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RESUMEN

El descubrimiento de nuevos compuestos con actividad antitumoral, es uno de los retos mas
importantes en la quimica farmacéutica. Uno de los grupos de agentes quimioterapéuticos
mas relevantes utilizados en el tratamiento del cancer, comprende moléculas que
interaccionan con el ADN. Este grupo incluye a los intercaladores del ADN. Estos
compuestos son moléculas que se insertan en el material genético sin desnaturalizarlo. Esta
insercion genera cambios conformacionales en la doble hélice, tales como incremento en
los angulos azucar-fosfato y en la distancia entre pares de bases. Los intercaladores del
ADN tienen caracteristicas en comiun como planaridad y aromaticidad. Por su parte, los bis-
intercaladores del ADN son los respectivos homo- o hetero-dimeros unidos por una cadena
puente. Tomando en cuenta las caracteristicas estructurales de estos compuestos, en el
presente trabajo se describe la sintesis de bis-intercaladores del ADN potenciales tomando
como esqueleto base el pirrolo[2.3-e}indol. Adicionalmente se sintetizaron algunos
benzoindoles andlogos con la finalidad de elucidar los principales requerimientos
estructurales para su actividad citotoxica.

Se describe la sintesis de los compuestos mencionados a partir de la 1,3-ciciohexanodiona y
de la a-tetralona en siete y cinco pasos respectivamente.

La evaluacion bioldgica de los compuestos probados se llevd a cabo en seis diferentes
lineas celulares tumorales. Se encontrd que los factores que afectan la actividad citotoxica
pueden ser el peso molecular, los susituyentes en los grupos fenilos y la presencia de una

amida capaz de llevar a cabo interacciones fuertes con enzimas tales como puentes de

hidrégeno.
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SUMARY

The discovery of new compounds with antitumoral activity has become one of the most
important goals in medicinal chemistry. One important group of chemotherapeutic agents
used in cancer therapy comprises molecules that interact with DNA. This group includes
DNA intercalators. These compounds are molecules that insert between the base pairs of
the DNA without denaturalizing it. This insertion causes conformational changes in the
double helix such as increase in the phosphate-sugar angles and the distance between base
pairs. DNA intercalators have common structural characteristics such as planarity and
aromaticity. DNA bis-Intercalators are the respective homo- or hetero-dimers bridged by a
linker. which resembles a DNA groove ligand. With these considerations, molecules with
the structural characteristics of DNA Intercalating and Bis-intercalating compounds, using
pyrrolof2,3-elindole as the aromatic portion, are described in this study. Some dihydro
benzoindol analogues were also synthesized to elucidate the major structural requirements
for cytotoxic activity.

The seven steps synthesis of the homodimers from 1,3-ciclohexanodione and five steps
from a-tetralone is described.

A biological evaluation of the test compounds was carried out in six different tumoral cell
lines. The factors that affect the cytotoxic activity appear to be molecular weight, the
substituyents on the phenyl group and the presence of an amide group capable of strong

interactions such as hydrogen bonding.

vii



I N T R 0 b U € C I O N

El disefio y sintesis de moléculas con actividad biolégica es una de las ramas prioritarias de las
ciencias naturales para dar solucién a problemas tan relevantes como son las enfermedades. El
disefio racional de un compuesto con la actividad deseada debe contemplar el conocimiento de
su mecanismo de accidn, asi como los factores que influyen para lograr una alta especificidad,
pudiendo abarcar estos ultimos desde estructurales hasta electronicos.

El disefio racional de firmacos requiere de una participacion interdisciplinaria que incluye
areas del conocimiento de la quimica, la bioquimica, la fisicoquimica y la farmacologia, entre
otras, para dar forma a un nuevo compuesto con posibilidades de llevar a cabo una actividad
deseada, sustituyendo asi los medios clasicos empleados para este fin (Boyd et al., 1999;
Reddy y Parril, 1999; Drews, 2000). En la literatura se pueden encontrar varios ejemplos de
compuestos con actividad farmacolégica que fueron disefiados racionalmente (Propst y Perum,
1992), y algunos de ellos se encuentran en uso clinico.

En el tratamiento de enfermedades, uno de los blancos que han atraido la atencién por su
participacién en las mismas es el acido desoxirribonucleico (ADN), ya que como se conoce, es
en donde se encuentra la informacién genética de todos los seres vivos y en donde se llevan a
cabo los programas de reproduccion celular, sintesis de proteinas y apoptosis (Hartwell y
Kastan, 1994). Asi, el ADN puede interactuar con otras moléculas para activar o impedir
muchas de las funciones celulares. Se ha descrito una extensa variedad de compuestos que
interactian con el material genético ya sea reversible o irreversiblemente, los primeros son de
considerable importancia e incluye péptidos, agua, y algunos iones que participan en las

funciones normales del ADN. Una de las lincas mAs importantes en el desarrollo de la




quimioterapia contra algunos tipos de cancer. virus y enfermedades parasitarias involucran
farmacos con las caracteristicas de este grupo, entre los que se encuentran los intercaladores.

El estudio de los intercaladores del ADN comienza en 1961 (Lerman, 1961) y hasta la fecha
continian siendo objeto de estudio va que se les han encontrado aplicaciones en investigacion
basica y terapéutica. Dentro de su aplicacién medicinal destaca la antitumoral, de hecho
algunos farmacos de esta clase son empleados en el tratamiento de algunos tipos de cancer.
Sin embargo, los mecanismos de resistencia de células malignas ante estos compuestos asi
como su toxicidad han motivado a la bisqueda de nuevos intercaladores.

En la presente tesis se plantea el disefio de un nuevo grupo de bis-intercaladores potenciales

del ADN, su sintesis y su evaluacién como agentes citotoxicos.



GENERALIDADES DE LA INFERCALACION

Los intercaladores del ADN son moléculas que, como su nombre lo indica, se intercalan
reversiblemente en la doble hélice del material genético, sin unirse covalentemente a éste y sin

romper los puentes de hidrégeno que forman los pares de bases de Watson y Crick. (Figura 1)

vV

A

Figura 1, Representacion esquematica de la intercalacion.

El ADN resultante de la intercalacion se distorsiona conformacionalmente. Este hecho es

provocado por los cambios en los angulos de enlace de los grupos azicar-fosfato para poder



soportar la separacion necesaria entre pares de bases, que se incremenia de 34 A a =7-8 A
una vez ocurrida la intercalacion (Pindur et al., 1993). En la figura 2 se muestra el complejo
(GC)z-daunomicina (1) obtenido por difraccién de rayos X en donde no existe unién covalente

entre ¢l ligando y la diana.

Figura 2. Estructura del complejo (GC):-daunomicina 1. obtenida por difraccién de rayos X.

Se muestra unicamente el sitio de intercalacién.

Los intercaladores siguen el principio de exclusion del sitio vecino, lo cual quiere decir que no
ocupan dos sitios adyvacentes. Esto se debe a que al sitio adyacente no le seria posible soportar
demasiada tension angular. si otro intercalador entrara en ¢é] (Wakelin et al., 1978; Canellakis
etal., 1976).

El origen de las fuerzas de intercalacion es variable, aunque dos factores de evidente
importancia son las contribuciones electrostiticas y las fuerzas hidrofébicas. En el primer
caso, son importantes los puentes de hidrégeno que pueden ser formados entre los grupos
amino y carbonilo de las bases puricas y pinimidicas y los grupos hidroxilos, carbonilos y
aminos, entre otros, por parte del intercalador (Chaires, 1995; Waring y Bailly, 1994, Adams
et al., 1999). Cabe sefialar que la contribucion energética de un puente de hidrogeno es de 3 a
6 kcal/mol. (March, 1992), lo cual es muy poco si se compara con la energia de 80 kcal/mol de
un enlace covalente tipico, sin embargo la aportacién energética de los puentes de hidrogeno
adquiere importancia conforme el nimero de los mismos se incrementa (Morokuma, 1977).
Esta interaccion ha quedado demostrada en procesos de intercalacién de la daunomicina 1
(Chaires, 1995) y la mitoxantrona 2 (Rehn v Pindur, 1996a). Esta contribucién no es un
requerimiento indispensable para la intercalacion pues se han descrito intercaladores que
carecen de la posibilidad de formar puentes de hidrogeno, al menos en el sitio de intercalacion,
tales como la 9-aminoacridina 3 (Sakore et al., 1979) y derivados del [(1-pirenilmetil)amino]

alcohol 4 (Bair et al., 1990; Bair et al,, 1991). Otros tipos de fuerzas electrostaticas que



intervienen en el reconocimiento ligando-ADN, son las fuerzas de van der Waals, cuya
contribucion energética es aun menor que la aportada por los puentes de hidrégeno, esto es
menos de 1 kcal/mol (Morokuma, 1977), pero que al igual que estos ultimos, su importancia
se vuelve relevante entre mas interacciones de este tipo existan. Un ejemplo de estas

interacciones son las encontradas en el complejo ADN-daunomicina (1) (Chaires et al., 1993).

OH © HN\/\N/\/OH
H

Daunomicina 1 Mitoxantrona 2

HO.
NH N
* ¥ T
L 80
e
" ®

9-Aminoacridina 3 [(1-Pirenil-metil)amino]alcohol 4

Por otra parte, en lo que respecta a los factores hidrofobicos, es importante resaltar que la
interaccion es relevante, debido a que la molécula intercaladora al ser relativamente poco polar
v encontrarse en un entorno hidrofilico, que es en el que se encuentra el ADN (iones y agua),
tiende entonces a ubicarse en el ambiente hidrofébico de los pares de bases (Lenhinger, 1993).
Mediante estudios tedricos empleando antibidticos del tipo de la antraciclina como modelos de
intercaladores, se ha fortalecido esta teoria (Baginski et al., 1997).

Por otra parte, empleando métodos semiempiricos en el complejo 9-aminoacridina 3-ADN se
ha demostrado que, adicionalmente a los factores fisicoquimicos previamente mencionados, la

rransferencia de carga entre guanina e intercalador es un factor importante en la estabilizacion



del complejo (Rehn y Pindur, 1996b). Este tipo de interaccion es comin encontrarla en
sistemas bioldgicos (Slifkin, 1980).

También, se han llevado a cabo estudios de orbitales moleculares que han aportado
contribuciones interesantes en lo que respecta a la estabilidad de los complejos intercalador-
ADN. Uno de ellos se llevo a cabo con el bromuro de etidinio 5 y algunos anilogos del mismo
Y Su interaccion con guanina y citosina en un complejo simulado (Paterson et al., 1997). Este
estudio sugirié una interaccion de los orbitales frontera entre el LUMO del intercalador v el
HOMO de las bases piricas adyacentes. dando lugar a un HOMO extendido estabilizante en el
que la contribucién tanto por parte del etidinio como por parte de la purina es significativa.
Los resultados de este estudio explican el desplazamiento batocrémico en el espectro de
absorcion electronica del complejo asi como porqué la fenantridina neutra 6 no intercala, con
la misma magnitud que lo hace su analogo cargado positivamente. ya que carece de este tipo

de interacciones entre orbitales.

Bromuro de etidio 8§ Fenantridina 6

Otro estudio de orbitales moleculares relacionado con complejos intercalador-ADN se llevé a
cabo sobre la estructura obtemda por difraccion de rayos x del complejo GCGC-daunomicina
1. Empleando métodos ab initio se encontrd una contribucién representativa en 16 orbitales
moleculares profundos (abaje del HOMO) tanto por parte de la porcion cromofora de la
daunomicina como por parte de la guanina y la citosina. Resulta importante sefialar que en este
estudio se encontrd que las principales contribuciones por parte del intercalador las aportan los
heteroatomos, lo cual refleja que estos tienen una participacién estabilizante en el complejo.
Un aspecto de interés relacionado con la estabilidad sugenda por estos orbitales, es que el

numero de interacciones se ve favorecido con la guanina (Chacén-Garcia et al., 1997).



La intercalacién ocurre principalmente entre pares de bases guanina-citosina (Saenger, 1983),
lo cual puede ser explicado, como se menciond anteriormente, basandose en la preferencia de
los intercaladores por llevar a cabo interacciones de transferencia de carga asi como de
estabilizacion entre orbitales frontera y orbitales moleculares profundos con la guanina. Sin
embargo un factor relevante, al cual inicialmente se le atribuyé esta preferencia, es el grupo 2-
amino de la guanina, va que fue demostrado experimentalmente que al sustituir guanina 7 por
inosina 8 y, adenina 9 por 2,4-diamino purina 10 (DAP) en secuencias nucleotidicas, la
selectividad que presentan los intercaladores actinomicina 11 y equinomicina por guanina-
citosina cambio por DAP-timina (Waring y Bailly, 1994). Un resultado similar se encontré en
la daunomicina (Bailli et al, 1998). Resulta interesante sefialar que la energia del HOMO de la
inosina es menor que aquella de la guanina, mientras que la energia del LUMO de la DAP es
mayor (Chacon-Garcia. 2000). estos datos apoyan la propuesta de estabilizacién del complejo

por transferencia de carga e interaccion entre orbitales frontera.

0 0 NH, NH,
N N N X N x
NH NH N N
¢ ¢ C(L <’IL
N4’L‘“NH2 N N’i‘H N N4J N Ngi‘NHz

N
H H
Guanina 7 Inosina 8 Adenina9  2.4-Diaminopurina 10
o. peptide o
Ny NH,
0 (0]
Me Me

Actinomicina D 11

También existen intercaladores cuya preferencia es por sitios adenina-timina, un
ejemplo es el derivado del [(1-pirenilmetil)amino)alcohol 4 (Wilson y Gisvold, 1985). Como
ya se menciond, los intercaladores pertenecientes a este grupo son poco comunes, y la

explicacion referente a la selectividad por estos sitios no ha sido extensamente estudiada.



En lo que respecta a la preferencia por el surco del ADN, la mayoria de estos
compuestos prefieren entrar por el surco menor, aunque también se han encontrado
intercaladores con preferencia opuesta (Tanious et al., 1991). Asimismo, existen intercaladores
cuva intercalacion es por ambos surcos. Dos casos interesantes de esta ambivalencia es la
intercalacion de la Alwromicina B 12, un miembro de la familia de las pluramicinas y la

Nogalamicina, un derivado de las antraciclinas (Liaw et al., 1989).
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Altromicina B 12

BIS-INTERCALADORES DEL ADN

Una variante de los monointercaladores son los bis-intercaladores, los cuales consisten
en dos moléculas intercaladoras unidas por un puente de naturaleza y longitud variable
(Lipard, 1984). La ventaja potencial de los bis-intercaladores sobre su contraparte monomérica
es contundente. En primer lugar, los bis-intercaladores presentan mayor afinidad por el ADN
(Lepecq et al., 1975; Capelle et al., 1979). En segundo lugar, el tamafio de la molécula es
mayor y por consecuencia puede, potencialmente, incrementar la selectividad sobre secuencias
nucleotidicas (Dervan, 1986).

Al igual que los mono-intercaladores, en estos dimeros, los principios que gobiernan la
selectividad sobre G-C parecen estar igualmente dados por el grupo amino libre de la guanina
7 (Bailly y Waring, 1998b).

En la literatura se pueden encontrar diversos ejemplos de compuestos de este grupo, tanto
naturales como sintéticos. Ejemplos de los primeros son la Triostina A (Wang, 1984) y la

carcinofilina A 13, un antibitico aislado de Strepromyces sahachiroi, que ademas de ser




agente intercalador es alquilante (Lown y Hanstock, 1982); ejemplos de bis-intercaladores
sintéticos son: el TOTO 14 cuya bis-intercalacién ha sido demostrada por RMN 'H vy el
benzimidazolio (Spielman et al., 1995; Pastor et al., 1995). Asi mismo. se han descrito
estructuras semisintéticas tales como la bis-daunomicina 15 (Chaires, 1995; Leng et al., 1998).

