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1. INTRODUCCION

El cincer es un problema serio de salud humana, ya que se trata de un
grupo de enfermedades que afectan diferentes érganos y sistemas del cusrpo. Su

desarrollo es debido al crecimiento sin control de las células.

Las estrategias tradicionales para su tratamiente sorx la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. De esta manera el 50% de los enfermos se curan a
través de uno de estos métodos o por una combinacién de los mismos; pero es la
quimioterapia la vmica solucién efectiva contra algunos tipos de cancer

diseminado, porgque los fdrmacos anticancerigenos viajan a través del sistema
circulatorio.

La investigacién en el drea de los farmacos anticancerigenos ha tenido un
gran auge en los Gltimos afos, ya que el céncer es una de las enfermedades que
causa el mayor mimero de muertes {sdloe después de las enfermedades

cardiovasculares).

Los farmacos gque se conocen en la actualidad y que son empleados como
agentes quimioterapéuticos no son del todo selectivos, por eso, uno de los grandes
retos de los grupos de investigacidn en el drea quimico-bioclégica os la de simtetizar
compusestos qufmicos dque reiman caracteristicas, como el aumento a una
respuesta farmacolbgica deseada a menor dosis, selectividad y disminuctén de los
efectos secundarios indeseados.

Muchos de los compusstos citotéxicos actiian al interferir con la funcidén
normal del ADN, esto es, mediante la unién covalente con la cadena del ADN, o a
través de interacciones no—covalentes como sucede con los intercaladores y los
entrecruzadores de Surco. La esencia de la intercalacidn es la insercién de
moléculas entrs pares de bases adyacentas de la doble hélice lo que provoca que
ésta se extienda y se estabilice, y el proceso de transcripcién y replicacién del ADN
se vean afectados.
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La aptraciclina se ha convertido en @l intercalador mas eéstudiade en los
altimos atos, sin embargo, farmacos como la 9-aminoacridina, han demosizado
actuar a través de la intercalacion entre paves de bases especfficas.

Existen también los llamados bis-intercaladores, quie consisten en dos
grupos croméforos unidos por una cadena puente, la bis-daunorubicina es un

ejernplo tipico de ello,

e &

N/ \ '
= Q o]
. /u\ J'L "
HyC E( {CHRn ﬁ CHg
HaC e 7
—
Cadena puente

FIG. 1: Esttuctura de las bis-benzacridinas.
(n=23,4,8)

Debido al interés de nuestro grupo en este tema se realizd la sintesis v
evaluacién de la actividad citotdxica de bis-benzacridinas ' (FIG 1), en las que la
cadena puente os una diarilalcanodiamida (n= 2, 3, 4y 8). Como algunas de estas
moléculas tuvieron actividad citotdxica, el siguiente aspecto fue investigar el
papel de la cadena puente en la actividad citotdxica mostrada por estos
compuestos, asi que se realizd la sintesis de una serie de diarlalcanodiamidas de
cadenas alifdticas de distintos tamafos (desde 2 hasta 7 metilenos), con grupos
nitro y amino en la posicién 4 del anillo bencénico. La svaluacidon de su actividad,

citotéxica en 5 lineas celulares mostrd que alqunos compuastos son muy activos.”
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Dehido a los resultados obtenidos v a gue las tinicas variables manejadas
en dicho proyecto fueren el tamafio de la cadena alifatica y los sustituyentes nitro y
amino, en el presente trabajo se describe la sintesis y evaluacion de la actividad
citotdxica, de ires diferentes series de diamidas, donde las vanables que se toman

en guenta para compietar el estudio somn:

1. Diferentes sustituyentes en la posicidn para del anillo bencénico
2. Tamafiode la cadena alifatica
3. Posicién del gmpo carhaonilo de la amida
4. Rigidez de la cadena alifatica.
3
o A
H H "
(CHyIn N )\ N
\n/ T( N «cHpn
H
0 0 o
R i R R 2
R= Br, (L, I, F, Me, OMe, R= Br, NO,, NH,
OH, H,CN n=2vy 4 A= Me, H. n=1,3y6
o
R (\
N\)
o 3
R= Br, NO,, NH,




2. ANTECEDENTES

2.1. EL CANCER.

El céncer representa mundialmente un grave problema de salud pablica, ¥
México ha resentido los estragos de esta enfermedad ya que en nuestro pals en la
década de los 50 s el cancer era la segunda causa de muerte, para Ja década de los
80's se coloct en el primer lugar v a partir de 1990 se encuentra en el segqundo
lugar de mortalidad, justo después de las enfermedades cardiovasculares.?
Actualmente ésta enfermedad se ba diagnosticado a 10 millones de personas cada
afio, de los cuales 6 millones mueren y se espera que para el afo 2020 se
diagnostiquen 20 millones de casos, de los cuales morirén 10 millones.

El céncer afecta a los humanos de todas las edades y a una extensa variedad
de érganos, La frecuencia de los diversos tipos de cdncer aumenta con la edad, de
modo que conforme la gente sea mas longeva, un nimero mayor desarrollard la

enfermedad. Aunado al sufrimiento humano la carga econémica para la sociedad

es inmensag,

El témmino cancer es empleado para catalogar las enfermedades en las que
ocurre una divisién celular sin control. Las células cancerosas tienen tes
propiedades caracteristicas:

a) Disminucion o ausencia del control del crecimiento; formando un nuevo
tefido (tumor) que crece continuamente a través de la habilidad que tienen éstas
células de proliferar indefinidamente.

b) Imvasividad de tefidos locales: fsociado con el crecimiento y la divisidn
no controlados estd la invasién de los tejidos sanos circundantes.

a) Dispersién o metdstasis a otras pastes del cuerpo: Esta es la
caracteristica mas temida, ya que las células malignas se separan del tumor

original y viajan a través del sistema circulatorio, estableciendo colonias en sitios
distantes.®
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e ————
Por esta razén los métodos de tratamiento tienen como objetivos principales:
combatir el crecimiento sin control, evitar la invasion del tejido y la metédstasis. Los
métodos tradicionales para el tratamiento del cancer sor: la cirugia, la radioterapia
v la quimioterapia, gracias a los cuales, hoy en dia el 50% de los pacientes
Qiagnosticados con cancer, se curan a través de uno de estos métodos o por una
combinacién de ellos. A continuacidn se explica brevemente cada uno, sus

ventajas y limitaciones.

La cirugia, que controla la enfermedad al eliminar el tejido maligno es el
método al que se debe el mayor niimero de curaciones, cuando la enfermedad es
detectada a tiempo. La principal limitante es que no puede tratar el cancer
diseminado.

La radioterapia consiste en la radiacién con Rayos X o ¥ del tumor canceroso
pero estos tratamientos causan dafios genéticos a las células, los cuales pueden
ser suficientes para matar a las células directamente o para inducir suicidio celular,
un proceso llamado apoptosis; debido a que las células sanas se recuperan maés
rapidamente de la exposicién a la radiacién, esta terapia preserva las células
anatémicas que rodean al crecimiento canceroso. A pesar de esta ventaja, el
tratamiento a veces no puede eliminar completamente el tumor, ¥ como la cirugia,
no puede tratar el cancer rnatastasico.

