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Resumen

Las tiazolidinas son compuestos heterociclicos que presentan diversas aplicaciones bioldgicas,
como antimicrobianas, antiinflamatorias, antidiabéticas y anticancerigenas. En cancer, algunas
tiazolidinas influyen en el ciclo celular, apoptosis, diferenciacion celular e inhiben la angiogénesis.
La bioinformatica juega un papel crucial en el disefio de nuevas tiazolidinas con mayor potencial

farmacoldgico.

El objetivo principal fue disefiar, sintetizar, caracterizar y evaluar biolégicamente las tiazolidinas
5a-f, estableciendo una correlacion entre su potencial in silico y su actividad bioldgica. Para ello,
se utiliz6 como herramienta bioinforméatica Swiss Target Prediction para identificar blancos
moleculares, y el médulo Glide de Maestro para realizar estudios de docking molecular. La sintesis
produjo una baja diastereoselectividad y rendimiento, por lo que requiere estudiar con mayor

profundidad a las condiciones de reaccion.

El andlisis in silico revel6 dianas potenciales como JAK2 y JAK2, relacionadas con enfermedades
inflamatorias y cancer, lo que indica un posible efecto anticancerigeno de las moléculas
sintetizadas. La evaluacidn in vitro mostré que la tiazolidina 5a, derivada de benzaldehido, presentd
el menor efecto citotoxico. Los compuestos 5b-f exhibieron una buena actividad contra las células
MDA-MB-231. Estos hallazgos sugieren un potencial efecto citotoxico de las moléculas 5a-f
contra células cancerigenas, en cuyo caso se obtuvo una relacién directa entre los calculos tedricos
y la actividad bioldgica.

Este trabajo abre nuevas posibilidades en el campo del disefio de agentes biolégicamente activos,
destacando el potencial de los derivados tiazolidinicos como una linea de investigacion

prometedora.
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1. Introduccion: Tiazolidinas y su potencial bioldgico

Las tiazolidinas son una clase de compuestos heterociclicos que presentan un anillo saturado de
cinco miembros, con un grupo tioéter en la posiciéon 1 y un grupo amina en la posicion 3. Dentro
de la estructura de la tiazolidina, éstas pueden estar diversamente funcionalizadas en las posiciones
2, 4y 5. Dependiendo de los sustituyentes se ha demostrado que pueden potenciar su actividad
farmacolégica, (Figura 1) como propiedades antimicrobianas,® efectos antiinflamatorios,?

antioxidantes,® anti-VIH,* antidiabético®® y anticancerigeno.®*?

Especificamente, en el contexto de la diabetes y las enfermedades metabdlicas, las tiazolidinas han
sido objeto de interés debido a su capacidad para actuar como agonistas selectivos de los receptores
activados por PPARY’8. Estos receptores desempefian un papel crucial en la regulacion de la
homeostasis glucémica y lipidica. Los compuestos activadores de PPARY, como las tiazolidinas,
pueden reducir la resistencia a la insulina y disminuir los niveles de glucosa en sangre, lo que las

convierte en candidatos prometedores para el tratamiento de la diabetes tipo 2.
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Esquema 1. Ejemplos de tiazolidinas con propiedades farmacoldgicas.



Por otra parte, en el &mbito oncoldgico, se ha destacado el potencial de tiazolidinas como agentes
anticancerigenos al afectar el ciclo celular, la induccidn de la diferenciacion celular y la apoptosis,
asi como al inhibir la angiogénesis tumoral. Se ha observado una notable actividad anticancerigena
in vitro contra lineas celulares como, HeLa (VPH positivo)), HT29 (adenocarcinoma), A549
(carcinoma de pulmon), MCF-7 (cancer de mama), PC-3M (cancer de prdstata altamente
metastasico),>!* CCRF-CEM (leucemia), SK-MEL-5y WM793 (melanoma) y DU-145 (cancer de
prostata).tt?

Con el fin de acceder a nuevas estructuras tiazolidinicas que muestren mayor actividad
farmacoldgica, la bioinformética puede ser de gran ayuda, a través de un analisis in silico, ya que
es una herramienta que permite disefiar nuevos compuestos tiazolidinicos como posibles
candidatos con un mejor potencial farmacologico y gue en consecuencia justifiquen el desarrollo
de estrategias sintéticas para su obtencién y posterior evaluacion biolégica. Por lo anterior, en este
trabajo de investigacion, llevamos a cabo un anélisis in silico, la sintesis y evaluacion in vitro, de
diversas tiazolidinas derivadas del cisteinato de metilo condensadas con aldehidos para realizar el

tratamiento especificamente a células MDA-MB-231.

A continuacion, se presenta algunos de los antecedentes mas importantes sobre estudios

bioinformaticos realizados a tiazolidinas.
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2. Antecedentes

2.1 Bioinformaética de Tiazolidinas

En la ultima década, las herramientas bioinformaticas han revolucionado nuestro conocimiento
sobre las interacciones moleculares. Estas herramientas permiten estudiar y comprender como
las moléculas interacttan entre si, desde enzimas y sustratos hasta proteinas y acidos nucleicos.
Esta informacion es esencial para comprender los procesos bioquimicos a nivel celular y
sistémico, y para explicar fendmenos complejos como las cascadas de sefializacion, las rutas

metabolicas y los mecanismos de accion de los farmacos.™

Las tiazolidinas, especificamente, se han beneficiado del uso de herramientas in silico para
disefiar candidatos bioldgicamente activos (Tabla 1), el objetivo principal de este uso es
aumentar el potencial valor de las moléculas candidatas usando farmacos de referencia para
luego seleccionarlas para sintesis y evaluacion bioldgica. La tabla 1 muestra ejemplos de este

enfoque, destacando efectos anticancerigenos y antidiabéticos.

Blancos moleculares

in silico Efecto bioldgico Farmacos de Referencias
referencia
PPARs Diabetes mellitus  Rosiglitazona 14
tipo 2
VEGFR-2/EGFR  Anticancerigeno Sorafenib, 15,16
Sunitinib,
Erlotinib

Tabla 1. Andlisis in silico de blancos moleculares para farmacos probados.

A partir de la estructura de la tiazolidina-2,4-diona, ha sido posible disefiar, sintetizar y evaluar

bioldgicamente nuevos compuestos activos anticancerigenos®’ y antifungicos®® (Esquema 2)

11
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Esquema 2. Moléculas disefiadas in silico que mostraron efectos biol6gicos.
2.2 Sintesis de tiazolidinas

Se reconoce la gran importancia de los sistemas heterociclicos en el campo de la quimica medicinal,
debido a su probada utilidad. De hecho, se estima que méas del 85% de las entidades quimicas que
provocan una reaccion biolégica contienen al menos un heterociclo®®. En el caso particular de las
tiazolidinas, se han desarrollado diversos métodos para su sintesis, con aplicaciones en campos tan
variados que no se limita a la quimica médica sino también a la ciencia de materiales y la
agricultura®.

Uno de los enfoques mas comunes para la sintesis de tiazolidinas implica la reaccion de
condensacion entre un compuesto carbonilico y una amina primaria en presencia de una base. Por
ejemplo, la L-cisteina puede reaccionar directamente con aldehidos y cetonas para formar
tiazolidinas. Esta reaccién implica la adicion nucleofilica del grupo tiol de la cisteina al carbonilo
del aldehido o cetona. Este método ha sido ampliamente investigado y optimizado para mejorar
tanto la selectividad como el rendimiento de la reaccion. Por ejemplo, utilizando la metodologia de
Serra y colaboradores? las tiazolidinas 1y 3 se sintetizaron a partir de un amino éster, obteniendo
rendimientos del 60% y 95%, respectivamente. La tiazolidina 3, derivada de isobutiraldehido, se
obtuvo como una mezcla cis/trans con una relacion diastereoisomérica de 70:30. Ademas, el
compuesto 2 se sintetizd utilizando las condiciones reportadas por Braga y colaboradores®

logrando un rendimiento del 95% (Esquema 1).
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Esquema 3. Sintesis de tiazolidinas derivadas de cisteinato de metilo.

