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Resumen

Monterrey, Nuevo Ledn
Marzo, 2025

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del SINTESIS DE DERIVADOS DE ACIDO BENZOTRIAZOLIL-

estudio: ACRILICO, EVALUACION DE SU  ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA IN VITRO Y SU POTENCIAL
APLICACION EN LA GENERACION DE BIOIMAGENES
POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Area de estudio: Farmacia

Numero de paginas: 134

Propédsito y método de estudio: Actualmente, el cancer prevalece como una de
las principales causas de mortalidad a nivel mundial en la poblacién y la
resistencia a los farmacos antineoplasicos representa una problematica
alarmante, esto ha promovido la busqueda de nuevas alternativas que permitan
superar la resistencia a farmacos en células cancerigenas. En este trabajo se
realizo la sintesis de diez derivados de acido benzotriazolil-acrilico y se realizo6 el
acoplamiento molecular de estos derivados con la Proteina Caseina Quinasa 2
(CK2); se evalud su posible actividad anticancerigena y se determinaron sus
propiedades fotofisicas para su potencial aplicacion en la generacion de

bioimagenes.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvieron diez derivados de &acido
benzotriazolil-acrilico, se realizo la caracterizacion estructural de los derivados
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proton ('H) y carbono-13
("3C) y Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS). En los resultados
del acoplamiento molecular con la proteina CK2, se determiné que el tamano y

s, V
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restriccion de los grados de libertad en las moléculas 46-47a-e influye en la
energia de afinidad de la proteina CK2. Por otro lado, los resultados de la
actividad anticancerigena (linea celular Caco-2) mostraron que los compuestos
que redujeron mas del 20% la viabilidad celular son el 46a, 46b y 46e a las tres
concentraciones probadas (100, 250 y 500 ug/mL). Mientras que la evaluacion
de la toxicidad utilizando timocitos murinos para los compuestos 46b y 46e a la
concentracion de 100 pg/mL después de 24 h, mostraron porcentajes de
viabilidad de 75% y 97%, respectivamente, lo que sugiere que el compuesto 46e
es un candidato para ser utilizado como tinte celular en la generacion de
bioimagenes, considerando que los compuestos 46-47a-e presentaron
propiedades fotofisicas optimas como un desplazamiento de Stokes mayores de
70 nm y los compuestos 46b, 46e, 47a y 47b presentaron un coeficiente de

absortividad molar mayor de 30 000 M-"cm'.

Dr. Eugenio Hernandez Fernandez

Director de Tesis

Dr. Moisés Armides Franco Molina

Co-director de tesis
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1. Introduccion
1.1. Cancer

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de
las principales causas de muertes en el mundo.' De acuerdo con los datos del
GLOBOCAN, tan solo en el afio 2022 se le atribuyeron alrededor de 10 millones
de muertes. Los tres tipos de cancer con mayor incidencia reportados en 2022
fueron el cancer de pulmon, mama y colorrectal con 2.48, 2.31 y 1.93 millones de

casos, respectivamente.?

Se estima que, debido a diferentes factores ambientales, genéticos, malos
habitos alimenticios, el consumo de alcohol y tabaco llevaran al alza el numero
de incidencia mundial de casos nuevos de cancer hasta 35 millones para el afo
2050.3

El cancer es considerado como un desorden celular, en donde las células se
dividen de manera anormal, existiendo un crecimiento descontrolado de células
andmalas que pueden dispersarse a otros oOrganos a través del sistema
circulatorio, donde posteriormente encuentran un nicho apropiado para continuar
con su crecimiento descontrolado originando la metastasis.*® El cancer se
desarrolla por un proceso denominado carcinogénesis, donde una célula normal
se transforma en una célula cancerosa.® Este proceso es generalmente
provocado por la exposicion a agentes cancerigenos (quimicos, fisicos o
bioldgicos) o bien por factores genéticos, que inducen mutaciones en el ADN;
estas alteraciones en el ADN se presentan en los genes que regulan el
crecimiento celular, la reparacion del ADN y la apoptosis (muerte celular
programada).>®

A medida que las células cancerigenas adquieren mutaciones, desarrollan

caracteristicas que les permiten proliferar de manera descontrolada y evadir
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mecanismos de defensa del cuerpo, las cuales son fundamentales para su

progresion.’

1.2. Caracteristicas de las células de cancer.

De acuerdo con Hanahan D. y Weinberg R &9, las células cancerigenas son
capaces de desarrollar mecanismos que les permite generar resistencia contra
farmacos y evadir el sistema inmunolégico permitiéndoles sobrevivir dentro del

cuerpo. Estas caracteristicas las denominaron “Hallmarks” del cancer (Figura 1).

Proliferacién Inhibicion de senales
sostenida de crecimiento
Desregularizacion
del metabolismo Evasion del sistema
celular inmune
Evasion Potencial
dela replicativo
apoptosis ilimitado
Inestabilidad Inflamacion
genomlca promotora

Capacidad de invasién

ANglognCes y metastasis

Figura 1. Hallmarks del cancer (caracteristicas de las células cancerigenas), adaptada de:
Hanahan D & Weinberg R, 2022.8

Entre las principales caracteristicas del cancer se encuentra la proliferacion
sostenida. En las células cancerigenas, la proliferacion sostenida les permite
dividirse y multiplicarse sin depender de estimulos externos y adaptarse
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adquiriendo mutaciones que les permiten activar vias de senalizacion para su
proliferacion en ausencia de factores de crecimiento, a diferencia de las células

sanas que requieren de factores de crecimiento para su division celular, 81

Entre los factores de crecimiento mas importantes involucrados en el desarrollo
del cancer se encuentra el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), el cual
promueve la proliferacion y supervivencia celular al activar a su receptor (EGFR),
el cual suele estar sobreexpresado en muchos tipos de cancer, como el de mama
y pulmon.'? El Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) esta
involucrado en la generacion de angiogénesis y provee de nutrientes a los
tumores. El Factor de Crecimiento de Insulina (IGF), este factor se asocia en la
proliferacion y en promover la resistencia a la apoptosis celular.’?'® La
sobreexpresion de factores de crecimiento y la falta de proteinas supresoras

puede provocar una division celular rapida y descontrolada.

Otras caracteristicas relevantes de las células cancerosas es la inhibicion de
senales de crecimiento, donde estas células son capaces de bloquear las
sefales supresoras de tumor, las cuales se encargan de regular el crecimiento y
proliferacion tumoral. Por otra parte, las células cancerigenas son capaces de
evadir la apoptosis, generando una sobreexpresibn de proteinas
antiapoptoticas o inclusive generando mutaciones en el gen p53 impidiendo la
activacion de la apoptosis permitiendo que estas puedan dividirse
indefinidamente.'® Adicionalmente a esto, las células cancerosas presentan un
potencial replicativo ilimitado debido a que son capaces de activar la
telomerasa permitiendo que estas puedan dividirse indefinidamente, mientras
que las células sanas sufren de acortamiento en los telémeros por lo que

presenta una division limitada.'

Ademas, estas células son capaces de inducir la formacion de vasos sanguineos
(angiogénesis) que permitan a estas suplirse de nutrientes para su crecimiento;

Estos mismos autores mencionan que estas células son capaces de modificar
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su metabolismo para aprovechar mejor los nutrientes que tienen a su alcance y
adicionalmente son capaces de evadir el sistema inmunolégico inhibiendo la
activacion de los linfocitos T, lo que les permite evadir muchos mecanismos que

naturalmente el cuerpo realiza para contrarrestar un desorden celular. -0

Adicionalmente, la inflamacién crénica también esta relacionada con el
desarrollo y la progresién tumoral, pues generan un microambiente ideal para las
células cancerigenas debido a que se liberan moléculas proinflamatorias
(citoquinas y factores de crecimiento) que pueden estimular el crecimiento celular
y promover la invasion y migracion de las células cancerigenas.'® La metastasis
es la migracién de las células cancerigenas a otros tejidos u organos, esto es
debido a que en las células cancerigenas las proteinas encargadas de la
adhesidn celular se ven disminuidas (Cadherinas) o se encuentran inactivas, lo

que les permite a las células cancerosas diseminarse a otros organos.®10.16

1.3. Tratamientos contra el cancer.

Los tratamientos contra el cancer son variados y entre los mas utilizados estan
la intervencién quirargica para extraer el tumor, el uso de radioterapia y la
quimioterapia, y en muchas ocasiones se realiza una combinacién de estos

tratamientos para una mayor eficacia.’”

Cuando se decide realizar la extraccion del tumor, se ha reportado que algunos
pacientes pueden reincidir en la enfermedad, por tal motivo grupos de
investigacion estan estudiando si las intervenciones quirdrgicas al inducir
respuestas inflamatorias, pueden influenciar en el crecimiento acelerado de las
células residuales presentes.'® Desafortunadamente, cuando se realiza una
cirugia para extraer un tumor maligno, no se logran extraer en su totalidad las
células cancerigenas, generandose la posibilidad de que la persona vuelva a

desarrollar este padecimiento.
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Hasta el momento, la quimioterapia es considerada como uno de los tratamientos
mas eficaces para combatir el cancer, ya sea sola o en combinacién con la
radioterapia. El objetivo principal de la quimioterapia es inhibir la proliferacion
celular, evitando que las células se diseminen e invadan otros 6rganos generando
metastasis.'®2° Los farmacos usados en quimioterapia actian principalmente en
la sintesis de ADN, ARN o proteinas. Interfiriendo en estas funciones, se puede
desencadenar la apoptosis celular, pero en algunas ocasiones solo se retrasa la
muerte celular, por lo cual en muchos casos es necesario repetir el tratamiento.
Los farmacos regularmente usados en la quimioterapia se pueden clasificar

segun su mecanismo de accion (Tabla 1). 1921

Tabla 1. Farmacos usualmente utilizados en la quimioterapia.

19,21,22

Agentes
quimioterapéuticos

Mecanismo

Ejemplo

Agentes
alquilantes

Inhiben la replicacion y transcripcion
del ADN, formando enlaces
covalentes con el ADN, producen un
grupo alquilo inestable capaz de
reaccionar  con los  centros
nucleofilicos de las proteinas y
acidos nucleicos.

Mostazas nitrogenadas (bendamustina,
ciclofosfamida, ifosfamida)
Nitrosoureas (carmustina, lomustina)
Analogos del platino (carboplatino,
cisplatino, oxaliplatino)
Triazeno (dacarbazina, procarbazina,
temozolamida)

Antimetabolitos

Inhiben la sintesis del ADN. Se
incorporan directamente al ADN,
actuan como analogos
estructurales a los nucledtidos.
Reducen la sintesis del folato, el
cual es esencial en la sintesis de
nucledtidos; actuando como falsos
sustratos.

Analogos de citidina (azacitidina,
decitabina, citarabina, gemcitabina)
Antagonistas del folato (metotrexato,
pemetrexed)

Analogos de purinas (cladribina,
clofarabina, nelarabina)
Analogos de pirimidina (Fluorouracilo,
capecitabina)

Agentes
antimicrotubulares

Actian en los microtubulos
interfiriendo en la mitosis.
Taxanos: inhibe el ensamblaje de
microtubulos, provocando una
alteracion en la division celular.
Alcaloides: Inhiben la formacién de
microtUbulos, deteniendo la mitosis
en la metafase.

Taxanos (paclitaxel, docetaxel,
cabazitaxel)
Alcaloides (vinblastina, vincristina,
vinorelbina)

Inhibidores de
topoisomerasas

Inhibidores de la topoisomerasa
I: Bloguean la enzima por lo que no
se permite el desenrollamiento del
ADN.

Inhibidores de la topoisomerasa
IIl: Inducen roturas en el ADN
interfiriendo en la sintesis del ARN y
ADN.

Inhibidores de la topoisomerasa |
(irinotecan, topotecan)

Inhibidores de la topoisomerasa Il
Antraciclinas(doxorrubicina)
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Inhiben la sintesis de ARN y ADN,
se unen al ADN y causan roturas o
Antibiéticos en caso de la doxorrubicina se Actinomicina D, doxorrubicina.
intercalan en el ADN interfiriendo en
la sintesis del ADN.

Sin embargo, los farmacos usados en la quimioterapia pueden afectar células
cancerigenas, asi como células sanas, causando dafio en 6rganos y tejidos
sanos; hasta el momento, se tiene reportado que los farmacos utilizados durante

el tratamiento del cancer provocan efectos adversos.!”22

Los efectos secundarios provocados por los farmacos usados en la quimioterapia
se dan principalmente en las células que tienden a multiplicarse rapidamente; por
ejemplo, las células de la medula ésea, del tracto gastrointestinal y los foliculos
pilosos, provocando diferentes efectos tales como nauseas, vémitos, fatiga,
pérdida de cabello, infertilidad, estrefiimiento, colitis, problemas cardiacos,

disminucién de apetito, entre otros. 2"

Por esta razén, surge la necesidad de desarrollar nuevos farmacos para combatir
el cancer, lo cual se espera que éstos presenten un mayor efecto sobre células
cancerigenas y un menor dafio sobre células sanas, para de esta manera reducir
los efectos secundarios causados por la quimioterapia. Algunos compuestos
utilizados para el desarrollo de nuevos farmacos son los compuestos
heterociclicos de nitrégeno, tales como los benzotriazoles,?® los cuales son
ampliamente utilizados como andamios debido a que poseen una estructura
analoga a las purinas y han mostrado tener actividad anticancerigena,

antibacteriana, antiviral, antimicotica, por mencionar algunas.*
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1.4. Resistencia a la quimioterapia

En los ultimos afios se ha determinado que las células cancerigenas son capaces
de evadir y contrarrestar los efectos de los farmacos utilizados en la
quimioterapia, generando una problematica global, debido a que la quimioterapia

es uno de los principales tratamientos para muchos tipos de cancer.

El objetivo principal de la quimioterapia es inhibir la proliferacion celular y la
multiplicacion tumoral para evitar que las células cancerigenas invadan a otros
organos y causen metastasis.'® Sin embargo, los farmacos antineoplasicos no
presentan selectividad por las células cancerigenas, razon por la cual estos
farmacos afectan a todas las células que presentan una alta proliferacion

celular.?®

Se busca desarrollar alternativas con diferentes vias de administracion mas
eficientes o la busqueda de nuevas moléculas que presenten menor toxicidad
ante células sanas y permita reducir efectos secundarios, a la vez que

contrarresten la resistencia a farmacos que presentan las células cancerigenas.?®

Se considera que existen diferentes factores que generan la resistencia a los
farmacos, estos factores se pueden dividir en factores intrinsecos, donde existen
alteraciones genotipicas, que incluyen reordenamientos cromosomicos,
mutaciones y alteraciones en el microARN. Por otra parte, estan los factores
extrinsecos que incluyen el ambiente tumoral, el pH, la hipoxia, la sefalizacion

con otras células tumorales, entre otros.?”

Entre los mecanismos de resistencia de las células cancerigenas a la
quimioterapia, se encuentran la inactivacion metabdlica de farmacos, la

disminuciéon de captacién del farmaco alterando su membrana celular, la
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alteracién de las dianas terapéuticas en donde actuan los farmacos y la activacion

de vias que permiten inhibir la muerte celular programada (Figura 2).28

Activacion de proteinas
transportadoras de

farmacos
» .2 o O o
Inactivacién de 55 OOOO Alteraciones en
farmacos O~ % %OOO la diana del
pe \/ \ 99¢ farmaco
— S Cancer
r'

Y 9 _1 Plasticidad

~
‘\K tumoral Activacién de vias

\V\ Compensatorias

Microambiente i\é ‘\ {'2
o-@®

Figura 2. Mecanismos de resistencia de las células cancerigenas, adaptada de Lei, et al.,
2023.28

El microambiente tumoral es un factor importante en la resistencia de los
farmacos usados en la quimioterapia, debido a que existe una comunicacion
entre las células tumorales. Se menciona que se presentan factores de
crecimiento y citoquinas que son producidas en este ambiente, mandando

sefiales adicionales para el crecimiento y supervivencia tumoral. 27-2°

Las células de cancer son capaces de adaptarse y mantener un pH unico que es
mas acido extracelularmente y mas basico intracelularmente. Se dice que este
microambiente es capaz de debilitar el sistema inmunolégico e inhibir el
crecimiento de células normales, ademas de que es capaz de inactivar farmacos
anticancerigenos. Otro aspecto importante del microambiente tumoral es la
hipoxia, es decir carencia de oxigeno, la cual altera la actividad de diversas

enzimas encargadas de metabolizar los farmacos.?”-2°
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También existen las células madre cancerosas, las cuales son capaces de
expresar proteinas transportadoras de farmacos como la glicoproteina-P, también
conocida como proteina de resistencia a multiples farmacos, esta proteina se
localiza en la membrana plasmatica y es capaz de secretar metabolitos e inducir
la expresion del CYP9A4, quien es capaz de desactivar farmacos usados contra
el cancer. Adicionalmente, las células madre cancerosas poseen la capacidad de

activar la reparacién del ADN y activar mecanismos de evasion de apoptosis. 2930

La creciente resistencia de las células cancerigenas a los farmacos usados en la
quimioterapia ha impulsado la busqueda de nuevas moléculas dirigidas a nuevos
blancos terapéuticos relacionados con el cancer, un blanco terapéutico
prometedor es la proteina CK2 la cual se ha asociado con diversos procesos

celulares que favorecen en la proliferacion de las células cancerigenas.

1.5. Proteina caseina quinasa 2 (CK2)

En los ultimos afios la proteina quinasa 2 (CK2) ha sido objetivo de diversas
investigaciones, debido a que esta proteina esta involucrada en procesos
celulares esenciales (proliferacion, crecimiento y supervivencia celular) y también
promueve la angiogénesis.3'32 Esta enzima se encarga de catalizar la
fosforilacion de hasta casi 300 sustratos proteicos utilizando el ATP,3334
fosforilando residuos de serina y treonina. Esta proteina se puede localizar en el

nucleo y en el citoplasma. 3°

La CK2 es una proteina tetramérica; es decir, que estd conformada por dos
subunidades cataliticas a y dos reguladoras 3. Su sitio activo se encuentra en la
subunidad alfa, presenta una cavidad hidrofébica donde el ATP se une y es capaz
de llevar a cabo la fosforilacion de diversos sustratos proteicos (Figura 3).3536
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Figura 3. Estructura de la proteina de CK2 (Holoenzima), reimpresa de Wang, et al, 2022.37

1.5.1 CK2 como blanco terapéutico contra el cancer.

Diversos estudios han determinado que la proteina CK2 se encuentra
sobreexpresada en diversos tipos de cancer como el cancer de prostata, ovario,
pancreas, pulmén, mama y colorrectal presentan una sobreexpresion de esta
proteina y se ha determinado que el presentar niveles elevados de CK2 conlleva

a un mal prondstico contra el cancer. 3

La sobreexpresion de la proteina CK2 esta asociada a un mal prondstico en del
cancer, debido a que se relaciona con la progresion tumoral, se asocia con un
incremento en la proliferacion celular, en la generacion de vasos sanguineos, en
la secrecion de factores de crecimiento y en la resistencia de farmacos

antineoplasicos. 32:36.38

La proteina CK2 es capaz de intervenir en la regulacién de la proliferacién celular
mediante la activacion de vias de sefializaciéon como la PISK/AKT, promoviendo

asi la division celular descontrolada.®® La via PI3BK/AKT/mTOR se activa cuando
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factores de crecimiento se unen a receptores que se encuentran en la membrana
celular, lo que desencadena la fosforilacion de PI3K y la activacion de proteinas
como AKT y mTOR. En esta via la proteina PTEN actua como un regulador, se
encarga de defosforilar a PIP3 e inhibir la activacion de AKT. La CK2 en esta via
puede actuar de dos formas, fosforilando directamente a AKT, lo que aumenta su
actividad incluso sin PI3K; o bien fosforilando PTEN causando que la inhibicion
de PTEN y por consiguiente desregulando la via causando que AKT permanezca
activa. Generando como resultado que se dé una sefalizacion constante de

proliferacion celular contribuyendo al crecimiento tumoral (Figura 4).3°

PI3K/AKT/ mTOR Signaling

Growth Factors
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PI3K / «
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Metabolism, Angiogenesis and
Cancer Metastasis

Figura 4. Intervencion de la proteina CK3 en la via PI3BK/AKT/mTOR. 39

Ademas, la proteina CK2 puede involucrase en la resistencia a la apoptosis, la
cual interfiere en la sefializacion de apoptosis al actuar directamente sobre el p53
inactivandolo mediante su fosforilacidn; esta fosforilacion evita que el p53 actue
como supresor del crecimiento, bloqueando la capacidad de activar las vias que

inducen la muerte celular.40
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Se ha determinado que puede estimular la produccion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEDF), promoviendo asi la formacién de vasos sanguineos
que nutren el tumor. Adicionalmente, la CK2 puede interferir en la activacién de
los linfocitos T y NK, reduciendo la capacidad del sistema inmunoldgico de atacar

las células cancerigenas.3®

Debido a que ha mostrado ser una proteina importante en la progresion del
cancer, es que la CK2 se ha convertido en un blanco terapéutico prometedor para

combatir el cancer.