La quimioterapia os unc de los caminos més efectivos para tratar algunos
tipos de cdncer diseminados v consiste en la aplicacién sistemdtica de farmacos
citotdxicos que viajan a través del sistema circulatorio. Varios compuestos se
utilizan actualmente como agentes anticancerigenos ¥ se estdn probando mas.
Algumos de los firmacos quimioterapelticos acthan en las células cancerosas
evitando que ss multipliquen, interfiriendo en su habilidad para replicar al ADN. El
éxito de la quimicterapia se debe a que las células que proliferan muy rapidamente
son méas sensibles a los inhibidores de la replicacién del ADN, vy a que las
propiedades metabdlicas de las células tumorales difieren de las normales lo

suficiente como para conferir ventajas quimioterapeiticas.®
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La quimioterapia disponible en este momentoc tiene algunas desventajas: ios
farmacos matan también a muchas células sanas ocasionando que los pacientes
presenten efectos colaterales graves lo que limita las dosis aplicables. Otro de los

problemas es gque muchos tumores se vuelven resistentes al tratamiento.

2.2 ENTRECRUZADORES DE SURCO.

Un objetive importante para la quimica medicinal, consiste en el disefio de
moléculas sintéticas que imiten varios aspectos de las moléculas biolégicamente
activas. En afios recientes un gran avance en este aspecto ha comenzado a darse,
al entender los procesos de reconocimisnto molecular entre moléculas pequefias y
péptidos, proteinas o los 4cidos nucleicos.” E1 ADN {(4acido desoxirribonucleico)y el
ARN {4acido ribonucleico) llevan a cabo los primeros pasos para la produccién de
proteinas que son requeridas de manera natural y en ocasjones ancrmal por los
procesos fisioldégicos, por esta razdn es natural qgue sean estas moléculas
consideradas como “blancos” potenciales en el disefic de farmacos que prevengan
o eliminen distintos tipos de enfermedades, perc esto mismo no ha podido

realizarse sin la posibilidad de interrumpir o alterar una funcién normal en el

organismo.

Es importante tener en cuenta que para que un farmaco acttie a nivel de
4cidos nucleicos deben atravesar membranas bioldgicas, ya que el ADN se
encuentra dentro del nucleo de las células y estd doblemente protegido por

membranas; el ADN eucariético es alin més complicado por su organizacion
cromosomal.
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Hasta el momento, se sabe que todos los fArmacos qus interaccionan con el

ADN lo hacen en una o mas de estas tres maneras:

a) Farmacos que se umen al surco mayor ¢ menor, via uma interaccién no-
covalente llamados entrecruzadores de surco {cross-linkers).
b) Farmacos que se intercalan entre los pares de bases.
¢} Farmacos que forman un enlace covalente con el ADN.
Las interacciones no covalentes por las cuales actilan las primeras dos vias
pueden ser: interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno, y atracciones

electrostaticas.

Para comprerder mejor come se llevan a cabo estas interacciones
recordemos que las moléculas del ADN adoptan una estructura de doble hélice que
consiste en dos antiparalelos torcidos para las bases adenina {A), timina (T),
guanina (G), citosina (C) las cuales son soportadas sobre una columna de aziicar
fosfatada.” El par de A con T v G con C ocurre via la formacién de puentes de
hidrégeno. En las ranuras de la espiral, se forman dos huecos entre las dos
cadenas de aziicares fosfatadas y son conocidos como el surco mayor y surco
menor del ADN.

El surco mayor mide aproximadamente 24 A de ancho, es frecuentemente
usado para sl control de proteinas asj como promotores y represores porque recibe
mayor contenide de informacién en la forma de grupos funcionales y de otros

4tomos expuestos a través de las paredes de las columnas de az(icar fosfatada.
A su vez, sl surco menor mide aproximadamente 10 A de ancho, y es
preferidec  generalmente por las moléculas xenobibticas peguefias,

presumiblemente porque representa un sitic vulnerable a ataques, en una

competencia con el material genético de los organismos. (FIG. 2)



2. ANTECEDENTES

Surco menor

Surco mayor

FIG. 2. Estructura helicoidal doble del ADN, donde se
muestra el surco mayor ¥ el surco menor que se forman,
teniendo enlaces de adenina (A), con timina (T), citosina

(C), con guanina (G). P se refiere a los fosfatos vy § al
azicar.

Las caracteristicas quimicas y biofisicas y las consecuencias bioquimicas y
biolégicas de los fdrmacos que interaccionan con el ADN han sido evaluadas por

varios msétodos incluyendo cristalografia de rayos X, y anélisis de RMN, entre
otros.

1
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Un ejemplo de moléculas que son entrecruzaderes del surco menor son la
neptropsina y la distamicina, y éstas actian gracias a su gran preferencia por las
regiones ricas en A y T sobre las (ue contienen G y C. Se sabe que la primera se
entrecruza en los segmsntos que contienen 4 pares de bases consecutivos de AT,
mientras que la distamicina, molécula mas larga, cubre de b a 6 pares de AT
continuas.® (FIG. 3)

o NJ‘( @
H
Netropsina "‘"J : H k N

12
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2.3 AMIDAS.

23.1 NOMENCLATURA DE AMIDAS:

Una amida es un compuesto que contiene un nitrégeno trivalente, unido a
un grupo carbonilo. Las amidas se nombran, eliminando 1a palabra acido (del que

provienen) y cambiando la terminacién —oico del acido carboxilico por —amida.

Las amidas con sustituyentes alquilicos sobre el nitrégeno llevan sus
nombres precedidos de N-alquilo, en donde N se refiere al 4tomo de nitrdgeno.
(FIG. 4)

N
HsC NH, |
C

Etanamida N-metilbencenocarhoxilamida N, ,N-dimetilmetanamida

FIG. 4: Ejemplos de la nomeng¢latura IUPAC para amidas.

13
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232  SINTESIS DELAS AMIDAS

Los métodos mas cornunes para sintetizar amidas utilizan los derivados de

acidos carboxilicos y arnoniaco e la amina apropiada.® (FIG. 5)

o
R/n\ct R'NH,
0 0
PPN i i
R o R = JL

I
o y— H
R/“\OR,

FIG. 5. Rutas de sintesis de amidas
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2. ANTECEDENTES

233 IMPORTANCIA DE LAS AMIDAS:

El grupo funcional amida forma parte de compuestos con una diversidad
de usos:

I POLIAMIDAS: No hay duda que las méas importantes son las proteinas.

II. POLIAMIDAS SINTETICAS: El ejemplo més notable es el nailon 6.6 (porque
se prepara a partir de un didcido y una diamina de 6 carbonos) del acido
adipico y hexametilendiamina.*

[II. ESTABILIZADORES DE PLASTICOS: Muy importante en la industria
farrmacéutica, ete, !

