rebotaran al chocar entre si y la reaccion no se llevara
a cabo. Para que las moléculas reaccionen, debén tener una energia cinética total que
sea igual o mayor que cierto valor minimo de energia llamado energia de activacion
(Ea), una colisidn con una energia de la misma maghnitud (o mayor) a la Ea, da lugar
a que las moléculas que interaccionan alcancen el'estado de transicion y para que
esto suceda, se requiere que estén orientadas correctamente. La velocidad de una
reaccion depende también de la temperatura. A una temperatura alta (100°C, 273°K),
se incrementa de manera considerable el nimero de moléculas_gue presentan una

energia adecuada, por lo tanto se incrementa la rapidez de la reacgion.

La energia de microondas se transfiere directamente a los reactantes, por lo
que se provoca su supercalentamiento instantaneo, lograndose condigiones de
reaccion mas suaves, menores tiempos de reaccioén y mejores rendimientos.gs usual
que al utilizar la radiacion de microondas como fuente de calentamiento se incremente
la energia que poseen las moléculas para que éstas alcancen la energia de activacion
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necesaria para asegurar que en el choque entre dos moléculas ocurra y que se formen
enlaees por la interaccion entre centros nucleofilicos (dipolo negativo de una molécula)
y los centros electrofilicos (dipolos positivos de otras moléculas). Los ordenamientos
moleculares.que se consiguen favorecen las reacciones '6 al orientarse las moléculas
de tal manera gue se facilitan dichas interacciones (Figura 2) formando enlaces de tal

modo que los reactivos se transformen en productos.

ac‘
Ve > @ |

\. J

Figura 2. Orientacion de los dipolos de moléculas reactantes: a) con transferencia de calor b) al

utilizarse la energia de microondas coemo fuente de activacion.

La polaridad del solvente juega un papel muy significativo en las reacciones
asistidas por microondas. Si los reaCtantes “son. “no-absorbentes” entonces es
necesario un solvente polar. Entre mas polar sea fa_mezcla de reaccion, mayor sera
la habilidad para acoplarse con la energia de las microon@as, conduciendo a un rapido
incremento en la temperatura (Tabla 1).
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Tabla1. Clasificacion de Solventes

Nivel de"Absorbancia Solventes

DMSO, EtOH, MeOH, propanol, nitrobenceno, &cido
formico, etilenglicol.

Agua, DMF, NMP, butanol, acetonitrilo, HMPA, metiletil
cetona, acetona y otras cetonas, nitrometano. o-
diclorobenceno, 1,2-dicloroetano, 2-metoxietanol, acido
acético, acido ftrifluoroacético.

Cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, 1,4-
dioxano, THF, 1,2-dimetoxietano y otros éteres, acetato de
etilo, piridina, trietilamina, tolueno, benceno, clorobenceno,
Xilenos, pentano, hexano, y otros hidrocarburos.

Alto

Medio

Bajo

Los solventes no-polares como-el hexano, benceno y tolueno no absorben
eficientemente la energia de lasimicroondas;'y por |o tanto no calientan las reacciones
de forma adecuada, actuando ¢omo protectores de calor para los sustratos. Las
mezclas de reaccidon sensibles a la-temperatufa se benefician de esta habilidad, ya
que el disolvente no-polar ayudard a~extraer.€l. calor térmico producido por la
interaccion entre la irradiacion de microondas y los.reactivos polares. La reaccion
seguira recibiendo energfa de activacion, pero su temperatura interna permanecera

baja.

I.Il. Principios de Quimica verde.

En 1962 Rachel Carson escribié un libro donde describe.la devastacion que
ciertos productos quimicos tuvieron en los ecosistemas locales'”; esta publicacion y
otras mas dieron inicio a que en 1990 se publicara la ley de Prevencion de la
Contaminacion,’® que marcd un cambio en la politica regulatoria “del~control a la
prevencién” como la estrategia mas eficaz para evitar los problemas ambientalés. Sin
embargo, fue hasta 1998 que Paul Anastas y Warner escribieron el primer libro®de
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Quimicta verde: teoria y practica, donde se describen a detalle los 12 principios que

siguen siendo las bases de la quimica verde hasta la época actual.’®

En da-~actualidad no solo es indispensable llevar a cabo la sintesis de
compuestos'organicos con buenos rendimientos, sino que también se debe asegurar
gue la contaminacion derivada de tales procesos no afecte al medio ambiente. La
implementacion de_layquimica verde tiene por objetivo reducir y eliminar el uso de
sustancias nocivas al-medio ambiente y a la salud; segun la Agencia de proteccion
ambiental de los estadgs umidos (EPA Enviromental ﬁ]otection Agency), la quimica
verde es el uso de la quimica’para la prevencion de la contaminacion y el disefio de

productos guimicos y procesos-benéficos para el ambiente. 20

La quimica verde plantea doce-principios: %%

1. Prevenir la creacion de residuos. Resulta mas util evitar o reducir la produccion
de desechos que tratarlos (0\limpiarlas tras su formacion.

2. Maximizar la economia atémica. Los métados sintéticos deben maximizar la
incorporacion de cada material ytilizado en_elproceso.

3. Realizar sintesis quimica menos peligrosa. Conisiste en elaborar procesos que
generen la minima toxicidad e impacto ambiental.

4. Disefar productos y compuestos menos peligrosos:Les productos quimicos se
deben disefiar con una toxicidad minima.

5. Utilizar disolventes y condiciones seguras de reaccion. Las sustancias
auxiliares de los procesos quimicos (disolventes, tampotnes, aditivos de
separacion, entre otros), han de ser inocuas y reducirlas al mihimo.

6. Disefar para la eficiencia energética. Deben minimizarse los‘requerimientos
energéticos para los procesos quimicos, los cuales seran evaluados por su
impacto medioambiental y econémico, y reducirlos al maximo, intentandoilevar

a cabo los métodos de sintesis a temperatura y presiéon ambiente.
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7. Utilizar materias primas renovables. Los materiales de partida utilizados deben
proceder de fuentes renovables, en la medida en que sea econdmica y
técnicamente factible.

8. Evitar-derivados quimicos. La sintesis debe disefiarse con el uso minimo de
grupos protectores para evitar pasos extras y reducir los desechos.

9. Al utilizar ‘catalizadores, deben emplearse catalizadores lo mas selectivos y
reutilizables posibles.

%. Disenar productes facilmente degradables al final de su vida util. Los productos
guimicos deben ser.disefiados de tal manera que al culminar su funcidon no
persistan en el ambiente y puedan degradarse a derivados inertes o
biodegradables.

11. Monitorear los procesos guimicos en tiempo real para evitar la contaminacion.
Debe crearse sistemas de control y monitorizacién continuos para prevenir la
produccién de sustancias peligrosas durante los procesos.

12. Prevenir accidentes. Disefiar lostprocesos quimicos, utilizando métodos y
sustancias que reduzcan dos) accidentes (emisiones, explosiones, incendios,

entre otros), y minimizar losdafios.

ILIIl. El cancer y agentes quimioterapéuticos.
Cancer es un término genérico con que se designa a un amplio grupo de

enfermedades también llamadas tumores o neoplasias malignas, se caracteriza por
una rapida multiplicacion de células anormales y puede%ectara cualquier parte del
organismo. El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en
todo el mundo p. ej., en el 2012 causé la muerte de 8.2 millones de_personas y se
registraron 14 millones de nuevos casos.?' é:e preve que el numero de casos aumente
en aproximadamente un 70 % en los préximos 20 afios. Los tumores)ymalignos
diagnosticados con mayor frecuencia en el hombre fueron los de pulmén; préstata,
colon, recto, estomago e higado; Mientras que en la mujer el cancer de mama.y cuello

uterino fueron los mas frecuentes.




