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3-amino-1-1{m-trifluorometil]-2-pirazolina
Concentracion inhibitoria (50%)
Concentracion letal media (50% de muertes)
Enzimas ciclooxigenasas

Dimetilsulfoxido

Densidad dptica

Difenil-p-picrilhidrazil

Factor derivado del endotelio
Fluorouridina monafosfato

Linea de células de cdncer cervicouterino
Linea tumoral de células epidermoides de laringe
Linea de macrdfagos murinos

Linea de células de leucemia
1-(3,3-difenilproptl)-3-amino-2-pirazoli

1-(3,3-difenilpropil)- 3 amino-5 metil-2-pirazolina

Lipooxigenasa

lipopolisacdrido
3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona
Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintasa
Antiinflamatorios no esteroides

Linea de células tumorales de préstata
Prostaglandinas

Polimorfonucleares

Sulfanilamida/N-(1-nafiil) etilend;
Especies reactivas de dxido de nitrégeno
Sistema Nervioso Ceniral

Sulfato

Sulforrodamina

Tricloro acético

12-O-terad lforbol-13

Células Glia del Sistema Nervioso Central (tumorales)




INTRODUCCION

Las pirazolinas son compuestos coloridos caracterizados por su estructura ciclica
con dos dtomos de nitrégeno y la presencia de un doble enlace; en general
presentan un punto de ebullicidn elevado cuando estdn en forma liquida y un bajo
punto de fusion si son sdlidos. Su bajo peso molecular le permite ser soluble en
agua pero mientras éste se incrementa, se vuelve mas soluble en disolventes
organicos.

E! procedimiento general de sintesis, es la reaccion de hidrazinas alifaticas o
aromaticas en presencia de compuestos o, f-insaturados. Esta reaccion se lleva a
cabo en una gran variedad de condiciones (Encyclopedia of Chemical Technology,
1982).

Estructura de las tres formas tautomeéricas conocidas de pirazolina

El valor en el drea de sintesis radica en parte por la generacion de compuestos con
actividad terapéutica, area en la que continuamente se realizan estudios
destinados a la blsqueda de nuevos medicamentos. £n México, esta bisqueda de
nuevos principios activos se encuentra aln en pleno desarrollo ya que hay cientos
de plantas y compuestos sintéticos que ameritan ser estudiados. Para ello se
realizan pruebas bioldgicas de seleccion, las cuales consisten en la determinacion
del efecto bioldgico de los compuestos mediante bioensayos estandarizados que
permiten seleccionar los compuestos que presentan actividad (Mata, 2000).

v
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ANTECEDENTES

SINTESIS DE COMPUESTOS

Los compuestos evaluados en el presente trabajo fueron sintetizados por los
Quimicos Fernando Ortega Jiménez y Carifio Morales en el Laboratorio de
Inorganica 4 del instituto de Quimica de la UNAM siguiendo el método de A.
Thullier, en donde la condensacién de una molécula de acetona y una molécula de
disulfuro de carbono, genera el intermediario 1-(1,3-ditiolan-2-iliden)-acetona el
cual, en medio basico, da origen al compuesto II. En la siguiente fase, el uso de
hidrazina adicionado al compuesto II permitié la formacion de un pirazol, el cual
posteriormente se acetild con cloruro de acetilo con el objeto de tener una mayor
estabilidad en la molécula y asi dar origen a los derivados de pirazolina
(Thullier,1959)

Esquema 1. Mecanismo de sintesis

cm’u\% j no_NeOH
oM
R=H, p-Cl, p-Br y m-NOs o " B v .
SRR o 5
. 1YHN-NH: cm/LN__N ;
E{OH _>
2) cHscoct s

R=H, p-Cl, p-Br ¥ n-NO:
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De las moléculas evaluadas, el compuesto I, Trans-4-fenil-3-buten-2-ona ya es
conocido y comercializado por Aldrich®. El IT solo se diferencia del primero por la
presencia del ditiolan. La estructura general presentada por el compuesto III que
contiene ademas del nlcleo pirazol, un grupo acetilo; permanece en los siguientes
compuestos pero con la adicion de el sustituyente metanitro se generd el
compuesto IV y con los halégenos para-Br y para-Cl se generaron los compuestos
V y VI respectivamente. La caracterizacion de estas estructuras se realizd mediante
métodos espectroscopicos.

Esquema II. Estructuras de las moléculas evaluadas. I: materia prima, II:
precursor, III-VI: derivados de pirazolina (dihidropirazoles).

l'e) o S“>
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1- - Trans-4-fenil-3-buten-2-ona Trans-4-fenil-1-(1,3-ditiolan-2-iliden)
-3-buten-2-ona
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1-Acetil-5-fenil-3-(1,3-ditiolan-2-iliden)- 1-Acetil-5-fenil-3-( 1,3-ditiolan-2-

’ | H-4.5-§ihidropirazol iliden)-1H-4,5-dihidropirazol
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Vi

1-Acetil-5-(4-bromofenil)-3-(1,3-ditiolan- 1 -Acelj175-(4-clorofenil.)-_3 -(1 ,}-ditiolan-
2-iliden)-1H-4,5-dihidropirazol 2-iliden)-1H-4,5-dihidropirazol

ESTUDIOS PREVIOS DE COMPUESTOS CON EL GRUPO PIRAZOLINA

El uso de pirazolinas se ha sugerido para fluorescentes dpticos, también se han
reportado derivados con actividad insecticida y algunas pirazolinas sulfonilurea han
mostrado actividad hipoglucémica en ratas (Encyclopedia of Chemical Technolgy,
1982).

En la década de los setenta el grupo de Higgs reporto que el compuesto derivado
de pirazolina BW755C inhibia las enzimas COX y LOX de las plaquetas (Higgs,
1979). Posteriormente en modelo /n vivo de inflamacion el BW755C mostré una
significativa actividad antiinflamatoria y una importante inhibicion sobre la
migracion de leucocitos (Higgs, 1980). Por otra parte Robak y Duniek compararon
la actividad del BW755C y 2 derivados : KD 785 y KD 679 sobre COX y LOX de
vesiculas seminales y microsomas plaquetarios. Los resultados confirmaron la
significativa actividad inhibitoria del BW 755C sobre LOX y COX, en cambio los
compuestos KD mostraron poseer una pobre actividad inhibitoria; estos resultados
sugirieron que la actividad del BW se debia al sustituyente triflucrometil y
probablemente a una accion como atrapador de radicales libres (Robak, 1982). En
la inflamacién inducida con acido araquiddnico en la oreja de raton, el BW755C
también ha mostrado actividad antiinflamatoria, esta actividad se ha atribuido a su
accion inhibitoria sobre ambas enzimas, asi como a su capacidad para atrapar
radicales libres que se generan durante la biotransformacion del acido
araquidonico (Robak, 1982. Carlson, 1985).
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BW755C MCI-186
3-amino-1-[m-trifluorometil}-fenil-2-pirazolina 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona.

La peroxidacidn lipidica causada por especies reactivas de oxigeno juega un papel
importante en el desarrollo del edema cerebral y tejidos isquémicos. El MCI- 186
ha mostrado ampliamente efectos ventajosos sobre varios modelos de isquemia en
cerebro. La inyeccion intravenosa de este compuesto atentia el edema isquémico y
postisquémico inducido en cerebro por Ia oclusién de arterias cerebrales de rata.
Ademas de la accion anti-isquémica del 3-metil-1-fenil-2- pirazolin-5-ona también
se le ha atribuido actividad como atrapador de radicales libres (Satoshi, 1997).
Recientemente, Giithan y colaboradores sintetizaron 1-(4-ariltiazol-2-il)-3,5-diaril-2-
pirazolina y mas de 30 derivados, de los cuales evaluaron 13 sobre la actividad
hipotensiva usando el método de oclusion de la vena caudal en rata. Todos los
compuestos examinados presentaron apreciable actividad antihipertensiva (Giilhan,
2000).

GENERALIDADES Y BIOENSAYOS APLICADOS EN FARMACOGNOSIA
Entre las principales causas de mortalidad mundial se encuentra el cancer,
enfermedad caracterizada por un crecimiento irregular de células; destaca en ella
la invasion a los tejidos que rodean el punto inicial y su propagacion a otras partes
del cuerpo que pueden ser tejidos o sistemas (King, 1997). Muchas de las células
que derivan de tumores son capaces de multiplicarse y expresar en los cultivos
descendientes algunas de las propiedades de la célula de origen, tales células
pueden ser propagadas indefinidamente como linea celular. Por lo general crecen
6
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mejor si estan unidas a una superficie lisa y tipicamente dejan de crecer cuando se
ha formado una capa continua o confiuente sobre la superficie de la placa o frasco
de cultivo (Alberts, 1994).