Iv. ANTIBIOTICOS

V.  ANALGESICOS: Los derivados del p-aminofenol (acetarminofén)? (FIG. 6)

VI. ANTHELMINTICOS: Activos contra Anglostoma ceylaricum y Hymenolepsis
11@.@33

VI. HERBICIDASYW'™

HN-—CCO—CH3 o
NH>
F
OH
p-fluorobenzannda
Acetaminofén

FIG. 6: Ejemplos de las amidas
con importancia terapéutica

15
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3

R

M

B

CONTRA LA LEUCEMIA: Como la p-fluorobenzamida. (FIG. 6) v la p-
fluorofenilacetamida.™®

PIGMENTOS: Son tintas muy empleadas para las impresoras de inyeccién
de tinta, con gran variedad de colores.”

ENTRECRUZADORES DEL ADN: Como algunas oligoamidas que
interactian de manera no covalente con el ADN.*

INHIBIDORES DEL VIH" (Virus de Inmunodeficiencia Hurnana).



3. OBJETIVOS
e R R e Do

= La sintesis de las diamidas 1, 2,3 vy evaluacién de su actividad citotoxica en 3

lineas celulares. (PC-3, U-251, K-562).

\”/(cnz)n
R” : R

R= Br, Cl, 1, F, Me, OMe,
OH, H,CN n=2vy4

/k (CHz)n
o

R= Br, NO,, NH,
A= Me, H. n= 1 3y 6
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4. METODOLOGIA

e e e ————_—

41. SINTESIS.

Para elegir el método mas conveniente de sintesis de las distintas series de
diaritalcanodiamidas, se llevé a cabo una investigacién bibliogréfica, con respecto
a los meétodos que fuesen mis econdémicos, versatiles ¥ con mejores rendimientos.

En la TABLA A se muestran las diferentes metodologias sefialadas en la
bibliografia para la obtencién de diarilalcanodiamidas

Al analizar todas ¥ cada una de las metodologias sehaladas en dicha tabla
se eligi6 realizar la primera®, porque las condiciones en las que se lleva a cabo la
reaccion son sencillas y los rendimientos obtenidos elevados, pero se le hicieron

algunas modificaciones:

= ¥n lugar de emplear piridina como disolvente de la reaccién se uso
acetona, porque el producto no es soluble en ésta y precipita por lo que
solo es necesario filitar y verificar su pureza; ademéas es mucho menos
téxica que la piridina, y més econémica. L.a desventaja que pudiera tener
el usar éste disolvente es que la piridina atrapa el clorure que se libera
en la reaccibn v se forma el clorhidrato de la piridina y no de la materia
prima, elevando asi el rendimiento, 10 que no sucede al usar la acetona.
Esto se evita al poner en agitacién vigorosa la mezcla de reaccifn en
agua, (el mismo volumen que el usado de acetona) ya cque de esta manera
las posibles sales que se formaran se disuslven en el agua y solamente
es necesario filtrar el sélido obtenido (producto)

Se verificd que en las condiciones en las que se trabajé la técnica con
acetona las reacciones finalizaban en promedio en 2 horas, un tiempo de
reaccién mucho rmenor al descrito.*® (24 horas).

= Los rendimientos en ambas técnicas (con piridina vy con acetona) fueron

muy semsajantes.
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4, METODOLOGIA

TABLA A: Metodologia de las sintesis més importantes de diamidas.
Metodologia Producto ™

Se agrega gota a gota cloruro de succinilo (0.016 mol)
a una solucién en agitacion de la anilina apropiada
(0.032 mol) en piridina {20 mil). La mezcla de reaccién | N,N-’diarilbutanodiamidas

se deja a temperatura ambiente por 24 horas y (n=24,8,7)°
después se anade a 100 mL de agua. El precipitado
se filtra y recristaliza de etanol. (Rendimiento >

60%)
Reaccion
coc R‘Q“HZ CONH—@R
/ /
(CHo)n - {CHz)n\
\COCI Piridina CONH~©—R
Metodologia Producto ™=

Una mezcla malonato de dietilo (0.025 mol, 5.4 g) vy p-
anisidina (0.05 mo}, 6.2 g) se agita a 160-170°C por 3
horas en etanol (1.3 g) . A la mezcla de reaccién fria N,N-' di(4-metoxifenil)-
se le afiade acetato de etilo (100 mL) ¥ se agita por 45 malonamida®
minutos. El precipitado obtenido se filira.
{Rendimiento = 75%)

Reaccién
HsC
) .
y M
HsCO NH, HN NH
Q
o Etanol
o
OCHjy OCH,
HyC
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4. METODOLOGIA

TABLA A: Metodologia de las sintesis mas importantes de diamidas.

se vacia a un vaso con 700 mL de agua helada. Se
filtra el sdlido.
{Rendimiento = no reportado)

Metodologia Producto ™™
9.7 g de piperazina (0.06mol) se disuelve en 30 mL de
piridina. A esta solucién se agregan 18.6 g. (0.1 mol)
de cloruro de p-nitrobenzoilo en 100 ml. de piridina.
Después de calentar la mezcla por una hora a 100°C, 1,4-dibencilpiperazina®®

Reaccion

Ct

HN NH
N/

Piridina
O 100°C  ON

/\ NO2

Metodologia

Producto ===

Una sclucidn del cloruro de benzoilo correspondiente
(20 mmol) en 10 mL de cloroformo se trata con una
solucién de Ja aminoamida ¢orrespondients (20
mmol) y trietilamina (20 mmol) en 35mL de
cloroformo. Después de 1 hora de reaccidn, la mezcla
se calienta a ebullicién por 30 min, se enfria, y se
extrae con agua (3 x 30 mL) y se seca con sulfato de
sodio anhidro. Se evapora el disolvente y el
prrecipitado se recristaliza de benceno.
{Rendimiento = 60%)

2-Benzoil
aminocarboxamidas®

AL

Tnetllam:na

Reaccién

Cloroformo o,_N/@)L




4. METODOLOGIA

4.1.1.

DIAGRAMA DE FLUJO:

3. Filtrar el sélido
obtenido y lavarlo con
acetona y agua.

1. Disglver la 4-R-anilina
correspondiente, o en su caso el
cloruro de henzoilo p-sustituido en
20 ml. de acetona.

Il

2. Colocar en bafioc de hielo, ¥
agregar e} dicloruro de diacilo o en
su casc la alcanodiamina
correspondiente o la piperazina.

2 horas en
agitacion

Se agrega agua y se agita
vigorosamente para disclver
las sales que se pudieran

haber formado, como el
clorhidrato de la anilina
correspondisnte,
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4. METODOLOGIA

4.2. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD.

Las pruebas de citotoxicidad fueron realizadas por personal del laboratorio

de pruebas de actividad bioldgica del Instituto de Ouimica de la UNAM.

Para la determinacion de la actividad citotdxica de las diamidas sintetizadas
se realizd0 un ensayo colorimétrico que emplea un colorants que se une a las
proteinas celulares: Sulforhodamina B (SRB) su férmula se incluye en la Fig. 8,
para medir el crecimiento y la viabilidad de las células.

La SRB se une a los aminoacidos basicos de las células, es de color rosa
brillante, su estructura contiene dos grupos sulfénicos, su histoquimica es similar a
Ia de otros pigmentos utilizados para el mismo fin: como el colorante de Coomassie
azul brillante, el bromofencl azul, y el naftol amarillo §. Después de realizar varias
pruebas se demostré gque la SRB provoca una coloracidn mds intensa, gque su
sensibilidad es comparable g la de los colorantes fluorescentes y superior a la de
los pigmentos convencionales en el intervalo visible™.