El cancer cervicouterino &\CU), representa la segunda causa de mortalidad
en peblacion femenina a nivel mundial,?? y es una de la segunda causa de muerte en
la poblacion femenina mexicana. Este tumor representa mas del 24% de todas las
neoplasias_malignas reportadas en México, haciendo de esa neoplasia uno de los
problemas devsalud mas graves.? El factor etiolégico mas importante para el
desarrollo del CaCU,?* es la infeccidn con virus de papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR) siendolos'mas frecuentes los tipos 16 y 18.2° La metastasis o invasion de
las células malignas por todo el cuerpo es la principal causa de muerte por dicha
enfermedad.

El cis-diaminodicloreplatino(ll) (cisplatino, CDDP) fue el primer anticancerigeno
en ser identificado; siendo este.un—-agente quimioterapéutico ampliamente usado en
neoplasias ovaricas, testiculares yvesicales; con el paso del tiempo se han sintetizado
compuestos mas especificos a un tipe' de cancer por ejemplo: Avastin, Bevacizumab,
Blenoxane e Hycamtin son farmacos ‘'usados para un particular cancer de cérvix en

etapas avanzadas, Nexavar para‘Cancer de higado entre otros.?6

Sin embargo, el factor limitante del uso terapgutico de la mayoria de los agentes
quimioterapéuticos es el gran efecto. mielosupresivo?’ relacionado con su
administracién en dosis altas, lo que ha conducgido a la busqueda de nuevos
compuestos a partir de materias primas naturales “y_renovables con actividades

bioldgicas especificas.
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Il.IV#Sintesis de chalconas y derivados, con actividad bioldgica.

Las_chalconas son compuestos naturales que pueden ser sintetizadas en el
laboratorio’y que ademas presentan diferentes actividades bioldgicas, inclusive como

una opcidn para el tratamiento del cancer; por mencionar unos ejemplos tenemos a:

En el 2005 Calvino y-cols., realizaron la sintesis de chalconas por condensacion de
Claisen-Schmidt bajo Jlirradiacion sonoquimica, utilizando como catalizador carbono

poroso en tres diferentés tamarios, en rendimientos de 75% (Esquema 2).28

0] CHO 0]
3 = a R =Norit
T [ o S b R =Na-Norit
N basé PG ¢ R =Cs-Norit
R

) R

2 Sa-c 6a-c

Rto. 75%

Esquema2.-Sintesis de chalconas de Calvino.

En el afio 2010 Tomar y celaboradores realizaron la sintesis de una serie de
chalconas que contenian acridina _uhida al/anillo A; dichas chalconas fueron
sintetizadas, a partir de una reaccion de.sustitucion nucleofilica aromatica y evaluadas

por su actividad inhibitoria in vitro contra Plasmodium falciparum.

Con los compuestos antes mencionados se observo una inhibicion de la
maduracioén del parasito a una concentracion de 10 pg/ml,‘'excepto para el compuesto
9e, con el cual se encontré una inhibicion del 71.4% a una concentracién de 4 pg/mL

(Esquema 3).2°
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Rto. 59-67%
Rg =H

Rz = 3-NO»

R2= S-CHg

Rg = 4'CH3

R2 = 4-OCH3

R, = 3,4 5-4ri0CH,
R, = 4-Cl

o 0 o0 oL

Esquema~3.5 Sintesis de N-acridin-chalconas.

En el afio 2013 Kumar y,colaboradores realizaron las sintesis de derivados
sulfonados de chalconas y ‘bistlfonados de dibenzilidenacetonas.®® Para ello
inicialmente el tiofenol se adicion® sobre las chalconas o dibenzilidenacetonas
mediante una reaccion conjugada a temperatura.ambiente en presencia de sodio
metalico. Los tioéteres resultantes se gxidaron ‘concacido meta-cloroperbenzdico (m-
CPBA) a 0°C, obteniéndose las sulfonasicon rendimientos de 80-93% y la bisulfonas
en rendimientos de 80-90% (Esquema 4 y 5).
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& Ra PhSH, Na, DCM _ R4
temp. ambiente
Ry Rs 2.5-4 hr. Rq Ra

10a-h g, 11ah R,
a Ri=Cl, R,=H,  R3=Cl, Ry=H “1CF’BA _
b Ry=H, RyZH, Ry=Cl, Rs=H 0°C a temp. ambiente
¢ Ry{=Cl Rp,=NOs% R;=H, Rs;=H 45-6h.
d Ry=Cl, Ry=H; Ry=H, R4=NO,
e R1=C|, R2= H, R3=C|, R4= H
f R1=Br, R2=H, R3=H, R4=H O-
g R1 = Br, R2 = OMe Rg =0OMe, Rs,=H O \S.;-O
h Ry=Br, Ry=R3=R;= QMe R4
i R1=R?=R’1=R4= H ' O ‘
R R
! 12a-h :
Rto. 80-93%
Esquema#4.- Sintesis de chalconas sulfonadas.
: S O S :
PhSH, Na, DCM _
temp. amhiente
Ri R 10-60 min Ry 14a-¢ Rz

mCPBA

5-Bhrs.

15a-e
Rto. 80-90%

Esquema 5.- Sintesis de chalconas doblemente sulfonadas.
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La actividad antimicrobiana de ambas series fue evaluada en cepas de
bacterias Gram positivas como: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y en bacterias
Gram négativas : Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium. También se
probé la actividad antiflingica de los compuestos preparados en las cepas de hongos:
Aspergillus nigery Candida albicans. Se encontrd que los compuestos 12h, 12i y 12g
tuvieron una excélente actividad antibacterial contra S. typhimurium, en tanto que el
compuesto 12e mostrd_mejor actividad antibacterial contra B. subtilis. Por otro lado,
los compuestos 12bs~12d, 12h, 12i, 15a y 15¢ mostraron una mejor actividad

antifungica contra C.albicahs que la Amfotericina-b, o la Nistatina.

En ese mismo afo-Garg y colaboradores sintetizaron una serie de chalconas
por condensacion de Claisen=Schmidt y observaron su efecto sobre la albumina de
suero bovino. Las chalconas ~3-fenil-1-(piridin-2-il)prop-2-en-onas 18a-j fueron
sintetizadas usando benzaldehido, ‘orto sustituido 17 con 2-acetilpiridina 16 en
presencia de hidroxido de potasio (Esquema 6).3"

R=H

R =o-Cl

R =m-Cl

R =p-Cl
R = 0-OMe
R = m-OMe
R = p-OMe
R = 0-NO3
R =m-NO,
R = p-NO,

/
p=d
+
/
Y
(@]
4
X
e - - N - T - )

Esquema 6.- Obtencion de chalconas por Garg y cols.

El efecto de las chalconas sobre la albumina se observé por precipitacion de la
proteina, encontrandose que todas ellas tuvieron interaccién, independientemente de
la naturaleza y la posicion de sus sustituyentes.