Como se menciond con anterioridad, esta proteina se encuentra en diversos tipos
de cancer, entre ellos el cancer colorrectal. 34! El cancer colorrectal es uno de
los mas comunes a nivel mundial, este se encuentra en el 3er lugar de mayores
incidencias de nuevos casos y en 2do lugar de casusas de muerte por cancer.?
Se ha reportado una mayor expresion de la proteina CK2 en tejidos tumorales de
pacientes con cancer colorrectal, especialmente en adenocarcinomas, en

comparacion con tejidos no tumorales.*'*3 De acuerdo con la base de datos de

Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/),** la sobreexpresién de esta
proteina también se observa en diversas lineas celulares de cancer colorrectal,
incluyendo a la linea Caco-2, que corresponde a un adenocarcinoma colorrectal.
Por lo cual, esta linea celular puede ser considerada como modelo celular para
investigar nuevas moléculas con potencial efecto sobre la proteina CK2 y evaluar

su efecto anticancerigeno.

1.5.2 Estrategias de inhibicion de la proteina CK2

En el contexto actual sobre la busqueda de inhibidores competitivos (nuevas
moléculas) para la proteina CK2 ha tomado mayor interés. Investigaciones
recientes han desarrollado moléculas que actuan como inhibidores que compiten
con el ATP para bloquear el bolsillo hidrofébico de la proteina de tal forma que no
permiten que la proteina pueda seguir fosforilando sustratos proteicos.*®
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El inhibidor mas utilizado de esta proteina es el Silmitasertib (CX-4549), el cual
ya se encuentra en ensayos clinicos (https://clinicaltrials.gov/search?term=cx-
4945&viewType=Table) con cddigo de ensayo: NCT03897036 y NCT02128282.46

En los ultimos anos se han desarrollado una variedad de moléculas que incluyen
benzimidazoles y benzotriazoles polihalogenados. Entre estas moléculas se
encuentra el TBBT (4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazol), un derivado
halogenado de benzotriazol con un tamafio pequeio que le permite interactuar

con el bolsillo hidrofébico de la proteina (Figura 5).4647

Br
Br N
\:N
Br H
Br
TBBT CX-4945

Figura 5. Inhibidores de la proteina quinasa 2 (CK2).

Se espera que al desarrollar nuevos inhibidores de la proteina CK2 se logre
reducir la proliferacion celular, restaurar las vias de apoptosis e inhibir la
angiogénesis y lo que limitaria la capacidad de metastasis de las células
cancerigenas.*%*8 Por lo anterior, el desarrollo de inhibidores de CK2 podrian

ofrecer nuevas opciones terapéuticas para distintos tipos de cancer.

1.6. Compuestos heterociclicos

Los compuestos heterociclicos son aquellos compuestos conformados en ciclos
que poseen uno o mas heteroatomos (oxigeno, nitrégeno o azufre), es decir,
poseen atomos diferentes al carbono en el anillo.** Un ejemplo de estos

compuestos son el pirrol, el imidazol, el pirazol, la piridina y la pirimidina, los
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cuales presentan en su estructura anillos con atomos de nitrégeno otro ejemplo
son los benzotriazoles, los cuales son la fusién de un benceno con un triazol.%%-
52 | as modificaciones en la estructura del anillo afectan en sus propiedades
fisicas y quimicas conllevando a que se puedan generar un efecto biolégico
obteniendo propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antitumorales,

antivirales y antifingicas.%053

Estos compuestos conforman mas de la mitad de los compuestos organicos
conocidos, incluyendo los alcaloides, colorantes, herbicidas, farmacos,
vitaminas; incluso algunos aminoacidos poseen anillos heterociclicos, por
ejemplo, las bases nitrogenadas poseen una estructura heterociclica.*>* Los
heterociclos que contienen nitrégeno han exhibido gran diversidad en la actividad
biolégica y farmacologica debido a su similitud con diversas moléculas

endogenas.>

1.6.1. Benzotriazoles

El benzotriazol es un compuesto heterociclico conformado por la fusién de un
benceno con un anillo de triazol. Es un compuesto de bajo costo, muy estable y
facil de introducir en diversas reacciones.® Por ello ha resultado de gran interés
para el desarrollo de nuevos farmacos, incluso es denominado como un “andamio
molecular” debido a la facilidad que posee la molécula para ser transformada en

otros derivados de interés, (Figura 6). *°

Benzotriazol

Figura 6. Estructura del Benzotriazol.
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Las principales caracteristicas de los benzotriazol es que son excelentes
donadores o aceptores de electrones y ayudan en la estabilizacion de cargas
negativas y radicales. Muchos de los derivados de benzotriazol se caracterizan

por tener sintesis sencilla y son facilmente escalables.>

1.6.2. Actividad biolégica de los benzotriazoles.

Los benzotriazoles poseen en su estructura un sistema conjugado que le permite
formar interacciones - n y sus tres atomos de nitrégeno facilitan la formacion de
puentes de hidrégeno y enlaces de coordinacién, permitiéndoles interactuar con

enzimas y receptores bioldgicos mediante interacciones no covalentes.>®

Algunos derivados de benzotriazol han demostrado tener la capacidad de actuar
como antimetabolitos en procesos metabdlicos de purinas. Esto se debe a que la
estructura de un benzotriazol mimetiza la estructura de una purina, actuando
como sustrato falso y pudiendo anclarse e interactuar con enzimas, o bien,
interactuando en el metabolismo de las purinas. Por esta razén la sintesis de
compuestos que presenten similitud estructural a las purinas como el benzotriazol

podrian ser derivados prometedores para su uso en el tratamiento contra cancer.
57,58

La inhibicion de proteinas quinasas representa una alternativa para combatir el
cancer, dado que las quinasas realizan un papel importante en la divisién celular.
La estructura de los derivados de benzotriazol facilita su interaccion con proteinas
quinasas mediante interacciones no covalentes, puentes de hidrogeno, enlaces
de coordinacién, ion-dipolo, fuerzas de Van der Waals, permitiéndole inhibir la
actividad de proteinas quinasas como las proteinas caseina quinasas (CK2 y

CHK1), histonas desacetilasas, quinasas de adhesion focal, entre otras.%6:59
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1.7. Generacion de bioimagenes por microscopia de
fluorescencia

La generacién de imagenes por microscopia de fluorescencia es una técnica que
utiliza tintes o sondas fluorescentes (moléculas fluorescentes), la cual esta
presentando gran importancia en areas como la biologia molecular, inmunologia
y oncologia, debido a que permite visualizar estructuras o compartimentos

celulares e inclusive monitorear biomoléculas y asi estudiar procesos celulares.
60-62

La generacion de imagenes fluorescentes resulta ser una técnica de bajo costo
no invasiva, que implica una metodologia sencilla, permite obtener resultados
rapidos y que a su vez presenta una alta sensibilidad de deteccion. Inclusive, las
imagenes fluorescentes se han utilizado en cirugias guias preoperatorias e

intraoperatorias.63-65

Para la generacion de bioimagenes de calidad, donde se pueda observar de
manera clara donde se localiza el compuesto en la célula, es importante
considerar las propiedades 6pticas de los tintes fluorescentes. Estas propiedades
incluyen su capacidad de absorcién y emision de luz, su coeficiente de
absortividad el cual determina la capacidad de la molécula de captar la luz, un
alto rendimiento cuantico que indica la eficiencia de la conversién de fotones
absorbidos en fotones emitidos para una mayor emisién de fluorescencia, su

desplazamiento de Stokes y su estabilidad.466

1.7.1.Limitaciones de los tintes fluorescentes actuales.

Existen varios colorantes o tintes como la rodamina, el borodipirrometano
(BODIPY) el isotiocianato de fluoresceina (FITC), entre otros, que son usados en
investigaciones preclinicas; sin embargo, presentan algunas limitantes, la
mayoria de esos tintes presentan una longitud de emisién inferior a 550 nm

generando interferencia con los tejidos. Asimismo, algunos presentan un
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desplazamiento de Stokes menor a 70 nm lo cual genera una interferencia entre
la luz de excitacion y la de emision, limitando la aplicacion de los tintes celulares

actuales. 64

Por otra parte, para que una molécula presente la propiedad de fluorescencia,
eésta debe, de manera general, presentar una estructura rigida, plana y
conjugada; no obstante, moléculas con estas caracteristicas resultan muchas
veces en compuestos de alto peso molecular afectando directamente en la
farmacocinética y en la biodistribucién de éstas, siendo una limitante muy

importante para considerar en los tintes celulares.%*

Para superar las limitaciones anteriormente mencionadas, actualmente se
investigan moléculas organicas fluorescentes que presentan un disefio
estructural donador-rni-aceptor con desplazamientos de Stokes altos (mayores de
70 nm), aumentando de esta manera la eficiencia de la fluorescencia y

permitiendo reducir las interferencias opticas. 6364

Es importante mencionar que algunos derivados de benzotriazol ademas de
presentar actividad biolégica, han demostrado poseer propiedades fluorescentes
lo que amplia su potencial en aplicaciones biolégicas. La aromaticidad del
benzotriazol, combinada con su estructura plana y su buena capacidad de
aceptacion de electrones,’” permite la generacion de sistemas del tipo n
conjugados. Estas caracteristicas permiten que una molécula sea capaz de
absorber y emitir luz, por lo que son capaces de presentar fluorescencia. Gracias
a esto, los benzotriazoles son utilizados en el disefio de moléculas para la
generacion de tintes fluorescentes con posibles aplicaciones en la obtencién de

bioimagenes, para futuros estudios de procesos celulares.®
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2. Antecedentes

A continuacion, en esta seccion se presentan diversos estudios evidenciando la

actividad biolégica y fluorescente de diversos derivados de benzotriazol.

2.1. Derivados de benzotriazol con actividad
anticancerigena

En 2008 Zhang et al.%° llevaron a cabo la preparacion del compuesto 3-(1H-benzo
[d] [1,2,3] triazol-1-il)-1-(4-metoxifenil)-1-oxopropan-2-il benzoato (BmOB)
derivado de benzotriazol, (Figura 7). Posteriormente evaluaron su actividad
antiproliferativa en diferentes lineas celulares, entre ellas cancer de mama (MCF-
7) y células de hepatocarcinoma (BEL-7402), determinaron la concentracion
media inhibitoria (ICso), donde obtuvieron un ICs0 = 0.154 £ 0.018 mM y un ICsp =
0.0082 £ mM, respectivamente, presentando una mayor susceptibilidad por las
células de hepatocarcinoma. Los autores sugieren que la muerte celular pudiera
deberse a la modulacion de las funciones mitocondriales por las especies
reactivas de oxigeno, es decir, detectaron una mayor produccién de especies
reactivas de oxigeno en presencia de este compuesto; sin embargo, no lograron

concluir de manera efectiva el posible mecanismo de accion del compuesto.56.6°

BmOB

Figura 7. Compuesto BmOB, con actividad antiproliferativa en células MCF-7 y BEL-7402,
obtenido por. Zhang et al. en 2008. 6°
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Por otra parte, en 2011 Carta et al.”® reportaron la preparacién de diversos
derivados de benzotriazol con un acrilonitrilo incorporado en la estructura, donde
el compuesto 1 (Figura 8), demostré6 una mejor actividad anticancerigena en
comparacion con el farmaco de referencia 6-mercaptopurina (6-MP), un
antimetabolito que actiia como antagonista en el metabolismo de las purinas.”’
Estos derivados fueron evaluados en diferentes lineas celulares, entre ellas la
linea celular MCF-7 (cancer de mama). Los autores determinaron la
concentracion citotdéxica media (CCso) donde observaron que el 6-MP obtuvo un
CCso de 3.2 uM, mientras que el compuesto 1 obtuvo un CCso de 0.1 uM,

demostrando mayor actividad que el 6-MP. 670
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6-MP 1

Figura 8. 6-Mercaptopurina (6-MP) y derivado de benzotriazol-acrilonitrilo 1, obtenido por Carta
et al. en 2011.70

En 2013 Zhang et al. ’? realizaron la sintesis de un derivado de benzotriazol que
también contiene en su estructura un oxadiazol, molécula que también es
estudiada por su actividad biolégica contra el cancer. En su estudio realizaron la
sintesis de diversos derivados de benzotriazol, evaluaron su actividad
anticancerigena en células MCF-7 y HT29 que corresponden a cancer de mama
y coldn, respectivamente. Se reporté que el compuesto 2 (Figura 9) resulté ser
el mas activo obteniendo un ICso de 5.68 pg/mL para MCF-7 y 10.21 ug/mL para
HT29. %672
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Figura 9. Derivado de benzotriazol activo contra proteina FAK, Zhang et al. 2013. 72

Adicionalmente, realizaron un analisis de acoplamiento molecular de este
compuesto utilizando la proteina quinasa de adhesion focal (FAK, por sus siglas
en inglés), donde determinaron que el compuesto 2 lograba interactuar con el
sitio catalitico de la proteina. Evaluaron experimentalmente su capacidad
inhibitoria y obtuvieron un 1Cs0 de 1.2 + 0.3 pM contra la proteina FAK;
considerando este compuesto como un potente inhibidor de dicha proteina. Las
proteinas FAK son proteinas tirosina quinasas que también se ven involucradas
en los procesos de proliferacion, supervivencia celular, motilidad, invasion y
metastasis. A su vez, estan encargadas de una parte importante de la
transduccion de sefales, por o que una sobre sefalizacion de estas sehales
puede generar una proliferacion descontrolada, supervivencia o migracion de
células cancerigenas, por lo que las proteinas FAK también son otro tipo de
proteinas que se encuentran como objetivo de estudio para el tratamiento de

cancer.%6.72

En 2016, Lukowska-Chojnacka et al.”® sintetizaron un grupo de moléculas que
contienen en su estructura benzotriazol, benzimidazol y tetrazol, partiendo de los
compuestos TBBT y 4,5,6,7-tetrabromo-1H-bencimidazol (TBBi), inhibidores de
la proteina CK2. Evaluaron el efecto citotoxico de las moléculas en dos lineas
celulares, CCRF-CEM (células T) y MCF-7, (Figura 10). De manera general, los
resultados mostraron que los derivados de benzotriazol presentaron menor

citotoxicidad contra CCRF-CEM a diferencia del benzimidazol; no obstante, la
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linea celular MCF-7 resulté ser mas susceptible a los derivados de benzotriazol
3a-3d.”®

)\ B Br Br
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Br N N Ar
Br N\N:E/ N\ \'l\l
N=N
3a-3d 4a-4d 5a-5d
Ar = a: CGH5, b: 4-CH3-CGH4, Cc: 4-C|-CGH4, d: 2-C|-CGH4
Figura 10. Derivados de benzimidazol y benzotriazol, por tukowska-Chojnacka, et al. '3

El grupo de investigacion de Kassab AE y Hassan RA en 201874 realizaron la
sintesis de derivados de benzotriazolil N-acilhidrazonas (Esquema 1) con la
finalidad de inhibir la proteina FAK, la cual se ha reportado sobre expresada en
muchos tipos de cancer. La actividad anticancerigena de los compuestos 9a-9q
se evaluo en 60 lineas celulares, usando doxorrubicina como control positivo.
Este trabajo mostré que los compuestos 9d, 9e, 9f, 90 y 9q presentaron actividad
anticancer a concentraciones bajas; de estos, los compuestos 9e y 9q mostraron
actividad anticancer en un amplio espectro dentro de las lineas celulares
evaluadas. Por otra parte, los compuestos 9d, 9e, 9f y 9q mostraron actividad
anticancer en las lineas celulares HL-60 y OVCAR-3, provenientes de leucemia
y cancer de ovario, respectivamente, con valores de ICso0 en un rango nanomolar
de concentracion (25-130 nM); mostrando mejor actividad que incluso el farmaco

de referencia. 74
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6 7 8 9a-q
9a: Ar = 2-fluorofenil 9j: Ar = 3,4,5-trimetoxifenil
9b: Ar = 3-fluorofenil 9k: Ar = furan-2-il ,
9c: Ar = 4-fluorofenil 9I: Ar = pirrol-2-il a) CICH,COOC,H5, K;CO3 anhidro, secado
9d: Ar = 2-hidroxifenil 9m: Ar = piridin-4-il con acetona, reflujo 8 h.
9e: Ar = 2,3-dihidroxifenil 9n: Ar = benzofuran-2-il b) Hidrazina hidratada, etanol, reflujo 5 h.
of: Ar = 2 4-dihidroxifenil 90: Ar = benzotiofen-2-il c) ArCHO, etanol, GAA, reflujo 6 h.
9g: Ar = 3,4-dihidroxifenil 9p: Ar = indol-2-il
9h: Ar = 4-metoxifenil 94q: Ar = indol-2-il

9i: Ar = 4-hidroxi-3-metoxifenil

Esquema 1. Obtencion de derivados de benzotriazolil-acilhidrazonas, adaptado de Kassab AE y
Hassan RA.74

Por otra parte, en 2020, Li et al.”® reportaron la obtencion de derivados de
benzotriazolil-vinil-nitrilos mediante el uso de irradiacién de microondas utilizando
benzotriazolil-acetonitrilo y diferentes aldehidos aromaticos (Esquema 2);
ademas, evaluaron su capacidad como inhibidores de la proteina tirosina
quinasa, la cual esta involucrada en procesos celulares como la proliferacion,

diferenciacion y/o apoptosis celular.
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Esquema 2. Derivados de benzotriazol con actividad anticancerigena, adaptado de Li, et al. °

Ademas, los autores determinaron la actividad anticancerigena in vitro de los diez
derivados empleando gefitinib como control positivo, un farmaco comercial
utilizado para tratar el cancer de pulmén, mediante el ensayo CCK-8 (Kit de
Conteo Celular-8), utilizando las siguientes lineas celulares VX2 (carcinoma de
células escamosas), A549 (cancer de pulmén), MKN45 y MGC (cancer de
estbmago). Todos los derivados mostraron actividad, siendo el derivado 20a el
que presentd la mayor actividad en las cuatro lineas celulares e incluso mejor
actividad que gefitinib, obteniendo valores de ICso en un rango de 5.4 - 3.04 uM

para el compuesto 20a y valores de ICso entre 6.94 - 12.88 uM para el gefitinib.”