Actualmente se conocen mejor los requerimientos nutricionales de las células
eucariontes, las cuales pueden crecer en un medio sintético con el agregado de
una pequefia cantidad de suero (Davidson, 1979). Se distinguen tres tipos de
cultivos: primarios, secundarios y lineas establecidas. Estas ultimas se han
adaptado al crecimiento /in vitro por una transformacion cancerosa. Las lineas
establecidas son muy Utiles como modelo para el estudio del cancer, siendo HelLa
una de las mejor conocidas y estudiadas (De Robertis, 1988).

En la investigacion sobre el cancer, se han dedicado muchos esfuerzos a la
busqueda de formas para curar la enfermedad exterminando las células
cancerosas sin afectar a las células normales (King, 1997) por lo que se han
buscado sustancias y técnicas novedosas, Utiles en el tratamiento del cancer y asi,
el Instituto Nacional de Cancer ha implementado una investigacion in vitro
orientada al descubrimiento de farmacos con actividad anticancerigena en el que
se mide la actividad citotoxica o inhibidora de crecimiento sobre una amplia
diversidad de lineas celulares de tumores humanos (Alley, 1988).

Las pruebas /n vitro proporcionan la Clsy, lo que va a servir como parametro de
selectividad y potencia respecto a los farmacos de referencia (Monks, 1991). El
ensayo emplea un método colorimétrico en el que se mide el contenido de
proteinas de las células que se adhieren a la base de una microplaca de 96 pozos
utilizando SRB, un colorante anidnico que se une a residuos de aminoacidos
bésicos en células que han sido fijadas con acido tricioroacético, asi, entre mayor
sea la Densidad Optica, mayor sera el contenido de proteinas y por ende menor la
inhibicidn del crecimiento celular (Alley, 1988. Monks, 1991).

Por otra parte, entre los bioensayos empleados para pruebas de seleccion, destaca
por su sencillez y economia la determinacion de la letalidad producida por distintos
compuestos en Artemia salina (Meyer, 1982, Solis, 1993). Este organismo es un
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crustdceo perteneciente a la Subclase Braquiopoda, el cual vive en medio acuatico
y de alta saliridad, posee un ciclo de vida dependiente de las temperaturas e
iguaimente lo es su habilidad para producir quistes de los cuales eclosionan las
larvas luego de permanecer 48 hrs. a una temperatura entre 22 y 28°C (Dexter,
1959), ademas es un material biologico valioso tanto para la investigacion como
para la ensefianza de disciplinas como genética, biologia molecular, fisiologia,
embriologia y toxicologia entre otras (Castro, 1993).

Debido a su habitat limitado, no existe gran diversidad de especies pero la sencilla
capacidad de cultivo y su corto ciclo de vida la han hecho adecuada para
numerosos estudios ecologicos como el monitoreo de la calidad del agua, toxicidad
de mezclas cuimicas, metales, aceites dispersantes y micotoxinas (Meyer, 1982).
En el campo de la toxicologia se han realizando estudios para comparar el efecto
téxico de compuestos en ésta y otras especies con fines predictivos, también se
han evaluado los efectos, dinamica y acumulacion de contaminantes en distintos
niveles troficos (Sorgeloos, 1997).

Otro proceso involucrado en numerosas lesiones y enfermedades es la inflamacion,
que es una reaccion local del tejido conectivo y vascular que se desencadena a
consecuencia de una lesion celular (Bowman, 1984). Los medios y/o sistemas para
provocar la respuesta inflamatoria incluyen traumatismo mecanico, radiacion,
lesion quimira directa, lesion secundaria quimica o bioquimica, organismos
invasores y finalmente reacciones de tipo antigeno-anticuerpo. Las reacciones
inflamatorias generalmente se dividen en dos tipos: agudas y crénicas (Bowman,
1984). La inflamacion aguda, a nivel microscdpico involucra una serie de eventos
que incluye la dilatacion de arterias, venas y capilares con un incremento en la
permeabilidad vascular, liberacion de fluidos y proteinas plasmaticas, asi como la
migracion de leucocitos polimorfonucleares hacia el area afectada (Litter, 1988).
Cuando la inflamacion aguda persiste, ésta puede desarrollarse en un proceso
crénico siendo capaz entonces de producir dafio, algunas veces aiin mayor que €l
agente productor, por lo que es necesario frenar dicho proceso mediante farmacos
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antiinflamatorios (Litter, 1988). Los farmacos mas conocidos y utilizados para
combatir los signos de la inflamacién son los NSAID. Esta categoria incluye muy
diversos compuestos que casi nunca tienen relacion estructural alguna pero
comparten algunas actividades terapéuticas y efectos colaterales. Casi todos ellos
inhiben las actividades de COX-1 y COX-2, y con ello, inhiben también la sintesis
de prostaglandinas y tromboxanos. Los antiinflamatorios de esta categoria casi
nunca inhiben la formacion de eicosanoides como los leucotrienos que contribuyen
a la inflamacion, ni modifican la sintesis de otros mediadores inflamatorios
(Goodman & Gilman, 1996).

Se han desarrollado numerosos modelos para evaluar la actividad antiinflamatoria
tanto /n vivo como /n vitro. Los modelos in vitro proporcionan informacion acerca
de los posibles mecanismos de accion de los compuestos, mientras que los
modelos in vivo permiten estimar la potencia y la eficacia de compuestos
antiinflamatorios (Cirino, 1998).

Los modelos animales de inflamacion /n vivo, pueden ser de tipo vascular, celular,
inmunoldgico, asi como de proliferacion y diferenciacion. La proliferacion epidermal
puede ser faciimente estimulada en piel de animales (rata o ratén) con
aplicaciones tdpicas de n-hexano o ésteres de forbol, de éstos, el TPA ha sido
utilizado para inducir edema y evaluar la accion de sustancias potenciaimente
antiinflamatorias (Paya, 1993. Young, 1983). Aunque no esta bien definida su
accion en la induccién de inflamacion por aplicacion tdpica de agentes irritantes, se
tienen evidencias de que el TPA incrementa los niveles de endoperdxido y PGG;
formados a partir del acido araquidonico los cuales se asocian con el edema
(Young, 1983).

Por otra parte, el NO es sintetizado del atomo terminal guanidino nitrégeno del
aminoacido L-arginina por la enzima NOS (lalenti, 1992). Esta molécula es un
potente agente vasodilatador producido por el endotelio, participa como regulador
de la presidn sanguinea y también es un constituyente toxico de la contaminacion
ambiental y el humo del cigarro, reacciona con el oxigeno para generar RNOS que
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pueden ejercer graves efectos sobre los sistemas bioldgicos (Nims, 1996). Los
métodos mas cominmente empleados para el analisis del NO en soluciones
acuosas son: 1) analisis de nitritos por el reactivo de Griess, 2)
quimioluminiscencia y 3) reacciones con oxihemoglobina (Wink, 1996). In vitro, el
NO es liberado por el endotelio vascular de las células en respuesta a una variedad
de sustancias como bradiquinina e histamina. También es formado por macrofagos
activados por lipopolisacarido (LPS) o citocinas, ademas, algunos agentes como
glicégeno, carragenina y mediadores de inflamacion (Leucotrieno B4) inducen o
incrementan la formacion y liberacion de EDRF/NO a partir de células PMNs
(Lyons, 1995).

El NO participa en cada uno de los eventos que ocurren durante la inflamacion
como son vasodilatacion, alteraciones en la integridad endotelial, adhesion
vascular y migracion de células inflamatorias, como molécula protectora en
inmunoregulacion y mediador del dolor (Lyons, 1995). El papel del NO en la
inflamacion puede depender no sdlo de su habilidad para incrementar la
permeabilidad vascular o formacion del edema, posiblemente por incremento local
del flujo sanguineo; sino también de la biosintesis de PGs pro inflamatorias debido
a la activacion de COX (Sautebin, 1995).