Me Me |®

TOTO 14

Bis-daunomicina 15

REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES

Como puede apreciarse en los ejemplos tratados hasta el momento, la variedad de
intercaladores del ADN es tal que no existe un esqueleto que pueda ser considerado como
base, sin embargo si es posible saber que los requerimientos estructurales para un buen

intercalador son:



1. -Planaridad o cuasi planaridad, que permita que las interacciones estéricas en el complejo
ADN-intercalador se minimicen (Gabay y DePaolis, 1971) no contraponiendo asi las
interacciones estabilizadoras.

2. -Area de la porcion intercaladora equivalente a tres o cuatro anillos (Pindur et al., 1993),
misma que corresponde al tamafio del 4rea de intercalacién, es decir entre los pares de bases.
Sin embargo es importante sefialar que se han descrito intercaladores en los que esta porcién
es de solamente dos anillos (Dai et al., 1999).

3. — Polaridad relativamente baja que favorezca la estabilizacién del complejo por efectos
hidrofébicos o bien grupos funcionales que permitan interacciones de tipo puentes de
hmdrogeno.

4. - La cadena puente, en el caso de los bis-intercaladores. con una longitud de ~10 A (Assa-
Munt et al.. 1985) u 8.8 A como minimo (Wakelin et al., 1978). Es elemental considerar que la
torsién de la cadena, al momento de la bis-intercalacion, permita la doble insercién respetando
el principio de exclusién del sitio vecino. Aunque ha habido controversia sobre la distancia
precisa, se ha considerado que cuando la cadena es alifatica, son necesarios 8 o 9 metilenos

(Fuller et al., 1964).
USOS DE LOS INTERCALADORES

Desde su descubrimiento, a los intercaladores del ADN se les han proporcionado una extensa
variedad de usos tanto en investigacién basica como aplicada, algunos ejemplos son:

En investigacion bioquimica, algunas bis-acridinas son empleadas como marcadores de ADN
(Shigeori et al, 1990). En biologia molecular, algunos derivados de dibenzoquinonas
(Mesmaeker et al., 1997) y otros intercaladores unidos a secuencias nucleotidicas son
utilizados para incrementar la afinidad de triplex (Asseline, 1997, Zhou et al., 1995). En esta
misma 4rea, se buscan inhibidores de la reparacién de! ADN uniendo una base purica o
pirimidinica a un intercalador por una cadena puente (Berthet et al., 1997; Belmont et al.,
1999). En la busqueda de nuevos farmacos se investigan 9-aminoacridinas sustituidas para el
tratamiento de lesmaniosis y tripanosomiosis (Gamage et al., 1997) y derivados de la
fenantridina como agentes antivirales (Peytou et al., 1999). A pesar de] extenso uso de estas

moléculas en diversas areas, la aplicacion mas relevante es como agentes citotoxicos.



INTERCALADORES COMO AGENTES CITOTOXICOS

De una manera particular, mucha de la investigacion en el drea de Jos intercaladores del ADN
se encuentra enfocada hacia el tratamiento del cancer. padecimiento que es considerado la
segunda causa de muerte en nuestro pais seguido de las enfermedades del corazén (S.S.,
1996). En México uno de los farmacos intercaladores disponibles en el mercado es la
daunomicina 1 (PLM, 2000). que se utiliza para e} tratamiento de la leucemia Y que como ya
se menciond es un fuerte intercalador de] ADN. Infortunadamente, su valiosa aplicacion esta
limitada por la alta cardiotoxicidad que presenta (Bowman, Rand, 1984). Las desventajas de
toxicidad, disminucién de la respuesta inmunoldgica y malestares que van desde leves a
graves, COmo nauseas 0 vomito, no son exclusivas de la daunomicina 1 sino de todos los
agentes antitumorales, esto debido a que la diferencia metabélica de las c€lulas cancerigenas
con respecto a las sanas es cuantitativa y no cualitativa. Este problema, aunado a la resistencia
multiple a farmacos que presentan las células tumorales, ha levado a la busqueda de nuevos
agentes citot6xicos y en lo que a los intercaladores del ADN respecta, no han sido la
excepcion y por ello hasta la fecha se busca incrementar su actividad antitumoral, modificando
los va existentes para asi generar nuevas moléculas més efectivas y menos tdxicas; por
ejemplo, haciéndolos bifuncionales (Kar et al., 2000, Creech et al., 1972) o selectivos
(Leenders y Scheeren, 1995). Algunos ejemplos recientes de estos tltimos se muestran en la

figura 3.
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Figura 3. Ejemplos de intercaladores recientemente sintetizados con actividad citotoxica.



En vista de que el enfoque del disefio y sintesis de bis-intercaladores potenciales en esta tesis
estd principalmente dirigido a la actividad citotéxica, a continuacién se describe brevemente,
cudl es el mecanismo de citotoxicidad de estos compuestos:

El sitio de accién de este grupo de agentes es el nicleo celular, mis especificamente el ADN,
por lo que el firmaco debe atravesar tanto membrana celular como nuclear para entonces
insertarse en el material genético. Una vez formado el complejo ADN-intercalador y si la
célula se encuentra en la fase S, entra en accién la enzima Topoisomerasa I o II (Potmesil y
Silver, 1990; Liu, 1990; Wang, 1996) que, mediante una reaccién de adicién-eliminacién
(Berger et al., 1996; Stewart et al., 1998), es la responsable de “sobredesenrollar” el material
genético y comenzar con el proceso de replicacioén y transcripcién (Merino et al, 1993).
Entrando en accién esta enzima, se forma un complejo ternario ADN-intercalador-
topoisomerasa de naturaleza irreversible. Este complejo, que es estabilizado por puentes de
hidrégeno entre el intercalador y la enzima (Redinbo et al., 1998), es considerado por la célula
como una region dafiada y al no poder ser reparada entra en accion la proteina p53 (Culota,
1993) que lleva a la célula a sufrir apoptosis (Cotter et al., 1990; Stewart, 1994), este proceso

se resume en la figura 4.

Intercaialador Topoisomerasa

Deteceifn de

dafio genotéxico
Apoptosis irreparable

Figura 4. Mecanismo de citotoxicidad de los intercaladores del ADN.
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En México el cincer ha alcanzado niveles elevados de incidencia v, al igual que en otros
paises, se¢ ha convertido en un tema importante de investigacion con la finalidad de
encontrar una terapia adecuada. Aunque los intercaladores del ADN tienen utiidad tanto en
investigacion béasica como en terapéutica, su aplicacion mas relevante es, precisamente, en
esta dltima como agentes anticancerigenos. En nuestro grupo de trabajo, desde hace
algunos afios, se ha desarrollado una linea de investigacion relacionada con la basqueda de
compuestos con actividad citotoxica, dentro de los cuales se encuentran los bis-
intercaladores del ADN. Como continuacion de esta linea, en el presente trabajo se

plantearon los siguientes objetivos:

1. Disefio de bis-intercaladores del ADN potenciales, con caracteristicas estructurales

de los mismos, tomando como base el niicleo pirrolo[2,3-¢e]indol.

2. Sintesis del homodimero, resultante del objetivo anterior, que se considere el mejor

candidato como agente citotéxico potencial.

3. Evaluacion de la actividad citotoxica in vitro del homodimero resultante, en lineas

celulares tumorales.

14



&
-
w2
S
Z,
&

Como se mencioné en los antecedentes de esta tesis, los intercaladores del ADN tienen como
caracteristicas estructurales comunes la planaridad, un 4rea de superficie de la porcion
intercaladora equivalente a tres o cuatro anillos y polaridad relativamente baja. Los
intercaladores mds simples, que desde el punto de vista estructural se pueden considerar, son
los hidrocarburos policiclicos aromaticos. Ejemplos de estos compuestos, y que se ha
demostrado que se intercalan, son el antraceno 26, el fenantreno 27 y el benzo[a]pireno 28
(Bair et al., 1991).

6
ﬁ/ 8 7/
26 27 28

Algunos de estos hidrocarburos, como el benzo[a]pireno 28, son altamente toxicos debido a
una reaccién de epoxidacion llevada a cabo por el citocromo P450 (Ortiz, 1986), seguida por
una reaccion con ¢l ADN como se muestra en el Esquema 1 (Jeffrey, 1976; Koreeda, 1976),
provocando con ello dafios irreversibles en el material genético tales como mutaciones que

generan tumores.
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ESQUEMA 1. Mecanismo de acciéon molecular de los hidrocarburos policiclicos aromaticos

cancerigenos.

Considerando lo anterior, resulta evidente que para disefiar nuevos intercaladores se debe
tomar en cuenta esta transformacién metabdlica con la finalidad de evitar mutagenicidad.
Puesto que el disefio de ligandos pretende obtener compuestos activos con baja toxicidad y
alta especificidad, se considerd interesante explorar una sustitucion bioisostérica de los anillos
Ay C del fenantreno, que fue tomada como nicleo base para el disefio en virtud de que es un
intercalador angular que presenta baja actividad cancerigena con respecto a otros
hidrocarburos analogos como 28 (Blackburn y Kellard, 1986)

Asi, el cambio de anillo podria ser por tiofeno, furano o pirrol (Wilson and Gisvold's, 1998)
(ver esquema 2). De estos tres se descarté el furano ya que es el menos aromdtico, factor

importante para un buen intercalador.



ESQUEMA 2. Sustitucion bioisostérica de los anillos A y C del fenantreno.

Hasta el momento el resultado es un pirroloindo! angular. Cabe mencionar que la mayoria de
los intercaladores descritos son lineales y que aunque hay, hasta nuestro conocimiento, un
caso de pirroloindol referido como intercalador, éste no es pirrolo[2,3-e]indol sino pirrolof3,2-
flindol (Chunchatprasert y Shannon, 1996).

Otro factor importante en el disefio que debe tenerse presente, es el incrementar la afinidad del
ligando por el blanco, con la finalidad de disminuir efectos secundarios y colaterales cuando el
compuesto tiene interés farmacoldgico. Asi, se sabe que la presencia de grupos ligeramente
electrodonadores en la porcion intercaladora incrementa la interaccién de éste con el ADN
(Gupta y Ali, 1984; Qian et al., 1996). Es por esta razon que consideramos incluir grupos
metilo que ademas no son demasiado voluminosos, factor importante pues se ha demostrado,
mediante estudios de QSAR en acridinas, que un incremento en el volumen de los
sustituyentes en la regién intercaladora esta relacionado con la pérdida de actividad citotéxica
(Spicer et al., 1997). Estos metilos son preferentemente ubicados en los extremos de la
molécula, como se muestra en el esquemna 3, para evitar al maximo interacciones repulsivas

con los pares de bases en el complejo intercalador-ADN.
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ESQUEMA 3. Incorporacion de metilos en el esqueleto base.

Una vez disefiada la porcién monointercaladora, el siguiente paso es seleccionar la cadena
puente que unird a las dos estructuras monomericas para dar lugar al bis-intercalador.

Cabe mencionar que la participacién de la cadena puente no es exclusivamente una unién
entre ambos monomeros disminuyendo la entropia del complejo ADN-Iniercalador, ya que, st
cuenta con las caracteristicas necesarias, adicionalmente incrernenta la afinidad del dimero por
¢l ADN debido a un reconocimiento molecular adicional entre la cadena mencionada y el
acido nucleico.

Si consideramos de manera aislada esta cadena puente, es evidente que corresponde al grupo
de los ligantes de surco (groove binders en ingiés) del ADN, es decir moléculas gue se unen al
surco ya sea mayor 0 menor sin formar enlaces de tipo covalente. Una de las caracteristicas de
este tipo de compuestos es la presencia de grupos polares con los cuales llevan a cabo
interacciones de tipo dipolo-dipolo con los grupos fosfato del esqueleto del ADN o bien
puentes de hidrégeno con las bases. Dentro de estas funcionalidades se encuentran las amidas
(Wakelin y Waring, 1974) y es por ello que decidimos incluirlas en la cadena puente.

La distancia entre las porciones monoméricas del bis-intercalador es importante, ya que no se
pueden encontrar muy cercanas debido al principio de exclusion del sitio vecino, ni tampoco
muy alejadas por los grados de libertad que se tendrian presentes. Como se mencioné en los
antecedentes de esta tesis, este factor estard definido por la longitud de la cadena puente, por

1o que se considerd la de 8 metilenos como la 6ptima, aunque no se descartan variaciones.
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La posicién en la que se unira esta cadena a la porcion intercaladora puede ser cualquiera de

los anillos heterociclicos, dado que son los que se localizan en los extremos y quedaran en el

exterior del area de intercalacién.
El resultado del disefio es el siguiente:
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Figura 5. Resultado del disefio y esquematizacion de los componentes del homodimero
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ESTRATEGIA DE SINTESIS

Debido a que los homodimeros disefiados no se encuentran descritos, se busco una estrategia
para sintetizarlos la cual se detalla a continuacion:

En primera instancia, se consideré la obtencién de la estructura dimérica a partir de la
respectiva  estructura monomérica mediante una nitracién de esta dltima, seguida de la
reduccién del grupo nitro generado para dar lugar a la amina correspondiente y, finalmente, la

condensacion de dos equivalentes de ésta con el cloruro de sebacoilo.

A\

N
\
R

CICO{CH2xCOCI

Asi, el primer reto consisti6 en obtener la estructura monomérica, es decir ¢l esqueleto
pirrolo[2,3-e]inddlico, para lo cual, hasta el momento, se han descrito tres diferentes rutas que

se muestran en el esquema 4.
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ESQUEMA 4. Rutas de sintesis descritas para la obtencion de benzodipirroles




La primera de ellas (sintesis A) propone la obtencién de pirroloindoles mediante la sintesis de
Fisher a partir de m-fenilendihidrazonas de la acetona, obtenidas a su vez de la condensacion
de acetona con las respectivas dihidrazinas (Kadzhrishvili et al., 1990). Esta ruta sintética
presemta algunas desventajas. En primer lugar los pirroloindoles resultantes se obtienen con
los mismos sustituyentes en ambos nitrégenos v, en segundo término, obtener una diferente
sustitucion implicaria una serie de pasos adicionales que repercutirian en un bajo rendimiento
que, solamente en la formacion del indol. es del 10%.

Por su parte la estrategia en la sintesis B consiste en tres reacciones selectivas: la orfe
vodacion de anilinas sustituidas, el acoplamiento de aminas yodadas. catalizadas por paladio
con (trimetilsilil)acetileno y el tratamiento del arilacetileno resultante con Cul, para la
obtencion del benzodipirrol (Ezquerra et al., 1996). Los rendimientos descritos en cada uno de
estos pasos son altos a excepcion del altimo que es moderado (30%). Por otra parte es claro
que el producto resultanie debera contener un sustituvente en el anillo bencénico. Asimismo al
igual que en la metodologia descrita en la sintesis A, también se presenta el inconveniente de
la misma sustitucién en ambos nitrégenos. aunque en este caso se podria controlar si el
pirroloindol se obtiene a partir de un 5-nitroindol N-protegido y 7-sustituido, fo cual implicaria
también hacer la sintesis mas laboriosa y no se evitaria el sustituyente bencénico si se pretende
mantener los rendimientos aceptables. Asimismo, un reto adicional seria el incorporar grupos
alquilo en el anillo pirrélico.

Finalmente, la estrategia presentada en la sintesis C consiste en la alquilacién de la 1.3-
ciclohexanodiona para dar lugar a la formacién del derivado 1,4 dicarbonilico y obtener el
pirrol mediante reaccién de Paal-Knorr. La tetrahidroindol-4-ona obtenida es igualmente
llevada al derivado 1,4 dicarbonilico y es en donde se genera el segundo anillo de pirrol, el
compuesto dipirrdlico obtenido aromatiza en las mismas condiciones de reaccién para dar
lugar finalmente al compuesto triciclico deseado (Martinez et al., 1998).

En esta sintesis los rendimientos son entre moderados y buenos y aventaja a las otras dos
metodologias descritas en que se pueden obtener N-sustituyentes diferentes incorporindolos
en cada uno de los respectivos pasos de formacién de pirroles. Por otra parte, los compuestos
1.4 dicarbonilicos son muy utiles para obtener ademés otros heterociclos de cinco miembros
como el tiofeno. Por estas razones es evidente la eleccion, en primera instancia, de esta Gltima

estrategia para la obtencidn de las estructuras monoméricas.