En todas las reacciones se sigue un mecanismo general en el que el grupo amina de la cisteina ataca
al carbonilo del aldehido o cetona, formando un grupo iminio. El grupo iminio se deshidrata para
formar un una imina y esta imina se cicla con el grupo tiol de la cisteina para formar la tiazolidina

(Esquema 4).
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Esquema 4. Mecanismo general para la formacion de tiazolidinas.

Ademas de la sintesis tradicional, se han desarrollado enfoques cataliticos para la formacion de
enlaces C-S y C-N que permiten la construccion directa del anillo tiazolidina. Estas estrategias
emplean catalizadores metalicos u organicos que facilitan la activacion de los sustratos y aceleran

la reaccion, proporcionando ventajas en términos de selectividad y rendimiento.
La aplicacion de métodos cataliticos ha abierto nuevas posibilidades para la diversificacion
estructural de las tiazolidinas, permitiendo la introduccién de grupos funcionales especificos con

precision y eficiencia®.
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Asi, se logra comprender que las tiazolidinas son un grupo versétil de compuestos con una amplia
gama de aplicaciones sintéticas. Se han desarrollado una gran variedad de métodos para sintetizar
tiazolidinas, cada uno con sus propias ventajas y desventajas. La eleccion del método de sintesis
adecuado depende de la naturaleza de la tiazolidina deseada, los requisitos de purezay la escala de

la sintesis.

2.3 Evaluacion biolégica

Ya se ha descrito que los compuestos con anillo tiazolidinico en su estructura poseen una amplia
gama de actividades bioldgicas que abarcan desde propiedades antimicrobianas hasta acciones
antiproliferativas, antiinflamatorias y anticancerigenas. Sin embargo, entre estas actividades, la
citotoxicidad contra lineas celulares cancerigenas, como la MDA-MB-231, reviste una importancia
particular. Esta linea celular es conocida por su agresividad y su resistencia a terapias hormonales,
lo que la hace un modelo relevante para el cancer de mama triple negativo. En la bibliografia
academica hay reportes de que los compuestos tiazolidinicos muestran actividad contra la linea
celular MDA-MB-231, sugiriendo su potencial como tratamientos para este tipo de cancer. Por
ejemplo, en estudios realizados por Roszczenko?” y Gornowicz?® se evalud la actividad
antiproliferativa de nuevos compuestos tiazolidinicos frente a varias lineas celulares de cancer de
mama, incluyendo la MDA-MB-231. Los resultados destacaron que algunos de estos compuestos
exhibieron una alta actividad contra la MDA-MB-231, con valores de ICso en el rango nM y uM

respectivamente (Esquema 5).

OH

Esquema 5. Compuestos evaluados in vitro e in vivo, con una alta actividad contra la linea celular
MDA-MB-231.

La citotoxicidad de los compuestos tiazolidinicos contra lineas celulares especificas de cancer,
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como la MDA-MB-231, resalta como potencial terapéutico. Esta evidencia subraya la importancia
de evaluar la citotoxicidad como un criterio fundamental en el desarrollo de nuevos farmacos a
partir de estos compuestos. Los compuestos tiazolidinicos presentan un mecanismo de accion
molecular multifacético que conlleva a la muerte celular de la linea celular MDA-MB-23. Uno de
estos mecanismos se basa en la inhibicion de las JAKs (Janus Kinases) enzimas de la familia de la
tirosina quinasas que desempefian un papel crucial en la transduccion de sefiales intracelulares
(Figura 1) que ademas promueven la proliferacion, supervivencia y la formacion de nuevos vasos

sanguineos en los tumores?*.

a

oh

Cytokine \ N\,  /

_JAK

-—

®) STAT

Figura 1. Ruta de sefializacion JAK-STAT que transmite sefiales desde las citoquinas al nucleo, donde se

regula la expresion génica para controlar diversas respuestas celulares.

Se ha demostrado que las JAKSs estan involucradas en la proliferacién celular, la supervivencia y
la angiogénesis, lo que las convierte en un objetivo prometedor para la terapia contra el cancer?>.
Algunos farmacos que se han estudiado como inhibidores de las JAKSs incluyen tofacitinib y
ruxolitinib. Estos compuestos han demostrado actividad inhibitoria selectiva contra las JAKs y se
han utilizado en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide y la
enfermedad inflamatoria intestinal, sin embargo, no se limita a estas enfermedades, sino que se
incluyen pruebas con algunos tipos de cancer como pulmén, cancer de préstata, melanomay cancer

de mama?.

Debido a esto, las JAKs se han convertido en un objetivo de inhibicion terapéutico prometedor.
Los inhibidores de JAKs, como el tofacitinib y el ruxolitinib, pueden ser una nueva esperanza en

la lucha contra el cancer al detener la proliferacion celular, inducir la muerte celular e inhibir la

15



angiogénesis tumoral.

Si bien estos farmacos son generalmente bien tolerados y han demostrado ser eficaces en diversos
tipos de cancer y enfermedades autoinmunes, ain hay desafios por delante como las energia de
acoplamiento asociado a las JAKs y algunos efectos secundarios. Las investigaciones en curso
sobre la terapia con inhibidores de JAKs podrian brindar nuevas opciones de tratamiento a los

pacientes con cancer.

Considerando estos antecedentes que demuestran la importancia de las tiazolidinas como farmacos
utiles, especialmente en la inhibicidn de enzimas como las JAKSs en lineas celulares de cancer de

mama como la MDA-MB-231, se establecieron los siguientes objetivos.

16



3. Objetivos

Objetivo General:

Disefiar in silico, sintetizar, caracterizar y evaluar bioldgicamente tiazolidinas derivadas del
cisteinato de metilo para determinar su aplicacion bioldgica.

Objetivos Particulares:

1.

Determinar in silico el potencial de tiazolidinas derivadas del cisteinato de metilo en STP
y PASS online.

Evaluar la energia de acoplamiento, interacciones y selectividad de las tiazolidinas
derivadas del cisteinato de metilo con dianas asociadas al cancer.

Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente los derivados de tiazolidinas.

Evaluar el efecto bioldgico sobre modelo de cancer de derivados seleccionados en la fase
in silico.

Establecer una correlacion entre la actividad biologica y los resultados obtenidos de
acoplamiento molecular con respecto a la estructura.

17



4. Metodologia

4.1 Metodologia de analisis in silico

El estudio in silico de las tiazolidinas se dividio en dos fases. La primera, fue enfocada al potencial
por similitud estructural para determinar los blancos moleculares primarios y secundarios. En la
segunda fase se construyeron los modelos 3D y con las proteinas de interés se procedio al estudio
de docking molecular y se analizaron estadisticamente el efecto de los grupos de estudio y
finalmente determinar la posibilidad de selectividad tedrica y calcular las energias de acoplamiento
(Figura 4).

Eleccion de
.. STP
Disefio 2D Y blancos
PassOnline
moleculares
Validacién de Preparacion de Docking
blancos .
ligandos molecular
moleculares

Figura 2. Etapas clave del estudio in silico de tiazolidinas derivadas del cisteinato de metilo.

4.1.1 Determinacion del potencial estructural

» Disefio 2D: Las moléculas se dibujaron empleando el software ChemDraw, tomando en
cuenta su estereoquimica y cargas eléctricas, para exportar el archivo SMILE (Simplified

Molecular Input Line Entry Specification).

= Swiss Target Prediction y PASS Online: Se introdujeron los codigos SMILE en la
plataforma STP y PASS Online y se seleccioné como modelo Homo Sapiens. Se introdujo

el criterio de pa>0.7 para obtener los archivos csv en ambos casos para su analisis.

= Eleccidn de blancos moleculares: Con los datos obtenidos de STP, se construy0 el diagrama
de frecuencia interaccional, para determinar las dianas principales y secundarias; se
considera primaria con una frecuencia mayor a 50% y secundaria mayor a 25%. Con la lista

de dianas obtenidas, se reviso la actividad biologica relacionada. Con los resultados de Pass

18



Online, se construy6 un diagrama de probabilidad, para poder analizar las principales
actividades potenciales del conjunto de moléculas.

