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RESUMEN

Los flavonoides y las cumarinas son productos naturales que han mostrado una amplia
gama de actividades bioldgicas, como anticancerigena. Resultados preliminares de la
actividad antiproliferativa de los compuestos 8-nitrocrisina, 5 -nitroquercetina y de la
mezcla 2-R,S 3’-nitronaringina, mostraron que la estructura base flavona de la 8-
nitrocrisina fue la mdas prometedora para realizar modificaciones alrededor del grupo
nitro, en la posicion C8, con el objetivo de mejorar su actividad antiproliferativa y como
inhibidores de la enzima quinasa 9 dependiente de cilclina (Q9DC). En el presente
trabajo de investigacion se prepararon amidas y sulfonamidas a partir de la flavona
crisina y la cumarina umbeliferona. Los resultados indicaron que los grupos funcionales
nitro, propilamida, fenilsulfonamida, en la posiciéon C8 de los compuestos 5,7-dimetoxi-
8-nitro-2-fenil-4H-cromen-4-ona (3), N-butiril-N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4 H-
cromen-8-il)butiramida (4¢) y N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-
il)bencenosulfonamida (4d), mejoraron la actividad antiproliferativa en comparacion
con la flavona crisina. De esta manera, los compuestos 3 y 4c presentaron valores de
concentracion inhibitoria media (Clso) de 5.6+0.8 y 23.2+2.8 uM, respectivamente, en la
linea celular de cancer de prostata (PC3) y el compuesto 4d presentd una Clso= 26.1+2.1
uM en la linea celular de cancer de mama (MDA-MB-231). Los compuestos 3, 4c y 4d
mostraron la capacidad de inhibir a la enzima Q9DC. Finalmente, estudios de modelado
molecular mostraron que los compuestos 4c y 4d se unieron favorablemente en el sitio
activo de la enzima Q9DC y adoptaron una posicion similar a la del flavopiridol. Con
estos resultados se concluye que los grupos nitrogenados en la posicion C8 de la flavona
mejoraron su actividad antiproliferativa e inhibidora de la enzima Q9DC, inspirando
nuevas modificaciones en los grupos sustituyentes de amidas, sulfonamidas y en el

anillo B de la flavona.



ABSTRACT

Flavonoids and coumarins are natural products that have shown a wide range of
biological activities, including anticancer. Preliminary results of the antiproliferative
activity of 8-nitrochrysin, 5'-nitroquercetin, and the mixture 2-R,S 3'-nitronaringin
showed that the flavone-based structure of 8-nitrochrysin represented the most
promising derivative to carry out modifications on the nitro group, at the C8 position,
with the aim of improving its antiproliferative activity and as inhibitors of CDK9
enzyme. In the present research work, amides and sulfonamides were prepared from
the flavone chrysin and the coumarin umbelliferone. The results indicated that the
functional groups nitro, propylamine, and phenylsulfonamide, at the C8 position of
compounds 3, 4c, and 4d, improved the antiproliferative activity compared to the
flavone chrysin. In this way, compounds 3 and 4c presented Cls values of 5.6+0.8 and
23.242.8 uM, respectively, in the PC3 cell line and compound 4d presented an Clso=
26.1+2.1 uM in MDA-MB-231 cell line. Compounds 3a, 4c and 4d showed the ability to
inhibit the CDK9 enzyme. Finally, a molecular docking study showed that compounds
4c and 4d interact favorably on the active site of the CDK9 enzyme and adopted a
position similar to flavopiridol. With these results, it is concluded that the nitrogen-
containing groups at the C8 position in the flavone, improved the antiproliferative and
inhibitory activity of the CDK9 enzyme, inspiring new modifications in the substituent

groups of amides, sulfonamides, and in the B ring of the flavone.
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1. INTRODUCCION

Los productos naturales son metabolitos secundarios que producen los organismos
vivos (plantas, animales, algas, bacterias y hongos) [1]. Muchos productos naturales
presentan actividad bioldgica importante y han sido utilizados para el tratamiento de

diversas enfermedades y padecimientos como el cancer [2,3].

El cancer es una de las principales enfermedades causantes de muerte en el mundo
y se caracteriza por el crecimiento descontrolado y propagacion de células anormales a otras
partes del cuerpo (mestastasis) [4]. Debido a la complejidad de esta enfermedad, originada
por la existencia de diversos tipos de tumores, la resistencia a farmacos y efectos secundarios
que producen, promueven la busqueda de nuevas dianas y compuestos con actividad

anticancerigena.

Los flavonoides y las cumarinas son productos naturales que pertenecen al grupo de
los fenil propanoides que se encuentran principalmente en las partes aéreas de las plantas,
semillas, raices y alimentos [5,6]. Los flavonoides y cumarinas han mostrado una amplia
gama de actividades bioldgicas, entre ellas como anticancerigenos [7,8]. Diversas
investigaciones demuestran que estos productos naturales pueden intervenir en diferentes
etapas de carcinogénesis al detener el ciclo celular, inducir a muerte por apoptosis y

suprimir la proliferacion e invasividad de las células cancerosas [7,9-11].

El flavopiridol, algunas flavonas de origen natural como la luteolina, wogonina, crisina
y algunos derivados sintéticos de cumarinas inhiben algunas quinasas dependientes de
ciclinas, las cuales son consideradas dianas prometedoras en el desarrollo de compuestos
con actividad anticancerigena [12-14]. En especial, la enzima quinasa 9 dependiente de la

ciclina (Q9DC) es de interés debido a que se ha asociado al pronostico de algunos tipos de




cancer que tienen alta prevalencia y tasa de mortalidad en México y en el mundo, entre ellos

se encuentran el cancer de mama [15], prdstata y pulmoén [16].

En la busqueda de nuevos inhibidores con mejor actividad y selectividad sobre la Q9DC,
se han realizado diversas modificaciones estructurales en algunos flavonoides presentes en
la naturaleza. En el disefio y en las modificaciones estructurales realizadas en flavonas y
cumarinas, para mejorar su actividad inhibitoria y selectividad hacia la enzima Q9DC, han
incorporado grupos funcionales que contienen nitrogeno en la posicion C8 de la flavona [17]

y C7 de la cumarina [18].

De manera preliminar, se establecieron condiciones de nitracion suaves de los
flavonoides crisina, quercetina y naringina y se evaluo el efecto del grupo nitro en la
actividad antiproliferativa, antiinflamatoria y antioxidante de nitroflavonoides. Los
compuestos obtenidos fueron 8-nitrocrisina, 5 -nitroquercetina y la mezcla de 2-R,S 3'-
nitronaringina. A pesar de que la estructura base flavona de crisina presenté una mejor
actividad antiproliferativa, en comparacion con el flavonol quercetina y la flavanona
glicosilada naringina, el grupo nitro no mejord la actividad antiproliferativa de la flavona.
En quercetina, el grupo nitro en la posicion C5, condujo a una mejora de su actividad
antiinflamatoria y antioxidante. Por otro lado, para 2-R,S naringina, el grupo nitro en la

posicion C3" mejoro su actividad antiinflamatoria.

Con estos datos y con el objetivo de mejorar la actividad antiproliferativa de la flavona
8-nitrocrisina y como inhibidor de la enzima Q9DC, se propusieron modificaciones
alrededor del grupo nitro para obtener amidas y sulfonamidas. Adicionalmente, fue de
interés incorporar otra estructura aromatica tipo cumarina, la cual ha sido menos explorada

en el desarrollo de agentes anticancerigenos y como inhibidores de la enzima Q9DC.

Posteriormente, se establecieron condiciones de reacciéon para incorporar grupos

nitrogenados en la posiciéon C8 de la flavona crisina y en las posiciones C6 y C8 de la




cumarina umbeliferona. La semisintesis incluyd la incorporacion de un grupo nitro.
Posteriormente se redujo a la amina correspondiente y, a partir de la aminoflavona o
aminocumarina se formaron amidas y sulfonamidas con grupos sustituyentes aromaticos y
alifaticos. Los resultados de evaluacion antiproliferativa de los compuestos obtenidos
mostraron que la estructura base flavona presenté mayor actividad que la cumarina. Los
grupos funcionales nitro, propilamida, fenilsulfonamida, en la posicion C8 de los
compuestos 5,7-dimetoxi-8-nitro-2-fenil-4H-cromen-4-ona (3), N-butiril-N-(5,7-dimetoxi-4-
oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)butiramida (4c) y N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-
il)bencenosulfonamida (4d), mejoraron la actividad antiproliferativa en comparacion con la
flavona crisina. De esta manera, los compuestos 3 y 4c presentaron valores de Cls de 5.6+0.8
y 23.24#2.8 pM, respectivamente, en la linea celular de cancer de prostata (PC3). El
compuesto 4d presenté una Clso= 26.1+2.1 uM en la linea de cancer de mama (MDA-MB-
231). Los compuestos 3, 4c y 4d mostraron capacidad de inhibir a la enzima. Estudios de
modelado molecular mostraron que los compuestos 4c y 4d se unieron favorablemente en
el sitio activo de la enzima Q9DC y adoptaron una posicion similar a la del flavopiridol. A
diferencia de los compuestos 4c y 4d, la 8-nitroflavona 3 se unié favorablemente en una
region cercana al final del dominio C-terminal de la enzima. Con estos resultados se
concluye que los grupos nitrogenados en la posicion C8 de la flavona mejoraron su actividad
antiproliferativa e inhibidora de la enzima Q9DC, inspirando nuevas modificaciones en los

grupos sustituyentes de amidas, sulfonamidas y en el anillo B de la flavona.




2. ANTECEDENTES

2.1 Flavonoides y cumarinas como fuente de agentes anticancerigenos

Los productos naturales son metabolitos secundarios que producen las plantas,
animales, microorganismos y organismos marinos. Estos compuestos se caracterizan por
presentar una gran diversidad y complejidad estructural [1]. Muchos productos naturales
presentan actividad biolégica importante y han sido utilizados para el tratamiento de
diversas enfermedades y padecimientos como el cancer [2,3], diabetes [19,20], infecciones e

inflamacion.

Los flavonoides y las cumarinas son productos naturales representativos del grupo de
compuestos polifendlicos que se encuentran principalmente en las partes aéreas de las
plantas, semillas, raices y alimentos. Este grupo lo comprenden mas de 8000 compuestos
conocidos y este nimero sigue incrementando debido a que la gran diversidad estructural

proviene de diversos patrones de hidroxilacién, metoxilacion, glicosilacién y acilacion [5,6].

Los flavonoides comparten wuna estructura base C6-C3-C6 denominado
fenilbenzopirano, formada por dos anillos aromaticos (A y B) unidos a través de un anillo
de pirano (C). De acuerdo con el grado de oxidacion y saturacion en el anillo C, se derivan
las estructuras: flavanona, flavona, favonol, dihidroflavonol, flavan-3-ol y flavan-4-ol [21].
Por su parte, la cumarina es una a-benzopirona con una estructura base C6-C3 y se clasifican
como cumarinas simples, furanocumarinas y piranocumarinas [22]. En la Figura 1 se

muestran ejemplos de las estructuras de una cumarina y un flavonoide.

Cumarina Flavona

Figura 1. Estructuras de una cumarina y un flavonoide




Los flavonoides y cumarinas han mostrado una amplia gama de efectos bioldgicos,
dentro de los cuales se incluyen: antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias y
anticancerigenas. Este hecho se atribuye a la capacidad que tienen estos productos naturales
de eliminar radicales libres, inhibir e incluso inducir la expresion de diversas enzimas
involucradas en diferentes vias; por ejemplo, en el ciclo celular, asi como prevenir
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo [7,8]. El cancer es una de las
enfermedades en donde los flavonoides y las cumarinas pueden intervenir en diferentes
etapas de carcinogénesis al detener el ciclo celular, inducir la muerte por apoptosis y

suprimir la proliferacion e invasividad de las células cancerosas [7,9-11].

Flavonoides como la quercetina, apigenina, crisina, genisteina, catequina, kaempferol,
luteonina y cumarinas como umbeliferona, 4-hidroxicumarina, 6,7-dihidroxicumarina, 7,8-
dihidroxicumarina y 7-geraniloxicumarina han presentado actividad antiproliferativa en
diferentes tipos de cancer como, el de prostata, pulmon, mama, colon y leucemia [7,11].

La modificacion estructural de estos productos naturales, atrae la atencidon, debido a que
diferentes sustituyentes alrededor de las estructuras bases han conducido a una mejora de
su actividad antiproliferativa, abriendo una campo de oportunidad en la busqueda de

nuevos agentes anticancerigenos [22].

2.2 Cancer. Generalidades y estadisticas

El cancer esta considerado como un conjunto de enfermedades caracterizadas por el
crecimiento descontrolado y propagacion de células anormales a partes adyacentes del
cuerpo o a otros drganos en un proceso denominado metastasis. Existen mas de 100 tipos

diferentes de canceres, distinguiéndose de acuerdo al tejido de origen [4].

El cancer es una de las causas principales de muerte en todo el mundo y en México es la
tercera causa de muerte. En el afio 2020 se registraron 19.3 millones de nuevos casos de
cancer y aproximadamente 10 millones de fallecimientos a nivel mundial. Una de cada 5

personas en todo el mundo desarrolla algtn tipo de cancer durante su vida. Los 10 tipos de




cancer mas comunes representan mas del 60% de los casos de cancer recién diagnosticados
y mas del 70% de las muertes por cancer. En la Grafica 1 se muestran los porcentajes de los
10 tipos de cancer que se diagnostican con mayor frecuencia en México y en el mundo. Los
mas comunes son el de mama femenino, seguido del cancer colorrectal y prdstata. El cancer
de pulmoén, tiroides, estdmago, cervicouterino y leucemia se presentan con menor

frecuencia [23].

En los hombres, el cancer de pulmon es el cancer que se diagnostica con mas frecuencia
y la principal causa de muerte por cancer, seguido del cancer de prdstata. En las mujeres, el
cancer de mama es el cancer mas cominmente diagnosticado y la principal causa de muerte

por cancer [24].

A pesar de los afios de investigacion en mecanismos y tratamientos para el cancer, cada
ano se incrementan nuevos casos; de esta forma se predicen aproximadamente 30.2 millones

de nuevos casos para el afio 2040 a nivel mundial [25].

Casos mas comunes de cancer a nivel mundial y en
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Grafica 1. Panorama mundial y en México del cancer (GLOBOCAN, 2020)




Se han detectado algunos factores de riesgo externos que conducen al cancer. Entre ellos
se encuentran fumar, consumir bebidas alcoholicas, una dieta poco saludable, inactividad
fisica y contaminacion [26]. Por otro lado, algunas infecciones crdnicas has sido factores de
riesgo que pueden desencadenar cancer. Aproximadamente 13% de los casos de cancer a
nivel global se han desencadenado por infecciones por Helicobacter pylori, virus del papiloma

humano, virus de hepatitis B y C y virus de Epstein Barr [27].

El tratamiento para muchos canceres puede consistir en una combinacion de reseccion
quirtrgica, quimioterapia sistémica y radioterapia local [28]. Estos tratamientos son
generalmente acompanados por efectos secundarios, afectando la calidad de vida del
paciente. Ademas, es importante tener en cuenta que menos del 25% de los tratamientos
alcanzan una respuesta completa, por lo que suele ser necesario para varios ciclos de estos

tratamientos [29].

2.3 Carcinogénesis

La carcinogénesis es el proceso por el cual una célula normal se transforma en una célula
maligna. Este proceso es complejo y se ha dividido en tres pasos generales en los que se
producen distintas alteraciones moleculares y celulares: 1) iniciacion, 2) promocién y 3)

progresion (Figura 2) [30].

(1) Elinicio es una fase rapida, comprende la exposicion o captacion e interaccion de las
células, especialmente el ADN, con un agente carcinogénico.

(2) La promocion es relativamente prolongada en comparacion con la etapa anterior, las
células anormales persisten, se replican y pueden originar un foco de células
preneoplasicas.

(3) La etapa de progresion es la etapa final y se caracteriza por un crecimiento
descontrolado de las células (tumor), implica la conversiéon gradual de células
premalignas en neoplasicas, con un aumento de la invasion que puede desencadenar

el proceso de metastasis, y la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis).
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Figura 2. Proceso de carcinogénesis y acciones para contrarrestar el avance (adaptada de Ramos

[31])

En la fase de inicio, el agente cancerigeno interacttia con el ADN de la célula diana y
causa dano. El bloqueo del dafio genotdxico en las primeras etapas de la carcinogénesis
constituye la forma mas eficaz de prevenir el cancer y se puede lograr eliminando las
especies reactivas del oxigeno (ERO) o induciendo las enzimas conjugadoras de fase II
(glutation-S-tranferasas (GST), glucuronidasas y sulfotransferasas) para promover la

desintoxicacion del agente cancerigeno.

En la etapa de promocion del tumor, los mecanismos que detienen o ralentizan la
division celular podrian ser potencialmente beneficiosos (induccion de la detencion del ciclo
celular, apoptosis) para restablecer el equilibrio perdido entre la proliferacion celular y la
apoptosis. En la ultima fase de la carcinogénesis (progresion), la interrupcion de la
angiogénesis o la prevencion de que las células malignas escapen de la ubicacién original e

invadan otros tejidos también podrian ser potencialmente utiles [30].
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Durante todas las etapas del desarrollo del cancer, muchas proteinas clave
relacionadas con las defensas antioxidantes celulares, la proliferacion celular y las vias de
transduccion de supervivencia estan reguladas al alza; por ejemplo, proteinas
antiapoptdticas, o regulada negativamente (caspasas, miembros proapoptdticos de genes de
la familia bcl-2, etc.) [31]. Las vias de sefalizacion y, propiamente las enzimas que regulan
la progresion del ciclo celular y la transcripcion (por ejemplo las quinasas dependientes de

ciclinas), también se alteran con en el progreso del cancer [32,33].

Cabe destacar que muchas de las enzimas, receptores de factores de crecimiento y
transductores de sefiales involucrados en las diferentes vias de senalizacion, han sido
investigados como blancos potenciales para el desarrollo de farmacos en el tratamiento del

cancer [34].

2.4 Quinasas dependientes de ciclinas (QDC’s) como dianas para el tratamiento del
cdancer

Las QDC'’s forman parte de la familia de las quinasas que transfieren un grupo fosfato
del ATP (adenosin trifosfato) a un sustrato que contenga residuos de serina o treonina [35].
Estas enzimas juegan un papel integral en procesos celulares, particularmente su actividad

se ha detectado en el ciclo celular y la transcripcion [36,37].

Actualmente se han identificado 20 QDC’s en células humanas. Entre éstas se han
distinguido aquellas que participan en el ciclo celular (Q1-6DC, Q14-18DC) y en la
transcripcion (Q7-13DC, Q19DC y Q20DC). Una de las caracteristicas principales de estas
enzimas es que se activan al unirse a otras proteinas denominadas ciclinas, formando
heterodimeros [36,38]. En la Figura 3 se muestran algunas QDC’s que participan en el ciclo

celular y en la transcripcion.

La division celular es un proceso que incluye cuatro fases: G1 (gap1, crecimiento
celular), S (sintesis de ADN), G2 (gap 2, preparacion para la divisién) y M (mitosis);

mediante las cuales una célula madre se divide en dos células hijas. Este proceso esta




controlado por las QDC’s unidas a diversas ciclinas. De esta manera, el ciclo celular se
regula por la Q1DC/ciclina B durante la mitosis, Q4DC y Q6DC/ciclina D en la fase GI,
Q2DC/ciclina E en la transicion G1/S, Q2DC/ciclina A en la fase S y QDCl1/ciclina A en la
progresion de la fase G2 (Figura 3A) [39,40] .
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Figura 3. Participacion de diversas QDC’s y ciclinas en el A) ciclo celular y B) transcripcién
(adaptada de Peyressatre et al. [39] y Shapiro [58])

La transcripcion es el proceso de sintesis de ARNm y se pueden distinguir cuatro
fases: 1) formacion del complejo de iniciacidn, 2) iniciacion, 3) elongacién y 4) terminacion.
De manera similar al ciclo celular, se ha determinado la participacion de algunas QDC’s y
ciclinas, otras contintian en investigacion. El proceso de transcripcion implica la formacion
de diversos complejos formados por proteinas, como la ARN polimerasa II (ARNP II),
QDC’s/ciclinas, factores de transcripcion, entre otras proteinas. En términos generales la
transcripcion comienza con la formacion del complejo de pre iniciacion, en el cual la ARNP
IT es asistida por factores de transcripcion generales, en donde uno de ellos se une a la
Q7DC/ciclina H para inducir la fosforilacion de ARNP II en la serina 5 de las repeticiones

Y15:P5T4SsP6S7 del carboxilo terminal (CT) lo cual permitird la transcripcion.

La Q7DC también activa otras QDC’s por fosforilacion, por ejemplo, fosforila a la
Q9DC, la cual también participa en la transcripcion. El complejo de la Q8DC/ciclina C forma
parte de otro complejo encargado de activar o detener la transcripcion, fosforilando diversos

factores de transcripcion y modula la actividad de la Q7DC por la fosforilacion de la ciclina
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H, lo que impide la actividad de Q7DC e inhibe el inicio de la transcripcion [38]. El dimero
Q9DC/ciclina T forma aparte de FETPb (Factor de Elongacion de Transcripcion Positivo b)
que fosforila a la ARNP II en la Ser2, hecho fundamental para la elongacion de la cadena

de ARNm (Figura 3B) [37,41].

Las proteinas que participan en las vias de sefializacion involucradas en el
crecimiento, division celular y transcripcion se encuentran desreguladas en diversos tipos
de cancer. Por ejemplo, se ha observado una activacion andémala de la enzima Q1DC en
tumores de mama4, colon, prostata y pulmoén; por su parte la Q2DC se encuentra desregulada
en melanoma, leucemia, carcinoma de pulmén y de ovario. La quinasa transcripcional
Q9DC se ha encontrado sobre-expresada en melanoma, cancer de pulmon, prdstata y mama

[42].

Estos hallazgos sugieren a las QDC’s como blancos potenciales en el tratamiento de
diversos tipos de cancer, al limitar la progresion del desarrollo de un tumor y facilitar la
induccién de apoptosis [42]. Enla Figura 4 se muestran diversos compuestos que inhiben
alas QDC’s y han trascendido a ensayos clinicos de fase I y II [42]. El compuesto AG-024322
es un indazol que inhibe diversas Q1DC, Q2DC y Q4DC, detiene el ciclo celular y actividad
antitumoral, sin embargo, presenta toxicidad a dosis mayores a 6 mg/Kg [43,44]. El
compuesto AT-7519 es un pirazol, un inhibidor preferencial de la enzima Q9DC y Q2DC,
detiene el ciclo celular e induce a apoptosis a dosis <1 uM. La actividad de este compuesto
sobre las QDC’s se vinculd a la inhibicion del crecimiento o regresion del tumor en

carcinoma de colon [45].

El flavopiridol y P276-00 son compuestos que tienen una estructura base flavonas
presente en los productos naturales denominados flavonoides. El flavopiridol tiene efecto
citotdxico en diversas lineas celulares de cancer humano, inhibe el crecimiento celular e
induce a apoptosis en cdncer de prostata [46], cancer de pulmoén [47], glioblastoma [48] y

en leucemia [49]. A pesar de que el flavopiridol inhibe diversas QDC'’s, sigue siendo de
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interés al tener efecto sinérgico con otros agentes antiproliferativos [50] y se encuentra en

ensayos clinicos fase II para el tratamiento de leucemia cronica linfocitica [51].

El compuesto denominado P276-00 es un analogo de flavopiridol, con un cambio de
la piperidina por una pirrolidina en la posicion C8. Este compuesto inhibe eficientemente a
la Q9DC y a otras QDC'’s, como la Q1DC y Q4DC [52], sin embargo, su estudio se ha frenado

en los ensayos clinicos fase II.

N N
X H =\ OH
| < NH B
F N~ cl HN HO o
\ O
ij > Cﬁ
AT-7519 Flavopiridol P276-00
AG-024322 CDK2, IC5): 47 nM CDK2, 1C5p: 100 nM CDK1: 79 nM
CDK1, CDK2, CDK4: 1-3 nM CDK4. IC~: 100 nM CDK4, ICs: 20-40 nM CDK4: 63 nM
* 50" CDK®6, IC5y: 60 nM CDK9: 20 nM
CDKG, |C50: 170 nM CDKQ, ICSO: 3nM

CDK9, IC5)<10 nM

Figura 4. Inhibidores de QDC'’s en ensayos clinicos fase I y II

Las QDC's siguen siendo tema de interés de investigacion en la busqueda de nuevos
inhibidores que muestren mas selectividad. Inicialmente, las QDC’s que participan en el
ciclo celular, atrajeron mayor atencion para ser investigadas. Actualmente se ha resaltado la
importancia de las QDC’s que participan en la transcripcion y son consideradas blancos

potenciales en canceres donde la maquinaria transcripcional esta desregulada [53].

Por ejemplo, la Q9DC ha sido implicada en el pronostico del cancer de mama (cancer
de mama triple negativo) [15], glioblastoma [54], pulmoén, prdstata [16], endometrio,
osteosarcoma [55], leucemia mieloide y sarcomas de tejido blando [56]. Ademas de que la
actividad de la enzima Q9DC estd relacionada con el prondstico de diversos tipos de
canceres [54] y su sobreexpresion [57]. El hecho de que la enzima Q9DC sea propuesta como

diana, también se basa en la observacion de que esta enzima regula la transcripcion de ARN
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de proteinas antiapoptoticas, de esta manera se reporta que la inhibicion de la fosforilacion
mediada por Q9DC/T1 de ARNPII conduce a la disminucion de los niveles de proteinas
antiapoptdticas como Mcl-1 [58-61] y XIAP [62], lo que restablece la capacidad de las células

cancerosas a inducir a una muerte por apoptosis.

2.5 Q9IDC e inhibidores

Como se menciond anteriormente, la enzima Q9DC se activa al formar un complejo
heterodimérico con una ciclina (T1, T2, T2a, T2b y K), encontrandose en mayor proporcién
(80%) el complejo Q9DC/ciclina T1, ya que la ciclina T1 es la mas abundante con respecto a
las demads [63,64]. A su vez, el complejo Q9DC/ciclina, forma parte del FETPb cuya funcion
es fosforilar la serina 2 de las secuencias YS?PT*S°PS” ubicadas en el dominio del carboxilo

terminal del ARNP II, accidn clave para la transcripcion y elongacion del ARNm [65].

En las células, la Q9DC se expresa en dos isoformas una mas ligera de 42 kDa y otra
de 55 kDa. La isoforma de 55 kDa tiene 117 aminodcidos adicionales en el extremo N-
terminal [66]. Ambas isoformas participan en la transcripcién y en la maduracion del
ARNm, sin embargo, el significado funcional de la expresién de distintas isoformas y la
especificidad de su asociacion a diferentes ciclinas aun no ha sido completamente aclarado
[64]. Pero, se ha observado que la asociacion de una ciclina y la fosforilacion del residuo

Thr186 son necesarios para la activacion de Q9DC [67].

Estructuralmente hablando, la enzima Q9DC comprende un amino terminal (N-
terminal) con un plegamiento, principalmente ldmina f con una o-hélice (residuos 16-108)
y el carboxilo terminal (C-terminal) estd formado principalmente por a-hélices (residuos
109-330). Los aminodacidos 59-66 (Pro60, Ile61, Thr62, Ala63, Leu64, Arg65, Glu66) son los
que interaccionan con la ciclina T (Lys93, Leul01, Glul37, Phel46) y, por lo tanto, son de
importancia para la activacion de la Q9DC. La region denominada bisagra involucra el
limite entre los dominios N-terminal y el C-terminal y alberga al sitio activo. La region

bisagra estd conformada por los aminodcidos Phel03, Asp104, Phel05, Cys106, Glul07,
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His108, Asp109 y Leull0, los residuos 103-108 pertenecen al dominio N-terminal y los
residuos 109 y 110 pertenecen al dominio C-terminal [67]. En la Figura 5 se muestran la

enzima Q9DC con la ciclina T1 en complejo con el flavopiridol en el sitio activo.

La estructura cristalografica de la enzima Q9DC/T1 en complejo con el flavopiridol
se encuentra reportada en la base de datos de proteinas (PDB), lo cual permite observar las
interacciones importantes que se establecen en el sitio activo de esta enzima y el flavopiridol.
Se establecen dos enlaces de hidrégeno entre los oxigenos de los grupos hidroxilos del
flavopiridol y los residuos Cysl06 y Aspl04. Baumli y colaboradores consideran la
protonacion del nitrégeno de la piperidina del flavopiridol con lo cual forma un enlace de

hidrogeno con el residuo Asp167 [67], Figura 6.