El macrofago murino estimulado con Lipopolisacarido de £. coli (LPS) o bien con
citosina, produce grandes cantidades de NO porque en éstas células abunda la
NOS inducible. El ensayo de Griess es un método simple para determinar la
produccion de oxido nitrico cuantificado como nitritos en cultivos celulares. El
reactivo de Griess adicionado al sobrenadante de ios cultivos celulares convierte el
nitrito a un grupo azo purpura el cual se cuantifica fotométricamente (Green,
1982).

Un mecanismo relacionado con los procesos anteriores es el efecto antioxidante
cuyas especies quimicas involucradas son los radicales libres. Estos radicales
pueden ser un atomo o molécula que contiene uno o mas electrones no
apareados. El adjetivo libre ha sido usado para subrayar el hecho de que un radical
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puede ser capaz de existir independientemente. Estos radicales libres son
producidos continuamente en células como productos del metabolismo y también
existen fuentes exdgenas. La reaccion mas importante de los radicales libres en
céiulas aerobias involucra al oxigeno molecular y sus radicales derivados -anion
superdxido y radical hidroxilo-, peréxido y metales de transicion (Loeckie, 1999).
Se ha observado la intervencion de los radicales libres derivados del oxigeno, como
mediadores importantes de la lesion y dafio celular, no solamente son especies
quimicas altamente reactivas sino que también se involucran directa o
indirectamente en varios desdrdenes clinicos tales como la ateroesclerosis, cancer,
inflamacion, ulceracion gastrica entre otros, ademas, juegan un papel importante
en algunos procesos de desorden del SNC (Balz Frei, 1994. Roberfroid, 1995).

Las células han desarrollado un mecanismo de defensa antioxidante para prevenir
la formacion de radicales libres y limitar sus efectos dafiinos. Estos mecanismos
incluyen enzimas para inactivar perdxidos, proteinas para secuestrar metales de
transicién y una variedad de compuestos para atrapar radicales libres (Loeckie,
1999).

Como se ha mencionado previamente, los leucocitos y otras células fagociticas
combaten agentes bioldgicos extrafios al organismo con ‘NO, Oz, H0; y "OCl, una
poderosa mezcla oxidante. Estos nrotegen al hombre de la muerte por infeccidn,
pero causa mutaciones y dafio oxidativo al DNA, ademas contribuye al proceso
carcinogénico. Los antioxidantes aparecen para inhibir algunas de las patologias de
la inflamacién (Balz Frei, 1994), mientras que algunos agentes diversos como la
infeccion crénica, niveles altos de hormonas particulares, o quimicos a ciertas dosis
causan dafo celular resultando en incremento de la division celular y por
consiguiente un mayor riesgo de cancer. Los oxidantes forman una clase
importante de agentes que estimulan la division en la célula lo cual puede
relacionarse al estimulo que ocurre durante el proceso inflamatorio que acompafia
la curacidn de heridas. Los antioxidantes pueden disminuir la mutagénesis y por
consiguiente, la carcinogénesis, de dos maneras: reduciendo el dafio oxidativo de
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ADN y disminuyendo la division de las células lo que disminuiria la incidencia de
una amplia variedad de canceres humanos. Antioxidantes como los tocoferoles,
ascorbato y p—caroteno pueden neutralizar la induccién de cancer en roedores por
una variedad de carcindgenos. Dos de las mayores causas de cancer, humo del
cigarro e inflamacidn crénica, parecen involucrar oxidantes en su mecanismo de
accion. Casi todos los estudios epidemiolégicos que han examinado la relacion
entre los niveles de antioxidante y el cancer pulmonar inducido por cigarro
muestra significancia estadistica del efecto protector de los antioxidantes y ademas
ayudan a proteger contra los efectos carcinogénicos de la inflamacion cronica (Balz
Frei, 1994).

JUSTIFICACION

Existen muchos compuestos que se sintetizan para revisar métodos empleados,
probar nuevas reacciones, corroborar y mejorar técnicas; pero la mayoria de
ocasiones no se les busca utilidad o actividad alguna. En el Instituto de Quimica se
llevan a cabo numerosas sintesis y en este caso, en el laboratorio de Inorganica 4
se ha trabajado con el grupo pirazol, fue asi que, recopilando informacién acerca
de este nucleo, se encontraron pocas referencias enfocadas a su papel bioldgico,
tomando entonces la decision de evaluar compuestos que poseyeran este grupo
con diversos sustituyentes; teniendo también la posibilidad de ser compuestos
nuevos y por tanto conocer algunas de sus propiedades en sistemas bioldgicos.
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OBJETIVOS

Con base en la informacion recopilada y expuesta anteriormente en introduccidn y
antecedentes, se plantean los siguientes objetivos.

GENERAL

*Evaluar la actividad citotdxica y antiinflamatoria en derivados de pirazolina
(dihidropirazoles)

PARTICULARES

* Determinar en el bioensayo con larvas de Artemia salina la CLsp de los derivados
de pirazolina

* Determinar en lineas celulares cancerosas la ClLsp de los dihidropirazoles

* Evaluar la actividad antiinflamatoria de derivados de pirazolina en el modelo de
edema inducaido con TPA en la oreja de raton

* Determinar si los derivados de pirazolinas inhiben la produccion de NO en
cultivos de macrofagos murinos

* Determinar si los derivados de pirazolina poseen actividad antioxidante

* Correlacionar los indices de toxicidad y actividad antiinflamatoria obtenidos de
los bioensayos /n vivo e in vitro de los derivados de pirazolina



MATERIAL Y METODOS

Toxicidad en Artemia salina. Para el experimento se emplearon quistes de
Artemia salina (Brine shrimp) comerciales. £l medio para incubar los quistes fue
agua de mar artificial (Instant Ocean, 38g/!) preparada con agua destilada, filtrada
y conservada en refrigeracion hasta su uso. En un recipiente se colocaron
aproximadamente 100ml de la solucidon de agua de mar artificial y 5mg de quistes
de Artermia (Brine shrimp), la mitad del recipiente fue cubierta con papel aluminio
para proporcionar oscuridad y mantenida en incubacion a una temperatura de 25 -
28°C durante 48 horas, después de este tiempo, las larvas eclosionadas se
colectaron con una pipeta Pasteur y se transfirieron a un vial de cristal
transparente de 10 mi para facilitar su observacion. Con una micropipeta
Eppendorf se colectaron 10 larvas en 100ul y se depositaron suavemente en los
pocillos de una microplaca de 96 pozos. Con el compuesto puro se prepard una
solucion madre 20mM en DMSO, a partir de ésta se preparé una serie de
soluciones a las siguientes concentraciones: 2000, 620, 200, 62 y 20 uM en
soluciéon de agua de mar, con el fin de que al agregar 100l al pocillo, se diluyera
al 50% con los 100ul previamente depositados con las larvas, quedando las
concentraciones finales de 1000, 310, 100, 31 y 10uM. Las soluciones para los
controles pciitivos se prepararon a las mismas concentraciones y de la misma
manera empleando los siguientes farmacos como referencia: Adriamicina,
Dactinomicina, Colchicina, Podofilotoxina y 6-mercaptopurina en el mismo
disolvente; el grupo blanco llevé unicamente solucion de agua de mar. Por
triplicado se adicionaron 100l de cada concentracion de didhidropirazoles y de los
farmacos de referencia y la hora fue registrada. Se repitié el procedimiento para
los diferentes compuestos y el grupo testigo. Transcurridas 24 hrs. se procedio a
contar el nimero de larvas muertas en cada pocillo empleando la lupa de un
microscopio Nikon DIAPHOT 300, considerandose muertas al encontrar inmdviles
cada uno de sus apéndices (antenas, anténulas y mandibulas). Una vez contadas,
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se fijaron agregando 100l de metanol en cada pozo empleando una multipipeta; y
una vez muertas todas se cuenta el total de larvas para confirmar el niumero de

éstas en cada pozo (Colegate, 1993).

La evaluacion del porcentaje de mortalidad de las larvas fue una curva
concentracién-respuesta de tipo cuantal, analizada por el método Reed-Muench.
Con el programa FINNEY'S, el cual es un andlisis de probit, se calculd la Clso
empleando los datos proporcionados en la relacion muertos-totales de la tabla de
Reed-Muench.

Citotoxicidad.