OBTENCION DE LA PORCION MONOMERICA

Siguiendo la estrategia de la sintesis C del esquema 5, primero s¢ llevé a cabo la obtencion del
anién de la 1.3 ciclohexanodiona. utilizando etéxido de sodio (preparado in sity) como base y

posteriormente la alquilacion del anion formado mediante la adicién de cloroacetona y reflujo.

®  )EONaEOH ? g
2) CICH,COCH, m @0
- +
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La reaccion llevada a cabo bajo las condiciones descritas dio un rendimiento relativamente
bajo debido en parte a que la reaccion se desvié hacia la formacién del éter de enol 31
producido por la alquilacién en el oxigeno y no en el carbono o a ambos carbonilos, por lo gue
se exploraron algunas variantes en el medio de la reaccion, como la temperatura de adicion de
la cloroacetona. Las mejores condiciones consistieron en adicionar la cloroacetona al anidn,
lentamente, manteniendo la reaccion en bafio de hielo-sal y dejandola después a la misma
temperatura por cinco horas. De esta forma, se diminuy6 la cantidad de producto O-alquilado
a menos del 10%. La purificacién de este compuesto 30, representé un problema. ya que
descomponia en gel de silice, fue por esta razoén que se decidi6 utilizar el crudo de la reaccion

para la obtencion de la tetrahidroindoi-4-ona.
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La sintesis de pirroles de Paal-Knor consiste en una reaccion entre compuestos 1,4-
dicarbonilicos v aminas primarias alifaticas o arométicas. Ya ha sido descrita la obtencién de
las N-metil y N-etilindolonas utilizando esta sintesis de pirroles (Stetier y Lauterbach, 1962;
Remers et al.. 1971). Infortunadamente, los rendimientos encontrados experimentalmente al
seguir la metodologia descrita para la obtencién de 32a v 32b resultaron ser muy bajos dando
como producto principal el furano. La baja reactividad es atribuible a la poca disponibilidad
del par de electrones de la amina para efectuar un ataque nucleofilico sobre el carbonilo, ya
que se utiliza el clorhidrato de Ja amina y la reaccion procede preferentemente, dadas las
condiciones de acidez y calor, de manera intramolecular mediante un ataque del enol hacia el
carbonilo. Para solucionar este problema se decidié no utilizar el clorhidrato sino la amina
libre sin olvidar que tanto la metil como la etilamina son gases y por ende la reaccién no se
llevaria a cabo en condiciones de reflujo, lo cual aparentemente afectaria los rendimientos de
la reaccion. En la practica se utilizd metilamina en forma de gas burbujeada en el medio de la
reaccion y etilamina en solucion 2 M en hexano, ya que eran las disponibles en ese momento.
Las condiciones de reaccion fueron muy suaves (tolueno, acido p-toluensulfénico como
catalizador, bafio de hielo y agitacion por tres horas) y los rendimientos bastante aceptables
(65%). El agua formada por la condensacién no hizo reversible la reaccién. por lo que no fue
necesario eliminarla del medio. Adicionalmente, se aisld y caracterizd un subproducto que
resulté ser la etilenamina de la 2-oxopropilciclohexanodiona, que es un intermediario de la
reaccion y que al someterse a reflujo fue transformado totalmente en el pirrol. Las indolonas
obtenidas son estables y en su espectro de RMN 'H presentan como sefial caracteristica un
cuarteto en 6.26 ppm (J = (.9Hz) para 32a y 6.25 ppm (J = 1.4Hz) para 32b que corresponden
a los protones de C3 del pirrol que se acoplan con el metilo vecino, cuyas sefiales aparecen en
2.21 y 2.23 ppm, respectivamente. Por su parte, los espectros de IR presentan una sefial fuerte
en 1640 — 1670 cm” correspondiente al grupo carbonilo; al igual que el resto de los
compuestos sintetizados, la estructura se corobord por espectrometria de masas.
Adicionalmente el punto de fusion correspondié al reportado (85-87 °C)

Una vez obtenido y caracterizado el primer intermediario, se procedi6 a la introduccion del
segundo grupo 2-oxopropilo. A priori, la forma de introducirlo seria la misma que en el primer
paso de la sintesis, es decir mediante la reaccion del material de partida con una base para
generar el nucledfilo y posteriormente la adicién de cloroacetona. Sin embargo, aunque se

probaron diferentes bases (EtONa, LDA), la reaccién no procedid, debido, probablemente, a la
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baja nucleofilia del anién formado frente a la cloroacetona misma que se comporta como base
mas gue como electréfilo. Es por ello que la introduccion del grupo 2-oxopropilo se llevo a
cabo en dos pasos: Primero. la alilacién con bromuro de alilo en el carbono o al grupo
carbonilo, en donde el alilo es més susceptible a reaccionar electrofilicamente ya que el bromo
es mejor grupo saliente que el cloro. Finalmente la oxidacion del alquenc para dar lugar a la

cetona.

0 °© 0
m 1) LDA, THF B
N 2)0 N
R R

32aR=Me

= 34a R = Me
32bR=Et 34b R = Et
S
N _J[O]
l)LDA DA, THF |
2) A~ B
33aR= Me
33bR=Et

La primera de estas reacciones procedié con rendimientos moderados (60%), pero con
recuperaciéon de materia prima. Se hicieron varios intentos para incrementar la cantidad de
producto deseado, entre los cuales se adicioné un exceso de base, pensando en la
reversibilidad de la reaccién, encontrandose que efectivamente se incrementaba el rendimiento
de 33a (70%); sin embargo adicionalmente se encontré el producto doblemente alquilado.
Tanto 33a como 33b presentaron en el espectro de RMN 'H, las sefiales correspondientes a los
hidrégenos vinilicos entre 5 y 6 ppm que integran para tres protones, ademas del resto de las
sefiales esperadas, y en el espectro de IR la banda del carbonilo en 1650 cm -,

La siguiente reaccion fue la oxidacién del grupo alilo con PdCl, para dar lugar al compuesto

1,4 dicarbonilico que es el precursor del segundo anillo de pirrol.
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La reaccion de oxidacion de dobles enlaces utilizando PdCl; es un método muy practico para
obtener cetonas a partir de alquenos y el mecanismo de reaccion involucra un complejo 7 del
paladio y migracién de un hidrogeno de la olefina (Zaw, 1990). Por su parte, el cloruro
cuproso ¥ el oxigeno tienen solamente la finalidad de volver a oxidar el paladio que se reduce
durante la reaccion pues éste es relativamente costoso. Cuando existe la posibilidad de obtener
la cetona y el aldehido, el producto principal es el primero, es decir el producto deseado en
esta sintests.

Experimentalmente, la reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente, en agitacién y
atmosfera de oxigeno hasta desaparicion de la matena prima. Los rendimientos fueron
alrededor del 70%, después de eliminar el paladio y las sales de cobre por percolacion en una
columna empacada con algodon. Cabe sefialar que dicha precolacion con celita o silice no
procedié de manera adecuada. La metilcetona en 34a se evidencié por la aparicion de su
respectiva sefial en el espectro de RMN 'H en 2.2 ppm y en el espectro de RMN 13C en 208
ppm asi como por la presencia de una banda fuerte en el espectro de IR en 1717 em?. La
espectroscopia de 34b fue muy similar.

Ya contando con el nuevo derivado dicarbonilico 1.4, el ultimo paso para la obtencion de la
estructura monomérica consistié en la formacién del segundo anillo de pirrol y la
aromatizacion del ciclo de seis miembros para dar lugar al derivado bencénico. Cabe recordar
que estas dos reacciones han sido descritas en el mismo paso, pero bajo las condiciones de
acido acético como disolvente y temperatura de reflujo. Sin embargo, en este caso el estado de
los reactantes no permite tales condiciones de calor por lo que se supuso de antemano que
primero se formaria el derivado dipirrélico y posteriormente, como un segundo paso, se

tendria que llevar a cabo la aromatizacién completa.
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En lo que respecta al derivado N-metilado 34a, éste reacciondé rapidamente, casi en su
totalidad, con metilamina en forma de gas burbujeada sobre el medio de la reaccidn,
manteniéndola en bafio de hielo, para dar un producto muy poco polar e inestable en silica gel
gue fue caracterizado como el 4,5-dihidropirrolo[2,3-e]indol 35a. En el espectro de RMN 'H
se encuentran los dos metilos asi como los protones pirrdlicos, pero no aparecen los
bencénicos y en su lugar se encuentran dos metilenos como un singulete ancho en 2.72 ppm
que integra para cuatro hidrogenos. La estructura fue confirmada por espectrometria de masas,
en donde se encontré6 una masa molecular de m/z 214. Este compuesto al ser sometido a
reflujo en tolueno dio lugar a un producto que aunque resulté inestable tanto térmicamente
como al aire fue posible caracterizarlo como el N,N-dimetilpirrolof2,3-e]indol (36a), en el que,
ahora si, aparecen las sefiales del benceno en RMN 'H como dos dobletes en 6.99 y 7.28 ppm,
asi como los dos N-metilos en 3.93 y 3.7 ppm, Jos hidrégenos pirrélicos como dos cuartetos en
6.26 y 6.54 ppm y los dos metilos como dobletes en 2.42 y 2.46 ppm. Asimismo, la masa
molecular correspondi6 a la esperada (m/z 212).

Por su parte, la reaccion del derivado N-etilado 34b tuvo un comportamiento similar que 34a,
frente a la etilamina en solucién, pero en esta ocasién, el segundo paso, es decir la
aromatizacion, se llevo a cabo inmediatamente después de concluir la condensacion y no se
intent6 aislar el intermediario no aromatizado aunque si se pudo observar su formacién por
cromatografia en placa. El espectro de RMN 'H del producto obtenido mostré dos sefiales
dobles en 7.27 y 7.02 ppm comrespondientes a los protones del anillo bencénico, dos sefiales

simples en 6.44 y 6.25 ppm de los protones pirrélicos, dos sefiales cuadruples en 4.34 y 4.17
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ppm atribuidas a los protones de los metilenos base de nitrégeno, dos sefiales simples en 2.47
y 2.44 ppm que corresponden a los metilos pirrélicos y dos tripletes de los metilos de los
respectivos etilos en 1.35 y 1.44 ppm; la espectrometria de masas dio como resultado un ion

molecular de m/z 240 lo que confirmé que el compuesto formado era 36b.
FUNCIONALIZACION DE LA PORCION MONOMERICA

La sintesis de la estructura monomeérica fue la primera parte de la sintesis total propuesta para
la obtencién del dimero. Aun hacia falta la funcionalizacion de esta porcién que permitiera
unir dos estructuras a la cadena puente. Entonces el siguiente paso fue la nitracion del
pirroloindol.

La obtencion del nicleo pirrolo[2.3-¢]indol, como se menciono6 al principio de esta seccién, ya
ha sido descrita, pero no ocurre lo mismo con los compuestos aqui obtenidos que, aunque son
sus andlogos estructurales, la metodologia ha tenido que ser adecuada a las circunstancias
requeridas. Este aspecto es necesario sefialarlo pues la reactividad de estos sistemas ha sido
muy poco explorada y cuando se ha hecho ha sido con sustituyentes diferentes tanto en el
nitrégeno como en ¢! anillo del pirrol con respecto al sistema aqui obtenido. Por ejemplo, han
sido reportadas algunas reacciones de sustitucion electrofilica aromatica, entre ellas la
nitracion en el 2,7-bis(etoxicarbonil)-1H,6H-pirrolo[2.3-¢]indol (37) y €stas proceden en las
posiciones 3, 5 y 8 (Lomadze et al., 1994). Estos resultados son similares a los que se han
predicho mediante célculos teéricos para sistemas similares como el pirroloindol 38, en el que
un cambio de sustituyente en el fenilo, por ejemplo H por OMe, indica que la sustitucion
nucleofilica aromatica seria en la misma posicion que en el caso de 37, mientras que para 38 la
sustitucion seria en el anillo fenilico unido a N6& (Ramirez-Galicia et al., 2000).
Experimentalmente, la nitracion de 38 efectivamente ocurrié en la posicién 27 del fenilo

cuando las condiciones de nitracion fueron HNO; y (CH3C0OO)4Pb (Ramirez, 2000).
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Para los fines que perseguimos, es conveniente que esta reaccion se lleve a cabo en los anillos
pirrélicos ya que, como se ha venido mencionando, estas posiciones se encuentran en el
exterior de lo que se espera que sea el drea de intercalacién. Con la finalidad de predecir en
que posicion de la molécula se llevaria a cabo la nitracién, fue necesario realizar célculos
tedricos empleando métodos semiempiricos (AM1) y se pudo observar que las posiciones mas
susceptibles a ataques electrofilicos eran la 3 y la 4, ya que son aquellas donde se observa una

mayor contribucién en el HOMO. (Figura 6)

Figura 6. Representacion grafica de la contnibucion del HOMO en 36b.

Infortunadamente, en la practica, todos los intentos por llevar a cabo la obtencion del producto

nitrado fallaron y, en el mejor de los casos, se obtuvieron trazas que fueron caracterizadas por
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espectrometria de masas como el producto de mononitracion. (m/z 285, cuando R=R'=Et) En
todos los ensayos se consumi6 la materia prima y se pudo apreciar por cromatografia en placa
fina una serie de productos de descomposicion. lo que indicaba que el material de partida era
inestable ante las condiciones de reaccién que se emplearon, a pesar de que una de ellas (ver

condiciones 4, tabla I) es considerada como “suave”,

Tabla 1. Condiciones de los intentos de nitracion de 36a y 36b.

N
N
R
36aR=R"=Me 40aR=R'=Me
36bR=R'=Et 40bR=R'=Et
Condiciones HNOQO; / Observaciones
1 H,S0, descomposicion
2 CH;COOH descomposicion
3 CF3COOH (Kowalczyc, 1997) descomposicion
4 (CH;CO0)Pb descomposiciédn y trazas de producto

La descomposicion se debié mas a la inestabilidad de los sistemas que a la reactividad de los
productos nitrados, ya que, como se mencioné anteriormente, los pirroloindoles resultaron ser
sorpresivamente muy inestables.

Ante la incapacidad de nitrar el sistema triciclico, se decidié cambiar la estrategia por otra en
la que bien se podria nitrar un fenilo incorporado en uno de los anillos de pirrol, que seria un
compuesto mas estable, o bien incorporarlo ya sustituido en una anilina, previamente nitrada,
y llevar a cabo la reaccion de Paal-Knor con la misma para obtener directamente ¢l derivado
nitrado conjuntamente con la formacién del heterociclo. Asi, se consideré que la alternativa
mas l6gica era la segunda, ya que se incorporaria el grupo nitro en una posicién deseada y se
evitarian problemas de bajos rendimientos en el paso de la nitracién.

Este cambio estructural, es decir cambio de fenilo por metilo o etilo, no afectaria demasiado

la intercalacion del compuesto en el ADN, ya que se encuentra en la parte exterior del drea de



intercalacién. Se han descnto intercaladores dsl ADN que tienen en su estructura grupos
fenilo, tales como el etidio y el m-AMSA por mencionar algunos: adicionalmente se ha
demostrado 1a eficacia de un grupo de intercaladores que implican sistemas triciclicos no
fusionados 2+1 (Denny et al., 1990).

La sintesis del dimero se llevaria a cabo como se muestra en el esquema 5.

o}
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ESQUEMA 5. Ruta propuesta para la obtencion del dimero mediante ia incorporacion de p-

nitroanilina

Como puede apreciarse, el esquema de sintesis presenta las siguientes variantes: 1) Se
introduce para-nitroanilina en lugar de metil- y etilamina en la obtencion del primer anillo
pirrélico; 2) Se contempla la posibilidad de cambiar el sustituyente en el segundo anillo de
pirrol o incluso el pirrol mismo por tiofeno, ya que los derivados A-metilados y N-etilados
resultaron ser inestables en silica gel y al paso del tiempo. (lo primero dificulta su purificacién
y lo segundo no garantiza un resultado confiable en pruebas de actividad bioldgica); y 3) se
excluye la nitracién.