El desarrollc del color det SRB es répido, estable v visible. Su densidad
6ptica puede ser medida en el rango de longitud de onda visible en
espectrofotdmetros o en lectores de platos de 96 pozos. (FIG. 7)

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 it 12

AlDI5 D14 D13 D12 TD1t [C8 cs  [D21 [D22 (D23 [D24 [D25 I g
B GC_{GC L4

c GC_|6C } 1
D GC |GC

E GC_|GC } 2
F GC_|GC 3
G GC_[GE }
H cs |Cs B

FiG. 7: Plato de 96 pozos usado para pruebas citotéxicas con 3
diferentes lineas celulares y 2 agentes de prueba (D1 y D2} cada unoc
inoculado en 5 concentraciones {(D1,-D1; y D2, D2;) . G os el control de fi%
crecimiento para obtener una curva dosis ~ respuesta por duplicado y i
4 controles {solamente medic de crecimiento). B seifiala el Blanco sin

células.

T Ty o e T A7 N o Lo YRy T T e e O P i £ T g P A W T LN e 0 P S AT
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4. METODOLOGIA

La SRB alcanza un punto final muy estable, que no es necesario medirlo
dentro de un determinado periodo de tiempo, ademas de que las muestras tefiidas
con él pueden ser almacenadas indefinidamente sin peligro de deterioro.

Este método no es destructivo, es decir, no es necesario digerir las

muestras.

4.2.1: LINEAS CELULARES Y MEDIO DE CULTIVO:

Las lineas que se emplearon para determinar la actividad citotéxica de las

amidas sintetizadas fueron:

=  PC-3: Céncer de prostata, proporcionada por el Centro Médico IMSS-México.

= J-251 Glio: Sistema Nervioso Central, proporcionadas por el National Cancer
Institute (USA).

* K-562 CML: Leucemia, proporcionada por sl Centro Médico IMSS-México.

25



4, METODOLOGIA

Todas fueron cultivadas en Medic Minirmo Esencial (MEN sus siglas en
inglés) enriquecido con 0% se suero inactivado de corazén fetal de bovino, 100
IU/ml, de Penmicilina G (Gibco), 100 pug/mL de sulfato de estreptormicina, 0.25
pg/mL de anfotericina B (Gibeo), v 1% de aminodcidos no esenciales (Gibco) v se

mantuvieron a 37°C en atmésfera hiitmeda con 5% de CO,,

26



5. RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS Y DISCUSION
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En un estudio anterior, nuestro grupo sintetizd y evalud la actividad
citotdxica de Ius compuestos que se muestran en la Tabla 1. Los remarcados son
los gue presentaron actividad citotdxica elevada, pero de todos ellos scbresalen: el
compuesto 1¢ (n=4, R= NO,}, que presenta un porcentaje de inhibicién del 81%, ¥
que es selectivo ya que solo actud en la linea PC-3; el compuestos 1f (n=7, R=
NO,) con una inhibicién celular del 82 %, y el compuesto 2a (n=2, R= NH,) con
67.4% de inhibicién®.

H H
D/ (o} o] \©\
R R

TABLA 1. Porcentaje de inhibicién del crecimiento celular a una
concertracién de 31ph

Comp. No.| R n Hela [Hep-2] PC-3 Uzbl kboa
- la NO, Z b U 0 G +
1b NO, 3 25 0 0 50 51

2c NH, | 4 2 0 24 52
2d NH, | 5 4 0 0 0 +
2e NH, | 6 5 0 21 21
2f NH, 7 0 0 0 18 55
* La actividad no fue medida

M2 Compuestos que presentaron mayor actividad citotoxica
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Cabe mencionar que el criterio tomado en cuenta para gue un compuesto
sea considerado activo es que presente un porcentaje de inhibicion del crecimiento

cehilar Tmayor al 50% en la concentracién mansjada {31 pM).

Como se aprecia, las variables que se manejaron fueron el tamaiio de la
cadena alifdtica (n) y ol sustituyente en la posicién 4 del anillo arométice (amino o
nitro}, por lo que la informacién que pudieron aportar sobre los factores que
intervienen en la actividad estuvo limjtada a los mismos.

Las series de compuestos sintetizados en este trabajo se eligieron de
acuerdo a lo anterior, de tal manera que pudieran dar una imagen representativa
de los factores que intervienen en la actividad citotdxica gue cada uno de ellos
presenten.

L.0s patametos (ue se tomaron en cuenta para elegir las 3 series de los
compuestos por sintetizar (indicados en las Tablas 2, 3 v 4 ) se describen a
continuacién:

= Diferentes sustituyentes en la posicién para del anillo bencénico: lo cual
ayudaria a determinar los factores estéricos v electrénicos ¢ue influyen en la
actividad citotdxica.(Serie 1, 2, v 3)

* Tamafo de la cadena: o] cual solo varid en 2 o 4 metilenos en la cadena
alifatica, ya que de acuerdo a los resultados senalados en la Tabla 1, este factor
parecse ser uno de los mdés importantes. (Serie 1y 2)

= Posicién del carbonilo: esto permitiria determinar si la actividad tiene que ver
con la posicién en la que se encuentra el grupo carbonilo de la amida.(Serie 2y
3)

» Cadena alifitica no lineal: lo que proporcionaria infonmacién acerca de la
importancia de la linealidad de la cadena conectora de la diamidas. (Serie 2)

* Rigidez de la cadena alifitica: lo que ayudara a verificar si el factor

conformacional es importante, (Serie 3)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 SINTESIS.

Primera Serie:

La sintesis de las N,N -di-{4-R-fenijl}-alcanodiamidas (1 - 21) se realizd
mediante la reaccién de un cloruro de diacilo (1.0 eq) y una anilina para- sustituida
(2.0 eq). {Reaccién 1)

NH;
{CHyln
cn (cHz)n ¢l /@ Y \©\
Acetona
R Reaccion 1

(bafioc de hielo) { :
| :

N,N’-di-(4-R-fenil)-alcanodiamidas

El rendimiento de esta reaccién varié del 65 al 96%, dependiendo de la
anilina p - sustituida que se hava empleado. (Tabla 2)

En la practica se aprecié gque los tiempos de reaccidén para formar los
compuestos varia. Los compuestos 5, 6, 7, 16, 17, vy 18 ( R= Me, OMe, OH yn=2 ¥
4), se formaron mds rdpido ya que conforme se adicicnaba el clorure de acilo, se
observaba la formacién de precipitado corespondients al producto.

E] mecanismo normal por el cual se lleva a cabo éste tipo de reaccicnes es
de adicién - eliminacion sobre el grupo carbonilo. Al analizar el mecanismo de
reaccidén (pag. 25), vemos que es comprensible porque con los sustituyentes antes
mencionados, la reaccién se llevd a cabo en un tiempo menor, ya que al tratarse de
sustituyentes electrodonadores, ocasionan que su densidad selectronica se
“deslocalice” (hacia el grupc amino de las anilinas comespondientes) y éste
ataque al grupo carbonilo del clornure de diacilo con mayor facilidad.
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S, RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1

MECANISMO DE REACCION.