En ese mismo afo Kumar y colaboradores realizan la sintesis de 23 ascianobis

(indol) chalconas utilizando como catalizador piperidina y microondas como energia
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de agtivacion; en rendimientos de 80-96%. Ademas, se realizaron pruebas biolégicas
sobre-las chalconas para medir su actividad anticancerigena in vitro; para lo que se
utilizaron células cancerigenas de préstata, pancreas y pulmdn; encontrandose que el
compuesta.24n fue un inhibidor potente y selectivo, en células tumorales de pulmén
(Esquema 7),%

R, o CN
CNCRFAL,  Rs __Pipendina
Re 7\ (chcoho | Y Rs " Etilenglicol
N Ry N
H |
RE$
19a-w 20a-w 21a-w
rto. 80-96%
a Ry= R,=H  _R3=H * R,=H R;=H Rg=H
b R=H R,=H ¥ B,=0OMe Ry=TH Re=H Rs=H
¢ Ry= R,=H  R4=H R, ¥F Re=H Ry=H
d R1=H R2=H RJ=H R4=OM6 R5=H Rt‘,:H
e R;=H R,=OMe R,=H" /) R,=H Rs= H Rs=H
f R;=Br R,=H Ry=Br] ™ Rg=H R, = H Rg=H
g Ry=0Me R;= R;=0OMg” R,=H Rz=H Rz=H
h  Ry=0Me R;=H R;=H R4z F Rgz=H Rs=H
i  Ry=H  Ry=F Ry=H  ‘Ry= Rs=H Rg=H
i Ry=H R,=F R,=OMe Ry=H  R.=H Re=H
k Ry=H R,=F Ry=H  R,=OMe Rs=H Rg=H
I Ry= R,=OMe R;=OMe Ry=H Rs=H Rs=H
m Ry=H R,=OMe R;=H  R,;=OMe R;=H Rg=H
n Ry=H R,=OMe Ry=H  R,=F Rs=H Ry = H
o Ry=H R,=H  Ry=H  R4=H Rs= OCH,CoHY Rs=H
p Ry=H Ry=H  Ry=H  R,=H Rs=H Rg= CHs
q R= Ro=H  Ry=H  R,=H Rs=H R B4CICH,CH,
r Ry= Ry=H Ry= R4=H Rs=H R =4-0CH-CsH.CH,
5 R-| = R2 =H Rfi =Br R4 =H R5= H Rﬁ: 4-C|C.3H;_CH2
t R1 =H Rz = 0OMe Raz H R4: H R5: H RG = 4-C‘C5H4CH2
u Ry=H R,=OMe R;=H R,=H Rs=H Rg = 4-QCH,EcH.CH,
v R] =H Rp =F quz H R4 =H R5: H Rn = 4—C|COH4CH;\
w Ry= R;=F Rs;=H R4=H Rs=H Ry;= 4—OCH'JC{;H4CHQ

Esquema 7.- Sintesis de a-cianobis-(indol)-chalconas.
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En julio del 2016 Kraege y colaboradores sintetizaron diferentes derivados
metoxilados, heterodimericos de quinazolinon-chalconas, utilizando para ello LiOH y
MO comio.ehergia de activacion, a una temperatura de 100°C por 30 min.2* A esta
serie de chalconas se les evalud el efecto biolégico inhibitorio sobre la proteina
BCRP/ABCG2«(proteina que provoca multiresistencia a diversos farmacos contra el
cancer de mama).\Se observd que los compuestos 24a y 24b mostraron una gran
actividad inhibitoria,de esta proteina, por lo que pueden considerarse una nueva y

eficaz clase de inhibidores, que revierte la resistencia a la quimioterapia (Esquema 8).

J“QY . o

22a-d 23ad 24a-d

Ry=Rz=H R3=R4=OCH3
R1=R2=H R3=OCH3 R,J_:H
R]:R2:R3:R4:OCH3
R,=R,=0CH; Rs=R.=H

oo ow

Esquema 8.- Sintesis de quinazolin-chalconas.

En este mismo afio Yadav y colaboradores sintetizararmJa O-triazolilmetil-
chalcona 27, las cuales se sintetizaron por condensacion aldolica y fueron apoyadas
en celulosa sobre nanoparticulas de cobre®, a estas se les realizo ensayo de
citotoxicidad sobre 4 lineas celulares, por el método de MTT; se observd que el
compuesto 27 presento el mejor porcentaje de inhibicion en las lineas.celulares

tumorales. Se le realizo a este compuesto un analisis en el ciclo celular de dichas
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células encontrando que el efecto se debe a una detencidn del ciclo celular en la fase
G2 y-8 (Esquema 9).

Q . e}
/‘)\/\‘\ Br ! P
DRSS " - T
~o o ~F CaHs :0:‘; ~o 0 P N=Cets
R N=y
25 26 27

i nanoparticula de cobre, azida de sodio, H;O

Esquema 9.- Sintesis de.chalcona para sustituida apoyadas en nanoparticulas de cobre.

En los ultimos 30 afiosgia) investigacion sobre los efectos de chalconas en
diferentes tipos de cancer ha despertado el interés por su uso.® La literatura sobre el
uso de chalconas * se enfoca prineipalmente en la manipulacion estructural de los

dos anillos arilicos, por ejemplo;la introduccién de grupos metoxi e hidroxi.
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Il. OBJETOS:

ll1.1.- OBJETIVO@ GENERAL.
Realizar la sintesis dé\chalconas 2'-sustituidas, evaluar in vitro su efecto citotdxico en

células normales y determinar la actividad inhibitoria sobre |a proliferacion de células
tumorales de cérvix.

lll.Il.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Realizar la sintesis de las chalconas
» (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpro<2-en-1-ona (24a).
» (E)-3-(4-hidroxI-3-metoxifenil)-1-(2=hidroxifenil )-prop-2-en-1-ona (24b).
» (E)- Chalcona (24c).

2.-Evaluar in vitro la actividad citotdxica“de los-compuestos sintetizados en células

mononucleares de sangre periférica.

3.- Examinar el efecto inhibitorio de los compuestos sintetizados en la proliferacidn de

las células tumorales de cérvix, mediante XTT.
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V. ME JODOLOGIA.

En esta tesis se propuso desarrollar la metodologia en dos Fases

Experimentales:

I. Sintesishquimica de las chalconas. Realizada en el Laboratorio de

Investigacion de Quimica Organica de la Division Académica de
Ciencias Basicas, UJAT.

Il. Evaluacién biologica de las chalconas sintetizadas. Realizada en la

Division Académica.Multidisciplinaria de Comalcalco, UJAT.

V.1 Fase Experimental |: Sintesist@uimica.

IV.1.1 Reactivos:

Todos los reactivos y disolventes para laisintesis, caracterizacion y purificacion

de los productos fueron de grado analitico*de la'marca Sigma-Aldrich. Las materias

primas se esquematizan a continuacion:

OH O

o

2'-hidroxiacetofenona

1a

HO
Acetofenona Vainillina

2 2d

Benzaldehido

3

Figura 3.-Materia primas utilizadas
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La sintesis de todas las reacciones fue seguida por cromatografia en capa fina
(CCF, utilizando como absorbente gel de silice 60 con indicador fluorescente 254 nm
de 0.2 mm.de espesor marca Merck. Los productos se detectaron con luz ultravioleta
y se revelaron con una solucién de permanganato de potasio. La purificaciéon de los
productos se realizd por recristalizacion con par de disolventes.

Los espectros®de resonancia magnética nuclear de Hidrogeno (RMN 'H), y
carbono ('3C) se determinaron en un equipo Bruker (500 MHz y 600 MHz), utilizando
tetrametilsilano (TMS)_como referencia interna; el disolvente utilizado en todos los
casos fue cloroformo dedterado (CDCls). Los desplazamientos quimicos (8); se
expresan en ppm; la numeracién usada en la elucidacién estructural es independiente
a la nomenclatura IUPAC y se asigné a conveniencia para su simplificacion. La
espectroscopia de Infrarrojo (IR)“se realizd6 con un equipo marca: Shimadzu, las
sefales se expresan como cm-!, Los'puntos de fusidn se determinaron en un equipo
Fischer-Jones y no fueron corregidos.