Asi, el primer paso en la sintesis consistio en la obtencion de la A-(p-nitrofenil)-tetrahidro
indol-4-ona mediante la reaccién del compuesto tricarbonilico 30 con p-NO;-anilina en

reflujo.




30 41

Los rendimientos fueron bajos (20%) y por esa razon la técnica fue modificada por otra
metodologia para la obtencién de pirroles en donde se emplea radiacién infrarroja y bentonita
como catalizador. Con esta modificacion, los rendimientos ascendieron al 55%. El producto
obtenido presenté en RMN 'H un sistema AA’ BB’ en 8.41 y 7.45 ppm, correspondiente a los
protones del fenilo para-sustituido. una sefial simple en 6.44 ppm correspondiente al protén
pirrdlico y el resto de las sefiales caracteristicas del niicleo. Por otra parte, en el espectro de IR
se pudo apreciar una banda fuerte en 1668 ¢m™, caracteristica de cetona conjugada.

Una vez obtenido el derivado nitrado 41, el siguiente paso seria la formacién del anién de la

indolona y reaccion de éste con bromuro de alilo.

l)LDA
B TN
t 2) AN Br N

NO, No2
41 42

Uno de los problemas predecibles que se tuvieron en esta reaccién fue el relacionado con la
solubilidad del compuesto, ya que resulté ser muy baja en THF, percance que en principio fue
superado al manejar soluciones diluidas. Por su parte, al llevar a cabo Ja reaccién de alilacion
no se observo conversion de materia prima, la cual se recuperé casi en su totalidad. Debido a
que las reacciones con LDA son muy susceptibles a la humedad y que ademas éste fue
preparado in situ, se tuvieron precauciones extremas manejando las condiciones totalmente

anhidras, asi como titulando el n-butilitic para verificar su concentracién. La reaccién
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definitivamente no se llevo a cabo, por lo que se consideré que el factor de solubilidad seria el
problema principal por lo que se cambié la metodologia de alilacion por otro, utilizando
hexametil fosforamida v n-butilitio. Asi se tendria un disolvente mas polar y una base mas
fuerte que ei LDA. La reacciéon tampoco procedio. Cuando se adicioné D;0 se obtuvo la
materia prima protonada y no la deuterada por lo que quedaba claro que el anién no se
formaba.

Es interesante resaltar que esta reaccion de alilacién, de acuerdo a la experiencia de nuestro
grupo de trabajo. es exitosa cuando el N-sustituyente es Me, Et (como se ha presentado en esta
tesis), p-OCH;-fenilo. p-CH;-fenilo, p-Br-fenilo, p-Cl-fenilo, y fenilo (Martinez et al., 1998).
asi que el derivado nitrado es la excepcion.

Descartando la posibilidad de formar el anion en esta indolona, consideramos la posibilidad de
alquilarla mediante la formacion de la enaminona de la pirrolidina correspondiente, formada
con pirrolidina y benceno como disolvente. Nuevamente el problema de solubilidad se hizo
presente. Ademas se probé utilizar la pirrolidina misma como disolvente. En ningtn caso la
reaccion siguid el curso deseado y siempre se recuperé materia prima. Los intentos por

obtener 42 se resumen en el esquema 6.

1) LDA, THF

2) /\,Br
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N
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ESQUEMA 6. Intentos de alquilacién de 41.

El hecho de no poder alquilar el derivado nitrado no llevé a renunciar a la estrategia de

sintesis, pero si obligd a modificarla, de tal manera que en lugar de introducir ¢l p-nitrofenilo

[#¥]
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en la formacion del primer pirrol, se examin la alternativa de introducirlo al final; es decir,
en la formacion del segundo anillo de pirrol, como se muestra en el esquema 7.

Dado que los derivados N-metil y N-etil resultaron ser muy inestables se descartaron para las
sintesis posteriores, de tal suerte que en adelante se describiran los intentos por obtener los
dimeros con N-fenil sustituventes v tiofeno. En lo que respecta a los A-fenil derivados, cabe
sefialar que en nuestro grupo de trabajo se han obtenido algunos anilogos en los que los
sustituyentes son p-bromofenil y p-iodofenil, los cuales han presentado actividad citotéxica
interesante (datos no publicados hasta la fecha). Es por esta ultima razén que decidimos
incluirlos como sustituyentes en Jos pirroloindoles a sintetizar.

Primeramente se describira la sintesis de los derivados del tiofeno v posteriormente los del

pirrol.
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ESQUEMA 7. Segunda ruta alterna propuesta para la obtencion del homodimero mediante la

incorporacion de p-nitroanilina.

La primera reaccion de esta ruta sintética fue la obtencion de la tetrahidrobenzotiofenona 44 a
partir del intermediario tricarbonilico 30. En la literatura s¢ pueden encontrar diferentes

formas para obtener tiofenos a partir de compuestos 1,4 dicarbonilicos, entre las que destacan

34



el uso de azufre. acido sulfhidrico (Gronowitz, 1986) v mediante el uso de! reactivo de
Lawesson (Nishio et al., 1988). El empleo de azufre y 4cido sulthidrico tiene como desventaja
la obtencién de rendimientos bajos. Por su parte el reactivo de Lawesson, (2.4-bis(4-
metoxifenil)1.3-ditio-2.4-difosfetano-2.4-disulfuro) aunque costoso. comparado con los otros
reactivos utilizados para este fin, representa un reactivo muy util para obtener este tipo de
compuestos con rendimientos que van de moderados a muy buenos. El mecanismo de la
reaccion implica primeramente Ja formacion de la tiocetona y posteriormente la ciclizacién
intramolecular de la misma para dar lugar al tiofeno.

Asi. la reaccion se llevé a cabo como ha sido descrito en la literatura, esto es usando una
mezcla de benceno y dimetoxietano en proporcion 5:1 y reflujo por dos horas. El rendimiento
fue del 20 %. el cual se consideré muy bajo, y por consiguiente se decidio hacer algunas
variaciones en las condiciones de la reaccion (proporcion de benceno/dimetoxietano,

temperatura de reaccion y tiempo de reaccion), cOMo se muestran €n la tabla II:

Tabla I1. Condiciones de reaccion para la obtencion de 44.

O 0O
i;(\“/ Lawesson @(\y
0© s
30 44
Benceno / DME Temperatura de reaccién | Tiempo de reaccion Rendimiento (%)
571 reflujo 2h 20
371 reflujo 2h 20
5/1 reflujo lh 30
571 45°C 3h 60

En el espectro de RMN 'H se puede apreciar una sefial aparentemente simple pero, vista
expandida, compleja, en 7.07 ppm que integra para un hidrégeno y que corresponde al protén
del tiofeno. Esta sefial se encuentra desplazada a campo mas bajo que el protén equivalente en
el pirrol o en el furano que generalmente aparece entre 6y 6.5 ppm.

Continuando con la sintesis, la siguiente reaccion fue la alquilacion de 44.
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44 45

Esta reaccion se llevé a cabo bajo las condiciones descritas en esta tesis para las respectivas
tetrahidroindolonas. La reaccién no presenté problemas y se llevd a cabo con un 50% de
rendimiento, recuperando materia prima.

El siguiente paso fue la conversion de la indolona alilada 45 a la 1,4-dicetona 46 mediante la

reaccion con PdCl,, bajo las condiciones también descritas en esta tesis.

PACl,, H,0
- N\

45 46

La reaccién procedié con bajo rendimiento debido, probablemente, a una oxidacion del azufre
provocada por la presencia del paladio. Otro factor en contra fue su inestabilidad, ya que, no
solamente 46 sino ademas los precursores obtenidos, habia sido aceitoso y sufri6
descomposicion muy facilmente incluso almacenado en frio.

Por lo anterior, se valord como inconveniente continuar con la obtencién del dimero con
tiofeno presente.

Por su parte. la obtencién del N-(p-Br-fenil)-5-(2-oxopropil)-tetrahidroindol-4-ona (48), a

partir de la 1,3-ciclohexanodiona se llevo a cabo por la misma estrategia.

Q 1) a) LDA
0 1) EXON&/E‘OH \ b) BrCH.CHCH,
Q 2) CICH,COCH; | 2) PdCly, H,0, DMF
- N .

|
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Cuando se intenté llevar a cabo la reaccion de condensacién de 48 con la p-nitroanilina la

reaccion no procedio.

48

Las condiciones para llevar a cabo esta condensacion fueron en acido acético y reflujo,
tolueno v reflujo con cido p-toluénsulfonico como catalizador. 4cido acético, bentonita y
reflujo y 4cido acético, bentonita y reflujo con radiacion mfrarroja. En todos los casos los
rendimientos fueron muy pobres o nulos.

Es interesante comentar que la reaccién con el compuesto tricarbonilico 30 si se llevé a caboy
en el caso de la indolona no ocurrié asi. Una probable explicacion e esto es que el carbono
carbonilico del anillo de seis miembros es menos electrofilico por la conjugacién con el
heterociclo y si esto lo conjuntamos con el efecto electroatractor de] grupo nitro, que hace que
el par de electrones de la amina se encuentre menos disponible, v por consiguiente ésta sea
menos nucleofilica. se desfavorece el avance de la reaccién que es reversible en todos los

pasos de su mecanismo.

SINTESIS CONVERGENTE DE LOS HOMODIMEROS

Considerando lo anterior, una alternativa adicional es invertir el efecto de induccion
electrénica en el fenilo cambiando el sustituyente. Esto es, que si es el grupo nitro es el
responsable de la baja reactividad tanto de la indolona 41 (esquema 6) o de la p-nitroanilina en
la reaccion de Paal Knorr (esquema 7), podria entonces utilizarse en su lugar la p-amino

acetanilida o mejor aun la N,N -bis(p-aminofenil}octanodiamida esto s la cadena puente. De
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esta manera en una propuesta de sintesis paralela a la mostrada en el esquema 5 se haria
reaccionar el derivado 1,4-dicarbonilico 30 con la N,N -bis(p-aminofenil)octanodiamida y una
vez llevada a cabo la condensacion se continuaria con la sintesis hasta la obtencion del triciclo

(Esquema 8).

ESQUEMA 8. Tercer ruta alterna para la obtencion del homodimero mediante sintesis
convergente.
Puesto que la bis-amina 50 requerida no es un producto comercialmente disponible, fue

necesario sintetizaria para lo cual se planteé la siguiente estrategia:

0 0 0
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En donde 12 bis-amina 50 puede ser obtenida a partir del respectivo compuesto nitrado 52.
mediante una reduccion, y éste a su vez de la p-nitroanilina mediante su condensacion con el
cloruro de sebacoilo.

El primer paso fue la reaccién de la p-nitroanilina con el cloruro de sebacoilo en acetona y
bafio de hielo con agitacién, el rendimiento fue del 65% y no hubo problemas de purificacién
va que la diamida precipita en el medio de la reaccion.

Por su parte la reduccién de los grupos nitro se llevé a cabo facilmente, con rendimiento de

05%, al utilizar hidracina v paladio/carbono en etanol.

NH,NH, 0

0O O

NH, 9]
@ ] e
acetona ———
Z bano de hielo 95%

65%
N02 /0 N02 N02

52 50

Una vez obtenida. la N,N'-bis(p-aminofenil)octanodiamida se hizo reaccionar con el

compuesto tricarbonilico 30 en acido acético para dar lugar a la bis-indolona 31.

O o]
ac. acético N N
0O IR

N g N
H H

30 31

La reaccién se llevé a cabo con rendimiento moderado (40%) y se obtuvo un sélido que en el
espectro de RMN "H (DMSO-de) presenté una sefial simple en 10.2 ppm que integra para un
proton, un sistema AA’BB’ en 7.8 y 7.43 ppm, correspondientes a los protones de los fenilos
que integran para cuatro protones y una sefial en 6.3 ppm que integra para uno. Las integrales

confirman que fueron dos equivalentes de 30 los que se unieron a la diamina.



Ademas de esta ruta sintética se decidié explorar una ruta alterna, que lleve al mismo
compuesto, consistente en reducir el derivado nitrado 41 previamente obtenido, reducirlo y
condensarlo con cloruro de sebacoilo, lo que permitiria valorar los rendimientos y la

efectividad de una ruta sobre la otra. Esta ruta de sintesis se muestra en el esquema 9.

ESQUEMA 9. Ruta alterna para la obtencién de 51 a partir de 41.

Mediante ambas rutas se obtuvo la bis-tetrahidroindolona 51 y una ventaja inmediata de la
primera (Esquema 8) sobre la segunda (Esquema 9) fue en términos de estrategia, ya que ésta
(convergente) puede ser extrapolada en la formacion del segundo anillo de pirrol mientras que
en la segunda (lineal) no es posible pues como se mencioné no es factible introducir la p-
nitroanilina en la formacion del tercer anillo.

El compuesto obtenido resulté ser insoluble en los disolventes organicos convencionales y
soluble en DMSO, lo cual representé un problema para llevar a cabo la siguiente reaccion que
fue 1a alilacién en el carbono a al grupo carbonilo.

Es evidente que la reaccion de la bis-tetrahidroindolona en medio basico puede sufrir
extraccién de los protones de la amida y alquilacion en esa posicion y por supuesto que el
anion de la amida seria menos nucleofilico que el del enolato pero no se evitaria la reaccién

colateral, por lo que se decidi6 explorar la reaccion de alquilacion por dos diferentes vias: la
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primera por la extraccion del protén a al grupo carbonilico empleando un exceso de base y
cantidades equimolares de bromuro de alilo y la segunda mediante la formacién de la

enaminona. Los intentos por alquilar el compuesto 51 se muestran en el esquema 10.

a) HMPA, n-BuLi
b) BICH.CHCH, \\

0 0
a) LDA
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N
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0] 0 o
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H)KP)/E\ ac. p-TolSO;H
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51 A\
4
=X o 0
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N N
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ESQUEMA 10. Intentos de alquilacién de 51.

En ninguno de los casos la reaccion tomo el curso deseado y el problema principal fue la baja

solubilidad
Por lo anterior se decidié introducir la cadena puente en la formacion del segundo anillo de

pirrol.
Asi, 1a 2-oxo-propil-tetrahidroindolona 48 se hizo reaccionar con la bis-amina 50 en acido

acético a reflujo en presencia de radiacién infrarroja, para dar lugar al homodimero del

pirrolo[2,3-e]indol.
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Aunque en principio no aparenté ser problema de mayor importancia, la formacién de un
compuesto colateral producido por la reaccion entre la diamina 50 y el disolvente (acido
acético) complico Ia purificacion del aducto deseado. En el espectro de RMN 'H se apreci6 la
presencia tanto de 55 como de 56. La estructura propuesta de este Gltimo fue confirmada

mediante su sintesis a partir de la p-aminoacetanilida (Esquema 11).

OJ\ oéLNH o o H
Pd/C N

hidracina CI/LLMEU\ C o Q ﬁ Q i

)\\” N)K

NO, NH,

NH

56

ESQUEMA 11. Obtencion de la bis-fenilalcanodiamida 56 a partir de p-nitroacetanilida.

Aparentemente, el problema podria superarse por cromatografia en columna o alguna otra
téenica de separacién; sin embargo, el sdlido formado en la reaccién que contenia tanto 56
como 55 resulté ser soluble en dimetilsulfoxido e insoluble tanto en los disolventes
convencionales como en agua o alcoholes, por lo que los intentos por purificario por
recristalizacién también resultaron infructuosos. A pesar de los intentos al alcance, 55 no se
logré obtener puro ni por purificacién ni por cambio en las condiciones de reaccion. En este
Gltimo aspecto cabe sefialar que se modifico la temperatura, el orden de adicién de reactantes e

incluso el disolvente y el acido.
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En este punto es importante sefialar que, aunque impuro, 55 fue obtenido conforme a lo
planteado. Sin embargo, puesto que la finalidad de la sintesis es principalmente la evaluacion
de su actividad citotoxica, este compuesto debe ser obtenido con la pureza requerida. Por ello
se modifico esta estrategia. de manera parcial en donde. en lugar de hacer reaccionar 48 con la
diamina 50, se hizo reaccionar 48 con la p-acetanilida. de tal forma que el producto obtenido
se hidrolizaria y la amina formada seria la que reaccionaria con el cloruro de diacilo para dar

lugar a 55 (Esquema 12).