/
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
e —

Los espectros de RMN de 'H {Resonancia Magnética Nuclear de protén) se
realizaron en DMSO-d; (Dimetilsulféxido hexadeuterado) y los espectros de IR
{Infrarrojo) se realizaron en pastilla de KBr.

Tabla 2: Propiedades fisicas y rendimiento de la primera serie
de N, N"-di-(4-R-fenil}-alcanodiamidas.

Compuesto Rendi - Panto de Punto de
Nimero R n miento fusion. fusion
(%) {°C) (OC) =i
i F 2 65.0 243 — 245 244 — 245
2 Ct 2 850 287 — 290 288 - 200742
3 Br 2 69,0 281 — 282 ; 281 — 282°*%.%
5 Me |2 87.0 274275 | 273 2750%
6 OMe 2 80.0 255 - 256 256 — 257%°
7 OH 2 92.0 273 274 275 — 2768
8 H 2 83.0 231 -232 231 — 2334
T S e anay : 3
S : .."""ﬂ : :
11 ___Br 3 70.0 254 — 256 255 — 257
f B : Iy “ o
13 Cl 4 750 255 — 256 258 — 259%
14 Br 4 75.0 287 - 288 286 — 2874
16 Mo 4 85.0 258 - 260 | 258 — 25973
17 OMe 4 89.0 233 - 235 233 - 2342
18 OH 4 96.0 265 — 268 (*) | 260-262%*
4 247 — 2487

273

Ml Compuestos nuevos
(*} Temperatura de degscomposicion
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Sequnda _Sere;

La preparacién de la segunda serie de los N,N’-di-{(4-R-benzoil)-
diarninoalcanos (22 - 28) se [levd a cabo a través de la misma reaccién de adicion —
eliminacién, perc utilizando cloruro de benzoilo para- sustituide y las diaminas
alifaticas correspondientss. (Reaccién 2) En todos los casos se obtuvieron con

rendimientos mayores al 75%. (Tabla 3).

R
o A o A
/I\ H J\ N
N
cl HN (CH§: : N (CHDn
Eﬁna . r Is)
R (batio de hielo) R Reaccion 2
Clorure de benzoilo NN “-di-{4-R-benzcil }diaminoalcanos
p-sustituido

En este caso para que la reaccién se lleve a cabo mas ficilmente es
necesario que el sustituyente del anillo aromético sea electroatractor, para que &l
grupo carbonilo s encuentte mAas disponible al ataque del nucledfilo (grupo
amino). Aungue éstas reacciones se obtuvieron con un rendimiento elevade, fueron
10as lentas que las de las serie anterior, en promedio 2 horas y media.

Al igual que las diamidas de la serie antericr, estos compuestos también
fueron solubles en DMSO.

TABLA 3. Propiedades fisicas y rendimiento de la segunda serie de
N,N’-di-{4-R-ben=zoil)-diaminoalcancs

mﬁ%m@

J \

?.mm 'h;,,i-

5

m Compuestos nuevos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tercera Serie:

Las 1,4-di-(4&-R-benzoil)piperazinas (29 y 30) se obtuviercn al hacer
reaccionar la piperazina con el cloruro de p-brome y p-nitrobenzoilo. El

rendimiento de estas reacciones fue 89 y 95% respectivamente. (Reaccion 3)

(bafio de hielo)

Reaccion 3
cloraro de benzoilo 1,4—di—{4-R—benzon}p1perazmas
p-sustituido

En este caso los compuestos resultaron ser més polares gue todos los
anteriores y dificilmente se podian disolver en DMSQ, ademas de que son los que
presentan un punto de fusidén mas elevado que el resto de las series sintetizadas
{Tabla 4).

TABLA 4. Propiedades fisicas y rendimiento de la tercera
serie de 1,4-di (4-R-benzoil)piperazinas
Compuesto Rendimiento Punto de Punto de

T318 200
> 2607

#5 Compuesto nueva

Para obtener los productos 25 y 31, fue necesario realizar la reduccién de las
respectivas materias primas, es decir, de los compusestos 24 y 30, empleando
hidrazina y Pd/C (5%) como catalizador®. La reaccién se Iieva a cabo en reflujo en
etanol por 2 horas. El rendimiento fue del 85 v 90%, respectivamente.(Reacciénes
4y5)
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5. RESULTADOS Y PISCUSION

NHz
o A e o
/@)\ * ,n HzN-NH; '/dLN/‘\(CH;#
N cHn —_— H
H Pd/C o
o H2
ON etanol Reaccion 4
N,N " -di-(4-nitro-benzoil)- N,N " -di-(4-amino-ben=zoil)-
diaminocalcanos diamincalcancs
o] 2 ;
HZN-NHQ
m . PdC ﬁYNQ s
1 o]
© etano Reaccion 5
1,4-di-(4-nitro-benzoil)piperazina 1,4-di-(4-amino-benzoil)piperazina

Estas reaccionss proceden también muy rapidamente, en este caso el paso
en el que se tiene que ser méas cuidadoso es la purificacién del producto, ya que
después del reflujo debe realizarse una filtracién para separar el Pd/C vy evitar la
contaminacion del sélido deseado. Pero dada la insolubilidad de las diamidas en el
etanol, al filtrar no se separa el producto del Pd/C; por tal razén se opté por
disclverlo en metanol caliente y rdpidamente filtrazlo para asi separarlo dsl
catalizador.

Los datos espectroscdpicos de IR, RMN de Hidrogeno y E. de Masas, de los
compuestos nuevos se enlistan en la Tabla 5.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
[ ———— e —— e ——— e —— e ——— e ———

Tabla 5. Datos espectroscdpicos

Compuesto RMN 'H IR Masas
No. 3 {(ppm) v(cm) M (m/z)
2.62 (s, 4H, CH,),
4 7.41 (d, J=8.8 Hz, 4H, CH,), 1662 (C=0) 520
7.60 (d, J=8.8 Hz, 4H, CH,), 3293 (N-H)
10.09 (s, 2H, NH__...)
1.99 (s, 6H, CH,),
2.59 (s, 4H, CH,), 1657 (C=0)
-] 7.46 (s, 8H, C,H,), 3208 (N-H) 382
9.84 (s, 2H, NH,. ),
9.91 (s,2H, NH,,....)
2.70 (s, 4H, CH,), 1695 (C=0)
10 7.74 (s, 8H, C;H,), 3338 (N-H) 318
10.46 (s, 2H, NH,__ ..} 2222 (C=N)
1.6C (s, 4H, CH,),
2.30 (s, 4H, CH,), 1652 (C=0)
12 7.10 (m, 4H, CH,), 3305 (N-H) 332
7.57 (m, 44, CH,),
9.94 (s, 2H, NH__..,)
1.59 {5, 44, CH,),
2.31 (s, 4H, CH,), 1657 (C=0)
15 7.41 (d, J= 8.76 Hz, 4H, CH,), 3202 (N-H) 548
7.60 (d, J= 8.72 Hz, 4H, CH,),
9.97 (s, 2H, NH,..,.)
1.59 (m, 4H, CH,),
1.99 (s, 6H, CH,),
20 2.28 (s, 4H, CH,), 1659 (C=0) 410
7.46 (s, 8H, C.H,), 3298 (N-H)
.80 (s, 2H, NH,....),
9.83 (s, 2H, NH,,,))
1.15 {4, J= 6.64 Hz, 3H, CH,},
3.35 (t, J=9Hz, 2H, CH,),
4.23 (m, 1H, CH),
7.64 (d, J=8.6 Hz, 4H, CH,), 1637 (C=0Q) 440
22 7.74(d, J= 8.5 Hz, 2H, CH,), 3301 (N-H)
7.76 (d, J= 8.5 Hz, 2H, CH,),
8.34 (d, J= 8.2 Hz, 1H, NH,_..),
| 863 (1 J= 56 Hg, 1, NH )
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5, RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5. Datos espectroscdopicos