4.1.2 Docking Molecular

Preparacion de blancos moleculares: Todas las Janus quinasas (JAKSs) fueron obtenidas de
RSCB PDB con los cddigos de identificacion para JAK1 (4EHZ), JAK2 (3KRR), y JAK3
(LYVJ). Con los cristales se procedio a la preparacion de estas mediante el médulo “Protein
preparation wizard” utilizando como parametros pH:7.4, libertad de giro en el sitio

catalitico y en un sistema hidratado, para simular condiciones fisioldgicas.

Preparacion de ligandos: Las tiazolidinas previamente dibujadas se convirtieron a su forma
3D mas estable, mediante minimizacion con nivel PRCG en el médulo Macromodel. Para
llevar las mismas a condiciones fisioldgicas, los ligandos se prepararon utilizando LigPrep
de Schrodinger, mediante el campo de fuerza OPLS4; se consideraron los estados de
protonacién e ionizacion de acuerdo a condiciones fisiologicas, calculados para cada
estructura usando lonizer a pH de 7.4. Los estereoisdbmeros se retuvieron de acuerdo con

sus estructuras originales limitadas a 2 isémeros para cada ligando.

Docking Molecular: Para el acoplamiento molecular entre los sitios de unién del receptor
y los ligandos se realizé usando el médulo Glide de Maestro 13.8 y la Grix Box para cada
diana se preparé usando el OPLS4 con un gradiente de RMSD <1.0 A como limite de
calculo. Las puntuaciones de acoplamiento de deslizamiento se realizaron en alta precision
(XP).

4.2 Metodologia de la sintesis

4.2.1 Generalidades

Todas las reacciones se realizaron dentro de campana de extraccion. Para monitorear las reacciones

se utilizd cromatografia en capa fina y como agentes reveladores: lampara de UV (254 nm) y/o

permanganato de potasio para detectar la formacién de los productos.

Para la purificacion de los crudos de reaccion se utilizo la técnica de cromatografia en columna,
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utilizando sistemas de bencina/acetato de etilo en diferentes proporciones.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de H y *C y se obtuvieron mediante un
espectrometro Bruker de RMN de 500 MHz y utilizando como disolvente cloroformo deuterado,
en donde el TMS sirvié como referencia interna del equipo. Las relaciones diasteroméricas fueron

obtenidas a partir de los crudos de reaccion de los espectros de RMN de H.

Las constantes de acoplamiento se expresan como J y estan dadas en Hz. Para la multiplicidad de
las sefiales, se expresan en ppm para un espectro de RMN-H y se utilizan las abreviaturas: (s)
simple, (d) doble, (dd) doble de doble, (ddd) doble de doble de dobles, (g) cuatruplete, (t) triple, y

(m) multiple.

4.2.2 Obtencion del cisteinato de metilo, 4.

HOOC,, SOCl, H.CO,C,
R SH _—— » T¥TTE I NSH
NH, MeOH NH,
4

Esquema 6. Formacidn del cisteinato de metilo.

En un matraz de 50 ml se agregaron 2 g (16.5 mmol) de cisteina y se disolvieron en 26 ml de
MeOH. La solucion resultante se llevo a 0° C y se adicionaron gota a gota 1.8 ml (1.64 mmol) de
SOCl,. La reaccion se dejo en agitacion constante durante 30 min y después se paso a temperatura
de reflujo por espacio de 4 horas, tiempo en el cual se comprobd el consumo total de la materia
prima. El producto 4 obtenido como un soélido se lavé con AcOEt y después se recristaliz6 en un

sistema 8:2 (AcOEt/MeOH) para obtener un sélido cristalino con un rendimiento del 89%.
Descripcion espectroscopica del cisteinato de metilo (4).
RMN-!H (500 MHz, CDCls): 6 4.53 (dd, J = 6.8, 4.9 Hz, 1H), 4.38 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 3.81 (d, J

= 3.5 Hz, 3H), 3.41 — 3.24 (m, 2H), 3.10 (dd, J = 9.5, 5.0 Hz, 2H). RMN-13C (125 MHz, CDCls):
§169.1, 168.8, 54.4, 53.9, 53.8, 51.4, 35.6, 23.7.

20



4.2.3 Obtencidn de los derivados tiazolidinicos, 5(a-d).

Metodologia General de sintesis de tiazolidinas.

En un matraz de 50 ml se agregaron 0.448 mmol 0.1 g (0.448 mmol) de cisteinato de metilo con 6
ml de CH2Cl>, una vez disuelto el éster se adicionaron 2 equivalentes del aldehido correspondiente
y se colocd en bafio ultrasénico durante 4 horas. Después, la mezcla de reaccién se colocé en
agitacion a temperatura ambiente por espacio de 24 h y la reaccion se monitore6 por CCF hasta
comprobar el consumo total de la materia prima. El crudo de reaccién se purificd por columna
cromatogréfica con gel de silice y un sistema hexano/acetato de etilo de 9:1 a 7:3. Se obtuvo un
liquido viscoso verde que se procedio a caracterizar por RMN.

(4R,2¢)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina (5a).

o
H
~ 3

H3COzc/ (

7 SH H;CO,C™
(R) 3~ Y2 N
'sz\ CH2C|2 ta H
24h 5a

Esquema 7.- Estructura de 5a.

Se utiliz6 la metodologia general con 0.15 ml de benzaldehido. EI producto se obtuvo con un
rendimiento del 57% con r.d = 65:35.

Descripcion espectroscopica de (4R,2¢)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina (5a).

RMN-!H (500 MHz,CDCls) (mezcla de diasteroisémeros): & 7.57 — 7.23 (m, 10H), 5.82 (s, 1H),
5.57 (s, 1H), 4.22 (dd, J = 7.1, 5.8 Hz, 1H), 3.99 (dd, J = 9.0, 7.1 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 5.9 Hz, 6H),
3.47 (dd, J = 10.3, 7.1 Hz, 1H), 3.40 (dd, J = 10.6, 7.1 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 10.7, 5.8 Hz, 1H),

3.12 (dd, J=10.3, 9.0 Hz, 1H). RMN-13C (125 MHz, CDCl3): § 172.2, 171.6, 141.1, 138.1, 129.7,
129.0, 128.7, 128.7, 128.4, 127.9, 127.4, 126.9, 72.6, 70.8, 65.5, 64.3, 52.6, 52.6, 39.2, 38.2.

(4R,28)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina, 5b.
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SO
H;CO,C,. NO, (
@ SH I HiCO,CY Ny

NHZ CH2C|2 t_a H

24 hrs 5b

Esquema 8. Estructura de 5b

Se utilizé la metodologia general con 0.223 g de 2-nitrobenzaldehido. El producto se obtuvo con
un rendimiento del 60% r.d = 75:25.

Descripcion espectroscopica de (4R,2¢8)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina (5b).

RMN-!H (500 MHz, CDClIs) (mezcla de diasteroisémeros): & 8.03 — 7.36 (m, 8H), 6.51 (s, 1H),
6.06 (s, 1H), (t, J = 6.8 Hz, 1H), 4.08 — 4.03 (m, 1H), 3.81 (d, J = 10.7 Hz, 3H), 3.43 (dd, J = 10.4,
6.7 Hz, 3H), 3.23 (dd, J = 10.7, 6.8 Hz, 2H), 3.05 (dd, J = 10.7, 6.9 Hz, 2H). RMN-13C (125 MHz,
CDCls): 6 172.0,171.4,149.3,147.7,139.1, 133.9, 133.3, 133.2, 129.4, 129.3, 128.2, 127.6, 125.3,
124.6, 66.7, 66.2, 65.4, 64.6, 52.7, 52.6, 38.2, 36.9.

(4R,2&)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina, 5c.