En 2021, Paprocki et al.®® evaluaron la actividad anticancerigena de los
compuestos  5,6-diiodo-1H-benzotriazol 21, 4,7-dibromo-5,6-diiodo-1H-
benzotriazol 22 y 5,6-dibromo-1H-benzotriazol 23, los cuales son analogos al
TBBT 24, el cual es utilizado comunmente para inhibir la actividad de la proteina

quinasa CK2 (Figura 11) utilizando cisplatino como control positivo.
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Figura 11. Derivados 1H-benzotriazol con actividad anticancer, adaptada de Paprocki, et al.®5

El andlisis de viabilidad celular (Tabla 2) en las lineas celulares de carcinoma
epidermoide (A-431), carcinoma hepatocelular (HEPG2), y carcinoma colorrectal
(HCT116 y HCT116p53), mostré que los compuestos 21 y 22 tuvieron mayor
actividad que los compuestos 23 y 24. Observandose que el compuesto 21 fue
el que presentd las mejores propiedades fisicas y quimicas, debido a que
presenté menor hidrofobicidad, menor acidez y fue mas soluble en medio acuoso.
No obstante, el compuesto 22 presentd mayor actividad que el farmaco de

referencia (cisplatino) con respecto al ICs0.3°

Tabla 2. Resultados obtenidos de viabilidad celular de 21-24 y cisplatino.

Viabilidad Celular, ICso (uM)

Linea Compuesto
Celular 21 22 23 24 Cisplatino
A-431 53+0.7|22+03|12+2 |7.8+1.2|2.02+0.06
HEPG2 3304 |15+£03 | 18+4 | 13+2 |243+0.14
HCT116 6.1+13|18+03|19+x6 | 23%9 4.7+0.6
HCT116p53 | 94+1.4 |25+0.2 | 13+3 | 48+18 | 2.94+0.13

En 2020, El-Kardocy et al. 6, realizaron la obtencion de nuevos compuestos de
benzotriazol, basandose en el TBBT, DMAT y el CX-4945, realizando
modificaciones principalmente en el andamio del benzotriazol bromado (TBBT) el
cual hasta ahora es el inhibidor mas potente y selectivo de la proteina CK2 (K=
0.4 pM),(Esquema 3). En su trabajo realizaron la sintesis de los derivados,

introduciendo grupos hidrofilicos como un acido carboxilico o una hidracida al
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anillo de triazol del TBBT, esperando que se pudieran dar interacciones polares

mas fuertes fuera de la bolsa hidrofébica.

Br
Br N Br 0

N Br N }OH
Br N oH _N
Br \\( Br N
o Br
29 30

Br

” 2 Br b Br N =N
Br Br Br

Br N Br

N /N\
N-NH, N
Br Br N NH
a =Br, y HNO3 conc. a reflujo por 48 h. o) o) \NHZ
b = CICH,COOCH,CHj3, K,CO3 y acetona en reflujo por 6 h. Br
¢ = NH,;NH, con H,0 y etanol a reflujo por 6 h. 31 32

d =5 % de KOH en 50 % etanol-agua a reflujo por 1h.

Br

Esquema 3. Derivados de benzotriazol, inhibidores de proteina CK2, adaptada de El-Kardocy et
al. 48

Ademas, se determiné la actividad anticancerigena de los compuestos en A549
(cancer de pulmon) y MCF-7; reportando que el TBBT mostré un ICso = 0.131 yM
(CK2a), I1Cs0 = 9.1 yM (MCF-7) y 1Cs0 = 0.131 pM (A549). Realizaron
acoplamiento molecular y determinaron que el triazol del TBBT le provee
importantes interacciones con residuos como Asp175, Lys68 y Trp176, en el sitio
catalitico de la enzima. En sus resultados determinaron que el derivado 32
presentd mejor actividad que los acidos 29 y 30, esto se atribuyé a que los
derivados son mas lipofilicos, permitiéndole interactuar mejor en la bolsa

hidrofébica de la enzima. Los compuestos mas activos contra la proteina CK2
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fueron el compuesto 30 y 32, pues lograron colocarse en el mismo sitio que el
CX-4945 e interactuaron con residuos de Val116, Lys68 y Asp175. Del derivado
29 se obtuvo un ICs0 = 0.5 yM (CK2) y ICs0 = 37.5 yM (MCF-7), el compuesto 30
mostro un ICso = 0.098 uM (CK2) y ICs0 = 36.8 uM (MCF-7) y el 32 obtuvo un ICso
= 00131 uM (CK2) y ICs0 = 9.1 yM (MCF-7), siendo este ultimo el compuesto con

mayor actividad contra MCF-7.46

En 2022 Mioc et al.,’® realizaron la sintesis de tres derivados de benzotriazol
acoplados con acido betulinico 33a, acido oleandlico 33b y acido ursolico 33¢
(Figura 12) mediante reacciones de esterificacion usando N,N*-
diciclohexilcarbodiimina. Ademas, evaluaron su actividad anticancerigena en

células de melanoma A375 y evaluaron la citotoxicidad utilizando células sanas
de queratinocitos HaCaT.

o 0 o
o o
O\N/Q \r\{/@ \,\{/Q
\ .
HO N=N HO N=N HO N=y
33a 33c

Figura 12. Derivados de benzotriazol 33a-c, adaptada de Mioc, et al. 76

33b

Reportaron que los compuestos 33a-c no mostraron efectos citotoxicos en
células normales a una concentraciéon menor de 25uM. Los resultados obtenidos
utilizando células de melanoma (A375) mostraron que los compuestos 33ay 33b
a 25 pM redujeron significativamente la viabilidad celular (81.25% y 87.4% vs
control 100%) y a 50 uM (69.8% y 62.5% vs control 100%); el compuesto 33c
redujo la viabilidad celular unicamente a una concentracién de 50 uM (77% vs
control 100%).76
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2.2. Benzotriazoles en microscopia confocal de
fluorescencia.

En el 2022 Nava-Ramirez et al.,’” llevaron a cabo la preparacion de diez
derivados de benzotriazolil-oxidiazol, usando derivados de acido cinamico y una
benzotriazolil hidrazida (Esquema 4). Estos compuestos fueron evaluados para
determinar su actividad anticancerigena en las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-
231y 4T1, que corresponden a cancer de mama, asi como su viabilidad para la
obtencién de bioimagenes celulares por microscopia de fluorescencia. Los
autores reportaron que los derivados con mejor respuesta frente a la linea celular
MCF-7 fueron los compuestos 39c, 39f y 39i, siendo el compuesto 39f el que
mostré mayor actividad anticancerigena al presentar un 0.12 = 0.07% de

viabilidad celular para una concentracion de 4 mg/mL. "’

N N:[\lj (@]
@[ N %O/\ K2CO3, CHACN = . PPN
T s0c.an
36

100 °C,| NH,NH, - H,0
20min | EioH Mw

N=
Nx R =N O
N N-N y - Poch N
N AL R NHNH,
0 + 100, 57h

39a-39j

39a:R=HyRy=H 39f: R=HyR,;=Cl
39b:R=FyR;=H 39g:R=0OMeyR=
39c:R=HyRy=F 39h:R=HyR;= MeO
39d: R = F3y Ry=H 39i: R = OMe, Ry= MeO
39e: R=ClyRy=H 39j: R =Hy Ry =N(CHj),

Esquema 4 . Sintesis de benzotriazolil-1,3,4-oxidiazoles con actividad anticancerigena,
adaptado de Nava-Ramirez et al. ’*
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En el caso de la linea celular MDA-MB-231, los compuestos que mostraron mayor
actividad fueron 39a, 39c, 39f y 399, siendo el compuesto 39f el que presento la
mayor actividad anticancerigena al obtener resultados de 0.04 + 0.14% de
viabilidad a 4 mg/mL, (Figura 13). Para la linea 4T1, las moléculas que mostraron
mejores resultados fueron 39c, 39d, 39f y 399, siendo una vez mas el compuesto
39f el mas activo al presentar 0.00 £ 0.77% de viabilidad celular a 1 mg/mL. En
este estudio también evaluaron la actividad citotoxica de los compuestos
utilizando esplenocitos murinos, demostrando que los compuestos 39e, 39h y
39a fueron los que presentaron la mejor viabilidad con 89.84 + 3.52%, 87.66 +
4.55% y 84.89 + 4.23%, respectivamente.

N [ /
j/ko Cl
39f

Figura 13. Bioimagen generada a partir del compuesto 39f.

Es importante mencionar que los compuestos que sintetizaron fueron disefiados
con base en un sistema conjugado donador-aceptor (D-A), es decir, la estructura
de la molécula posee una parte donadora y una parte aceptora de electrones. Lo
anterior permite que las moléculas puedan transferir la carga del grupo donador
al aceptor (estado excitado) tras haber absorbido luz y, mediante un proceso de
relajacion para alcanzar su estado basal, liberan energia en forma de fotones

manifestandose de esta manera la propiedad de fluorescencia.®

Estos compuestos fueron evaluados para determinar su capacidad en la

generacion de bioimagenes utilizando la linea MCF-7, reportando que los
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derivados 39f y 39i presentaron las mejores caracteristicas de fluorescencia,
demostrando que estos compuestos tienen el potencial para ser usado como

pigmentos en la generacion de bioimagenes.”’

En 2019 Ortega-Villareal et al.®® realizaron la sintesis de ocho moléculas
fluorescentes, (Z)-benzotriazolil-acrilatos de etilo, sintetizadas mediante una
reaccion de condensacion de Knoevenagel, presentando rendimientos mayores
del 50%, (Esquema 5). El disefio de estos compuestos consiste en un sistema
push-pull, es decir, presentan un grupo donador, una conjugacion pi y un grupo
aceptor lo que les permite la capacidad de exhibir fluorescencia. Determinaron
sus propiedades fotofisicas, esperando obtener un desplazamiento de Stokes
(SS) mayor de 80 nm y un coeficiente de absortividad molar (¢) mayor de 30 000
M-'cm') para determinar si podrian ser utilizados en la generacion de

bioimagenes.

El compuesto 45a presentd buenas propiedades fotofisicas, SS =128 nmy ¢ =
3.28 x 10* M-'cm™', y baja citotoxicidad, por lo que fue utilizado para la generacion
de bioimagenes, donde determinaron que los compuestos son capaces de
ingresar a las células y estos se localizaban en lisosomas y endosomas, (Figura
14). Ademas, evaluaron su citotoxicidad en células HEK 293T (células de riidn),

determinando que presentaban una baja toxicidad a 0.6 yM. 8
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Esquema 5. Sintesis de acrilatos de etil (Z)-benzotriazolilo, por Ortega-Villareal, et al. %8

45a

Figura 14. Bioimagen generada a partir del compuesto 45a, imagen obtenida de Ortega-
Villareal, et al.b8

2.3. Analisis critico

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial y el cancer de colorrectal se encuentra entre los tres tipos principales de
cancer mas comunes y prevalentes, afectando tanto a hombres como mujeres. A
pesar de todos los avances en el tratamiento oncoldgico, la resistencia a
farmacos es uno de los principales desafios debido a que las células

cancerigenas desarrollan mecanismos que les permiten evadir la apoptosis
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celular e inclusive son capaces de activar vias de transporte de farmacos
limitando la eficacia de los tratamientos actuales. Es por ello que surge la
necesidad de buscar nuevas moléculas que permitan superar la resistencia de

las células cancerigenas a la quimioterapia.’®7°

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el benzotriazol es un compuesto
heterociclico utilizado como un “andamio” para el desarrollo de nuevas moléculas
activas. Se han sintetizado derivados de benzotriazol que han presentado
actividad anticancerigena. Esta actividad bioldgica se atribuye a que el
benzotriazol es considerado un bioisdstero de las purinas,®” lo que le permite
interactuar como sustrato falso, con la capacidad de anclarse e interactuar con
enzimas involucradas en la proliferacién celular, como es el caso de la proteina
CK2 la cual juega un papel importante en la proliferacién celular y en la progresion

tumoral .80

Debido a esto, los derivados de benzotriazol podrian ser utilizados como
farmacos potenciales para el tratamiento de cancer. Por ejemplo, un derivado de
benzotriazol con actividad anticancerigena es el Vorozole, un inhibidor de la

aromatasa utilizado en el tratamiento del cancer de mama.5”81

Ademas, el desarrollo de nuevas moléculas que incorporen heterociclos como el
benzotriazol en sus estructuras, representan una prometedora alternativa para el
tratamiento del cancer, cuya tasa de mortalidad y de nuevos casos al afio es

elevada y va en incremento afio con ano.

En el presente proyecto se plante6 la sintesis de diez derivados de acido
benzotriazolil-acrilico 46-47a-e siguiendo la ruta de sintesis mostrada en el
Esquema 6. Se realiz6 una reaccion de sustitucion nucleofilica entre el
benzotriazol 25 y el bromoacetato de etilo 40 para generar los ésteres 41 y 42,

seguido de una reaccion de condensacion de Knoevenagel utilizando diferentes
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aldehidos aromaticos 43a-e, finalizando con una reaccién de hidrélisis de los

esteres correspondiente 44-45a-e con hidréxido de litio.

Estos compuestos presentan una estructura similar a la propuesta por El-Kardocy
et al. (2020), quienes reportaron que sus derivados mostraron actividad
anticancerigena y que eran capaces de inhibir la proteina CK2, involucrada en la
proliferacion celular de las células cancerigenas. Al igual que los compuestos
descritos por El-Kardocy et al., en esta investigacion los compuestos planteados
mantienen el nucleo de benzotriazol y la parte del acido carboxilico en su
estructura, el cual con los resultados obtenidos esta asociado con la capacidad

de inhibir el sitio catalitico de la proteina CK2.

Ademas, estos compuestos poseen en su estructura un sistema conjugado
donador-aceptor que les confiere la capacidad de emitir fluorescencia,
permitiendo que estos derivados tengan un uso potencial como tintes celulares y

puedan ser usados en la generacion de bioimagenes.

o ,—
N i K2CO3, CH3CN JLO
* 2 3 3 / \
N + Br\)ko/\ (\ N

N MW, 50 °C, 5 h

25 40 41y42

/l’ o \\\\ \
: N = Ny N 0
oL Piperidina,
MW H
R

100 °C,

‘ .
R= T (j [j (_7 120 min 43a-e

LiOH, MeOH/H,0O
-
50 °C, 5 hrs

46-47a-e 44-45a-e

Esquema 6. Sintesis de derivados de acido benzotriazolil-acrilico 46-47a-e.
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3. Hipétesis

Al menos uno de los derivados del acido benzotriazolil-acrilico presenta actividad
anticancerigena in vitro mayor que la del farmaco de referencia, Cisplatino, frente
a la linea celular Caco-2 (que presenta expresion de la proteina CK2) y presenta
valores de SS =2 70 nm y £ = 30 000 M-'cm™" para su potencial aplicacién en la

generacion de imagenes celulares.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Sintetizar derivados del acido benzotriazolil-acrilico, evaluar su actividad
anticancerigena in vitro y evaluar sus propiedades fotofisicas para su potencial

aplicacion en la generacion de imagenes celulares.

4.2. Objetivos especificos.
Sintetizar el benzotriazolil acetato de etilo 41-42.
Sintetizar los derivados de benzotriazolil-acrilatos de etilo 44-45a-e.

Sintetizar los derivados de acido benzotriazolil-acrilico 46-47a-e.

> wnh -

Caracterizar los compuestos obtenidos por medio de espectrometria de

masas de alta resolucion (HRMS) y resonancia magnética nuclear de

proton y carbono-13 (RMN 'H 'y 13C).

5. Evaluar las propiedades fotofisicas de los compuestos por
espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis) y fluorescencia.

6. Realizar y analizar in silico el acoplamiento molecular de los compuestos
46-47a-e a la proteina CK2.

7. Determinar la actividad anticancerigena de los compuestos en la linea
celular de cancer colorrectal (Caco-2).

8. Evaluar la citotoxicidad de los compuestos mas activos en células no

cancerigenas (timocitos murinos).
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5. Materiales y Métodos

5.1. Equipos e instrumentos

Balanza analitica AND HR-200 ultrasonido Branson 5510, Microondas Anton

Paar Monowave 300, Ultrasonido Branson 5510, Mel-Temp Electrothermal,

espectrofotometro UV-vis Mettler-Toledo UV5, espectrometro de resonancia

magnética nuclear (RMN) Varian 500 y Bruker 500, espectrometro de masas de

alta resolucion (HRMS) Agilent TOF 6210, espectrofotdmetro de fluorescencia

PerkinElmer FL8500, Lector de placas Varioskan Lux Thermo Fisher Scientific

camara Neubauer, campana de flujo laminar Nauire Clase |l Tipo A/B3, centrifuga

Eppendorf 5804R y 5416.
5.2. Reactivos
Proveedores Materiales
- CTR Guantes, espatula, parafilm, vasos de precipitado 100 mL, vasos

- Anton Paar

- Desarrollo de
Especialidades
Quimicas (DEQ)

de precipitado 250 mL, agitador magnético, embudo de separacion
250 mL, placas cromatograficas de silica gel, embudo Blichner,
viales microondas (G-10), probeta de 100 mL, probeta de 50 mL,
probeta de 10 mL, soporte universal, gradilla, perrillas de succién,
papel filtro Whatman # 41, matraz bola 250 mL, tubos de ensayo
150 x 18, vidrio de reloj, sanitas, guantes, puntas de micropipetas
(10, 200, 1000 pL), tubos de centrifuga (2 y 10 mL), frasco estériles
T25, placas de 96 pocillos con tapa estériles, equipo de filtracion,
filtros de 0.22 ym.

Proveedores
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- Sigma Aldrich

- Desarrollo de
Especialidades
Quimicas (DEQ)

- ATCC

1H-Benzotriazol, carbonato de potasio, acetonitrilo, bromoacetato
de etilo, acetato de etilo, hexano, sulfato de sodio anhidro,
piperidina, etanol absoluto, metanol, cloroformo, acetona, hidréxido
de litio, dimetilsulfoxido, 4-(dimetilamino)benzaldehido, 4-
(dietilamino)benzaldehido, 4-(1-pirrolidino)benzaldehido, 4-(1-
piperidinil)benzaldehido, 4-(4-morfolinil)benzaldehido, Noveldexis
(Cisplatino L16T015) medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), suero fetal bovino, sal de tetrazolio (1047385-1), sal de
sodio de Resazurina, solucién sédica de tripsina, etanol = 99.8 %,
dimetilsulféxido =2 99.9%. Linea celular: Caco-2 (ATCC, HTB-37™).

5.3. Manejo de animales de experimentacion

Ratones macho de la cepa BALB/c fueron mantenidos en jaulas bajo condiciones

de bioterio a una temperatura de 25 °C £ 2 y en un fotoperiodo de 12 h de luz con

12 h de oscuridad, con alimento (LabDiet) y con acceso libre de agua. El

procedimiento de sacrificio de los ratones se llevé a cabo de acuerdo con la

norma mexicana de manejo de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999 y el

Comité de Bioética Animal del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
(CEIBA), cddigo de registro al comité de bioética: CEIBA-FCB-24/2024.
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5.4. Disposicion de residuos

La disposicion de residuos se llevd a cabo de acuerdo con los protocolos

establecidos en la Facultad de Ciencias Quimicas y la Facultad de Ciencias
bioldgicas de la UANL.

Tabla 3. Clasificacion de residuos.

Colector Tipo de Residuo

A Soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases organicas.

B Solidos inorganicos, sales inorganicas.

C Toxicos e inflamables, aminas, disolventes organicos no
halogenados.

D Toxicos e inflamables, aminas, disolventes organicos
halogenados.

Eorganico | Organico: muy téxico, cancerigeno, organico.

Einorganico | Organico: muy toxico, cancerigeno, inorganico.

G Combinaciones organicas solidas.