IV.1.2. Sintesis de compuestos:

La ruta de sintesis para la obtencion de las chalconas propuesta es la
condensacion de Claisen-Schmidt,?® en condiciones sustentables, bajo irradiacién de

microondas, de acuerdo al siguiente procedimiento general de sintesis:
Procedimiento general 24a-c:

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con agitader magnético, se
disolvieron en cantidades equivalentes la acetofenona 2'-sustituida y el'benzaldehido
correspondiente en una solucién acuosa basica (KOH). La reaccién se.colocé en un
reactor de microondas monomodal a 55°C, y fue monitoreada por CCF (Esquema 10)
de 6 — 120 min, obteniendo una solucion marréon. Completada la reaccion el producto
obtenido en algunos casos fue filtrado con agua y en otros lavados en embudo, de

decantacién. En el ultimo caso la fase organica fue separada y secada sobre sulfato
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de sodio anhidro. Posteriormente se filtré, se evapord en rotavapor y se llevd a
sequedad con bomba de vacio. Los productos en ambos procesos fueron cristalizados
por el cotrrespondiente par de solventes (EtOH o MeOH/CH:2Clz). Todos los productos
fueron caracterizados mediante determinacion de punto de fusion, IR, RMN 'H y 13C,
y en algunos, casos experimentos bidimensionales.

R, O R, O R, O R,
S oA ENG og o'
+ —_— =
R4 M.O. monomodal Ry
559C 1psi
CCF 24a-c

a R;=OH, R=H, Rs=H, R,=H
b R,=OH, R,=H, R;=OMe, R,=OH
c R1=R2=R3:R4=H

Esquema 10.<Esguema“General de ruta sintética de chalconas.
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IV.2 EaSe Experimental Il: Pruebas biolégicas.
IV.2.1 Prisetias de Solubilidad de los compuestos.

Se realizaron ,pruebas de solubilidad de los compuestos 24a, 24b y 24c
sintetizados con €l pbjetivo de poder encontrar el vehiculo apropiado para su depésito
en cultivo de células menonucleares. Los disolventes que se emplearon fueron Etanol,

DMSO, Hartman, solucién fisiologica, PBS (Solucion amortiguadora de fosfatos).

Para realizar las prdebas de solubilidad se colocaron una serie de tubos de
ensaye de 6mL con medidas de, 13 por 100mm, a los que se les agregaron 0.1 gr en
tubos diferentes de cada uno de los compuestos antes mencionados y 1 mL de
disolvente, se agito y se observo (prdeba de solubilidad en frio). Para ser viable la
solubilidad de los compuestos.e§ necesaria a temperatura ambiente en cada uno de

los disolventes, por lo que no sesealizaron/pruebas de solubilidad en caliente.

IV.2.2 Evaluacion Citotoxica de compuestos 248y 24b y 24c.

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos, se utilizd el método de
Exclusion con azul de Tripano.?” El azul de Tripano es un’ colorante utilizado para el
conteo de células vivas por exclusion. Las células vivasseon la membrana celular
intacta no se colorean debido a que el compuesto no puede/atravesarlas; por el
contrario, la perdida de la integridad de la membrana de las células muertas permite
su ingreso. Por lo tanto, las células muertas se muestran de un distintivo ‘color azul. El

procedimiento se describe a continuacion:

ge aislaron células mononucleares de sangre periférica usando la separacion
por gradiente de densidad con el reactivo de Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich,

EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones que indica el inserto. Todos .os
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xperimentos se establecieron con las células mononucleares extraidas de individuos
normales (n = §). Las células se cultivaron con medio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial _nstitute médium), mas un 10% de suero bovino fetal, 10 mM de
estreptomicina y 10 mM de L-glutamina (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) a37°C, en
una incubadora humidificada con COzal 5%. Para el ensayo de toxicidad, las células
fueron sembradas en,una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 102 cels / pocillo,
y los compuestos“24ay 24b y 24c¢ se incorporaron en el medio con una concentracion
de 10, 50, 100 y 200, yM. Los compuestos_empleados para los tratamientos se
utilizaron recién preparados«(en etanol EtOH); las células de control solo se incubaron
con EtOH. Después de 48 héras de tratamiento, las células se tifieron con azul de
tripano al 0,4% y el numero 'de“télulas vivas se midid mediante recuento manual en
una microscopio invertido Axio Vert.A1 (Carl Zeiss, GE), utilizando un hemocitémetro
(Sigma-Aldrich, EE.UU.). El porcentaje de células viables se determiné por triplicado

en el grupo de tratamiento ajustando‘al"valor obtenidos en el grupo de control.

IV.2.3 Ensayo Clonogénico mediante cristalioleta.

Las lineas celulares de cancer de guello uterino (Hela, SIHA, y CaSki) fueron
adquiridos de la ATCC, y se cultivan en medio DMEM (medio basal modificado Eagle's
Medium) / F12 (Invitrogen, Life Technologies) suplementade con 10% de suero bovino
fetal (In vitrogen, Life Technologies), penicilina-estreptomicina a 37°C en una
atmadsfera de COz2 al 5% humidificada. Los compuestos 24a, 24b,y, 24c se disolvieron
en etanol a temperatura ambiente (Sigma-Aldrich, Biologia Molecular) previo al

tratamiento.

Las células se sembraron en microplacas de 96 pocillos (Corning) en 4 x 103
células / pocillo en 0,1 ml de medio completo y después se trataron _con los
compuestos 24a, 24b y 24c cada uno a cuatro diferentes concentraciones (10,580,100

y 200 pM) durante 72 horas. Después del tratamiento, el medio se aspird y las células
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se lavaron y se fijaron con PBS y 10% de formaldehido, respectivamente. Las células
fijadas fueron incubadas con 100 pl de de cristal violeta al 0.1% (Sigma-Aldrich,
reactivo”ACS) durante 2 horas. Luego, las células se lavaron con agua destilada, se
secaron alfaire, y el colorante se eluy6 con 100 pl de una solucién de acido acético al
10% (Merck=Millipore, reactivo ACS). La proliferacion celular se evalué mediante la
absorbancia de colorante medido a 590 nm en un lector de microplacas (Epoch,
Bioteck). Todos los.ensayos se realizaron por triplicado. El efecto citotdxico de cada
tratamiento se expresé, como un porcentaje de la proliferacion celular con relacion a

células de control no tratadas (Figura 4).

Célula Célula
SiHa Caski

(0B00000
OFDOO00

v’
FIO00Q
IR OLOOO

Figura 4. Esquéma de placas‘déjcultivo

Concentraciones
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IV.2#4 Andlisis estadistico.
Todos los resultados tanto del ensayo de viabilidad celular como el ensayo

clonogénicor fueron realizados por triplicado y para su analisis se presentan como
ANOVAS con. TOKEY.

Para la_evaluacion del efecto citotéxico en células normales y efecto de

inhibicion en células,tumorales, se calculd el porcentaje con la siguiente formula:
% de Vo %I1.C.=(Cv/Ct) 100
Donde:
Cv.= células vivas
Ct. = células totales

Se construyo¢ graficamente:

1. El porcentaje de Citotoxi¢idad en células mononucleares de sangre periférica,
tratadas por cada comptesto_a diferentes concentraciones (10, 50, 100 y
200uM).