O,N
2 H
S NO,
H;CO,C,, )
m SH __ _ H,;CO,C" H

NH, CH,Cl, t.a
24 hrs 5S¢

Esquema 9. Estructura de 5c.

Se utiliz6 la metodologia general con 0.223 g de 2-nitrobenzaldehido. El producto se obtuvo con
un rendimiento del 68% r.d = 55:45.

Descripcion espectroscopica de (4R,2&)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina (5c)
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RMN-1H (500 MHz, CDClIs) (mezcla de diasteroisémeros): § 8.53 — 7.39 (m, 8H), 5.90 (s, 1H),
5.63 (s, 1H), 4.11 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.04 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 3.83 (d, 3H), 3.50 (dd, 3H), 3.40 (dd,
2H), 3.21 - 3.14 (m, 2H).RMN-3C (125 MHz, CDCls): § 171.9, 171.2, 148.3, 148.3, 144.5, 140.7,
133.8, 133.2, 129.7, 129.3, 123.6, 122.7, 121.8, 71.1, 69.1, 65.5, 64.1, 52.7, 52.7, 39.1, 38.1.

(4R,28)-2-fenil-4-(4-nitrofenil)tiazolidina, 5d

o
O,N

S
H;CO,C,, (
'@\SH —— > H3C0,C""
NH, CH,CI, t.a H NO,

24 hrs 5d

Esquema 10. Estructura 5d

Se utilizé la metodologia general con 0.223 g de 4-nitrobenzaldehido. El producto se obtuvo con
un rendimiento del 70% con r.d = 55:45.

Descripcion espectroscopica (4R,2¢)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina (5d)

RMN-'H (500 MHz, CDCls) (mezcla de diasteroisémeros): 6 8.21 (dd, J = 27.3, 8.7 Hz, 4H), 7.68
(dd, J = 30.4, 8.7 Hz, 4H), 5.90 (s, 1H), 5.62 (s, 1H), 4.09 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.04 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 3.83 (d, J = 2.3 Hz, 6H), 3.50 (dd, J = 10.4, 7.1 Hz, 2H), 3.39 (dd, J = 10.6, 6.8 Hz, 2H), 3.16
(dd, J = 10.5, 7.7 Hz, 2H). RMN-13C (125 MHz, CDCl3): & 171.8, 171.3, 149.5, 148.0, 147.3,
145.6, 128.5, 127.6, 123.9, 123.6, 71.1, 69.1, 65.5, 64.2, 52.7, 39.1, 38.1.
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(4R,2¢)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina, 5e.

H
s
H,CO0,C,, Cl (
@ SH  ————— HiCO,C" Ny
NH, CHyCI, t.a H

Cl
24 hrs
5e

Esquema 11. Estructura de 5e.

Se utiliz6 la metodologia general con 0.223 g de 4-nitrobenzaldehido. EI producto se obtuvo con
un rendimiento del 65% r.d = 77:23.

Descripcion espectroscopica de (4R,2¢8)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina (5e).

RMN-!H (500 MHz, CDClIs) (mezcla de diasteroisémeros): & 7.44 — 7.18 (m, 6H), 6.60 (s, 1H),
6.46 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 3.96 (s, 1H), 3.85 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 10.0, 6.0 Hz, 6H),
3.48 —3.41 (m, 2H), 3.12 (t, J = 10.1 Hz, 2H). RMN-13C (125 MHz, CDCl): § 171.7, 171.0, 135.6,
135.6, 132.6, 131.7, 129.9, 129.7, 129.7, 129.7, 66.9, 66.6, 66.2, 65.9, 52.6, 39.3, 38.30

(4R,28)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina, 5f.

o

FsC
3 \©)J\H
H,CO,C,, S CF
3C0; ,WSH \\‘(
NH, CH,CI, t.a H3CO,C H

24 hrs
5f

Esquema 12. Estructura de 5f.

Se utilizo la metodologia general con 0.223 g de 4-nitrobenzaldehido. El producto se obtuvo con

un rendimiento del 72% con r.d = 55:45.
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Descripcion espectroscopica del (4R,2¢&)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina (5f).

RMN-1H (500 MHz, CDCls) (mezcla de diasteroisdmeros): 7.84 — 7.38 (m, 8H), 5.87 (s, 1H), 5.60
(s, 1H), 4.08 (d, J = 58.5 Hz, 1H), 3.82 (s, 6H), 3.45 (dt, J = 47.1, 8.4 Hz, 2H), 3.20 — 3.09 (m, 2H).
RMN-13C (125 MHz, CDCls): § 172.0, 171.3, 142.9, 139.3, 131.0, 130.4, 129.2, 128.8, 125.5,
125.1,125.0, 124.6, 124.5, 123.7, 122.9, 122.8, 71.7, 69.7, 65.5, 64.1, 52.6, 52.6, 39.1, 38.0.

4.3 Metodologia de la evaluacién bioldgica

= Cultivo celular

La linea celular TN de cancer de mama humano MDA-MB-231 se obtuvo de ATCCR HTB-26 y
se cultivo de forma rutinaria en medio Leibovitz en rojo fenol suplementado con suero bovino fetal
al 10% (FBS) en la presencia de penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Las células se
incubaron a 37°C con 5% de COx. Los ensayos basados en células se realizaron utilizando células

en la fase de crecimiento exponencial.

= Determinacion del efecto citotéxico.

Los ensayos se realizaron sembrando 2x10* células por pozo en placas de cultivo de tejidos de 24
pozos a un volumen de 1000 pL de medio por pozo. Se permitio que las células se adhirieran y
crecieran durante 24 horas antes de la exposicion al compuesto. Se verificé que la confluencia
celular alcanzara un 80% para iniciar la exposicién. Posteriormente, se retir6 el medio y se agregd
nuevo medio suplementado con el compuesto de estudio a una concentraciéon de 100 pg/ml. Se
dejo en exposicién durante 24 h y se procedié al monitoreo del efecto sobre la linea celular; se
utilizé como blanco medio sin compuesto, como control negativo medio con DMSO vy cisplatino

como control positivo.
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5. Discusion de Resultados

5.1 Posible potencial biologico vs estructural mediante analisis de STP y PASS Online.

R : a) Ph
j\ b) 2-NO,CsH,
HOC/, ~,, ~ SOCk H3CO,C,,, R™ "H (9/’\% €) 3-NO,CsHy
(R) - o . (R) S_H —— H3C02C\“ N R d) 4—NOQC5H4
NH; MeOH NH; Cl DCM H 5af € 26-Cl,CsH,

f) 4-CF;C5H,

Esquema 13. Modificaciones estructurales del anillo de tiazolidina para su estudio in silico.

Para observar el potencial biologico de las moléculas de disefio original (Esquema 13) y los anillos
tiazolidinicos con modificaciones variadas (Esquema 15) se usaron las plataformas Swiss Target
Prediction (STP) y PassOnline, que permitieron por comparacién estructural observar el potencial
bioldgico de las moléculas de disefio original. Particularmente, en STP se encontro un total de 490
proteinas con las que al menos una de las estructuras podria presentar interaccién, pero el 50%
presenta interaccion con 26, el 80% presenta interaccion con 3 dianas, la Tyrosine-protein kinase
(JAK?2), Carbonic anhydrase | y la Carbonic anhydrase Il (CA 11).

Las patologias causadas por mutaciones en el gen de la CA Il pueden provocar una actividad
enzimatica anormal, lo que puede conducir a una serie de trastornos hematol6gicos que incluyen
la Policitemia vera, Trombocitemia esencial y Mielofibrosis primaria. Por su parte, existe una

alteracion en la CA | que puede provocar distintas enfermedades renales y hematoldgicas.

Se destaca la Tyrosine-protein kinase JAK2 que aparece con una alta frecuencia, esta desempefia
un papel crucial en la transduccion de sefiales de diversas citoquinas y factores de crecimiento, lo
que afecta a la hematopoyesis, la inmunidad y la regulacién del crecimiento celular. En el cancer,
la Tyrosine-protein kinase JAK2 puede estar mutada o sobreexpresada. Estas mutaciones o
sobreexpresiones pueden provocar una activacion incontrolada de la sefializacion JAK2/STAT.
Esta activacion puede conducir a una serie de cambios celulares que promueven la progresion del

cancer.
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Figura 3. Diagrama de frecuencia porcentual de las estructuras disefiadas
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5.2 Potencial por docking molecular.