Cada una de las lineas celulares tiene un nimero determinado de células/pozo,
esto depende del tiempo de duplicacion de las mismas. Partiendo de los cultivos
confluentes de HEp-2, PC-3, Hela, K562 y U251 se hicieron suspensiones
conteniendo 5000 o 7500 células en 100ul, los cuales se depositaron en los pozos
de una placa experimental e igualmente en una placa cero o blanco. Ambas se
incubaron a 37°C. Después de 24 horas, se agregd a cada pozo de la placa
experimental 100 ul de los mismos compuestos y farmacos de referencia
empleados en el ensayo anterior, preparados con medio a concentraciones entre
un rango de 20 a 620 uM, para que la concentracion final sea de 10 a 310uM y a
la placa cero se le agregd la misma cantidad de medio. Continto fa incubacién por
48 hrs. mas. Al finalizar dicho periodo las placas fueron fijadas con TCA al 50%
durante 60 min. a 4°C, se lavaron los pocillos con agua corriente y se dejaron
secar por 24 hrs. Posteriormente se tifieron las células con SRB durante 30 min. y
se lavaron con acido acético al 0.1%.

Se dejaron secar las placas al ambiente durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo
se solubilizo el colorante SRB con tris-base, se agitaron las placas por 30 minutos y
finalmente se tomo lectura en un lector de microplacas Bio Kinetics (EL 340 de
BIO-TEK™) a 515nm.



Se obtuvieron tres datos de densidad dptica: los de la placa al tiempo cero (To)
(tlempo al cual los farmacos son afiadidos), densidad optica del control (C) y
densidad Optica de los tratamientos (T). Usando estas medidas, la respuesta
celular fue calculada por inhibicion del crecimiento.

Si T es mayor o igual que To, el cdlculo es % inhibicion = [(T-To)/(C-To)]. Si T es
menor que To, la muerte de células se calcula mediante la ecuacion

% de inhibicion = 100X[(T-To)/To]

La ClIsp es la concentracion que causa una inhibicion o reduccion del 50% en la
proteina evaluada hasta el final de la incubacion, comparada con la inicial. Este
valor se obtuvo mediante regresion lineal (Alley, 1998. Monks, 1991).

Actividad antiinflamatoria.

Se emplearon grupos de 5 ratones albino macho cuyo peso oscilo entre 22 a 25 g
los cuales fueron anestesiados via intraperitoneal con un anestésico de uso
veterinario (Sedalphorte®) diluido con solucion salina isotonica. En la oreja
derecha se aplicd con una jeringa Hamilton 10ui de una solucion de TPA cuya
concentracion final fue de 2.5uM. En la oreja izquierda del animal se aplicaron 10pul
de etanol. Inmediatamente de la aplicacion del agente irritante y el etanol, se
aplicd en la oreja derecha 20ul del agente de prueba en acetona y 20ul del
solvente en la oreja izquierda. Tanto los agentes de prueba (compuestos I-VI)
como el control positivo inhibidor de inflamacion (Indometacina) fueron aplicados a
las concentraciones de 0.5 mg/oreja.

La inflamacion se desarrolla por espacio de 4 horas, y al finalizar dicho periodo, los
animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se tomé de la porcion central de
cada oreja un pedazo de tejido de 9mm de diametro con la ayuda de un
sacabocado.

La medida de la respuesta antiinflamatoria se obtuvo por diferencia de peso entre
la oreja tratada con el agente de prueba y el peso de la oreja control ( a la que
solo se le aplico el agente inductor de la inflamacion TPA y el solvente).



Para obtener el peso se utilizé una balanza analitica OHAUS. E! porcentaje de
inhibicion de la inflamacidn se obtuvo de la siguiente manera: % de inhibicion = |
( A/B) x 100 ] - 100

Donde A es el promedio del peso de las orejas del grupo tratado y B es el
promedio del peso de las orejas del grupo control (De Young, 1989).

Oxido nitrico.

Se emplearon cultivos confluentes de macrdfagos murinos de la linea celular IC21,
En placas de 96 pozos de depositaron 8x10° células/ml, 50ul LPS (10 ul /mi) y S0ul
de medio con el agente de prueba (100 puM). Los pozos del control positivo
(aminoguanidina) y los testigos contenian células con LPS mas medio, mientras
que en los pozos blanco se colocaron células sin LPS mas medio.

Cada uno de los tratamientos (compuestos I-VI), controles positivo y blanco se
realizaron por triplicado. La placa se incubd por 48 hrs. a temperatura de 37°C en
un ambiente de CO,/0; . Después del periodo de incubacion, en otra placa de 96
pozos se tomaron 100u! del sobrenadante y se adicionaron 100ul de reactivo de
Griess. Se dejo incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y terminado dicho
periodo se procedio a leer en un lector de placas a una longitud de onda de 515
nm la Densidad Optica (DO) del prcducto de la reaccidn.

Los valores de densidad Optica se sustituyeron en la ecuacion regresion lineal
obtenida por una curva de calibracion Densidad Optica-concentracion conocida de
NaNO; para asi determinar los uM de NO (Green, 1982.; Miles, 1996. y Schulz,
1999).

Reaccion de anti-radicales

E!l Difenil-p-picrilhidrazil (DPPH) es un radical estable conocido que en presencia de
atrapadores de radicales libres se reduce, provocando la desaparicién de su color
violeta después de un intervalo de tiempo.



1.1-difenil-2-picrithidrazil

Para determinar si los compuestos tenian actividad atrapadora de radicales libres
(antioxidante), se preparo en un tubo de Eppendorf una solucion del dihidropirazol
a evaluar y de los compuestos de referencia Quercetina y a-tocoferol a 120uM
diluido en etanol partiendo de la solucidon madre de cada uno de ellos, los testigos
se prepararon empleando la misma cantidad de DMSO tomada para las diluciones
problema. En una placa de 96 pozos se agregd por triplicado 50ul de estas
diluciones con una micropipeta Eppendorf, cubriendo de la luz con papel aluminio.
Una vez hecho esto, se prepard rapidamente una solucién de DPPH a 100uM en
etanol y se agregaron 150ul en cada uno de los pozos. La concentracion final de
los compuestos fue de 30uM. Se cubrido nuevamente para mantener en agitacion
durante 30 minutos. Posteriormente se leyd la placa a 515 nm en un lector de
microplacas (EL 340 de BIO-TEK™) y los valores de densidad dptica obtenidos se
evaluaron mediante la siguiente ecuacion:

% de reduccion del DPPH = | 100 - (A / B) x 100 )

Donde

A = Promedio de las muestras problema

B = Promedio de los controles (Waffo, 1998. Cotelle, 1996).

_TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




RESULTADOS
RESULTADOS DEL BIOENSAYO CON ARTEMIAS

La Figura I muestra la curva concentracion-respuesta de los compuestos evaluados
en cinco concentraciones. Como se observa, la respuesta de letalidad mostrd ser
dependiente de la concentracién. El derivado de pirazolina 1V fue el menos efectivo
posiblemente debido a la presencia del grupo NO, o porque precipitd en contacto

con la solucion salina, mientras que I y III presentaron un aumento disparado en
su toxicidad a la concentracion de 31 M.
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Figura 1. Curva concentracion-respuesta en Artemia salina
dada por los derivados de pirazolina




A partir de la curva concentracion-respuesta se obtuvieron los valores de Clso que
se muestran en la siguiente tabla.

COMPUESTO ClsonM
I 86.76

II 100.75
III 90.68

v >1000
\ 115.13
VI 67.57

Tabla 1.Cls, de los derivados de pirazolina en el ensayo de Artemia salina

Como se observa en la Tabla 1, la presencia de un grupo ditiolan en la estructura
11, disminuyd discretamente el efecto toxico respecto al compuesto que no lo
presenta (I). Los compuestos III y IV difieren estructuralmente en que el IV
presenta un grupo nitro en posicion /meta lo cual le hace perder su capacidad
toxica como se observa por los valores de Clsp: 90.68 y >1000 uM
respectivamente. E! dihidropirazol mas letal para estos organismos fue el VI, el
cual tiene en su estructura un atomo de cloro en posicion para, en cambio, el
sustituyente Br en la misma posicion resulto ser menos toxico.

En La figura II, la longitud de las barras representa una proporcion inversa con el
grado de toxicidad de los compuestos; por tanto, podemos decir que la toxicidad
de Dactinomicina es muy elevada respecto a los farmacos de referencia y los
derivados de pirazolina. Los compuestos I-VI, con excepcion del IV resultaron con
importante actividad letal en Artemia salina. L.os farmacos de referencia Colchicina
y 6-mercaptopurina, asi como el derivado de pirazolina IV (ver también la Tabla 3),
practicamente no son toxicos para estos organismos.