R.P.B.l. Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos

Verde Basura industrial

Azul Plasticos impregnados con sustancias peligrosas

Rojo Vidrio impregnado de sustancias peligrosas
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5.5. Metodologia
5.5.1.Sintesis Organica

5.5.1.1. Sintesis de benzotriazolil acetato de etilo 41 y 42

En un matraz redondo se adicioné 1.0 Eq de benzotriazol 25, 1.1 Eq de
bromoacetato de etilo 40 y 1.5 Eq de carbonato de potasio (K2COs3), y se agregd
30 mL de acetonitrilo para disolver el benzotriazol. Se colocdé en bafio de
ultrasonido por aproximadamente 5 h. La reaccidon se monitored por
cromatografia en capa fina (TLC) usando una fase moévil (7:3 v/v) de hexano
(Hex) y acetato de etilo (AcOEt). Una vez finalizada la reaccion, se adicionaron
30 mL de agua destilada y se efectuaron por triplicado extracciones con 30 mL
de AcOEt y se conservo la fase organica. Se adiciono sulfato de sodio anhidro
(Naz2S0a4) a la fase organica, la cual se filtr6 y evapord. El crudo de reaccion se
purificd por cromatografia en columna utilizando una mezcla de Hex:AcOEt (8:2
v/iv) como fase movil. Los productos obtenidos fueron caracterizados

estructuralmente por RMN de 'H y '3C, asi como HRMS.

5.5.1.2. Sintesis de derivados de benzotriazolil-acrilatos de
etilo 44-45a-e

En un vial de microondas G-10 se adiciond un agitador magnético, 1.0 Eq de
benzotriazolil-acetato de etilo 41-42 1.0 Eq del aldehido aromatico
correspondiente 43a-e [4-(dimetilamino)benzaldehido, 4-
(dietilamino)benzaldehido, 4-(1-pirrolidino)benzaldehido, 4-(1-
piperidinil)benzaldehido, y 4-(4-morfolinil)-benzaldehido], 2.0 Eq de piperidina y
3.5 mL de etanol absoluto. Se colocé el vial en la cavidad del microondas y se

programo el equipo a 100 °C por 120 min. El avance de la reaccion se siguio por
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TLC utilizando una mezcla de Hex:AcOEt en relacién 7:3 v/v. El residuo resultante
se purificé mediante filtracidn con etanol absoluto frio o0 mediante cromatografia

en columna utilizando una mezcla de Hex/AcOEt en proporcién 7:3 v/v.

5.5.1.3. Sintesis de derivados de acido benzotriazolil-acrilico
46-47a-e

En un matraz bola, se pesdé 1.0 Eq del benzotriazolil-acrilato de etilo
correspondiente 44-45a-e mas 2.0 Eq de hidroxido de litio (LiOH) y se adicionaron
3 mL de H20 y 6 mL de MeOH. Se sometié a bafo de ultrasonido por 4 h. Se
monitored el avance de la reaccion mediante TLC. Una vez terminada la reaccion,
se evapord el disolvente, se adicionaron 30 mL de H20 y se realizaron por
triplicado extracciones con 30 mL de AcOEt cada una. Se conservo la fase
acuosa y, bajo agitacion constante, se acidificd gota a gota con acido clorhidrico
(HCI) concentrado hasta un pH de aproximadamente 3 - 4. El precipitado se filtré
a vacio y el solido obtenido se dejo secar por 15 min a 200 °C. El sélido obtenido
se purificd por medio de recristalizacion utilizando una solucion de MeOH:AcOEt
1:1 viv.

5.5.2.Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica utilizada para el disefio de nuevos
farmacos que consiste en el uso de herramientas computacionales que permiten
predecir la interaccion entre un ligando (molécula pequena) y una diana
terapéutica (proteinas, ADN o ARN) y en la mayoria de los casos permite
determinar la afinidad que presenta un ligando al sitio activo de una diana
terapéutica. Existen diferentes metodologias de acoplamiento molecular, usando
receptor rigido - ligando rigido, receptor rigido-ligando flexible o receptor flexible-

ligando flexible.82-84
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En este proyecto se realiz6 un acoplamiento receptor rigido — ligando flexible.
Para ello se obtuvo la estructura cristalina de la proteina CK2 subunidad alfa con
codigo asignado 3pe1, proteina cristalizada con el ligando 3NG de la base de

datos Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/search).

Se preparé la proteina mediante el uso del software PyMOL, retirando los iones
y las moléculas de agua. Se obtuvieron por separando la proteina CK2 (3pe1) y
el ligando (3NG). Las moléculas se optimizaron mediante el software Avogadro
con la finalidad de obtener el conférmero mas estable y de menor energia. La
proteina y los ligandos fueron preparados en el software AutoDock 4.2 en donde
solo se mantienen los hidrégenos polares y se afiaden las cargas necesarias en

la proteina y los ligandos.

Los calculos computacionales se realizaron utilizando AutoDock4.2, el cual utiliza
un algoritmo genético Lamarckiano.8® Primeramente, se realizé la validacion del
sitio activo utilizando la funcion gridbox de AutoDock 4.2, donde se designaron
diferentes tamanos de gridbox desde 20 hasta 50, centrando las coordenadas
con base en la ubicacion espacial del ligando en las coordenadas X = 22.657, Y
=-31.002y Z=14.951. Una vez realizada la validacién, se realiz¢ la visualizacién
de resultados comparando con el ligando original para obtener el valor de RMSD
y finalmente se obtuvieron los mapas correspondientes de cada molécula. Se
realizaron los calculos correspondientes en AutoDock 4.2 en las coordenadas

anteriormente mencionadas para obtener la energia de unidn.

La visualizacion de los resultados se llevé a cabo mediante el uso de PyMOL
(https://pymol.org/) y las interacciones obtenidas de los compuestos fueron

analizadas y obtenidas mediante el software Discovery Studio Visualizer

(https://www.3ds.com/).
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5.5.3.Pruebas bioldgicas

La actividad anticancerigena se realizo en la linea celular Caco-2 (ATCC®, CRL-
HTB-37), que corresponde a células epiteliales de cancer colorrectal, células
adherentes, estas células crecen en monocapa.?® Esta linea celular se encuentra
en la cuarta posicion de expresion de la proteina CK2 en las lineas celulares de
cancer colorrectal de acuerdo con la base de datos The Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/).** Se cultivd la linea celular Caco-2 en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 20% de suero fetal
bovino (FBS) a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2y 80% de humedad, dicha

linea celular se mantuvo hasta tener una confluencia del 80%.

Las pruebas de citotoxicidad se realizaron en timocitos murinos. Los timocitos
son células que se producen en la medula 6sea y que terminan de madurar en el
timo para dar lugar a los linfocitos T, siendo de las principales células inmunes
que se encargan de generar una respuesta inmune para eliminar las células
tumorales. Es importante evaluar el uso de nuevos farmacos en timo esto debido
a que la quimioterapia puede causar que el Timo se atrofie y por ende se genere
una reduccion en la produccion de linfocitos T, lo cual comprometa la respuesta

inmune adecuada para combatir las células tumorales.87-88

Los compuestos sintetizados se disolvieron en una solucién menor al 0.5% de
DMSO. Cada prueba se realiz6 por triplicado técnico. Para la determinacion de
la viabilidad celular se utilizé el ensayo de MTT y el ensayo de reduccién de

resazurina.

El ensayo de viabilidad celular con la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), es un ensayo que permite determinar la
actividad metabdlica de las células. EI MTT es capaz de atravesar la membrana
celular de las células, este compuesto se reduce por enzimas oxidorreductasas

y deshidrogenasas (NAD(P)H) presentes en células viables, generando que el
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MTT se reduzca a cristales de formazan que son insolubles en el medio. Esta sal
insoluble de formazan es posible solubilizarla en DMSO, para después cuantificar
por densidad 6ptica a una longitud de onda de 570 nm la cantidad de formazan

producido por el nimero de células viables.8%-0

La prueba de reduccidon de resazurina, es un ensayo colorimétrico que permite
detectar la viabilidad de las células. La resazurina es un compuesto de coloracion
azul, este compuesto es reducido a resofurina por las enzimas mitocondriales
presentes en las células viables, generando el cambio de color, donde la
fluorescencia generada es proporcional a la cantidad de células viables en el
medio, siendo posible cuantificar esta sefal en un espectrofotometro para

determinar el porcentaje de viabilidad celular. °1.92
Los calculos de viabilidad celular se realizaron mediante la siguiente formula:

DO —DO
Viabilidad celular (%) = Muestra Blanco + 100

DOControl - DOBlanco

Donde:

DOslanco: Densidad 6ptica del blanco.
DOcontrol: Densidad 6ptica del control.

DOwmuestra: Densidad 6ptica de la muestra.

5.5.3.1. Actividad anticancerigena in vitro de los derivados
de acido benzotriazolil acrilico.

La determinacion de la actividad anticancerigena se llevé a cabo por triplicado
mediante un ensayo de MTT; En una placa de 96 pocillos de colocaron 2 x 10*
células por pozo de la linea celular Caco-2. Se procedié a incubarlas en medio
DMEM suplementado con 10% de FBS a 37 °C en una atmosfera del 5% de CO:2

y 80% de humedad, por 24 h. Una vez adheridas, se decanté el medio,
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consecuentemente se sometieron las células a 3 concentraciones diferentes
(100, 250 y 500 pg/mL) de los derivados 46-47a-e, se utilizd Cisplatino como
control positivo a una concentracion de 100 pg/mL, como control negativo se
cultivaron las células con medio y como blanco se empleé medio con MTT. Las
muestras se incubaron durante 24 h bajo las condiciones anteriormente
mencionadas. Se seleccionaron dos compuestos que se sometieron a 72 h bajo

las mismas condiciones.

Una vez transcurrido el tiempo, se retiré el medio, se realizé un lavado con PBS
y se adicionaron 100 yL de una solucion al 10% de MTT en medio; se incubaron
por 2.5 h a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2y 80% humedad. Una vez
finalizado el tiempo, se retird el sobrenadante y se adicionaron 100 uL de DMSO
para disolver los cristales de formazan. Finalmente se realizé la lectura de las

placas a una longitud de 570 nm, en un lector de placas.

5.5.3.2. Actividad citotoxica in vitro de los derivados de
acido benzotriazolil acrilico

Por medio de dislocacién cervical fueron sacrificados ratones de la cepa BALB/c
de 6 - 8 semanas. Se recolecto el timo y fue disgregado en medio DMEM, la
suspension celular fue recolectada en tubos de 2 mL, a los cuales se les agrego
antibiotico-antimicético al 1%. Las células fueron centrifugadas a 1600 rpm por

10 min, realizando dos lavados con medio DMEM.

La determinacion de la actividad citotoxica de los compuestos se llevé a cabo por
triplicado mediante el ensayo de reduccion de resazurina; se sembraron en una
placa de 96 pocillos alrededor de 2 x 10° células por pozo de timocitos murinos
en DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y se incubd por 12 h a
37 °C con una atmosfera de 5% de CO2 con 80% de humedad. Se retir6 el medio

y se aplicaron tres concentraciones (100, 250 y 500 ug/mL) de los compuestos
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que presentaron mejor actividad (46b y 46e), se incubd por 24 h bajo las

condiciones anteriormente mencionadas.

Una vez transcurrido el tiempo, se retird el medio y se adicionaron 100 pyL de una
solucién al 20% de resazurina; se incubaron durante 4 horas a 37 °C con una
atmosfera de 5% de CO2y 95% de aire. Una vez finalizado el tiempo de
incubacion, se realizo la lectura de las placas a una longitud de onda de 530 nm

de excitacion y 590 nm de emision.
5.5.4.Determinacidén de propiedades fotofisicas.

Para la determinacion de las propiedades fotofisicas de los compuestos 46-47a-
e se realizaron preparando una solucion de 15 ppm de cada compuesto
disolviendo con metanol. Con un espectrofotometro de UV-visible se obtuvo el

espectro de absorcion, donde se determind la longitud maxima de absorcion.

Se prepararon soluciones con una concentracién aproximada de 0.1 ppm de cada
compuesto y se obtuvo el espectro de excitacion y emisidon con un
espectrofluorémetro; se determind el desplazamiento de Stokes realizando la

diferencia de la longitud maxima de emisién menos la de excitacion.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Sintesis Organica

6.1.1.Sintesis de ésteres de benzotriazolil acetato de etilo 41y
42.

Para obtener los ésteres de benzotriazolil acetato de etilo 41 y 42 se realizé una
reaccion de sustitucion nucleofilica (Sn2), en la que se hizo reaccionar el
benzotriazol con bromoacetato de etilo 40, usando como base K2COs y
acetonitrilo como disolvente; esta reaccion se llevd a cabo mediante sonicacion
por 5ha 50 °C, (Esquema 7).

N=N ] (0] Ve

N o \
\\ K,COs, CHCN NI~ N }o
N+ B =N,

@E ¢ r\)J\o/\ > © + N
N ). 5h <y
H

25 40 41 42

Esquema 7. Sintesis de ésteres de benzotriazolil acetato de etilo 41-42.

Esta reaccion fue monitoreada por TLC, utilizando como fase maévil Hex:AcOEt
7:3 vlv, esto con la finalidad de verificar que la reaccion se estuviera llevando a
cabo para la obtencion de los productos de interés; donde se obtuvieron dos
productos, el compuesto 41 y el compuesto 42, esto debido a que el benzotriazol
en solucion presenta tautomeria, es decir, el cambio de posicion de uno de sus
atomos en la molécula, que en este caso es el atomo de hidrégeno el que cambia
de posicidon, donde el isobmero mas estable es el que se presenta en la posicion
1H (Figura 15).
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Figura 15. Tautomeria del benzotriazol.

Una vez terminada la reaccion, se realizaron tres extracciones con 30 mL de
AcOEt, la fase organica se secé con Na2SOa4 anhidro, se filtr6é y evapord. El sélido
obtenido se purificd por cromatografia en columna, donde se utilizé una fase
movil Hex:AcOEt en proporcion 8:2 v/v. Se obtuvieron dos sélidos blancos
cristalinos con un porcentaje de rendimiento del 88% para el compuesto 41y 12%

para el compuesto 42 (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas y propiedades obtenidas de los compuestos 41 y 42.

Caracteristicas y propiedades

N=N O Rendimiento: 88% o Rendimiento: 12%
=N —
®/N\/U\O/\ Sélido blanco CEN\N}O Sélido blanco
R.f.: 0.4 N R.f.: 0.61
41 42
P.F. 96 -98 °C PF. 112-114°C

R.f.: Fase movil (Hex:AcOEt, 7:3 v/v).

Para corroborar su obtencién, estos compuestos fueron caracterizados por RMN
de 'Hy 3C y HRMS.

A continuacion, en la Figura 16 se muestra el espectro de RMN del compuesto
41 y en la Tabla 5 se muestran los datos espectroscopicos de las senales
correspondientes del mismo; obteniéndose un triplete y cuarteto que integran
para tres y dos protones, respectivamente. Ambas sefiales presentaron una
constante de acoplamiento (J) de 7.1 Hz, lo cual indica que estas sefiales
corresponden a la parte del grupo etilo del éster. En 5.42 ppm se observa un

singulete que corresponde al metileno entre el benzotriazol y el grupo éster, de
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7.36 a 7.54 ppm se observa una sefal multiple y en 8.08 ppm un doblete que
integran para tres y un proton, respectivamente, correspondientes a la parte

aromatica del benzotriazol.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos obtenidos del RMN de 'H del compuesto 41 (500 MHz,
CDCls).

Molécula RMN de 'H
Posicion Desplazamiento Integral LECSEECE
. Multiplicidad acoplamiento
N=N 0 ) protén (ppm) (H) J
\ (Hz)
7 N\/U\o/\ 1 1.26 3 t 7.1
] : i 2 4.25 2 c 7.1
4 3 5.42 2 s -
° 7 8.08 1 d 8.4
4,5,6 7.36-7.54 3 m -
N=N O
P —_ p L \
d m m S Cc t 7 N \-)Lo/z\l
6 3
/]
5
\ _)U\_ __)'l.ﬂu J‘k_j‘U L) LL ’IUI\’\_
- T - - P i (e 1.26(t, J= 7.1 Hz, 3H)
8.10 8.05 7.55 7.50 740 545 \ 425 420 1.25
‘Chemical shift (ppm) - -
5.42 (s, 2H)
7.54-7.45 4.25(q, 1 = 7.1 Hz, 2H)
(m, ZH)I
8.08 (d, ] = 8.4 Hz, 1H) f 7.42-7.36 ™S
(m, 1H)
N . R
R 1 T ¥
0.83 191 1.00 2.05 2.00 3.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11,5 110 105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 10 0.5 0.0
Chemical shift (ppm)

Figura 16. Espectro de RMN de 'H de 41 (300 MHz, CDCls).
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En el espectro de '°C, (Figura 17) se observan tres sefiales con un
desplazamiento menor a 100 ppm que corresponden a la parte alifatica de la
molécula, marcadas en verde. En el caso de los carbonos insaturados se
observan siete sefiales después de 100 ppm, de las cuales, se observé un
desplazamiento en 166.2 ppm que corresponde al carbonilo del éster,

confirmando la obtencion del compuesto.

N=Nn O
N\)LO/\

166.2
1239
120.0
109.1

—62.1
48.9
—139

—1459
133.2
-127.7

Carbonos
insaturados Carbonos alifaticos
7 senales 3 sefales
‘ ‘ L
. 1.8‘0 . ]?‘D . ‘.6‘0 . 1;0 . l“.vD . 1:“0 ’ 1;20 . 1;0 ’ l{;'ﬂ . 9‘0 ) SIU . Tﬂ ' 50 ) 5‘0 ’ 4‘0 ' 3‘0 . 2‘0 ) lIO D

Chemical shift (zpm)

Figura 17. Espectro de RMN de '3C de 41 (126 MHz, CDCl3).

Datos espectroscépicos condensados del compuesto 41:

2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetato de etilo: '"H RMN (300 MHz, CDCl3):
0 1.26 (t, J=7.1 Hz, 3H, CH2-CH3s), 4.25 (c, J =7.1 Hz, 2H, CH2-CH3s), 5.42 (s, 2H,
CHZ'CO), 8.08 (d, J=84 HZ, 1H, Harom), 7.36-7.54 (m, 2H, Harom),; 13C RMN (126
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MHz, CDCls): & 13.9,48.9, 62.1, 109.1, 120.0, 123.9, 127.7, 133.2, 145.9, 166.2.
HRMS (ESI*): C10H11N3O2 [M + H]* calculada m/z 206.0930, encontrada m/z
206.0922.

En la Tabla 6 se encuentran los datos espectroscépicos del otro isémero
obtenido, observando que se mantiene la sefal singulete que integra para dos
protones que corresponden al metileno, se mantiene el cuarteto y el triplete que
integran para dos y tres protones, respectivamente, ambas sefiales con una
constante de acoplamiento de 7.1 Hz, correspondientes a la sefial del etilo del
ester. Por otra parte, se observan dos conjuntos de sefiales multiples simétricas
que corresponden a los protones aromaticos del benzotriazol, indicando que se

obtuvo el isémero con sustitucion en posicion 2H (Figura 18).

Tabla 6. Desplazamientos quimicos obtenidos del RMN de 'H del compuesto 42 (500 MHz,
CDCls).

Molécula RMN de 'H
Posicion Desplazamiento Integral @ . . .0 o Consltan!e de
o 2 protén (ppPm) (H) ultiplicida acoplamiento
7 /o J(Hz)
(PN 1 1.27 3 t 7.
C[\ N—=3 2 4.27 2 c 7.1
N 3 5.53 2 s .
5,6 7.47-7.34 2 m -
74 7.97-7.83 2 m
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| | =
| | =N 3
Il ﬂwL ||. |n| |1| . I ||| |'| 5 N
ALY L LN AN I IV VAVAV N B B AA VAN 4
N
7.90 7.40 550430 425 130 | 125
Chemical shift (ppm)
127 (t, 1 = 7.1 Hz, 3H)
5.53 (s, 2H)
7.94 - 7.83 (m, 2H)
|
[
| | 4.27(q,1=7.1Hz, 2H)
7.47 - 7.34 (m, 2H)
l ™S
I l. | L i J\ l
iy T ! ' T

172 190 1.98 1.96 3.00
0 85 8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0.5 00 0
Chemnical shift (ppm)

Figura 18. Espectro de RMN de 'H de 42 (300 MHz, CDCls).