Al observar el potencial latente en varias lineas de investigacion se decidié trabajar solo con los
blancos moleculares asociados al cancer (no hormona dependiente) JAK1, JAK2 y JAKS3 para
comparar las energias de acoplamiento de las tiazolidinas propuestas con valores de medicamentos

comerciales contra el cancer. El analisis in silico se llevé a cabo tomando en cuenta las mezclas

diastereoméricas debido a que éstas no se lograron separar mediante columna cromatografica.

5.3 Potencial anticancerigeno

Compuesto Energia de acoplamiento (kcal/mol)

JAK1 | JAK2 JAK3
(4R,2R)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina -6.274 -5.817 -5.903
(4R,2S)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina -4.721 -4.907 -4.545
(4R,2R)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina -5.697 -4.989 -6.85
(4R,2S)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina -5.605 -5.297 -6.334
(4R,2R)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina -5.073 -4.986 -5.789
(4R,2S)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina -5.445 -5.575 -5.968
(4R,2R)-2-fenil-4-(4-nitrofenil)tiazolidina -4.884 -5.012 -6.80
(4R,2S)-2-fenil-4-(4-nitrofenil)tiazolidina -5.078 -4.392 -5.656
(4R,2R)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina -5.065 -4.897 -6.374
(4R,2S)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina -5.346 -5.303 -5.342
(4R,2R)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina -5.053 -4.752 -5.742
(4R,2S)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina -4.585 -5.258 -5.878

Tabla 2. Energias de acoplamiento para cada diasteroisdmero con ligandos propuestos.

En la sintesis planteada originalmente (Esquema 12) el producto tiazolidinico es una mezcla de
diasteroisdbmeros con distintas proporciones, por lo que se obtuvieron las energias de acoplamiento

para cada diasteroisomero (Tabla 1) para posteriormente comprobar si a condiciones fisiologicas

existe una diferencia significativa entre los valores de energia para cada isomero (Tabla 2).

AG = —RTIn K

AG,— AGg = —RT InK

AG; — AGr = —RT In K, + RTIn Ky
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AG, — AGg = —RT (In K, — In Ky)

AG, —AGg _ K,

RT K

K,  _AGs—AGg
~RT

_AGs—AGg
KS =e RT KR

Proporcién de Ks/Kr del diasteroisomero S con R

Compuesto

JAK1 JAK?2 JAK3
(4R,2R)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina
(4R 25)-2-fenil-4-(3-(trifluorometil)fenilytiazolidina 0.081 0.229 0.111
(4R,2R)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina
(4R,25)-2-fenil-4-(2-nitrofenil)tiazolidina 0.862 1.647 0.433
(4R,2R)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina
(4R, 25)-2-fenil-4-(3-nitrofenil)tiazolidina 1821 2.597 1.336
(4R,2R)-2-fenil-4-(4-nitrofenil)tiazolidina
(4R, 25)-2-fenil-4-(4-nitrofenil)tiazolidina 1.369 0366 0.156
(4R,2R)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina
(4R,2S)-2-fenil-4-(metoxicarbonil)tiazolidina 1577 1.930 0.188
(4R,2R)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina

0.469 2.270 1.246

(4R,2S)-2-fenil-4-(2,6-diclorofenil)tiazolidina

AGs—AG
Tabla 3. Proporcién de K del diasteroisémero S con R <Ks —e R 'KR>-

Al analizar particularmente estos datos, para el caso de JAK3 se puede observar que no existe una
proporcion lo suficientemente alta para que sea significativo si se usa un diasteroisémero con una
configuracion especifica en la mayoria de los compuestos analizados. De este modo se debe tener
en cuenta que no se puede comparar la mezcla de compuestos que presentaron las mayores EA, es
decir, las tiazolidinas con grupos 3,5-Cl2CsH3 pero si el par que presenta el segundo mejor valor.
Aquellas que tienen el grupo 2-NO.CsHs. Para JAK2, 4 de los 3 pares de diasteroisomeros
analizados presentan un valor alto de proporcion de K de S con R, sin embargo, dentro de los pares
que no exhiben una diferencia significativa esta el compuesto con la sustitucion 4-CFsCsHa que

tuvo una mayor EA para esta diana.
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Del mismo modo para JAK1, los compuestos tiazolidinicos que presentan una sustitucion 4-
CFsCsH4 con mayor EA observada no difieren significativamente en proporcion de Ks con Kr.

JAK 2
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Figura 4. Diagramas de interaccion 2D comparativo de las tiazolidinas con mayor EA con JAK1, JAK2 y
JAK3

Estas EA asociadas a las proteinas se pueden explicar en funcion del acoplamiento con los grupos
funcionales, para el caso de JAKS, el grupo nitro presente en el compuesto incrementa el area de
contacto con la parte hidrofobica, mientras el grupo carbonilo genera un puente de hidrogeno en

esta region. Para JAK1 y JAK2 se observa un efecto similar como se observa en la Figura 3, se
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genera un puente de hidrégeno con un nitrégeno presente en el anillo tiazolidinico y un carbonilo
en ambos casos, sin embargo, existe una interaccion con el grupo trifluorometilo y la region

hidrofobica en JAK2 mientras que para JAK1 se observan interacciones con regiones hidrofilicas.

Energias de acoplamiento (kcal/
Compuesto mol)
JAK1 |JAK2 JAK3
(4R)-2-(3-(trifluorometil)fenil)tiazolidina-4-carboxilato de metilo 6.274 5817 -5.903
(4R)-2-(2-nitrofenil)tiazolidina-4-carboxilato de metilo 5.697 -4.989 -6.85

Tabla 3. Moléculas con mayores energias de acoplamiento JAK1, JAK2 y JAK3

Inhibidor Energias de acomplamiento (kcal/mol)
Akt | uake | Jaks
Ruxolitinib -7.773 -6.153 -7.756
Baricitinib -7.344 -7.491 -8.966
Upadacitinib -9.188 -8.065 -8.827
Tofacitinib -8.521 -6.075 -7.785
Fedretanib -3.988 -5.344 -8.114

Tabla 4.- Energias de acoplamiento para farmacos inhibidores de las JAK1, JAK2 y JAK3

Al estudiar individualmente las moléculas que presentan las mayores EA (Tabla 3) podemos
destacar que presenta mayor energia el inhibidor de referencia Fedretanib para JAK1 y JAK2
(Tabla 4), sin embargo, las otras estructuras con menores energias de acoplamiento también

presentan mejor energia respecto al farmaco de referencia Fedretanib (Figura 4).

Para poder seleccionar los compuestos para su evaluacion bioldgica es necesario considerar la
selectividad de interaccion con las proteinas de interés, en este caso, todos los compuestos cumplen
con el requisito de tener una selectividad mayor respeto al inhibidor de referencia para JAK1 y
JAK2.
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Figura 5. Diagramas de interaccién 2D comparativo para algunos de los medicamentos de referencia con
mayor EA con JAK1, JAK2 y JAKS.

5.4 Sintesis de tiazolidinas 5(a-f).
5.4.1 Obtencion del cisteinato de metilo

El aminoéster 4 fue obtenido siguiendo el procedimiento general descrito en la seccién 4.2.2 con

un rendimiento del 89%.

HOOC,, SOCl; H,CO,C,
(R) SH —_— 3 2 ,'@\SH
NH, MeOH NH,

4

En el espectro de RMN-'H podemos destacar que, todas las sefiales para el compuesto 4 se
encuentran duplicadas. La presencia de dos formas conformacionales energéticamente estables en
la solucién explica este comportamiento. En una de estas formas, se observa un puente de

hidrogeno entre el grupo amino y el proton del grupo sulfhidrilo. (Esquema 14).