2. El porcentaje del efecto inhibitorio en )tres diferentes lineas celulares
cancerigenas de cérvix, tratadas .een 3 diferentes compuestos a diferentes
concentraciones (10, 50, 100 y 200uM).

Para el manejo de los datos y el analisis estadistico se utilizé el programa Microsoft

excell y los gréaficos se elaboraron con el programa Sigma Plotwersion 12.0.

Se considerdé como actividad inhibitoria de células cancerigenas el resultado

obtenido fue comparado con respecto al efecto del CDDP (10uM).

MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN QUIMICA ORGANICA

35




V. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

En~eéste apartado se analizan los resultados obtenidos en las etapas

experimentales propuestas en este trabajo de tesis.

V.1. Fase experimental |: Sintesis quimica de las chalconas.

De acuerdo al procedimiento.general descrito en la metodologia, se propuso sintetizar
3 diferentes chalconas y la explicacion de la ruta sintética utilizada; ademas de su
caracterizacion por espectroscopias de IR, y RMN de 'H y '3C. Para esto, primero se
decidio optimizar las condiciones)de reaccion:

V.1.1. Optimizacion de las gandiciones_de reaccion.

Para la sintesis de los compuestos 'se realizéelestudio de diferentes condiciones de
reaccion utilizando dos metodologias la tradiciohal y el uso de energia de activacion
de MO.,, las cuales se presentan en la Tabla 2.#Para encontrar las condiciones de
reaccion optimas se utilizaron como reactivos de partida la 2'-hidroxiacetofenona (1) y
benzaldehido (2) en cantidades equimolares en medio ‘acido o basico, utilizando como
energia de activacion las M.O y el calentamiento convencienal (Esquema 11).

OH O 0] OH O
acido/base

+
M.O !Agitaci(')l ‘

24a

2'-hidroxichalcona

Esquema 11.- Reaccion utilizada para optimizacién de sintesis de chalconas.
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Tabla 2.- Tabla de optimizacién de condiciones de reaccion
Tiempo %
Experimento Técnica Tipo de Proporcion reaccion
. - : Radto.
condensacion Equiv. (min.)
1 1 1440 No rx.
Acida 3 1440 | Norx.
Convencional ( p-tsOH)
3 Basico 3 1440 60%
(KOH)

4 Acida 1 20-120 | Norx.
5 (p-tsOH) 3 20 |Norx.
6 5 20 No rx.
7 Microondas Basico 3 6 69.6
8 55°C/ 1PSI (KOH) 4 6 69.68
9 1 30 No rx.
10 2 30 No rx.
11 NaCOH 3 8 69.4

Inicialmente la reaccion se activo .de forma convencional mediante agitacion a
temperatura ambiente, sin disolvente y se”utilizé el acido p-toluensulfénico como
catalizador; desafortunadamente después de(24 h bajo estas condiciones no se
observd formacién de producto (Exp.*1s¥42). Se.cambid el catalizador acido por
hidréxido de potasio y la reaccion procedid (Exp. 3),.por lo que se dej6 en agitacion
hasta observarse la transformacién total de las materias primas (24 h). Una vez
encontrado el catalizador adecuado, se probd a cambiaria manera de activar la
reaccion, para la cual se utilizd la energia de M.O. Nuevamente no se observd
formacién de producto cuando se utilizé el catalizador acido (Exp#4,5 y 6), aun cuando
se probaron diferentes tiempos de reaccién y hasta 5 eq. del mismos'por lo que se
regresé al catalizador basico (KOH). La cantidad de equivalentes de.tatalizadores
utilizados para la reaccion son importantes, se encontrd por ejemplo, qué guando se
utilizaron uno o dos equivalentes y la muestra se irradio por 30min con M.O\no hubo
formacién de producto (Exp. 7 y 8), éste se observo hasta llegar a los 3 equivalentes;
se observo que la reaccidn concluy6 después de un periodo de irradiacion de ‘6/min
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(Exp#9). Posteriormente se probo si el uso de una mayor cantidad de catalizador (4
equivalentes) permitiria disminuir el tiempo de reaccién, pero fue necesario irradiar
también“por’ 6 min (Exp. 10). Asimismo, se encontr6 que también se puede utilizar
NaOH (3 eq)-para catalizar la reaccién (Exp.11). Los tiempos de reaccion disminuyen
drasticamente'cuando se utiliza la energia de M.O. como fuente de activacion, pasan

de 24 h a Unicamente 6 min.

V.1.2 Aplicacion de |as€ondiciones optimizadas de reaccion para la obtenciéon
de compuestos 24a-c. Caragterizacion espectroscopica de los compuestos.

Analizando estos puntos, hasta ‘este momento se establece que el experimento 9
contiene las condiciones mas optimas (el mejor rendimiento empleando la menor
cantidad de catalizador), por lo que’se decidid utilizar éstas condiciones para la
preparacion de los demas compliestos (24b y 24c) (Tabla 3).

Tabla 3. Puntos de fusién, % de rendimiento y condiCiones de reaccion de los compuestos 24a-c

Punto de fusién Rendimiento Tiempo de
Compuestos (°C) Apariencia (%) reaccion en
Tedrico | Experimental. M.O. (min)
Sélido,
78 77-78 cristalino, 69.6 6
24a .
amarillo
Solido,
24b - 159 cnsfalmc,. 40 60
amarillo paja
Solido
55-57 56 Cristalino 85 10
24c -
amarillo
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La preparacion de los compuestos 24a-c se desarrolld de la siguiente manera:

Compuesto (24a): Para la sintesis de este compuesto se utilizaron: 2'-
hidroxiacetofenona 1a (1 mmol) con Benzaldehido 2a (1 mmol) en solucion de KOH
(1 mL). La' mezcla de reaccion se irradio con energia de M.O. durante seis minutos. El
producto crudo“se purificé por cristalizacion con par de disolventes (CH3Cl2/C2HsO).
El compuesto 24a se’obtuvo como un sélido amarillo, p.f. 77-78 °C (lit. 78 °C). IR vmax
(cm1) 3450 (C-OH/1650 (C=0), 1700-1900 (tonos aromaticos). RMN 'H (CDCls, 500
MHz) & (ppm) 12.8 (s,-1H,.2'-OH), 7.91 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-9), 7.93-7.91 (m, 1H,H-
5), 7.66-7.64 (m, 2H, H-12, H-14), 7.65 (d, J = 15.3 Hz, H-8), 7.49 (ddd, J = 8.6, 7.1,
1.6 Hz, 1H, H-6), 7.45-7 49" (m; 3H, H-4, H-11, H-15), 7.03 (dd, J = 8.4, 1.1, Hz, H-13),
6.94 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.2 Hzg4H, H-3). RMN '3C (CDCls, 125 MHz) & (ppm) 193.8
(C-7), 163.7 (C-1), 145.6 (C-9), 136.5 (C-5), 134.7 (C-10), 131.0 (C-3), 129.8 (C-13),
129.1 (C-12, C-14), 128.8 (C-11, C~15)%120.2 (C-4), 120.1 (C-2), 118.9 (C-8), 118.7
(C-6).

La caracterizacion espectroscopica  desafrollada concuerda con la estructura

esperada para la 2'-hidroxichalcona(C+sH1203).

MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN QUIMICA ORGANICA




Compuesto (24b): Para la sintesis de este compuesto se utilizaron: 2'-
hidrexiagetofenona 1 (1 mmol) con 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido 2d (1 mmol) en
solucion’de KOH (1 mL). La mezcla de reaccion se irradio con energia de M.O. durante
60 min. Elgpreducto crudo fue extraido utilizando acetato de etilo, y purificado por par
de disolventes/(CHsCl2/C2HeO). El compuesto 24b se obtuvo como sdlido amarillo
palido, p.f. 80 °C.MR vmax (cm') 3500 (C-OH),1600 (C=0), 1650 (C=C). RMN 'H
(CDCls, 600 MHz) 34(ppm) 10.38 (sa, 1H), 7.93 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 7.01 (d, J = 8.4 Hz,1H), 6.94 (t, J = 7.6 Hz, 1H). RMN 3C (CDCls, 150 MHz) §
(ppm): 174.8, 162.3, 137.14131.1, 119.7, 118.0, 111.5.

Al analizar los espectros™D/(RMN 'H, RMN '3C) los datos no concuerdan con la

estructura de la chalcona esperada:

¢ No observamos metilos en la estructura, ni los H de alqueno a,B-insaturados

¢ Se observan pocas sefales de C . fespecto a las esperadas; se sospecha que el
compuesto obtenido tenga Unarestructura con simetria molecular que simplifique
su espectro de RMN.

Con base en esto, decidimos realizar espectrosde; RMN en dos dimensiones (COSY,
HSQC y HMBC) para elucidar la estructura del compuesto 24b. Después de realizar
estos experimentos bidimensionales, se 1ogré elucidar la estructura del compuesto

24b como una dicetona (Figura 5).
o O
HO f—j OH
24b

Figura 5. Estructura de la 1,2-bis-(2-hidroxifenil )Jetano-1,2-diona:

A continuacién, presentamos los espectros COSY, HSQC y HMBC del compuesto
24b.
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Con base en los experimentos desarrollades en RMN bidimensional, se asignaron los
desplazamientos de la siguiente forma:

RMN "H (CDCls, 600 MHz) & (ppm) 10,38, (sa, 2H, 2-OH), 7.93 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-
2,H-14), 7,53 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H-3, H-13)} 7.01 (] J = 8.4 Hz, 2H, H-5, H-11), 6.94
(t, J = 7.6 Hz, 2H, H-4, H-12). RMN 3C (CDCls, 150 MHz).5 (ppm): 174.8 (2C, C-7, C-
8), 162.3 (2C, C-1, C-9), 137.1 (2C, C-3, C-13), 131.1 (2C)C-2, C-14), 119.7 (2C, C-
4, C-12), 118.0 (2C, C-5, C-11), 111.5 (2C, C-6, C-10).

(@) (0]
HO 8 OH
5 9 0
13 12
24b
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Compuesto (24c): E-Chalcona(C1sH120). Para la sintesis de este compuesto se
utilizaron acetofenona 2 (1 mmol) y benzaldehido 3 (1 mmol) en solucién de KOH (1
mL). LasmeZcla de reaccion se irradio con energia de M.O. durante 10 min. El producto
crudo fue purificado por par de disolventes (CH3Cl2/C2HsQ). El producto 24e se obtuvo
como un sdlide’amarillo, p.f. 56 °C (lit. 55-57 °C). IRvmax (cm™). RMN 'H (CDClI3, 500
MHz) & (ppm) 8405 = 8.00 (m, 2H, H-1, H-3), 7.82 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-9), 7.67 — 7.63
(m, 2H, H-4, H-6), 7461 ~ 7.57 (m, 1H, H-5), 7.54 (d, J=15.7 Hz, 1H, H-8), 7.53 —7.48
(m, 2H, H-11, H-15),(7:42 (m, 3H, H-12, H-13, H-14). RMN *C (CDCls, 125MHz) &
(ppm) 190.7 (C-7) 145.0.(C9), 138.3 (C-2), 135.0 (C-10), 133.0 (C-5), 130.7 (C-13),
129.1 (C-1, C-3), 128.8 (C-#1,.C-15), 128.6 (C-4, C-6), 128.5 (C-12, C-14), 122.2 (C-
8)
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V.1,3”Formacién de la 1,2-bis(2-hidroxifenil)etano-1,2-diona.

La 1,2-bis(2-hidroxifenil)etano-1,2-diona, fue un compuesto no esperado, al
realizar la metodologia antes descrita; de manera tedrica se esperaba que al hacer
reaccionar p-vainillina y 2-hidroxiacetofenona en medio basico se obtuviera la

chalcona 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona.

Bibliograficamente encontramos que se han realizado sintesis de dicetonas3?

desde hace muchos anes por ejemplo:

Verlhac y colaboradores en 1985 realizaron la sintesis de dicetonas utilizando
como materia de partida uh gompuesto de estafio y un cloruro de acilo, catalizando la

reaccion con paladio *® (Esquema’12).

0]

0o Q catalizador
P v JGdePd Fh%“ + BugSnCl
2

R{ “SnBu;  Bs Gl
(0]

Esquema 12.- Sintesis de 1-fenilbutano-1,3-diona

En 1999 Kumar-Mitra y colaboeradoresstealizaron la sintesis de dicetonas
aromaticas a través de una oxidacion de la.a-hidroxicetona (utilizando tres alternativas

de medios oxidantes), y microondas como’energia alternativa de activacion quimica

OH ‘
Oxidante
_—
e 0 MO.

Esquema 13.- Sintesis de 1,2-dicetona

(Esquema 13).2°
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En el 2010 Nowak y colaboradores realizaron la sintesis de 1,2-
dicetonas, a partir de la reaccion de 2-fenil-2-(trimetilsilil-oxi)acetonitrilo con
bis(trimetilsilillamiduro de litio (LIHMDS) (y un posterior tratamiento en medio basico),

(Esquema14.40

OTMS 1) LiIHMDS/THF, -78°C, 0.5h
2) K;CO4 sat, t.a., 0.5h
CN -

Esquema 14.- Sintesis de 1,2-dicetona

En el afio de 2014, Miao y colaboradores reportaron la preparaciéon de 1,2-dicetonas
aromaticas a partir de la oxidacion de difenilacetilenos sutituidos con hipoclorito de

sodio y catalizada por rutenio, con tendimientos desde el 33 al 83% (Esquema 15).4

0 =/
RuClgxH,0 |
/xR nNao@ta. X
= T,
\ 7/ 0

Esquema 15.- Preparacion de 1,2-dicetonas aromaticas via'catalisis con rutenio.
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Envase a lo anterior se propone el siguiente mecanismo radicalario como posible ruta
de fermacion del producto antes mencionado:

HO

0 M.O. OH O O
OH{ O J( + CHyCHs

) OOH

V.1.3. Datos espectroscopicos de l0s compuestos sintetizados
Las estructuras 24a, 24b_y 24c\se confirmaron por sus espectros IR, RMN 'H y

13C (ver Tabla4, 5y 6). Los desplazamiéntos quimicos de las sefiales presentes en el

espectro de RMN 'H y '3C son los mostradas en la tabla 5 y 6 respectivamente (véase
Figura 6).

24a 24b 24c

Fig. 6. Numeracion empleada para los datos de RMN "Hy "3C.