En el caso del espectro de '3C se mantuvieron las tres sefiales correspondientes
a la parte alifatica de la molécula, indicados en verde en la Figura 19, y se
obtuvieron solo cuatro sefales en la regidon de carbonos insaturados, de las
cuales la sefal en 166.3 ppm corresponde al carbonilo de la molécula y las otras
tres sefiales corresponden a los carbonos insaturados del benzotriazol, esto
debido a que la molécula presenta cierta simetria en el isémero 2H, por lo que se

generan unicamente tres sefales.
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77.2 CDCI3

—166.3
145.0
—127.0
—1183
—62.5
—57.2
—14.1

Carbonos

insaturados Carbonos alifaticos
_______________________________ >

4 sefnales 3 senales

T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 0 60 50 40 30 20 10 0

T
90 B0
Chemical shift (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN de '3C de 42 (126 MHz, CDCl3).

Datos espectroscépicos condensados del compuesto 42:

2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)acetato de etilo, 42: 'H RMN (300 MHz,
CDCls): 6 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH2-CH3), 4.27 (c, J = 7.1 Hz, 2H, CH2-CH3),
5.53 (s, 2H, CH2-CO), 7.47 -7.34 (m, 2H, Harom), 7.97-7.83 (m, 2H, Harom); "°C
RMN (126 MHz, CDCls): & 14.1, 57.2, 62.5, 118.3, 127.0, 145.0, 166.3. HRMS
(ESI7): C10H11N3O2, [M + H]* calculada m/z 206.0930, encontrada m/z 206.0921.

® uanL >0



6.1.2.Sintesis de derivados de benzotriazolil-acrilatos de etilo
44-45a-e

La obtencion de los derivados de benzotriazolil-acrilatos de etilo se realizd
mediante una reaccidén de condensacion de Knoevenagel sometiendo a
reaccionar el éster de benzotriazolil-acetato de etilo 41 y/o 42 previamente
sintetizado, con uno de los cinco aldehidos aromaticos [4-
(dimetilamino)benzaldehido, 4-(dietilamino)benzaldehido, 4-(4-morfolinil)-
benzaldehido, 4-(1-piperidinil)benzaldehido, y 4-(1-pirrolidino)benzaldehido,
utilizando como base piperidina y etanol absoluto como disolvente; bajo

irradiacion de microondas a 100 °C por 120 min (Esquema 8).

0
L (0] Vanm Piperidina, EtOH -
\N}o + H  Mw, 100 °C, 120 min
\\\ /I R

41y 42 43a-e
N=N N=n ™ oo
\ \
ey B e A
a b c d e

Esquema 8. Sintesis de derivados de benzotriazolil-acrilatos de etilo 44-45a-e.

La reaccion se monitoreo mediante TLC utilizando Hex:AcEOt 7:3 v/v como fase
movil. Una vez finalizada la reaccién, la mezcla se mantuvé en congelacién por
al menos dos dias. El crudo de reaccion se purificé mediante filtracion con etanol
absoluto frio o mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice como
fase estacionaria y Hex:AcEOt 7:3 v/v como fase mévil. Se obtuvieron solidos de
color amarillo claro hasta naranja opaco, con rendimientos entre el 17% al 47%,
(Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas y propiedades de ésteres de acrilatos de etilo 44-45a-e.

Caracteristicas y propiedades

Rendimiento: 35.5 % N o Rendimiento: 47.2 %

Sélido amairillo \N/ N Sélido amarillo palido

R.f:0.39 ' Rf:0.48

P.F. 142.144 °C \'Il 4523 P.F. 136-138 °C
Rendimiento: 17.2 % Rendimiento: 30.4 %
Solido amarillo claro Q’\" i /\ Solido amarillo palido

Nig o
Rf.: 0.50 | Rf.:0.58
/\

PF. 118-120 °C ) 45b P.F. 128-130 °C
Rendimiento: 30.1 % Rendimiento: 28.7 %
Sélido amairillo claro %’Y i g Sélido amairillo claro

O
Rf.:0.23 | R.f.:0.39
N

P.F. 132-134°C CQ 45¢c P.F. 102 -104 °C
Rendimiento: 29.5 % Rendimiento: 31.7%
Sélido amarillo opaco Q“\‘ 2 __| slido amarillo palido

N~ o)
Rf.:0.57 \ R.f.: 0.60
o N - o

P.F. 106 - 108 °C Q 45d P.F. 138-140°C
Rendimiento: 30.0% Rendimiento: 46.9 %

Sélido amarillo N9 - Sélido amarillo

N~ o
R.f.:0.38 \ Rf.:0.45
@N Ade P.F. 148-150 °C QN 45e P.F. 152-154 °C

R.f.: Fase mévil (Hex:AcOEt, 7:3 v/v).

Los rendimientos obtenidos de los compuestos 44-45a-b son menores a los
reportado por Ortega-Villareal et al. en 2019, esto se atribuye a dos factores
principales; los seguimientos de reaccion mostraron la presencia de materia
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prima aun sin reaccionar, lo que indica que las reacciones no se llevan a cabo en
su totalidad, ademas de la obtencién de un sub-producto que dificultd la

purificacion de estos compuestos.

El subproducto formado en esta reaccién es la formacién de una amida, debido
a que la piperidina presenta también un caracter nucleofilico, por lo que es capaz

de atacar al carbonilo del éster.

Estos compuestos fueron caracterizados por RMN ('H y 3C) y HRMS para
confirmar la obtencién de estos. A manera de ejemplo, en la Tabla 8 se muestran
los desplazamientos obtenidos del espectro de RMN de 'H del compuesto 44a y

en la Figura 20 se muestra el espectro de 'H obtenido para el mismo compuesto.

Tabla 8. Desplazamientos quimicos obtenidos del RMN de 'H del compuesto 44a (500 MHz,
CDCls).

Molécula RMN de 'H
Posicién Desplazamiento Integral Constante de
5 Multiplicidad acoplamiento
proton (ppm) (H) e

3 8.11 1 s -

5,6,7 7.30-7.47 3 m ’

| 44a 9,10 6.57 2 d 9.1

° 12, 13 2.91 6 = :

En el espectro de proton del compuesto 44a, (Figura 20) se mantuvo la senal
triplete con un desplazamiento en 1.19 ppm, que integra para tres protones y en
4.23 ppm un cuarteto que integra para tres protones, ambos con una constante
de 7.1 Hz, sefales que corresponden a la parte del etilo del éster. Asimismo, se
mantuvo en 7.30 — 7.47 un multiplete y en 8.15 ppm un doblete que integran para
los cuatro protones aromaticos del benzotriazol. Adicionalmente se obtuvo una
sefal singulete de los metilos unidos al nitrdgeno que integra para seis protones,

dos multipletes en aproximadamente 6.37 ppm y 6.57 ppm que corresponden a
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cuatro protones aromaticos y una sefial singulete en 8.11 ppm que integra para

un protdn y corresponde al proton vinilico.

2.91 (s, 6H) 1409 (t, 7 = 7.1 Hz, 3H)
6.57 (d, J= _
7.47-730 9.1 Hz, 2H) 423 (a, = 7-1Hz, 2H)
(m, 3H)
|
/
8.15(d, ) - 8.0 / .
Hz, 1H) f 6.37(d, 7= 9.1 ;
| / Hz, 2H) u
— A J—J\ "JlL l
0.97 0.92 3.04 2.02 2.00 2.01 6.06 3.00
‘ ‘ : ‘ : ‘ : ‘ . . ‘ . ‘ : ‘ ; . ‘
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.

4.5
1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN de 'H de 44a (400 MHz, CDCl3).

En el espectro del 3C se obtuvieron 3 sefiales por debajo de 100 ppm que
corresponden a la parte alifatica de la molécula, marcados en verde y 13 sefales
correspondientes a los carbonos insaturados en la molécula, obteniendo
nuevamente una sefal en aproximadamente 164.3 ppm que corresponden al
carbonilo del éster, confirmando la obtencién del compuesto deseado (Figura
21).
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Figura 21. Espectro de RMN de '3C de 44a (101 MHz, CDCls).

Los datos espectroscopicos obtenidos del compuesto 44a fueron los siguientes:

(2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilato de
etilo, 44a:

'H RMN (400 MHz, CDCl3): d 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3s), 2.91 (s, 6H,
N(CHs)2), 4.23 (¢, J =7.1 Hz, 2H, OCH2-CH3s), 6.37 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 6.57
(d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 7.30 - 7.47 (m, 3H, Harom), 8.11 (s, 2H, Hvinilico), 8.15
(d, 1H, Harom); '3C RMN (101 MHz, CDClz): d 14.2, 39.81, 61.54, 110.12, 111.51,
118.27, 119.97, 124.04, 127.99, 132.86, 133.55, 142.22, 145.74, 152.13, 164.37.
HRMS (ESI*): C19H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 337.1665, encontrada m/z
337.1718.
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Los datos espectroscopicos condensados de los compuestos 44b-e y 45a-e se

encuentran a continuacion, para ver los espectros ir a la seccion de apéndices.

(2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilato de etilo,
44b:

"H NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.08 (t, J = 7.1 Hz, 6H, N(CH2-CH3)2), 1.18 (t, J =
7.1 Hz, 3H, OCH2-CHs), 3.28 (q, J = 7.1 Hz, 4H, N(CH2-CH3)2), 4.22 (q, J = 7.1
Hz, 2H, OCH2-CHs ), 6.34 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 6.54 (d, J = 9.1 Hz, 2H,
Harom), 7.48 — 7.32 (m, 3H, Harom), 8.10 (s, 1H, Huvinilico), 8.15 (d, 1H, Harom).*C
RMN (101 MHz, CDCI3) 6 164.47, 150.03, 145.76, 142.25, 133.67, 133.28,
127.95, 124.01, 119.95, 117.60, 117.01, 111.09, 110.19, 61.45, 44.38, 14.21,
12.44. HRMS (ESI*): C21H24N4O2, [M + H]* calculada m/z 365.1978, encontrada
m/z 365.2027.

(2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(morfolin-1-il)-fenil)acrilato de etilo,
44c:

"H NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3s), 3.18 — 3.13 (m,
4H, N-(CH2-CH2)20), 3.78 -3.73 (m, 4H, N(CH2-CH2)20), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 2H,
OCH2-CHs), 6.57 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom), 6.63 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 7.31
(d, J =7.8 Hz, 1H, Harom), 7.48 — 7.37 (m, 2H, Harom), 8.12 (s, 1H, Hvinilico), 8.15
(d, J = 8.0 Hz, 1H, Harom). "*C RMN (101 MHz, CDCI3) & 164.04, 152.76, 145.73,
141.58, 133.43, 132.56, 128.13, 124.15, 121.18, 120.04, 119.64, 113.90, 110.03,
66.42, 61.79, 47.14, 14.16. HRMS (ESI*): C21H22N4O3, [M + H]* calculada m/z
379.1770, encontrada m/z 379.1779.

(Z2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(piperidin-1-il)-fenil)acrilato de
etilo, 44d:

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CHa), 1.61 — 1.51 (m,
6H, CH2-CH3-CHz), 3.27 - 3.18 (m, 4H, N(CH2)2), 4.23 (g, J = 7.1 Hz, 2H, OCHa-
CHS), 6.60-6.52 (m, 4H, Harom ), 7.48 -7.29 (m , 3H, Harom), 8.10 (S, 1H, HViniIico),
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8.15 (d, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H, Harom). '*C RMN (101 MHz, CDCl3) 164.27, 152.92,
145.73, 141.91, 133.53, 132.83, 128.02, 124.06, 119.98, 119.47, 118.34, 113.80,
110.11, 61.61, 48.77, 48.20, 25.23, 24.26, 14.19 HRMS (ESI*): C22H24N4O2, [M +
H]* calculada m/z 377.1978, encontrada m/z 377.1973.

(2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(pirrolidin-1-il)fenil)acrilato de etilo,
44e:

"H NMR (400 MHz, CDClI3) 8 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CHs), 1.97 — 1.92 (m,
4H, N(CH2-CHz2)2), 3.26 - 3.16 (m, 4H, N(CH2)2), 4.22 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2-
CHs), 6.23 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Harom), 6.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 7.46 — 7.30
(m, 3H, Harom), 8.11 (s, 1H, Hvinilico), 8.15 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Harom). "*C RMN (101
MHz, CDCls) 164.27, 152.92, 145.73, 141.91, 133.53, 132.83, 128.02, 124.06,
119.98, 119.47, 118.34, 113.80, 110.11, 61.61, 48.77, 48.20, 25.23, 24.26, 14.19
HRMS (ESI*): C21H22N4O2, [M + H]* calculada m/z 363.1821, encontrada m/z
363.1807.

(Z2)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilato de
etilo, 45a:

"H NMR (400 MHz, CDCI3) & 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3), 2.92 (s, 6H,
N(CHs)2), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2-CH3s), 6.37 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom),
6.44 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 7.48 — 7.43 (m, 2H, Harom), 7.99 — 7.95 (m, 2H,
Harom), 8.01 (s, 1H Huvinilico). "*C RMN (101 MHz, CDCl3) 6 163.92, 152.23, 144.95,
141.12, 132.77, 126.88, 123.80, 118.82, 117.99, 111.53, 61.68, 39.83, 14.23.
HRMS (ESI*): C19H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 337.1665, encontrada m/z
337.1669.

(Z2)-2-(2H-benzol[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilato de etilo,
45b:

H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 6H, N(CH2-CHa)2), 1.24 (t, J =
7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3), 3.28 (q, J = 7.1 Hz, 4H, N(CH2-CH3)2), 4.26 (q, J = 7.1
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Hz, 2H, O(CH2-CHs)2), 6.34 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom), 6.40 (d, J = 9.1 Hz, 2H,
Harom), 7.49 — 7.43 (m, 2H, Harom), 8.02 — 7.91 (m, 3H, Harom Y Hvinilico ). '*C RMN
(101 MHz, CDCls) 6 164.05, 150.10, 144.97, 141.07, 133.16, 126.82, 123.21,
118.86, 117.26, 111.10, 61.62, 44.39, 14.25, 12.47. HRMS (ESI*): C21H24N4O2, [M
+ H]" calculada m/z 365.1978, encontrada m/z 365.1988.

(2)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(morfolino-1-il)fenil)acrilato de
etilo, 45c:

"H NMR (600 MHz, CDCIz) 8 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3s), 3.15 (t, J=4.9
Hz, 4H, N(CH2)2), 3.75 (t, J=4.9 Hz, 4H (CH2)20,), 4.28 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2-
CHs), 6.49 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom), 6.57 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Harom), 7.48 — 7.44
(m, 2H, Harom), 7.99 — 7.94 (m, 2H, Harom), 8.02 (s, 1H, Hviniico). '*C RMN (101
MHz, CDCIs3) 6 163.60, 152.87, 144.95, 140.54, 132.47, 127.06, 125.56, 120.91,
118.79, 113.96, 66.43, 61.93, 47.22, 18.42, 14.19. HRMS (ESI*): C21H22N40s3, [M
+ H]* calculada m/z 379.1770, encontrada m/z 379.1779.

(Z2)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(piperidin-1-il)fenil)acrilato de etilo,
45d:

"H NMR (400 MHz, CDCI3) 8 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CHs), 1.59 — 1.51 (m,
6H, CH2-CH3-CH2), 3.28 — 3.18 (m, 4H, N(CH2)2), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2-
CHs), 6.42 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom ), 6.55 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Harom), 7.49 — 7.43
(m, 2H, Harom), 7.99 — 7.94 (m, 2H, Harom), 8.00 (s, 1H, Hviniico). '*C RMN (101
MHz, CDCI3) & 163.82, 153.05, 144.95, 140.82, 132.73, 126.93, 124.41, 119.19,
118.80, 113.86, 61.75, 48.27, 25.23, 24.30, 14.22. HRMS (ESI*): C22H24N4O2, [M
+ H]* calculada m/z 377.1978, encontrada m/z 377.1990.

(Z2)-2-(2H-benzol[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(pirrolidin-1-il)fenil)acrilato de etilo,
45e:

'"H NMR (400 MHz, CDClI3) 8 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, OCH2-CH3), 1.98 — 1.91 (m,
4H, N(CH2-CH2)2), 3.25 — 3.17 (m, 3H, N(CH2-CH2)2), 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H,
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OCH2-CHs3), 6.24 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Harom ), 6.42 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Harom), 7.50
—7.42 (m, 2H, Harom), 8.00 — 7.95 (m, 2H, Harom), 8.01 (s, 1H, Hvinilico). *C RMN
(101 MHz, CDCls) 6 163.02, 149.87, 144.95, 141.37, 132.97, 126.83, 123.19,
118.82, 117.53, 111.68, 61.60, 47.38, 25.34, 14.25. HRMS (ESI*): C21H22N4O2, [M
+ H]" calculada m/z 363.1821, encontrada m/z 363.1805.

6.1.3.Sintesis de los acidos de benzotriazolil-acrilico 46-47a-e.

La sintesis de los acidos benzotriazolil-acrilicos 46-47a-e se realizé mediante una
reaccion de hidrolisis, utilizando LiOH como base y utilizando como disolvente
una mezcla de MeOH:H20 2:1 v/v en bafio ultrasonico a 50 °C por 5 h. Donde la
reaccion se monitoreo mediante TLC usando como fase movil AcOEt: MeOH 3:1
v/v. Una vez terminada la reaccion se evaporé el disolvente, el solido resultante
se disolvié en 30 mL de agua, y se realizaron tres extracciones con AcOEt (3 x
30 mL) cada una. Se conservo la fase acuosa y posteriormente se procedio a
precipitar el compuesto, acidificando la fase acuosa con HCI concentrado hasta
un pH 3 — 4. Se realizé un filtrado a vacié y finalmente se purific6 mediante
recristalizacion usando como disolvente una mezcla de MeOH:AcOEt 1:1 viv
(Esquema 9). Se obtuvieron sélidos de color amarillo claro hasta amarillo
mostaza, con rendimientos entre el 41% y 82% (Tabla 9). Estos compuestos
fueron caracterizados por RMN ('H y '3C) y HRMS para corroborar la obtencion

de estos.
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Esquema 9. Sintesis de los acidos de benzotriazolil-acrilico 46-47a-e.

Tabla 9. Caracteristicas y propiedades de acidos de benzotriazolil-acrilico 46-47a-e.

Caracteristicas y propiedades

) 46b

46d

Rendimiento: 74.3 %
Sélido amarillo
R.f.: 0.75

P.F. 202 - 204 °C

Rendimiento: 51.7 %
Solido amarillo
R.f.: 0.68

P.F. 198 - 200 °C

Rendimiento: 73.6 %
Sélido amarillo
R.f.: 0.70

P.F. 166 - 168 °C

Rendimiento: 29.5 %
Solido amarillo
R.f.: 0.66

P.F. 192 -194 °C

Rendimiento: 82.3 %

O
N\
N’N| OH
\T 47a
O g
\N
N’NI OH
N
47b
=N O
\\
N’I OH
o
o/ 47c

47d

Rendimiento: 61.6 %
Sdlido naranja
R.f.: 0.41

P.F. 232-234 °C

Rendimiento: 51.7 %
Solido amarillo
R.f.:0.78

P.F. 200 - 202 °C

Rendimiento: 41.6 %
Sdlido granuloso amarillo
R.f..0.77

P.F. 416 °C

Rendimiento: 62.0 %
Solido amarillo mostaza
R.f.: 0.69

P.F. 188 -190 °C

Rendimiento: 74.1 %
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Sélido amarillo
R.f.: 0.67

P.F. 210-212°C

) 46e

47e

Sélido amarillo
R.f.: 0.31

P.F. 216 -218 °C

R.f.: Fase movil (AcOEt:MeOH, 1:1 v/v).