0 \ 0 SH H
\OJ//,, 0—4/ H;C0,C H H;CO,C H
/ _— / \
DszS D,N S H H @~ H s

H H N h
/N /\D

Esquema 14. Conformaciones que muestran el acoplamiento dipolar entre el grupo amino y el protén del

grupo sulfhidrilo.
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Por ello, en 4.53 ppm y 4.38 ppm se observa una sefial doble de dobles y una sefial que colapsa
para formar una triple, ambas pertenecen a un protén del C-H unido directamente con la amina y

que se acopla con los protones del C-H unido directamente con el azufre.

Se pueden distinguir dos sefiales dobles de dobles en 3.99 ppm y 3.80 ppm asignadas al metilo del
éster. En 3.33 ppm se observa una sefial multiplete y en 3.10 ppm un doble de dobles asignadas a

los dos protones del metileno que esta unido directamente con azufre (Espectro 1).
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Espectro 1. RMNH (500 MHz, CDCls) del compuesto 4.

Al igual que en espectro de RMN-'H, en el espectro de RMN-'3C, todas las sefiales estan
duplicadas, lo que confirma la presencia de un equilibrio dindAmico de conformeros en solucién
para el compuesto 4 (Esquema 14). Se pueden distinguir dos sefiales en 169.1 y 168.8 ppm
asignadas al carbono de carbonilo del éster, en 54.4 y 53.9 ppm se observan las sefiales asignadas
al carbono unido al grupo amino y en 53.8 y 51.4 ppm el carbono del metilo del éster. Finalmente,

dos sefiales en 35.6 y 23.7 ppm asignadas el carbono que esta unido al azufre (Espectro 2).
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Espectro 2. RMN-C (125 MHz, CDCls) del compuesto 4
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5.4.2 Obtencidn de tiazolidinas

Con el fin de obtener una serie de tiazolidinas derivadas del cisteinato de metilo, primero se
realizaron pruebas piloto de reaccién empleando 2 equivalentes benzaldehido. En la siguiente tabla,

se resumen los resultados obtenidos (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de reaccion para la sintesis de tiazolidinas

X
Ph
Ph” H
H3;CO,C,,. s NH
: S R)
NH, Disolvente, \){,,
temperatura CO,Me
4 5a
Exp. Disolvente T (°C) t(h) Rendimiento
(%)
1 DCM 0—ta 24 15
2 DCM 0—ta 242 57
3 EtOH t.a 24 45

2En el experimento 2, la reaccion se mantuvo en agitacién por espacio de 21 horas y luego se sometié a un

bafio ultrasénico por espacio de 3 horas.
Como podemos ver en la tabla 5, el mejor rendimiento se obtuvo cuando la reaccion se coloc6 en
un bafio ultrasénico, bajo estas condiciones, el cisteinato de metilo se disolvié completamente en
DCM. En consecuencia, se optod por seguir esta metodologia de forma general para obtener las

tiazolidinas con diferentes sustituyentes aromaticos (Esquema 15).

35



Esquema 15. Tiazolidinas obtenidas a partir de la condensacién de diferentes aldehidos arométicos y el

cisteinato de metilo, 4. Las r.d fueron determinadas del crudo de reaccion por analisis de RMN-tH. Los

rendimientos se refieren a los productos aislados como mezcla de diasteroisomeros después de

cromatografia en columna.

j\
R
R™ H
H3CO,C,, “ sH S}\NH
NH, DCM NI

&
-

2
JNH
")
= 'CO,Me
5c: 68% (r.d= 55:45)

&

S7>\NH

)

= ‘CO,Me
5a: 57% (r.d= 65:35)

S}\NH
R
= ‘CO,Me
5b: 60% (r.d= 75:25)

Cl

5e: 65% (r.d= 77:23)

5f: 72% (r.d= 55:45)

H
(R)

O,N
s}\N
= 'CO,Me

5d: 70% (r.d= 55:45)

Es importante mencionar que, durante el proceso de formacion de las tiazolidinas se genera un

nuevo centro estereogénico, por lo que en todos los casos obtuvimos mezclas diastereoméricas. No

obstante, todos los intentos por separar estas mezclas resultaron infructuosos. Suponemos que,

debido a que este tipo de tiazolidinas presentan un equilibrio continuo, en solucién, entre la forma

iminio y forma tiazolidinica (Esquema 16), siempre se mantendra esta relacion diastereomérica

aunque se separen por diversos métodos.
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Esquema 16. Equilibrio iminio vs tiazolidina

A continuacion, se describen las caracteristicas espectroscépicas mas sobresalientes de los
compuestos 5a-f. Los datos espectroscopicos de cada uno de los compuestos se describieron a
detalle en la parte experimental. En el espectro de RMN-H del compuesto 5a destacan en 5.82
ppm y 5.57 ppm dos sefiales simples asignadas al hidrogeno bencilico tioaminal, para cada
diasteroisomero y a partir de estas se determin6 una relacion diastereomérica 6:4. Se observan dos
sefiales dobles de dobles en 3.99 ppm y 3.80 ppm pertenecientes al metilo del éster para cada
diasteroisdbmero. En 3.47, 3.40, 3.21 y 3.12 ppm cuatro sefiales asignadas a los dos hidrdgenos,
asignados a los metilenos diastereotopicos del carbono que esta unido directamente al azufre

(Espectro 3).
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Espectro 3. RMN'H (500 MHz, CDCls) del compuesto 5a.
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En el espectro de RMN-C, las sefiales, siempre dobles, que confirman la obtencion del compuesto
5a como una mezcla de diasteroisdomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefiales
correspondientes al carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 172.26 ppm y
171.64 ppm. Ademas, se observan diez sefiales asignadas a los carbonos bencilicos para cada
diastereoisomero entre 141.1-126.9 ppm. Ademas, dos sefiales en 72.64 y 70.83 ppm, asi como a
65.59 y 64.33 ppm, asignadas a los carbonos directamente unidos al nitrogeno del anillo
tiazolidinico para cada diastereoisomero. Se identifican dos sefiales a 38.29 y 38.20 ppm asignadas
a los metilenos unidos directamente al azufre de cada diastereoisomero. Todas las sefiales

confirman la estructura propuesta (Espectro 4).
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Espectro 4. RMN-**C (125 MHz, CDClI;) del compuesto 5a
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En el espectro RMN-H, las sefiales que confirman la obtencion del compuesto 5b como una
mezcla de diasteroisomeros son las siguientes: Se puede observar el conjunto de sefiales maltiples
que van desde 7.98 hasta 7.49 ppm para cada diasteroisomero asignadas a los hidrogenos
bencilicos. En 4.11 ppm y 4.05 ppm se observan dos sefiales triples que integran para 1 hidrégeno
asignada al hidrdégeno del carbono unido al carbonilo del éster y a la amina, de cada
diasteroisomeros. En 6.1 ppm y 6.06 ppm se observan dos sefiales simples que integran para 1

hidrogeno asignada al hidrégeno bencilico. El resto de las sefiales coinciden con la estructura

propuesta (Espectro 5).
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Espectro 5. RMN!H (500 MHz, CDCls) del compuesto 5b.