CLSOI«")

Figura 11. Comparacion de las CLsode los compuestos 1-VI y de ios
farmacos de referencia en Artemia salina

RESULTADOS CITOTOXICIDAD

Hela HEp-2 K562 PC-3 U251

1 62.9 64.75 62.58 Sin Activ. 57.38
1 8.1 14.44 109.39 1.032 42.36
Jiid 12.94 95.54 31.79 31.62 14.55
v 9.74 13.14 7.21 13.54 106.75
v 40 45 13.54 0.226 56
VI 46,52 54.78 16.07 36.84 44.64
Tabla 2. CIs, de «cada uno de los compuestos en las

diferentes lineas celulares

En la Tabla 2 podemos observar que el compuesto I mostrd una citotoxicidad
similar en la mayoria de las lineas celulares excepto para la linea PC-3 donde fue
nula su actividad. El compuesto II al poseer el grupo ditiolan tuvo un incremento
en la potencia citotdxica siendo notablemente relevante en la linea PC-3 y
practicamente carecid de actividad en la linea K562 pues la Clsp es mayor a
100uM. Con o sin ditiol, las moléculas tuvieron el mismo efecto en la linea U251.

Al introducir el nlcleo pirazol en el compuesto III, la citotoxicidad se vio
disminuida para las lineas celulares Hela, HEp-2 y PC-3 pero se incremento en
K562 y U251 lo cual muestra una variacion en la selectividad.
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La adicion del grupo NO, en posicion meta en el compuesto IV confiridé mayor
selectividad y potencia a la molécula en la mayoria de las lineas, exceptuando
U251 donde este compuesto no tuvo actividad citotoxica.

La presencia de los haldgenos en los compuestos V y VI restd la citotoxicidad de
éstos siendo la linea K562 una de las que mostraron mayor grado de sensibilidad a
los haldgenos. Se puede decir que en general los valores de Clsp se mantuvieron
constantes y es relevante hacer notar que el compuesto V fue muy selectivo contra
la linea PC-3 lo cual indica que estas células fueron sensibles ante la presencia del
Br.

Los farmacos de referencia evaluados presentan perfiles de citotoxicidad
importantes como se muestra en |a siguiente tabla.

Hela HEp-2 K562 PC-3 U251 Artemia

ADRIAMICINA 4.6X107 | 5.3x107 14.2 5.2X107 | 0.77X107| 0.0013
DACTINOMICINA | 1,94X10° | 1.28X10° [ 0.16X10° [ 0.3X10° [ 0.24X10% | 39.99
PODOFILOTOXINA [ 44.9X10° | 530X10° | 0.288 [4.12X10° | 8.63 60.12

COLCHICINA 30.5X10° | 6.6X10% | 1650X10" | 9.24X10° | 15.7X10% | 427.18
6MERCAFTOPURINA | 0.86X107 | 0.52X107° | 16x10° | 75x107° | 75x10° | 615.54
5-FLUDROURACILO [ D — e e~ >1000

Tabla 3. Cls, de los farmacos de referencia en las diferentes lineas celulares

La Adriamicina y la Dactinomicina a pesar de que son intercaladores del DNA, su
perfil de actividad citotdxica difiere en las lineas celulares. En general la
Dactinomicina resultd ser mas potente que la Adriamicina, y la primera muestra
selectividad sobre la K562, PC-3, y U251. La Adriamicina mostré importante
actividad citotdxica sobre la U251 y bajo efecto citotoxico sobre la linea de
leucemia.

Los valores de Clso mostraron que la Colchicina es mas potente que la
Podofilotoxina en las 5 lineas evaluadas, mostrando Ia Colchicina mayor
selectividad sobre la linea HEp-2. En el caso de la Podofilotoxina, en las lineas de
leucemia y en la linea U251 se observé pobre selectividad citotoxica. La 6-
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mercaptopurina, agente que inhibe la sintesis de DNA por incorporarse como
falsos sustratos resultd ser el farmaco menos citotoxico contra las lineas de
cancer, no obstante mostro selectividad para las lineas epitelial y epidermoide. Se
observé también que ia linea de leucemia fue la menos sensible a la Adriamicina.
En las siguientes figuras se muestra la relacion de actividad citotoxica versus
actividad toxica para cada uno de los derivados de pirazolina.

!ri Artemia ‘
{OHeta |-

uM

Figura III. Comparacién de las Clsode cada uno de los compuestos
en la linea celular Hela y ClLso en Artemia salina.

Como se observa en la Figura III, el compuesto IV es el menos toxico para las
artemias y altamente activo sobre la linea Hela. Los compuestos II y III
practicamente no mostraron diferente actividad tdxica sobre las larvas, pero en las
células Hela, el II resultd mas citotdxico.




[mAremia
|QHep-2

Figura IV. Comparacion de las Clsode cada uno de los compuestos
en la linea celular HEp-2 y Clso en Artemia salina.

En la figura Iv se observa que los compuestos II, III y IV mostraron tener la
misma susceptibilidad sobre la linea HEp-2 y practicamente no hubo diferencia
entre el compuesto 1y el VI en las células, sin embargo el grado de toxicidad tiene
un comportamiento semejante en Artemia salina.

M

Figura V. Comparacion de las Clspde cada uno de los compuestos
en la linea celular K- 562 y Clso en Artemia salina

En la figura V se observa que el compuesto de mayor citotoxicidad fue el IV pero

practicamente no produjo toxicidad en las larvas; tuvo ademdas una notable
selectividad sobre esta linea. El compuesto II mostré un grado de toxicidad y
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citotoxicidad cercanos, sin embargo, fue el menos activo sobre la linea de

leucemia.

MARTEMIA
'gpPC-3

Figura VI. Comparacion de las Clso de cada uno de los compuestos
en la linea celular en PC-3y Cls, en Artemia salina.

Exceptuando al compuesto I que no presento citotoxicidad, todos los derivados de
pirazolina tuvieron actividad citotdxica importante sobre la linea celular PC-3,
siendo mas notorio para los compuestos II y V. Los compuestos III y VI tuvieron
una citotoxicidad similar para la linea de cancer de prostata. La toxicidad que
presentaron en las larvas de Artemia es semejante en la mayoria de los
compuestos excepto el VI que fue mas toxico y IV que carece de actividad (Figura
VI).

IMARTEMIA
‘ou2s1

Figura VII. Comparacion de las Clsode cada uno de los compuestos
en la linea celular U251y Clso en Arternia salina.
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Aparentemente al ir adicionando mas grupos funcionales a la molécula precursora
(1), la presencia del ditiolan (II) y el pirazol (III) aumenta la potencia citotoxica. El
sustituyente m-NO; (IV) reduce la potencia citotdxica y toxica, en cambio, la
presencia de los haldgenos proporciona un incremento en ambos sistemas. Esto
sugiere que los derivados de pirazolina poseen selectividad sobre células gliales del
SNC (Figura VII).

En la Tabla 4 se muestran los coeficientes de correlacion entre los valores de Clsp
de cada una de las lineas celulares comparada con la ClLsp obtenida en la prueba
de toxicidad en Artemia. Cuando el valor de P es mayor a 0.05 no existe una
relacion significativa entre las dos variables como ocurrio en cuatro de las lineas. Et
par de variables con coeficiente de correlacion positiva y valor de P por debajo de
0.05 indica que hay una tendencia de ambas a incrementar como lo mostraron los
valores de la linea U251 y Artemia salina que fueron de 0.863 y 0.0267
respectivamente.

Hela -0.445 0.377

HEp-2 -0.554 0.254
K562 -0.4028 0.428
PC-3 -0.0404 0.939
U251 0.8635 0.026

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la Cls de cada una de las
lineas celulares y CLso en Artemia salina
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RESULTADOS ANTIINFLAMACION

En la Tabla 5 se muestra el efecto antiinflamatorio que presentaron los derivados
de pirazolina sobre el edema inducido con TPA en la oreja de raton. Los
compuestos I, II, III y VI resultaron ser los menos activos como agentes
antiinflamatorios.