\

C-Terminal

Region de interaccion

Q9DC/T1

QIDC
Sitio activo
(region bisagra)

\N

-Terminal

_/

Ciclina T1

Figura 5. Enzima Q9DC/T1 en complejo con el flavopiridol (Tomada de la base de datos de
proteinas con cédigo: 3BLR y editada en PyMOL)
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Figura 6. Interacciones del flavopiridol en el sitio catalitico de la enzima Q9DC

El flavopiridol es una flavona semisintética derivada del alcaloide rohitukina. Como
se menciono previamente, es un inhibidor de las enzimas Q2DC, Q6DC, Q4DCy con mayor
potencia inhibe a la Q9DC [68]. Para generar un inhibidor con mayor selectividad se han
realizado diferentes modificaciones en la posicién C8 y en el anillo aromatico B de la flavona.
Por ejemplo, el cambio de una piperidina en C8 por tetrahidropirrol (Riviciclib) mas la
adiciéon de un grupo trifluorometilo en C4 del anillo B (Voruciclib) aumentaron su

selectividad hacia la enzima Q9DC, Figura 7 [68,69].

Riviciclib Voruciclib

Figura 7. Modificaciones estructurales al flavopiridol para mejorar su selectividad hacia la enzima
Q9DC

Los enlaces de hidrégeno entre los ligandos y los Asp104, asi como Cys106, en la
proteina Q9DC son esenciales para la actividad y potencia de los ligandos. Estas
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interacciones se han observado para inhibidores de la enzima Q9DC que han sido evaluado
en ensayos clinicos [12].

Estudios de relacién estructura actividad de algunos compuestos con estructura base
flavona indican que el grupo cromona el anillo B, el grupo carbonilo en la posicion C4, un
grupo donador de enlace de hidrégeno en C5, el nitrogeno y el donador de enlace de
hidrogeno de la piperidina son importantes para la interaccion en el sitio activo [68], Figura
6. Otros inhibidores que se pueden distinguir para la enzima Q9DC y han transcendido a
fases clinicas son del tipo aminopirimidinas, aminotriazina, aminopiridina y heterociclos
fusionados que contengan nitrogeno. Una caracteristica en comun que comparten estos
compuestos es la presencia del nitrégeno, ya sea heterociclico o fuera del ciclo, y se

conservan los enlaces de hidrégeno con los residuos Asp104 y Cys106 [12].

Otras caracteristicas del sitio activo que son de importancia para desarrollar
inhibidores para la enzima Q9DC, son las regiones hidrofdbicas con las cuales se pueden
establecer interacciones con el ligando [12]. Algunos residuos como Phe103, Phe105, His108,
His108, Asp109, Alalll, Asnl54, entre otros, pueden interaccionar favorablemente con el

ligando, Figura 8.

Asn154

Aspl67
Entrada al sitio activo

Regién hidrofébica

£ Sitio activo Alal1l
Phe103 | .
=
Gly112
i i >~ *
»>

His108

Figura 8. Regiones importantes de interaccion en el sitio activo de la enzima Q9DC (adaptada de
Wu et al. [12])
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2.6 Flavonoides y cumarinas como fuentes de agentes antiproliferativos e inhibidores de
la enzima Q9DC
Como se menciond anteriormente, el flavopiridol es una flavona semisintética inspirada
en el alcaloide rohitukina y fue uno de los primeros compuestos desarrollados como
inhibidor de la QDC’s, inhibiendo preferencialmente la Q9DC (Figura 4); por lo tanto, esta

enzima es uno de sus principales blancos [12].

Algunas flavonas de origen natural como la luteolina, wogonina, crisina, [14,68] y algunos
derivados sintéticos de cumarinas [18] y flavonas inhiben a la enzima Q9DC. Como es de
esperarse, estas flavonas y otras como la apigenina y luteonina, inhiben otras QDC’s. De
esta manera, la flavona wogonina ha mostrado mayor selectividad sobre la enzima Q9DC
(ClIs0=190 nM) en comparacion con las enzimas Q2DC (Clso=1.46 uM) y Q7DC (Clso=12.3
uM). La genisteina fue ineficaz cuando se evalué contra Q2DC y Q4DC, mientras tanto, se
detectd que la fisetina reducia las actividades de las enzimas Q1DC, Q5DC y Q6DC, con

valores de Cls por debajo de 1 pM.

Por su parte, el kaempferol mostré un efecto moderado frente a las enzimas Q1DC,
Q5DC y Q6DC (Clso= 20-50 pM); de manera similar, la quercetina resulté ser un inhibidor
moderado de las enzimas Q2DC y Q4DC (Clso= 20-60 uM). Luteolina, apigenina y crisina se
identificaron como buenos inhibidores de las enzimas Q1DC, Q5DC y Q6DC, con valores
por debajo de 10 uM, excepto luteonina en la enzima Q6DC (Cls >300 uM) [70]. A pesar de
estos datos, no existen mas reportes en donde se investigue la inhibicion de estos
flavonoides de origen natural en las diversas QDC’s que permitan establecer una posible

relacion de la estructura con la actividad inhibitoria.

En la busqueda de nuevos inhibidores con mejor actividad y selectividad sobre las
QDC'’s, se han realizado diversas modificaciones estructurales en algunos flavonoides

presentes en la naturaleza. Cambios estructurales, principalmente en la posicion C8 y en el
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anillo B de la flavona, y en las posiciones C7 de la cumarina, tienen efectos en la actividad y

selectividad en la enzima Q9DC.

Ejemplo de las modificaciones estructurales se reportan para la flavona wogonina, en
donde se introdujo una piperazina en la posicion C4’ del anillo B para generar el compuesto
I. Con este cambio se mejord su selectividad en la enzima Q9DC en comparacion con la
Q2DC. Posteriormente, el cambio del metilo del metoxilo en C8 por un pirazol en la posicion
C8 (II) produjo una mejora en su potencia para inhibir a la enzima Q9DC y resulto ser 45
veces mas selectivo sobre esta enzima en comparacion con la Q2DC, Figura 9. La actividad
antiproliferativa del compuesto II fue prometedora en especial para la linea celular de

leucemia MV4-11 (Cls = 20 nM) [12,17].

OH O

Wogonina I 1I
Porcentaje de inhibicién (ImM) Porcentaje de inhibicion (ImM) inhibicién (ICs)
CDKO9 = 67.8% CDK9 = 81.2% CDK9 = 19.9 nM
CDK2 =40.7 % CDK2 = no activo CDK2 =913 nM

Figura 9. Modificaciones estructurales a la flavona wogonina que mejoraron su potencia sobre la
enzima Q9DC

La modificacidon estructural en cumarinas, direccionada a la inhibicion de la enzima
Q9DC ha sido poco explorada. Recientemente, Xu y colaboradores [18] realizaron la sintesis
de cumarinas sustituidas, partiendo de la 4-metilumbeliferona, para producir el compuesto
I, caracterizado por tener un grupo acetilo en C3 y pirimidin-2-il-amino en la posicion C7.
Estos grupos mejoraron su selectividad hacia la enzima Q9DC en comparacion con la Q2DC.
El grupo carbonilo formo enlaces de hidrégeno con Asp109 y los nitrégenos de la pirimidina
actuaron como aceptores y donadores de enlaces de hidrégeno con el aminoacido Cys106.

Ademas, se presentaron otras interacciones de naturaleza hidrofdbicas con el residuo
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Phe103. Modificaciones adicionales con un grupo morfolino en C4 y cambios de los grupos
sustituyentes en la pirimidina generaron el compuesto IV. Con estas modificaciones se
incrementd la selectividad hacia la enzima Q9DC (Clso = 2 nM) y su actividad

antiproliferativa en una linea celular de leucemia (MV4-11, Clso= 0.09 uM) Figura 10.

F

B °
_ .0
o] Y N~ O
SN — SN /@\)fk — R~ N /@\)ﬁk
| |
NS \S
HO o~ "o N/kNH o o N)\NH 0~ o
4-metil-7-umbeliferona 11 v
Inhibicién (IC5) Inhibicién (ICs)
CDKO9 = 184 nM CDK9/T1=2nM
CDK2 =1211 nM CDK2/E = 1009 nM

Figura 10. Modificaciones estructurales en la cumarina que mejoraron su selectividad hacia la
enzima Q9DC

Existen un mayor nimero de investigaciones en donde se han realizado diversas
modificaciones estructurales a flavonas y cumarinas para mejorar su actividad
antiproliferativa. A continuacién, se mencionan algunos compuestos inspirados en la
flavona crisina y la cumarina umbeliferona, cuyas modificaciones estructurales mejoraron

su actividad antiproliferativa.

Crisina es una de las flavonas presentes en la naturaleza, incluyendo el propdleo y
la miel. Esta flavona tiene un gran potencial como agente anticancerigeno, que se ha
demostrado que acttia en diversas etapas en el desarrollo de tumores sin presentar toxicidad
en células normales [71]. Se han realizado diversas modificaciones estructurales para
mejorar la actividad citotdxica del flavonoide crisina y los principales sitios de modificacion
son los grupos hidroxilos en las posiciones C5 y C7, que permiten hacer adiciones
nucleofilicas para formar ésteres y éteres de alquilo. Hu y colaboradores prepararon una
serie de derivados enlos cuales el esqueleto de crisina se uni6 a diferentes aminas separadas
por dos atomos de carbono a la posicion C7-O. La mayoria de los productos presentaron
actividad antiproliferativa mejorada en las lineas celulares de cancer de colon (HCT-116),

cervical (HeLa), de prostata (DU-145), leucemia (K562) y gastrico (SGC-7901), en
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comparacion con crisina; grupos sustituyentes como la pirrolidina y metilamina
incrementaron la potencia del flavonoide crisina en todas la lineas celulares evaluadas [72].
Los ésteres de alquilo tuvieron menos relevancia para incrementar la potencia de crisina en
la actividad antiproliferativa de la linea celular de cancer de higado (H22), a excepcion del
5, 7-diacetil crisina, el cual presentd una mejora en su actividad antiproliferativa [73]. Los
autores sugieren que grupos sustituyentes pequefios resultan mds favorables para la

actividad.

Otros sitios de modificacion que mostraron potencial para mejorar la actividad
antiproliferativa de crisina fueron en las posiciones C3’, C4" y C8. Zheng y colaboradores
sintetizaron una serie de derivados de crisina con grupos -CFs, -NOg, -Cl, -OMe en las
posiciones C2’, C3" y C4’ en el anillo B. El compuesto con mayor actividad antiproliferativa
fue el derivado 5,7-dimetoxi-3’-trifluorometil crisina, considerando al grupo -CFs

importante para su efecto citotoxico en las lineas celulares SGC-7901, HT-29 y HL-60 [74,75].

En otra investigacion, Zheng y su grupo realizaron sustituciones en el anillo A, en
las posiciones C6 y C8 de crisina, incluyendo a los grupos -NO, -1, -CFs y metoxilando a los
hidroxilos C5-OHy C7-OH. Los derivados 5, 7-dimetoxi-8-yodo crisina, 8-bromo-5-hidroxi-
7-metoxicrisina y 5,7-dihidroxi-8-nitrocrisina fueron los que presentaron mayor actividad
antiproliferativa en las lineas celulares de cancer gastrico (SGC-7901) y colorrectal (HT-29)
[76]. El grupo nitro en la posicion C-8 fue importante para aumentar la actividad
antiproliferativa de crisina y la halogenacion en C-8, en combinacion con la metilacion de
los grupos hidroxilo, resultaron en una mejora de la actividad antiproliferativa. En la Figura
11 se muestra un resumen de algunas modificaciones estructurales en crisina para mejorar

su actividad antiproliferativa en diversas lineas de cancer humano.
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Halégenos (-I, -Br) y el grupo

-NO, mejoran la actividad Grupo electroatractores
Eteres de alquil aminas l e
mejora la actividad S HO o O
/ |O |

Esteres de alquilo con grupos —=OH O

como el -CF; mejoran la actividad

pequeios mejoran la actividad Crisina

Figura 11. Modificaciones estructurales favorables para mejorar la actividad antiproliferativa de
crisina

Para la cumarina umbeliferona, también se han realizado modificaciones
estructurales con el objetivo de mejorar su actividad antiproliferativa. Las 4-metilcumarinas
sustituidas en la posicion C3 con grupos alquilo y bromo en la posicion C6 incrementaron
su capacidad antiproliferativa con respecto a la actividad de umbeliferona. En especifico,
los compuestos 3-decil-4metilumbeliferona (V) y el compuesto 6-bromo-4-
bromometilumbeliferona (VI) (Figura 12) fueron los que presentaron mejor actividad

antiproliferativa en las lineas de cancer K562 (leucemia), LS180 (colon) y MCF-7 (mama)

[77].

Otro derivado de cumarina, denominado RKS262 (Figura 12) y cuya estructura
presenta un bromo en la posicion C6 y una hidrazona en C3, ha mostrado una alta actividad
citotoxica en lineas de cancer de ovario (OVCAR-3) y de leucemia con valores de Cls de ~10
nM; uno de los mecanismos de accion por la que actiia este compuesto es a través de la

inhibicion de las enzimas ciclina D1 y QDC6 [78].

Sabt y colaboradores sintetizaron una serie de nuevas cumarinas con grupos
sulfonamidas en C6 como agentes antiproliferativos y el compuesto VII indujo a apoptosis

en las células HepG2 (Clso = 3.48 uM).
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Figura 12. Modificaciones estructurales en la cumarina que han mejorado su actividad

antiproliferativa.

2.7 Relevancia de los grupos nitrogenados en la actividad bioldgica y algunos métodos
de obtencion

Las investigaciones que se han realizado acerca de las modificaciones estructurales en
flavonas y cumarinas muestran que la introduccidon de grupos funcionales con nitrégeno a
las sustituciones en la posicién C8 en flavonas [79,80] y en las posiciones C6-8 en la cumarina
[18,81], han sido importantes para mejorar la selectividad y capacidad de inhibicién a la

enzima Q9DC, ademas de potenciar su capacidad antiproliferativa.

Dado el potencial anticancerigeno de los productos naturales crisina y umbeliferona, en
el presente trabajo de investigacion se contribuye con la busqueda de agentes
antiprolifeativos, proponiendo como diana potencial a la enzima Q9DC. Las modificaciones
estructurales que se proponen son introducir grupos sustituyentes con nitrégeno en las
posiciones C8 de crisina y C6,8 de la umbeliferona. Una de las maneras mas sencillas para
introducir un grupo nitrogenado a las estructuras fendlicas de la flavona crisina y la

cumarina umbeliferona es a través de una nitracion aromatica.

El grupo nitro es un grupo especial que se incluye en muchos compuestos con actividad
bioldgica; entre estos se encuentran agentes antiinflamatorios, anticancerigenos vy
antiparasitarios [82]. Este grupo quimico es tnico porque tiene la capacidad de generar
sitios deficientes en electrones en la estructura de la molécula. Ademas, la introduccion de
un atomo de nitrégeno provee la posibilidad de realizar otras modificaciones quimicas en

torno a este grupo.
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La nitracion de fenoles esta bien documentada en la literatura; sin embargo, la nitracion
directa de productos naturales requiere condiciones especiales de reacciéon debido a la
polifuncionalidad que presentan, tal es el caso de los flavonoides, los cuales son polifenoles
susceptibles a oxidarse facilmente, presentando una serie de reacciones colaterales que
generan una mezcla compleja de productos no deseados. Es por ello que se requiere
establecer condiciones de nitraciéon mas suaves para compuestos fendlicos que no afecten la
estructura original de este tipo de moléculas [83]. Algunas condiciones suaves implican el
uso de arcillas y nitratos metdlicos [84], 4cido acético glacial y un agente nitrante [85], mezcla

de gases de 6xidos de nitrogeno [86], entre otros reactivos.

El grupo nitro se pueden reducir a la amina correspondiente y posteriormente obtener
amidas y sulfonamidas, que son grupos que se han identificado como importantes para
mejorar la actividad biologica, ya que permiten potenciar la actividad anticancerigena y
mejorar las interacciones con dianas moleculares [87-89]. Las amidas poseen mayor
estabilidad que los ésteres en condiciones dcidas, basicas y enzimaticas y estan relacionadas
con las formas resonantes que se establecen gracias a la distribucién de densidad electrénica
entre el nitrogeno, el carbono y oxigeno del grupo carbonilo. A pesar de la existencia de sus

formas resonantes, son capaces de formar enlaces de hidrégeno [90].

El grupo sulfonamida también confiere estabilidad enzimatica. En especifico, las
sulfonamidas aromaticas son mas estables a medios acidos, basicos e hidrolisis enzimatica.
Las sulfonamidas aromaticas son ligeramente acidas, ya que el grupo -SO: estabiliza el
nitrogeno por resonancia [90] . Adicionalmente, las sulfonamidas confirieren un donador
de puente de hidrogeno extra y generalmente confieren mayor polaridad que las amidas
[91].

Una de las formas sencillas para obtener amidas y sulfonamidas es a partir de una amina
y un cloruro de formilo o de sulfonilo, respectivamente. La presencia de una base como la
N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) o la trietilamina (TEA), resulta importante para

neutralizar el HCI formado durante la reaccion [92].
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Ante las caracteristicas quimicas que pueden proveer los grupos nitrogenados,
comenzando con el grupo nitro, amino, amidas y sulfonamidas, resulta de interés evaluar
estos diferentes sustituyentes en posiciones C8 de crisina y C6, 8 de la umbeliferona, en la

actividad antiproliferativa y como inhibidores de la enzima Q9DC.

Las investigaciones acerca del efecto de la introduccion del grupo nitro en la estructura de
flavonoides y cumarinas sobre su actividad antiproliferativa son escasas. Por lo tanto, se
realizaron algunas consideraciones previas con los resultados obtenidos en la preparacion
de nitroflavonoides presentes en la naturaleza y la evaluacion de su actividad
antiinflamatoria, antioxidante y antiproliferativa. Los resultados se mostraran en los

siguientes capitulos.

24

——
| —



3. JUSTIFICACION

Los productos naturales son metabolitos secundarios que producen los seres vivos.
Muchos productos naturales presentan actividad bioldgica importante y han sido utilizados

para el tratamiento de diversas enfermedades y padecimientos como el cancer.

El cancer es una de las principales enfermedades causantes de muerte en el mundo.
Debido a la complejidad de esta enfermedad originada por la existencia de diversos tipos
de tumores, la resistencia a farmacos y efectos secundarios que éstos producen, promueven
la basqueda de nuevos dianas y compuestos con actividad anticancerigena. Las quinasas
dependientes de ciclinas son proteinas que regulan la division celular y la transcripcién y
son consideradas dianas prometedoras en el desarrollo de compuestos con actividad
anticancerigena. Una de las quinasas que ha cobrado interés en los ultimos afios es la
Q9DC/ciclina T1, cuya funcién es fosforilar la ARN polimerasa Il y activar la transcripcion.
Esta enzima se ha asociado al prondstico de algunos tipos de cdncer que tienen alta
prevalencia y tasa de mortalidad en México y en el mundo. Entre ellos se encuentran el

cancer de mama, prdstata y pulmon.

Los productos naturales han sido la fuente de agentes con actividad anticancerigena.
Dentro de este grupo se encuentran las flavonas y cumarinas, cuya actividad

antiproliferativa e inhibidora de las enzimas QDC'’s ha sido reportada.

El flavopiridol, una flavona semisintética, inhibe de manera preferencial a la Q9DC.
Algunas flavonas de origen natural, como la crisina, wogoninan y luteolina, han mostrado
ser inhibidores de esta enzima; sin embargo, se buscan compuestos con mayor potencia y
selectividad. En esta busqueda se ha observado que la introduccion de grupos funcionales
nitrogenados en la posicion C8 de flavonas y en el fenilo de la cumarina permiten mejorar

su actividad antiproliferativa e inhibidora de la enzima Q9DC.
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Ante las caracteristicas quimicas y biologicas que pueden proveer los grupos
nitrogenados, comenzando con el grupo nitro, amino, amidas y sulfonamidas, resulta de
interés evaluar el efecto de estos diferentes sustituyentes en las posiciones C8 de flavona
crisina y C6 y C8 de la cumarina umbeliferona, sobre su potencial inhibidor de la enzima
Q9DC y en su actividad antiproliferativa en lineas celulares de algunos tipos de céancer,

como el de mama, prostata y pulmon, en los cuales se ha reportado una sobreexpresion de

la enzima Q9DC.
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4. HIPOTESIS

Algunas flavonas de origen natural, como luteolina, wogonina, crisina y de origen
semisintético como el flavopiridol, son compuestos con actividad anticancerigena e
inhibidores de la enzima Q9DC. Una de las posiciones susceptibles a reflejar un
cambio en la actividad antiproliferativa, en este tipo de compuestos, es la posicion
C8. Por lo tanto, la introduccion de grupos funcionales nitrogenados como el nitro,
amino, amida y sulfonamida en la posicién C8 de la flavona crisina, modificard su

actividad antiproliferativa y su capacidad de inhibir la enzima Q9DC.

La umbelileferona es una de las cumarinas mas simples, por lo que ha servido como
base para realizar diversas modificaciones. Se han adicionado grupos funcionales en
las posiciones C3, C4, C6 y C8 para mejorar su actividad antiproliferativa y como
inhibidor de la enzima Q9DC. Por lo tanto, la introduccion de grupos nitrogenados
en las posiciones C6 y C8 permitird modificar la actividad antiproliferativa y su

potencial para inhibir la enzima Q9DC en comparacion con la umbeliferona.

Un gran namero de residuos presentes en el sitio catalitico de la enzima Q9DC son
de naturaleza hidrofdbica; por lo tanto, grupos aromaticos y alquilicos como

sustituyentes de las amidas y sulfonamidas, podran mejorar la interaccion.
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5. OBJETIVO GENERAL

Preparar N-derivados del flavonoide crisina y la cumarina umbeliferona con el objetivo de
evaluar el efecto de los grupos sustituyentes en su actividad antiproliferativa y como

inhibidores de la enzima Q9DC.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer las condiciones de nitracion aromatica de la flavona crisina y la cumarina

umbeliferona.

e Establecer condiciones de reducciéon del grupo nitro en la nitroflavona y la

nitrocumarina.

e Establecer las condiciones de reaccién para la sintesis de amidas, carbamatos y
sulfonamidas a partir de la aminoflavona y aminocumarina con diferentes cloruros

de acilo y sulfonilo.

e Caracterizar los compuestos obtenidos mediante técnicas resonancia magnética

nuclear y espectrometria de masas.

e Evaluar la actividad antiproliferativa de los compuestos obtenidos y determinar la
concentracion que inhibe el 50% de la proliferacion celular (Clso) en las lineas
celulares de cancer de pulmén (SK-LU-1), prostata (PC3), glia del sistema nervioso

central (U251) y mama (MDA-MB-231).

e Evaluarla actividad inhibitoria de la enzima Q9DC/T1 de los compuestos con mayor

actividad antiproliferativa.
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e Establecer el posible modo de unidn de los compuestos obtenidos en la enzima

Q9DC a través de modelado molecular.

e Establecer una posible relacion estructura-actividad.
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7. CONSIDERACIONES PRELIMINARES

En la busqueda y desarrollo de nuevos compuestos con actividad bioldgica mejorada, los
productos naturales han sido una fuente importante. Entre ellos, los flavonoides son un
grupo que se ha caracterizados por presentar diversas actividades bioldgicas como
antioxidantes [5,93], antiinflamatorios [94] y anticancerigenos [95,96]. La modificacion
estructural de este tipo de compuestos con la introduccion de un grupo nitro representa una
fuente de nuevos compuestos con una actividad bioldgica modificada y direccionada a
incrementar su potencia, selectividad o al conferirles alguna actividad que antes no
presentaba. Los compuestos nitro-aromaticos pueden ser utilizados como estructuras base
para la obtencion de otros derivados nitrogenados, cuya presencia es frecuente en algunos

compuestos de uso terapéutico.

A pesar de los problemas asociados a la toxicidad del grupo nitro, la inclusion de
nitroderivados en colecciones de moléculas, con posible actividad bioldgica, aumenta la
probabilidad de encontrar la molécula que presente la mejor actividad [97,98]. En estudios
previos se exploraron diversas condiciones de nitracién suaves y convenientes para
compuestos de naturaleza polifendlica como la crisina, naringina y quercetina.
Posteriormente, se realizé una evaluacion de la actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antiproliferativa de los flavonoides y sus nitroderivados. La actividad antioxidante se
realizo por el ensayo de captacion de radical DFPH (Difenil-Picril-Hidrazina); la actividad
antiinflamatoria se evalud en el modelo de edema en oreja de raton inducido por el acetato
de 12-O-tetradecanoil-forbol (ATF) y finalmente la actividad antiproliferativa se determino

por el método de tincién con cristal violeta.

En el trabajo preliminar, se lograron establecer condiciones de nitracion suaves que
permitieron obtener: 8-nitrocrisina (1a) con 79% de rendimiento, 5'-nitroquercetina (IIa) con
20% de rendimiento y la mezcla 2-R,S 3'-nitronaringina (IIla) con rendimientos entre el 38
y 50%. Las reacciones de nitracion se llevaron a cabo utilizando 4cido acético glacial o gel

de silice como medio cido y nitrato de bismuto como agente nitrante o una mezcla de gases
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de 6xidos de nitrégeno (Esquema 1). El nimero y la posicion del grupo hidroxilo en el
flavonoide resultaron importantes para llevar a cabo la reacciéon de nitracion en el anillo A
o B del flavonoide. El mecanismo por el cual se podria llevar a cabo la nitracion de crisina y
naringina es a través de una sustitucion electrofilica aromatica mediante la formacion de
HNO:s [85,99]. Mientras tanto, la nitracion de la quercetina se infiere que se lleva a cabo por

el N20s, formado durante la oxidacion del THF con HNO:s [86].

La estructura de flavona exhibe
la mejor actividad antiproliferativa

| El grupo -NO, en el anillo B mejora: ;
Actividad antiproliferativa
Actividad antioxidante

HO_ ¢ HO_
o o)
. HO \ HO
HO' Q OH NO, HO' Q OH
HO Ho O OH HO Ho O OH  TTTTTTTITTTTomsesrossssssoooceecoooooos
(0] o” © a, c

o) o7 0 — El grupo -NO, en el anillo A mejora:
Actividad antiinflamatoria
{ :

O OH O OH e
I IIIa

a) Bi(NOj;); 5H,0, acido acético glacial, 80 °C, rendimiento: 1a (79%), Illa (38%) ; b) N,O, (THF, HNQO,), bafio de hielo,
rendimiento: IIa (20%); ¢) Bi(NO3); 5H,0, gel de silice, THF, reflujo, rendimiento: IIIa (50%).

Esquema 1. Condiciones de reaccion para obtener los nitroderivados 1a, Ila y IIIa:

El efecto del grupo nitro se reflejo en la actividad bioldgica de los flavonoides; de esta
manera, la introduccion del grupo nitro en la posicion C-5' en la estructura de la quercetina
fue importante para mejorar su actividad antioxidante y antiproliferativa en lineas celulares

de cancer cervical (CaSki), pulmoén (SK-LU-1) y mama (MDA-MB-231) Tabla 1.

Por otro lado, la estructura tipo flavona de crisina y 8-nitrocrisina mostraron la mejor

actividad antiproliferativa, en comparacion con la quercetina, la naringina y sus
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nitroderivados, aunque la introduccion del grupo nitro en la posicion C-8 de crisina no
mejoraron la actividad antiproliferativa, antioxidante y antiinflamatoria Tabla 2 y Tabla 3.
Finalmente, la introduccion del grupo nitro en C-3' en la 2-R,S naringina mejord su

actividad antiinflamatoria, pero no sus actividades antioxidante y antiproliferativa.

Tabla 1. Actividad antiproliferativa de los flavonoides (1, II y III) y sus nitroderivados (1a, Ila y

IITa)
ClIso ug/mL (uM)
Compuesto/linea celular CaSki MDA-MB-231 SK-LU-1
1 6 (23.6) 10 (39.4) 8 (31.5)
la 8 (26.8) 9 (30.1) 6 (20.1)
II 39 (129.1) 55 (182.1) 39 (129.1)
Ila 32 (92.2) 20 (57.6) 25 (72.0)
III - - -
ITIa - - -
Cisplatino 1.67 (5.54) 2.37 (7.87) 1.36 (4.52)

- Sin actividad a 100 pug/mL

1: Crisina, 1a: 8-nitrocrisina, II: quercetina, Ila: 5'-nitroquercetina, III: 2-R,S naringina, Illa: 2-R,S
3'-nitronaringina

Tabla 2. Actividad antioxidante de los flavonoides y sus nitroderivados mediante la captacion del

radical DFPH
Compuesto Clso (UM)
DPPH -
1 -
1a -
II 15.6+0.6*
ITa 10.7+0.1*
I11 -
I11a -
a-tocoferol 41.15+0.14

* Los valores representan la media de tres experimentos diferentes (n = 3) + desviacion estandar. Se

aplicd una prueba t y los compuestos II y Ila mostraron una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05).
- Sin actividad a 100 uM
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Tabla 3. Actividad antiinflamatoria de flavonoides y los nitroderivados a través del ensayo de

edema en oreja de raton inducido por ATF

Compuesto DOSIS, Edema x DES (mg) Inhibicion (%)
(mg/oreja)
Control (CHsCl) 1 15.77 + 0.56 -
1 1 13.20+£0.71° 16.28
la 1 11.43 £ 0.26’ 27.48
Control (CHsOH) 1 17.43 + 0.30
II 1 12.10 £ 0.46"™ 30.59
ITa 1 11.83 £ 0.38" 32.12
I11 1 15.43 + 0.622 11.47
IlIa 1 12.47 £ 0.44"= 28.49
Indometacina 0.36 2.84+1.28 94.97

Los valores representan la media + desviacion estandar (DES) de tres experimentos independientes.
Se realiz6 ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Se presento diferencia

significativa * (p<0.05) entre el grupo control y el accompuesto III con los compuestos Illa, II y Ila.