Compuesto 24a.- las senales caracteristica en IR son 7a.<3450 cmr
'correspondiente a la presencia de un grupo OH, ademas se observa~sefial de
1650cm'que indica presencia de grupo carbonilo, en 1550 cm™ se observa el

estiramiento de carbono-carbono, ademas de sobretonos por 1700-1900 cm™, 'con-su
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confirmacion en 750-730 cm™' de presencia de aromaticos, una sefial de 2900 cm™’
confirmacion de sustitucion orto de anillo aromatico y una sefial de 1550 cm-
lestiramientd de carbono alfa y beta insaturado. En RMN 'H podemos observar la
sefal caracteristica en 12.8 ppm en singulete perteneciente al protén del OH de un
fenilo y la senal.de protones o y B en dobletes caracteristicos de la condensacion
realizada con sefiales en 7.6 y 7.9 ppm respectivamente, ademas de sefiales en forma
de doblete correspondiente a H5, H8 y H12 de 7.63 a 7.64 ppm. En RMN 3C se
observa la sefal en #93 ppm correspondiente a carbonilo, en 120.3 y 145.6 ppm
correspondiente a Ca y C{3lreéspectivamente.

Compuesto 24b.--Las senales caracteristicas en IR son: 3500 cm™
caracteristica de fenoles, en”1600- cm™' la sefial de carbonilo, la confirmacion de
aromaticos por los sobretonos en1800-1900 cm™' y sefial en 2900 y 1150 cm™' para
sustitucion orto. En RMN 'H podemosobservar una sefal ancha tipica para OH de
fenoles alrededor de 10.38 ppm. Después encontramos sefales tipicas de H en
sistemas aromaticos Gnicamentes"En RMN/'3C la sefial por 191 ppm caracteristica de

carbonilo, y las demas sefiales coneterdan pafra.anillos aromaticos respectivamente.

Compuesto 24c.- Las sefales.en IR\ son: 3000 cm™ estiramiento C-H,
confirmacién de aromaticos con sefales/én 750 y.690 cm', de 1650 cm™! alfa-beta
instauracion, 1600 cm™ correspondiente ascarbonilo="En RMN 'H se observan las
sefales en multiples de 7.42-7.65 ppm correspondientes’a 7H, Hq, H12, He, Hs, Ha, Hs,
Hz, y en 8.03 ppm doblete correspondiente Hg. RMN ©C. en 193 ppm sefal de
carbonilo, 120.3 ppm sefial de carbono beta, y en 145.6 ppm c¢arbono alfa.

Tabla 4.- IR de los compuestos obtenidos(cm™)

Compuesto| O-H |[[C=0] | [C=C] |[C-O] | Aromaticos | Sobretonos

24a (3450) | 1650 | 1550 | 1000 | 2900 (730) 1700-1900
24b (3500) | 1600 | 1670 | 1250 | 2990 (1150) 1800-1900
24c | - 1600 | 1650 | -=----- 3000 (750,690) | 1700-1900
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Tabla 5.- Desplazamientos quimicos de RMN 'H de los compuestos sintetizados.

OH O
i, I 2
sl ST ?alf\’jlz
[ 1513
a 1a

24a

o 0
HO 8  DH
B 95—

s 214 i

4 3 13 12

24b

9
1 11
2 =
s 5 1012
5 15 13
14

24c

500 MHz (CDCls, ppm)

600 MHz (CDCls, ppm)

500 MHz (CDCls, ppm)

12.8 (s, OH)

10.38 (sa, 2-OH)

8.05 - 8.00 (m, H-1, H-3)

7.91 @J=15.3 Hz, H-9)

7.93(d, J=7.9 Hz, H-2, H-
14)

7.82 (d, J=15.7 Hz, H-9)

7.93-7.91 (m, H-5)

7.53 (t, J = 7.8 Hz, H-3, H-
13)

7.67 - 7.63 (m, H-4, H-6)

7.66-7.64 (m, H-12,H-14)

7.01(d, J=8.4 Hz, H-5, H-
11)

7.61 —7.57 (m, H-5)

7.65 (d, J=15.3 Hz, H-8)

6.94.(t, J=7.6 Hz, H-4, H-
12)

7.54 (d, J=15.7 Hz, H-8)

7.49 (ddd, J=8.6, 7.1, 1.6 Hz,
H-6)

7.53 -7.48 (m, H-11, H-
15

7.45-7.41 (m, H-4, H-11, H-15)

7.42 (m, H-12, H-13, H-
14).

7.03 (dd, J=8.4, 1.1, Hz, H-13)

6.94 (ddd, J=8.2, 7.2, 1.2 Hz,
H-3)
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Tabla.6'~ Desplazamientos quimicos de RMN 'C de los compuestos sintetizados.

OH O
/9 1
5 3 5 13
4 J 14
24a

0, (o]
HO 8 OH
;) [ 0
4 13 12

24b

a9
1 1
2 ==
: O T ’ m .
5 3 15 13
4 14
24c

125 MHz (CDCls, ppm)

150 MHz (CDCls, ppm)

125 MHz (CDCls, ppm)

19338 (C-7) 174.8 (C-7, C-8) 190.7 (C-7)

163.7 (C-1) 16273 (C-1, C-9) 145.0 (C-9)

1456 (C-9) 137.4(C-3, C-13) 138.3 (C-2)

136.5 (C-5) 131.4.(C-2, C-14) 135.0 (C-10)
134.7 (C-10) 119.7 (C4, C-12) 133.0 (C-5)

131.0 (C-3) 118.0 (C-55.C-11) 130.7 (C-13)
129.8 (C-13) 111.5.(G+6, C-1Q) 129.1(C-1, C-3)
129.1 (C-12, C-14) 128.8 (C-11, C-15)
128.8 (C-11, C-15) 128.6 (C-4, C-6),
1202 (C-4) 1285 (C-12, C-14)
120.1 (C-2) 122.2 (C-8)

1189 (C-8)

118.7 (C-6).
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V.2 _Fase experimental Il: Evaluacion Bioldgica

V.24Resultados de las pruebas de solubilidad.
Para determinar en qué disolvente eran solubles los compuestos 24a, 24b y

24c, se realizaron varios ensayos con diferentes solventes (Tabla 7), con la finalidad
de encontrariel vehiculo mas apropiado para su administracion in vitro a células
mononucleares de sangre periférica y a lineas celulares tumorales de cérvix. Todas
las pruebas fueron.realizadas a temperatura ambiente, el etanol y DMSO solubilizaron

a los tres compuestes’en esas condiciones.

Tabla/7 .- Pfuebas de solubilidad de los compuestos

Vehiculo

Compuesto Solucion

DMSO | Etanol | Hartman | _ . . PBS
fisiologica

o] (o]

= + + - - -
\ W 24b

o]
24c

Kim y colaboradores en 198042 escribieron un articulo donde describen que el
DMSO tiene marcados efectos sobre el crecimiento, la marfologia y la bioquimica de
ciertas lineas celulares, asi como también el hacer sinergia ¢on muchas moléculas,
ademdas de ser citotoxica 4> para células normales, esto nos/impediria realizar la
evaluacion correcta del efecto biologico de los compuestos; sin embargo el etanol no
presenta unidon a proteinas plasmaticas ni a tejidos y no parece interferir en la
incorporacion de otros componentes con dichas proteinas, permitiéndonos asi, la
evaluacion de cada compuesto de manera mas exacta, por lo que decidimas usarlo

como vehiculo.
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V.1.2Pruebas citotoxicas.
Las pruebas de citotoxicidad se realizaron sobre células mononucleares de

individuos sanos en cuatro diferentes concentraciones 10, 50, 100 y 200 uM (Grafica

1).
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Grafica 1. Comparativo de efecto citotoxico de los compuestos 24a,24b y 24c.
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Cuando se adiciond una solucion 10 uM de la chalcona 24a a las células
monenucleares, se observé una viabilidad del 87.5% después de 48 h, la viabilidad
celular disminuyd conforme al aumento de la concentracion, hasta llegar al 20% con

la solucion’200 uM.