COMPUESTO % DE
0.5mg/oreja INHIBICION

I 12,01

11 23.18

III 22.99

v 75.82

Vv 63.92

VI 15.50
INDOMETACINA 60.50

Tabla 5. Efecto de los compuestos y farmaco de referencia
sobre la inflamacién e, oreja de ratén inducida con TPA.

Aparentemente la presencia del ditiolan y el grupo pirazol mejora dicha actividad
respecto al compuesto que carece de ellos. La presencia del grupo nitro en
posicion meta aumenta el efecto antiinflamatorio de manera significativa siendo
superior a la de la Indometacina (farmaco de referencia). El hecho de sustituir el
Br (V) por el CI (VI) reduce de manera importante fa actividad antiflogistica. El
porcentaje de inhibicion del edema dado por el compuesto V es comparable con el
de Indometacina.
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RESULTADOS PRODUCCION DE OXIDO NITRICO

COMPUESTOS CANTIDAD DE CANTIDAD DE
100 .M NITRITOS NITRITOS
24 horas 48 horas
I 0.555 0.664
11 0.593 0.663
111 0.602 0.617
vV 0.615 0.622
\Y 0.578 0.570
VI 0.581 0.622
Aminoguanidina 0512 | 0 eeeee-

Tabla 6. Efecto de los derivados de Pirazolina y farmaco de referencia
(L-aminoguanidina) sobre la produccion de NO en macréfagos murinos.

El estimulo en la produccidn de dxido nitrico en la linea de macréfagos IC-21 fue
muy baja como se puede observar en la Tabla 6. Se realizd la prueba tanto a 24
como a 48 hrs. para observar el comportamiento y efectivamente el estimulo se
incremento ligeramente, la respuesta en ambos tiempos es equivalente. Tal parece
que el radical p-Br en el compuesto V y p-Cl en el VI no proporcionan diferencia
alguna para esta prueba. . El derivado de pirazolina que estimula la mayor
produccion de NO es el que presenta el sustituyente mNO; (1V), supera a los
compuestos que no tienen el grupo pirazol y a los que lo tienen, pero que ademas
poseen algun otro sustituyente en el fenil, incluso también supera al farmaco de
referencia L-Aminoguanidina. La baja actividad tanto de los derivados de
pirazolina, como del farmaco de referencia indica que el efecto no se esta
manifestando adecuadamente en esta prueba tal vez por parte de los macréfagos,
pues si asi fuera, al menos la Aminoguanidina habria tenido una mayor actividad lo
cual no ocurrid.
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RESULTADOS DEL EFECTO ANTIOXIDANTE

En esta prueba ninguno de los derivados de pirazolina tuvo actividad importante

como reductor del DPPH; en los compuestos I, II y VI, el porcentaje de reduccion

fue de cero, mientras que los compuestos III, IV y V mostraron baja capacidad

antioxidante. El grupo pirazol afiadido a partir del compuesto III proporciond este

ligero incremento en la capacidad atrapadora de radicales libres con respecto a los

compuestos I y II que no lo presentan. En el compuesto VI donde el sustituyente

es p-Cl, Ia actividad antioxidante no se presentd. Esta falta de actividad reductora
puede atribuirse directamente a los compuestos, ya que los farmacos empleados

como referencia: a-tocoferol y Quercetina si tuvieron actividad considerable con un
porcentaje de reduccidon de DPPH de 62.95 y 63.27 respectivamente.

D RED O
O D DPP 00
I (4]
11 0
1II 8.38
v 7.09
Vv 8.16
VI 0
o-TOCOFEROL 62.95
QUERCETINA 63.27

Tabla 8. Porcentaje de reduccién del Difenil-p-picrilhidrazil
(100 uM) por efecto de los compuestos evaluados y los
respectivos farmacos de referencia.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se reporta que diferentes derivados de pirazolina poseen
actividad citotdxica y antiinflamatoria la cual esta relacionada con su estructura
quimica. En primer lugar se evalué la actividad toxica que poseen estos
compuestos en un ensayo /n vivo en el que se usa como organismo a larvas de
Artemia salina. Este ensayo proporciona la evidencia de la presencia y/o ausencia
de actividad bioldgica de un compuesto (Solis, 1993). Asi, partiendo del precursor
de los compuestos sintetizados (1I) [Trans-4-fenil-1-(1,3-ditiolan-2-iliden)-3-buten-
2-ona], éste presentd actividad tdxica sobre estos organismos, sin embargo,
cuando esta molécula carecia del grupo tiol (benciliden-acetona)(1) la toxicidad era
mayor por lo que se sugiere que los atomos de azufre reducen la toxicidad. A
partir del compuesto II al cual se le adiciond hidrazina (H2N-NH3) se sintetizo el
compuesto III con la presencia de un pirazol; al adicionar a éste un grupo nitro en
posicion meta (IV), o bien atomos de Br y Cl en posicion para se formaron los
compuestos V y VI respectivamente.

Solis y colaboradores (Solis, 1993) han propuesto que la concentracion maxima de
un compuesto de prueba para ser evaluado en las artemias es de 1000uM,
ademas, Mata ha sugerido que los compuestos se consideran bioactivos cuando la
CLsp de estos es inferior a 200ug/ml (Mata, 2000). En base a este criterio se puede
observar que con excepcion del compuesto 1V, todos los derivados de pirazolina
fueron bioactivos. Como se mostro en la Tabla 1. La presencia del grupo nitro
produjo una pérdida de la toxicidad de la molécula; en cambio, la presencia del
bromo en el compuesto V la redujo, mientras que el cloro en el compuesto VI
aumento notablemente la toxicidad.

De acuerdo con el criterio que estable_ce el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos, para que un compuesto puro se considere citotoxico debe tener
una Clsp menor o igual a 100uM puesto que concentraciones mayores
probablemente produzcan efecto de saturacion del sistema mas que un efecto
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citotoxico. Asi, solo ios compuestos II y IV en las lineas K562 y U251
respectivamente rebasaron discretamente esta concentracion pero, en general,
todos los compuestos fueron citotoxicos y en algunos casos selectivos sobre una
linea celular en particular (Tabla 3). Los compuestos II y IV mostraron ser
selectivos y mejores citotdxicos sobre fas lineas HeLa y HEp-2, sin embargo, en la
linea de leucemia el compuesto IV fue el mas selectivo y potente, mientras el II
redujo de manera importante la citotoxicidad pero la incremento en PC-3.

En la linea de cancer de SNC, el compuesto IV resultdé ser menos citotoxico a
diferencia de lo que se observé con las artemias donde carecié de toxicidad, pero
es claro que el grupo nitro fue importante para la actividad citotdxica.

Tanto el compuesto II como el V mostraron una importante actividad citotoxica
sobre la linea PC-3 y el grado de toxicidad en las artemias fueron muy parecidos.
Los derivados con Br y Cl (V y VI respectivamente) practicamente no difirieron de
manera importante en la actividad citotoxica excepto para la linea de prostata
donde el compuesto V fue altamente selectivo.

Como parte de los objetivos era correlacionar el grado de toxicidad de los
derivados de pirazolina y su capacidad para causar citotoxicidad en lineas celulares
cancerosas, fue necesario evaluar la toxicidad que tienen los farmacos
antitumorales de referencia en el bioensayo con Artemia salina. Como se muestra
en la Tabla 2, la Dactinomicina resulto ser el farmaco mas toxico en las larvas
siendo al menos 3000 veces mas potente que el resto de los mismos, en cambio el
5-fluorouracilo no produjo letalidad en dichos organismos.

Al comparar la actividad toxica y citotoxica de los farmacos de referencia y los
derivados de pirazolina se hizo el siguiente analisis. La Dactinomicina fue el
farmaco mas activo en ambos sistemas bioldgicos, mostrando mayor selectividad
citotoxica sobre las lineas celulares de leucemia (K562), préstata (PC-3) y células
gliales (U251). La actividad de este farmaco se explica porque tiene la capacidad
de intercalarse en et DNA formando un complejo estable y, por ende, inhibe su
sintesis. La Adriamicina, farmaco que también se intercala en el DNA presentd

-
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menor grado de actividad en ambos sistemas pero muestra selectividad sobre la
linea U251. A diferencia de la Dactinomicina, de la que se sabe que forma un
complejo estable con el DNA e inhibe su sintesis por el rompimiento de la cadena,
la Adriamicina también genera radicales libres y esto podria explicar en parte la
diferencia citotdxica de ambos farmacos (Essential Drugs, 1994. Arcamone, 1981).