En el espectro de RMN-C, las sefiales, siempre dobles, que confirman la obtencion del compuesto
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5b como una mezcla de diasteroisomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefiales
asignadas al carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 172.0 ppmy 171.4 ppm.
Ademas, se observan 12 sefiales asignadas a los carbonos aromaticos para cada diastereoisomero
entre 149.3-124.6 ppm. Asimismo, se detectan dos sefiales a 66.70 y 66.21ppm, asi como a 65.46
y 64.69 ppm, asignadas a los carbonos directamente unidos al nitrégeno del anillo tiazolidinico
para cada diasteroisomero. Finalmente, se identifican dos sefiales en 38.29 y 36.95 ppm asignadas
a los metilenos unidos directamente al azufre para cada diastereoisdmero. Todas las demas sefiales

coinciden con la estructura propuesta (Espectro 6).
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Espectro 6. RMN-*C (125 MHz, CDClIs) del compuesto 5b.
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En el espectro de RMN-1H, las sefiales que confirman la obtencion del compuesto 5¢ como mezcla
de diasteroisdbmeros son las siguientes. De 8.24-8.17 ppm el paquete de sefiales asignadas a los
hidrogenos bencilicos. En 3.5 ppm y 3.39 ppm se observan dos sefiales cuadruples que integran
para 1 hidrogeno asignada a los metilenos del CH> unido al azufre. En 4.09 ppm y 4.04 ppm se
observan dos sefiales triples que integran para un hidrégeno asignadas al hidrégeno del carbono
unido al éster y al nitrégeno. El resto de las sefiales coinciden con la estructura propuesta (Espectro
7).
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Espectro 7. RMNH (500 MHz, CDCI3) del compuesto 5c.

41



En el espectro de RMN-C, las sefiales, siempre dobles, que confirman la obtencion del compuesto
5c como una mezcla de diasteroisomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefiales
asignadas al carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 171.9 ppmy 171.2 ppm.
Ademas, se observan doce sefiales asignadas a los carbonos bencilicos para cada diastereoisdémero
entre 148.3-121.8 ppm. Asimismo, se detectan dos sefiales a 71.1 y 69.1 ppm, asi como a 65.5y
64.1 ppm, asignadas a los carbonos unidos directamente al nitrégeno del anillo tiazolidinico y al
carbonilo del éster para cada diastereoisomero. Ademas, se identifican dos sefiales en 39.16 y 38.15
ppm asignadas al carbono CH> unido directamente al azufre en cada diastereoisomero. Todas las

demas sefiales coinciden con la estructura propuesta (Espectro 8).
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Espectro 8. RMN-*3C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 5c.
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En el espectro RMN-H, las sefiales que confirman la obtencion del compuesto 5d como mezcla
de diasteroisomeros son las siguientes. Las sefiales asignadas a los hidrogenos bencilicos de 8.24
ppm a 8.17 ppm para cada diasteroisomeros. En 3.5 ppm y 3.39 ppm se observan dos sefiales
cuadruples que integran para 1 hidrégeno asignada a los metilenos del CH> unido al azufre, para
cada diasteroisomeros. En 4.09 ppm y 4.04 ppm se observan dos sefiales triples que integran para
un hidroégeno asignadas al proton del del carbono unido al carboxilato. El resto de las sefiales

coinciden con la estructura propuesta (Espectro 9).
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Espectro 9. RMN*H (500 MHz, CDClIs) del compuesto 5d
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En el espectro de RMN-C, las sefiales, siempre dobles, que confirman la obtencion del compuesto
5d como una mezcla de diasteroisomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefiales
asignadas al carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 171.34 ppm y 171.87
ppm. Ademas, se observan ocho sefiales asignadas a los carbonos aromaticos para cada
diastereoisdmero de 149.5 ppm a 1236 ppm. Asimismo, se detectan dos sefiales en 71.15 y 65.54
ppm, asi como a 69.17 y 64.22 ppm, asignadas a los carbonos directamente unidos al nitrogeno del
anillo tiazolidinico para cada diastereoisomero. Ademas, se identifican dos sefiales a 39.17 y 38.19
ppm asignadas a los metilenos unidos directamente al azufre en cada diastereoisémero. Todas las

demés sefiales coinciden con la estructura propuesta (Espectro 9).
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Espectro 9. RMN-*C (125 MHz, CDClIs) del compuesto 5d.
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En el espectro RMN-H, las sefiales que confirman la obtencion del compuesto 5e como mezcla de
diasteroisomeros son las siguientes. Se puede observar un paquete de sefiales entre 7.44 ppmy 7.18
ppm asignada a los hidrégenos aromaticos. En 6.60 ppm y 6.46 ppm dos sefiales que integran cada
una para un proton, asignadas al proton del carbono tioaminal. En 3.96 ppm y 3.85 ppm se observa
una sefial doble y una triple que integran para un hidrégeno asignadas al proton del carbono unido
al del carboxilato. En 3.52 ppm y 3.48 ppm se observan dos sefiales dobles de dobles que integran
para 1 hidrégeno asignada a los metilenos del CH> unido al azufre, para cada diasteroisomero
(Espectro 10).

mmmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmm

396
3.

L 9000
Cl | 8000

(o)
>\ L 7000

m

L 6000
L 5000
L 4000
L 3000

2000

i I 1000

1.0
0.324
0.96-T

3
T T T T T T T T T
4,

T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5.5 5.0 4.5 .0 3.5 3.0 2.5 2.0

6.0
f1 (ppm)

Espectro 10. RMN*H (500 MHz, CDClIs) del compuesto 5e.
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En el espectro de RMN-13C, las sefiales que confirman la obtencion del compuesto 5e como una
mezcla de diasteroisomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefiales aisladas al
carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 171.7 y 171.0 ppm. Ademas, se
observan ocho sefiales asignadas a los carbonos aromaticos para el par diasteromérico entre 135.6
ppm y 129.7 ppm. Asimismo, se detectan dos sefiales a 66.9 ppm y 66.6 ppm, asi como a 66.2 y
65.9 ppm, asignadas a los carbonos directamente unidos al nitrégeno del anillo tiazolidinico para
cada diastereoisomero. Finalmente, se identifican dos sefiales a 39.38 ppm y 38.30 ppm asignadas
a los metilenos unidos directamente al azufre en cada diastereoisomero. Todas las demas sefiales

coinciden con la estructura propuesta (Espectro 11).
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Espectro 11. RMN-*3C (125 MHz, CDClIs) del compuesto 5e.
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En el espectro RMN-!H la sefiales que confirman la obtencion de la tiazolidina 5f son las siguientes.
Se puede observar un paquete de sefiales 7.84—7.38 ppm asignadas a los hidrégenos del anillo
aromatico para cada diastereoisomero. En 5.87 y 5.60 ppm se observan dos sefiales simples que
integran para un proton y corresponden al proton bencilico tioaminal. En 3.82 ppm se observa una
sefial simple y que en realidad son dos sefiales simples que colapsan y que integran para 6 protones
y que corresponden a los protones del metilo que forma parte del éster. En 3.45 ppm se observan
una sefial doble de tiples que integra para 2 protones asignadas a los metilenos del CH2 unido al
azufre para cada diasteroisomero. El resto de las sefiales coinciden con la estructura propuesta
(Espectro 12).

mmmmmmmmmmmmmmm

NNNNNNNNNNNNNNN

mmmmmmmmmmmmm

8
7!
7
7.
6!
6
6:
6!
5
5.
5.
4
4
4
4
—5.87
—5.60
1
0;
8
8:
5.
4
4
4;
4
3
1
1
1
6!
0.00

{10000
{9000
{8000

O H {7000

\

\o>““</s {6000
{5000
{4000

{3000

{2000

{1000

0.86-]

1 00{
088/

-+ 1o08d
6. 07\1
3}
183

L -1000

w1 1.0
0.8

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
f1 (ppm)

Espectro 12. RMN-!H (125 MHz, CDCls) del compuesto 5f.
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En el espectro de RMN-13C, las sefiales que confirman la obtencién del compuesto 5f como una
mezcla de diasteroisomeros se describen a continuacion. Se identifican las sefales
correspondientes al carbono de carbonilo de éster para cada diastereoisomero en 172.0 y 171.3
ppm. Ademas, se observan doce sefiales asignadas a los carbonos bencilicos para el par
diasteromérico entre 131.0 ppm y 122.8 ppm. Asimismo, se detectan dos sefiales en 71.7 y 69.7
ppm, asi como a 65.5 y 64.1 ppm, asignadas a los carbonos directamente unidos al nitrogeno del
anillo tiazolidinico para cada diastereoisdmero. Finalmente, se identifican dos sefiales a 39.1y 38.0
ppm asignadas a los metilenos unidos directamente al azufre en cada diastereoisémero. Todas las

demas sefiales coinciden con la estructura propuesta (Espectro 13).
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Espectro 13. RMN-*3C (125 MHz, CDClI3) del compuesto 5f.
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5.5 Evaluacién biolégica

En la evaluacion bioldgica, algunos compuestos mostraron una actividad prometedora contra la
linea celular MDA-MB-231, que en los estudios in silico fue la actividad con mayor potencial y
mayor representatividad, pero la evaluacion y comprobacion de estos plausibles mecanismos es
complejo, siendo la primera etapa de evaluacion la de determinar de manera cualitativa un posible
efecto citotdxico. De los compuestos seleccionados mediante estudios in silico, se seleccionaron 6

para su evaluacién (Esquema 12).