Compuesto RMN 'H IR Masas
No. 8 (ppmy} v{cm™) M*(m/z)
1.33 (s, 4H, CH,),
23 7.65 (d, J= 8.5 Hz, 4H, CH,), 1633 (C=0) 426
7.77 (d, J= 8.5 Hz, 4H, CH,), 3287 {N-H)
8.67 (s, 2H, NH___)
3.47(d, J= 2.7Hz, 4H, CH,),
24 B.07 (4, J=8.8 Hz, 4H, CH,), 1640 {C=0) 358
8.30 (d, J= 8.9 Hz, 4H, CH,), 3319 (N-H)}
9.00 (s, 2H, NH, ,0.)
3.33(d, J=7.2 Hz, 4H, CH,),
558 (d, J= 3.18 Hz, 4H, NH,__...). 1600 (C=0)
25 6.51 (d, J= 8.5 Hz, 4H, CH,), 3333 (N-H) 298
754 (d, J= 8.5 Hz, 4H, CH,), 3437 (NH)ure
8.12 (s, 2H, NH, .}
1.20 (d, J= 6.7 Hz, 3H, CH,),
3.45 (t, J= 6.32 Hz, 2H, CH,),
4.30 (m, 1H, CH),
26 8.03 (d, J= 8.96 Hz, 2H, CH,), 1661 {C=0) 372
8.05 (d, J= 9.00 Hz, 2H, CH,), 3318 (N-H)
863 (d, J= 8.14 Hz,1H, NH,...).
8.92 (t, J= 5.66 Hz, 1H, NH,_.)
158 (s, 4H, CH,),
277 (t, J= 6.7 Hz, 4H, CH,), 1637 (C=0)
27 8.06 (d, J= 8.8 Hz, 4H, CH,), 3334 (N-H) 386
8.29(d, J=8.9, 4H. CH,),
884 (t, J= 53 Hz, 2H, NH_ )
1.31 (s, 4H, CH,),
28 1.52 (t, J= 5.9 Hz, 44, CH,), 1647 (C=0) 428
2,76 (s, 4H, CH,) 3298 (N-H)
3.27 (g, J= 6.22 Hz, 2H, CH,),
8.04 {d, J= 9.0 Hz, 4H, CH,),
8.28 (4, J= 8.9 Hz, 4H, CH,),
8.78 {t, J= 115 Hz, 2H, NH_,..)
3.54 (m, 8H, CH,),
29 7.37 {(d, J= 8.4, Hz, 4H, CH,), 1635 {C=0) 452

7.64 (d, J= 8.1 Hz, 4H, CH,)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.2 PRUEEBAS DE CITOTOXICIDAD.

Las lineas celulares utilizadas para medir la actividad citotéxica fueron:

K-562 {Leucemiz humano}
PC-3 (Carcinoma prostatico humano)

U251 (Cél. Glia humano neoplasticas).

Se eligieron éstas, porque con ellas se obtuvieron los mejores resultados de
actividad citotéxica de los derivados p-nitro v p-amino diarilalcanodiamidas (1a-2f),
y de esta manera podriamos correlacionar tales resultados con los que se
obtuvieran con Jos nuevos compuestos.

Pero sobre todo los resultados que mAas son de nuestro interés son los de la
linea K-562 ya que fue en ella en la que los compuestos 2a y 2¢ (R=NH,, n=2y 4

respectivamente) manifestaron un mayor porcentaje de inhibicién.

Antes de discutir los resultados obtenidos en las prusbas de citotoxicidad,
cabe senalar que, primero se enviaron los compuestos 1, 3, 6, 7, 8, 12, 17, 18, 19,
22, 24, 25, 26, 30. Considerando que con ellos se podia realizar un rastreo para
determinar, en primera instancia, si los factores electrénicos interviensn en la
actividad, eligiendo para ello alcancdiamidas con los sustituyentes F, Br, OMe,
OH, H en el anillo bencénico v con 2 v 4 metilenos respectivaments. Como se
aprecia en la Tabla 6, los compuestos con 4 metilenos en la cadena alifatica,
resultaron ser mds activos, por elic se decidié que los siguientes a probar eran

aquellos que contenfan 4 metilenocs en la cadena alifdtica.
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H H
NT(CHZ\}]?)/N
R R

TABLA 6. Resultados de la prueba de citotoxicidad de las
diarilalcanodiamidas
PORCENTAJE
DE INHIBICTON
PC-3

Compuesto
Ntimero R

1a No, | 2 v 0 0
2 NH, | 3 60.0 "15.0 24.0
11 Br 3 55.0 0 40
2c NH, | 4 52.0 5.0 24.0
1c “NO, | 4 v 81.0 o
13 Cl 4 130 0 0
14 Br 4 5.0 0 30
15 I 4 0 0 0
20 HNCOCH., | 4 0 0 0
21 CN 4 9.0 i 13.0 42.0

Y = No se midié su actividad.

Los compuestos remarcados son los que pregentan actividad citotéxica.
mumn Compuestos que se evaluaron primero
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Analizando los resultados mostrados en la Tabla 6 para la linea celular K-
562, se aprecia que ¢l compuesto mas activo fue el 12 (R=F, n=4) el cual mostrd
una inhibicidn celular del 96%, sin embargo sl compuesto 1 que contiene el mismo
sustituyente, pero el tamafo de cadena €3 de 2 metilenos presentd una inhibjcion
del 57%.

La grafica 1 nos permite tener una visién globa! del comportamiento de la

actividad citotéxica, que mostré cada uno de los compuestos evaluados.

GRAFICA 1: Comportamiento de la Actividad citotéxica
en la linea celular K-562
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Estos resultados indican que aparentemente existe una tendencia entre el
numero de metilenos da la cadena alifitica y la actividad citotésica, sin embargo,
al analizar los porcentajes de inhibicién que presentarom las dernds diamidas,
descubrimos que para los compuestos 3, 11 y 14 que contienen bromo como
sustituyente en Ia posicién 4 del anillo aromatico, con cadenas alifaticas de 2, 3v 4
metilenos respectivaments, no se observa la misma tendencia, ya que con 4
metilenos la actividad citotéxica es la memor de los tres; el compuesto més activo
gs el que contiene 3 metilenos, mientras que la actividad citotdxica para el que

tiene 2 metilenocs es intermedia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la grafica también se puede analizar la influencia del sustituyente en la
posicién para del anillc aromético sobre el valor de la inhibicién celdar. Los
compuestos que contienen 2 metilenos en la cadena alifitica no presentaron la
misma actividad citotéxica, por ¢l contrario, se aprecia que el compuesto 2a (R =
NH;} fue el que obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién, seguide por el compuesto
1. Los compuestos 3, 6, 7y 8 (R = Br, OMe, OH, H), (enlistados en orden
descendente con respecto al valor de inhibicién celular mostrado), no son

considerados activos.