ESQUEMA 12. Ruta de obtencién alterna del homodimero 55 a partir de 48.

La reaccion de 48 con p-aminoacetanilida procedi6 con 63% de rendimiento; el espectro de
RMN 'H mostré, la correspondiente al protén de la amida en 7.42 ppm y los hidrégenos del
anillo de los respectivos pirroles en 6.41 y 5.55 ppm. Asimismo, el espectro de IR y el ion
molecular obtenido por espectrometria de masas correspondieron adecuadamente al aducto 57.
E] siguiente paso en esta serie de reacciones seria la hidrolisis de la amida. Los reportes
describen condiciones desde suaves, como son fluoroborato de trietiloxonio (Hanessian y

Hurley, 1967) y NH:NH2/H2O (Keith et al,, 1978), hasta agresivas como 4cido clorhidrico
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acuoso en reflujo (Dilbeck et al., 1978) o NaOH/H,O (Bender y Thomas, 1961). Por su
estructura, es conveniente utilizar las condiciones mas suaves ya que aunque el compuesto €s
aromatico, los pirroles pueden sufrir apertura. Puesto que en ese momento no se contaba con
fluoroborato de trietiloxonio, la reaccion se intenté primeramente con hidracina y el resultado
fue recuperacion total de la materia prima. Un segundo intento se llevo a cabo con adaptacion
del método de hidrélisis de nitrilos con peréxido de hidrogeno (Mclsaac et al,, 1971) y el
resultado fue también recuperacién de la materia prima. Finalmente, se procedié tanto a la
hidrolisis 4cida como a la basica, y en este caso si hubo reaccion pero esta generé una mezcla
de productos que por su cantidad no tuvo caso caracterizar.

Inmediatamente surgen dos propuestas de cambio sobre la misma estrategia: la primera,
cambiar e] grupo protector por otro mas facil de liberar y la segunda, bastante obvia, utilizar
un equivalente de p-fenilendiamina en lugar de p-aminoacetanilida.

Paralelamente se exploraron las dos rutas. Asi se hizo reaccionar 48 con 1,4-diaminobenceno
en acido acético a reflujo suave, en para obtener el pirroloindol aminado 58; compuesto poco
estable al ambiente, calor y a la gel de silice. En su espectro de RMN 'H se apreciaron las
sefiales correspondientes a los metilos de los respectivos pirroles en 2.15 y 2.25 ppm, asi como
los hidrégenos de los mismos anillos en 5.6 y 6.37 ppm. Dos sefiales dobles correspondientes
al anillo bencénico que integran para 1 cada cual en 6.55 y 6.82 ppm, confirmaron la
conjugacion del sistema; por su parte las sefiales de los dos fenilos aparecieron como se

esperaba como dos sistemas AA’ BB” en 6.85, 7.21, 7.25 y 7.62 ppm, y finalmente una sefial

corrobor6 la presencia del grupo amino.

ancha que desaparecié después de la adicién de D;O y que integra para 2 hidrégenos,
N CHSCOOH -

48 Br 58 Q
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Por otra parte se cambi6 el grupo protector acetamida por trifluoroacetamida que es mucho
més facil de hidrolizar. Primero se tuvo que sintetizar la p-amino-trifluoroacetanilida mediante

la trifluoroacetilacion de la p-nitroanilina y posterior reduccion de la misma.

0

o
3 PdIC
CF3COOH
50%
0%

El rendimiento en el primer paso fue bajo (60%) comparado con los métodos descritos

CF,

NH,

(Weigand y Geiger, 1956) que implican cloruro de trifluoroacetilo o bien anhidndo
trifluoroacético (>95%); ademas el tiempo de reaccion fue mas largo y las condiciones
riesgosas (4cido trifluoroacético, reflujo, 4 h). La razon de llevar a cabo el método aqui
descrito, y no alguno de los reportados en la literatura, fue por la falta de los reactivos
requeridos.

En el segundo paso, la reduccién procedid con rendimientos de entre 10 y 90 %, dependiendo
de la temperatura utilizada; esto es, que cuando la reaccién se llevaba a cabo en bafio de hielo,
se obtenia un 90 % de rendimiento, mientras que cuando se aplicaba calor, el rendimiento se
reducia a 10%. La explicacién de esta diferencia es que cuando se aplica calor, la hidracina
hidroliza el triflucroacetilo y se obtiene 1,4-fenilendiamina. Esta observacion resulté ser una
ventaja pues se contaria con un excelente método suave de desproteccion.

La reaccién de 48 con p-aminotrifluoroacetanilida se llevé a cabo en 4cido acético y el
producto que se obtuvo fue el pirroloindo! 58 con un 40 % de rendimiento, en donde la

trifluoroacetarmida se desprotegié en el mismo medio de la reaccidn.

0 0

Q M

48

45



E} Gltimo paso ahora seria la condensacién de la amina 58 con el cloruro de sebacoilo. Esta
reaccion se efectué en acetona v baiio de hielo, pero el 4cido clorhidrico generado provoco
descomposicién del producto obtenido. Por lo tanto se cambi6 el disolvente por piridina y de

esta manera se obtuvo el homodimero 55 (60% de rendimiento).

Br\© QBF
H H

NS Ny N 2N

CICO(CH,),COCI o o =

Piridina N

58 55

El espectro de RMN "H mostré las sefiales de los metilos de ambos pirroles en 2.12 y 2.24
ppm, ademas de los metilenos de la cadena alifitica como sefiales multiples en 1.63 (4H), 1.77
ppm (2H) y como triplete en 2.43 ppm (2H). Los protones aromaticos aparecen en 556y 6.40
ppm (anillos pirrélicos) y entre 6.80 y 7.60 ppm el resto de los protones del nucleo
pirroloindélico. Finalmente como en 7.53 ppm el protén base de amida. El espectro de RMN
BC mostré la sefial de carbonilo de amida en 171.7 ppm, asi como el resto de las sefiales
esperadas. Por su parte, el espectro de IR mostrd la sefial de estiramiento N-H y C=0 de la
amida en 3435 cm” y 1694 em’!, respectivamente. El jon molecular obtenido por
espectrometria de masas de alta resolucion fue m/z 1026.8962 CsgHssBraN¢Oa.

Es de particular importancia mencionar que el dimero obtenido resulto ser soluble en
diclorometano y cloroformo, contrario a lo que se menciond cuando éste se intenté obtener en
acido acético, bentonita y reflujo. Cabe recordar que se obtuvo conjuntamente con el producto
de acetilacion de la diamina 50. En ese momento, todos los espectros de RMN fueron
obtenidos en DMSO-ds y los de IR en pastilla por la insolubilidad mencionada. La mezcla del
homodimero pirroloindol 55 y el subproducto de reaccion 56 siempre fue obtenida por
precipitacion de la mezcla de reaccién ya fuese con agua o bien por eliminacion del disolvente

al vacio. Hay que adicionar a estos datos que todas las diamidas obtenidas hasta el momento,
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tanto en este trabajo como en los que lo anteceden como bis-benzoacridinonas unidas por la
misma cadena puente (Martinez et al., 2000), han sido bastante polares ¢ insolubles en los
disolventes convencionales. Todo esto hizo pensar que el compuesto pure serfa insoluble en
cloroformo y como ya se menciond, no ocurrié asi. Lo que realmente es insoluble, es la
mezcla 55-56 o bien 56. Esto obviamente se supo hasta contar con 55 en forma pura.

De esta manera, se llevo a cabo un Gltimo intento por obtener 55 a partir de 48 con la diamina
50. Esto fue en acido acético a 80 °C en agitacion por una hora. Aunque los rendimientos

obtenidos fueron bajos (17.5%), si se obtuvo el pirroloindol deseado.

SINTESIS DE ANALOGOS ESTRUCTURALES DEL PIRROLO|2,3-¢]INDOL 55.

Como se menciond, el principal interés en la obtencién del bis-intercalador del ADN disefiado
y sintetizado en esta tesis es el explorar su actividad citotéxica potencial. Independientemente
de cual sea ésta, resulta interesante sintetizar analogos estructurales que permitan llevar a cabo
un analisis de la relacién estructura-actividad. Los compuestos seleccionados son los
pirroloindoles 57, 59 y 60 asi como el tiofenindol 61 y los derivados pirrolonaftalenos 62, 63.
y 64. Asimismo, un par de compuestos de interés fueron el bis-pirroloindol 65 y el bis
pirrolonaftaleno 66 (Esquema 13). La decision de seleccionar estas estructuras se explicard en
la seccion de discusiéon de actividad biolégica. Estos compuestos son novedosos con
excepcién de 61 que a pesar de haber sido descrito se tuvo que sintetizar en el desarrollo de
esta tesis mediante el método ya reportado (Martinez et al., 1998) para poder evaluar su
actividad, y al igual que el pirroloindol 57, que fue obtenido como un intermediario en uno de
los intentos por obtener 54 en esta tesis, no se tratarn en este capitulo. Los pirroloindoles 59 y
60 pueden ser sintetizados a partir del intermediario 48 y finalmente, en lo que respecta a los
pirrolonaftalenos, se plante6 una estrategia andloga a la descrita para la obtencién los

pirroloindoles, pero usando un material de partida diferente.
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ESQUEMA 13. Anélogos estructurales del pirroloindol 55 propuestos para evaluar actividad

citotoxica.
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Sintesis de los derivados pirrolo[2,3-e]indoles

El primero en ser sintetizado fue 59, mediante una condensacion de 48 y anilina, dando lugar

al pirroloindol deseado en un 70% de rendimiento.

NH

0 2 N

=z
W \
0 N N

acido acético
70%
Br Br
48 59

Por su parte, el derivado 60 fue obtenido mediante reaccién de la amina 58 con cloruro de

sebacoilo en piridina.
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N N
= A\ CICO(CHZ)sCOCI (1 eq) =

N piridina

55%

0

H\(A&(o
AR
N
N

Br Br
58 60

La espectroscopia de RMN 'H y °C de este compuesto fue casi igual a la obtenida para el
dimero 585, lo cual era de esperarse por la similitud estructural entre ambos compuestos. Lo
que dio la pauta a definir que se trataba de] mondmero y no del dimero fue, en primer término,
la sefial para el protén del metileno vecino a la amida que en este caso se presenta como un
triplete en 2.42 ppm y que integraba 2 a 1 con respecto al protdn de la amida, mientras que los
hidrégenos vecinos al grupo carboxilico se presentaba como una sefial miltiple muy cerca al

triplete mencionado (2.34 ppm). Por otra parte, en el espectro de IR aparecieron dos bandas en
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3313 em™ v 1708 cm”, caracteristicas de acido caboxilico y otra mas en 3436 cm™ tipica de
amida. Finalmente como confirmacién definitiva fue la espectrometria de masas en donde se

obtuvo un ion molecular a m/= 615.

Sintesis de los derivados pirrolonaftalenos.

Para la obtencién de estos derivados, se empleé el mismo método que el utilizado en la
sintesis de los pirroloindoles, pero en esta ocasion se partio de la a-tetralona en lugar de la

1,3-ciclohexanodiona.

PdCI o
a 1) LDA HyO 0
2) BrCH,CHCH, DaiF
80% 65%
68

Asi, la reaccion de a-tetralona con LDA, generado in situ, y su posterior tratamiento con.
bromuro de alilo, dio lugar al dertvado alilado 67. La reaccion procedié con 80% de
rendimiento y siempre se obtuvo adicionalmente la doble alquilacion (5%).

El compuesto 67 es un aceite de color amarillento que cristaliza a baja temperatura. Dentro de
las sefiales mas importantes en RMN 'H se encuentran las correspondientes a los protones
vinilicos entre 5 y 6 ppm. La integral de estas sefiales con respecto a las demas fue un indicio
de que se trataba del producto monoalquilado.

La oxidacion de 67 con cloruro de paladio no presentd contratiempo y se obtuvo el derivado
1.4-dicarbonilico 68. En el espectro de RMN 'H se observé la sefial del metilo adyacente al
grupo carbonilo en 2.27 ppm. Entre 7 y 8 ppm se encontraron los hidrégenos de la porcion
aromatica como una sefial doble en 7.23 ppm, una triple en 7.3, otra triple en 7.47 y finalmente
otra doble en § ppm, esta ultima desplazada a campo bajo por efecto de desproteccién del
grupo carbonilo. En el espectro de IR se apreciaron dos bandas tipicas de carbonilo, una de
cadena abierta (1715 cm") y otra conjugada (1684 em™).

El derivado 68 fue el intermediaric comin para obtener el resto de los compuestos

pirrolonaftalénicos. El primero en tratar de ser obtenido fue 62, mediante la condensacion de

68 con p-aminoacetanilida.
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En esta reaccién se obtuvo un sélido verde con rendimiento de 81%. El espectro de RMN 'H
mostrd las sefiales del metiio e hidrégeno pirrélicos, asi como las sefiales del fenilo, de la
porcién bencénica del triciclo y la amida, pero adicionaimente se observaron dos sefiales que
integraban para dos hidrégenos en 2.7 y 2.9 ppm. Esto indico que la formacion del pirrol habia
procedido. pero que no habia ocurrido lo mismo con la aromatizacién. A pesar de los intentos
por llevarla a cabo mediante calor como ocwri6 en el caso de los pirroloindoles, no se tuvo el

mismo éxito. El compuesto obtenido fue 69.
H
N%
(¥ %

69

La estrategia para obtener 63 fue estructurada a partir de la amina 70, misma que se obtendria
del derivado dicarbonilico 68.
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La reaccién de 68 con la p-fenilendiamina procedio igual que el intento por obtener 62. es

decir, se llevo a cabo la condensacion y formacién del pirrol pero el triciclo no se aromatizo y

se obtuvo 71 (75 %) en lugar de 70.
NH,
%@
Z
71

La reaccién entre 71 y cloruro de sebacoilo en acetona procedi6 con descomposicion, debido a
la formacion de 4cido en e] medio por lo que se cambiaron las condiciones de reaccion y en

lugar de utilizar acetona como disolvente se emple6 piridina. El producto obtenido fue 72.

72

Concluyendo con esta serie, se procedio a la obtencién de 64. En este momento era de esperar
que tampoco habria aromatizacion total del sistema, y que el producto de la reaccién entre 66

y la 1,7-heptanodiamina seria e] homodimero 73. Efectivamente, el producto obtenido fue 73.
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SINTESIS DE LOS HOMODIMEROS 74 Y 65.

La reaccién de dos equivalentes de 68 con 1.4-fenilendiamina dio lugar al homodimero 65.
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9
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CH;COOH N
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68 74

El espectro de RMN 'H presenté algunas aparentes anomalias. La sefial para los metilos
apareci6 en 2.17 ppm y los metilenos en 2.70 y 2.93 ppm, como dos tripletes que integran para
dos hidrogenos cada uno. En 5.99 ppm aparecié la sefial correspondiente al hidrégeno
aromatico del anillo del pirrol, en 7.42 ppm una sefial en forma de singulete que integraba para
dos hidrégenos, correspondientes a los protones del fenilo 1,4-disustituido, y en 6.94 y 7.19
ppm dos sefiales, una doble y una simple poco ancha de dos de los protones aromaticos del
triciclo. Sin embargo, fue aparentemente anémala la duplicidad de las otras sefiales, las de
6.30 y 6.56 ppm, que entre ambas integraban para un hidrdgeno, mientras que las otras
aparecian en 6.82 y 6.94 ppm y que igualmente integraban para un hidrégeno. El espectro de
RMN 3C mostré las sefiales para cada uno de los carbonos y no hubo duplicidad. Por su parte,
el espectro de IR mostré como sefiales principales las bandas para estiramiento C-H y C-C
aromaticos en 2937 y 1516 cm™. De la espectrometria de masas se obtuvo un ién molecular a
m/z 440 correspondiente al aducto deseado. La duplicidad de las sefiales en RMN hace pensar
inmediatamente en dos conférmeros de interconversiéon lo suficientemente lenta para ser
detectada por este método. Cabe sefialar que este comportamiento es comin en los biarilos y
que, cuando estos conformeros son aislables a temperatura ambiente, se les cataloga como
atropoisomeros (Oki, 1983). Asimismo, no solo los biarilos presentan esta propiedad, sino
también los terarilos (Chang y Adams, 1934).