A continuacion, a manera de ejemplo, en la Tabla 10 se muestran los

desplazamientos obtenidos del espectro de RMN de 'H del compuesto 46a y en

la Figura 22 se muestra el espectro de 'H obtenido para el compuesto 46a.

Tabla 10 Desplazamientos quimicos obtenidos del RMN de 'H del compuesto 46a (500 MHz,

CDCls)
Molécula H
3 Posicion Desplazamiento Integral Constante de
! 5 Multiplicidad  acoplamiento
4 proton (ppm) (H)
o} J (Hz)

2,3,4 7.31-7.55 3 m :

5 8.11 1 s .

10, 11 2.86 6 s i
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H del compuesto 46a RMN (300 MHz, CD30D).

En el espectro de protdn del compuesto 46a (Figura 22), se mantienen la senal
singulete que integra para 6H en 2.86 ppm, se mantienen las dobletes que
integran para 2H cada una, en 6.45 ppm y 6.52 ppm con una constante de
acoplamiento de 9.3 y 9.2 Hz cada una respectivamente. Se mantiene la sefal
multiplete en la regidén de 7.57-7.43 ppm que integra para 3H y una sefal doblete
en 8.18 ppm que corresponden a la parte aromatica del benzotriazol. La sefal
singulete del protdn vinilico se observa en 8.11 ppm y en este caso desaparecen
las sefales triplete y cuarteto correspondientes a la parte del etilo del éster del
compuesto 44a, la desaparicion de dichas senales confirma la obtenciéon del

compuesto 46a.
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Figura 23. Espectro de RMN de '3C de 46a (101 MHz, CDClzs).
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En el caso del espectro de 3C se observa que se mantienen las trece sefiales de
carbonos insaturados del compuesto y se observa que se pierden dos senales
que corresponden a los carbonos alifaticos de la parte del etilo del éster del
compuesto 44a, mostrando una sola sefial de los carbonos alifaticos que

corresponden a los metilos (Figura 23).

Los datos espectroscopicos condensados de protén y '3C del compuesto 46a, se

encuentran a continuacion:

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dimetilamino)fenil)acrilico,
46a:

H RMN (400 MHz, CDsOD) & 2.86 (s, 6H, N(CHa)2), 6.45 (d, J = 9.3 Hz, 2H,
Harom), 6.52 (d, J = 9.2 Hz 2H, Harom), 7.57 — 7.43 (M, 3H, Harom), 8.18 (d, J = 8.1
Hz, 1H, Harom), 8.11 (s, 1H, Hvinilico). '*C RMN (101 MHz, CD30OD) & 165.59,
152.53, 145.54, 141.96, 133.69, 132.77, 128.83, 124.83, 119.94, 118.04, 118.02,
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112.04, 110.83, 49.08. HRMS (ESI*): C17H16N4O2, [M + H]" calculada m/z
309.1352, encontrada m/z 309.1360, (Figura 22 y Figura 23).

Los espectros de RMN de los compuestos 46b-d y del 47a-b se muestran en la
seccion de anexos. A continuacion, se dan a conocer de manera general los datos

espectrales obtenidos de lo compuestos anteriormente mencionados:

Acido  (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-(dietilamino)fenil)acrilico,
46b:

"H RMN (400 MHz, CDCI3) & 0.97 (t, J = 7.0 Hz, 6H, N(CH3)2), 3.26 (9, J =7.0
Hz, 4H, ((CH2CHs)2), 6.42 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom), 6.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
Harom), 7.57 — 7.42 (m, 3H, Harom), 8.15 (d, 1H, Harom), 8.08 (s, 1H, Hvinilico). *C
RMN (101 MHz, cdcl3) 6 165.66, 150.22, 145.54, 141.92, 133.77, 133.24, 128.80,
124.80, 119.94, 117.40, 117.32, 111.52, 110.87, 44.13, 12.75. HRMS (ESI*):
C19H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 337.1665, encontrada m/z 337.1714.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinilfenil)acrilico, 46c¢:

"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & 3.16 (t, J = 4.9 Hz, 4H, N(CH2-CH2)20), 3.62 {t,
J=4.9 Hz, 4H, (CH2-CH2)20), 6.58 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 6.72 (d, J = 9.1 Hz,
2H, Harom), 7.58 — 7.43 (m, 3H, Harom), 8.14 (s, 1H, Hvinilico), 8.18 (d, J = 8.3 Hz,
1H, Harom) 3C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 164.81, 152.47, 144.93, 140.89,
133.03, 131.94, 128.33, 124.30, 120.01, 119.38, 119.17, 113.48, 110.27, 65.59,
46.31. HRMS (ESI*): C19H18N4Os3, [M + H]* calculada m/z 351.1457, encontrada
m/z 351.1486.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-piperidinilfenil)acrilico, 46d:

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 1.60-1.35 (m, 6H, N(CH2-CH2)2CHz), 3.22(t, J =
5.4 Hz, 4H, N(CH2-CH2)2CH>), 6.52 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 6.65 (d, J = 8.9 Hz,
2H, Harom), 7.57 — 7.42 (m, 3H, Harom), 8.10 (s, 1H, Huviniiico), 8.18 (d, J = 8.2 Hz,
1H, Harom). 13C RMN (101 MHz, DMSO-ds) 5 165.14, 152.46, 145.14, 141.27,
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133.31, 132.48, 128.49, 124.49, 119.57, 118.72, 118.31, 113.55, 110.47, 47.49,
24.84, 24.00. HRMS (ESI*): C20H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 349.1665,
encontrada m/z 349.1706.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-pirrodinilfenil)acrilico, 46e:

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 1.91-1.79 (m, 4H, N(CH2-CH2)2), 3.21 — 3.10(m,
4H, N(CH2-CH2)2CHz), 6.29 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Harom), 6.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
Harom), 7.56 — 7.42 (m, 3H, Harom), 8.09 (s, 1H, Huvinilico), 8.17 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
Harom). *C RMN (101 MHz, DMSO-ds) d 165.65, 149.99, 145.54, 142.13, 133.68,
132.95, 128.81, 124.82, 119.93, 117.59, 117.44, 112.19, 110.82, 47.57, 25.29.
HRMS (ESI*): C19H18N4O2, [M + H]* calculada m/z 335.1508, encontrada m/z
335.1495.

Acido (2)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-dimetilamino)acrilico, 47a:

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 2.87 (s, 6H, N(CH3)2), 6.49-6.36 (m, 4H, Harom),
7.56 — 7.50 (m, 2H, Harom), 7.99 (s, 1H, Hvinilico), 8.04 - 8.01 (m, 2H, Harom). "*C
RMN (101 MHz, DMSO-ds) & 165.14, 152.65, 144.74, 140.46, 132.74, 127.70,
124.29, 118.88, 117.59, 112.02, 39.89. HRMS (ESI*): C17H16N4O2, [M + H]*
calculada m/z 309.1352, encontrada m/z 309.1355.

Acido (2)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-dietilamino)acrilico, 47b:

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 0.99 (t, 6H, N(CH2-CHs)2), 3.28 (q, J = 7.0 Hz,
4H, N(CH2-CHs)2), 6.46 - 6.34 (m, 4H, Harom), 7.57 — 7.49 (m, 2H, Harom), 7.95 (s,
1H, Hvinilico), 8.06 — 7.99 (M, 2H, Harom). *C RMN (101 MHz, DMSO-ds) 5 165.21,
150.32, 144.74, 140.35, 133.18, 127.66, 123.74, 118.88, 116.88, 111.49, 44.14,
12.76. HRMS (ESI*): C19H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 337.1665, encontrada
m/z 337.1675.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-morfolinilfenil)acrilico, 47c:
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"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 3.15 (t, J = 4.9 Hz, 4H, N(CH2-CH2)20), 3.61 {t,
J=4.8, 4H, N(CH2-CH2)20), 6.46 (d, J =8.8, 2H, Harom), 6.71 (d, J =8.9, 2H Harom),
7.58 — 7.58 (m, 2H, Harom), 8.05 — 8.00 (M, 3H, Haromvinilico). *C RMN (101 MHz,
DMSO-ds) 164.94, 153.19, 144.74, 140.08, 132.50, 127.80, 125.79, 120.15,
118.88, 114.04, 66.18, 46.9. HRMS (ESI*): C19H1sN4O3, [M + H]* calculada m/z
351.1457, encontrada m/z 351.1514.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-piperidinilfenil)acrilico, 47d:

"H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 8.04 — 8.00 (m, 2H, Harom), 7.97 (s, 1H, Hvinilico),
7.56 — 7.50 (m, 2H, Harom), 6.67 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Harom), 6.41 (d, J = 9.1 Hz,
2H), 3.25 (t, 4H, N(CH2-CH2)2CH2), 1.55 — 1.49 (m, 2H, N(CH2-CH2)2CH2), 1.48 —
1.42 (m, 4H, N(CH2-CH2)2CHz2). 3C RMN (151 MHz, DMSO-ds) & 164.58, 144.26,
132.39, 132.25, 127.23, 118.25, 113.54, 113.39, 47.46, 24.77, 23.95. HRMS
(ESI7): C20H20N4O2, [M + H]* calculada m/z 349.1665, encontrada m/z 349.1727.

Acido (2)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-3-(4-pirrodinilfenil)acrilico, 47e:

"H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & 8.06 — 7.99 (m, 2H, Harom), 7.97 (s, 1H, Hvinilico),
7.58 — 7.47 (m, 2H, Harom), 6.38 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Harom), 6.30 (d, J = 8.9 Hz, 2H,
Harom), 3.21 — 3.10 (m, 4H, N(CH2-CHz2)2), 1.91 — 1.78 (m, 4H, N(CH2-CH2)2). "3C
RMN (151 MHz, DMSO-ds) & 164.58, 149.49, 144.11, 140.03, 132.31, 127.06,
123.13, 118.25, 116.56, 111.56, 46.98, 24.69. HRMS (ESI*): C19H18N4O2, [M + H]*
calculada m/z 335.1508, encontrada m/z 335.1500.

6.2. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es un método computacional que permite predecir la
conformacion, orientacion y posicion de una molécula (llamada normalmente
ligando), denominada “pose”. Esta técnica permite realizar la evaluacion de la
afinidad de unién con la diana de interés (proteinas, ADN o ARN). El

acoplamiento conlleva dos pasos, el muestreo de las conformaciones del ligando
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en el sitio activo de la proteina y después se hace uso de funciones de puntuacion
(campos de fuerza, funciones empiricas o0 basadas en conocimiento) para
determinar la mejor conformacion encontrada del ligando. A través del
acoplamiento molecular se obtiene el valor de energia de union. Entre menor es
el valor de energia, mayor es la afinidad que presenta el ligando con la diana

terapéutica.8+93.94

La diana terapéutica de interés del presente trabajo es la proteina CK2 que, de
acuerdo con la literatura, se encuentra sobreexpresada en diferentes tipos de
cancer, como cancer de pulmon, urotelial, higado, estdomago, colorrectal e
inclusive de mama.3'®* Por este motivo, se decidid realizar el analisis de

acoplamiento molecular con esta diana terapéutica.

Se realizé un acoplamiento molecular, receptor rigido-ligando flexible para
obtener los valores de energia de union de los compuestos 46-47a-e y asi
determinar predictivamente cuales compuestos podrian presentar una mejor
actividad inhibiendo la proteina CK2 que, como se menciond anteriormente, es
una diana terapéutica muy estudiada pues se encarga de fosforilar numerosos
sustratos proteicos involucrados en la supervivencia de las células cancerigenas
y que se encuentra presente en diferentes tipos de cancer incluyendo el cancer

de mama, pulmon y colorrectal.

Para la ejecucion del acoplamiento molecular se utiliz6 AutoDock 4.2, este
programa es de licencia gratis que utiliza un algoritmo genético Lamarckiano.
Inicialmente se realizd la validacion del sitio catalitico con el objetivo de
determinar que el proceso sea reproducible y confiable. Para ello se tomaron
como criterio los valores de energia de afinidad y el valor de desviacion de la raiz

cuadratica media (RMSD), el cual debe ser menor de 2 A.

La visualizacion de los resultados se realizé mediante el programa PyMOL y las
interacciones mediante el programa Discovery Studio Visualizer. En la Figura 24
se visualiza la pose obtenida de la validacion realizada con AutoDock 4.2 del
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ligando co-cristalizado (3NG) con la proteina con ID PDB 3pe1 mediante PyMOL.
Donde se obtuvo un valor RMSD = 0.146 A y una energia de afinidad de -14.86
kcal/mol. En la Figura 25 se observan las interacciones obtenidas del ligando
3NG con la proteina 3pe1. Mostrando en su mayoria interacciones hidrofobicas
(Valee, lle174, Phe113, His115, His160, Val53, 11e95, Met163, lle174, Val116,
Leud5, Val53), puentes de hidrogeno (Lys68, Val116, Asp175, Trp176 y Glu114),

interacciones pi-sulfuro (Met163) e interacciones electrostaticas (Phe113).

\/f/</" RSMD = 0.146 A

Figura 24. Validacion del acoplamiento molecular de 3pe1 con el ligando co-cristalizado 3NG
(color rosa), ligando calculado en validacion (color turquesa), RMSD=0.146 A y energia de
afinidad de -14.86 kcal/mol.
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Figura 25. Resultados de validacion. Diagrama 2D de interacciones del ligando 3NG con la
proteina 3pe1.

Una vez terminada la validacion, se procedio a realizar el acoplamiento molecular
de las moléculas 46-47a-e (Figura 26) y el TBBT, utilizando una poblacion de
150 dockings. Se utilizoé el programa autogrid para generar el tamafio de caja de
40, centrado en las coordenadas en X = 22.657, Y = -31.002 y Z = 14.951 y
finalmente obteniendo las energias de afinidad de las moléculas anteriores, ver
Tabla 11 y Figura 27.

I

R 46-47a-e R = N rNW [Nj N l\ll
0 -

a b c d e

Figura 26. Estructura de compuestos 46-47a-e.
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Tabla 11. Energias de afinidad resultados de acoplamiento molecular.

Energia
Compuesto (Kcal/:'nol)
3NG -11.68
47e -10.41
46d -10.09
47c -9.99
46e -9.66
47d -9.51
47b -9.5
46¢ -9.41
47a -9.24
46b -9.02
46a -8.96
TBBT -8.77

Se logré obtener las energias de afinidad de los compuestos 46-47a-e, el ligando

co-cristalizado 3NG y el compuesto TBBT (Tabla 11), mostrando que los
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Energia
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Figura 27. Grafico de energia de afinidad.

compuestos no poseen una mejor afinidad que el ligando co-cristalizado 3NG,

pero presentan mejor energia que inclusive el compuesto TBBT, el cual

actualmente es el derivado de benzotriazol mas estudiado como inhibidor

competitivo del ATP en la proteina CK2, (Figura 27).°° Este derivado de

benzotriazol presenta atomos de bromo en su estructura, los cuales, son enlaces

labiles y por tanto muy reactivos que pueden generar enlaces covalentes con

biomoléculas en el cuerpo y generar efectos adversos.

Tabla 12. Energia de afinidad de los compuestos 46-47a-e.

Compuestos 46 Compuestos 47
sustiuyente | (Eei0t | B oion | (hammmo | ponet e
a -8.96 Dentro -9.24 Fuera
b -9.02 Dentro -9.50 Fuera
c 941 Dentro -0.99 Fuera
d -10.09 Dentro 951 Fuera
e -9.66 Dentro -10.41 Fuera
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Las energias obtenidas de los compuestos 46-47a-e se pueden observar en la
Tabla 12, mostrando que el compuesto 47e obtuvo una mejor energia de afinidad
que el resto de los compuestos; no obstante, el compuesto 47e mostré dos
interacciones desfavorables, una de ella se produce entre el grupo hidroxilo del
acido carboxilico y el Asp175, la otra interaccién desfavorable se produce entre
un nitrégeno del benzotriazol y la Lys68, adicionalmente al realizar su
visualizacion por PyMOL se observé que el compuesto 47e (Figura 28), y el
grupo de compuestos 47a-e presentaron la region del acido carboxilico de la

molécula fuera de la bolsa hidrofébica de la proteina CK2.

Interactions
Conventional Hydrogen Bond
Hydroge
Carbon Hydrogen Bond
oge
Bl unfavorable Donor-Donor

W Unfavorable Acceptor-Acceptor

—

Figura 28. Representacion 3D de compuesto 47e en el sitio activo de la proteina CK2. A) Ligando
3NG y compuesto 47e, B) Compuesto 47e, C) Parte externa de la bolsa hidrofébica de la proteina
y acido carboxilico del compuesto 47e, D) Diagrama 2D de las interacciones del compuesto 47e.



Los compuestos con interacciones desfavorables fueron el compuesto 47e con
dos interacciones de repulsion con los aminoacidos Asp175 y Lys68, el
compuesto 46¢ y el compuesto 47b presentaron interacciones desfavorables con
Glu81 y Asp175, respectivamente. Las interacciones desfavorables pueden
indicar la presencia de fuerzas repulsivas entre el compuesto y los residuos de
los aminoacidos ocasionando que pueda influir en la estabilidad del complejo
compuesto-proteina®, por lo que se podria considerar que el compuesto 47d
presenta mejor energia de afinidad al carecer de interacciones desfavorables; sin
embargo, es importante recalcar que en su visualizacion por PyMOL presenta la
region del acido carboxilico fuera del bolsillo hidrofébico lo cual también podria
generar inestabilidad en el complejo compuesto-proteina lo que conllevaria a un

menor efecto bioldgico. ¥

Por otra parte, en la Figura 29-C, se observa que el compuesto 46d, es el
segundo en presentar la mejor energia de afinidad (-10.09 kcal/mol), el cual se
ubica en la misma zona del ligando 3NG de la bolsa hidrofébica de la proteina
CK2.

Figura 29. Diagrama 3D del acomodo de los compuestos en la bolsa hidrofébica de la proteina
CK2. A) Ligando 3NG, B) Compuesto 46d, C) Compuesto 46d y ligando 3NG, D) TBBT y ligando
3NG.
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En la Figura 30, se observa de manera general (en los compuestos) que al
aumentar el largo de la cadena alquilica o ciclo se obtiene menor energia de
unidn, es decir, mejor afinidad con el sitio activo. Esto puede atribuirse a que, al
agregar un grupo mas voluminoso y rigido como un ciclo establece restriccion en
los grados de libertad en la molécula, origina una disminucién de las interacciones
de puente de hidrogeno, generando interacciones hidrofébicas con el compuesto
46d.

Energia de uniodn

=&—Compuestos 46 - Compuestos 47
1.5

a b c d e
8 s Y o 2| e
N rN 7 [Nj N N
SINOERe
-8.96 -9.02

kcal/mol

-9.5

-10

-10.5

-1
Compuestos

Figura 30. Comparacion de las energias de union de los compuestos 46-47a-e.

Observando el diagrama de interacciones en 3D y 2D del compuesto 46d (Figura
31), el compuesto 46d se acopla en la bolsa hidrofébica de manera semejante al
ligando co-cristalizado 3NG, pero no presenta mayor energia de unién. Esto
pudiera atribuirse a que pierde las interacciones de puente de hidrégeno con
Asp175y Trp176. La interaccion electrostatica del tipo pi-anidon con el residuo de
Phe113 se mantiene, pero se convierte en una interaccion hidrofébica; la
interaccién pi-sulfuro con MET163 se convierte en una interaccién hidrofébica del

tipo pi-sigma. El compuesto 46d presenta mayor energia incluso que el TBBT,
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esto pudiera deberse a que el TBBT no presenta interacciones con Asp175,
Trp176, His115.