Con respecto a los compuestos gue poseen 3 metilenos en la cadena
alifatica, solo se cusnta con la informacién de 2 sustituyentes del anillc bencénico,
amino y bromo (2b v 11), v la actividad citotéxica mostrada por ambos fue muy

similar (69 y 55% respectivaments).

Por (ltimo, al analizar los resultados que presentaron los compuestos con 4
metilenos en la cadena zlifatica, se aprecia que los tuvieron un porcentaje mayor al
b0% en orden ascendents fueron los compuestos 2¢, 17, 18y 12 (NH,, OMe, OH y
F} toniendo este 0ltimo un valor de 96% de inhibicién celular, quedando los

compuestos 14 y 19 que no presentaron actividad citotdxica.

Un aspecto a resaltar es la SELECTIVIDAD que tienen estos compuestos (1-
21) en el grupo de lineas celulares probadas, al actuar solamente sobre una linea
celular K-562 (L.eucemia), va que si revisamos cuidadosamente los resultados de la
Tabla 6, ellos nos indican que ninguno de los compuestos fue activo en las otras
dos lineas celulares (PC-3 y U-251).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso de la segunda serie de diamidas, donde la posicién del carbonilo
de la amida se modificd, se trataba de evaluar el papel que pudiese jugar dicha
posicién con respecto a la actividad citotéxica. {Tabla 7)

(e} A
/d‘\ /L H
_N
N (CHx)n
H
Q
R

TABLA 7. Resultados de la prueba de citotoxicidad de la
Segunda serie de diamidas
PORCENTAJE
DE INHIBICION

Compuesto

00

T ;ﬁ

Los compuestos redos son los presenfa.n actrvzdad catntomca.

Los compuestos que se probaron inicialmente fueron el 22, 24, 25 v 26. De
ellos, solo el compusste 22, que posee un sclo grupo metileno v un metilo en la
cadena alifdtica v como sustituyente bromo en la posicidn para del anitlo
bencénico, demosird tener una importante actividad citoté¥ica en las tres lineas
celulares (por arriba del 70%), va que los dernds no poseen actividad citotéxica en
ninguna de las lineas. Esto quiere decir que el compusestos 22 no es selactivo, pero
su actividad es muy elevada, por lo que debe trabajarse posteriorments en ella
para tratar de encontrar la razén por la cual es tan activa. Ademas ha sido de los

POCOS COInpuestos activos en la linea PC-3 y el Unico activo en la linea U-251.
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Al darnos cuenta de la actividad mostrada por el compuesto 22, optamos por
mandar a las pruebas citotdxicas el compuesto 23, cuya diferencia es que no tiene
el metilo de la cadena alifitica, psro éste compuestc no presentd actividad

citotéxica para ninguna de las tres lineas celulares.

Otro compuesto que permite comparar la actividad citotdxica del compuesto 22
es el 26, donde la diferencia es el grupo nitro en la posicién 4 del anilio bencérnico
en lugar de bromo, sin embargo, éste tampoco fue activo, 10 que muestra que es
necesario realizar estudios con més sustituyentes en la posicién para del anillo
aromitico, manteniendo el metilo en la cadena alifitica, para tratar de ver si existe
una correlacién adecuada, ya que aparentemente e] metilo presente en la cadena
alifatica tiene importancia enla actividad citotdxica de la diamida.

Pero, la principal razén por la que se sintetizé esta serie de diamidas era,
comparar la actividad que presentaban los compuestos 3 con 23; 1a con 24; v 2a
con 25, pero después de analizar los resultados obtenidos {Tabla 8) se observd que
ésta segunda serie de diamidas no presenté mejor actividad que la primera, es
decir, la posicién en la que se encuentra sl grupo carbonilo de la amida influye en

la actividad citotéxica que poseen.

TABLA 8. Resultados comparativos de la actividad citotoxica

PORCENTAJE
Compuesto DE INHIBICTON
Numero R n K562 PC-3 U251
1a NO, 2 w 0 0
24 NO, 2 0 8.0 0
2a NH, 2 67.0 17.0 15.0
25 NH, 2 0 3.0 0
3 Br 2 40.0 6.0 0
23 Br 2 0 0 4.0

V¥ = No se midi6 su actividad.

El compuesto remarcado es el que presenta actividad citotoxica.
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Para la {ltima serie de diamidas sintetizadas, los resultados gue se
obtuvieron con los compuestos 29 y 30, nos dieron informacién importante, porque
& pesar de que la distancia entre los nitrégenos del anillo de la piperazina, es casi
la misma que la de los nitrogenos de las diamidas con 2 metilenos, ninguno de los
dos compusstos fue activo, por lo que parece que ¢l tipo de enlace entre las amidas

es fundamental para (ue estos compuestos presenten actividad citotOxica. {Tabla
9)

9

TABLA 9. Resultados de la prueba de citotoxicidad de las
1,4-di (4-R-benzoil)piperazinas

PORCENTAJE
Compuesto DE INHIBICION
Namero R K652 PC-3 U251
29 Br 0 0 54
30 NO, 0 3.9 1l 0

También se compard el compuesto 29 con ol 22 de la serie anterior, va que a
pesar de que el primero presenta bromo como sustituyente en la posicién para del
anillo bencénico, no fue nada activo como lo fue el compusesto 22, lo qus refusrza la

suposicién atribuida a la importancia del tipo de enlace entre las dos amidas .



6. CONCLUSIONES

L —

* Se sintetizaron tres series distintas de diamidas (31 compuestos), siguiendo las
modificaciones propuestas y empleando una metodologia gue permite obtener

rendimientos slevados en un tiempo corto (aproximadamente 2 horas).

= La actividad citotéxica de 22 de los 31 compuestos sintetizados fue evaluada en
3 lineas celulares. La mayor actividad citotoxica se presenté en la linea K-562

(Leucemia).

= El compuesto de la primera serie de diamidas sintetizadas que presentd la
mayor actividad citotéxXica fue €l compuesto 12 (R=F, n=4) con 96% de

inhibicidn citotéxica para la linea celular K-562.

= En el caso de la segunda serie de diamidas, ¢l compuesto 22 {(R=Br, A=Me,
n=1), tuve un porcentaje de inhibicién del crecimiento celular mayor del 70%

para las tres lineas celulares probadas.

* Los compuestos probados de la tercera serie de diamidas no presentaron

actividad citotéxica.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 EQUIPOS EMPLEADOS.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Melt-temp I y los
resuitados se reportan en °C sin corregirlos.

Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrofotémetro Nicolet FT
Magna-IR 750 empleando la técnica de pastilla de KBr. Los espectros de
resonancia magnética nuclear de Hidrégeno (RMN ‘H) se obtuvieron en los
equipos Varian Gemini 200, el desplazamiento quimico estd expresado en partes
por millén (ppm), utilizando el pardmetro § y estan referidos al tetrametilsilano
{(TMS) como referencia interna, los espectros se realizaron utilizando DMSO
deuterado como disolvente.

Los espectros de masas se determinaron en un espectrémetto de masas

Jeol JMS - AX505HA de doble enfoque, empledndose la técnica de impacto
electrénico (EIMS).

El avance de las reacciones se verificé por cromatografia en capa fina
analitica de gel de silice F-254 tipo 60 Merck, usando como revelador: luz
ultravioleta, cAmara de yodo y suifato cérico.
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7.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS.

Obtencion de las N.N - di-(4-R-fenil}- alcanodiaridas (1 - 21).

En un matraz bola de 250 ml se disuelve 1.0 g {1.44 mmol} de las 4-R-
anilinas (R=Br, F, Cl, I, CHs, OCHz, OH, H, CHzCONH, CN) en 20 ml de acetona. A
continuacion se coloca el matraz en un bafio de hislo, y posteriormente se agrega
el diclorure de diacilo comrespondiente (0.72 mmol): para n=2 (1 - 10) el cloruro de
suceinjlo, para n= 4 (12 - 21) el cloruro de adipoilo.

La mezcla de reaccibn resuitante se mantiene en agitacion constante y
vigorosa, obteniéndose un precipitade a los pocos minutos.

Tenminada la reaccidén (60 — 120 min), se agrega 20 mL agua al matraz y se
deja en agitacidén vigorosa y constante por 30 minutos; se filtra el sélide v se lava
con acetona ¥y agua.

En la Tabla 2 (p4g.33) se enlista el rendimiento y punto de fusién de cada
uno de 8stos compuestos.

Obtencion de los NN -di-(4-R-benzoil)-diaminoalcanos (22 - 28).

En un matraz bola de 250 mL se disuelve 1.0 g del cloruro de p-bromo o p-
nitrobenzoilo (2.0 eq) en acetona. El matraz se snfria en un bafioc de hielo vy
posterionnente se aiade la alcanodiamina correspondiente (1.0 eq): paran=2 (23 y
24) etilondiamina, para n=4 (27} 1,4-diaminobutano, para n=7 1,7-diaminoheptanoc
{28) vy 1,2-diaminopropano para 22 y 26.

La mezcla de reaccién se mantiene en agitacién constante y vigorosa,
obteniéndose un precipitado. Transcurridos 120 a 180 min, se afiade agua ¥ la
solucién se mantiene en agitacién vigorosa y posteriormente se filtra el solido y se
lava con acetona y agua.

En la Tabla 3 (pag. 34) se enlista el punto de fusién y ¢l rendimiento de cada
uno de e5t0s compuestos.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTES
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion del N N -di-{4-amino-benzoil)-diaminoalcano y de ia 1,4-di-(4-amino-
benzoill)piperazina (25 y 31).

En un matraz bola de 100 ml. de una boca se coloca la N N'-di-(4-nitro-
fenil}-alcanodiamida (24), se disuelve en etancl (10mL), se ahade la hidrazina (25.9
mmol} y el Pd/C 5% (0.046g) como catalizador y agua (1mL} y se mantiene la
reaccion en reflujo,

El avance de la reaccién se comprusba mediante cromatografia en capa fina,
hasta la desaparicién de la materia prima. Se quita &l reflujo y la mezcla de
reaccién se filtra en caliente, quedando el sélide formado junto con el catalizador,
finalmente se disueive el precipitado en metanol caliente vy se vuelve a filtrar.

En las Tablas 3 y 4 (pags. 34 y 35) se enlistan el rendimiento ¥ punto de

fusidn de cada uno de estos compuestos.

Obtencidén de 1,4-di (4R-benzoillpiperazinas (29 y 30)

En un matraz bola de 260 ml se disuelve 1.0 g del clorure de para-nityo ©
para-bromo benzoilo (2.0 eq) en acetona, se coloca el matraz en un bano de hislo
(0°C) y posteriormente se afiade la piperazina (1.0 eq)

La mezcla de reaccién Se mantiene en agitacién constante y vigorosa,
obteniéndose un precipitado a los pocos minutos de reaccién.

Al transcurrir 2 horas, se agrega agua y Se Iantiene en agitacién constante
la solucién aproximadamente por 30 minutos; se filtra el sdlido obtenido, ¥ se lava
con acetona y agua. Se toma el punto de fusién.

En la Tabla 4 {pag. 34) se describe el rendimiento y punto de fusién de

ostos dos compuestos.



7. PARTE EXPERIMENTAL
7.3. Ensayo de citotoxicidad:

La citotoxicidad de las células tumorales después de su tratamiento con los
compuestos a probar fue determinada empleando el colorante Sulforodamina B
(SRB) en microcultive para medir el crecimiento y la viabilidad de las células™.

Se prepararon soluciones concentradas 100 veces (20mM) de los compuestos
por probar en DMSO (la pequefia cantidad de DMSQ presente en los pozos
{méximo 5%) no afecta los resultados) y se diluyeron con 100 ml. con medic, se
agregaron 100 uL a los pozos, quedando una concentracion final de 31 uM. Se

prueban por triplicado, se usa doxorrubicina (sigma) como control positivo.

Las células se cosechan de las botellas de cultivo agregando tripsina diluida
con medio fresco, se toman 100 uL de la suspensién de células que contiene 7500
células v se depositan en un plato de 96 pozos v se incuba por 24 horas a 37°C y
una atmésfera con 5% de CQO, . Después de este tiempo se agregan 100 ul de la
solucién de los compuestos a probar en cada pozo. Los cultivos se exponen por 48

horas a los compuestos ala concentracidén de 0.031 pg/mL.

Posteriormente del periodo de incubacién, las células se fjan adicionando 50
pL de acido tricloroacético (TCA) al 50% frio. Los platos se incuban a 4°C por 1 hora
v se lavan con agua 4 veces y se Seca con aire, Las células fijas se tifieron con una
solucién de SRB al 0.4% disuelto en &cido acético al 1% por 30 minutes, el SRB se

remueve lavando con la misma solucién de Acido acético por 4 veces.

Los platos se secan con aire, €l colorante que se unidé a las proteinas se
disuslve al afiadir un buffer de Tris (10 mM) pH = 10. Los platos se someten a
agitacién por 5 minutos y se determina la absorcién a una longitud de onda de
515nm usando un lector de platos.
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En cada caso el control se realizé al adicionar un nimero equivalente de
células en varios pozos e incubarlos a 372C por un periodo de 24 horas, las células

se fijaron con TCA, ¥ se sigue todo el procedimiento antes mencionado.

Finalmente, los valores de absorcién son promediados y al valor promedio
debe restarse ol valor del Control. Este valor debe después expresarse en
porcentaje, relacionado con la concentracién media inhibitoria (Cl,) que es la

concentracién a la cual el compuesto probado ocasiona el 50% de la inhibicién del
crecimiento de las células tumorales.
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