Para definir que la duplicidad de sefiales se trataba realmente de conférmeros, primeramente
se llevé a cabo la obtencién del espectro de RMN 'H con variacién de temperatura (Figura 7),

en donde se aprecia que a 55 °C (Figura 7d) se alcanz6 la temperatura de coalescencia. Cuando
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se baja la temperatwra a 27 °C, el espectro que se obtuvo fue exactamente igual al obtenido
originalmente (Figura 7b). Cuando la temperatura se bajo a -55 °C todas las sefiales se
definieron v separaron (Figura 7a) v la misma separacién de sefiales se present6 en el espectro
de RMN '°C. Mediante irradiaciones y experimentos COSY v HETCOR, se asignaron dos
grupos de sefiales A y B (Figura 7a). Algunas de las sedales de! grupo B fueron complejas
como la de 6.55 ppm, que se esperaria como una sefial doble y aparece como seiial miltiple.
Sin embargo, cuando la sefial del hidrégeno vecino (7.03 ppm) fue irradiada. la primera se
convirti6 en un singulete, lo que corroboraba que se trataba de un espectro de segundo orden.

De esta forma, se confirmé la presencia de los conformeros 74A y 74B.

/A
N
\3.6A

H k=14
N N
\ /) \ /)

1:1.4

T4A 74B

Por otra parte, en el experimento NOESY se aprecio efecto nOe negativo entre las sefiales en
6.28 y 6.55 ppm, con lo que se determiné que ademds existia equilibrio entre ambos
conféormeros y finalmente mediante la integracion de las sefiales, se pudo saber gque el
equilibrio se encuentra desplazado hacia una de las especies, ya que la proporcion entre ellas
fue de 1.4/1. El reto en este punto fue saber cudl de las conformaciones era la preferida.

Desde el descubrimiento del efecto estérico, muchos afios después de descubrirse la
preferencia conformacional en biarilos y terarilos (Christie y Kener, 1922), éste ha
proporcionado la explicacién del atropoisomerismo (Rieger, 1950; Bott et al., 1980). Se
esperaria que la especie mas favorecida fuese 74A, va que no hay aparentemente tanta
repulsion estérica entre las porciones “monoméricas” como ocurre en 74B. Este dato puede
corroborarse mediante modelaje molecular, en donde después de la optimizacién geométrica

de ambas estructuras con mecanica molecular y PM3, se observa en 74A una distancia de
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Figura 7. RMN 'H de 72 a diferente temperatura: a) -55°C, b) 27°C, ¢) 35 yd) 55°C
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aproximadamente 3.6 A, entre el metilo del pirrol y €l hidrégeno bencénico de su contraparte
monomeérica, mientras que la distancia entre los hidrogenos bencénicos mas cercanos entre 1os
monémeros en 74B fue de 2.6 A, es decir casi 1 A de diferencia. La diferencia energética entre
ambos conférmeros fue menor a 1 kcal/mol, siendo 74A el de menor energia.

No era posible saber directamente cuél grupo de sefiales correspondia a 74B, pero si era
posible saber cual corresponde a 74A, mediante experimento nOe. Esto es que el proton, en ya
sea 6.28 o 6.55 ppm, que presente efecto nOe con cualquiera de los metilos de pirrol,
corresponderia, junto con su conjunto de sefiales a 74A y por descartacion el otro conjunto
perteneceria a 74B. El experimento se llevé a —55 °C, pues es donde se definieron claramente
y se asignaron las sefiales, incluyendo las de los metilos para cada conférmero, adicionalmente
la interconversion es considerablemente mas lenta.

El experimento NOESY mostré claramente que esta interaccion se llevé a cabo entre la sefial
en 6.28 ppm y la ubicada en 2.23 ppm. Es sorprendente que este grupo de sefiales
correspondia a la especie menos poblada. En otras palabras, la especie mayoritaria en el
equilibrio fue 74B, que es la conformacién estéricamente menos favorecida.

La sefial del hidrégeno H-9 de 74B se encuentra a campo bajo comparada con la generada por
su homdlogo de 74A, lo cual se debe seguramente a un efecto de desproteccién anisotrépica

mutua entre ambos triciclos, por la cercania de los anillos bencénicos.

Figura 8. Representacion tridimensional de 74a y 74B.
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Una probable explicacion de esta preferencia conformacional podria encontrarse en el
momento dipolar. La espectroscopia de RMN fue obtenida en CDCls, asi que si 74B que tiene
un momento dipolar mavor que 74A podria ser estabilizado por 1a polaridad del disolvente. Si
esto fuese cierto. entonces el espectro de RMN 'H obtenido en un disolvente mucho menos
polar deberia modificar considerablemente la proporcién. Sin embargo, cuando se obtuvo el
espectro en benceno deuterado, la relacién 74B/74A cambi6 de 1.4/1 a 1.2/1, lo cual indica
que la preferencia conformacional no estd tampoco gobernada del todo por €l momento
dipolar de la molécula.

Cuando se llevé a cabo la condensacién entre 48 y la 1,4-fenilendiamina, se obtuvo 65, que

mostré un comportamiento espectroscdpico similar al de 74.
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El espectro de RMN 'H muestra las sefiales esperadas para el sistema, pero también con
duplicidad muy marcada en aquellas correspondientes a los hidrogenos y metilos pirrélicos en
5.62 y 5.92 ppm, que integran entre ambas para un hidrégeno, y en 2.40 y 2.47 ppm que
integran para tres hidrogenos. El espectro de IR mostré sefiales para estiramiento C-H y C-C
de aromdticos y el ion molecular obtenido por espectrometria de masas por FAB+
correspondid al peso molecular esperado de 752.

La diferencia en el espectro de RMN, con respecto al sistema terarilo 74, es que las sefiales se
encuentran mucho mas definidas, lo cual es de esperarse pues la interconversidon entre
conformeros en implica un giro entre el enlace N-C por el que atraviesa un estado coplanar
entre el triciclo y el fenilo disustituido, inestable per se, que en 74 se ve considerablemente

restringido por la presencia de los dos metilos pirrolicos, lo que ocasiona un incremento en el
AG.
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Como es sabido. la estereoquimica juega un papel muy importante en la actividad biologica y
ni los atropoisomeros (Evans et al., 1993; COP et al., 2001) ni los intercaladores del ADN

escapan de esta regla (Xiaogang et al., 2000). De ahi la importancia de conocer la preferencia

conformacional de 74 y 65.
SINTESIS DE N, N'-BIS (ARILALCANODIAMIDAS)

Otro grupo de compuestos que se sintetizaron, cuya razén de obtenerlas sera discutido en la

seccion de actividad citotoxica, es aquel de las NN -bis(arilalcanodiamidas) 75a-f.

H H
H,N o © NH, 75 abedef5?

La sintesis de estos compuestos se llevd a cabo de la misma forma que se obtuvo la diamina

50, con los respectivos cloruros de diacilo:

Asi, el primer paso fue la reaccion de la p-nitroanilina con el respectivo cloruro de diacilo, los

compuestos obtenidos y sus rendimientos s¢ muestran en la tabla III:
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Tabla II1. Rendimiento en la obtencién de 76a-fy 52.

N i N
OZNU © o ONOZ
76
Compuesto # n= T. de reaccion Rendimiento (%) P.f. (°C)
76a 2 12h 18 286-288
76b 3 2h 59 278-280
T6c 4 2h 62 280-285
76d 5 2h 57 206-208
T6e 6 2h 49 220-222
761 7 2h 52 155-158
52 8 2h 65 198-200

El rendimiento en la mayoria de los casos fue bueno y el mas bajo fue cuando se condensé la
amina aromdtica con el cloruro de succinilo, lo cual se debe muy probablemente a que la
reacciéon procede principalmente por la via intramolecular para dar lugar a la succinimida
misma que reaccionaria muy lentamente con otra molécula de p-nitro anilina para dar lugar a
la estructura deseada, esto se refleja claramente en el tiempo de reaccion que es 6 veces

mayor que en el resto de los casos.
NO,

NOz O
CICOCH,CH,COC! NH,

- N 76a
IO
NHZ OzN

El siguiente paso consistio en la reduccion de los grupos nitro. Hay una gran variedad de

agentes reductores que se utilizan para reducir nitrocompuestos entre los que destacan el SnCl,

¥ H; en Pd/C. Una variante de este Gltimo es utilizar hidracina, Pd/C y agua en etanol a
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reflujo. Dado que estas condiciones de reaccién son muy suaves se decidio utilizarlas en

primera instancia.

o O NH-NH, 0O ©0
HN)\m%\NH E‘ié)c HN)\(")/I':\NH
EtOH
e e
NOZ N02 NHZ NH2
76 75

En un principio esperamos tener algunos problemas con la reaccion, ya que ésta se lleva a
cabo en etanol y las bis-amidas son muy polares y poco solubles en alcohol metilico y etilico,
sin embargo la reaccion procedié con muy buenos rendimientos, aun sin haber solubilidad

total del sustrato en el medio. Los resultados se resumen en la tabla IV:

Tabla IV. Rendimiento en ia obtencién de los compuestos 75a-f y 50.

H H
N N N
75
Compuesto # n= Rendimiento (%) P.f. (°C)
75a 2 92 232-234
75b 3 94 228-230
75¢ 4 93 238-240
75d 5 83 203-204
75e 6 87 211-212
75 7 88 195-197
50 8 95 205-206
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ACTIVIDAD CITOTOXICA

ELECCION DE LOS COMPUESTOS A EVALUAR

Como se mencioné en la seccién de antecedentes, la aplicacién mds relevante de los
‘intercaladores det ADN es la actividad citotéxica y, como se indicd, uno de los objetivos de
esta tesis es evaluar dicha actividad, si es que existe, en el homodimero obtenido. Puesto
que el disefio de firmacos es un 4rea de la farmacia cuyo resuitado sirve para el disefio de
otros compuestos, con la finalidad de encontrar el formaco mas efectivo y menos téxico, se
consideré importante conocer no solamente la actividad citotéxica de 55, sino ademas de
otros analogos. Fue por este motivo que se sintetizaron los compuestos 57, 59-61, 69, 72,
73 y 75 (Figura 9), ya que podrian aportar informacién relacionada con la estructura y
actividad de este nuevo grupo de agentes potencialmente citotoxicos. La razén de su
eleccion, por la cual fueron sintetizados, se resume en la Figura 10 y se discute a
continuacion:

Los compuestos 87 y 60, son los monoémeros de 55. La actividad de estos compuestos
determinaria la importancia de contar con la estructura dimérica. Como se aprecia, 60 tiene,
a diferencia de 57, una cadena alifética de 8 metilenos y un carboxilo en el extremo de ésta,

por lo que las interacciones con el ADN variarian entre ambos.
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El derivado 59, corroboraria la suposicion de que la amida es requisito en estos compuestos
para tener actividad citotoxica, tomando en cuenta que la inhibicién enzimética
(topoisomerasa) estaria dada por interacciones electrostaticas, sobre todo por puentes de
hidrégeno. De igual manera, el compuesto 61, daria informacion sobre el requerimiento de
tener un grupo fenilpirrolil en esa posicién y al igual que 59, no tendria la capacidad de
interaccionar con enzimas como se desea.

Por su parte, el homodimero 72 difiere de 55 en la ausencia del grupo p-Br-pirrolilo. Como
fue indicado, en trabajos paralelos a éste que se llevan a cabo actualmente, se ha notado la
importancia de tener esta porcion en algunos analogos. Hay ademas reportes que apoyan
esta suposicién como el descrito en compuestos de tipo imidazoquinoxalindionas 77 y 78,
en donde }a actividad citotéxica disminuye casi 20 veces al cambiar un grupo p-Br-fenilo

por un fenilo no sustituido (Yoo et al., 1998).

o]
N N
-
L > o G
N N 77 R=Br, IC50= 1.3uM (MKN 45)
1 78 R=H, ICgo=22uM (MKN 45)

R
De esta forma 72 y 69, darian informacién sobre la importancia de esa porcién con respecto
adSyST.
Asimismo se espera que el homodimero 73 también sea inactivo, pues, al igual que 59 y
61, no seria capaz de interaccionar enzimaticamente y su actividad se compararia con su
analogo 72.
Finalmente, los derivados 75, fueron disefiados con la finalidad de aportar conocimiento

relativo a la distancia que la cadena puente debe poseer. En un trabajo reciente, que



antecede a éste. se describio la sintesis y actividad citotoxica de las bis-benzoacridinonas 79
y 80 (Martinez et al., 2000), en donde se observd que algunos de estos compuestos eran

activos y su actividad dependia de la cadena puente, que es la misma que posee 55.

79 n=23438 80
Cabe mencionar que esta cadena puente tiene caracteristicas estructurales de reconocedor
de surco y su analogia estructural con estos compuestos se puede apreciar cuando se
compara con la netropsina 81, Hoescht 33258 82, distamicina 83 y SN 6999 84 (Wemer,
1997). De hecho la netropsina y la distamicina han sido wtilizadas como cadena puente en

bis-intercaladores (Eliddis et al., 1988).
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Por ultimo, cabe sefialar que los compuestos 74 y 65 son el resultado del interés por
conocer su actividad ya que estos pueden actuar como intercaladores o bien como

reconocedores de surco. Obviamente la bis-intercalacion queda descartada.

G
WP P ity

Br

=

Br

74 63

El parecido estructural con reconocedores de surco es muy apreciable por ejemplo con 85

(Boger y Sakia, 1992).

¢

MeO,C— NH,

85
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las concentraciones utilizadas, para medir inhibicién del crecimiento celular, fueron 3.1,
10. 31 y 100 pM, siendo esta ultima la concentracion mas alta utilizada por el National
Cancer Institute (NCI) para evaluar compuestos en un programa mundial (Boyd y Pauli,
1995). Ademas de encontrarse descrito en un gran niimero de publicaciones relacionadas
con el tema, el método utilizado en esta tesis para la evaluacién de la actividad citotéxica
de todos los compuestos fue el mismo utilizado por el NCL

La caractenizacion de los compuestos evaluados como “activos™ o “inactivos”, se ha
adoptado, en este estudio, en funcion de la inhibicién del crecimiento a la méxima
concentracion utilizada. Asi, se consideran “inactivos™ aquellos compuestos que a una
concentracion de 100 uM presentan menos del 50 % de inhibicion del crecimiento. De la
misma manera, con el fin de homogeneizar los resultados aqui obtenidos con respecto a los
que arroja el NCI, cuando la ICsg se encuentra ligeramente mas alta a 100 pM, el resultado
se describe como: >100 uM.

La pnmera evaluacion citotoxica se llevo a cabo con el compuesto 61 en las lineas celulares
NCI-H460 (pulmon), MCF7 (mama) y SF-268 (SNC).! El compuesto fue inactivo a una
concentracién de 100 uM en las tres lineas celulares probadas.

Los resuitados de la segunda evaluacién citotoxica, que comprende a los derivados 55, 57,

59, 69 y 65 se muestran en la tabla V.
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Tabla V . Datos de actividad citotoxica de los compuestos 55, 57, 59, 69, 65, daunomicina

1 y 5-fluorouracilo 86.