Con los resultados obtenidos a partir del acoplamiento molecular, los compuestos
que se espera que tengan mejor actividad biolégica contra la proteina CK2 serian
la serie de compuesto 46a-e. Esto debido a que en el docking sugiere que dichos
compuestos se mantienen dentro del area del bolsillo hidrofébico y aquellos que
presentan en su estructura el sustituyente piperidino y pirrolidino, que

corresponden a los compuestos 46d y 46e presentando energias de unién de -

10.06 y -9.66 kcal/mol respectivamente.

. o o 16 A‘L§5 A:174
B st o é
= = BNG [ s e 46d TBBT
. s [ 1 Carbon ydeogen sone = g
W rsome 0 mam

Figura 31. Representacion 3D en la cavidad de la bolsa hidrofébica, A) Ligando 3NG, B)
Compuesto 46d, C) TBBT y diagrama 2D de interacciones, D) Ligando 3NG, E) Compuesto 46d
y F) TBBT con la proteina.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado con El-Kardocy, et al.,

2020, quienes mencionan que las interacciones generadas por el acido
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carboxilico del ligando co-cristalizado con la Lys68, Asp175 y Trp176 son
interacciones estratégicas dentro de la bolsa hidrofébica de la proteina que
permiten tener una mayor interaccion con esta.*® El TBBT al carecer de este
grupo funcional no presenta estas interacciones y se ve disminuida su energia
de afinidad.

Por otra parte, de Al-Qhahi, et al., 2024 menciona que el tamafio de la molécula
impacta para la generacion de interacciones con los residuos Phe113, Val66 y
lle174.%8 Los compuestos sintetizados no presentan ciertas interacciones de las
anteriormente mencionadas, esto se debe principalmente por el acomodo de las
moléculas dentro del sitio activo, que en el caso de la molécula 46d se observa
claramente que el acido carboxilico de la molécula se coloca del lado opuesto
perdiendo interacciones con el Asp175 y Trp176, lo que conlleva a una menor

energia de afinidad con el sitio activo.

6.3. Actividad biolégica

6.3.1.Actividad anticancerigena in vitro de los derivados de
acido benzotriazolil acrilico en la linea celular Caco-2

La evaluacion de la actividad anticancerigena de los compuestos 46-47a-e, se
realizd a tres concentraciones (100, 250 y 500 ug/mL) de cada compuesto sobre
la linea celular Caco-2, empleando el ensayo de MTT para la cuantificacion de la

viabilidad celular.

En la Tabla 13 se muestra el porcentaje de viabilidad celular de cada uno de los
derivados después de ser incubados por 24 h.
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Tabla 13. Viabilidad celular de los compuestos 46-47a-e en la linea celular Caco-2.

Viabilidad celular (%)
Compuesto Concentracion

100 (pg/mL) 250 (ug/mL) 500 (ug/mL)
46a 69.39 £ 7.21 65.68 £ 5.23 54.08 + 0.86
46b 76.01 £ 4.62 57.76 £ 9.96 33.40 £ 0.62
46¢ 95.38 £ 8.80 89.67 £ 10.29 63.29 + 3.23
46d 96.02 + 5.62 84.12 £2.92 48.73 £ 2.04
46e 59.85 + 10.85 60.62 + 2.84 44.41 £ 3.52
47a 97.97 £1.22 91.32£2.26 88.44 + 4.21
47b 91.79 £ 0.54 90.48 £2.24 93.04 £7.05
47c 97.07 £ 3.44 93.14 £ 5.85 92.29 £ 2.38
47d 95.08 £ 3.45 96.25 £ 6.73 95.08 £ 3.45
47e 98.51 £ 4.47 95.30 + 3.38 83.82 £ 6.36

La Figura 32 muestra los porcentajes de viabilidad celular obtenidos de los
compuestos 46a-e, después de 24 h del tratamiento. Los compuestos mostraron
un efecto dependiente de dosis, es decir, que a mayor concentracidn menor

viabilidad celular.

Los compuestos 46b, 46d y el 46e presentaron un porcentaje de viabilidad de
33.40 £ 0.62%, 48.73 + 2.04% y 44.41 + 3.52%, respectivamente, a una
concentracion del 500 ug/mL, siendo el compuesto 46b el que presentd mayor
efecto al disminuir la viabilidad celular hasta 33.40% a una concentracién de 500

pg/mL.

46a 46b 46¢ 46d 46e
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Figura 32. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 después de 24 h del tratamiento con los
compuestos 46a-e. Las células fueron tratadas con las concentraciones de 100, 250 y 500 ug/mL
de cada compuesto. Se determind la viabilidad celular por el ensayo de MTT, la lectura se realizé
a 570 nm. Los resultados representan el promedio y las barras de error muestran la desviacion
estandar.
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En el caso de los compuestos 47a-e (Figura 33), se observa que esta serie de

compuestos no presentan viabilidad celular menor del 83% a una concentracion
de 500 pg/mL.

47a 47b 47c 47d 47e
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Viabilidad celular (%)

0 0 o
Control 100 250 500 Control 100 250 500 Control 100 250 500

[¢]
Control 100 250 500 Control 100 250 500
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Figura 33. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 después de 24 h tratamiento con los
compuestos 47a-e. Las células fueron tratadas con las concentraciones de 100, 250 y 500 pg/mL
de cada compuesto. Se determiné la viabilidad celular por el ensayo de MTT, la lectura se realizoé

a 570 nm. Los resultados representan el promedio y las barras de error muestran la desviacion
estandar.

Como control positivo se utilizé el Cisplatino, siendo este el farmaco de referencia
para el tratamiento de cancer colorrectal. Se puede observar que a pesar de que
se usO la misma concentracién de 100 pg/mL los compuestos no lograron
disminuir la viabilidad celular de manera comparable con el cisplatino. Sin
embargo, a una concentracion de 100 ug/mL los compuestos 46a, 46b, 46e y 47b

disminuyeron la viabilidad celular de manera significativa con respecto al control.

En la Figura 34 se muestra el analisis estadistico de los compuestos a una

concentracion de 100 ug/mL comparados con el control negativo (células sin
tratamiento).
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Figura 34. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 expuesta a los compuestos 46-47a-e en
una concentracién de 100 yg/mL. Se incubaron 2 x 10* células por pozo se incubd a 37 °Cy 5 %
CO2 por 24 h, como control positivo se utilizé Cisplatino (100 ug/ml) y como control negativo las
células sin tratamiento. Se determiné la viabilidad celular por el ensayo de MTT, la lectura se
realizé a 570 nm. Se realizd una prueba estadistica ANOVA, seguida de una prueba de
comparacién multiple de medias Dunnett’s. Los resultados representan el promedio, las barras
de error muestran la desviacién estandar, los asteriscos (*) muestran los grupos que presentan
una diferencia significativa (p <0.05).

De acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009, si se aplica un tratamiento y este
logra reducir a menos del 70% la viabilidad celular, quiere decir que tiene un
potencial citotoxico.®® En la Figura 35 se logra observar mejor el efecto dosis
dependiente de los compuestos 46a-e, mientras que los compuestos 47a-e no

muestran un efecto citotdxico en la linea celular Caco-2.

Es importante mencionar que los compuestos 46a y 46e logran disminuir la
viabilidad a menos del 50% con una concentracion de 500 ug/mL después de 24
h, sin embargo, analizando los resultados con lo reportado por otros estudios, se
observa que la citotoxicidad de los compuestos sintetizados en menor. Por
ejemplo, Leong K. et al. en 2016, reportd que el ICso del Cisplatino en la linea
celular Caco-2 es de 120uM, que equivale a una concentracion de 36.4 ug/mL.
100 En el caso del compuesto TBBT, Paprocki, D., et al. en 2021 reportd un ICso

del 23 pM para el TBBT en la linea celular HCT116 (Cancer de coldn) lo que
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equivale a 10.0 yg/mL.3% Asimismo, El-Kardocy, A., et al., en 2020 reporto un ICso
de 36.8 uyM lo equivalente a 18.1 ug/mL en MCF7(Cancer de mama) para

compuesto 30.46

Estos datos indican que las concentraciones empleadas de los compuestos 46-
47a-e resultan ser mayores en comparacion con lo reportado en la literatura. '
Una posible explicacion de esta diferencia podria ser atribuida a la ausencia de
halégenos en los compuestos sintetizados en este proyecto. Dado que los
halégenos son atomos reactivos y su presencia podria incrementar la reactividad

de las moléculas'® previamente reportadas por la literatura.

46a
46b
46¢
46d
46e
47a
47b
47c
47d
47e

Viabilidad celular (%)

0 200 400
Concentracion (ug/mL)

tr Bt

Figura 35. Curvas de actividad anticancerigena de los compuestos 46-47a-e en la linea celular
CACO-2 expuestos durante 24 h a tres concentraciones (100, 250 y 500 yg/mL). Se determind la
viabilidad celular por el ensayo de MTT, la lectura se realizé a 570 nm. Los resultados representan
el promedio y las barras de error muestran la desviacion estandar.

De acuerdo con los resultados tedricos mostrados en la seccion 6.3 Acoplamiento
molecular, se esperaba que la serie de compuestos 47a-e fueran menos activos
que los compuestos 46a-e debido a que al realizar la visualizacion de estos

compuestos dentro del sitio activo de la proteina CK2 presentaban la region del
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acido carboxilico fuera de esta zona y algunos presentaban interacciones
desfavorables con el aminoacido Asp175, el cual, de acuerdo con la literatura es
un aminoacido muy importante en la generacién de interacciones en la proteina
CK2.46.98

Los resultados mostrados anteriormente concuerdan con los datos tedricos
calculados, pues la serie de compuestos 47a-e no logré disminuir a menos del
70% de la viabilidad celular de las células Caco-2 en ninguna de las tres
concentraciones probadas, mientras que los compuestos 46a-e mostraron una
disminucion de la viabilidad a menos del 70% a concentraciones mayores de 250

Mg/mL.

Los compuestos que presentaron una viabilidad celular menor fueron el
compuesto 46b y 46e, con valores de 33 + 0.62 y 44.41 + 3.52% de viabilidad
respectivamente a una concentracion de 500 upg/mL. Estos compuestos al
presentar menores valores de viabilidad celular se seleccionaron y se aplicaron
por 72 h a las mismas concentraciones (100, 250 y 500 ug/mL), para evaluar si a
mayor tiempo de exposicidon presentan mayor efecto citotdéxico. En la Tabla 14 se
muestran los datos obtenidos de la viabilidad celular obtenida a las 72 h de

exposicion en la linea celular Caco-2 con los compuestos 46b y 46e.

Tabla 14. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 expuesta durante 72 h a los compuesto
46b y 46e

Viabilidad celular (%) a las 72 h
Compuesto Concentracién
100 (pg/mL) 250 (ug/mL) 500 (ug/mL)
46b 75.19 £ 10.27 35.37+1.48 0.08 £ 0.00
46e 81.29+£6.29 41.98 +5.29 20.99+ 142

En la Figura 36 se puede observar que los compuestos 46b y 46e logran
disminuir la viabilidad celular a menos del 50% después de 72 h de exposicién a
una concentracién de 250 ug/mL, mientras que a 500 yg/mL se alcanza una
viabilidad celular de 0.08% en el compuesto 46b.
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Figura 36. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 a las 72 h del compuesto 46b y 46e a tres
concentraciones diferentes. Las células fueron tratadas con las concentraciones de 100, 250 y
500 pg/mL durante 72 h de exposicion a los compuestos 46b y 46e. Se determiné la viabilidad
celular por el ensayo de MTT, la lectura se realizé a 570 nm.

El cisplatino (control positivo) a una concentracion de 100 pg/mL disminuy6 hasta
0.70 £ 0.43% la viabilidad de las células a las 72 h, mientras que los compuestos
46a y 46e logran disminuir la viabilidad a esta misma concentracion a un 75.19 +
10.27% y 81.29 *+ 6.29% respectivamente, ver Figura 37.

Viabilidad Celular a 72 h en CACO-2 (100 pg/mL)
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Figura 37. Viabilidad celular de la linea celular Caco-2 a las 72 h de los compuesto 46b y 46e en
una concentracion de 100 pyg/mL. Se determind la viabilidad celular por el ensayo de MTT, la
lectura se realiz6 a 570 nm. Los resultados representan el promedio y las barras de error muestran
la desviaciéon estandar. Control positivo (Cisplatino 100 ug/mL), control negativo (Células sin
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tratamiento). El asterisco (*) Indica que existe diferencia significativa respecto al control negativo
(p <0.05).

Se observa que a una concentracion de 100 pg/mL se obtiene un efecto citotdxico
unicamente del compuesto 46b y con forme se aumenta la concentracion,
disminuye la viabilidad hasta cero después de las 72 h de exposicion con este

compuesto.

Los compuestos después de las 72 h de exposicidn no lograron disminuir la
viabilidad a dosis comparables con el cisplatino, sin embargo, el compuesto 46b
fue el unico que logré disminuir la viabilidad al igual que el cisplatino, unicamente

aumentando su concentracion a 500 pg/mL después de las 72 h de exposicion.

En la Figura 38 se muestra la comparacion de la viabilidad celular de cada
compuesto (46a y 46e) a las 24 y 72 h. Se puede observar que los compuestos
a una concentracion de 250 ug/mL logran disminuir la viabilidad celular a menos
del 50% después de 72 h.

46e

46b

J; - 24h

i 100
100+ = 72h T

(5
o
1

Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)
a8
1

-—T—T77
0 100 200 300 400 500
Concentracién (pg/mL)

—r—TT7
0 100 200 300 400 500
Concentracion (pg/mL)

Figura 38. Comparacion grafica de la viabilidad celular a 24 y 72 h de los compuestos 46b y 46e en la linea
celular Caco-2. Las células fueron tratadas con las concentraciones de 100, 250 y 500 ug/mL de
los compuestos 46b y 46e. Se determind la viabilidad celular por el ensayo de MTT, la lectura se
realizé a 570 nm.

Ambos compuestos 46b y 46e no muestran actividad citotéxica a 100 pg/mL
debido a que disminuye la viabilidad celular a 75.19 + 10.27 y 81.29 £ 6.29,

respectivamente. Se considera que un compuesto es citotdxico cuando logra
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disminuir la viabilidad mas del 30%; en ambos casos ambos compuestos
muestran a las 72 h un efecto citostatico, es decir, que se reduce o detiene el
crecimiento celular y no necesariamente se induce la muerte celular.'92193 No
obstante, al aumentar la concentraciéon se puede observar que la viabilidad se
reduce hasta cero en el caso del compuesto 46b y al 20% para el compuesto
46e, esto pudiera sugerir que la concentracion y el tiempo de exposicion de los
compuestos son claves para determinar si los compuestos pueden tener un

efecto citostatico o citotdxico.

6.3.2.Actividad citotoxica in vitro de los derivados de acido
benzotriazolil acrilico.

La actividad citotdxica se determind colocando alrededor de 2 x 10° células por
pozo de timocitos murinos en una placa de 96 pocillos y se expusieron durante
24 h a tres concentraciones (100, 250 y 500 ug/mL) de los compuestos 46b, 46e
y cisplatino. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se determind la
viabilidad celular por el ensayo de resazurina y se realizo la lectura a una longitud

de excitacion de 530 nm y 590 nm de emision en un lector de placas.

En la Figura 39, se puede observar que los compuestos presentan una alta
toxicidad a una concentracion de 500 pyg/mL de ambos compuestos y el
cisplatino, reduciendo la viabilidad celular hasta el 4.79, 6.31 y 0%

respectivamente.
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Figura 39. Viabilidad celular de timocitos murinos expuestos durante 24 h a 37 °C con los
compuestos 46b, 46e y el cisplatino. La viabilidad celular fue determinada por el ensayo de
resazurina. Se realizo una prueba estadistica ANOVA, seguida de una prueba de comparacién
multiple de medias Dunnett’s, los asteriscos (*) muestran los grupos que presentan una diferencia
significativa (p <0.05) respecto al control, los resultados representan el promedio, las barras de

error muestran la desviacion estandar.

Los datos obtenidos del ensayo de resazurina para determinar la viabilidad
celular de los timocitos murinos después de ser expuestos durante 24 h a los
derivados 46b, 46e y cisplatino se muestran de manera condensada en la Tabla
15. Se observa que al aumentar la concentracion de compuesto se presenta una
mayor disminucion de la viabilidad celular de los timocitos. El cisplatino resulta
ser muy citotéxico debido a que inclusive a una concentracién de 100 ug/mL
presenta una alta toxicidad en timocitos murinos reduciendo hasta 23.93 + 5.09

% la viabilidad celular de estos.

Por otra parte, los compuestos 46b, 46e a una concentracion de 100 pg/mL
redujeron la viabilidad celular de los timocitos murinos a 75.38 £ 2.74 y 97.33 +
2.42%, respectivamente y a 250 ug/mL, se redujoa 16.61 £5.79y 45.70 + 8.25%,
respectivamente, la viabilidad celular de los timocitos.
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Tabla 15. Citotoxicidad de timocitos murinos expuestos a los compuestos 46b, 46e y cisplatino

por 24 h.
Viabilidad celular (%)
Concentracion
46b 46e Cisplatino
(ng/mL)

100 75.38+£2.74 | 97.33+£242 | 23.93+5.09
250 16.61+5.79 | 45.70 £ 8.25 | 10.92 + 5.66
500 277+4.79 |3.64+6.31 | 0.00+0.00

El compuesto 46b presenté mayor citotoxicidad frente a los timocitos murinos que
a la linea celular Caco-2 a las concentraciones de 250 y 500 pg/mL. Para el
compuesto 46e, se observd un menor efecto citotéxico a 100 pg/mL en los
timocitos murinos que en la linea celular Caco-2, pero a concentraciones
mayores de 250 pg/mL presenté mayor disminucion de la viabilidad celular en

timocitos murinos que en las células Caco-2.

Al presentar efecto citotdxico en los timocitos murinos sugiere que los
compuestos podrian ser toxicos en células sanas, lo que limita su potencial uso
como antineoplasicos a concentraciones mayores de 250 pug/mL. Como se
menciond anteriormente los tratamientos contra el cancer deben centrarse en
inhibir el crecimiento de células tumorales sin dafar excesivamente las células
sanas, lo cual, en este caso no ocurre, por lo cual las concentraciones utilizadas
de los compuestos (250 pg/mL y 500 pg/mL) no pueden ser consideradas

adecuadas para su uso como agentes anticancerigenos.

Los compuestos sintetizados presentan una estructura similar a la reportada por
Ortega- Villareal, et al. en 2019, los autores determinaron que sus compuestos
lograban ingresar en las células y concluyeron que estos se ubicaban en

endosomas y lisosomas,%8 si bien la proteina CK2 es considerada ubicua.

Chon et al. en 2015 mencionan que la CK2 en células sanas se localiza en el

compartimento citoplasmatico y el nucleo, mientras que en las células
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cancerigenas se encuentra una mayor cantidad dentro del nucleo. 4348 Por lo
tanto, hasta el momento no podemos determinar en qué compartimentos de las

células cancerigenas estos compuestos pueden alojarse.

Los compuestos mostrados en el presente proyecto presentan una estructura
similar a la presentada por Ortega- Villareal, et al. en 2019, con base en lo
reportado por Ortega- Villareal, et al., sus compuestos se alojaban en lisosomas
y endosomas, no ingresan al nucleo. En dado caso de que los compuestos
sintetizados en este proyecto presentaran un comportamiento similar a lo
reportado Ortega- Villareal, et al. los compuestos 46-47a-e no lograrian llegar al
nucleo y no lograrian entrar en contacto con la mayor cantidad de proteina CK2

disponible que esta en las células cancerigenas.