La flavona crisina, 8-nitrocrisina y los flavonoles quercetina y 5'-nitroquercetina no
mostraron un efecto necrdtico en las células, por lo tanto, se infiere que la reduccion de
células cancerosas se debe a un mecanismo diferente. El hecho de que los compuestos no
generen necrosis en las células es importante, debido a que los efectos colaterales

relacionados con la citotoxicidad podrian ser minimos.

Estos resultados y los reportes en la literatura convergen en la conclusion de que la
estructura base tipo flavona es importante para la actividad antiproliferativa. Sin embargo,
el grupo nitro en el anillo A de la 8'-nitrocrisina no mejord su actividad, promoviendo otras
modificaciones alrededor de este grupo. Tomando en consideracion que los grupos
funcionales que contienen nitrégeno son importantes en esta posicion para mejorar la
actividad antiproliferativa y como inhibidores de la enzima Q9DC, se propuso la
preparacion de amidas y sulfonamidas. Adicionalmente, fue de interés incorporar otra
estructura aromatica tipo cumarina que ha sido menos explorada en el desarrollo de agentes

anticancerigenos y como inhibidores de la enzima Q9DC.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan las condiciones de reaccidon para la obtencion de amidas y
sulfonamidas partiendo de crisina (1) y umbeliferona (5). Como estrategia general se planted
la formacién de amidas y sulfonamidas con diferentes grupos alifaticos y aromaticos,
partiendo de la funcionalizacién del grupo amino aromatico de los productos naturales

previamente mencionados.

Adicionalmente, se presentan los resultados de la evaluaciéon antiproliferativa y la

capacidad de inhibicion de la enzima Q9DC de los compuestos obtenidos.

8.1 Condiciones de reaccion para la formacion de amidas y sulfonamidas a partir de la
flavona crisina

Originalmente, se planted iniciar con la nitracion de la flavona crisina y posteriormente,
reducir el grupo nitro a la amina correspondiente. Y finalmente, colocar la aminoflavona en

presencia de cloruros de acilo para obtener las amidas con grupos sustituyentes p-nitrofenilo

y propilo.

En el Esquema 2 se muestra, la nitracion de crisina en presencia de nitrato de bismuto
(III) pentahidratado y acido acético glacial, para obtener el producto 8-nitrocrisina (2) con
un rendimiento del 79%. Posteriormente, la nitroflavona 2 se sometié a condiciones de
reduccion empleando cloruro de estafio (II) dihidratado y etanol como disolvente, para
obtener la aminoflavona correspondiente (2b), con un rendimiento de 68%. Finalmente, el
compuesto 3 se colocd en presencia de una base como la N,N-diisopropiletilamina (DIEA) y
de cloruro de 4-nitrobenzoilo (1.5 equivalentes) en CH2Cl como disolvente para formar la
amida correspondiente. Mediante cromatografia en capa fina se observo la presencia de al
menos tres productos de reaccion como resultado de la posible formacion de ésteres,
dificultando la purificacion y disminuyendo el rendimiento. Ante el inconveniente
mencionado anteriormente, se decidié realizar la proteccion de los grupos hidroxilos en

forma de éteres de metilo, previa al paso de reduccion del grupo nitro.
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Proteccion de los grupos
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Esquema 2. Primera aproximacion de las condiciones de reaccion para la formacién de amidas a

partir de la flavona crisina

A continuacion, se presentan los detalles de las condiciones de reaccion empleadas para la
formacién de amidas y sulfonamidas a partir de la flavona crisina, incorporando la reaccién

de la proteccion de los grupos hidroxilos.

8.1.1 Condiciones de nitracién de crisina (1)

Considerando la nitracion como primer paso para introducir el nitréogeno a la estructura
aromatica del compuesto 1, se propuso usar nitrato de bismuto (III) pentahidratado, acido
acético glacial en calentamiento como una alternativa al uso de acido nitrico y acido acético,
ya que bajo estas condiciones se ha obtenido la mezcla de los productos de nitracion en las

posiciones C6 y C8 [100,101].

En la Tabla 4 se muestran los rendimientos de reaccion en funcion de la cantidad de
nitrato de bismuto. Las mejores condiciones de nitracion se alcanzaron al colocar cantidades
equimolares del compuesto 1 y de nitrato de bismuto pentahidratado en 10 ml de acido
acético glacial para obtener el producto 5,7-dihidroxi-8-nitroflavona (2) con un 79% de

rendimiento y sin detectar otros productos de nitracion, Esquema 2.
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En otras investigaciones, se ha reportado la sintesis de la 5,7-dihidroxi-8-nitroflavona
empleando acido nitrico y acético, con un rendimiento del 70% [101,102]. Con las
condiciones de reaccidn que se utilizaron en este trabajo se generan rendimientos
comparables con los obtenidos al utilizar acido nitrico y sulfarico. No se detecto la
formacién de otros compuestos de nitracion, por lo que la reacciéon se puede considerar
regioselectiva, procediendo la nitracion en la posicion C8. Esta regioselectiviad se explica
por la activacion del anillo aroméatico promovida por los grupos hidroxilo en las posiciones

C5y C7.

Algunas reacciones de nitracion de fenoles con dcido acético y nitratos metélicos, como
el nitrato de calcio [99] o el nitrato de cobre (II) [85], sugieren la formacion de pequenas
concentraciones de HNOs que generan iones nitronio, favoreciendo una reacciéon de
nitracion a través de una sustitucion electrofilica aromatica. Con estas condiciones de
nitracion, se contribuye con otra metodologia para obtener nitroflavonas con un patrén de

hidroxilacion similar.

Tabla 4. Evaluacién de diferentes cantidades de nitrato de bismuto para la reaccion de nitracién

del compuesto 1

Compuesto 1 (mmol) Bi(NOs)s- 5H20 (mmol) Rendimiento compuesto 2 (%)

1 0.5 50
1 0.75 60
1 1 79

El sitio de nitracion fue identificado mediante experimentos de RMN de una y dos

dimensiones.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 2 se aprecia la desaparicion de una sefial
de hidrégeno entre 6.21 y 6.50 ppm, al compararlo con el espectro de la materia prima (1).
Este hecho confirmd, en primera instancia, la pérdida de un protéon por una posible
sustitucion. Continuando con el andlisis del espectro de RMN 'H de la nitroflavona 2, se

observo una sefial simple en du 13.21 ppm correspondiente al hidrégeno del hidroxilo en
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C5, altamente desprotegido por el enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo; en du 7.96
ppm se observa un multiplete que corresponde a H2 y H6’; a menor desplazamiento, en 7.6
ppm se encuentra un multiplete que integra para los tres hidrogenos aromaticos H3’, H4" y
H5’ del anillo B. Finalmente, se pueden observar dos senales simples desplazadas a 6.35y
7.16 ppm correspondientes a los hidrogenos Hé6 y H3, respectivamente. Las asignaciones de
estos hidrogenos se realizaron de acuerdo con las correlaciones observadas a dos y tres
enlaces de distancia en el experimento de HMBC, Figura 13. Los carbonos C6 y C4a
correlacionan a tres enlaces de distancia con el hidrégeno del C5-OH y los carbonos C4a 'y
CT’ correlacionan a tres enlaces de distancia con H3. Estas correlaciones permitieron asignar

al protédn Hé6 y en consecuencia el grupo nitro se ubico en la posicion C8.

Figura 13. Correlaciones a dos y tres enlaces de distancia para los protones H3 y H6 de la

nitroflavona 1a

El espectro de masas de baja resolucion indico una relacion masa carga de 299 para el
ion molecular [M]*y, a través de espectroscopia de masas de alta resolucion, se obtuvo una
formula molecular de CisHioNOs para el ion [M+H]* con una relacion masa carga de

300.05121, correspondiendo estos valores a los esperados para el producto 1a.

8.1.2 Proteccion de los grupos hidroxilos de 8-nitrocrisina

La protecciéon de grupos hidroxilos con iodometano y una base como K2COs son
condiciones comunes para obtener éteres de metilo y estas condiciones han sido empleadas
para proteger hidroxilos en flavonoides [103,104]. Cuando la molécula tiene mas de un
hidroxilo que proteger se suelen obtener mezclas de productos con diversos patrones de
metilacion. En consecuencia, las condiciones de metilacién son variadas de acuerdo al

ntmero de hidroxilos.
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Se establecieron condiciones de la reaccion de metilacion variando los equivalentes de
yodometano, K2COsy el tiempo de reaccion para obtener los productos 5-hidroxi-7-metoxi-
8-nitroflavona (2¢) y 5,7-dimetoxi-8-nitroflavona (3) (Esquema 3). En la Tabla 5 se muestran
los equivalentes de CHsI, K2COsy el tiempo de reaccion que se fueron variando. La reaccion
procedid a temperatura ambiente (t.a.) y se utilizdo dimetilformamida (DMF) como
disolvente. Conforme se aumentaron los equivalentes de CHsl y el tiempo de reaccion se

aumento el rendimiento de la nitroflavona doblemente protegida (3).

Gao y colaboradores [101] realizaron la proteccion de la misma flavona utilizando un
exceso de iodometano y carbonato de potasio; a diferencia de las condiciones establecidas
en este trabajo, utilizaron acetona como disolvente y se mantuvo en reflujo por 8 horas para
obtener el 85% de rendimiento de la nitroflavona doblemente protegida. Estas condiciones
ofrecen indicios de que un incremento de la temperatura de reaccion de metilacion podria

disminuir el tiempo de reaccién.

CHl, K,CO;4 .
DMF, t.a.
2
Esquema 3. Metilacion de 8-nitrocrisina
Tabla 5. Condiciones de reaccion de metilacién del compuesto 2
Condiciones Rendimiento (%)
K2CO:s (eq) CHGI (eq) Tiempo (h) 2c 3
1.5 25 15 10 22
1.5 4.6 24 10 54
2 4.6 65 . 95

Para el compuesto 2¢ se observa una sefial simple base de oxigeno en 4.02 ppm, en

espectro de RMN 'H, correspondiente al metilo -OCHs y por espectroscopia de masas se
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observa una m/z de 314 para el ion molecular [M+H]*. En el espectro de RMN 'H del
producto 3 se observan dos senales simples bases de oxigeno en éu 4.06 y 4.07 ppm
correspondientes a los dos metilos de los metoxilos. Para ambos compuestos se siguen
observando las sefiales correspondientes a los hidrogenos de la flavona explicadas
anteriormente para el compuesto 2. El espectro de masas de baja resolucion del compuesto
3 observa una m/z de 327 para el ion molecular [M]*. Estos resultados confirman las

estructuras y masas moleculares esperados para los compuestos 2c y 3.

8.1.3 Reduccion de la 5,7-dimetoxi-8-nitroflavona (3)

La 8-amino-5,7-dimetoxi-flavona (4) se considerd el compuesto clave para preparar las
amidas y sulfonamidas; por lo tanto, se evaluaron diversas condiciones de reduccion del
grupo nitro aromatico, con el objetivo de obtener el mejor rendimiento posible. Entre las
condiciones de reaccion reportadas para reducir nitroflavonas se mencionan a la

hidrogenacion catalizada por Pd/C [101,105] y SnCl2-2H20/etanol [102].

La hidrogenacion catalizada por Pd/C (8%) usando THF como disolvente, fue la primera
eleccion para reducir el grupo nitro. El producto que se obtuvo entre el 80-88% de
rendimiento se identific6 como 8-amino-5,7-dimetoxi-flavona, 4. También, se detectd la
flavanona 3a en cantidades menores al 5%, como producto de la reduccion del doble enlace.

En el Esquema 4 se muestran los productos formados.

H,
Pd/C 8%
—_—

THF, t. a.

Esquema 4. Condiciones de reduccion de compuesto 3 usando hidrogenacion catalizada por Pd/C
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La presion de H: y tiempo de reaccion fueron las variables que influyeron en el
rendimiento, de esta manera, en la Tabla 6 se puede observar que las mejores condiciones
de reduccion fueron aplicando 100 psi de presion de Hz durante 30 horas y, a presiones
mayores a 120 psi se obtuvo una mezcla de productos, dentro de los cuales se identificé el

producto de reduccion del grupo nitro y de la doble ligadura entre C2=C3.

Tabla 6. Condiciones de reduccién del compuesto 3 utilizando 8% mol de Pd/C y THF como

disolvente
Rendimiento (%)
Tiempo (h) Presion H: (psi)
4
48 200 -
40 140 -
43 120 80
30 100 88

Los resultados son consistentes con los resultados obtenidos por Gao y Kawabata,
quienes obtuvieron el compuesto 4 con 92% de rendimiento utilizando condiciones de
reduccién similares a las establecidas en este trabajo [101]. Por otro lado, Wanich y Yenjai
[105], también llevaron a cabo la reduccion de la misma nitro flavona, pero utilizaron acetato
de etilo como disolvente y no precisan la cantidad de Pd/C ni la presiéon de H: aplicada
durante 24 horas. Ellos reportan el 16% de rendimiento para la aminoflavona 4 y obtienen

otros productos, resultado de la sobre reduccion, entre ellos el 3a (14%).

La hidrogenacion catalitica ofrece la ventaja de purificar facilmente a la amina, sin
embargo, pequenos cambios de presion disminuyen dradsticamente la formacion de la
aminoflavona, debido a la formacién de otros productos de reduccion. Por lo anterior, se

buscaron otras condiciones de reduccion con cloruro de estafio y a continuacion se describe.

Dentro de las condiciones de reduccion del grupo nitro aromatico el uso de cloruro de

estano (II) y etanol como disolvente a una temperatura de 70-80 °C, resulta ser selectiva para
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grupos nitro [106-108] y ofrece una alternativa a la hidrogenacion catalitica. Gamble y
colaboradores [107] observaron que el uso de 10 equivalentes de SnCl>-H20O ofrecia los
mejores rendimientos de la amina correspondiente. Tomando en cuenta estos datos, en las
condiciones de reduccion del compuesto 3 se mantuvo constante el uso de 10 equivalentes

de SnCl2-H20, como disolvente se utilizé EtOH y la temperatura de la reaccion se mantuvo

a 70 °C.

En la Tabla 7 se pueden observar los rendimientos obtenidos de la reduccion del
compuesto 3. Conforme aumento6 la cantidad del compuesto 3, se requiriéo mayor tiempo de
calentamiento para lograr rendimientos de reaccion similares. Estos rendimientos son los
esperados y van de acuerdo a lo reportado en la literatura cuando se utilizan estas

condiciones [102].

Tabla 7. Reduccion del compuesto 3 usando SnCL-H20 y calentamiento (70 °C)

Cantidad de 3 Tiempo de Rendimiento de 4
(mmol) calentamiento (h) (%)
0.122 5 78
0.338 5.5 71
0.618 7 79

Con el fin de disminuir el tiempo de reaccion de reduccion con SnCl.-H2O/EtOH se
reemplazd el calentamiento convencional por calentamiento mas irradiacion microondas.
Las condiciones de reduccién, aplicando irradiacién con microondas, se basaron en el
trabajo del grupo de investigacion de Van Vliet, en donde se realizo la sintesis de
bencimidazoles en un paso a partir de 2-nitroanilinas, usando irradiacién microondas a una
temperatura de 130 °C y 125 W de potencia durante 5 minutos [109]. Considerando las
condiciones previamente mencionadas, la reduccion del compuesto 3 se inici6 a 70 °C, por
5 minutos y aplicando 125 W de potencia; posteriormente la temperatura se incremento a
85 °C por 5 minutos. Con este tiempo de reaccidon se obtuvo 79% de rendimiento de la

aminoflavona 4 y se detecté remanente del compuesto de partida.
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Una segunda reaccion de reduccion se inicid a 80 °C por 20 minutos; posteriormente
se incrementd a 85 °C por 3 minutos y 125 W. Con estas condiciones se obtuvo el 57% de
rendimiento de la amina 4. No se detectd remanente del nitro compuesto, sin embargo, se
formo el compuesto 3b, en menos del 3%, por la desmetilacion en C5-OCHs, Esquema 5.
En la Tabla 8 se muestran las condiciones evaluadas aplicando irradiaciéon con microondas.
Al sustituir el calentamiento convencional por calentamiento mads irradiacion con
microondas se disminuyo el tiempo de reaccion; sin embargo, a mayor tiempo de reaccion
aplicando irradiacion con microondas ocurre una reaccion de desmetilacion, por lo que se
podrian evaluar condiciones intermedias para que se consuma toda la materia prima y se

genere la menor cantidad del producto de desmetilacion 3b.

Snclz'ZHzo
(10 eq)

EtOH, MW, A

Esquema 5. Condiciones de reduccion de compuesto 3 usando SnCl-H2O/EtOH, calentamiento e

irradiacion microondas (MW)

La reduccion del compuesto 3 con SnClH:O/EtOH para generar la amina
correspondiente fue una reaccion que ofrecié un rendimiento aproximadamente 10% menor
que los rendimientos obtenidos de la reduccion con H: y Pd/C; sin embargo, con
combinaciones de tiempo y temperatura mayor a 80 °C puede ocurrir la desproteccion del
grupo hidroxilo y formarse 3b. Adicionalmente, la reducciéon con SnCl>-H2O/EtOH presento
una mejor reproducibilidad y el tiempo de reaccion se redujo notablemente aplicando

temperatura e irradiacion con microondas.

——

42

'



Tabla 8. Reduccion del compuesto 3 con SnCl-H2O/EtOH e irradiacién con microondas (125 W)
utilizando 10 equivalentes de SnCl>H20

Temperatura (°C)/tiempo Rendimiento (%
Cantidad de 3 (mmol) P .( ) P (%)
(min) 4
70/5
0.122 79
85/5
80/20
0.122 57
85/3

El espectro de RMN 'H de la aminoflavona 4 es similar al espectro de la nitroflavona
3, con la diferencia de que algunas sefiales se desplazaron a campo alto (H3 y -C5,7-OCHs)
por efecto donador de densidad electronica del grupo amino sobre el sistema conjugado de
la flavona. Las asignaciones de los hidrégenos de la aminoflavona 4 son las mismas que las
explicadas para el compuesto 3 y se muestran en los espectros apilados en la Figura 14. El
espectro de masas de baja resoluciéon indica una m/z de 297 para el ion molecular [M]*.
Adicionalmente, el espectro de masas de alta resolucidn arroja una férmula molecular de
Ci7HisNOs, la cual es consistente con la masa y férmula molecular esperada para la

aminoflavona 4.

En el espectro de RMN 'H de la aminoflavona 3b se puede observar una sefial simple
base de oxigeno en 4.02 ppm correspondiente al C7-OCHs y una sefial en 13.29 ppm
correspondiente al proton del hidroxilo unido al carbono C5. Estas sefales ofrecen la
evidencia de la desproteccion del hidroxilo de la posicion C5-OCHs. En el espectro de masas
se observa una m/z de 314 para el ion molecular [M+H]* correspondiente a la masa esperada

para el compuesto 3b.
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C5,7-OCHs

H3
Hé A
C5,7-OCH3
H3
Hé B
JJLJ e
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82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36
f1 (ppm)

Figura 14. Espectros apilados de RMN 'H de: A) nitroflavona 3 y B) aminoflavona 4

8.1.4 Obtencién de amidas a partir de la aminoflavona 4

Las reacciones para la formacion de amidas son muy relevantes, ya que este grupo
funcional no sélo forma parte de los péptidos, sino también se encuentra presente en
muchos farmacos y productos naturales [110]. La manera convencional para obtener
amidas, es a partir de un acido carboxilico y una amina. Esta reaccion implica la activacion
del &cido carboxilico mediante la conversion a los correspondientes cloruros de acido o por
uso de un agente de acoplamiento. Posteriormente, una reaccion de adicion-eliminacion,

de la amina al cloruro de 4cido, conduce a la amida correspondiente [111].

Una de las formas sencillas para obtener amidas es a partir de una amina y un cloruro
de acilo. La presencia de una amina terciaria como DIEA o TEA resulta importante para

neutralizar el HCI formado durante la reaccién [92,111].

——

44

'



Se establecieron las condiciones de reaccion para la formacion de dos amidas a partir del
compuesto 4 y el cloruro de 4-nitrobenzoilo o cloruro de butirilo en presencia de una base
como DIEA, para generar las amidas 4a, 4b y 4c. Las mejores condiciones de formacion de

estas amidas se muestran en los Esquemas 6y 7.

Para la formacion del compuesto N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)-4-
nitrobenzamida (4a) se requirid emplear un exceso del cloruro de 4-nitrobenzoilo para
obtener 63% de rendimiento de reaccidn y favorecer que el reactivo 4 se consumiera por
completo. En la Tabla 9 se muestran los equivalentes del cloruro de 4-nitrobenzoilo y el

rendimiento de la reaccion.

DIEA (2 eq)

—_—

cHzclz, ta.48 h

Esquema 6. Condiciones de reaccion para la formacion de la amida 4a

Tabla 9. Variacion de la cantidad de cloruro de 4-nitrobenzoilo y rendimiento de la amida 4a

Cloruro de 4-nitrobenzoilo (equivalentes) Rendimiento 4a (%)

1.2 31
2 33
3 63

En el espectro de RMN 'H del compuesto 4a, se puede distinguir un sistema AA’BB’
con dos senales, una correspondiente a los hidrégenos aromaticos H3” y H5” desplazada
en 8.44 ppm y otra en 8.28 ppm para las sefiales de los hidrogenos H2”” y H6". El efecto
desprotector del grupo nitro produjo que estas senales dobles se desplazaran a mayores
ppm que los multipletes correspondientes a los hidrégenos del anillo B. Adicionalmente, en

10.22 ppm se puede observar una sefial simple correspondiente al hidrégeno unido al
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nitrégeno de la amida. La caracterizacion de la amida 4a se complemento con el espectro de
masas, en donde se observé una m/z de 446 para el ion molecular [M']*, que corresponde a

la esperada para este compuesto.

Continuando con la preparacion de amidas, se colocd la amina 4 en presencia de
cloruro de butirilo, de acuerdo con las cantidades mostradas en la Tabla 10. Los productos
de reaccion obtenidos fueron las amidas N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-
il)butiramida (4b) y N-butiril-N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)butiramida
(4c). Se variaron las cantidades de cloruro de butirilo con el fin de obtener mayoritariamente
la amida 4b. Sin embargo, se favorecio la doble adicion nucleofilica de la amina al cloruro
de butirilo para formar la imida 4c. A pesar de colocar 1.5 equivalentes del cloruro de acilo,
la mancha del producto 4c se detect6 en la placa de cromatografia en capa fina, desde los

primeros 10 minutos de reaccién.

0 DIEA (2eq)
R ——————

CH,Cl,, t.a.

Esquema 7. Condiciones de reaccion de la formacion de la amida 4b y 4c

Tabla 10. Variacion de la cantidad de cloruro de butirilo y rendimiento de los productos 4b y 4c

Rendimiento (%)

Cloruro de butirilo

. 4b 4c
(equivalentes)

1.5 25 34

3 13 79

Las amidas 4b y 4c fueron identificadas por RMN. En el espectro de hidrégeno para
el compuesto 4b, se observan las sefiales de los hidrégenos aromaticos de la flavona, entre

6-8 ppm, y a desplazamientos menores se observaron un triplete (1.08 ppm), sextuplete (1.86
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ppm) y triplete (2.49 ppm) correspondientes a las sefales de los hidrogenos del metilo H3”
y delos metilenos H1”, H2"” del grupo sustituyente propilo. Cada una de las sefiales integro

para 2, 2'y 3 hidrégenos, respectivamente.

El espectro de RMN 'H del compuesto 4c es similar al del compuesto 4b y se
observaron dos tripletes en 0.90 y en 2.60 ppm correspondientes a los hidrégenos H3"'y H1"”
del metilo y metileno, respectivamente. En 1.66 ppm se observa un sextuplete para H2"
debido a un acoplamiento con los hidrégenos H3”” y H1”” con H2”. A diferencia del espectro
del compuesto 4b, estas sefiales integraron para el doble de hidrégenos debido a la presencia
de los dos grupos sustituyentes propilo enlaimida 4c. En el espectro de RMN '*C se observa
una sefial desplazada en 175.7 ppm correspondiente a la sefial del carbono del carbonilo de
la amida, asignado por la correlacién observada a dos enlaces de distancia con H1””. En el
espectro de masas la m/z de 438 para un ion molecular [M+H]* confirma la masa molecular

esperada para el compuesto 4c.

En otros trabajos de sintesis de amidas a partir de aminoflavonas, en donde el grupo
sustituyente es aromatico [100,112], se reportan rendimientos del 23-95% y productos de
una sola adicion del grupo amino al cloruro de acilo. No se menciona la formaciéon de
imidas, por lo tanto, se puede inferir que la formacion del producto 4c se ve influenciada

por efectos estéricos, ya que el grupo butirilo es mas pequeno que un fenilo.

El nitrégeno de la amida distribuye la densidad electronica en el enlace C-N [113] y
en el anillo A de la flavona lo cual disminuye su reactividad. Sin embargo, se puede apreciar
un efecto del grupo sustituyente de la amida sobre la reactividad de la misma. De esta
manera, en el caso de la amida 4a, el grupo nitro genera deficiencia de densidad electronica
en el grupo fenilo que puede ser compensada por el nitrogeno de la amida, disminuyendo
aun mas su reactividad para efectuar una segunda adicion al cloruro de 4-nitrobenzoilo. En
el caso de la amida 4b, el grupo propilo puede compensar la deficiencia de densidad

electronica generada en el carbono del carbonilo a través de efectos inductivos, permitiendo
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al nitrégeno mantener su reactividad para efectuar una segunda adicion a otra molécula de

cloruro de butirilo.

8.1.5 Obtencion de sulfonamidas a partir de la aminoflavona 4

El grupo sulfonamida es de importancia sintética pues, exhibe una amplia gama de
actividades biolodgicas, entre ellas la anticancerigena, antiinflamtoria y antiviral. Ademas,
diversos farmacos tienen en su estructural un grupo sulfonamida [114]. La sintesis de
sulfonamidas a partir de la amina y el cloruro de sulfonilo en presencia de una base sigue
siendo un método de eleccion, debido a que conduce a las sulfonamidas de manera simple
y con rendimientos de moderados a altos. El inconveniente de reaccion es la formacién de

bis-sulfonamidas cuando la amina es primaria [115].

En el presente trabajo, las sulfonamidas se obtuvieron por la metodologia convencional,
en donde la amina aromatica 4 se adiciona a los cloruros de bencenosulfonilo,
propanosulfonilo y mesilo para obtener los productos N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-
cromen-8-il)benzenosulfonamida (4d), N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenyl-4H-crome-8-il)-N-
(fenilsulfonil)benzenosulfonamida  (4g),  N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-
il)propano-1-sulfonamida (4e) y N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)
metanosulfonamida (4f) respectivamente, en presencia de 1.5 equivalentes de una base

como TEA.

En el Esquema 8 se muestran las condiciones en las que se obtuvieron las sulfonamidas;
los equivalentes de los cloruros de sulfonilo variaron de 2 a 2.6 equivalentes y se agregé la
mitad del cloruro de sulfonilo al inicio de la reaccion y el resto después de 24 horas, con el
fin de favorecer la reaccion en el menor tiempo posible y aumentar el rendimiento de la
sulfonamida correspondiente. Los rendimientos de reaccién fueron menores al 40% y se

observo la formacion de la bis-sulfonamida 4d.
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2.4 eq
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2eq  CHyClyta.96h
39%

Esquema 8. Condiciones de reaccion en la obtencion de sulfonamidas 4d-4f

En la Tabla 11 se muestran las condiciones de reaccion que se aplicaron para obtener
preferencialmente a la sulfonamida 4d y disminuir el tiempo de reaccidon. Se inicid
colocando 1.3 equivalentes del cloruro de bencenosulfonilo por 24 horas a temperatura
ambiente. Al seguir observando materia prima se agregaron 1.3 equivalentes y se mantuvo
en agitacion a temperatura ambiente durante 72 horas mas. Bajo estas condiciones se
obtuvieron las sulfonamidas 4d y 4g con rendimientos de 24 y 15 %, respectivamente. Como
alternativa, se aument6 a 1.5 equivalentes del cloruro de bencenosulfonilo y se aplicd
calentamiento a 40 °C durante ocho horas. Después de este tiempo se comenzaron a
observar, en CCF, la formacion de ambas sulfonamidas. La mancha principal fue de materia
prima, por lo que se anadieron 1.5 equivalentes mas de cloruro de bencenosulfonilo y se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 48 horas mas. Aunque se disminuyo el
tiempo de reaccion, se favorecio la formacion de la bis-sulfonamida 4g, debido a que se

incremento la cantidad del cloruro de bencenosulfonilo y la temperatura de reaccion.
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Tabla 11. Condiciones de reaccion para la formacién de las sulfonamidas 4d y 4g

Cloruro de imi 0
Cantidad de 4 ) Temperatura Rendimiento (%)
( D bencenosulfonilo CC)/Ti h)
mmo iempo
(equivalentes)/tiempo P 4d ig
1.3/24
0.208 t.a./96 24 15
+1.3/72
1.5/48 40°C/8
0.351 - 42
+1.5/48 t.a./48

El rendimiento de la sulfonamida 4f fue 9% mayor al rendimiento de la sulfonamida
4e y en ninguna de las dos reacciones se logré purificar e identificar alguna bis-sulfonamida,

aunque no se descarta su formacién en menor cantidad.