Comp P M, 1Cs0 [uM(zds)]
PC-3 U251 K562 Hep-2 HCT-15 HelLa
(Prostata) {SNC) (Leucemia) (Higado) (Colon) (Cérvico)

55 1026.90 >100 ] I 1 1 I

57 47238  17.7Q28) 33.5(2.4) 17.9 (1.9) 45.1 (4.6) 362(1.6)  363(5.2)

50 41533 >100 1 I 1 | I

69  752.54 >100 I I I >100 I

65  316.40 25.3 >100 >100 I I >100

1 526 5X10° 1.8X10° 1.8X107 1.5X107 . 5X10°

86 118 1.14 2.05 0.83 1X10° . 5X107
I = Inactivo

0

HN I F
O)\N
H

86

El compuesto mas activo fue 57, el cual mostré actividad en todas las lineas celulares

probadas con mejores resultados en PC-3. Todos los demas compuestos indicados en la

tabla V mostraron cierto grado de citotoxicidad en la misma linea celular. La curva

concentracion-respuesta en esta linea mostré una tendencia similar en todos los compuestos

probados.

' Las lineas utilizadas en esta primer evatuacién son diferentes a las que se discutiran posteriormente, ya que
este ensayo fue llevado a cabo en el National Cancer Institute,
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Como se menciono, se esperaba que tanto el compuesto 59, como 61 no mostraran
actividad significativa por la ausencia de grupos capaces de llevar a cabo interacciones
fuertes con enzimas, asi que los resultados estan de acuerdo con esta hipdtesis.

Un resultado inesperado fue la notoria ausencia de citotoxicidad del homodimero 53,
aunque esta inactividad no es tan sorprendente si se considera su peso molecular, que se
encuentra arriba de 1000. El hecho de que el mondmero 57 tenga actividad pobre y que su
bis andlogo carezca de ella, indica que el peso molecular es una razén probable que influve
en el comportamiento de 55, va que aunque hay farmacos que llegan a tener masa de
cientos de kilo Daltones, como algunas proteinas, el intervalo apropiado es entre 100 y
1000 (Katzung, 1998).

Si se comparan los resultados de 57 y §9. es claro que la acetamida es necesaria para la
actividad cilotoxica y, mas aun. si la comparacion es de 57 con 61, queda claro que la 4'-
acetanilida es una porcidén importante para la actividad. Adicionalmente. el grupo N-(4'-
bromofenil)pirrolil parece incrementar la actividad, como puede apreciarse por la
comparacion en el comportamiento entre 57 y 69 en donde este ultimo mostrdé poca
actividad. Cabe sefialar que 69 no estd totaimente aromatizado, lo que puede afectar
también la actividad.

Para corroborar que efectivamente es el peso molecular el que influye en la inactividad de
55, se procedié a probar 72. En efecto, este compuesto a una concentracion 3 1pM mostrd
40% de inhibicién del crecimiento, mientras que a la misma concentracion 58§ solo mostro
11%. A esta misma concentracion, 60 presentd 40% de inhibicion mientras que 57 mostré
50%. Estos ultimos datos fortalecen ia hipétesis de que es el peso molecular y no la
estructura lo que influye en la baja actividad de 55. Finalmente, 73 fue totalmente inactivo,

lo cual era también predecible. (Figura 11)

69



% de Inhibicién del crecimiento de 55,57, 60,72 y
73 a |31mM] en PC-3

% Inhibicidn de
crecimiento

.
55 57 60 72 73

Figura 11. % de inhibicion del crecimiento de 55.57.60. 72y 73 en PC-3 a 31 uM.

Por otra parte, 65 mostro, en el primer grupo de compuestos evaluados, actividad pobre en
la linea PC-3 v muy baja o nula en el resto de las lineas probadas (Tabla V). Es conveniente
reiterar que la actividad de este compuesto podria deberse a intercalaciéon o a
reconocimiento de surco y por lo tanto su actividad debe estar sujeta a las caracteristicas
estructurales de éstos. dependiendo de cual sea su mecanismo de accion. También es
importante recordar que la actividad puede estar sujeta a la conformacion bioactiva. En
estos puntos resultaria de gran ayuda medir también la actividad de 74.

Hasta este punto, se ha establecido que el p-bromofenilo y la acetanilida son importantes en
la actividad de estos compuestos, asimismo el peso molecular es también relevante.
Haciendo un balance de estas caracteristicas, y considerando que los compuestos discutidos
anteriormente actian a través de un mecanismo de accion similar, se podria predecir que la
actividad de 74 seria menor que la de 65. Asimismo puede existir un factor adicional digno

de consideracién que estd relacionado con la diferencia estereoquimica de ambos
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compuestos. Si se considera la premisa de que se requiere una conformacién adecuada para
la actividad citotdxica. se tiene que tomar en cuenta que 74 tiene una AG de activacion
menor que 65, lo que le permitiria a 74 tomar la conformacion apropiada mas facilmente
que 65.

En la figura 12 se muestran los resultados de 74 y 65 a una concentracion de 100 pM.

Figura 12. Comparacion de la actividad citotoxica de 74 y 63.

Sin embargo, aunque ambos compuestos presentan baja actividad, la diferencia es notoria:
mientras 74 es superior en la linea U251, esto se invierte en HCT-15, en promedio,
considerando la inhibicion en las cinco lineas celulares, el porcentaje de inhibicion del
crecimiento es practicamente igual (16%). De acuerdo a estos resultados es posible decir
que: 1) La hipdtesis manejada con respecto a la relacion entre la conformacion es
parcialmente cierta (o falsa); o bien, 2) los compuestos 65 y 74 actian mediante diferentes

mecanismos de accion.
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ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS BIS-FENILALCANODIAMIDAS

Continuando con la serie de compuestos evaluados. se analiza el comportamiento de los
compuestos 75. La actividad citotéxica de estas bis-fenilalcanodiamidas en las lineas
celulares PC-3, U251 y K562 se describe en la tabla VI:

Tabla VI. % de inhibicion del crecimiento a una concentracion de 31 uM de 76, 52,75 v

50.

Comp. No. R=R’ n m. p. PC-3 U25) K562
76a NO, 2 286-288 0 0 :
76b NO, 3 278-280 0 50 50.7
76¢ NO» 4 280-285 0 >50 2
76d NO, 5 206-208 5 23 2
76e NO- 6 220322 2 20 2
761 NO, 7 155-158  >50 82 43.8
52 NO, 3 198-200 O 0 2
75a NH: 2 232234 168 15.4 67.4
75b NH, 3 228230 148 23.9 59.3
78¢ NH, 4 238.240 4.7 23.9 51.6
75d NH, 5 203-204 0 0 2
75e NH, 6 211212 213 20.5 542
75f NH, 7 195-197 0 18.2 54.9
50 NH, ] 205206 0 12.3 0

Como se ha mencionado a lo largo del texto, para el propdsito de este analisis y por la
estructura de estos compuestos, se considera que la actividad citotdxica de los derivados 75
es debida a la interaccidn con el ADN de tipo reconocedores de surco.

Aunque el grupo de los derivados nitrados 76 no estaba contemplado en €l disefio, se
decidié evaluar su actividad pues podrian enriquecer el estudio. En este grupo, los
compuestos mas activos fueron 76f en PC-3 y U251 seguido por 76c en U251. La ICso de
76f fue 34.78 (£5.9) uM en PC-3 y 3.84 (£0.65) uM en U251 y la de 76¢ de 32 (=7) uM en

U252. Aunque este resultado puede considerarse como “moderado”, estos compuestos son

? La actividad no fue evaluada.



mas activos que la distamicina A 83, un reconocedor de surco conocido cuya ICsy en U251
es >100uM.

En lo que respecta al grupo de los derivados aminados 75a-f y S0. los compuestos 75a
(n=2}, 75b (n=3), 75¢ (n=4), 75¢ (n=6) y 75f (n=7) mostraron actividad moderada en K562
y practicamente nula en las otras lineas. La actividad de 50 es anémala si se considera que
la actividad se pierde al incrementar inicamente un metileno a la cadena con respecto a 75f.
Este grupo de compuestos, en contraste con el precedente, puede presentar interacciones
intermoleculares con el ADN mediante puentes de hidrégeno entre las aminas aromaticas y
los pares de bases del ADN va sea directamente o a través de moléculas de agua.

La primer hipétesis que se viene en mente, dados los resultados, es que la inhibicién del
crecimiento es proporcional a la longitud de la cadena. sin embargo como se puede apreciar
en los resultados (linea K562), en los primeros tres compuestos evaluados (75a-¢) la

actividad decrece y posteriormente se incrementa en los dos restantes (figura 13).

1.84 4
1.82 4
1.8 4
1.78 4
1.76 1
1.74 -
1.72 +
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Figura 13. Tendencia de la citotoxicidad de 75 con respecto al nimero de metilenos en la

linea celular K562.

La tendencia mostrada en la figura anterior no puede ser explicada inicamente en términos

de solubilidad, longitud de la cadena o peso molecular, pues estos se incrementan
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proporcionalmente conforme se aumenta el nimero de metilenos. Asi, con la finalidad de
explicar el comportamiento de esta serie, se llevo a cabo un estudio de relacién estructura
actividad cuantitativa (QSAR), no con fines de extrapolacion, pues la cantidad de
compuestos no lo permite, sino con fines de interpolacién.

En un primer intento por llevar a cabo el estudio QSAR empleando el programa SciQSAR?
se utilizaron 16 descriptores moleculares entre los que se incluyeron a los dependientes de
la carga, de la estructura en términos tridimensionales, topolégicos y lipofilicos. De estos
16 descriptores, la mayoria presenté correlacién entre si por lo que fueron descartados,
mientras que con los restantes no se encontré una ecuacién apropiada, por lo que se
incorpord un nuevo descriptor molecular arbitrariamente denominado D¢, relacionado con
el reconocimiento topolégico de! ADN. Este descriptor fue obtenido a partir de la distancia
de la molécula geométricamente optimizada usando PM3 y la topologia del ADN
asumiendo que se requiere una distancia especifica para un reconocimiento 6ptimo entre
ambas moléculas. Cuantitativamente, fue obtenido de la siguiente manera:

La distancia entre los grupos amino, dividida entre 4.202 o 3.4/cos 36 representa el niimero
de pares de bases mas uno que el ligante de surco debe reconocer, por lo tanto, si se resta el
nitmero entero mas cercano al valor obtenido, el valor absoluto de la diferencia resultante
serd la separacion relativa de reconocimiento y abarcara un intervalo de 0 a 0.5 siendo la
interaccién “mas Optima™ cero y la “menos éptima” de 0.5. Lo anterior puede ser apreciado

en la figura 14 y en la ecuacion 1.

T SciQSAR, version 3.0, SciVision. Inc, (1998),
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N N
W Interaccion
o O C‘bpt' 3 (N)
R R

" Intervalo
< = Dn=0 de Dy (0-0.5)
interaccidn
“menos Optima”
N2D.5)
D,=0.5

N

Figura 14. Representacion esquematica de la interaccion de las bis-(4-aminofenil)alcanodiamidas 74.

D¢y = | (Distancia NH;-NH,/4.202) - N | Ecuacidn 1
En donde: N = niimero entero mas cercano.

Considerando este descriptor, que ¢s la primera vez que se refiere, fue posible llevar a cabo
el estudio QSAR y formular una expresion matemadtica apropiada. La ecuacidon 2 se
consideré la mas adecuada y contiecne un descriptor topologico (Dcy), de
polarizabilidad/volumen (Sp.Pol) y de carga (ABSQ).

LOE (Yecrecimiento) = -20.55X107 Dgy, + 70.92X10° ABSQ + 29.617 SpPol - 2.107 Ecuacién 2
n=5r"=099, F=31782 (3, a< 0.05, s = 0.045

en donde:

Dcp (ver ecuacién 1)

ABSQ = Zi |Qi|, donde Qi representa la carga en el dtomo i,

SpPol = T, |xal/Vol, donde o, = promedio de la polarizabilidad atémica para el dtomo A y Vol = volumen
molecular.

La adecuada correlacion entre la ecuacion 2 y los resultados experimentales se muestra en

la tabla VII.
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Tabla VII. Comparacion de la actividad calculada, por la ecuacién 2, Vs experimental

Log (%olnhibicién)
Comp Exp. Calc. A(x10%) Dy ABSQ Sp.Pol
75a 1.8286 1.8287 1 0.00939  4.496668 0.122193
75hb 1.7730 1.7728 2 0.17833  4.560416 0.121323
75¢ 1.7126  1.7127 1 040287  4.663736 0.120606
75¢ 1.7339  1.7340 1 0.18722 4875879 0.11932
i

751 1.7395  1.7396 0.30619  5.268802 0.119391]

Como puede apreciarse en la tabla VII, la actividad citotoxica calculada por la ecuacién 2,
concuerda bastante bien con la determinada experimentalmente. De acuerdo a esta ecuacién
se puede decir que la relacion entre la distancia del entrecruzador de surco y el niimero de
pares de bases estan relacionados entre si, ya que la primera es fundamental para el
reconocimiento con el ADN va sea, directamente, mediante puentes de hidrogeno con los
pares de bases o, indirectamente, a través de moléculas de agua. Mas aun, el descriptor D¢,
tiene participacién negativa en términos matematicos, por lo que entre mayor sea el valor
de este descriptor menor ser4 el logaritmo del porcentaje de inhibicion.

También resulta interesante que los descriptores que se encuentran en la ecuacion 2 estin
en concordancia con el mecanismo de accién de los entrecruzadores de surco: la carga
(ABSQ) y la polarizabilidad (SpPol) estan relacionados con interacciones repulsivas o
atractivas con los surcos del ADN y el volumen contribuye con el atracamiento (docking)
de !a molécula.

Como se ha mencionado, la cadena puente de los bis-intercaladores tiene las caracteristicas
de reconocedor de surco e interacciona de manera similar con el ADN. Los resultados aqui
expuestos, con respecto a 75a-75f, se pueden extrapolar a la cadena puente de bis-
intercaladores y, dado su alto parecido estructural, a la cadena puente de los homodimeros

estudiados en esta tesis; aunque es necesario considerar dos diferencias importantes:
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En primer término las bis-4-aminofenilalcanodiamidas 75a-75f reconocen al ADN a lo
largo de toda la molécula entrecruzadora, mientras que la superficie de reconocimiento en
la cadena puente esta sujeta a la geometria que el bis-intercalador adopte una vez formado
el complejo.

En segundo lugar, los grupos amino en los extremos de las alcanodiamidas analizadas
juegan un papel importante en la afinidad. pero cuando estos se sustituyen por los
intercaladores. la afinidad por el material genético esta principalmente controlada por estos
altimos.

Por estas razones, resulta dificil utilizar cuantitativamente el descnptor D¢, en bis-
intercaladores del ADN mientras no se cuente con datos de la geometria de la intercalacion,
asi sean simulados, tanto de los homodimeros diseilados y sintetizados en este trabajo,
como los que se encuentran reportados en la literatura con distancias variables en el
espaciador o cadena puente. Sin embargo, como otros tantos datos obtenidos en esta tesis,
éste resulta enriquecedor v podrd en un momento dado aplicarse en el disefio de bis-
intercaladores del ADN. Hasta este momento lo que si queda claro es que la distancia en la
cadena puente del homodimero 55 es importante en la actividad citotoxica y que ésta tiene

actividad citotdxica per se.
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Cc O N C L U S I O N E S

1 La estrategia propuesta para llevar a cabo la obtencién del homodimero S5 resulté
ser muy adecuada, ya que dadas las modificaciones que se tuvieron que realizar, entre ellas
la incorporacién de diferentes sustituyentes en los nitrogenos del micleo pirroloindélico con
respecto al disefio original, Ia sintesis del compuesto deseado se hubiese complicado si se
siguiese cualquiera de las otras rutas descritas. La estrategia utilizada en este trabajo.
resulta apropiada para ser utilizada en la sintesis de este tipo de sistemas y se puede
extrapolar para sintetizar analogos estructurales del dimero obtenido. Una ventaja adicional
es que el material de partida (1,3-ciclohexanodiona) es simple y econémico y tan solo se
requieren 7 pasos para llegar al producto final. Estos puntos se aplican no solamente en la
sintesis del homodimero 55, sino ademas al resto de los compuestos pirroloindélicos v. mas

atn, en los derivados de la a—tetralona. en donde el nimero de pasos se reduce a cinco.

2 La estrategia de disefio dio como resultado un homodimero pirroloinddlico que fue
poco activo frente a las lineas celulares probadas; sin embargo, su contraparte monomérica
si presentd actividad que, aunque pobre en términos précticos, es bastante aceptable si se
considera que fue un compuesto activo entre 10 andlogos estructurales sintetizados y

probados.