La dicetona.24b a diferencia del compuesto anterior mostro una viabilidad del 100%

con respecto al'control y al CDDP en las diferentes concentraciones utilizadas.

Por su parte, consla chalcona 24c se observé una viabilidad celular de 94% a una

concentracion de 10uM.

E porcentaje de células viables en el grupo de tratamiento se ajustd al valor

obtenido en el grupo de contrel” Todos los ensayos se realizaron por triplicado (Tabla

8).
Tabla 8. Determinacion experimental, del porcentaje de viabilidad celular de los 3
compuestos.

Compuesto Concentracion (uM) % viabilidad
10 87.5+3.0
24a 50 352+6.1
100 31.3+6.9
200 21.2+34
10 100.0+2.4
24b 50 90.8 £2.9
100 947+438
200 95.6+ 3.8
10 96.1+26
24¢ 50 52.7+2.9
100 40.7 £ 3.7
200 224 +£1.4
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V.I.IW Ensayo clonogénico.
Para la realizacidon de los ensayos clonogénicos se utilizaron tres diferentes

lineas celulares de cancer de cérvix (HelLa, Siha, Caski). Los compuestos fueron
probados eh 4 diferentes concentraciones (10, 50, 100 y 200 pyM). Los preparados
celulares fueran inoculados en COzpor 72 h. En el ensayo se utilizaron dos controles,
el primero contenfa nicamente células y el vehiculo, el segundo células y cis-platino
a una concentracion de 10 uM (CDDP), farmaco utilizado comunmente para tratar este

tipo de tumor.

La Grafica 2 muestra los resultados de las pruebas clonogénicas sobre células
HelLa a concentraciones de 10/uM se observa que el compuesto 24a tiene un efecto
antiproliferativo de tan solo 3.7%, mientras que el efecto del compuesto 24c es
cercano al 55%; en comparacién, e\CDDP tiene un efecto antiproliferativo de 61.82%.
El efecto antiproliferativo de 24ay 24¢ se incrementa con la concentracion, mejorando
un nivel de inhibicion a 50 pM similar al del CDDP a la concentracion de 10 uM.
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Grafica 2. Ensayo Clonogénico de los compuestos 24a, 24b y 24¢ en células\Hel a.

En la Figura 6 se observa la disminucion de las colonias celulares_ debido al
efecto antiproliferativo causado por los compuestos 24a, 24c y CDDP_(a una
concentracion de 10 pM) sobre células HelLa (Tabla 7). Fotografia temada al

microscopio con microscopia invertida Axio Vert. A1 (Carl Zeiss, GE).
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Compuesto 24c

Fig.6. Célulam%e_ipuegs i compuestos 24a, 24c y CDDP.
Cuando se evaluo el efecto de I@mpu%ﬂa, 24b y 24c en células Caski
se encontré que a una concentracion CQO uM mpuesto 24a tuvo un efecto

antiproliferativo de 23.3%, mientras que 24b no tuvo dgi y 24c tuvo una inhibicion
de 77.8%. De 50 a 200

UM los compuestos 24a y 24¢ poseen un efecto antiproliferativo similar al del CDDP

significativa del 80.3%, mejor aun que el del CDDP qu

a la concentracion de 10 pM, en tanto que el mayor efecto de ue de alrededor de

15.4% a la concentracion de 200 uM (Grafica 3). )\
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Grafica 3. Ensayo clonogénico de los compuestos 24a)24b y 24c en células CasKi.

La grafica 4 muestra los resultados de las pruebas. clonogénicas sobre las
células SiHa. A concentraciones de 10 uM se observa que el compuesto 24a tiene un
efecto antiproliferativo del 26.3%, mientras que el efecto del'‘compuesto 24c fue del
13.6% y con 24b no se observd inhibicion del crecimienta ‘celular. El efecto
antiproliferativo de 24a y 24c mejora con la concentracion, siendosde 50 a 200 uM
mejor que el CDDP a la concentracion de 10 pM. Sin embarge, dichas

concentraciones son toxicas para las células normales.
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Grafica 4. Ensayo clonogénico de los compuestos 24a; 24b y 24c en células SiHa.

En esta linea célular SiHa podemos*observarque.el compuesto 24a presento
mas del 20% de efecto antiproliferativo a una concentracion/de 10 uM, en comparacion
con el compuesto 24c que presento a esa misma concentracion tan solo un efecto
antiproliferativo del 15%; el compuesto 24b a partir de 100 uM se” observd un efecto
del 7 % y solo a 200 uM un efecto antiproliferativo iguala el efecto que tiene el

compuesto 24a a una concentracion de 10 uM.
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Conelusion:

La sintesis de compuestos organicos en la actualidad no solo se limita a la

busqueda de rutas sintéticas mas cortas, sino también en la obtencién de compuestos

que danen/dlo.menos posible el ambiente y ademas que puedan tener un uso a nivel

biolégico. Pon o antes mencionado con la elaboracion de este trabajo podemos

concluir que:

1.

Se desarrolld uma metodologia verde para la sintesis de chalconas por el
método de Condensacion de Claisen-Schmidt, utilizando microondas como
energia de activacion. Esto nos permitié obtener los compuestos 24a-24c en
rendimientos de 407a. 85% y acortar los tiempos de reaccion, que se
disminuyeron sustancidlmente, de 24 h a 6 min, en comparaciéon con
reacciones en simple agitacién.

El compuesto mas citotoxico ‘para células mononucleares fue el 24a, el cual
contiene un grupo hidroxile en‘posicién 2 del anillo A.

El compuesto con mayorefecto antiproliferativo en células SiHa de cancer de
cérvix, a una concentracion‘de 100 uM-fue el 24a, el cual contiene un grupo
hidroxilo en posicion 2 del anillo A?

En células HelLa el compuesto 24a presenta-un efecto antiproliferativo mayor
al 60% a una concentracion de 50'uM.

EL compuesto 24b presento efecto antiproliferativalsignificativo a partir 200 yM
en las 3 lineas celulares de cancer de cérvix, pero_mas marcada en células

casKi, ademas de presentar un pequerio efecto citotéxico.
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Perspectivas:

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados, nos dan pauta para
continuar trabajando con chalconas y dicetonas con el propdsito de obtener nuevos
derivados con “diferentes patrones de sustitucion. Esto podria mejorar
significativamente el'efecto antiproliferativo de las lineas celulares tratadas. En una de
las lineas celulares tratadasse observé que el derivado 24a fue mas efectivo que el
control cisplatino a una coneéntracion de 10 micromolar. Este derivado podria ser
candidato para hacer modificaciones estructurales y evaluar el cambio de su efecto
biolégico con respecto al antes*obtenido y a los controles utilizados a la misma
concentracion. Esto con el propdsito, de continuar con la busqueda de un nuevo
compuesto mas efectivo que el cisplatino de referencia pero con menor efecto
citotoxico sobre células monondcleares;-es decir, buscar la mejor selectividad celular.

Debido a la importante actividad poco_citotéxica sobre células mononucleares
y a la actividad anticancerigena, que _presentaron-alguna de los compuestos antes
sintetizados, y de la relacion estructura-actividad bioldgica, las chalconas y dicetonas
hidroxi sustituidas representan un campo-de estudig'muy alentador en la sintesis de

nuevos farmacos para este padecimiento.
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Sintesis de chalconas 2'-sustituidas, evaluacion in vitro de
citotoxicidad en células mononucleares y ensayo

clonogeénico en celulas tumorales de cérvix
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