0 [0}]] [o]
/ Sal\ Ve Snr\
-Pro L-Meval ~Pro L-gvleval
Val Val
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-Adriamicina

CHy ' CH3

Dactinomicina

La Podofilotoxina resultd ser selectiva sobre la linea celular de préstata mientras
que el sistema /n vivo mostré ser mas sensible a este farmaco que el sistema i
vitro. |La toxicidad en las artemias causada por Colchicina fue siete veces menor a
la producida por Podofilotoxina y en ias lineas celulares mostré mayor potencia
mostrando mayor selectividad para las lineas HEp-2 y PC-3. Estos dos farmacos
son agentes que interrumpen la division celular desorganizando el huso mitético y
se ha reportado que al fijarse a proteinas de los microtibulos provocan la
disolucion de éstos interrumpiendo la metafase y, por ende, causa muerte celular
(Bowman, 1984. Lorenzo-Velazquez, 1987). Estas diferencias entre Colchicina y
Podofilotoxina no pueden ser explicadas facilmente porque ambos interrumpen la
division celular
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En cuanto a los dos farmacos restantes, la 6-mercaptopurina y el 5-fluorouracilo
son antimetabolitos pero el primero, resultd mas toxico que el segundo en las
artemias. Parte del efecto tdxico y citotoxico de la 6-mercaptopurina podria
explicarse debido a que interfiere con la biosintesis de purina al inhibir el primer
paso de ésta y por bloquear la conversion de acido inosinico a acido adenilico o
guanilico. Se podria explicar la carencia de actividad de! S-fluorouracilo para matar
a las artemias basandose en su mecanismo de accion, se ha reportado que in vivo
este farmaco puede ser convertido a fluorouridina monofosfato (FUMP) el cual es
un metabolito activo. Esta FUMP se incorpora al RNA inhibiendo su procesamiento
y funcidn, los metabolitos de nucledtidos trifosforilados son incorporados en el DNA
y se reporta que esto puede también estar involucrado en el efecto citotoxico del
farmaco ya que el 5-fluorouracilo es conocido por esta capacidad (Neal, 1993,
SIGMA, 1999. A.M.A., 1986). La potencia de la 6-mercaptopurina como agente
citotoxico no fue tan relevante como el resto de los farmacos pero si mostrd
selectividad hacia las lineas Hela y HEp-2.

H
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S . N\[//
=
erk I > l NH
X
N N : F [
6-Mercaptopurina S-fluorouracilo
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La baja toxicidad de estos farmacos sobre las larvas es explicable porque el
metabolismo de las purinas es marcadamente distinto en células de mamifero y al
ser estos agentes analogos de las bases nucleicas, es posible que la activacion
intracelular que ccurre en el hombre no puede tener lugar en las larvas.

Como se ha explicado anteriormente, en el sistema /in vitro los valores de
concentracion efectiva son menores que en el sistema /in vivo porque las
moléculas estan directamente en contacto con las células y dependiendo de sus
propiedades lipofilicas se facilita o0 no permeabilidad en ellas.

El efecto téxico mostrado por estas moléculas pudiera ser directo o ser
dependiente dJde algun metabolito del farmaco y las artemias pudieron ser
afectadas porque el compuesto permanecid en su forma original alcanzando
concentraciones toxicas o porque fue metabolizado en otro producto.

Estos resultados mostraron que el bioensayo con las larvas de Artemia es un
sistema sensible para reconocer agentes citotdxicos con diferente mecanismo de
accion.

Desafortunadamente no es posible interpretar el modo de accion de los
compuestos en términos estrictamente bioldgicos y esto hace formular la pregunta
de éporqué unas moléculas son toxicas para un sistema y no para otro?; pero la
toxicidad y citotoxicidad selectiva se encuentra asociada con la diferencia en el
metabolismo del farmaco, el cual depende de su naturaleza quimica y la capacidad
metabdlica de los tejidos donde interacttan,

Esta prueba forma parte de los primeros pasos en el desarrollo de la
quimioprevencion del cancer, para posteriormente pasar a modelos /7 vivo, lo cual
constituye un continuo progreso en el descubrimiento de agentes preventivos
eficientes pues considero que, aunque muy general, el estudio es amplio por haber
abarcado varias lineas celulares de distintos carcinomas.



Por otra parte, aunque no esta bien definida la accion del TPA en la induccion de
inflamacion por aplicacion topica, se tienen evidencias de que incrementa los
niveles de eicosanoides formados a partir del acido araquiddnico los cuales estan
asociados con el edema (Young, 1983).

De los derivados de pirazolina evaluados en este trabajo los que presentaron
mayor porcentaje de inhibicion del edema a una concentracion de 0.5mg por oreja
fueron el IV y V que presentan los grupos m-NO, y p-Br, respectivamente,
inclusive superando la actividad producida por la Indometacina.

El pirazol tiene una estructura muy semejante a la del imidazol, y ambos son
conocidos por sus propiedades antipiréticas; el pirazol y sus derivados se
encuentran muy poco en fa naturaleza, pero existen algunos NSAID generalmente
llamados pirazolonas como la fenilbutazona, oxifenbutazona, antipirina,
aminopirina, butazolidina y dipirona, cuyos efectos antiinflamatorios son
semejantes a los de los salicilatos pero poseen toxicidad en grado notable por lo
que su utilidad es limitada (Goodman & Gilman, 1996).
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Otro compuesto con un grupo nitrofenil unido a un pirazol es el acido picrolonico,
pero no se le reporta actividad sobre sistemas bioldgicos. El derivado IV, con un
grupo nitro en posicién /meta, proporciond a la molécula mayor capacidad
antiinflamatoria, sin embargo, no se puede deducir que es precisamente esta parte
de la molécula lo que produjo el efecto antiinflamatorio, pero es importante hacer
notar que las evaluaciones in vivo e in vitro mostraron que el grupo nitro es
importante para reducir la actividad inflamatoria.

Con respecto al halégeno Bromo, tampoco se conocen muchos farmacos que lo
contengan y los reportados se refieren a una accion agonista dopaminérgica
(Acheson, 1981).
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NO, Indometacina

La Indometacina por su parte es un potente inhibidor de la prostaglandina sintasa,
asi como también anula la movilidad de los polimorfonucleares (Tsurufuji, 1980);
el valor que obtuvo como antiinflamatorio es equivalente al dado por el compuesto
V, cuyos porcentajes de inhibicion del edema inducido con TPA en oreja de raton
fueron de 60.50 y 63.92 respectivamente, por lo que se podria pensar que
posiblemente éste tenga también actividad sobre dichas enzimas. La Indometacina
y el derivado de pirazolina V no tienen semejanzas estructurales pero es claro que
la actividad antiinflamatoria fue proporcionada por el haldgeno Br pues el derivado
de pirazolina VI, a pesar de poseer el halégeno Cloro en la misma posicion (para)
como la molécula de Indometacina, no tuvo el mismo efecto. Estos resultados
hacen notar que no son solo los grupos sino también el arreglo quien estd
proporcionando la actividad antiinflamatoria.

36

L EURTEE TS ot A
SERSL




Aunque no se pretendio relacionar esta-prueba con la de toxicidad en Artemia
salina es curiosa la observacion de que los derivados de pirazolina menos toxicos
en las larvas resultaron ser mas eficientes como antiinflamatorios.

En la prueba con macréfagos murinos, debido a la participacion del NO en
procesos inflamatorios, se esperaba actividad de los compuestos IV y V, los cuales
mostraron ser antiinflamatorios en la prueba del TPA. Debido a que no se observé
una representativa inhibicion en la produccion de NO con la incubacion de las
placas con macréfagos durante 24 se extendio el tiempo a 48 hrs. Los valores
fueron muy bajos e incluso también el del farmaco de referencia Aminoguanidina y
no se consideraron confiables porque el sistema no ha sido completamente
validado, asi que no se puede afirmar o negar la capacidad de los compuestos
para inhibir fa produccion de NO.

H
HNQC _N-NH2

!
NH2

Aminoguanidina

la pasiva produccion de NO de los macrdfagos puede ser un indicador de los
resuitados que se obtuvieron en este experimento, ya que los macrofagos son
células altamente sensibles a los solventes etanol y DMSO.