Aungque el grupo fenilo en las sulfonamidas 4d representa un impedimento estérico
para una segunda adicion de la amina a una segunda molécula de cloruro de
bencenosulfonilo, la cantidad de este reactivo fue mayor que el cloruro de mesilo o
propanosulfonilo en sus correspondientes condiciones de reaccion. Por lo tanto, disminuir
la cantidad de cloruro de bencensulfonilo en la segunda adicion podria favorecer la

formacion del producto 4d, aunque podria ser mayor el tiempo de reaccion.

Se reportd la preparacion de sulfonamidas a partir de amino flavonas, en donde el
grupo amino se encuentra en el anillo B [116]. Un exceso del cloruro de sulfonilo condujo a
la N,N-disulfonamido flavona; posteriormente, se lleva a cabo una desulfonilaciéon con el
uso de fluoruro de tetrabutil amonio. Los rendimientos obtenidos fueron variables (17-85%).
Esta estrategia representa una alternativa para obtener productos N-monosulfonil

sustituidos.

En la busqueda de condiciones de reaccion para la sintesis de sulfonamidas a partir
de la amina y cloruro de sulfonilo, se ha observado que uno de los principales problemas es

la doble adicion de la amina y la obtencion de la mezcla de los productos N-monosulfonil
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y N,N-disulfonil arilaminas, cuando la amina en la reaccion se consume por completo [117].
En otras investigaciones se han utilizado catalizadores como oxido de zinc [118] o indio,
[119] con los cuales se ha disminuido el tiempo de reaccidon y se ha obtenido, principalmente,

el producto N-mono sustituido.

Las sulfonamidas se caracterizaron por RMN y por espectrometria de masas. En el
espectro de RMN 'H de la sulfonamida 4d; se observaron las sefiales de los hidrédgenos
aromaticos del grupo fenilo de la sulfonamida; de esta manera, se observd un multiplete en
8.01 ppm correspondiente a H2’y H6”’; un multiplete en 7.43 ppm corresponde a H3” y
H5”. La sefial de H4"”, desplazada a 7.52 ppm, se traslapa con el multiplete que genera las
sefiales H3’, H4’, H5" del anillo B de la flavona. En 9.45 ppm se observa una senal simple
correspondiente al hidrogeno de la amida.

El espectro de masas de alta resolucion exhibe una m/z de 438.10100 y una férmula de
C2sH20NOsS para el ion molecular [M+H]*, correspondientes a los esperados para

sulfonamida 4d.

A diferencia de las senales de los hidrégenos aromaticos de la sulfonamida 4d, para
la bis-sulfonamida 4g, en el espectro de RMN 'H no se traslaparon las sefiales de los
hidrégenos aromaticos de los dos grupos fenilos de la sulfonamida con las sefales de los
hidrégenos de la estructura flavona. Se observaron dos multipletes, uno desplazado a 7.97
ppm y que integra para los 4 hidrdgenos, asignados como H2” y H6”. En 7.32 ppm se
desplazo el segundo multiplete, que integra para los 6 hidrogenos de los dos anillos
aromaticos de la sulfonamida, asignados como H3"”, H4” y H5”. El espectro de masas de
alta resolucion del compuesto 4g indico una m/z de 578.09550 y una formula de C29H24NOsS2
para el ion molecular [M+H]*, con estos resultados se corrobord la estructura y masa

esperada para el compuesto 4g.

A diferencia de los espectros de RMN 'H de las sulfonamidas aromaticas 4c y 4g,

para la sulfonamida 4e la aparicion de senales debido al grupo propilo se observaron a
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desplazamientos en menores ppm. De esta manera, se observo un triplete en 1.05 ppm, un
sextuplete en 1.99 ppm y triplete en 3.19 ppm correspondientes a los hidrogenos del metilo

H3” y los metilenos H2”” y H1”” del grupo propilo de la sulfonamida.

En el caso de la sulfonamida 4f, se observé una sefal simple desplazada a 3.13 ppm
y que integra para tres protones, esta sefial corresponde al metilo de la sulfonamida. En
todos los espectros de RMN 'H de las sulfonamidas 4d, 4e, 4f y 4g, en la region entre 6 y 8
ppm, se observaron las sefales caracteristicas de los protones de la flavona anteriormente

descritas.

El espectro de masas de alta resolucion del compuesto 4e muestra una m/z de
404.11530 y una férmula de C20H22NOsS para el ion molecular [M+H]*. Estos datos coinciden
con los esperados para el compuesto 4e. El espectro de masas de alta resolucion para la
sulfonamida 4f muestra una m/z de 376.08494 y una férmula de CisHisNOeS para el ion
molecular [M+H]", estos datos corroboraron la masa y formula esperada para este

compuesto.

8.2 Condiciones de reaccion para la formacién de amidas y sulfonamidas a partir de la
cumarina umbeliferona.

La preparacion de las amidas y sulfonamidas a partir de la 7-hidroxicumarina, se
realizaron de manera similar a las condiciones establecidas para la obtencion de 8-
amidoflavonas y 8-sulfonilamidoflavonas a partir de la flavona crisina. En el caso de la
cumarina no se requiri6 una previa proteccion del grupo hidroxilo y con la adicién adecuada
del cloruro de acilo o de sulfonilo se obtuvieron, preferencialmente y en menor tiempo, las
amidas y sulfonamidas. El primer paso de reaccion implicéd una nitracion de la cumarina
empleando condiciones suaves de reaccion con nitrato de bismuto y solidos acidos para
obtener la mezcla de los isdmeros nitrados en las posiciones C3, C6 y C8, posteriormente se

redujo el grupo nitro con SnCl2-2H20 para obtener las aminocumarinas correspondientes.
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Finalmente, de acuerdo a la cantidad de aminocumarinas disponibles, se obtuvieron dos
6-sulfonilamidocumarinas y dos 8-amidocumarinas. A continuacidon, se presentan las

condiciones de reaccidon de nitracion, reducciéon y formacion de amidas y sulfonamidas.

8.2.1 Nitracion de 7-hidroxicumarina

El desarrollo de condiciones de nitracion suaves para fenoles ha atraido la atencién de
diversas investigaciones, en las cuales se intenta mejorar el rendimiento, evitando las
reacciones colaterales que conlleva la nitracion con HNOs/H2504 [83,120]; dentro de estas
condiciones se encuentra el uso de sélidos acidos y nitratos metélicos [121]. En especial la
combinacion de nitrato de bismuto (III) con arcillas como montmorillonita KFS (MNT KFS),
tonsil o gel de silice han ofrecido buenos resultados para obtener productos mononitrados

[122-124].

Para la nitracién de la cumarina 5 se exploro el uso de nitrato de bismuto (III) como
agente nitrante y arcillas dcidas (MNT KEFS o tonsil) o gel de silice como la fuente de medio
acido. Bajo estas condiciones se obtuvieron los isomeros 6-nitro-7-hidroxi cumarina (5a), 8-

nitro-7-hidroxi cumarina (5b) y 3-nitro-7-hidroxi cumarina (5¢) (Esquema 9).

6 X 3 Bi(NO;); 5H,0, 0.5 eq O2N N + X Xy V02
s6lido 4cido 0.5 g m +
HO™ 7 0", 0 HO O (o) HO O 6} HO O O
NO,
5b

s THF, 4-40 °C

5 5a 5¢c

Esquema 9. Productos obtenidos de la nitracion de umbeliferona usando nitrato de bismuto (III) y
solidos acidos

En la Tabla 12 se muestran los rendimientos de reacciéon de nitracion de
umbeliferona usando diferentes solidos acidos y nitrato de bismuto. La reaccién se mantuvo
en agitacion aplicando una temperatura de 4-40 °C durante 4 horas. Los rendimientos totales
de reaccion fueron bajos (26-50%) y dependieron del sélido dcido empleado. La MNT KFS
condujo al rendimiento total mayor y con proporciones similares entre el compuesto 5a y
5b. Por otro lado, el uso de tonsil generd en mayor proporcion al producto 5a. El gel de

silice generd el menor rendimiento total.
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Los solidos acidos tienen como caracteristica brindar acidez de Bronsted y de Lewis,
ademads de una gran superficie de contacto. En trabajos previos se determiné la acidez de
Bronsted, resultando mas acido la MINT KFS, seguido del tonsil y el de menor acidez fue el

gel de silice [125].

Tabla 12. Rendimientos de reaccion de nitracién de 7-hidroxicumarina empleando diferentes

solidos acidos

Rendimiento (%)

Sélido acido 5a 5b 5¢ Total (%)
MNT KFS 19.4 21.7 9.2 50.3
Tonsil 25.6 5.3 4.2 35.1
Gel de silice 12.4 3.4 10.7 26.5

Algunas investigaciones, en donde han empleado solidos 4cidos en reacciones de
nitracion, sugieren que la formacion del ion nitronio no se lleva a cabo principalmente, por
efecto de la acidez de Bronsted que presentan los sdlidos. La union del nitrato de bismuto a
los grupos hidroxilos libres ubicados en la estructura multi metalica del s6lido también es
importante para la formacion de HNOs y la consecuente liberacion del ion nitronio para
llevar a cabo una sustitucién electrofilica aromatica [122,126]. Propuesta de este mecanismo

se muestra en el Esquema 10.

La nitracion ocurre por una sustitucion electrofilica aromatica en posiciones orto al
grupo hidroxilo y en la posicion C3 de la cumarina. En estas posiciones, existe una mayor
densidad electrénica por efectos de resonancia. En la Figura 15 se muestran las estructuras
resonantes de la cumarina umbeliferona y se proponen aquellas que pueden seguir una

sustitucion electrofilica aromatica para obtener los compuestos 5a, 5b y 5c.
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Generacion de H+

Bi®*
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/ |
+
Generacién de NO,
. +
HNO3 + H N02 + HZO
Nitracion
0:+.0
N~ O,N

—_— —_—
HO™ 0" o H: O o~ "o HO 0" o

Esquema 10. Mecanismo propuesto de la nitracién con el uso de nitrato de bismuto (III) y solidos

acidos

Estructuras resonantes
»’ o
S -
HO 0" "0 o [ONe] (e] [O2e] [¢] [Oe] (o) [ 0o~ o HO (0] @
OoN +
Ho oo HO 0" o HO 0" o HO o7 o
NO,

5a

5c
5b

Figura 15. Estructuras resonantes de la umbeliferona que explican la distribucion de carga para

llevar a cabo una sustitucion electrofilica aromatica y obtener los isémeros 5a, 5b y 5c¢.

Se ha reportado la obtencion de los compuestos 5a y 5b usando como agente nitrante
el nitrato de circonilo [127], amonio y cerio (IV) [128] y de cromo (III) [129]. Con el uso de
los dos primeros nitratos, los autores reportan una reaccion regioselectiva generando sélo
el isobmero 5a con rendimientos entre el 80 y 84%. Con el uso de nitrato de cromo (III) se

reporta la generacion de los isomeros 5a y 5b en una proporcion 1:1 y un rendimiento total

de 85%.
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Estos reportes indican que el uso de nitratos metdlicos ofrece alternativas para
aumentar los rendimientos de las nitrocumarinas. Con ninguna de las condiciones descritas

se reporta la formacion del compuesto 5c.

Los isémeros fueron analizados por RMN, en donde en el espectro de proton se
pueden distinguir diferentes sefiales que indican el sitio de nitracién en la estructura de la
cumarina. En la Figura 16 se muestran los espectros de RMN 'H de los compuestos 5a, 5b y

5¢. A continuacidn, se analizan las senales de cada uno.

En el espectro del compuesto 5a se pueden observar dos sefiales simples en 8.42 y
6.98 ppm correspondientes a los protones H5 y HS8, respectivamente. La sustitucion
electrofilica aromatica se llevo a cabo en la posicion Cé de la cumarina, en donde el grupo
nitro desprotege de densidad electrénica el hidrogeno H5, provocando que su sefial se
desplace a mayores ppm. En 8.04 y 6.41 ppm se observan dos sefales dobles con una J=9.6

Hz debido al acoplamiento fuerte entre los hidrégenos cis vinilicos H4 y H3.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 5b se observaron tres sefales dobles; dos
de ellas desplazadas en 6.37 y 8.05 ppm con una | = 9.6 Hz, correspondientes a los
hidrégenos vinilicos H3 y H4, respectivamente. Los dos dobletes en 7.03 y 7.74 ppm y una
J = 8.8 Hz fueron asignados a los hidrogenos aromaticos H5 y Hé. Estas sefiales ofrecieron

la evidencia de que la nitracion se llevo a cabo en la posicion C8.

Finalmente, en el espectro de RMN 'H para el compuesto 5¢ se observa una sefal
simple en 8.99 ppm, correspondiente al proton vinilico H4, el cual se encuentra fuertemente
desprotegido debido al efecto de resonancia de la cetona o, insaturada y por el grupo nitro
en la posicion H3. En 7.73 ppm se observa un doblete correspondiente a H5 con una J= 8.7
Hz por un acoplamiento con H6 en posicion orto. En 6.78 ppm se observa un doblete con

una J= 2.2 Hz, perteneciente a H8 que se acopla con Hé6 en posicion meta. En 6.92 ppm se
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observa un doble de dobles con J= 8.7, 2.2 Hz, que corresponde a Hb6 y se acopla con H8 en

posicion meta y con H5 en posicion orto.

H5 HS8
H3
oN__ A _ALs H4
6 F3
HO o0 Yo U
8
5a
N H4 H6 H>5 H3
HO 0 Yo
NO, 2
5b
D | S | S J w —
H4
H5
o Ho T
HO ) L
5¢
- JL WL i

L B S e B L A T S S T N AN S S R S S o A S N S
92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1
f1 (ppm)

Figura 16. Espectros de RMN 'H apilados de las nitrocumarinas 5a, 5b y 5¢

Los espectros de masas de los tres isdmeros muestran relaciones masa carga de 207
para el ion molecular [M]*, confirmando la masa molecular esperada para los compuestos

5a, 5b y 5c.

8.2.2 Reduccion de nitrocumarinas y obtencion de amidas y sulfonamidas

Algunas modificaciones estructurales realizadas en la cumarina y que han resultado
favorables para mejorar su actividad antiproliferativa y como inhibidores de la enzima
QI9DC, se han llevado a cabo en el grupo fenilo. Por lo anterior, se eligieron las
nitrocumarinas 5a y 5b para la obtener 8-amidocumarina y 6-sulfonilamidocumarinas.
Seleccionadas las nitrocumarinas, se prosiguid a la reduccion del grupo nitro y, de acuerdo
con las condiciones de reduccion establecidas para la nitroflavona, se utilizaron 10

equivalentes de SnCl2-2H.0O y EtOH como disolvente. Los productos de reacciéon fueron las

——
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6-amino-7-hidroxicumarina (6a) y 8-amino-7-hidroxicumarina (6b) con rendimientos entre
el 82-88%. Los rendimientos de reduccion fueron mejores que los obtenidos al reducir la
nitroflavona 3 bajo las mismas condiciones. Otras condiciones que han resultado favorables

para reducir nitrocumarinas es con Na:5:04/NH4OH, reportando 93% de rendimiento [130].

El mecanismo probable de reduccion que proponen algunos autores es a través de la
transferencia sucesiva de electrones del azufre o del estafio al grupo nitro para formar el
grupo nitroso, posteriormente la hidroxilamina y finalmente el grupo amino [131,132].

En el Esquema 11 se muestra las condiciones de reduccién de las nitrocumarinas para

obtener las aminas 6a y 6b.

El espectro de RMN 'H de la 6-aminocumarina 6a mostro dos sefales simples
desplazadas a 6.86 y 6.69 correspondientes a los hidrogenos aromaticos H5 y HS,
respectivamente. En 7.75 y 6.15 ppm se desplazaron dos sefiales dobles con una ] =9.40 Hz,

correspondientes a los protones vinilicos H4 y H3, respectivamente.

Por otra parte, el espectro de RMN 'H del producto 6b mostrd dos sefiales dobles
desplazadas a 7.86 y 6.15 ppm, correspondientes a los protones vinilicos H4 y H3,
respectivamente, los cuales se encuentran acoplados fuertemente con una J= 9.4 Hz. Las
senales dobles en 6.81 y 6.74 ppm corresponden a los protones aromaticos H5 y H6
respectivamente, que se acoplan fuertemente debido a la posicion orto entre ellos, con una

J= 8.26 Hz.

El espectro de masas de alta resolucion exhibe una m/z de 178.04971 y una posible
férmula de C20HisNOs para el ion molecular [M+H]*. Estos valores son los esperados para el

compuesto 6b.
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Esquema 11. Obtencion de 6-sulfonilamidocumarinas y 8-amidocumarinas

Inicialmente se planteo la preparacion de dos amidas y tres sulfonamidas a partir de
cada aminocumarina; sin embargo, por la disponibilidad de los compuestos 6a y 6b en ese
momento, sélo se lograron preparar las 6-sulfonilamidocumarinas 7a y 7b y las 8-
amidocumarianas 7c y 7d. En el Esquema 11 se muestran las condiciones de reaccion para

obtener las amidas y sulfonamidas a partir de la aminocumarinas 6ay 6b.

En la Tabla 13 se muestran las condiciones de reaccién para la formacion de las
sulfonamidas. A partir de 6-amino-7-hidroxicumarina y 1.4 equivalentes de los cloruros de
bencenosulfonilo y propanobencenosulfonilo, en presencia de TEA, se obtuvieron las
sulfonamidas 7a y 7b con rendimientos de 50 y 60%, respectivamente. Los tiempos de
reaccion fueron relativamente menores que los requeridos para la preparacion de las
sulfonilamidoflavonas y con rendimientos ligeramente mayores. La presencia de otras
manchas en la placa de cromatografia en capa fina no descarta la formacion de productos

de la doble adicion de la amina al cloruro de sulfonilo.

Tabla 13. Condiciones de reaccién para la formacion de las sulfonamidas 7a y 7b

Cloruro de sulfonilo Equivalentes Tiempo (h) Producto (rendimiento %)
Cloruro de bencenosulfonilo 1.4 20 7a (50%)
Cloruro de propanosulfonilo 1.4 48 7b (60%)
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La formacion de la amida se pudo corroborar mediante el andlisis de los espectros
de RMN de una y dos dimensiones. En el espectro de RMN 'H del compuesto 7a se observo
la aparicion de sefiales en la zona aromatica. En 7.99 ppm se aprecia un doble de dobles,
correspondiente a los protones aromaticos H2 y H6” que se acoplan con H3’, H5” en posicion
orto y con H4" en posicion meta. En 7.81 ppm aparece un multiplete correspondiente a H4’
que se acopla con los protones H2" y H6” en posicion meta y, con H3’, 5’ en posicion orto. En
7.65 ppm se observa otro multiplete que integra para dos protones que corresponden a H3’
y H5". El espectro de masas de alta resolucion del compuesto 7a arroja una m/z de 318.04287
y una formula de CisHi2NOsS para el ion molecular [M+H]*, confirmando los valores

esperados para este compuesto.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 7b se pueden observar sefiales a menores
ppm, correspondientes a los protones del grupo propilo de la sulfonamida. En 1.02 ppm se
observa un triplete, en 1.85 ppm un sextuplete y en 3.64 un triplete correspondiente a los
hidrégenos del grupo propilo asignados como H3’, H2' y H1’, respectivamente. El espectro
de masas de alta resoluciéon muestra una m/z 284.05906 y una férmula C12H1sNO:sS, los cuales

corresponden a los esperados para el compuesto 7b.

La preparacion de amidas se realizd, a partir de la 8-amino-7-hidroxicumarina (6b)
en presencia de DIEA y cloruro de 4-nitrobenzoilo o pronosulfonilo para obtener las amidas
7c y 7d con rendimientos de 70 y 60%, respectivamente. Los rendimientos de las reacciones
fueron similares a los obtenidos para las amidoflavonas, sin embargo, no se detectaron la
presencia de imidas o ésteres, y las reacciones procedieron en menor tiempo. Enla Tabla

14 se muestran las condiciones.

Tabla 14. Condiciones de reaccion para la formacién de las amidocumarinas 7c y 7d

Cloruro de acilo Equivalentes Tiempo (h) Producto (rendimiento %)
Cloruro de 4-nitrobenzoilo 1.2 2 7¢ (70%)
Cloruro de propanosulfonilo 1.2 1 7d (60%)
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La estructura de las amidas 7c y 7d se corroboraron con el analisis de los espectros
de RMN de una y dos dimensiones. En el espectro de RMN 'H de la amidocumarina 7¢ se
aprecian sefiales para un sistema AA'BB’, con dos sefiales dobles en 8.40 y 8.26 ppm,
correspondientes al par de hidrogenos equivalentes magnéticamente H3’, H5" y H2’, He¢’,
respectivamente, con una J= 8.2 Hz debido al acoplamiento entre ellos en posiciones orto.
Entre 6 y 8 ppm se presentan las cuatro sefales dobles que fueron observadas en el espectro
de RMN 'H de la aminocumarina 6b y que pertenecen a los hidrégenos aromaticos y
vinilicos de la estructura de la cumarina. En el espectro de RMN 3C de la amidocumarina
7c se observo una senial en 164.5 ppm, que corresponde al carbonilo del grupo amida. En el
espectro de masas de alta resolucion se observd una m/z de 327.06203 y una posible férmula
de CisH11N20s para el ion molecular [M+H]*, los cuales coinciden con los esperados para la

amida 7c.

En el espectro de RMN 'H para el compuesto 7d se pueden observar las sefiales que
identifican los protones del grupo propilo. En 1.06, 1.83 y 2.58 ppm se observo un triplete,
sextuplete y triplete para los protones H3’, H2' y H1’, respectivamente. De manera similar
que en el espectro de RMN 'H de la amida 7c, entre 6 y 8 ppm, en el espectro de RMN 'H
del compuesto 7d, se observaron cuatro sefiales dobles correspondientes a los protones
aromaticos y vinilicos de la estructura base de la cumarina. Una sefial simple en 10.76 ppm
espectro de RMN 'H de la amida 7d y una sefal en 174.8 ppm en el espectro de RMN 3C,
corresponden al protdn y carbono del carbonilo del grupo amida.

En el espectro de masas de alta resolucion se muestra una m/z de 248.09208 y una posible
formula de CisHisNOs para el ion molecular [M+H]*, valores esperados para el compuesto
7d.

En resumen, se lograron obtener amidas y sulfonamidas a partir de la flavona crisina
y la cumarina umbeliferona con grupos sustituyentes propilo, metilo y fenilo. Estos

compuestos se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Amidas y sulfonamidas obtenidas a partir de la flavona crisina y la cumarina

umbeliferona

Dentro de los factores que influyeron en la obtencion de las amidas y sulfonamidas
esta la reactividad del grupo amino en los compuestos 8-amino-5,7-dimetoxiflavona (4), 8-
amino-7-hidroxicumarina (6b) y en la 6-amino-5,7-dihidroxicumarina (6a). De esta manera,

la aminoflavona presentd una reactividad menor que las aminocumarinas, al requerir
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mayor tiempo para la formacion de amidas y sulfonamidas y con un exceso del cloruro de
bencenosulfonilo se condujo a la generacion de la bisulfonamida 4g. Un caso similar ocurrio
con la formacion de la amida 4b, en donde un exceso del cloruro de butirilo condujo a la
formacién de la imida 4c. El inconveniente de una adicion mas lenta de los cloruros de acilo
o sulfonilo son los tiempos largos de reaccion. Una de las estrategias que se reportan en la
literatura es la formacién de la bisulfonamida a partir de la amina y el cloruro de sulfonilo,
para posteriormente llevar a cabo una desulfonilacidon con fluoruro de tetrabutil amonio

[116] .

Otro factor a resaltar es la reactividad de los grupos hidroxilos ante cloruros de acilo
y sulfonilo. En la flavona se recurrié a la proteccion de los grupos hidroxilos en las
posiciones C5 y C7, ya que al reaccionar mas lentamente el grupo amino se favorecia la
formacion de ésteres o sulfonatos. En el caso de la 7-hidroxicumarina no fue necesario
proteger el grupo hidroxilo y, con una cantidad casi equimolar de los cloruros de acilo y
sulfonilo, se logré obtener los productos deseados y en menores tiempos de reaccidon

comparados con los requeridos para la flavona.
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8.3 Evaluacion de actividad biolégica

Considerando la importancia de los grupos funcionales que contienen nitrégeno en
compuestos con actividad bioldgica, en especial anticancerigena [79,80,133], se evaluo el
efecto de los sustituyentes nitrogenados en la posicion C8 de la flavona crisina y en las
posiciones C6 y C8 de la cumarina umbeliferona, sobre su actividad antiproliferativa e

inhibidora de la enzima Q9DC.

En esta seccion se presentan los resultados de actividad antiproliferativa en diferentes
lineas celulares de cancer humano y la actividad inhibitoria en la enzima Q9DC de los

compuestos con mayor actividad antiproliferativa.

8.3.1 Actividad antiproliferativa de crisina y los derivados nitrogenados

En la serie de modificaciones que se realizaron a la estructura de crisina en la posicion
C8 se introdujeron grupos nitrogenados con caracter electroatractor, como el grupo nitro y
electrodonador, como el grupo amino. Posteriormente, el grupo amino se transformo a
amidas y sulfonamidas con sustituyentes aromaticos y alifaticos de cadena corta. Otro
cambio que se realizd fue la proteccion de los grupos hidroxilos en forma de éteres de metilo.
De acuerdo con lo reportado en la literatura, las modificaciones en la posicion C8
[17,79,80,100,133] y en los hidroxilos formando éteres o ésteres [72,134] han resultado
favorables para mejorar la actividad antiproliferativa de la flavona. Por lo anterior, fue de
interés evaluar el impacto de los cambios realizados a estructura de la flavona sobre su
actividad antiproliferativa en diversas lineas de cancer y su potencial como inhibidores de

la enzima Q9DC.

Para conocer el potencial antiproliferativo de los compuestos mostrados en las Figuras
18 y 19, se realizd un ensayo preliminar por el método colorimétrico de sulforodamina B. En
las Graficas 2 y 3 se muestran los porcentajes de inhibiciéon del crecimiento celular de
diferentes tipos de cancer humano: U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3 (prostata),

SKLU-1 (pulmoén), MDA-MB-231 (mama); mientras que la linea celular COS-7 (de rifion de
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mono) se utilizé como control no canceroso. Los compuestos fueron evaluados a una

concentracion de 25 puM.

Figura 18. Estructura de crisina (1) y sus derivados a los que se evalud su actividad antiproliferativa
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Figura 19. Estructura de umbeliferona (5) y sus derivados evaluados en actividad antiproliferativa
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En la Grafica 2 se muestran la actividad antiproliferativa de crisina y sus derivados.
Se puede observar que la introduccion del grupo nitro en C8 resulté una modificacién
desfavorable para la flavona crisina, al incrementar su actividad antiproliferativa en células
no cancerosas (COS-7); sin embargo, la metilacion de los hidroxilos (C7-OH) en el
compuesto 2c y C7-OH, C5-OH en el compuesto 3 fue favorable para disminuir la actividad
antiproliferativa en la linea celular no cancerosa y promover una actividad antiproliferativa
selectiva del compuesto 3 en la linea de cdncer de prostata, al inhibir el 84.9% de
proliferacion celular a una concentracion de 25 pM. A pesar de que los grupos hidroxilos se
han considerado importantes para la interaccion con dianas, como la QDC’s [135], también
se ha observado en otras investigaciones que la metilacion de los grupos hidroxilo en
flavonas mejoran la actividad antiproliferativa y estabilidad metabdlica [136,137].
Adicionalmente, Gurung y colaboradores describieron al compuesto 3 con potencial
antiinflamatorio [138], sumando una actividad bioldgica favorable en tratamientos para el

cancer [139].
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Grafica 2. Inhibicion de la proliferacion de crisina y sus derivados a una concentracion de 25 pM
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El cambio del grupo nitro por un grupo amino en los compuestos 3b y 4 produjo una
disminucion en su actividad antiproliferativa en las lineas celulares evaluadas. Wanich y
Yenjai [105] reportaron la sintesis de 8-nitro, 8-amino y 6-aminoflavonas hidroxi protegidas
y, caso contrario a los resultados obtenidos en este trabajo, ellos identificaron a las 6-y 8-
aminoflavonas como las mas activas en la linea celular de carcinoma epidermoide. Estos
resultados indican que el cambio de un grupo nitro por un amino y su posicion en el anillo

A de la flavona puede determinar la selectividad en alguna linea celular de cancer.