Para realizar las pruebas de citotoxicidad se atemperaron las soluciones a 37°C en un bafio de agua
y en la campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad (puntas azules estériles), se aspir6
cuidadosamente el medio de cultivo celular de los pozos. Posteriormente, en la campana de flujo
laminar y en condiciones de esterilidad (puntas amarillas estériles) se aplicaron los compuestos
(100 ul) con medio Leibovitz (900 ul) en cada pocillo. Se etiquet6 la placa y la secuencia de
moléculas en los pocillos. Se homogenizo el medio celular de la placa con movimientos rotatorios
suaves a fin de que se pueda obtener una mezcla regular de los compuestos en el medio de cultivo
y se incubd en la estufa de cultivos celulares (5% C0,, 37°C) durante 24 horas. Se utilizé cisplatino
como control positivo y un blanco, para los estudios contra las lineas de cancer de mama triple
negativo. Ademas, se afiadio 1% de vehiculo (DMSO) a las células de control.

Se tomaron fotos de los pozos con los compuestos 5a-d, el blanco, el vehiculo y el control negativo.
Las fotos se tomaron a las 0, 12, 18 y 24 horas usando dos objetivos: uno a x10 y otro a x40. El
objetivo de tomar estas fotos fue observar la viabilidad celular en funcién del tiempo de forma clara
al cubrir lapsos de tiempo de 6 horas (Figura 5). En este panel, podemos observar el efecto
citotoxico de los compuestos 5b y 5¢ sobre la linea celular MDA-MB-231. A las 18 horas de la
aplicacion, se observa lisis celular y formacién de ndcleos apoptoticos. Se puede notar que el
control negativo provoca una clara muerte celular con el paso del tiempo. Este efecto no es tan
claro para el vehiculo (DMSO) ni para la mezcla de diasteroisomeros del compuesto 5a y 5d. En

el pozo sin tratamiento, la confluencia celular se mantuvo, como era de esperar.
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Tiempo: 0 h Tiempo: 12 h Tiempo: 18 h Tiempo: 24 h

Cisplatino DMSO Blanco

) b) a)

d)

Figura 6. Panel de fotos tomadas a las 0, 12, 18 y 24 h con objetivos 10x y 40x para los compuestos 2a-d, blanco, vehiculo y control negativo.
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Teniendo en cuenta estos resultados se procedié a tomar fotos de los pozos en donde se aplicaron
los compuestos 5a-f, el blanco, el vehiculo y el control positivo. Al tener en cuenta que la evolucion
del efecto citotdxico se podia observar claramente a los tiempos de 0 y 24 h se procedié a tomar
fotos en estos lapsos usando los mismos objetivos, a x10 y x40. En este panel es posible observar
el efecto citotoxico de todos los compuestos elegidos (Figura 6). Podemos observar de forma clara
el efecto citotoxico de los compuestos 5b, 5¢ y 5e sobre la linea celular MDA-MB-231 después de
24 de la aplicacidn, se observa una clara lisis celular y formacién de nucleos apoptoticos. En este
caso si posible observar un efecto citotoxico moderado por el vehiculo (DMSO) al igual que para
la mezcla de diasteroisomeros de los compuestos 5d y 5f al formar nlcleos apoptéticos. Mientras
que para el compuesto 2a se observa no se observa un efecto claro de muerte celular. En el pozo
sin tratamiento, la confluencia celular se mantuvo. Otra vez se puede notar que el control negativo

provoca una clara muerte celular con el paso del tiempo.
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10x 40x

d) c) b) a) Cisplatino DMSO Blanco

e)

Figura 6. Panel de fotos tomadas a las 0 y 24 h con objetivos 10x y 40x para los compuestos 2a-f, blanco, vehiculo y

control negativo.



El siguiente panel es un complemento del anterior, en este se destaca el uso de lavados con PBS
después de 24 h donde se aplicaron los compuestos 2a-f, el blanco, el vehiculo y el control positivo
usando los objetivos a x10 y a x40. Al tener en cuenta que se hicieron lavados con PBS, en este
panel es posible ver de manera notoria la confluencia celular que se tiene antes y después de aplicar
los compuestos elegidos (Figura 7). Se destaca ahora el efecto citotdxico de los compuestos 2b, 2c,
2d y 2e sobre la linea celular MDA-MB-231, en este se observa una clara lisis celular y formacion
de nucleos apoptdticos que antes no era tan claro observar para el compuesto 2d. Se mantiene
visible el citotoxico moderado por el vehiculo (DMSO) al igual que para la mezcla de
diasteroisomeros del compuesto 2f, al formar nicleos apoptéticos. Mientras que para el compuesto
2a siguen sin observarse sefiales claras de apoptosis ni necrosis. En el pozo sin tratamiento no hay
sefiales de muerte celular después del lavado con PBS. Se observa una notable disminucion en la

confluencia celular en el control negativo a lo largo del tiempo, lo que confirma su eficacia.
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10x 40x 10x 40x

PBS: 24 h PBS: 24 h PBS: 24 h PBS: 24 h

a) Cisplatino DMSO Blanco

b)

Figura 7. Panel de fotos tomadas a las 0 y 24 h con objetivos 10x y 40x para los compuestos 2a-f, blanco, vehiculo y
control negativo después de un lavado con PBS.



6. Conclusiones

La reaccién de condensacion entre el aldehido y el cisteinato de metilo mostrando una baja
diastereoselectividad, en la mayoria de las reacciones realizadas con el fin de obtener
tiazolidinas quirales se obtuvieron rendimientos bajos por lo que buscar nuevas condiciones
de reaccion es necesario para acceder a estos compuestos con rendimientos mas altos, asi
como buscar separar ambos diasteroisomeros que se forman.

En el andlisis in silico se encontré que la mayor probabilidad (alrededor del 70 %) de
interaccion se dio con las siguientes dianas: CAl, CA2, JAK2, JAK1 y GSK-3 beta.
Teniendo en cuenta la activacion desregulada de JAK2 y JAK1 se ha relacionado con
diversas patologias, incluidas enfermedades inflamatorias, cancer y trastornos metabdlicos
sumando a que desempefian un papel importante en la regulacion de la respuesta celular a
estrés, inflamacion y dafio del ADN, asi como en la apoptosis y la diferenciacion celular
nos puede dar un indicio de que las moléculas evaluadas pueden tener un efecto
anticancerigeno, asi como otros posibles efectos secundarios.

En el andlisis in vitro, tras la repeticién del experimento de citotoxicidad con 4 de los 6
compuestos sintetizados se pudo analizar las fotos tomadas a 12, 18 y 24 horas encontrando
que la 1,3-tiazolidina derivada de benzaldehido tuvo el menor efecto citotoxico, mientras
que los compuestos restantes tuvieron un mayor efecto citotoxico observandose que tras el
paso de las 24 horas la confluencia de las células disminuia cada vez mas con el paso del
tiempo, por lo que en principio se puede considerar que las moléculas sintetizadas si poseen
efecto citotoxico contra células cancerigenas de la linea celular MDA-MB-231. Sin
embargo, todavia hace falta de una repeticion de este ensayo y considerar que el disolvente

utilizado (DMSO) por si solo también posee efecto citotdxico.



7. Anexos

Esquema 15. Modificaciones estructurales de los anillos tiazolidinicos para su estudio in silico.
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