Inflamacién, Oxido nitrico y radicales libres son términos estrechamente
relacionados; ya previamente se menciond la produccion de NO por los
macrofagos, endotelio y monocitos; pues bien, este NO reacciona con el anion
superéxido en solucion acuosa para formar peroxinitrito. Bajo condiciones
fisiologicas, el peroxinitrito es facilmente fotonado para formar su acido y, después
de esto, el acido se descompone en el radical hidroxilo y es precisamente con
quien reacciona el 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona (MCI-186) (Kawai, 1997).
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Previamente también se ha sugerido que este compuesto actua en el edema
inducido por acido araquidonico (AA) en isquemia cerebral, especialmente en el
sistema de la lipooxigenasa en la cascada del AA (Watanabe, 1994). La capacidad
como atrapadores de radicales libres puede estar dada por el grupo carbonilo en el
compuesto MCI-186, un Hidrogeno del grupo amino en el compuesto BW 755Cy la
presencia del doble enlace en ambas estructuras, pues hacen posible el fenémeno
de resonancia permitiéndoles la interaccién con el radical DPPH generando asi un
radical estable.

(T“Hz Me H
(l I H
N/N N X
N7” O
j
CF;
BW755C MCI-186
3-amino- 1 -[m-trifluorometil]-fenil-2-pirazolina 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona

La estructura de los compuestos I y II, asi como los derivados de pirazolina III-VI,
no permitieron éste fendmeno y, por ende, no fueron atrapadores de radicales
libres. Los farmacos de referencia «-tocoferol y Quercetina tuvieron porcentajes de
reduccion del DPPH mas considerables de 62.95 y 63.27% respectivamente.
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Es importante también hacer énfasis en que esta prueba determina la capacidad
antioxidante por medio de una reaccion (colorida) en donde se mide la Densidad
Optica del nuevo complejo formado y no se puede conocer el efecto que las
moléculas I-VI tienen en un sistema bioldgico como las pruebas en que
determinaron esta capacidad de los compuestos MCI-186 y BW 755C.

Es interesante observar que, a pesar de tener el grupo funcional pirazolina
considerado como uno de los responsables de la actividad, cada compuesto tiene
un efecto distinto, ademas, las estructuras de las moléculas I-VI son totalmente
diferentes a las de los principales derivados de pirazolina ya conocidos y
estudiados, MCI-186 y BW755C pero son éstos de los pocos compuestos similares
encontrados, lo que incrementa la posibilidad de que los compuestos III-VI sean
de nueva sintesis y por ende, estos resultados, los primeros reportes de su
actividad sobre sistemas bioldgicos ya que manifestaron actividad en tres de las
pruebas realizadas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos pueden concluirse los siguientes puntos:

1,
a)

b)

)

No existe correlacion significativa entre los métodos para evaluar toxicidad
in vivo con Artemia salina y citotoxicidad /n vitro con las lineas celulares
Hela, HEp-2, PC-3 y K562.

La toxicidad de los derivados de pirazolina en Artemia salina y la
citotoxicidad en la linea celular U251 se encuentran relacionados
positivamente con un coeficiente de correlacion de 0.863.

Los compuestos que son selectivos como inhibidores del crecimiento celular
pueden no serlo en sistemas celulares mas organizados como son las
artemias debido a los factores que presentan como absorcion y
metabolismo.

2. Tomando como base al compuesto precursor de los derivados de pirazolina (II)

a)

b)

<)

)]

La presencia del grupo pirazol y el acetilo que lo estabiliza proporcionan
mayor actividad toxica sobre las larvas de Artemia salina.

El grupo nitro en posicion meta reduce significativamente la toxicidad de la
molécula 1-Acetil-5-(4-nitrofenil)-3-(1,3-ditiolan-2-iliden)-1H-4,5-
dihidropirazol sobre las larvas.

El haldgeno Bromo en posicion para proporciona actividad toxica a la
molécula 1-Acetil-5-(4-bromofenil)-3-(1,3-ditiolan-2-iliden)-1H-4,5-
dihidropirazol pero en menor grado que el halégeno Cl.

La presencia del haldégeno Cloro en posicion para es quien proporciona la
mayor toxicidad con respecto al resto de los derivados de pirazolina y
precursores evaluados debido probablemente a su electronegatividad.
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e)

La Clsp del benciliden acetona I, del precursor II y de los derivados de
pirazolina ITI-VI evaluados fue mas alta que la de los farmacos de referencia
porque se requirié 10% - 10° veces mas cantidad de estos compuestos para
causar la muerte del 50% de las larvas.

3. La mayoria de las moléculas tuvieron actividad citotoxica sobre cultivos celulares

de células cancerosas, pero con variable selectividad y potencia y considerando la

adicion de sustituyentes:

a)

b)

(9]

d)

e)

a)

El compuesto 1 Trans-4-fenil-3-buten-2-ona no resulto citotoxico para la
linea celular PC-3.

El precursor II fue selectivo contra la linea PC-3 pero no hacia K562;
mientras que en las lineas Hela y HEp-2 mostro mayor selectividad con Clso
de 8.1 v 14.44M respectivamente.

Al ser el compuesto III menos citotoxico que el compuesto que soélo
presenta el grupo ditiolan se puede inferir que el complejo pirazol-acetilo
reduce el potencial citotoxico en las lineas Hela, HEp-2 y PC-3 pero lo
incrementé en K562 y U251.

El grupo m-NO; del compuesto IV incremento la citotoxicidad en la mayoria
de las lineas excepto U251, linea donde fue muy baja su actividad.

El halégeno p-Br hizo a la molécula mas citotdxica y selectiva para la linea
PC-3.

La presencia del p-Cl no proporciond diferente citotoxicidad para las lineas
Hela, HEp-2, PC-3 y U251, pero hizo a la molécula selectiva para la linea
K562,

La ClIsp de benciliden-acetona, del precursor y de los derivados de pirazolina
evaluados fue mas alta que la de los farmacos de referencia, o sea que se
requiere mayor cantidad de estos compuestos para inhibir el crecimiento del
50% de las células tumorales.
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4. Los compuestos IV y V fueron capaces de reducir el edema inducido con TPA en
la oreja de ratones en un 75.82 y 63.92% respectivamente, incluso superando
ligeramente al farmaco de referencia Indometacina cuyo porcentaje de inhibicion
del edema fue de 60.5.

5. Los resultados de los derivados de pirazolina como inhibidores de la produccién
de NO en macrofagos murinos de la linea IC21 no son confiables debido a que la
técnica atin no ha sido validada.

6.
a) Los derivados de pirazolina en una concentracion. de 31uM no fueron
capaces de atrapar al radical libre DPPH.
b) La prueba de DPPH no esta destinada a conocer la actividad antioxidante
sobre sistemas bioldgicos, pero en términos quimicos es poco probable que
los derivados de pirazolina 1II-VI puedan atrapar radicales libres.

7. No fue posible establecer una correlacion entre la actividad antiinflamatoria en
los modelos /in vivo e in vitro debido a que los resultados obtenidos en la prueba
con macrdfagos murinos no fueron confiables.

8. Como se ve, el presente trabajo se ha enfocado a la primera etapa en el campo
de la investigacion farmacoldgica, que es el de la sintesis de compuestos con
probable actividad biologica y las pruebas preliminares correspondientes.



RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS POSTERIORES

*Con las pruebas realizadas se observa que si es posible sintetizar derivados de
pirazolina con actividad bioldgica siempre y cuando mantengan el grupo y los
sustituyentes que estan proporcionando dicha actividad, por lo que se sugiere
sintetizar las sales para mejorar la solubilidad en agua, lo que evitaria alguna
interferencia causada por los disolventes.

*Es necesario realizar pruebas que indiquen el comportamiento de estos derivados
de pirazolina para conocer si son transportados en la célula u organismo, si es
metabolizado y en qué metabolitos se transforma, asi como algunos estudios que
busquen la relacién estructura-actividad ya que serian de utilidad en la sintesis de
nuevos compuestos derivados de los ya estudiados.

*Se sugiere estandarizar la prueba de inhibicion de la produccion de oxido nitrico
en macrofagos murinos de la linea 1C21 proporcionando el tiempo necesario para
su estabilizacion y realizando continuamente curvas de crecimiento, asi como
también observar su desarrollo con la intervencion de distintos disolventes.

*Continuar o complementar el presente trabajo probando el efecto inhibidor de la
actividad de la COX-2 de los diferentes derivados de la pirazolina.
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