La presencia de un grupo 4-nitrofenilo en la amida 4a, no resulto ser favorable al mostrar
actividad antiproliferativa, practicamente nula en las lineas celulares evaluadas. Caso
contario a la actividad de la imina 4c, en donde los grupos propilo provocaron una ligera
mejora en la actividad antiproliferativa, especialmente en la linea de cancer de prdstata al
inhibir la proliferacion celular en 45.8%. Sin embargo, el compuesto 4c también presenta

actividad antiproliferativa en la linea de células no cancerosas.

Hassan y colaboradores, sintetizaron flavonas con un grupo arilamida en posicion meta
del anillo B e hidroxi protegidas, que se unieron a través de los enlaces -CONH-. Aquellas
con grupos sustituyentes 4-metilfenilo y 4-clorofenilo fueron las mas activas al inhibir
diversos tipos de lineas celulares de cancer (leucemia, colén, pulmén y mama) de manera
eficiente a una concentracion de 10 pM [112]. A pesar de que los autores describen el enlace
amida como importante para la actividad, factores como la posicion del grupo amida en el
anillo A o B de la flavona y los sustituyentes en el grupo fenilo, son transcendentes en la

actividad antiproliferativa.

Dentro de la serie de 8-sulfonilamido flavonas, la 4d y 4g resultaron las mas activas
para inhibir la proliferacion celular; de esta manera, la sulfonamida 4d inhibié la
proliferacion celular de cancer de prostata (PC3) y mama (MDA-MB-231) en 41.9 y 46.8%,
respectivamente. La sulfonamida 4g inhibe la proliferacion celular de cancer de prostata

(PC3) y de pulmoén (SKLU-1) en 89.9 y 85.7%, respectivamente. El inconveniente de estas
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sulfonamidas, especialmente de la 4g, es su actividad antiproliferativa de células no

cancerosas, indicando una baja selectividad.

La caracteristica que tienen en comun las sulfonamidas 4d y 4g es el grupo
sustituyente fenilo, mientras que los grupos propilo y metilo en las sulfonamidas 4e y 4f no
fueron efectivos para mejorar la actividad antiproliferativa. En otras investigaciones se
reporta que las flavonas sustituidas con arilsulfonamidas en el anillo B resultan ser las mas
prometedoras como antiproliferativas en comparacion con las alquilsulfonamidas [116], por
lo tanto, grupos sustituyentes aromaticos en las sulfonilamido flavonas podrian mejorar su

potencia y selectividad.

Los compuestos 3, 4¢, 4d y 4g fueron seleccionados para determinar el valor de la
concentracion inhibitoria media, debido a que presentaron la mejor capacidad para inhibir
la proliferacion celular en diferentes lineas de cancer a 25 uM. En la Tabla 15 se muestran
las concentraciones correspondientes al valor de Cls. Los compuestos 3, 4c y 4g fueron los
mas activos en la linea celular de cancer de prostata; dentro de estos compuestos, el 3 se
considera el mas selectivo y con mayor potencia al presentar un valor de Cls de 5.6+0.8 pM.
El compuesto 4g presento actividad antiproliferativa en todas las lineas celulares evaluadas
con valores de Clso entre 7.9+0.2 y 18.3+1.6 pM, presentando la mejor actividad en la linea
celular de cancer de prostata. Este compuesto presentd menor selectividad al afectar la
proliferacion de células sanas. Los compuestos 4c y 4d presentaron valores de Clso de

23.242.8 y 26.1+2.1 uM en la linea celular de cancer de prostata y mama, respectivamente.

Tabla 15. Concentraciones inhibitorias medias (Clso, pM) de los compuestos con mayor actividad

antiproliferativa
Compuesto U251 PC3 SKLU-1 MDA-MB-231
3 5.6+0.8
4c 23.2+2.8
4d 26.1+2.1
4g 14.4+1.1 7.9+0.2 10.9+0.7 18.3+1.6
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De acuerdo con estos resultados, el compuesto 3 resulta ser el mas prometedor al
mostrar mayor selectividad y potencia en la linea de cancer de prostata. La actividad
antiproliferativa de las sulfonamidas aromaticas 4c y 4g promueve realizar modificaciones
futuras variando los sustituyentes en el anillo aromatico y la obtencion de bis-sulfonamidas

con el objetivo de mejorar su actividad.

8.3.2 Actividad antiproliferativa de umbeliferona y los derivados nitrogenados

Las cumarinas han sido consideradas estructuras base para realizar diversas
modificaciones estructurales con el fin de mejorar su actividad antiproliferativa [140]. En el
presente trabajo de investigacion se evalud el cambio de grupos sustituyentes en las
posiciones C6 y C8. En la Figura 19 se muestran las estructuras de los compuestos

evaluados.

En la Grafica 3 se muestran los porcentajes de inhibicion de proliferacion celular de
las lineas de cancer U251 (glia del sistema nervioso central), PC3 (préstata), pulmén (SKLU-
1) y mama (MDA-MB-231). Los resultados obtenidos indican que las modificaciones
realizadas en la umbeliferona (5), en términos generales, no fueron favorables para mejorar
su actividad antiproliferativa. Ningiin compuesto, a una concentracion de 25 pM, logro
inhibir la proliferacion celular por encima del 41% en las lineas celulares de cancer

evaluadas.

Los compuestos 7-hidroxi-3-nitrocumarina y 8-amino-7-hidroxicumarina inhibieron
la proliferacion celular de la linea de cancer de prostata en 30.6 y 40%, respectivamente. En
la literatura no se encuentra reportada la actividad antiproliferativa de estos compuestos,
sin embargo, Finn y colaboradores han resaltado la importancia del grupo nitro en la
posicion C6 para inhibir la proliferaciéon de melanocitos malignos y carcinoma renal de
manera dependiente de la concentracion y el tiempo [141,142]. Estos hallazgos sugieren que

se podria observar una actividad antiproliferativa mayor, si los compuestos mostrados en
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la Figura 19 se someten a ensayos antiproliferativos utilizando concentraciones mayores y

por lapsos de tiempos de exposicidon mas largos.

Inhibicion de proliferacion celular de umbeliferona
y sus derivados nitrogenados

U251

£ ®PC3
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Grafica 3. Inhibicion de la proliferacion de umbeliferona y sus derivados a una concentracion de 25
M

Los grupos sulfonamida y amida en los compuestos 7a-7d resultaron desfavorables

para la actividad antiproliferativa. En la literatura se reporta la actividad antiproliferativa

de 3-sulfonilamidocumarinas y 3-cumarinas en la linea de cdncer de mama (MDA-MB-231).

Los autores indican que el grupo sulfonamida en la posicion C3 brinda una mejor actividad

a la cumarina en comparacion con la amida [143]. Estos hallazgos abren la posibilidad de

incluir grupos sulfonamidas en la posicion C3 de la cumarina en futuras modificaciones.

En resumen, los grupos nitrogenados propuestos, resultaron mas favorables en la
posicion C8 de la flavona crisina que en las posiciones C6 y C8 de la cumarina umbeliferona.
El grupo nitro y la metilacion de los hidroxilos mejor¢ la selectividad de la flavona 3 en la
linea de cancer de prostata. El grupo sulfonamida en la posicion C8 de la flavona puede

considerarse prometedor, en especial al colocar grupos sustituyentes aromaticos o
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generando la bis-sulfonamida. En la Figura 20 se muestra un resumen de la relacion entre

la estructura y actividad antiproliferativa, de acuerdo con los resultados obtenidos.

Grupo -NHSO,Ar } actividad ;
Grupo -N(SO,Ar), } actividad y ¢ selectividad:

Grupo -NO,
Tla actividad y selectividad

RO
/ La estructura flavona fue !
mas activa que la cumarina !
1

Cuando R=-CH,,
f actividad y selectividad

___________________________

Figura 20. Caracteristicas estructurales en la flavona que favorecen su actividad antiproliferativa

8.4 Actividad inhibidora de la enzima Q9DC y modelado molecular

La enzima Q9DC en complejo con la ciclina T1 regula el proceso de transcripcion y
elongacion del ARN mensajero mediante la fosforilacion dela ARNP II. La enzima Q9DC/T1
es considerada una diana para el tratamiento del cancer, debido a que se ha asociado en el
pronodstico de distintos tipos de cadncer, entre ellos el de mama triple negativo [144],
glioblastoma [54], prostata [16] y pulmoén [145]. Esta enzima se ha encontrado
sobreexpresada en los canceres antes mencionados y se ha observado que regula la
transcripcion de ARN de proteinas antiapoptdticas. De esta manera, se reporta que la
inhibicién la Q9DC/T1 conduce a la disminucién de los niveles de proteinas antiapoptdticas
[58-61], lo que restablece la capacidad de las células cancerosas a inducir a una muerte por

apoptosis.
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Algunas flavonas naturales y semisintéticas han resultado inhibidoras de la enzima
QI9DC/T1 y en la actualidad se contintia el estudio de flavonas realizando diversas

modificaciones para mejorar la actividad y selectividad [14,17,146].

Para determinar si las flavonas con mayor actividad antiproliferativa (3, 4c, 4d y 4g)
podrian tener como blanco a la enzima Q9DC/T1], se realizd un ensayo enzimatico utilizando
un kit de la marca BioScience. Los compuestos se evaluaron a las concentraciones de 1, 10y

100 pM.

En la Grafica 3 se presentan los porcentajes de actividad de la enzima Q9DC/T1 para
cada una de las concentraciones a las que se evaluaron los compuestos. Se puede observar
que conforme aumenta la concentracion de los compuestos 3, 4c y 4d, la actividad de la
enzima disminuye. El compuesto que se considera mas prometedor como inhibidor de la
enzima Q9DC/T1 es el 4¢, al disminuir la actividad enzimatica a 28% cuando el compuesto

se encuentra a una concentracion de 10 pM.

La nitroflavona 3 y la sulfonilamidoflavona 4d, también son capaces de inhibir la
actividad de la enzima Q9DC/T1. Asi, su actividad antiproliferativa en la linea de cancer de
prostata y mama podria efectuarse a través de la inhibicion de esta enzima, aunque hasta el
momento no se ha explorado si actiien en otras QDC’s, debido a lo novedoso de las

moléculas.

Wang y colaboradores realizaron gran cantidad de modificaciones estructurales a la
flavona wogonina en la posicion C8 y en el anillo B para mejorar la selectividad hacia la
enzima Q9DC/T1 [17], con conocimientos previos que la flavona wogonina interacttia con
el sitio activo o de uniéon del ATP [14]. Describen que grupos como la piperazina, en la
posicion C4’ del anillo B, pueden proveer de selectividad hacia la enzima Q9DC en
comparacion con la Q2DC. Este tipo de hallazgos se pueden considerar para ser incluidos

en los compuestos 3, 4c y 4d, que han resultados prometedores en este trabajo.
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Inhibicién de la enzima Q9DC/T1
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Grafica 3. Actividad de la enzima Q9DC/T1 en presencia de los compuestos 3, 4c, 4d y 4g

La bis-sulfonamida 4g no presento la capacidad de inhibir a la enzima Q9DC/T1 al
permanecer la actividad enzimatica al 100% por lo que su actividad antiproliferativa poco
selectiva podria efectuarse a través de otros blancos moleculares.

Considerando el potencial de los compuestos 3, 4c y 4d como inhibidores de la Q9DC/T1, se
realizé un acoplamiento molecular ciego en Autodock 4.2.6, utilizando la estructura
cristalografica de la enzima Q9DC/T1 en complejo con el flavopiridol, con codigo en la base
de datos de proteinas 3BLR. La validacion del método se realizd con el ligando co-

cristalizado y la energfa obtenida fue de -10.75 kcal/mol y un RMSD aceptable de 1.310 A.

En la Tabla 16 se muestran las energias de union y las principales interacciones que
establecieron los compuestos 3, 4c, 4d y el flavopiridol. Los compuestos 4c y 4d
interaccionaron en el sitio catalitico de la enzima, no sucedié de esta manera para el
compuesto 3, el cual interacciond con las cadenas a-hélices del carboxilo terminal de la
enzima. En la Figura 21 se muestra la enzima Q9DC/T1, la Q9DC en representacion de

superficie en interaccion con los compuestos 3, 4c y 4d.
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Las energias libres de union, mostradas en la Tabla 16 indican que los compuestos
3, 4c y 4d interaccionaron con la enzima Q9DC de manera favorable. Cabe destacar, que los
compuestos 4c y 4d, dentro de todos los lugares posibles de interaccion en la enzima Q9DC,
el sitio activo fue en donde presentaron la interaccion mas favorable con energias de -9.34 y
-9.64 kcal/mol, respectivamente. Con estos resultados se infiere que la capacidad, observada
en la Grafica 3 para inhibir a la enzima Q9DC podria ser a través de la competencia con el
ATP por el sitio activo. La afinidad de los compuestos 4c y 4d se puede explicar por las
interacciones que establecen; ambos compuestos forman un enlace de hidrégeno con el
aminodcido Cys 106 y establecen interacciones con la mayoria de residuos con los que el
flavopiridol lo hace. En la Tabla 16 se resaltan en negro los residuos con los que

interaccionan en comun los compuestos 4c, 4d y el flavopiridol.

Tabla 16. Energias de afinidad de los compuestos a y algunos derivados con la enzima Q9DC/T1

Compuesto  Energia  Residuos formadores de Otras interacciones
kcal/mol enlaces de hidrégeno

Flavopiridol =~ -10.75 Cys106, Asp104 Ile25, Gly26, Phe30, Val33, Ala46,

Lys48, Phe103, His108, Asn154,

Leul56, Alal66 Asp167
3 -8.39 Leul23, Arg284, Asp285 Phel21, Ile126, Met222, Trp223,
Pro319

4c* 9.34 Cys106 Ile25, Val33, Ala46, Lys48, Val79,

Phe103, Glu107, His108, Asp109,
Asn154, Leul56, Ala166, Asp167

4d* -9.64 Cys106 I1e25, Phe30, Val33, Alad6, Val79,
Phe103, Asp104, His108, Asp109,
Leul56, Asp167

* Compuestos que interaccionaron en el sitio activo de la enzima Q9DC
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Figura 21. Regiones de interaccion de los compuestos 3, 4c y 4d con la Q9DC

A diferencia del flavopiridol, los compuestos 4c y 4d no forman un enlace de
hidrégeno con el residuo Asp104 debido a la presencia del grupo metoxilo en lugar de un
hidroxilo; en su lugar se forma una interaccion mas débil entre los hidrégenos del metilo de

las flavonas y el oxigeno del carbonilo que forma el enlace peptidico del residuo Asp104.

Otras interacciones que establecen los compuestos 4c y 4d en el sitio activo, se
pueden observar en la Figura 22; como de van der Waals en color verde; m-anion entre el
acido aspartico 109 y el anillo B de la flavona, en color anaranjado; n-r e interacciones entre
las cadenas alquilicas y grupos aromaticos, en color rosa. Todas estas interacciones aportan
a la energia de union final, sin embargo, se puede inferir que la formacion de mas enlaces
de hidrégeno podria mejorar la interaccion y actividad inhibitoria de la enzima. Esta
inferencia es considerada por Wang y colaboradores, quienes sintetizaron flavonas
inspiradas en el producto natural wogonina como inhibidores de la enzima Q9DC [17].
Destacan que el grupo pirazol en la posicion C8 de la flavona unido a través de enlace éter,

forma un enlace de hidrégeno adicional con Alal53. Adicionalmente destacan la




importancia de grupos sustituyentes en el anillo B para mejorar la selectividad de los

inhibidores hacia la Q9DC.
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Figura 22. Interacciones A) compuesto 4c y B) compuesto 4d en el sitio activo de la Q9DC y en

comparacion con el flavopiridol
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Por otro lado, el compuesto 3 no interacciona con el sitio activo de la enzima Q9DC
y, a pesar de que forma tres enlaces de hidrégeno con los residuos Leu123, Arg284 y Asp285,
también establece menos interacciones hidrofébicas. La disminucion de interacciones
hidrofdbicas del compuesto 3 dio como resultado la energia mas alta, en comparaciéon con
los compuestos 4c y 4d. El compuesto 3 se une en una region cercana al final del dominio C-
terminal de la enzima Q9DC. Baumli y colaboradores identificaron de importancia la region
final del dominio C-terminal para la actividad de la enzima Q9DC, ya que los aminoacidos
de esta region permiten a la enzima adoptar una conformacion adecuada para catalizar la
transferencia de un grupo fosforilo a la enzima ARNP II [147]. Por lo tanto, si el compuesto
3 se uniera a la region final del C-terminal, podria interferir con la conformacion de la

enzima e inactivarla.

Los resultados de modelado molecular ofrecen un posible modo de unién de los
compuestos 3, 4c y 4d que explica su actividad inhibidora de la enzima Q9DC, a su vez
permite proponer futuras modificaciones para mejorar su afinidad y selectividad. De
acuerdo con las interacciones que establecen los compuestos 4c y 4d en el sitio activo, se
propone variar los grupos aromaticos en la sulfonamida que permita establecer puentes de
hidrégeno con Asp167, por ejemplo, el fenol, pirrol, fenilamina y aminopiridina contienen
grupos donadores de puentes de hidrogeno. Desproteger el grupo C5-OH permitira
establecer interacciones con Asp104 y la adicion de grupos donadores puentes de hidrogeno
en el anillo B podrian interaccionar con los aminodacidos Ile25, Gly112, Asp109 y Glu107. De
acuerdo con la literatura, grupos sustituyentes en el anillo B ciclicos y heterociclicos de cinco
0 seis miembros pueden mejorar la selectividad a la enzima Q9DC [12]. En el caso de la
imina 4c, se podrian integrar diferentes grupos alifaticos de cadena corta sustituidos con
grupos donadores de puentes de hidrégeno y de manera similar, se sugieren las mismas

modificaciones en el anillo B de la flavona propuestas para la sulfonamida 4d.

En la Figura 23 se muestra el compuesto 4c y 4d en el sitio activo de la Q9DC y se

observa que ambos compuestos pueden adoptar diferentes dngulos, ya que el azufre
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presenta una hibridacion sp® y el carbono del carbonilo de la imida sp? favoreciendo

diferentes interacciones en el sitio activo.

Glu107

Figura 23. Sulfonamida A) 4d y B) 4c en el sitio activo de la Q9DC en representacion de superficie

En términos generales, las modificaciones realizadas en la flavona crisina resultaron
mas prometedoras que en la cumarina umbeliferona. Con los resultados obtenidos en este
trabajo se presenta una aproximacion del efecto de los grupos nitrogenados en la posicion
C8, en donde el grupo nitro, amida y sulfonamida mejoraron su potencial antiproliferativo
de las flavonas 3, 4c y 4d en las lineas de cancer de prdstata y mama en comparacion con
crisina. Estos compuestos también presentaron actividad inhibitoria de la enzima Q9DC y
su posible modo de unién en el sito activo fue favorable para las flavonas 4c y 4d, en tanto,

para la nitroflavona 3 su modo unién mas probable fue en la region C-terminal de la enzima.

Con el andlisis de los resultados de actividad antiproliferativa, inhibitoria de la enzima
Q9DC y las interacciones observadas a través de modelado molecular se proponen nuevas
modificaciones en los compuestos 4c y 4d para mejorar su afinidad al sito activo y
selectividad enzimatica. Adicionalmente, el interés para continuar con la busqueda de

nuevos inhibidores para la enzima Q9DC no se limita a la busqueda de nuevos agentes




anticancerigenos, sino también para detener la replicacién viral y en enfermedades

cardiacas [64].
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9. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de reaccion para preparar N-derivados a partir de
la flavona crisina y la cumarina umbeliferona. Se exploraron condiciones de
nitracion y reduccion para, posteriormente, formar amidas y sulfonamidas con

diferentes grupos sustituyentes.

Los resultados de actividad antiproliferativa demostraron que la estructura base
flavona fue mds activa que la cumarina. Los grupos nitro, imina y fenilsulfonamida
en la posicion C8 en las flavonas 3, 4c y 4d produjeron una mejora en la actividad

antipoliferativa en la linea de cancer de prdstata (PC3) y de mama (MDA-MB-231).

Con el andlisis de la relacion entre la estructura y la actividad antiproliferativa de las
flavonas, se concluye que los grupos sulfonamida con sustituyentes aromaticos tiene
mayor potencial para mejorar la actividad antiproliferativa en comparacion con las
sulfonamidas alquilicas o las amidas. El grupo nitro en la posiciéon C8 y los grupos
metoxilo en las posiciones C5 y C7 en la flavona 3 resultaron favorables para mejorar

la selectividad y potencia en la linea de cancer de prdstata PC3 (Clso = 5.6 + 0.8 uM).

La enzima Q9DC podria representar un blanco molecular para los compuestos 3, 4c
y 4d al disminuir su actividad al 54, 28 y 77%, respectivamente, a una concentracion

de 10 uM.

Estudios de modelado molecular mostraron que los compuestos 4c y 4d podrian ser
inhibidores que compiten con el ATP por el sitio activo, al interaccionar
favorablemente con la mayoria de los aminoacidos con los que el flavopiridol lo

hace.

80

——
| —



e Se contribuyd con la semisintesis de algunas amidas y sulfonamidas novedosas a
partir de los productos naturales crisina y umbeliferona con actividad

antiproliferativa mejorada y como inhibidores potenciales de la enzima Q9DC.
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10. SECCION EXPERIMENTAL

Informacion general

Crisina y umbeliferona y demads reactivos fueron adquiridos grado analitico en Sigma-
Aldrich; los disolventes se utilizaron directamente del envase. Los disolventes como
metanol, acetato de etilo y diclorometano utilizados en la purificacion de los compuestos
fueron destilados previamente.

La purificacién por cromatografia en columna abierta se llevo a cabo con gel de silice malla
230-400 mesh. Las fracciones obtenidas de la columna y las reacciones fueron monitoreadas
en cromatografia en capa fina (en cromatofolios ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 de 0.2 mm
de espesor).

Los espectros de RMN se realizaron en un espectrémetro Brucker Ascend de 500 MHz,
usando MeOH-ds, DMSO-ds y CDCls como disolventes. Los picos del disolvente fueron
considerados como referencia y los valores de desplazamiento se expresaron en ppm. Los
espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas MStation JMS-700,
empleando impacto electronico en modo positivo y DART+. Los datos de EMAR-DART se
obtuvieron del espectrémetro de masas Jeol AccuTOF JMS-T100LCNMR.

Preparacion de amidas y sulfonamidas a partir de crisina (1)
5,7-dihidroxi-8-nitro-2-fenil-4H-cromen-4-ona (2)

Crisina (10 mmol) fue adicionada a una suspension de nitrato de bismuto (III)
pentahidratado (10 mmol) en 50 mL de acido acético glacial. La mezcla se mantuvo en
agitacion a 80 °C por aproximadamente 25 minutos. Transcurrido este tiempo, se detuvo el
calentamiento y se adicionaron 10 mL de agua y la mezcla de reaccion se coloco en bafio de
hielo. El sélido se filtr6 y fue extraido con agua (2 X 100 mL) y metanol (1 X 100 mL). El
crudo de reaccion se purificd a través de cromatografia flash, utilizando un sistema de

elucion diclorometano: acetato de etilo (90:10).

82

——
| —



El compuesto 1 se obtuvo como un sélido amarillo (79%); Pf: 215-216 °C. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 13.21 (s, 1H, C5-OH), 7.96 (m, 2H, H2’, H¢"), 7.60 (m, 3H, H3’, H4’, HY"),
7.16 (s, 1H, H3), 6.35 (s, 1H, H6); RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) d (ppm) 181.2 (C4), 163.1
(C2), 162.6 (C5), 158.4 (C7), 149.9 (8a), 132.5 (C4’), 129.9 (C1"), 129.3 (C3’, C¥5), 126.3 (C2’,
Cé6’), 121.7 (C8), 105.9 (C3), 102.9 (C4a), 99.1 (C6); EM [El+]: (m/z) 299 [M']; EMAR-DART*:
m/z 300.05121 [M+H]* (Calculado para CisHi1oN1Os: 300.05081)

5-hidroxi-7-methoxi-8-nitro-2-fenil-4H-chromen-4-ona (2c) y 5,7-dimetoxi-8-nitro-2-fenil-
4H-cromen-4-ona (3)

El compuesto 2 (1.5 mmol) fue disuelto en 30 mL de dimetilformamida. Posteriormente se
adicionaron carbonato de potasio (3 mmol) y yodometano (7 mmol). La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 65 horas. La reaccion se detuvo con la
adicion de agua (40 mL) y el precipitado formado se filtrd al vacio y se lavo con una soluciéon
de NaCl al 5% (30 mL). El solido se purific6 en cromatografia flash, utilizando

diclorometano: acetato de etilo (90:10) como sistema de elucion.

El compuesto 2¢ se obtuvo como un sélido amarillo (10% con las condiciones establecidas
en la Tabla 5); Pf: 256-257 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 13.29 (s, 1H, C5-OH), 7.87 (m,
2H, H2', H¢'), 7.54 (m, 3H, H3’, H4’, HY'), 6.77 (s, 1H, H3), 6.46 (s, 1H, H6), 4.02 (s, 3H,
C50CHs). RMN BC (125 MHz, CDCls) 6 181.9 (C4), 164.6 (C2), 164.4 (C5), 158.3 (C7), 149.8
(C8a), 132.8 (C4'), 130.1 (C1"), 129.5 (C3’, CY'), 126.8 (C2, C6"), 106.0 (C3), 104.3 (C4a), 95.8
(Ce), 57.3 (C50CH:). EM (DART+) m/z 314 [M+H]*

El compuesto 3 se obtuvo como un s6lido amarillo claro (95%); Pf: 258-260 °C; RMN 'H (500
MHz, CDCls) & (ppm) 7.80 (m, 2H, H2’, H6’), 7.50 (m, 3H, H3’, H4', HY’), 6.71 (s, 1H, H3),
6.43 (s, 1H, H6), 4.07 (m, 6H, C5,70CHs). RMN *C (125 MHz, CDCls) d (ppm) 176.1 (C4),
162.5 (C5), 161.0 (C2), 156.1 (C7), 151.2 (C8a), 132.0 (C4’), 130.4 (C1"), 129.3 (C3, C5), 126.3
(C2, C6’), 124.5 (C8), 109.1 (C3), 108.3 (C4a), 91.3 (C6), 57.0 (C5,70CHs). EM (IE+) m/z 327
[M]+; EMAR-ESI+: m/z 328.08194 [M+H]* (Calculado para Ci7H14sN10e: 328.08211)
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8-amino-5,7-dimetoxi-2-fenil-4H-chromen-4-ona (4)

Hidrogenacion catalizada con Pd/C

Se disolvio el compuesto 3 (1.37 mmol) en 10 mL de THF en un reactor de hidrogenacion,
posteriormente se adicion6 Pd/C (8% en mol). Se colocd hidrogeno a 100 psi y la reaccion se

mantuvo en agitacion durante 30 horas. Se obtuvieron los compuestos 3ay 4.

El compuesto 4 se obtuvo como un sdlido amarillo (80-88%); Pf: 215-217 °C. RMN 'H (500
MHz, CDCls) d (ppm) 7.87 (2H, m, H2’, H6'), 7.51 (3H, m, H3’, H4', HY’), 6.65 (1H, s, H3),
6.49 (1H, s, H6), 4.00 (3H, s, -C7OCHs), 3.96 (3H, s, -C50CHs). RMN *C (125 MHz, CDCls)
O (ppm) 178.3 (C4), 160.6 (C2), 152.6 (C5), 150.5 (C7), 146.3 (C8a), 132.1 (C4"), 131.3 (CT’),
129.2 (C3',C5’), 126.2 (C2’, C6"), 118.3 (C8), 109.2 (C4a), 108.8 (C3), 93.1 (C6), 57.2 (-C50CH:s),
56.7 (-C7OCHs). EM-IE+ m/z 297 [M]+; EMAR-IE+: m/z 297.0998 [M]* (Calculado para
Ci7H1sN1O4: 297.1001).

Calentamiento

A una solucion de cloruro de estano (II) dihidrato (6.18 mmol) en 15 mL de etanol se
adiciono el compuesto 3 (0.618 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a 70 °C durante 7
horas. El disolvente se elimin6 a presion reducida y el residuo se disolvio en acetato de etilo
(50 mL), posteriormente, se agregd una disolucion de NaHCO:s al 5% (75 mL) y se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3 X 50 mL). La fase organica se secé con Na:50: y el
disolvente se elimind en el rotaevaporador. El crudo de la reacciéon se purifico por
cromatografia en columna flash iniciando con diclorometano y aumentando la polaridad
hasta llegar a la mezcla diclorometano: acetato de etilo 50:50. E1 compuesto 4 se obtuvo un

solido amarillo (79 %).