6.4. Propiedades fotofisicas

Las moléculas sintetizadas en este proyecto presentan un sistema “push-pull”, es
decir, presentan un grupo capaz de donar electrones (las aminas en este caso)
conectado mediante un sistema conjugado mn (benceno con electrones
deslocalizados) y un grupo aceptor de electrones (el benzotriazol y el acido
carboxilico), Donador-n-Aceptor.'® De tal forma que cuando se incide luz
ultravioleta a la molécula, ésta es capaz de absorber energia, el grupo donador
se excita y transfiere un par de electrones que se deslocalizan a través del

sistema conjugado hasta llegar al grupo aceptor.%

Estas moléculas tienen aplicaciones en la generacion de bioimagenes mediante
técnicas de microscopia de fluorescencia, como la microscopia confocal de
fluorescencia. Esta técnica excita las moléculas dentro de una muestra y detecta
la luz emitida para obtener imagenes a alta resolucion. Permitiendo investigar y
estudiar la estructura de células o tejidos, asi como interacciones de

biomoléculas en células y tejidos.
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En este contexto, las propiedades fotofisicas, como el coeficiente de absortividad
molar (g) y el desplazamiento de Stokes (SS) son parametros importantes en el
disefio de moléculas fluorescentes, los cuales permiten determinar la capacidad
de absorcién de luz de una molécula y permiten evitar interferencias Opticas

mejorando la calidad en la generacion de bioimagenes.t3.64

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la determinacion del
coeficiente de absortividad molar y el desplazamiento de Stokes de los

compuestos 46-47a-e.

6.4.1.Espectro de absorcion

Para la obtencion del espectro de absorcion, se realizé una solucion a 15 ppm de
cada compuesto en MeOH y se procedié a leerlo en un espectrofotometro
ultravioleta-visible (UV-Vis), donde se obtuvo su espectro de absorcion con el que
posteriormente se determind el valor de coeficiente de absortividad molar. El
coeficiente de absortividad molar, o también conocido como coeficiente de
extincion molar, indica la capacidad que tienen las moléculas de absorber luz, por
lo cual si se cuenta con un coeficiente de absortividad molar () = 30000 M-'cm-
', entonces la molécula sera capaz de absorber una considerable magnitud de

luz.

Una vez obtenido el espectro de absorcion, se procedidé a realizar los calculos
correspondientes, utilizando la Ley de Lambert Beer, para determinar el

coeficiente de absortividad molar.

A= ¢€-b-C
Donde:
A = Absorcion
e = Coeficiente de Absortividad molar o coeficiente de extincién [M-'cm™]

b = Longitud de la celda [cm]
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C = Concentracion [M]

En la Figura 40 y Figura 41, se muestran los espectros de absorcion de las
moléculas 46-47a-e, obtenidos mediante espectroscopia UV-Visible. Se observan

valores de absorcion mayores de 300 nm y menores de 450 nm (Tabla 16).

Tabla 16. Coeficientes de absortividad y longitud maxima de absorcion de los compuestos 46-47a-e.

Compuesto 46a 46b 46¢ 46d 46e 47a 47b 47c 47d 47e

Coeficiente de
absortividad

- 28339.9 | 33877.2 | 23127.2 | 24788.6 | 30294.4 | 33119.3 | 36872.9 | 26215.1 | 25985.3 | 20779.8

(M-tcm™)
Améx. 379.4 388.6 362 378.8 384.6 383.2 389.8 366 380 384.8
Absorbancia (nm)
—— Abs 46a
10T —— Abs 46b
< —— Abs 46¢
30 . —— Abs 46d
& Y°T Abs 46e
o
o
3
2 0.6
o
o]
©
N
T 0.4+
£
e}
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2.0.2 -
w
0.0 . . =
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Longitud de onda (nm)

Figura 40. Espectro de absorcion de los compuestos 46a-e.
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Figura 41. Espectros de absorcion de los compuestos 47a-e.

6.4.2.Espectro de excitacion y emision.

El calculo del desplazamiento de Stokes se realizé mediante la determinacion del
maximo de excitacion y el maximo de emision, donde la diferencia del maximo de
emision menos el maximo de excitacion nos permite obtener el valor de

desplazamiento de Stokes.
Desplazamiento de Stokes = Agm — A gy

Donde:
A Em = Longitud maxima de emision

A ex = Longitud maxima de excitacidon

Con lo anterior, se realizé una solucion de aproximadamente 0.9 ppm de cada

compuesto y posteriormente se realizé la determinacion de los maximos

® uanL 8



anteriormente mencionados, a través del uso de

fluorescencia (Figura 42 y Figura 43).
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Una vez obtenidos los maximos de emision y excitacion se procedio a realizar el
calculo de desplazamiento de Stokes; se obtuvieron desplazamientos desde 170
nm hasta 269 nm. De acuerdo con la literatura, cuando una molécula presenta
un desplazamiento de Stokes alto (mayor a 70 nm) permiten diferenciar entre luz
emitida por la fuente y la luz emitida por los compuestos, permitiendo mejorar la

relacion sefial-ruido en la generacion de bioimagenes.%

Tabla 17. Propiedades fotofisicas de los compuestos 46-47a-e.

Coeficiente de

Compuesto absr%rct)il\éirdad Absc??l;;ncia Exc)i‘?;éién En??saixén %ngtlsi?;i(?\rr]#))
(M “icm-?) (nm) (nm) (nm)
46a 28339.9 379.4 351.2 583.6 232.4
46b 33877.2 388.6 366.4 589.4 223.0
46¢ 23127.2 362.0 341.0 574.0 233.0
46d 24788.6 378.8 340.0 609.6 269.6
46e 30294.4 384.6 363.8 586.7 202.1
47a 33119.3 383.2 379.2 571.0 191.8
47b 36872.9 389.8 3934 566.2 172.8
47c 26215.1 366.0 366.0 559.9 193.9
47d 25985.3 380.0 370.6 580.3 209.7
47e 20779.8 384.8 387.2 572.9 188.1

Analizando los datos de la Tabla 17, los compuestos 46b, 46e, 47a y 47b

presentaron un mejor coeficiente de absortividad molar en comparacion con los

compuestos restantes; el compuesto 47b presentd un € = de 36872.9 siendo el

compuesto con mayor coeficiente de absortividad molar; sin embargo, se observa

que este presentd el menor desplazamiento de Stokes.

Se puede observar que la presencia de diferentes sustituyentes afecta
directamente en el coeficiente de absortividad molar e impacta en el
desplazamiento de Stokes, debido a que se puede perder energia a través de
movimientos vibracionales. En el caso de los compuestos 46¢ y 47¢c presentan

en su estructura el grupo morfolino, el cual consiste en un anillo heterociclico de
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seis miembros que contiene un atomo de nitrdgeno y un atomo de oxigeno,
siendo el nitrégeno responsable de aportar el par de electrones para generar la
deslocalizacion de los electrones 1 en la molécula. A pesar de que este grupo
aporta rigidez en la estructura se observa que presenta un coeficiente de
absortividad menor, esto puede atribuirse a que la presencia del oxigeno, un
atomo mas electronegativo que el nitrégeno actua también como atractor de

electrones en lugar de un grupo donador.

Por otra parte, en el caso de los compuesto 46b y 47b que presentan el mismo
sustituyente (dietilamino), se observa que al aumentar la cadena alquilica ambos
presentan mejores propiedades fotofisicas a diferencia de los otros compuestos
con diferentes sustituyentes. Esto puede atribuirse a que el grupo dietilamino

logra estabilizar mejor la molécula por efecto inductivo.

De manera general, todos los compuestos presentaron un desplazamiento de
Stokes mayor a 70 nm y unicamente tres compuestos presentaron un valor mayor
a 30000 M-'cm-', 46b, 46e, 47a y 47b, siendo el compuesto 47b, el que presentd
el valor mas alto, indicandonos que este compuesto es capaz de absorber mas

luz que los demas.

El compuesto 47b podria ser utilizado en la generacidon de bioimagenes puesto
que ha presentado el mejor coeficiente de absortividad, favoreciendo el uso de
una menor cantidad de este compuesto al realizar las pruebas para la generacién
de las bioimagenes; sin embargo, aun falta determinar su citotéxico en células

sanas.

El compuesto 46e presentdé menor efecto citotdxico en células sanas a una
concentracion de 100 ug/mL y presento valores 6ptimos de las propiedades
fotofisicas, por lo anterior este compuesto resulta ser el mejor candidato para la

obtencion de bioimagenes.
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7. Conclusiones

La metodologia planteada permite obtener los derivados de acido benzotriazolil
acrilico (46a-e y 47a-e). Se obtuvieron rendimientos de entre el 17y 35 % en la
reaccion de Knoevenagel para la obtencion de los compuestos de benzotriazolil
acetato de etilo 41 y 42 y rendimientos entre el 41 % y 74 % en la reaccion de
hidrdlisis para la obtencion de los acidos de benzotriazolil acrilico. La purificacion
de estos compuestos se realizd6 mediante cromatografia en columna vy
recristalizacion. A partir de la caracterizacion por RMN '"H y RMN '3C y HRMS se

confirmé la obtencién de los diez compuestos propuestos.

A partir del software AutoDock 4.2 se logro realizar el acoplamiento molecular de
los diez compuestos propuestos con la proteina CK2, determinando que al
aumentar el largo de la cadena alquilica o al adicionar un ciclo en su estructura
les permite tener mayor afinidad al sitio activo de la proteina CK2, inclusive que
el TBBT (derivado de benzotriazol mas estudiado en la inhibicién de la proteina
CK2).

Los resultados de la actividad anticancerigena en la linea celular Caco-2
mostraron que los compuestos (46-47a-e) no presentaron mayor efecto citotoxico
que el farmaco de referencia (cisplatino), el cual fue aplicado a una concentracion
de 100 pg/mL en las células cancerigenas después de 24 h. Sin embargo, los
compuesto 46b, 46d y 46e lograron disminuir la viabilidad celular a menos del

50% en esta linea celular después de 24 h a una concentracion de 500 pg/mL.

Los derivados 47a-e no presentaron actividad anticancerigena relevante, debido
a que no lograron disminuir mas del 20% la viabilidad celular de las células

cancerigenas en las tres concentraciones probadas (100, 250 y 500 pg/mL).

Dentro de la serie de compuestos 46a-e, los compuestos que lograron disminuir
mas del 30% la viabilidad celular en la linea celular Caco-2 son el 46a, 46b y 46e

a las tres concentraciones probadas (100, 250 y 500 pg/mL) después de 24 h.
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Los compuestos que demostraron un potencial efecto anticancerigeno fueron el
compuesto 46b y 46e, los cuales lograron disminuir la viabilidad celular en menos
del 50% después de 24 horas a una concentracién de 500 pg/mL. Sin embargo,
su efecto citotdéxico fue menor en comparaciéon con el farmaco de referencia,

cisplatino.

El compuesto 46e a una concentracién de 100 ug/mL no disminuyo de manera
significativa la viabilidad celular en timocitos murinos; por otro lado, este
compuesto (46e) disminuyo la viabilidad celular de la linea celular Caco-2 a
59.85%.

El compuesto 46b a 100 pyg/mL disminuyo a 75.98% la viabilidad celular en
timocitos murinos y 69.39% en las células Caco-2. A concentraciones mayores
de 250 upg/mL los compuestos (46b y 46e) presentaron un mayor efecto

citotoxico, aunque, este fue menor a la citotoxicidad inducida por el cisplatino.

La evaluacion de sus propiedades fotofisicas (SS y €) permitié determinar cudles
compuestos son los mejores candidatos para su aplicacion en la generacion de
bioimagenes. Los compuestos 46-47a-e presentaron un mayor desplazamiento
de Stokes superior a 70 nm, mientras que los compuestos 46b, 46e, 47a y 47b
mostraron un € superior a 30 000 M-' cm'. El compuesto 46e presento menor
efecto citotoxico en timocitos murinos a una concentracion de 100 pg/mL lo que
sugiere que el compuesto 46e es un candidato para ser utilizado como tinte

celular en la generacion de bioimagenes.

El presente proyecto solo evalua la viabilidad celular de los compuestos 8-9a-e
en la linea celular Caco-2 y en timocitos murinos. Se logro identificar que el 8e
es un candidato para ser utilizado como tinte celular en la generacion de

bioimagenes a concentraciones inferiores a 100 ug/mL.
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8. Perspectivas

Ante los resultados obtenidos en el presente trabajo, seria recomendable evaluar
los compuestos 46a, 46¢, 46d y 47a-e en otras lineas celulares, debido a que
éstos no presentaron un efecto anticancerigeno en la linea celular Caco-2 y no

se realizo la evaluacion de su efecto citotdxico en células sanas.

Se sugiere realizar un ensayo enzimatico de la proteina CK2 para evaluar su

potencial actividad como inhibidores de la proteina CK2.

Realizar los analisis por microscopia confocal de fluorescencia para la
generacion de bioimagenes y visualizar si las moléculas son capaces de ingresar

a las células y observar en que compartimento celular se alojan.

Se sugiere realizar una evaluacion in sillico en otras dianas terapéuticas con los
compuestos 46-47a-e, para buscar otras posibles aplicaciones de los
compuestos, asi como su evaluacion en otras lineas celulares relacionadas con

padecimientos que presentan la sobreexpresion de la CK2.
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Figura 63. Espectro de RMN de 3C de 46b (101 MHz, DMSO-ds).
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Figura 66. Espectro de RMN de '"H de 46d (400 MHz, DMSO-db).
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Figura 67. Espectro de RMN de 3C de 46d (101 MHz, DMSO-ds).
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H de 46e (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 71. Espectro de RMN de '3C de 47a (101 MHz, DMSO-db).
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Figura 73. Espectro de RMN de '3C de 47b (101 MHz, DMSO-dk).
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H de 47c (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 75. Espectro de RMN de 3C de 47¢c (101 MHz, DMSO-db).
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Resultados de acoplamiento molecular

Compuestos 46-47a-e
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Tabla 18 Validacion de sitio activo de proteina CK2 (3pe1) con AutoDock 4.2.

Posicion Promedio de la | Promedio de
Tamaiio | Tamafio | Tamaiio | Centro | Centro | Centro afinidad de RMSD*
X Y Z X Y 7 enlace
20 20 20 22.657 | -31.002 14.951 3.37 x 107 0916
25 25 25 22.657 | -31.002 14.951 12.85 0.290
30 30 30 22.657 | -31.002 14.951 -11.68 0.154
40 40 40 22.657 | -31.002 14.951 -11.68 0.146
50 50 50 22.657 | -31.002 14.951 -11.69 0.134
Tabla 19. Tabla de interacciones del ligando 3NG, compuesto 46d y TBBT.
. Distancia
Tipo de .,
Compuesto . .. Interaccion de enlace
interaccion 2
(A)
3NG VAL116:N - 3NG338:N12
ASP175:N - 3NG338:025 2.86449
Puente de 2.71394
hidrogeno TRP176:CD1 - 4.64291
3NG338:025 350111
3NG338:C13 - GLU114:0
VAL66:CG1 -3NG338 3.79207
VAL66:CG2 - 3NG338 3.32865
ILE174:CD1 - 3NG338 3.87637
PHE113 - 3NG338 4.70454
HIS115 - 3NG338 5.41433
HIS160 - 3NG338 4.90076
3NG338:CL22 - VAL53 3.86298
Hidrofobicas 3NG338 - VAL53 5.11643
3NG338 - VAL66 4.86688
3NG338 - ILE95 5.17783
3NG338 - MET163 5.05794
3NG338 - ILE174 4.98945
nteractions 3NG338 - VAL116 5.29539
— s T — 3NG338 - MET163 4.91742
Carbon Hydrogen Bond = ::-"'S"wed 3NG338 - LEU45 4.63429
] e 3NG338 - VALS3 4.77366
Energia (kcal/mol) =-11.68 Electrostaticas 3NG338:024 - PHE113 4.73922
Pi-Sulfuro MET163:SD:B - 3NG338 3.48742
Puente de UNLL:H - GLU114:0 2.16375
hidrogeno HIS115:CD2 - UNL1:N 4.02159
VAL66:CG1 - UNL1 3.92297
VAL66:CG2 - UNL1 3.41825
VAL66:CG2 - UNL1 3.92226
HIS115 - UNL1 5.57747
UNL1:BR - ILE95 4.07595
TBBT UNL1:BR - ILE174 4.18757
Hidrofobicas UNL1:BR - VAL53 4.29686
UNL1:BR - ILE174 4.41974
UNL1:BR - LEU45 4.86125
UNL1:BR - VAL53 4.52987
UNL1:BR - MET163 5.39322
UNL1:BR - LEU45 458416
UNL1:BR - MET163 5.02925
PHE113 - UNL1:BR 3.84297
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HIS160 - UNL1:BR 5.28464
UNL1 - VAL116 4.75502
UNL1 - MET163 4.80237
UNL1 - ILE174 5.00639
Electrostaticas - -
HIS
A:160
ILE Pi-sulfuro MET163:SD:B - UNL1 3.31931
ILE A:174
A:9
Interactions
B Conventonal ydrogen Bond B P stacked
[] Corbon Hydrogen 8ond 3 At
B Pisgme ] Peasyt
B Prsutfur
Energia (kcal/mol) = -8.77
VAL116:HN - UNL1:0 2.01572
46d Puente de UNL1:H - GLU114:0 2.08699
hidrogeno UNL1:H - UNL1:N 2.16769
HIS115:CD2 - UNL1:0 3.57589
VAL53:CG1 - UNL1 3.86476
MET163:CE - UNL1 3.88518
ILE174:CG2 - UNL1 3.63338
PHE113 - UNL1 4.08918
UNL1 - PHE113 4.56789
VAL53 - UNL1 4.85621
Hidrofébicas HIS160 - UNL1 4.6995
UNL1 - VAL66 4.70027
UNL1 - ILE95 4.33625
UNL1 - VAL53 4.9917
UNL1 - VAL66 4.987
UNL1 - LYS68 491318
UNL1 - ILE174 4.70243
VAL UNL1 - LEU45 5.21914
A:116 Electrostaticas - -
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond E Pi-Pi Stacked
e =i pi-Sulfuro : :
Energia (kcal/mol) =-10.09
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Tabla 20. Estructuras en 3D en el bolsillo hidrofébico de la proteina CK2.

Compuesto 47a

Compuesto 46a | Energia (kcal/mol) = -8.96

Compuesto 46b | Energia (kcal/mol) = -9.02

Compuesto 47b

Energia (kcal/mol) = 9.41

Compuesto 47¢

Energia (kcal/mol) = -
9.24

Energia (kcal/mol) = -
9.50

Energia (kcal/mol) = -
9.99

Compuesto 46d | Energia (kcal/mol) = -10.09

Compuesto 47d

Energia (kcal/mol) = -
9.51
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Compuesto 46e  Energia (kcal/mol) =-9.66 =~ Compuesto 47e  Energia (kcal/mol) =-
10.41

Tabla 21. Interacciones de compuestos 46-47a-e.
Compuesto 46a | Energia (kcal/mol) = 8.96 | Compuesto 47a | Energia (kcal/mol) = -9.24

M nfte

G|
h:ﬂ EGT A: HJA
O

Compuesto 47b | Energia (kcal/mol) = -9.50

Al
AYl 6

Prsigme

il ||
337
£
i

Compuesto 46¢ | Energia (kcal/mol) =-9.41 Compuesto 47¢ | Energia (kcal/mol) = -9.99




Interactions
B Comentional Hydrogen Bond . sgme
[ Carbon Hydrogen Bond W e stocked
Bl 5o W Uotavorable onor-Donor B PP T-shaped
= I Unfovorabie Acceptor-Acceptor [ A
I Unfvorable Acceptor Acceptor [ Am W rravon [ prasy

B Pranion [ prasy

Compuesto 46d | Energia (kcal/mol) =-10.09 Compuesto 47d | Energia (kcal/mol) = -9.51
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