Microondas
En un matraz de fondo redondo conectado a un refrigerante y colocado en un equipo de
microondas, se coloco el compuesto 3 (0.122 mmol), cloruro de estafio (II) dihidrato (1.22

mmol) y etanol (1.5 mL) y se calentd a 70 °C con una potencia de 125 W durante 5 minutos
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y a 85 °C por 5 minutos mas. El disolvente fue eliminado a presion reducida y el residuo fue
disuelto en acetato de etilo (10 mL). Posteriormente se agregd una disolucion de NaHCO:s al
5% (10 mL) y se realizaron extracciones con acetato de etilo (3 X 10 mL). La fase organica se
secd con Na:SOxs y el disolvente se elimind en el rotaevaporador. El crudo de la reaccién se
purifico por cromatografia en columna flash, iniciando con diclorometano y aumentando la

polaridad hasta llegar a la mezcla diclorometano: acetato de etilo 50:50.

Se obtuvieron los compuestos 3b (solido anaranjado, rendimiento < 3%); Pf: 196-197 °C. El
compuesto 4 se obtuvo como un soélido amarillo y con un rendimiento de 79%.

3b: RMN 'H (500 MHz, CDCls) d (ppm) 12.11 (s, 1H, C5-OH), 7.89 (m, 2H, (H2’, H¢")), 7.54
(m, 3H, (H3’, H4', H5")), 6.63 (s, 1H, H3), 6.45 (s, 1H, H6), 3.96 (s, 3H, C7OCHs). RMN 3C
(125 MHz, CDCls) d (ppm) 183.1 (C4), 163.8 (C2), 153.8 (C5), 153.1 (7), 143.9 (C8a), 131.9 (C4),
129.3 (C3, C5'), 126.5 (C2’, C6’), 116.1 (C8), 105.8 (C3), 105.1 (C4a), 95.4 (C6), 56.3 (C7OCHs)
EM-DART+ m/z 284 [M+H]".

N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)-4-nitrobenzamida (4a)

A una disolucion del compuesto 4 (0.362 mmol) en diclorometano (7 mL) se agregé DIEA
(130 uL, 0.735 mmol) y cloruro de 4-nitrobenzoilo (1.1 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo en agitacion por 2.5 horas; posteriormente se agregd agua (10 mL). La fase organica
fue secada con Na2S0s y el disolvente fue evaporado en un rotaevaporador. El crudo de
reaccion fue purificado en cromatografia en columna abierta, iniciando con diclorometano
hasta llegar a una proporcion 1:1 diclorometano: acetato de etilo como sistema de elucion

de.

Se obtuvo el compuesto 4a un sélido amarillo (63%); Pf: 295-296 °C. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) 0 10.22 (s, 1H, -NH-), 8.44 (d, 2H, J=8.77 Hz, H3”, H5"), 8.28 (d, 2H, J= 8.77 Hz,
H2”, H6"), 7.84 (m, 2H, H2’, H¢), 7.44 (m, 3H, H3’, H4’, H5"), 6.80 (s, 1H, H3), 6.78 (s, 1H,
He6), 4.00 (s, 3H, -OCHs), 3.97 (s, 3H, -OCHs). RMN C (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 175.8
(C4), 164.3 (-CONH-), 159.6, 159.4, 159.3, 153.8 (C8), 149.4, 139.6, 131.47 (C4’), 130.9, 130.7,
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129.1 (C2”, C6"), 129.0 (C3’, C5"), 125.7 (C2’, C6), 123.9 (C3”", C5”), 108.1 (C4a) 107.8 (C3),
106.4, 92.9 (C6), 56.5 (-OCHs), 56.38 (-OCHs). EM-IE+ m/z 446 [M]; EMAR-ESI+: m/z
447.12060 [M+H]* (Calculado para C2:H1sN207: 447.11923).

N-butiril-N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)butiramida (4c)

A una disolucion del compuesto 4 (0.176 mmol) en diclorometano (5 mL) se agregé DIEA
(94 pL, 0.154 mmol) y cloruro de butirilo (55 pL, 0.529 mmol). La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion por 40 minutos, posteriormente se agregd 10 mL de agua. La fase
organica fue secada con Na:50s y el disolvente se elimind en un rotaevaporador, el crudo
de reaccion se purificd en cromatografia en columna abierta, iniciando con diclorometano
hasta llegar a una proporcion 7.3:2.6 diclorometano: acetato de etilo como sistema de

elucién. Se obtuvieron los compuestos 4b y 4c.

El compuesto 4b se obtuvo como un sélido blanco (12%). RMN 'H (500 MHz, CDC13) d
(ppm) 7.80 (m, 2H, H2’, H6"), 7.56 (m, 3H, H3’, H4’, H5'), 6.62 (s, 1H, H3), 6.41 (s, 1H, Hé),
3.99 (s, 3H, -COCHs), 3.95 (s, 3H, -COCHs), 2.49 (t, ] =7.5 Hz, 2H, H1""), 1.86 (sext., ]=7.5 Hz,
2H, H2""), 1.08 (t, ] =7.4 Hz, 3H, H3”"). RMN ®C (125 MHz, CDCI3) d (ppm) 177.9 (C4), 172.15
(-CONH-), 161.0 (C2), 160.0 (C5), 158.9 (C7), 154.4 (C8a), 131.9 (C1"), 131.3 (C4’), 129.0 (C3’,
C5), 126.4 (C2’, C6'), 109.1 (C8), 109.0 (C3), 106.8 (C4a), 91.64 (C6), 56.69 (-OCHs), 56.3 (-
OCHs), 38.8 (C17), 19.5 (C27), 14.1 (C3").

El compuesto 4c se obtuvo como un sélido blanco (79%); Pf: 160-162 °C. RMN 'H (700 MHz,
CDCI3) 6 (ppm) 7.70 (m, 2H, H2', H6"), 7.47 (m, 3H, H3',H4', H5'), 6.68 (s, 1H, H3), 6.48 (s,
1H, H6), 4.06 (s, 3H, -OCHs ), 3.97 (s, 3H, -OCHs), 2.60 (t, ] = 7.18, 4H, H1"), 1.66 (sext, | =
7.44, 4H, H2"), 0.90 (t, ] = 7.40 Hz, 6H, H3"). RMN *C (175 MHz, CDCls) d (ppm) 177.3 (C4),
175.7 (-CONH-), 161.6, 160.6 (C2), 159.64, 154.74, 131.65, 131.17, 129.23 (C3',5'), 125.88 (C2/,
C6'), 109.30, 109.08 (C3), 108.90 (C4a), 91.86 (C6), 56.78 (-OCHs), 56.48 (-OCHs), 39.58 (C1"),
18.26 (C2"), 13.80 (C3”). EM-DART+ m/z 438 [M+H]"; EMAR-ESI+: m/z 438.19374 [M+H]*
(Calculado para C2sH2sN1Oe: 438.19166).
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N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)bencenosulfonamida  (4d) y  N-(5,7-
dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)-N-(fenilsulfonil)bencenosulfonamida (4g)

A una disolucién del compuesto 4 (0.208 mmol) en diclorometano (6 mL) se agregaron TEA
(43 pL, 0.312 mmol) y cloruro de bencenosulfonilo (70 pL, 0.540 mmol). La mezcla se
mantuvo en agitacion por 96 horas y para detener la reaccion se adiciond agua (10 mL). La
fase organica se sec6 con Na:SOx y el disolvente se elimind en un rotaevaporador; el crudo
de reaccion fue purificado en cromatografia en columna abierta, iniciando con hexano hasta
llegar a una proporcion 7:3 hexano: diclorometano como sistema de elucién. Se obtuvieron

los compuestos 4d y 4g.

El compuesto 4d se obtuvo como un sélido amarillo claro (24%); Pf.: 274-275 °C. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 9.45 (s, 1H, -SO=NH-), 8.01 (m, 2H, H2’, H6’), 7.68 (m, 2H, H2,
Heé'), 7.52 (m, 4H, H3’, H4’, H5’, H4""), 7.43 (m, 2H, H3"’, H5"), 6.74 (s, 1H, H3), 6.56 (s, 1H,
Hé6), 3.90 (s, 3H, -C7OCHs), 3.54 (s, 3H, -C50CHs). RMN °C (100 MHz, DMSO-ds) d (ppm)
175.6 (C4), 160.8 (C5), 159.7, 159.6, 155.5, 141.7 (C1”), 132.1 (C4’), 131.4 (C4"), 130.8 (C1’),
128.8 (C3’, C5’), 128.6 (C2’, C6"), 126.5 (C2/, C6”), 126.3 C2”, C6™), 107.9, 107.8 (C3), 105.1 (4a),
92.7 (C6), 56.3 (-C7OCHs), 55.9 (-C50CHs). EM-DART+ m/z 438 [M+H]*; EMAR-DART*: m/z
438.10100 [M+H]* (Calculado para C2sH20N106S1: 300.10113)

El compuesto 4d se obtuvo como un sélido blanco (15%); Pf.: 230-231 °C. RMN 'H (400 MHz,
CDCl) d(ppm) 7.97 (m, 4H, H2", H6"), 7.53 (m, 2H, H2', H6"), 7.41 (m, 3H, H3',H4',-H5'), 7.32
(m, 6H, H3",4",5"), 6.56 (s, 1H, H3), 6.34 (s, 1H, H6), 4.05 (s, 3H, -COCHs), 3.60 (s, 3H, -
COCHs). RMN *C (100 MHz, CDCls) d (ppm) 177.1 (C4), 162.9 (C5), 162.7 (C7), 161.2 (C2),
157.3 (C8a), 140.2 (C1"), 133.7 (C4"), 131.1 (C4'), 130.9 (C1"), 129.0 (C2", C6"), 128.8 (C3', C5",
128.6 (C3", C5"), 126.62 (C2', C6'), 109.4 (C8), 109.1 (C3), 104.5 (C4a), 91.6 (C6), 56.8 (-COCHs),
55.9 (-COCHs). EM-DART+ m/z 578 [M+H]*; EMAR-ESI+: m/z 578.09550 [M+H]* (Calculado
para C2oH24N106S2: 578.09433).
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N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)propano-1-sulfonamida (4e)

A una disolucién del compuesto 4 (0.133 mmol) en diclorometano (6 mL) se agregd TEA (56
uL, 0.402 mmol) y cloruro de propanosulfonilo (36 pL, 0.319 mmol). La mezcla se mantuvo
en agitacion por 48 horas y para detener la reaccion se adicioné agua (10 mL). La fase
organica se seco con Na2SOx y el disolvente se eliminé en un rotaevaporador; el crudo de
reaccion se purificd en cromatografia en columna abierta, iniciando con diclorometano hasta

llegar a una proporcién 2:1 diclorometano: acetato de etilo como sistema de elucion.

El compuesto 4e se obtuvo como un solido amarillo (30%); Pf: 240-243 °C. RMN 'H (500
MHz, CDCls) d (ppm) 7.97 (m, 2H, H2’, H6"), 7.50 (m, 3H, H3’, H4" ,H5"), 6.67 (s, 1H, H3)),
6.43 (s, 1H, H6), 4.02 (d, 6H, -C50CH;, -C70OCHs), 3.19 (t, J=7.97, 2H, H1"), 1.99 (sext, ]=7.36
Hz, 2H, H2"), 1.05 (t, J=7.42 Hz, 3H). RMN *C (125 MHz, CDCls) d (ppm) 177.5 (C4), 161.3
(C2), 160.6 (C5), 159.8 (C7), 155.9 (C8a), 131.6 (C4"), 131.4 (C1’), 129.2 (C3’, C5'), 126.6 (C2,
Cé6’), 109.4 (C8), 109.1 (C3), 105.9 (C4a), 91.4 (Cé6), 56.7 (-COCHs), 56.4 (-COCHs), 56.0 (C1”)
17.5 (C2”), 13.2 (C3”). EM-DART+ m/z 404 [M+H]*; EMAR-ESI+: m/z 404.11530 [M+H]*
(Calculado para C20H22N10651: 404.11678).

N-(5,7-dimetoxi-4-oxo-2-fenil-4H-cromen-8-il)metanosulfonamida (4f)

A una disolucion del compuesto 4 (0.205 mmol) en diclorometano (6 mL) se agregd TEA (43
pL, 0.307 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (64 pL, 0.820 mmol). La mezcla se mantuvo
en agitacion por 72 horas y para detener la reaccion se adicion6 agua (10 mL). La fase
organica se secd con NazSO: y el disolvente se elimind en un rotaevaporador; el crudo de
reaccion se purifico en cromatografia en columna abierta, iniciando con diclorometano hasta

llegar a una proporcion 1:1 diclorometano: acetato de etilo como sistema de elucion.

El compuesto 4f se obtuvo como un solido blanco (39%); Pf: 230-232 °C. RMN 'H (500 MHz,
CDCL) d (ppm) 7.97 (m, 2H, H2', H6'), 7.50 (m, 3H, H3', H4', H5'), 6.68 (s, 1H, H3), 6.44 (s,
1H, H6), 4.03 (d, 6H, -COCH3), 3.13 (s, 3H, -COCH3). RMN BC (125 MHz, CDCls) d (ppm)
177.5 (C4), 161.3 (C2), 160.7 (C5), 159.8 (C7), 155.8 (C8a), 131.6 (C4'), 131.3 (C1"), 129.2 (C3,
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C5), 126.5 (C2’, C6), 109.4 (C8), 109.0 (C3), 105.7 (C4a), 91.4 (C6), 56.7 (-COCHz), 56.5 (-
COCHs), 404 (C1”). EM-DART+ m/z 376 [M+H]; EMAR-ESI+: m/z 376.08494 [M+H]*
(Calculado para CisHisN10OsS1: 376.08548).

7-hidroxi-6-nitro-2H-cromen-2-ona (5a), 7-hidroxi-8-nitro-2H-cromen-2-ona (5b) y 7-
hidroxi-3-nitro-2H-cromen-2-ona (5c)

Umbeliferona (10 mmol) se disolvié en THF anhidro, posteriormente se adiciond nitrato de
bismuto (III) pentahidratado (5mmol) y el solido acido (MNT KEFS, tonsil o gel de silice, 0.5
g). La mezcla de reaccion se mantuvo a 40 °C por tres horas. Los solidos fueron filtrados y
el disolvente se conservd en un matraz a temperatura y el disolvente se elimind en el
rotaevaporador. El crudo de reaccién se purificé por cromatografia flash, iniciando con
dicloromentano hasta llegar a la proporcién 9:1 dicloro: acetato de etilo. Se obtuvieron
solidos amarillos correspondientes al compuesto 5a, 5b y 5¢. Los rendimientos colocados en
esta seccion corresponden a los obtenidos al utilizar MNT KFS; los rendimientos de los

compuestos al utilizar los demas solidos acidos se muestran en la Tabla 12.

El compuesto 5a se obtuvo como un sélido amarillo (19.4%); Pf: 200-203 °C; RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds) 0 8.42 (s, 1H, H5), 8.04 (d, ] =9.6 Hz, 1H, H4), 6.98 (s, 1H, H8), 6.41 (d, | =
9.6 Hz, 1H, H3). RMN "C (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 159.2 (C2), 157.3 (C7), 155.1 (C8a),
143.5 (C4), 134.2 (C6), 126.4 (C5), 114.2 (C3), 111.2 (C4a), 105.1 (C8). EM-IE+ m/z 207 [M];
EMAR-ESI+: m/z 208.02359 [M+H]* (Calculado para CoHsN1Os: 208.02460).

El compuesto 5b se obtuvo como un sélido amarillo claro (21.7%); Pf: 204-206 °C; RMN 'H
(500 MHz, DMSO-de) d (ppm) 12.19 (s, 1H, C7OH), 8.05 (d, ] =9.7 Hz, 1H), 7.74 (d, ] =8.8 Hz,
1H), 7.03 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 6.37 (d, ] = 9.6 Hz, 1H). *C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d 158.3,
152.6, 146.2, 144.2, 131.1, 127.9, 113.4, 112.8, 111.2. EM-IE+ m/z 207 [M]"; EMAR-ESI+: m/z
208.02418 [M+H]* (Calculado para CoHsN10Os: 208.02460).
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El compuesto 5¢ se obtuvo como un s6lido amarillo (9.2%); RMN 'H (500 MHz, MeOD-dx) d
(ppm) 8.99 (s, 1H, H4), 7.73 (d, ] = 8.7 Hz, 1H, H5), 6.92 (dd, ] = 8.7, 2.3 Hz, 1H, H6), 6.78 (d,
J=2.2Hz, 1H, H8). RMN *°C (125 MHz, MeOD-d4) d 168.0 (C7), 166.3 (C2), 159.2 (C8a), 154.7
(C3), 145.2 (C4), 134.3 (C5), 116.6 (C6), 110.7 (C4a), 103.4 (C8). EM-IE+ m/z 207 [M]*; EMAR-
ESI+: m/z 208.02484 [M+H]* (Calculado para CoHsN1Os: 208.02460).

6-amino-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (6a)

A una solucién de cloruro de estano (II) dihidrato (12 mmol) en 19 mL de etanol se adiciono
el compuesto 5a (1.2 mmol), la mezcla de reaccion se calentd a 70 °C durante 8 horas. El
disolvente se elimind a presion reducida y el residuo se disolvié en acetato de etilo (70 mL).
Posteriormente se agregd una disolucion de NaHCOs al 5% (100 mL) y se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3 X 70 mL). La fase organica se secé con Na:50s y el
disolvente se elimin6 en el rotaevaporador. El crudo de la reaccidon se purificd por

cromatografia en columna flash, utilizando diclorometano como eluyente.

El compuesto 6a se obtuvo como un sélido amarillo (88 %); Pf.: 223-225 °C. RMN 'H (500
MHz, MeOD-ds) d (ppm) 7.75 (d, ] = 9.4 Hz, 1H, H4), 6.86 (s, 1H, H5), 6.69 (s, 1H, H8), 6.15
(d, ] = 9.4 Hz, 1H, H3). RMN *"C (125 MHz, MeOD- d:) d (ppm) 164.5 (C2), 151.6 (7), 149.9
(C8a), 146.2 (C4), 135.3 (C4a), 113.2 (C6), 112.8 (C5), 112.1 (C3), 102.4 (C8). EM-DART+ m/z
178 [m+H]".

8-amino-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (6b)

A una solucion de cloruro de estafio (II) dihidrato (5 mmol) en 10 mL de etanol se adiciono
el compuesto 5b (0.5 mmol), la mezcla de reaccién se calentd a 70 °C durante 5 horas. El
disolvente se elimino a presion reducida y el residuo se disolvio en acetato de etilo (30 mL).
Posteriormente se agregd una disolucion de NaHCOs al 5% (20 mL) y se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3 X 30 mL). La fase organica se sec6 con Na:50: y el
disolvente se elimind en el rotaevaporador. El crudo de la reaccién se purificé por

cromatografia en columna flash iniciando utilizando diclorometano como eluyente.
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El compuesto 6b se obtuvo un sélido amarillo (82 %); descomposicion: 200-202 °C. RMN 'H
(500 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 7.86 (d, ] =9.43 Hz, 1H, H4), 6.81 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, H5), 6.74
(d, J=8.3 Hz, 1H, H6), 6.15 (d, | =9.41 Hz, 1H, H3). RMN ®C (125 MHz, DMSO-ds) d(ppm)
160.5 (C2), 147.5 (C7), 145.3 (C4), 141.7 (8a), 123.5 (C8), 115.7 (C5), 111.8 (C4a), 111.4 (Co),
111.0 (C3). EM-DART+ m/z 178 [M+H]"; EMAR-ESI+: m/z 178.04971 [M+H]* (Calculado para
CoHsN10s: 178.05042).

N-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-6-il)bencenosulfonamida (7a)

A una disolucién del compuesto 6a (0.484 mmol) en diclorometano (10 mL) se agregd TEA
(100 pL, 0.774 mmol) y cloruro de bencenosulfonilo (86 uL, 0.677 mmol). La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 20 horas, posteriormente
se agrego 15 mL de agua. La fase organica se secd con Na:SOs y el disolvente se elimin en

un rotaevaporador.

El compuesto 7a se obtuvo como un sélido amarillo (50%); Pf: 219-221 °C; RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds) d (ppm) 7.99 (dd, 2H, ] = 8.54, 1.31 Hz, H2’, H6" ), 7.88 (d, ] = 9.6 Hz, 1H,
H4), 7.81 (m, 1H, H4"), 7.65 (m, 2H, H3’, H5")), 7.01 (s, 1H, H8), 6.89 (s, 1H, H5), 6.38 (d, | =
9.5 Hz, 1H, H3). RMN *C d (ppm) (100 MHz, DMSO- ds) 159.9 (C2), 143.9 (C7), 143.7 (C4),
138.1 (C8a), 137.4 (C4a), 135.3 (C4’), 134.4 (C1"), 129.7 (C3’, C5’), 128.5 (C2’, C6'), 118.2 (C6),
116.4 (C3), 112.8 (C5), 110.0 (C8). EM-DART+ m/z 318 [M+H]*; EMAR-ESI+: m/z 318.04287
[M+H]* (Calculado para CisHi2N10Os5:: 318.04362).

N-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-6-il) propano-1-sulfonamida (7b)

A una disolucién del compuesto 6b (0.467 mmol) en diclorometano (10 mL) se agregé TEA
(97 pL, 0.699 mmol) y cloruro de propanosulfonilo (73 pL, 0.649 mmol). La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas, posteriormente
se agrego 15 mL de agua. La fase orgdnica fue secada con Na:50: y el disolvente se elimino

en un rotaevaporador.
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El compuesto 7b se obtuvo como un sélido café (60%); Pf.: 158-160 °C; RMN 'H (400 MHz,
DMSO- de) & (ppm) 7.94 (d, ] =9.4 Hz, 1H, H4), 7.23 (s, 1H, H8), 7.02 (s, 1H, H5), 6.40 (d, ] =
9.5 Hz, 1H, H3), 3.64 (t, ] =7.77, 2H, H1"), 1.85 (sext, | = 7.53, 2H, H2’), 1.02 (t, ] = 7.4 Hz, 3H,
H3’). RMN ®C (100 MHz, DMSO- ds) d (ppm) 160.00 (C2), 144.2 (C7), 143.7 (C4), 138.3 (C6),
137.5 (C8a), 118.1 (C4a), 116.2 (C3), 112.7 (C5), 110.5 (C8), 52.3 (C1’), 16.8 (C2’), 12.5 (C3").
EM-DART+ m/z 284 [M+H]; EMAR-ESI+: m/z 284.05906 [M+H]* (Calculado para
C12H14N10551: 284.05927).

N-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-8-il)-4-nitrobenzamida (7c)

A una disolucion del compuesto 6b (0.508 mmol) en diclorometano (5 mL) se agregd DIEA
(131 pL, 0.762 mmol) y cloruro de 4-nitrobenzoilo (3.048 mmol). La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion por 2 horas, posteriormente se agrego6 agua (10 mL). La fase organica
se secd con Na:SOs y el disolvente se elimind en un rotaevaporador. El crudo de reaccion se
purificéd por cromatografia en columna abierta, iniciando con hexano hasta llegar a una

proporcion 7:3 hexano: acetato de etilo como sistema de elucion.

El compuesto 7¢ se obtuvo como un sdlido amarillo (70%); Pf: 284-285 °C. RMN 'H (700
MHz, DMSO-ds) d (ppm) 10.12 (s, 1H,), 8.40 (d, ] = 8.3 Hz, 2H, H3’, HY’), 8.26 (d, ] = 8.3 Hz,
2H, H2’, H¢’), 8.01 (d, ] =9.5 Hz, 1H, H4), 7.54 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H5), 6.96 (d, | =8.6 Hz, 1H,
He), 6.25 (d, ] = 9.4 Hz, 1H, H3). RMN BC (175 MHz, DMSO-ds) d (ppm) 164.5 (-CONH-),
160.5 (C2), 158.0 (C7), 151.8 (C8a), 149.8 (C4’), 145.4 (C4), 140.0 (C1"), 129.8 (C2’, C6’) 128.2
(C5), 124.1(C3, C5’), 113.6 (C8), 112.4 (C6), 112.0 (C3), 111.8 (C4a). EM-DART+ m/z 327
[M+H]*; EMAR-ESI+: m/z 327.06203 [M+H]* (Calculado para CisHi1N20Os: 327.06171)

N-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-8-il)butiramida (7d)
A una disolucion del compuesto 6b (0.274 mmol) en diclorometano (3 mL) se agregdé DIEA
(73 uL, 0.411 mmol) y cloruro de butirilo (34 uL, 0.328 mmol). La mezcla de reaccion se

mantuvo en agitacion por 1 hora, posteriormente se agrego6 agua (3 mL). La fase organica se
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secd con Na:50s y el disolvente se elimind en un rotaevaporador. El crudo de reaccion se
purifico en cromatografia en columna abierta, iniciando con hexano hasta llegar a una

proporcion 3:1 hexano: diclorometano, como sistema de elucion.

El compuesto 7d se obtuvo como un sélido blanco (60%); Ptf: 179-180 °C. RMN 'H (500 MHz,
CDCls) d (ppm) 10.79 (s, 1H, -NH-), 8.07 (s, 1H, C7OH), 7.67 (d, ] = 9.5 Hz, 1H, H4), 7.23 (d,
J=8.6 Hz, 1H, H5), 6.94 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H6), 6.25 (d, ] = 9.5 Hz, 1H, H3), 2.58 (t, ] = 7.58
Hz, 2H, H1’), 1.83 (sext, | = 7.40 Hz, 2H, H2’), 1.06 (t, ] = 7.40 Hz, 3H, H3’). RMN 3C (125
MHz, CDCl) d (ppm) 174.8 (C1’), 160.1 (C2), 152.9 (C7), 146.3 (C8a), 144.4 (C4), 125.7 (C5),
117.0 (C6), 114.2 (C8), 112.3 (C3), 111.6 (C4a), 39.0 (C1"), 19.4 (C2’), 13.7 (C3’). EM-DART+
m/z 248 [M+H]"; EMAR-ESI+: m/z 248.09208 [M+H]* (Calculado para CisH14sN104: 248.09228)

Actividad antiproliferativa

Las lineas celulares de colon de cancer (HCT-15), cancer de mama (MCF-7), leucemia (K-262
CLM), glia del sistema nervioso central (U-251) y céncer de prostata (PC-3) fueron
adquiridas en el Instituto Nacional del Cancer (Estados Unidos de América).

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 2 mM L-glutamina, 100 IU/ml de penicilina G, 100 ug/ml de sulfato de
esptreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina B. Se incubaron a 37 °C en una atmdsfera con
5% de CO2 y 95% de humedad. Para el ensayo, las células fueron suspendidas en una
solucion al 0.1% de tripsina-EDTA; la viabilidad de las células fue contada usando un
hematocitometro y diluido con medio para tener las siguientes densidades: 5 x 10*
células/ml (SKLU-1, MDA-MB-231) y 7.5 x 10* células/ml (U251, PC-3). Se sembraron 100
ul/pozo de las suspensiones celulares antes mencionadas en placas de 96 pozos y se
incubaron a 37 °C para permitir la adhesion de las células. Adicionalmente se utilizé una
placa como testigo (evaluacion a tiempo cero) en la cual se colocaron los mismos volimenes
de cada linea celular y del blanco (medio de crecimiento RPMI-1640).

Después de 24 horas las células fueron tratadas con 100 puL de los compuestos a evaluar

previamente disueltos en medio RPMI-1640 y DMSO al 1% para después incubarlas por 48
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horas a 37 °C en atmosfera con 5% de CO.. A la placa que se utilizo como testigo tinicamente
se le adicion6 100 puL del medio de cultivo RPMI-1640.

Después de 48 horas las células adheridas fueron fijadas agregando 50 pL de una solucion
fria al 50% (m/vol) de acido trifluoroacético y se incubd a 4 °C por 60 minutos.
Posteriormente, se eliminé el sobrenadante, se realizaron tres lavados con agua y se dejaron
secar a temperatura ambiente. Después, las células fijadas con acido trifluoroacético fueron
tratadas con 100 uL de una solucidn de sulforodamina B (SRB) (0.4% m/vol en 1% de acido
acético) por 30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no unida fue removida con 4
lavados con una solucién de 4cido acético al 1% y la SRB unida fue extraida con 100 uL de
una solucion de base Tris 10 mM no amortiguada. Se determiné la densidad Optica de las
muestras tratadas en un lector de microplacas Bio Kinetis a una longitud de onda de 515

nm. La intensidad del color es directamente proporcional al numero de células vivas.

Evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima Q9DC/T1

La evaluaciéon de la actividad inhibitoria de los compuestos con mayor actividad
antiproliferativa (3, 4b, 4c y 4d) en la enzima Q9DC/T1, se realizé de acuerdo al protocolo
indicado para el kit de ensayo Q9DC (Catalogo #79628, BPS Bioscience). Se prepard una
solucion madre con 6 pL de 5x Kinase assay buffer 1, 1 uL de ATP (500 uM), 10 uL de 5x
CDK substrate pepetide 2 y 8 uL. de agua por pozo; se agregaron 25 pL de esta solucion.
Los compuestos se disolvieron en DMSQO y se prepararon a las concentraciones de 1, 10 y
100 puM con una disoluciéon de DMSO al 1 6 2%. Se agregaron 5 pL de cada concentracion a
cada pozo y se realizé por duplicado. Al blanco y al control positivo se le agregaron 5 puL de
una disolucion de DMSO al 1 6 2%. La enzima fue descongelada y se prepard a una
concentracion de 5 ng/uL utilizando 1x buffer 1. Se agregaron 20 uL a todos los pozos
excepto al blanco. La placa fue incubada a 37 °C durante 45 minutos. Después de este tiempo
se agregaron 50 uL del reactivo Kinase Glo Max a cada pozo y se incubo en obscuridad por
15 minutos. Finalmente se midi6 la luminiscencia un lector de placas Synergy H Bioteck con

un tiempo de integracion de 1 segundo.
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El porcentaje de actividad se calcul6 con la siguiente relacion:

% Actividad = L2 B4 00
0 (Lub - Luc)

En donde:

Lu,: intensidad de luminiscencia del blanco

Lu;: intensidad de luminiscencia en presencia del inhibidor
Lu.: intensidad de luminiscencia del control positivo

Modelado molecular

El modelado molecular fue realizado en el programa de Autodock 4.2.6 usando la estructura
cristalizada de enzima Q9DC con el inhibidor Alvovicidib (flavopiridol) (PDB: 3BLR). Las
moléculas de agua y la cadena B, fueron eliminadas. Posteriormente el ligando
cocristalizado se separd de la cadena A usando el programa Chimera 1.15. La cadena A fue
preparada en Autodock Tools agregando atomos polares de hidrégeno y cargas de Kollman.
Los ligandos fueron construidos en ChemDraw 13.0 y preparados en el programa
Avogadro, realizando una minimizacion de energia empleando el campo de fuerza
MMFF9%4. Para la validacion, flavopiridol fue obtenido directamente de la estructura
cristalogréfica. Se realizé un acoplamiento ciego con una rejilla de 126 A x 126 A x 126 A
centrando la caja en la proteina con la herramienta de AutoGrid. Los parametros usados
fueron algoritmos genéticos con un ndmero de 20 corridas. PYMOL y Discovery Studio

fueron empleados para la visualizacion.
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Abstract: Background: Flavonoids are an important group of natural products because they possess
various biological activities such as antioxidant, anti-inflammatory, and anti-cancer. The modifica-
tion of their structure could improve their biological activities. The nitro group is included in diverse
pharmaceuticals with various biological activities, such as anti-cancer and anti-imflammatory agents.

Objective: The study aimed to introduce a nitro group into the structure of flavonoids in order to
observe how their anti-proliferative, antioxidant, and anti-inflammatory activities change.

Methods: Tn this investigation, we established diverse conditions of aromatic nitration of chrysin (1),
quercetin (2), and naringin (3) flavonoids using bismuth (IIT) nitrate, acetic acid or silica gel, and
NOx gases. The anti-proliferative activity in CaSki, MDA, and SK-LU-1 cancer cell lines and the
anti-inflammatory activity and antioxidant activity of flavonoids and nitro derivatives were evaluated
as well.

Results: As a result, mild nitration conditions were established, and 8-nitrochrysin, 5 nitroquercetin,
and 3’nitronaringin were obtammed. The number and hydroxyl group position m the flavonoid are
important to carry out the nitration reaction. Although chrysin showed higher anti-proliferative activ-
ity than quercetin and naringin, the introduction of the nitro group at C-8 did not improve its anti-
proliferative, antioxidant, and anti-inflammatory activities. On the other hand, the introduction of the
nitro group at C-5" in quercetin structure was important to improve its antioxidant and anti-
proliferative activities on cancer cell lines. The mtroduction of the nitro group at C-3’ in naringin
improved its anti-inflammatory activity, but not its antioxidant and anti-proliferative activities. Chry-
sin, 8-nitrochrysin, quercetin, and 3 -nitroquercetin did not show necrotic activity.

Conclusion: The introduction of a nitro group into flavonoids structure improved their anti-
proliferative, antioxidant, and anti-inflammatory activities. These results promote future investiga-
tions of structural modification on 2-phenylbenzopyran skeleton to optimize their biological activity.

Keywords: aromatic nitration, quercetin, naringin, chrysin, anti-proliferative, antioxidant, anti-inflammatory.

1. INTRODUCTION

Some human diseases are attributed to oxidative stress, a
process where an excessive production of free radicals and
reactive molecules occurs, such as reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS). The imbalance
between the production of ROS and their elimination by
protective mechanisms or antioxidants leads to biomolecule
and cell damage [1]. In this way, cancer initiation and
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Auténoma de México, Ciudad de México, México;
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progression have been linked to oxidative stress and ROS
production because they increase DNA mutations or induce
DNA damage, genome instability, and cell proliferation.
There 1s a relationship between the production of ROS,
chronic inflammation, and cancer [2]. This relation has been
confirmed by anti-inflammatory therapies that show efficacy
in cancer prevention and treatment [3].

Natural products are the main source of bioactive mole-
cules used in disease treatment. Approximately 40% of de-
veloped therapeutic agents approved by the FDA are natural
products, derivatives, or synthetic compounds inspired by
natural products [4]. One important group of natural prod-
ucts is flavonoids because it has been demonstrated that

©2021 Bentham Science Publishers
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these are antioxidant [5-7] and anti-inflammatory [8, 9]
molecules: they are also considered to be one of the most
promising anti-cancer agents [10—12]. Flavonoids are secon-
dary metabolites and have a basic 2-phenylbenzopyran
chemical structure formed by two aromatic rings (A and B)
joined through a pyran ring (C). They can be classified ac-
cording to the degree of oxidation and saturation of the C
ring in flavanone, flavone, flavonol, among others (Fig. 1)
[13]: also, in nature, flavonoids are present as O-glycosides
or C-glycosides [14].

One of the aims of natural product optimization through
structural modification is to enhance the compound’s bio-
logical activity. The natural structure can be modified by
derivation or substitution of the functional groups or altera-
tion of the ring systems. The nitro group 1s a special group
that 1s included in many drugs; among these are anti-
inflammatory and anti-cancer agents [15]. This chemical
group 1s unique because it can generate electron-deficient sites
in the molecule’s structure. Moreover, the introduction of a
nitrogen atom helps in performing further chemical modifica-
tions around this group. Lopes Silva and coworkers reported
the synthesis of nitro-aromatics compounds and evaluated
their cytotoxic activity in cancer line cells, demonstrating that
the nitro group 1s important for cytotoxic activity [16].

Aromatic nitration conditions, using nitric and sulfuric
acid, are well documented in the literature [17]. However, as
phenols are highly reactive, the traditional nitration method
for phenolic compounds i1s generally associated with the
formation of dinitro compounds, oxidized products, and un-
specified resinous materials. This refers to harsh reaction
conditions and low selectivity. Flavonoids are polyphenols,
so these natural products need milder nitration conditions
than other aromatic compounds. Some mild nitration condi-
tions mclude organic acids, metallic nitrates. and acidic clays
[18]. In this work, we used bismuth (III) nitrate as a nitrating
agent and glacial acetic acid or silica gel as an acid catalyst.
A mixture of NOx gases was also generated, including N,O,,
which acts as the nitrating agent. Nitration of phenols and
other aromatic compounds with N;O,4 has been described as
mild conditions [19, 20]. So, the aim of the present mvesti-
gation was to establish mild nitration conditions for chrysin,
quercetin, and naringin, and to evaluate their anti-
inflammatory, antioxidant and anti-proliferative activities.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. General Information

Melting points were determined using a Fisher Scientitfic
apparatus. NMR spectra were run in DMSO-d,; on Brucker

a b

conlv
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Ascend 500 MHz spectrometer with the residual solvent
peak as a reference; the values are given in ppm (8). Mass
spectra were obtained in an MStation JMS-700 mass spec-
trometer on electronic impact positive ion mode. HR-DART-
MS data were obtained with the Jeol AccuTOF JMS-
T100LC mass spectrometry system. HPLC-MS chroma-
togram and mass spectra were obtained in an Agilent 1200
Series Binary SL liquid chromatograph and a Bruker Esquire
6000 mass spectrometer, respectively.

Compound synthesis was routinely checked by thin-layer
chromatography (TLC) on silica gel-G plates of 0.5 mm
thickness, and spots visualization was made with UV light
(254 and 365 nm). Chrysin, quercetin, and naringin were
purchased from Sigma-Aldrich.

2.2. Preparation of Nitro Compounds

2.2.1. 5,7-Dihydroxy-8-Nitro-2-Phenyl-4 H-Chromen-4-One
(1a)

Chrysin (10 mmol) was added to a solution of bismuth
(ITI) nitrate pentahydrate (7.5 mmol) in glacial acetic acid
(50 mL). The mixture was stirred for fifteen minutes at 80
°C: then, water (10 mL) was added and the mixture was
poured into ice-cold water. The precipitate was filtered and
washed with water (2X 100 mL), and then with methanol
(100 mL). The solid was purified by silica gel column chro-
matography using dichloromethane-ethyl acetate (9:1) as the
eluent to give 1a as yellow powder, yield (79%); Mp: 215-
216 °C: '"H NMR (DMSO-d; 500 MHz.) & (ppm) 13.209 (s,
1H, C5-OH), 7.980-7.954 (m, 2H, H-2", 6°), 7.635-7.563
(m, 3H, H-3°.4°.5"), 7.158 (s. 1H, H-3), 6.347 (s, 1H, H-06);
PC NMR (DMSO-d6. 125 MHz) & 181.25 (C-4). 163.06 (C-
2), 162.58 (C-5), 158.45 (C-7), 149.99 (C-8a), 132.49 (C-4"),
129.95 (C-17), 129.29 (C-3",57), 126.35 (C-2",6"), 121.68 (C-
8), 10595 (C-3), 102.89 (C-4a). 99.12 (C-6): MS [EI+]:
(m/z) 299 [M]: HR-DART-MS (positive 1on mode): m/z
300.05121 [M+H]" (Caled. for C;sH,(N;04: 300.05081)

2.2.2.  2-(3,4-Dihydroxy-5-Nitrophenyl)-3,5,7-Trihydroxy-
4H-Chromen-4-One (2a)

This compound was prepared by bubbling NOx gases
formed in an Erlenmeyer flask when anhydrous tetrahydro-
furan (0.4 mL) and nitric acid (0.8 mL, 66%) were added to a
solution of quercetin (1 mmol) in anhydrous tetrahydrofuran
(10 mL) collected in ice bath and stirred for five minutes.
THF was evaporated under vacuum, and the precipitate was
filtered and recrystallized in MeOH to give 2a as orange
powder, vield (20%): Mp: 290 °C (decomp.): 'H NMR

¢ d

Fig. (1). Structure of a) 2-phenylbenzopyran, b) flavanone, ¢) flavone, and d) flavonol.
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(DMSO-d,. 500 MHz) & (ppm) 12.317 (C5-OH) 8.200 (d.1H.
J =22 Hz H6). 7.913 (d. 1H..J = 2.2 Hz. H2"). 6.426 (d.
1H. J =20 Hz H-8). 6.197 (d. 1H. J = 2.0 Hz. H-6). °C
NMR (DMSO-d;. 125 MHz) 8 176.03 (C-4), 164.28 (C-7).
160.80 (C-5). 156.19 (C-8a). 147.63 (C-3"). 144.01 (C-4°).
143.03 (C-2), 137.37 (C-5"), 136.98 (C-3), 121.27 (C-1").
117.54 (C-2°). 114.64 (C-6"), 103.18 (C-4a), 98.42 (C-6),
93.53 (C-8). MS (IE+) m/z 347 [M]; HR-DART-MS m/z
348.03577 [M+H] (Caled. for C;sH;oN; 0 348.03556).

2.2.3. 7-(((25,3R,4S,5S,6R)-4,5-Dihydroxy-6-(Hydroxymethyl)-
3 (((2S,3R,4R,5R,65)-3,4,5-Trihydroxy-6-Methyitetrahydro-
2H-Pyran-2-yl) Oxy) Tetrahydro-2H-Pyran-2-yl) Oxy)-5-
Hydroxy-2-(4-Hydroxy-3-Nitrophenyl) Chroman-4-One

(3a)

This compound was prepared using silica gel as catalyst
(0.5000 g) and with bismuth (III) nitrate pentahydrate
(0.4080 g. 1 mmol) added to naringin (0.580 g, 1 mmol) and
dissolved in THF (10 mL). The mixture was stirred under
reflux until complete consumption of the starting material
was achieved in approximately five hours. The reaction was
monitored by thin layer chromatography using an ethvl ace-
tate, methanol and water solution (7.7:1.3:1) as eluent. The
reaction mixture was filtered and THF was removed under
vacuum. The product was purified by column chromatogra-
phy starting with ethyl acetate followed by ethyl acetate-
methanol (90:10) as eluent, yielding 3a as yellow powder,
vield (50%); Mp 166-167 °C: '"H NMR (400 MHz. DMSO-
ds) 6 (ppm) 12.006 (s, IH, C5-OH), 8.054 (d. J=2.2 Hz, 1H,
H-2°),7.712 (dd, J=8.7,23 Hz, I1H, H-6" ), 7.193 (d, J =
8.6 Hz, 1H H-5"),6.163 (d,J=2.1 Hz. 1H, H-8), 6.109 (d.J
= 2.2 Hz, 1H, H6). 5.662 (dd, J= 13.2, 2.9 Hz, 1H, H-2);
Glucose 5.148 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-1""); Rhamnose 5.108
(d,J=16Hz IH H-1"""), 1.155(d,J=6.2 Hz. 2H, H-6""").
PC NMR (100 MHz, DMSO) 8(ppm) 41.92 (C-3), 77.41 (C-
2), 95.16 (C-8), 96.63 (C-6), 103.26 (C-4a), 119.39 (C-5"),
123.67, (C-27), 129.56, (C-17), 133.58, (C-6"), 136.61 (C-3"),
152.20 (C-47), 16235 (C-8a), 16291 (C-5), 16491 (C-7),
196.56 (C-4); Glucose 60.45 (C-6""), 70.37 (C-4""), 76.89 (C-
57, 76.13 (C-37"), 77.41 (C-2""), 97.44 (C-1""), Rhamnose
18.02 (C-6"""), 68.27 (C-5""), 69.59 (C-3"""), 70.48 (C-27""),
71.82 (C-4"""), 100.39 (C-1"""). MS (ESI-) m/z 624.1 [M-H'T

2.3. Biological Activity
2.3.1. Antioxidant Activity

Free radical scavenging activity was measured using the
Brand-Williams method [21] with modifications; 50 uL of
the different concentrations of flavonoids or nitro flavonoids
were added to 150 pL of a methanolic solution of DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, 133.33 uM) placed in a 96-
well microplate. The mixture was incubated at 37 °C for 30
minutes. After incubation, optical density (OD) was meas-
ured at 515 nm in a Bio-TeK ELx-808 absorbance mi-
croplate reader. Vehicle was used as a negative control and
a-tocopherol as a positive control.

2.3.2. Anti-inflammatory Activity
2.3.2.1._Animals

CD-1 male mice (25-30 g) were provided by the Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM. Animals were housed 1n stan-
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dard cages at a constant temperature of 24 °C with a photop-
eriod of 12 light/dark hours and water and food ad libitum.
All experimental procedures were in accordance with the
protocol approved by the local Animal Ethics Committee
(S/N-902-03 and CICUAL-1IQ-004-17) in compliance with
national (NOM-062- Z0O0-1999) and international regula-
tions on the care and use of laboratory animals.

The anti-inflammatory activity was evaluated using the
12-O-tetradecanoyl-phorboll3-acetate (TPA)-induced ear
edema i vivo murine model. CD-1 male mice groups (n = 3)
were anesthetized with pentobarbital sodium (65.0 mg/kg).
A TPA ethanolic solution (0.25 pg/ul) was applied topically
to the internal and external sides of the right ear of each
mouse (10 pL/side) to induce inflammation. After ten min-
utes, 1 umol of compounds 1-3a and indomethacin dissolved
in 20 puL of the vehicle (methanol, dichloromethane, or ace-
tone) were applied to the inner and outer surfaces of the ear.
The left ear was treated with 10 puL of ethanol and 20 pL of
the vehicle of each compound as a control. Four hours after
the treatment application, the animals were euthanized with
CO,, and circular sections from both ears (7 mm of diameter)
were taken and weighted to calculate the edema as weight
difference between the treated and the non-treated ear.

2.3.3. Anfi-Proliferative Activity
2.3.3.1. Cell Lines and Culture Conditions

The following cell lines were purchased from the Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC Rockville): CaSki,
(cervical cancer), MDA-MB-231 (breast cancer), and SK-
LU-1 (lung cancer). They were cultured in RPMI-1640 me-
dium containing 5% Newborn Calf Serum with red phenol
and supplemented with benzylpenicillin. All cultures were
stored mn a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37 °C.
All cell-based assays were performed using cells in the ex-
ponential growth phase.

2.3.3.2. Cell Proliferation Assay

Assays were performed by seeding 7500 cells/well in 96-
well tissue cultured plates in a volume of 100 uL of RPMI-
1640 medium supplemented with 5% NCS (normal calf se-
rum) per well. Cells were allowed to grow for 24 h in the
culture medium prior to exposure to the compounds. Also,
1% of the vehicle (EtOH) was added to the control cells. The
anti-proliferative activity (ICsy) was determined after 24 h by
crystal violet staining [22]. Cellular density was determined
by measuring absorbance at 590 nm on an Enzyme-linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) plate reader. Cisplatin was
used as a positive control and purchased from Sigma Ald-
rich.

2.3.4. Necrotic Activity
2.3.4.1. Determination of LDH

Necrotic activity was determined by means of the LDH
Cytotoxicity Assay Kit (BioVision), following the manufac-
turer’s instructions. LDH oxidizes lactate to pyruvate, which
then reacts with the tetrazolium salt 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium (INT) to produce forma-
zan. The increase in the amount of formazan generated in the
culture supernatant directly correlates to the mcrease in the
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number of lysed cells. Formazan dye is water-soluble and
can be detected with a spectrophotometer at 500 nm [23].

2.4. Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out by an analysis of
variance (ANOVA) test using SPSS 10.0 for Windows (Mi-
crosoft, Redmond). A p-value <0.05 (Student’s t-test) was
considered significant. In all cases, the data represent three
independent experiments performed in triplicate.

3. RESULTS
3.1. Chemistry

Different mild nitration conditions were established for
flavonoids chrysin (1), quercetin (2), and naringin (3).
Scheme 1 shows nitration conditions: for chrysin, the best
nitration conditions mvolved bismuth (III) nitrate pentahy-
drate in glacial acetic acid; NOx gases mix was the best reac-
tion condition for quercetin; and naringin was nitrated with
bismuth (IIT) nitrate pentahydrate and silica gel in THF as
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dissolvent. The products 8-nitrochrysin (la, 79%), 5°-
nitroquercetin (2a, 20%) and 3’-nitronaringin (3a. 50%)
were obtained.

3.2. Antioxidant Activity

Antioxidant activity was evaluated by DPPH free radical
scavenging assay. The results in Table 1 show that the activ-
ity of derivate 2a was better than compound 2 and o-
tocopherol, the positive control. These ICs, values indicate
that the incorporation of the nitro group in C-5" was impor-
tant to improve the activity of quercetin. Compounds 1, 3,
and their derivatives did not exhibit antioxidant activity at a
concentration of 100 uM; and the introduction of the nitro
group did not improve this activity.

3.3. Anti-inflammatory Activity

The anti-inflammatory activity of flavonoids and their nitro
dervatives was evaluated by in vivo TPA-induced ear edema at
a dose of 1 mg/ear. Table 2 shows edema mean and inhibition
rate, and indomethacin was used as a positive control.

HO,

HO''

HO

2a

NO,
HO

3a

a) Bi(NO;); SH,O0, glacial acetic acid. 80 “C, yield:1a (79%). 3a (38%) : b) NOx (THF, HNO;),
ice bath. yield: 2a (20%): €) Bi(NO;); 5H,0. silica gel. THF. reflux, yield: 3a (50%).

Scheme 1. Reaction of nifration of chrysin (1), quercetin (2), and naringin (3).
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Table 1. ICs;q values for inhibition of DPPH radical of flavon-
oids and nitro derivatives.
Compound ICs Values (uM) for Inhibition of DPPH Radical
DPPH -
1 -
la -
2 15.6x£0.6*
2a 10.7+0.1*
3 _
3a -
o-tocoferol 41.15+0.14

*The values represent the mean of three different experiments (n = 3) + SEM. T-test was
applied, and compounds 2 and 2a exhibited a statistically significant difference (p=<0.05).
-None was active at 100 pM.

3.4. Anti-Proliferative Activity

To determine the effect of the introduction of one nitro
group in chrysin, quercetin, and naringin structures over anti-
proliferative activity, the concentration required of chrysin,
quercetin, and its nitro derivatives to inhibit the proliferation
of CaSki, MDA-MB-231. and SK-Lu-1 was calculated by
the half-life (ICs0). 7500 cells were cultured for 24 h with 2,
4,6,8,10, 12, 14, 16, 45 and 65 pg/mL of compounds 1, 1a,
2, and 2a. Compound 3 and 3a were evaluated at 0.75, 1.5, 3,
6,12, 25,50 and 100 pg/mL. After 24 h, the number of cells
was evaluated using crystal violet staining, and cisplatin was
used as the positive control. Table 3 shows ICs, values in
CaSki, MDA-MB-231, and SK-LU-1 cancer cell lines.

3.5. Necrotic Activity in Tumor Cells

In order to evaluate the amount of necrosis induced by
different molecules. the necrotic activity of compounds 1-2a
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was evaluated to determine whether they mduce necrosis.
CaSki, MDA-MB-231, and SK-LU-1 cell cultures were ex-
posed to the compounds at the 1Cs, values shown in Table 3;
compounds 3 and 3a were not evaluated. The amount of
LDH released mnto the culture supernatant after the treatment
was used as a measure of the loss of plasma membrane in-
tegrity. The cancer cell lines were treated with Triton X-100
1% 1n independent experiments, and the LDH release was
adjusted to 100% to serve as a positive control.

4. DISCUSSION
4.1. Chemistry

Each flavonoid presented a different kind of reactivity
under the nitration conditions evaluated. In this manner. the
best nitration conditions of chrysin were established with
bismuth (IT) nitrate in glacial acetic acid to obtain com-
pound 1a with a yield of 79%. Scheme | shows chrysin ni-
tration conditions. Other investigations have reported the
synthesis of 8-nitrochrysin using nitric and acetic acid, with
a yield of 70% [24-26]. It was possible to obtain a similar
yield with this reaction compared to the yields obtamed
when using nitric and sulfuric acid in other investigations.
The formation of other nitration compounds was not de-
tected, so the nitration was regioselective at the C-8, ortho
C7-OH position in the A ring. This was the ring most acti-
vated by hydroxyl groups bound to the C5 and C7 positions.
Some nitration reactions of phenols with acetic acid and me-
tallic nitrates, such as calcium nitrate [27] or copper (II) ni-
trate [28], suggest the formation of small concentrations of
HNO; that generate nitronium ions, which favor a nitration
reaction through an electrophilic aromatic substitution
mechanism. With these nitration conditions, we provided
another method of obtaining nitro flavones with a similar
hydroxylation pattern. The use of silica gel, bismuth (III)
nitrate in THF, and heating did not generate nitrate com-
pounds, and chrysin was recovered. The NOx gas mixture
was not applied to chrysin in the search for nitration condi-
tions for this flavonoid. Comparing the degree of acidity in
the nitration conditions of chrysin with silica gel and glacial

Table 2. Anti-inflaimmatory activity of flavonoids and nitro derivatives by TPA-induced ear edema assay.
Compound Dose (mg/ear) Edema Mean + SEM (mg) Inhibition Rate (%)
Control (CHsCI) 1 15.77£0.56 -
1 1 13.20+0.71° 16.28
la 1 11.43+£0.26 27.48
Control (CH;OH) 1 17.43+0.30
2 1 12.10£0.46™ 30.59
2a 1 11.83+0.38™ 32.12
3 1 15.43 £0.62° 11.47
3a 1 12470447 28.49
Indomethacin 0.36 2.84+1.28 94.97

The values represent the mean = SEM of three independent experiments. ANOVA was performed followed by Tukey’s multiple comparison tests, and there existed statistical signifi-

cance * (P<0.05) among the control group and * compound 3 with 3a, 2. and 2a compounds.
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Table3. TheICsy of compounds 1-2a in cancer cell lines CaSki, MDA-MB-231 and SK-LU-1.
- ICs pg/mL (uM)
Compound/Cell Line CaSki MDA-MB-231 SK-LU-1
1 6(23.6) 10 (39.4) 8(31.5)
1a 8 (26.8) 9 (30.1) 6(20.1)
2 39(129.1) 55(182.1) 39 (129.1)
2a 32(92.2) 20(57.6) 25(72.0)
3 - - -
3a - - -
Cisplatin 1.67 (5.54) 237(7.87) 136 (4.52)
- No activity at 100 pg/mL
Chrysin (1) 8-Nitrochrysin (1a)
1o B Caski e uCaski
100 B MDA-MB-231 100 BMDA-Mb-231

= SK-Lu-1

% LDH leakage
&
<

Control DMSO

Triton X-100 6108
Treatment
Quercetin (2)
120
100 m CaSki
. 1
» = MDA-Mb.231
= - Sk-lu-1
Lu-
2 50
=
(=] a
b L0
R
0 T e
Triton X-100 Contraol EtOH Quercetin
Treatment

W SK-Lu-1

% LDH leakage
Z

Control DMSO 896

Triton X-100
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5'-Nitroquercetin (2a)

120 m CaSki
u MDA-MB-231

100 =

" SK-Lu-1

.
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—

©
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X
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Control DMSO 322025
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Fig. (2). Evaluation of the necrosis of compounds 1, 1a, 2, and 2a on CaSKi, MDA-MB-231, and Sk-LU-1 cultures. Experimental data are
presented as mean + S.D. for three independent experiments with three repetitions. *P 0.05 versus DMSO (ANOVA followed by Tukey's
test). (4 higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).

acetic acid, this flavonoid required a condition of higher
acidity to generate the nitration product.

The melting pomt of 1a compound was 215-216 °C,
closer to the melting point 224 °C, which was reported in
other investigation [25]. The compound melted in a range of
one degree, and the HR-DART-MS of 8-nitrochrysin showed
an ion peak at m/z 300.05121 [M + H]  (caled. for
C,5sH;(N;Og: 300.05081), indicating the presence of the nitro
derivative.

Quercetin is a polyphenol that differs from chrysin in a
catechol group in the B ring and a hydroxyl group at C-3.

These characteristics present in its structure favor its prop-
erty to oxidize in acid medium or the presence of metals.
This could be verified by placing quercetin in the presence of
bismuth (IIT) nitrate, silica gel in THF, and heating where the
reaction mixture was darkened and unstable compounds
were generated, being difficult to separate and identify. On
the other hand, applying other nitration conditions with gla-
cial acetic acid and bismuth (IIT) nitrate under heating, a
solid insoluble in organic solvents and water was formed;
this solid was evaluated by EPR, and an organic radical was
detected (Supplementary Material). Thus, side reactions
were favored as a result of free radicals formation due to the
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presence of bismuth (IIT) nitrate or an acid medium. Taking
these considerations into account, quercetin was nitrated
with a mix of NOx gases formed by THF oxidation with
HNOj;. Among the chemical species formed, N,O, has been
reported, which 1s considered as a nitrating agent [29]. Ortho
C4'-OH nitration occurred and 5 -nitroquercetin was ob-
tained under aforementioned conditions without any type of
hydroxyl protective group. Despite this fact, the yield ob-
tained was low, and no other product of the reaction was
identified.

In the literature, there are no reports on the synthesis of
S'-nitroquercetin. In addition to the low reaction yield ob-
tained in this work, the absence of reports in the literature on
the synthesis of this compound can be attributed to the low
redox potential of quercetin [30], making it difficult to obtain
the nitro derivative under strong reaction conditions because
of the side reactions generated.

The formation of 5'-nitroquercetin allowed us to propose
the formation of the C4'-O" phenoxy radical since theoretical
studies show that it is the most stable quercetin radical [31].
This radical reacted with N,O,, which was formed within the
nitrogen oxide gas mixture by the oxidation of THF with
HNO; [32].

The HR-DART-MS of 5 -nitroquercetin showed an ion
peak at m/z 348.03577 [M + H] (caled. for C,sH;;N,Oq:
348.03556), indicating the presence of nitro group and the
expected molecular 1on.

The proton NMR spectrum displayed two doublets (J =
2.2 Hz) at 8 6.197 and 6.426 ppm corresponding to H6 and
H8, respectively, and only two doublets with /=22 Hz at &
7.913 and 8.200 ppm corresponding to H2” and H6’, respec-
tively. Therefore the substitution occurred in ring B in C5
position because no signal was observed in the proton spec-
trum with ortho coupling constants. Some important *Jex
correlations were observed between C2 and C4° with H2’
and H6°, and some “Jeg correlations were displayed between
C5” with C6” and C3° with H2’; these correlations are shown
on the structure displayed in Fig. (3).

OH O

Fig. (3). Some important 3 Jer and 2Jeg correlations of 5 *-nitroquercetin.

Naringin, a glycoside flavonoid, was commercially ac-
quired as an enantiomeric mix. Nitration reaction conditions
using glacial acetic acid and bismuth (IIT) nitrate were suffi-
cient to yield 2-R,S 3'-nitronaringin (38%) with a change in
the degree of acidity when using silica gel, bismuth (III) ni-
trate in THF and heating. 2-R,S 3'-nitronaringin was gener-
ated at 50% of vield, and other products were not detected.
On the other hand, naringin with the gas mixture NOx as a
nitration condition generated a complex mixture of unidenti-
fied compounds.
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Some authors suggest that the interaction of bismuth (IIT)
nitrate with the free hydroxyl group located in the multi-
metallic structure of the silica gel 1s important for the forma-
tion of the nitronium ion and to carry out an aromatic elec-
trophilic substitution [33, 34]. The nitration occurred in the
ortho position at C4’-OH in the B ring, and changes were
observed in the signals of the protons in this ring of the
product. The AA'BB' system of naringin (1) changed to the
ABC system in 3'-nitronaringin because of the mono substi-
tution. The proton NMR spectra of compounds 3a showed a
set of additional signals, which were overlapped. Some sig-
nals were slightly distinguishable, and others were observed
as multiplets. The presence of a side signal close to the other
set of signals has been observed in enantiomeric mixtures of
O-glycosylated flavanones, where O-glycosylation at C7-O
is the reason that protons can be slightly distinguishable in
'H NMR experiment [35].

Some important *Jeg correlations in the HMBC experi-
ment were observed between CI” with H5’, C2° with H6’,
C3” with H5” and C4” with H2” and H6” for 3 nitronaringin.
These carbon-proton correlations showed that the substitu-
tion was carried out at C3' position, as shown in Fig. (4).

R:GlcRha 3a

. . 3 . .
Fig. (4). Some important "Jg correlations in compound 3a.

The number and position of the hydroxyl groups were
important in carrying out the nitration of the flavonoids. In
this manner, nitration was favored in the B ring over ring A
if the B ring had at least one hydroxyl group. However, the
presence of the catechol group favored side reactions over
the reaction of nitration.

4.2. Antioxidant Activity

The DPPH free radical scavenging method is the first
approach to determine the antioxidant potential of a com-
pound [36]. Many flavonoids are recognized for having a
good antioxidant activity. The primary mechanism by which
they act is attributed to the ability to donate a hydrogen atom
or to electron transfer [37-39]. The results in Table 1 show
that quercetin is the only flavonoid that exhibited DPPH
radical trapping activity because this flavonoid possesses all
the structural characteristics, such as the catechol group in
ring B, a double bond between C2=C3 conjugated with the
ketone at C4, a hydroxyl group at C3 and C5. It has been
reported in other researches that it also acts as a good free
radical scavenger |5, 40, 41].

The activity of derivate 5’-nitroquercetin was better than
quercetin and o-tocopherol, the positive control. The ICs,
values of quercetin and 5 -nitroquercetin were 15.6x0.6 and
10.720.1 uM, respectively. There existed a significant dif-
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terence; therefore, the mtroduction of the nitro group at posi-
tion C5° improved its antioxidant capacity, being even better
than the positive control.

Chrysin does not have hydroxyl groups in ring B and at
(3, so 1t did not present DPPH radical scavenging activity at
concentrations less than 100 puM. In the same way, naringin
did not show DPPH radical scavenging activity at concentra-
tions below 100 uM because C7-O-glycosylation reduced
radical scavenging activity, possibly by a steric effect and
the missing double bond between C2=C3. The C3 hydroxyl
and catechol groups in ring B decreased the positions to de-
localize electrons [40, 42]. The introduction of the nitro
group was only important in the quercetin molecule at posi-
tion C5', favoring an increase in the ability to donate a hy-
drogen atom to the DPPH radical.

4.3. Anti-Inflammatory Activity

The application of TPA produced an inflammatory re-
sponse n mice ears, leading to massive edema formation and
an influx of neutrophils [43]. Different investigations on the
anti-inflammatory effects of flavonoids have been con-
ducted. Tt has been observed that they can act as free radical
scavengers or inhibit enzymes related to the mflammatory
process [44]. In this work, the results shown in Table 2 indi-
cate that chrysin (16.28%) and 8-nitrocrhysin (27.48%) ex-
hibited moderate anti-inflammatory activity. Still, the nitro
group at position C8 did not generate a significant increase
in the inhibition of edema. In other investigations, it has been
reported that structural modifications at the C8 and C6 posi-
tions in the chrysin molecule change its anti-inflammatory
properties [45]; for example, the presence of 4-pyridinyl
group at position C8 improved its anti-inflammatory activity
via inhibition of enzymes and mediators related to inflamma-
tory processes [46, 47].

In the same manner as chrysin, quercetin (30.59%) and
S’-nitroquercetin = (32.12%) exhibited moderate anti-
inflammatory activity, but the introduction of the nitro group
at position C5” did not generate any change in inhibition of
edema. On the other hand, the introduction of the nitro group
at position C3” in naringin, compound 3a (28.49%), pro-
duced a significant decrease in inflammation compared to
naringin (11.47%). Neither flavonoid nor its nitro derivative
reduced edema like indomethacin (94.97%) did.

There are several quercetin studies at the preclinical level
related to the decrease of an immuno-inflammatory response
in various diseases [48, 49]. In the same way, naringin has
been shown to be effective in reducing the expression of
signaling factors associated with the inflammatory response
[50]. However, no study on biological activity has been
found in the literature for the S5'-nitroquercetin and 3'-
nitronaringin compounds. In relation to the 3 -nitronaringin,
an improvement in the reduction of edema was observed in
comparison with the starting compound: this can be ex-
plained by the fact that naringin and 3'-nitronaringin were
the molecules with the highest polarity in this study and the
application of the compounds was carried out topically, so
the reduction of edema may be influenced by the polarity of
the molecules and the rate of absorption through the skin
[51]. It could be interesting to explore the anti-inflammatory
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activity of nitro derivates in other models, which will allow
us to precisely elucidate the effect of the nitro group.

4.4. Anti-Proliferative Activity

All the flavonoids had lower anti-proliferative activity
than the positive control. Still, this work showed that the
structure of the flavonoid and the introduction of the nitro
group produced a change in its activity. In this way, the ICsq
values of chrysin were the lowest in the three cell lines, but
they did not show a significant difference with respect to 8-
nitrochrysin, suggesting that the nitro group at the C-8 posi-
tion 1s not important for the anti-proliferative activity im-
provement. However, an investigation report about 8-
nitrocrhysin showed anti-proliferative activity in the MDA-
MB-453 cancer cell line and induced apoptosis [52]. This
information 1s consistent with the results of this work.

The ICsq value of 5’-nitroquercetin in three cancer cell
lines was lower than those obtained with the starting com-
pounds, indicating an improvement in the anti-proliferative
activity. In the literature, there are no reports on the anti-
proliferative activity of 5’ -nitroquercetin. These results show
a first approximation of the effect of the nitro group on the B
ring, ortho to C4'-OH. This relevance is due to the impor-
tance that quercetin has acquired in cancer treatments.

Naringin and 3 -nitronaringin did not inhibit cancer cell
proliferation, so the nitro group did not improve the anti-
proliferative activity of naringin. In addition, other research
regarding the anti-proliferative activity of naringin indicates
an ICs, value of 750 uM to inhibit the cell growth of human
cervical cancer [53], supporting the absence of activity of
this flavonoid in our results since the maximum concentra-
tion evaluated was 172 uM.

The flavone structure of chrysin and 8-nitrochysin pre-
sented the lowest ICs, values in comparison with the fla-
vonol structure of quercetin and 5’ -nitroquercetin. This indi-
cates that flavone could be an interesting base structure to be
modified in the search for compounds with better anti-
proliferative activity.

4.5. Necrotic Activity in Tumor Cells

Our results show that these flavonoids inhibit tumor cell
proliferation without inducing necrotic cell death nor any
significant activity of the LDH enzyme. This suggests that
any compound can induce necrosis in CaSki, MDA-MB-231,
and SK-LU-1 cancer cells. This is important when we con-
sider that the side effects of some natural and synthetic
molecules induce necrosis [54]. Fig. 2 shows that no ICs
value in the different cancer cell lines has a significant dif-
ference between the control and the vehicle. This confirms
that compounds 1, 1a, 2. and 2a do not induce necrosis.

Quercetin, chrysin, and naringin are some of the most
abundant flavonoids in nature and are recognized for having
various biological effects. Small changes in their substitution
patterns allow increasing or decreasing these activities.
However, these compounds naturally do not have nitrogen in
therr structure. This work represents an opportunity to obtain
new nitrogenous compounds. Still, the low redox potential of
some of them makes them labile under harsh reaction condi-
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tions, making 1t difficult to modify the structures of these
molecules.

In this work, we obtained nitro flavonoids, implementing
mild reaction conditions, and provided a first approximation
of the effect of the nitro group in derivatives 1a, 2a. and 3a
on anti-inflammatory, antioxidant, and anti-proliferative re-
sponses. Therefore, we will implement future structural
modifications on 2-phenylbenzopyran skeleton with the aim
to improve the biological activities of these compounds.

CONCLUSION

The present findings show that flavonoid nitration condi-
tions were established without the use of a hydroxyl protec-
tive group. The number and position of the hydroxyl group
are important to carry out nitro aromatic substitution; the
presence of catechol group makes the molecule labile under
nitration conditions. 8-Nitrochrysin (1a), 5'-nitroquercetin
(2a), 3'-nitronaringin (3a) as derivatives were obtained. The
antioxidant, anti-inflammatory, and anti-proliferative activi-
ties of the starting compounds and nitro derivatives were
evaluated. Although chrysin showed higher anti-proliferative
activity than quercetin and naringin, the introduction of the
nitro group at C-8 did not improve its anti-proliferative, anti-
oxidant, and anti-mflammatory activities. On the other hand.
the introduction of the nitro group at C-5" in quercetin struc-
ture was important to improve its antioxidant and anti-
proliferative activities on cancer cell lines. The introduction
of the nitro group at C-3° in naringin improved its anti-
mnflammatory activity, but not its antioxidant and anti-
proliferative activities. Chrysin, 8-nitrochrysin, quercetin,
and 5’ -nitroquercetin did not show necrotic activity, which is
essential In promoting future investigations of structural
modification on 2-phenylbenzopyran skeleton to optimize
the biological activity of these compounds.
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LDH = Lactate Dehydrogenase
ppm = Parts Per Million
'HNMR =  Proton Nuclear Magnetic Resonance
EPR = Electron Paramagnetic Resonance
J =  Coupling Constant
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Jen = A Two-Bond Carbon Hydrogen Coupling
) = Chemical Shift
ETHICS APPROVAL AND CONSENT TO
PARTICIPATE
Not applicable.

HUMAN AND ANIMAL RIGHTS

No Animals/Humans were used for studies that are the
basis of this research.

Letters in Drug Design & Discovery, 2021, Vol. 18, No. 0 9

CONSENT FOR PUBLICATION
Not applicable.

AVAILABILITY OF DATA AND MATERIALS
Not applicable.

FUNDING

This work was supported by SEP-CONACYT, Investiga-
c16n Cientifica Basica (253979), Consejo Nacional de Cien-
cia y Tecnologia (Scholarships 662794 awarded to R. T. H
and 255881 awarded to H. L. M.), Direccion General de
Asuntos del Personal Académico-Programa de Apoyo a
Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnologica, Uni-
versidad Nacional Autéonoma de Meéxico (AG200418,
IN216718,227919).

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest, financial or
otherwise.

ACKNOWLEDGEMENTS

Rosario Tavera Hernandez 1s thankful to Programa de
Maestria v Doctorado en Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional Auténoma de México and Instituto de Quimica,
UNAM. The authors are thankful to Beatriz Quiroz Garcia.
Isabel Chavez Uribe, Luis Velazco Ibarra, Francisco Javier
Pérez Lopez, Maria del Rocio Patiflo Maya, Virginia Gémez
Vidales, Lucia del Carmen Marquez, Lucero Mayra Rios
Ruiz and Eréndira Garcia for technical assistance, and Pro-
fessor Rafael Tbarra Contreras for reviewing the English lan-
guage. Jesus I. Alvarado Sansininea is thankful to Conacyt
for supporting his postdoctoral stay.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Spectral data of compounds and ICs, values of the anti-
proliferative activity are given in the Supplementary Material
section.

REFERENCES

[1] Durackova, Z. Some current insights into oxidative stress. Physiol.
Res., 2010, 59(4),459-469.
PMID: 19929132

[2] Kundu, JK.; Surh, Y-J. Emerging avenues linking inflammation
and cancer. Free Radic. Biol. Med., 2012, 52(9),2013-2037.
http://dx doi.org/10.1016/j freeradbiomed.2012.02.035 PMID:

22391222

[3] Gonda, T A; Tu, S.; Wang, T.C. Chronic inflammation, the tumor
microenvironment and carcinogenesis. Cell Cycle, 2009, 8§(13),
2005-2013.
http://dx doi.org/10 4161/cc.8.13.8985 PMID: 19550141

[4] Chen, J.; Li, W.; Yao, H.; Xu, J. Insights into drug discovery from
natural products through structural modification. Fitoterapia, 2015,
103,231-241.

http://dx doi.org/10.1016/j fitote.2015.04 012 PMID: 25917513

[5] Rice-Evans, C. Flavonoid antioxidants. Curr. Med. Chem., 2001,
8(7).797-807.
http://dx .doi.org/10.2174/0929867013373011 PMID: 11375750

[6] Heim, KE.; Tagliaferro, AR.; Bobilya, D.J. Flavonoid antioxi-
dants: chemistry, metabolism and structure-activity relationships. J.
Nutr. Biochem., 2002, 13(10), 572-584.



10 Lefters in Drug Design & Discovery, 2021, Vol. 18, No. 0

M

[8]

[

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

23]

http://dx.doi.org/10.1016/50955-2863(02)00208-5 PMID:
12550068

Herndndez-Rodriguez, P.; Baquero, L.P.; Larrota, H.R. Flavonoids:
potential therapeutic agents by their antioxidant capacity Bioactive
Compounds; Elsevier, 2019, pp. 265-288.
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00014-1
Candiracei, M.; Piatti, E.; Dominguez-Barragan, M., Garcia-
Antras, D.; Morgado, B.; Ruano, D.; Gutiérrez, J.F.; Parrado, J.;
Castafio, A. Anti-inflammatory activity of a honey flavonoid ex-
tract on lipopolysaccharide-activated N13 microglial cells. J. Agric.
Food Chem., 2012, 60(50), 12304-12311.
http://dx.doi.org/10.1021/j£302468h PMID: 23176387

Pan, M-H; Lai, C-S.; Ho, C-T. Anti-inflammatory activity of natu-
ral dietary flavonoids. Food Funct., 2010, 1(1), 15-31.
http://dx.doi.org/10.1039/c0fo00103a PMID: 21776454
Kandaswami, C.; Lee, L-T.A.; Lee, P-P.H.; Hwang, J.J.; Ke, F.C.;
Huang, Y.T.; Lee, M.T. The antitumor activities of flavonoids. In
Vivo, 2005, 19(5), 895-909.

PMID: 16097445

Chahar, M K.; Sharma, N.; Dobhal, M P ; Joshi, Y.C. Flavonoids:
A versatile source of anticancer drugs. Pharmacogn. Rev., 2011,
5(9), 1-12.

http://dx.doi.org/10 4103/0973-7847.79093 PMID: 22096313
Ravishankar, D.; Rajora, AK.; Greco, F.; Osborn, HM.T. Fla-
vonoids as prospective compounds for anti-cancer therapy. Int. J.
Biochem. Cell Biol., 2013.45(12),2821-2831.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel 2013.10.004 PMID: 24128857
Marais, J P.J.; Deavours, B.; Dixon, R A.; Ferreira, D. The Chemis-
try of Flavonoids.The Science of Flavonoids; Grotewold, E., Ed.;
Springer: New York, 2006, pp. 1-46.
http://dx.doi.org/10.1007/978-0-387-28822-2_1

Cazarolli, LH.; Zanatta, L.; Alberton. EH.; Figueiredo, M.S.;
Folador, P.; Damazio, R.G.; Pizzolatti, M.G.; Silva, FR. Fla-
vonoids: prospective drug candidates. Mini Rev. Med. Chem., 2008,
8(13), 1429-1440.

http://dx.doi.org/10.2174/138955708786369564 PMID: 18991758
Xiao, Z.; Morris-Natschke, S.L.; Lee, K-H. Strategies for the op-
timization of natural leads to anticancer drugs or drug candidates.
Med. Res. Rev., 2016, 36(1), 32-91.
http://dx.doi.org/10.1002/med 21377 PMID: 26359649

Lopes, M.S.; de Andrade Sena, C.F.; Silva, B.L.; de Souza, CM.;
Ramos, J.P.; Cassali, G.D.; de Souza-Fagundes, EM.; Alves, R.J.;
de Oliveira, M.C.; de Oliveira, RB. Synthesis of nitroaromatic
compounds as potential anticancer agents. Anticancer. Agents Med.
Chem., 2015, 15(2),206-216.
http://dx.doi.org/10.2174/1871520614666141114201749 PMID:
25403167

Reagents and methods of aromatic nitration.Olah, G.A.; Malhotra,
R.; Narang, SC., Eds; Nitration: Methods and Mechanisms;
Wiley-VCH, 1989.

Vekariya, RH.; Patel, HD. Selective nitration of phenolic com-
pounds by green synthetic approaches. Synili. Comimun., 2014, 44,
2313-2335.

http://dx.doi.org/10.1080/00397911 2014 896925

Zolfigol, M.A.; Madrakian, E.; Ghaemi, E.; Niknam, K. PEG-
N,Oy: An efficient nitrating agent for the selective mono- and dini-
tration of phenols under mild conditions. Synth. Commum., 2008,
38,3366-3374.

http://dx.doi.org/10.1080/00397910802136706

Shir1, M.; Zolfigol, M.A.; Kruger, H.G; Tanbakouchian, Z. Ad-
vances i the application of N,O/NO, m organic reactions. Tefra-
hedron, 2010, 66,9077-9106.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tet 2010.09 057

Brand-Williams, W.; Cuvelier, M .E.; Berset, C. Use of a free radi-
cal method to evaluate antioxidant activity. Lebensm. Wiss. Tech-
nol., 1995, 28,25-30.
http://dx.doi.org/10.1016/5S0023-6438(95)80008-5

Kueng, W.; Silber, E.; Eppenberger, U. Quantification of cells
cultured on 96-well plates. Anal. Biochem., 1989, 182(1), 16-19.
http://dx.doi.org/10.1016/0003-2697(89)90710-0 PMID: 2604040
Fotakis, G.; Timbrell, J.A. In vifro cytotoxicity assays: comparison
of LDH, neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines
following exposure to cadmium chloride. Toxicol. Lett., 2006,
160(2),171-177.

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2005.07.001 PMID: 16111842

[24]

[26]

[27]

[28]

[34]

[39]

[40]

[41]

[42]

Tavera-Herndndez et al.

Larget, R.; Lockhart, B.; Renard, P; Largeron, M. A convenient
extension of the Wessely-Moser rearrangement for the synthesis of
substituted alkylaminoflavones as neuroprotective agents in vifro.
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10(8), 835-838.

http://dx doi.org/10.1016/S0960-894X(00)001104 PMID: 10782697
Gao, H., Kawabata, J. «-Glucosidase inhibition of 6-
hydroxyflavones. Part 3: Synthesis and evalvation of 2.3.4-
trihydroxybenzoyl-containing  flavonoid  analogs and  6-
aminoflavones as a-glucosidase inhibitors. Bioorg. Med. Chen.,
2005, 13(5), 1661-1671.

http://dx doi.org/10.1016/).bme.2004.12. 010 PMID: 15698784
Zhang, W.; Ding, X; Li, Z. Synthesis of 2-phenoxyl-2-oxo-1.4,2-
oxazaphosphinanes from a three components reaction. Phosploris
Sulfur Silicon Relat. Elem., 2020, 195, 359-366.

http://dx doi.org/10.1080/10426507.2019.1700417

Bose, AK. Ganguly, S.N.; Manhas, M.S. Microwave promoted
rapid nitration of phenolic compounds with calcium nitrate. Tefra-
hedron Lett., 2006, 47, 1885-1888.

http://dx doi.org/10.1016/] tetlet.2006.01.094

Yadav, U.; Mande, HM_; Ghalsasi, P.S. Nitration of phenols using
Cu(NO,),: green chemistry laboratory experiment. J. Chem. Educ.,
2012, 89,268-270.

http://dx doi.org/10.1021/ed100957v

Jiménez-Estrada, M.; Ayala, J.; Reyes-Chilpa, R. Nitracién de
productos naturales con anillos furdnicos y benzofuranicos. Rev.
Latinoam. Quim., 1999,27 81-88.

Pietta, P-G. Flavonoids as antioxidants. J. Nat. Prod., 2000, 63(7),
1035-1042.

http://dx doi.org/10.1021/np9904509 PMID: 10924197

Rong, Y.; Wang, Z.; Wu, I.; Zhao, B. A theoretical study on cellu-
lar antioxidant activity of selected flavonoids. Spectrochim. Acta A
Mol. Biomol. Spectrosc., 2012, 93,235-239.

http://dx doi.org/10.1016/j.saa.2012.03.008 PMID: 22484257
Svetlakov, N.V.; Nikitin, V.G.; Orekhova, A.O. Oxidation of tetra-
hydrofuran and 14-butanediol with nitric acid. Russ. J. Appl.
Chem., 2002, 75, 669-671.

http://dx doi.org/10.1023/A:1019550005170

Matsumoto, T.; Yamauchi, A.; Ishikawa, J. Solid-phase aromatic
nitration with Mg(NO;), on silica gel. Int. J. Org. Chem. (Irvine),
2017,7,1-11.

http://dx doi.org/10.4236/ijoc.2017.71001

Samajdar, S.; Becker, F.F.. Banik, B.K. Surface-mediated highly
efficient regioselective nitration of aromatic compounds by bis-
muth nitrate. Tetrahedron Letr., 2000, 41, 8017-8020.

http://dx doi.org/10.1016/S0040-4039(00)01397-6

Maltese, F.; Erkelens, C.; van der Kooy, F.; Choi, Y H. Identifica-
tion of natural epimeric flavanone glycosides by NMR spectros-
copy. Food Chem., 2009, 116, 575-579.

http://dx doi.org/10.1016/j foodchem.2009.03.023

Kedare, S B ; Singh, R.P. Genesis and development of DPPH method
of antioxidant assay. J. Food Sci. Technol., 2011, 48(4),412-422.
http://dx doi.org/10.1007/s13197-011-0251-1 PMID: 23572765
Amic, D.; Davidovi¢-Amié, D.; Beslo, D.; Rastija, V.; Lucié¢, B.;
Trinajsti¢, N. SAR and QSAR of the antioxidant activity of fla-
vonoids. Curr. Med. Chent., 2007, 14(7), 827-845.

http://dx doi.org/10.2174/092986707780090954 PMID: 17346166
Leopoldini, M.; Russo, N.; Toscano, M. The molecular basis of
working mechanism of natural polyphenolic antioxidants. Food
Chem., 2011, 125,288-306.

http://dx doi.org/10.1016/j foodchem.2010.08.012

Imai, K.; Nakanishi, I.; Ohkubo, K. Synthesis of methylated quer-
cetin analogues for enhancement of radical-scavenging activity.
RSC Advances, 2017, 7, 17968-17979.

http://dx doi.org/10.1039/C7TRA02329D

de Queiroz Ferreira, R.; Greco, S.J.; Delarmelina, M.; Weber, K.C.
Electrochemical quantification of the structure/antioxidant activity
relationship of flavonoids. Electrochim. Acta, 2015, 163, 161-166.
http://dx doi.org/10.1016/j electacta.2015.02.164

Sekher Pannala, A.; Chan, T.S.; O’Brien, PJ.; Rice-Evans, C A.
Flavonoid B-ring chemistry and antioxidant activity: fast reaction
kinetics. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2001, 282(5), 1161-1168.
http://dx doi.org/10.1006/bbre 2001 4705 PMID: 11302737

Xiao, J. Dietary flavonoid aglycones and their glycosides: Which
show better biological significance? Crit. Rev. Food Sci. Nuir.,
2017.57(9), 1874-1905.



Synthesis of Chrysin, Quercefin and Naringin Nitroderivatives

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

PMID: 26176651

Williams, MR ; Azcutia, V.; Newton, G .; Alcaide, P.; Luscinskas.
F.W. Emerging mechanisms of neutrophil recruitment across endo-
thelium. Trends Inmmumnol., 2011, 32(10), 461-469.
http://dx.doi.org/10.1016/j.it.2011.06.009 PMID: 21839681

Shukla, R.; Pandey, V.; Vadnere, G.P.; Lodhi, S. Chapter 18. Role
of flavonoids in management of inflimmatory disorders.Watson
RS, Preedy VR (eds) Bioactive Food as Dietary Interventions for
Arthritis and Related Inflammatory Diseases, 2nd ed.; Elsevier Inc,
2019, pp. 293-322.

Luo, J.; Park, H. Synthesis of 8-Triazolochrysin Analogs Through
Click Reaction. Bull. Korean Chem. Soc., 2014, 35, 3645-3646.
http://dx.doi.org/10.5012/bkes.2014.35.12.3645

Lim, H. Jin, JH; Park, H.; Kim, H.P. New synthetic anti-
inflammatory ~ chrysin  analog,  5.7-dihydroxy-8-(pyridine-
d4yDflavone. Eur. J. Pharmacol., 2011, 670(2-3). 617-622.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2011.09.010 PMID: 21946106
Che, H; Lim, H; Kim, H.P.; Park, H. A chrysin analog exhibited
strong inhibitory activities against both PGE, and NO production.
Eur.J. Med. Chem., 2011, 46(9), 4657-4660.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2011.04.044 PMID: 21719163
Salehi, B.; Machin, L.; Monzote, L.; Sharifi-Rad, J., Ezzat, S.M.;
Salem, MA ; Merghany, R M.; El Mahdy, NM ., Kilic, C.S_; Sytar,
O.; Sharifi-Rad, M.; Sharopov, F.; Martins, N.; Martorell, M.; Cho,
W.C. Therapeutic potential of quercetin: new insights and perspec-
tives for human health. ACS Omega, 2020, 5(20), 11849-11872.

[49]

[50]

511

[52]

[53]

[54]

Letters in Drug Design & Discovery, 2021, Vol. 18, No. 0 11

http://dx.doi.org/10.1021/acsomega 0c01818 PMID: 32478277
Chirumbolo, S. The role of quercetin, flavonols and flavones in
modulating inflammatory cell function. Inflamm. Allergy Drug
Targets, 2010, 9(4),263-285.
http://dx.doi.org/10.2174/187152810793358741 PMID: 20887269
Chen, R; Qi, Q-L.; Wang, M-T.; Li, Q-Y. Therapeutic potential of
naringin: an overview. Pharm. Biol., 2016, 54(12),3203-3210.
http://dx.doi.org/10.1080/13880209.2016.1216131 PMID:
27564838

Beledo, JF.; Simén, J A A.; Martinez, AM. Farmacologia hii-
mana, 6a. ed; Barcelona: Elsevier Spain, 2014.

Zhao, X-C; Cao, X-C_; Liu, F.; Quan, M.F.; Ren, K.Q.; Cao, ].G.
Regulation of the FOXO3a/Bim signaling pathway by 5.7-
dihydroxy-8-nitrochrysin in MDA-MB-453 breast cancer cells.
Oncol. Lett., 2013, 5(3), 929-934.
http://dx.doi.org/10.3892/01.2012.1077 PMID: 23425937

Ramesh, E.; Alshatwi, A.A. Naringin induces death receptor and
mitochondria-mediated apoptosis in human cervical cancer (SiHa)
cells. Food Chem. Toxicol., 2013, 51,97-105.
http://dx.doi.org/10.1016/ fct.2012.07.033 PMID: 22847135

Wu, C-A; Yang, Y-W. Induction of cell death by saponin and
antigen delivery. Pharm. Res., 2004,21(2),271-277.
http://dx.doi.org/10.1023/B:PHAM.0000016239 04067 .66 PMID:
15032308



	Portada
	Resumen
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación
	4. Hipótesis
	5. Objetivo General   6. Objetivos Particulares
	7. Consideraciones Preliminares
	8. Resultados y Discusión
	9. Conclusiones
	10. Sección Experimental
	11. Referencias
	12. Anexos