3 Con los datos presentados en esta tesis, no es posible concluir que el mecanismo de
acciéon molecular de estos compuestos sea la intercalaciéon del ADN, pero dadas las
caracteristicas estructurales de los mismos, dicho mecanismo si es factible. Aun
demostrando que estos compuestos intercalan en el ADN, faltaria demostrar si llegan al
nucleo celular, y si el mecanismo de citotoxicidad se daria en ese lugar. Ahora bien,
supontendo que eso ocurre, no se pueden descartar otros mecanismos de inhibicion
enzimatica. Cabe mencionar que las antraciclinas, entre ellos la daunomicina que es

probablemente el intercalador mas importante por su actividad y uso, ademds de ser
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intercaladores e inhibidores de la topoisomerasa presentan otros mecanismos de
citotoxicidad como son efectos en membrana y dafio a ADN mediame éxido-reduccion
(Rajski, 1998). La confirmacion definitiva del mecanismo de accion compete a otras

disciplinas.

4 De la comparacién de actividad citotéxica de los compuestos evaluados, queda claro
que no basta el triciclo, sino también la acetanilida y el p-Br-fenilo para que estos sistemas

presenten actividad citotoxica.
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M ET O D OL OGIIa Q Ui MI1ICA

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Meli-temp 11 ¥ se dan sin corregir.
Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotometro Nicolet FT Magna-IR
750. Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) v resonancia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN °C) se obtuvieron en los equipos Varian
Gemini 200 (200 MHz) y UNITY 300 (300 MHz); se utilizo CHCl3-d como disolvente
a menos que otro se indique; los desplazamientos quimicos estdn dados en partes por
millon (ppm) y se utilizé tetrametil silano (TMS) como referencia interna.

La espectrometria de masas se obtuvo en un espectrémetro de masas Jeol JMS
AXS505HA de doble enfoque empledndose la técnica de impacto electrénico y FAB.
Las separaciones cromatogréificas se efectuaron en silica gel 60 de malla 70-230 y la
cromatografia en capa fina se realizé sobre cromatoplacas de aluminio revestidas de

silica gel y se revelaron con yodo, suifato cérico o con luz ultravioleta.
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1.2-Dimetil-4.5.6,7-tetrahidro- 1 H-4-oxo0-indol 32a.

0 1) a) EIONa/E1OH O
b) CICH-COCH;
2) MeNH,/ H . A
/
0 N
Me
29 32a

A un matraz de bola equipado con barra de agitacién y puesto en baiio de hielo. se le
adicionan 50 ml. de etanol anhidro y 0.2 g de sodio. Esta mezcla se pone en agitacién en
atmosfera de nitrogeno hasta que el sodio reacciona totalmente. Posteriormente se le
adiciona ] gramo de I,3-ciclohexanodiona (8.33 mmol) y la mezcla se deja en agitacion
por otras dos horas. para posteriormente adicionarle. a la misma temperatura, 0.76 ml de
cloroacetona. Después de 7 horas de agitacion en bafio de hielo, se evapora el etanol a
presion reducida y se obtiene una mezcla viscosa anaranjada. Esta mezcla de reaccion se
disuelve en 10 ml de tolueno en un matraz de bola equipado con tapén septum y dos
canulas, una para alimentar la mezcla con metilamina gaseosa y la otra dirigida a un
matraz con solucién de acido clorhidrico. Se hace burbujear lentamente la metilamina
por 30 minutos a la mezcla en agitacion y bafio de hielo. La solucién obtenida se extrae
con agua; la fase orgdnica se seca con Na:SOs anhidro y se evapora a sequedad.
Despues de separacién cromatogrifica en silica gel, usando como eluyente
hexano:acetato de etilo 2:3, se obtiene un sélido amarillento que fue caracterizado como
la indolona 32a.

IR (Pelicula) 1641 cm™; RMN 'H (300 MHz. CDCl3): § 2.14 (q. J= 4.5 Hz, 2H), 2.07
(d. J=0.9 Hz, 3H), 2.44 (1, } = 4.5 Hz, 2H). 2.71 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 3.42 (s, 3H), 6.25
(c, J= 0.9 Hz, 1H); RMN "*C (75 MHz, CDCl3): § 12, 22, 23.6, 30.3, 37.7, 103, 119.5,
130.6, 143.6, 193.8; EM (IE): m/z 163 (M", 100).

1-Etil-2-metil-4,5.6,7-tetrahidro- 1 H-4-oxo-indol 32b.

O 1) 3) E\ONa/ErOH 0
b) CICH,COCH,
2) EtNH»/ H' m
- A\
o N
Et
29 32b
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A un matraz de hola equipado con barra de agitacion v puesto en bafio de hielo. se le
adicionan 50 m! de etanol anhidro v 0.2 g de sodio; esta mezcla se pone en agitacion en
atmdsfera de nitrégeno hasta que el sodio reacciona totalmente. Posteriormente se le
adiciona | g de 1,3-ciclohexanodiona (8.33 mmol) y la mezcla se deja en agitacion por
otras dos horas. para posteriormente adicionarle, a la misma temperatura, 0.76 m! de
cloroacetona. Después de 7 horas de agitacion en bafio de hielo, se evapora el etanol a
presion reducida y se obtiene una mezcla viscosa anaranjada. Esta mezcla de reaccién se
disuelve en 10 m! de tolueno en un matraz de bola. se le adiciona una cantidad catalitica
de édcido p-toluensulfonico y 4 ml de etilamina 2M en THF, la mezcia se somete a
agitacion magnética enbafio de hielo. La solucion obtenida se extrae con agua: la fase
orginica se seca con Na:SOj; anhidro y se evapora a sequedad. Despues de separacion
cromatografica en silica gel usando como eluyente hexano:acetato de etilo 1:2, se
obtiene un solido blanquecino, con un 65 % de rendimiento. que fue caracterizado como
la indolona 32b.

IR (Pelicula) 1638 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCh): 8 1.29 (1. J= 7.3 Hz, 3H), 2.16 (g,
J=6.28 Hz, 2H), 2.23 (d, J = 1.02 Hz. 3H). 2.41 (m. 2H), 2.74 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.83
(¢, J=7.2 Hz, 2H), 6.25 (¢, J = 0.9 Hz, 1H); EM (IE): m/z 177 (M~, 100).

1-2-Dimetil-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-4-0x0-5-(3-propenil)-indol 33a.

0 1) LDATTHF N o
2) BrCH,CHCH
N N

fwe Me
32a 33a

En un matraz de bola de 20 ml provisto con una barra de agitacion magnética,
conteniendo 5 ml de THF, puesto en bafio de hielo seco-acetona, con atmdsfera de
nitrégeno se le adicionan 0.083 m! (0.6 mmol) de diisopropilamina y se deja enfriar por
5 min. mas para adicionarle 0.375 m! (0.6 mmol) de »-butilitio 1.6 M; esta solucion se
deja en agitacién a la misma temperatura por otros 20 min. Posteriormente se le
adicionan 0.1 g (0.6 mmol) de la tetrahidroindolona 32a disueltos en 5 m! de THF
anhidro y la mezcla se mantiene en agitacion y a la misma temperatura por 2 h, para
posteriormente adicionarle 0.207 ml de bromuro de alilo dejandolo en agitacién por 4 h.

Al final de este periodo, se le adicionan 5 ml de soluci6n saturada de cloruro de amonio



v se lleva a cabo una extraccion con CH.Cl,. La fase organica se seca con sulfato de
sodio anhidro y se evapora a sequedad toial. El material viscoso obtenido se separa por
cromatograia en columna usando como eluyente hexano:acetato de etilo 1:1. Se obtiene
33a como un sélido amarillento con rendimiento de 70%.

IR (Pelicula) 1638 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCL3): § 1.9 (m, 1H), 2.21 (d. J = 1.2
Rz, 3H), 2.2 (m, 2H), 2.4 (m, 1H), 2.68 (m. 1H), 2.7 (m, 1H), 2.73 (t, 1H), 3.41 (s, 3H),
5.05 (m, 2H), 5.83 (m, 1H), 6.25 (c, J = 1.2 Hz, 1H): RMN >C (75 MHz, CDCl5): &
12.1, 20.8, 28, 30.2, 34.1, 45.7, 103.3. 116.3, 119.1, 130.7. 137.1. 142.8, 194.8; EM
(IE): m/z 203 (M”. 100).

1-Etil-2-metil-4,5,6,7-tetrahidro-1 H-4-0x0-5-(3-propenil)-indol 33b.

0 1) LDA/THF N o
2) BrCH,CHCH
N N
Et

Et

32b 33b
Se utilizo el mismo método que el descrito para la obtencién de 33a.
IR (Pelicula) 1650 cm™'; RMN 'H (200 MHz, CDCl3): 8 1.28 (t, J = 7.24 Hz, 3H), 1.91
(m, IH), 2.19 (m. 2H), 2.22 (d. J = 0.86 Hz, 3H), 2.4 (m, 1H). 2.69 (m, 1H), 2.76 (m,
2H), 3.82 (¢, 7.3 Hz, 2H), 5.06 (m, 2H), 5.84 (m, 1H), 6.24 (c, J = 0.86 Hz, 1H); RMN
C (50 MHz, CDCl3): & 11.9, 15.8. 20.7, 28.1, 34.1, 38.5, 45.7, 103.6, 116.3, 119.3,
129.9, 137, 142.2, 194.8; EM (IE): m/z 217 (M", 75).

1-2-Dimetil-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-4-0x0-5-(2-oxopropil)-indol 34a.

O
D o Y 9
N DMF \
N N
Me Me
33a 34a

En un matraz de bola de 20 ml se colocan 5 ml de DMF y se suspenden 0.02 g de PdCl,
(0.049 mmol), 0.049 g (0.49 mmol) de CuCl y 2 m! de H.0. Esta suspension se pone en
agitacion en atmoésfera de oxigeno por 20 h o hasta que la mezcla tome una coloracion
café claro, para posteriormente adicionarle 0.1 g (0.49 mmol) de la indolona 33a. La

mezcla se mantiene en agitacién y atmésfera de oxigeno a temperatura ambiente por 4
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h: pasado este periodo ¥ confirmando desaparicion de materia prima por cromatografia
en placa fina, la suspension se percola en una columna (3 cm de didmetro x 20 cm de
largo} empacada con algodon usando como eluyente CHsCla. A la solucion obtenida se
le hacen extracciones sucesivas con agua (7 a 10) y la fase organica se seca con sulfato
de sodio anhidro y se evapora a sequedad para dar lugar a un s6lido oscuro. mismo que
se purifica por cromatografia en columna para dar lugar a 34a con 69 % de rendimiento.
IR (Pelicula) 1647, 1717 em™; RMN 'H (300 MHz. CDCL): 8 1.87 (m, 1H), 2.19 (s,
3H), 2.23 (s, 3H), 2.32 (dd. ] = 17.1, 7.5 Hz, 1H), 2.6 (1. J = 6.6 Hz, 1H). 2.75 (m, 2H),
2.95(m, 1H), 3.18 (dd, I = 17.1, 5.1 Hz, 1H), 3.39 (s, 3H), 6.21 (s, 1H); RMN 3C (75
MHz, CDCl;): 6 12, 20.8, 21.9, 29.8, 30.2, 30.5, 42.6, 103.2, 118.9, 130.9, 143.1, 194.8,
208; EM (IE): m/z 219 (M”, 100).

1-Etil-2-metil-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-4-ox0-5-(2-oxopropil)-indol 34b.

O
N 9 cueror Y ©
\ OMF_ \
N N
Et Et
33b 34b

Se utilizé el mismo método que el descrito para la obtencidn de 33a.

IR (Pelicula) 1649, 1709 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCL): 6 1.28 (t, J = 12 Hz, 3H),
1.9 (m, 1H), 2.21 (s, 3H), 2.24 (5, 3H), 2.32 (dd, J = 17.5, 7Hz, 1H), 2.8 (t, ] = 6.6 Hz,
1H), 2.8 (m, 2H), 2.97 (m, tH), 3.21 (dd, J = 17.5, 5.1 Hz, 1H), 3.82 (¢, J = 12 Hz, 2H),
62 (s, IH); RMN "°C (75 MHz. CDCh): § 11.9, 15.8, 21.8, 29.7, 29.9, 30.5, 38.5, 42.6,
43.6,103.6, 119, 130, 142.3, 193.8, 208; EM: m/z 233 (M", 100).

1,2,6,7-tetrametil-pirrolo[2,3-e}indol 36a.

o o MeNH, Me
ac. p-TolSO;H N
A =
\ R E— \
N N
Me Me
34a 36a

0.5 g del compuesto dicarbonilico 34a y una cantidad catalitica de acido p-

toluensulfénico se disuelven en 20 ml de tolueno en un matraz de bola equipado con
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lapén septum y dos cdnulas. una para alimentar la mezcla con metilamina gaseosa v la
oa dirigida a un matraz con solucion de &cido clorhidrico. Se hace burbujear
lentamente la metilamina por 30 minutos a la mezcla en agitacion y bafio de hielo. La
solucion obtenida se extrae con agua: la fase organica se seca con Na»SO, anhidro, se
filtra la solucion y se somete a reflujo por 2 h. Finalmente el disolvente se evapora a
sequedad. Después de separacion cromatografica en silica ge! usando como eluyente
hexano:acetato de etilo 8:2, se obtiene un sélido blanquecino, inestable en gel de silice,
que fue caracterizado como 36a.

IR (Pelicula) 1438, 2930 em™; RMN 'H (300 MHz. CDCl3): § 2.42 (d, J = 0.9 Hz, 3H),
2.46 (d, ] = 0.9 Hz, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 3.7 (s, 3H), 3.93 (s, 3H). 6.26 (¢, } =
0.9 Hz. 1H), 6.33 (m. 1H), 6.99 (dd, ] = 8.7, 1.2 Hz, IH), 7.27 (d, J = 8.5 Hz, 1H);
RMN "°C (75 MHz, CDCl3): § 12.7, 12.8, 29.7, 95.9, 100.2, 102.5, 113.35; EM (IE):
mfz 212 (M, 100).

1,6-Dietil-2,7-dimetil-pirrolo|2,3-eJindol 36b.

o 0 EtNH,
ac. p-TolSOqH
2
N
Et
34b

A un matraz de bola de 50 ml provisto de agitacién magnética, se le adicionan 10 ml de
tolueno v se disuelven en €1 0.5 g (2.14 mmol) de 34b, la mezcla se deja en agitacién en
baiio de hielo por 10 minutos y se le adicionan 4.7 ml (10 mmol) de etilamina 2M
disuelta en THF; la mezcla de reaccién se mantiene en agitacion magnética en bario de
hielo por 30 minutos, pasado ese periodo, se pone a refluir por 8 h. La mezcla obtenida
se extrae con lavados de agua, se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora a
sequedad. Se obtiene un aceite negro del cual se obtiene 36b por cromatografia en
columna con un 40 % de rendimiento.

IR (Pelicula) 1439, 2927, 2975 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCl5): § 1.36 (1, J = 6.9 Hz,
3H), 1.44 (t, 1 =7 Hz, 3H), 2.44 (d, ) = 0.9 Hz, 3H), 2.48 (d, ) = 0.8 Hz, 3H), 4.17 (¢, ]
=7 Hz, 2H), 4.34 (¢, ] =7 Hz, 2H), 6.2 (¢, J = 0.9 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 7.02 (d, ] = 8.4



Hz 1H). 7.28 (d. J = 8.5 Hz..1H): RMN "C (75 MHz, CDCL): § 12.4, 12.6. 15.3. 16,
38.39.2, 96.2, 100.5, 102.6, 112.6. 113.4, 120.4, 128.9, 131.6, 133; EM (IE): m/z 240
(M". 100).

1{(4’-nitrofenil)-2-metil-4,5.6,7-tetrahidro-1 H-4-oxo-indol 41.

0
o) 1) a) EtONa/ EtOM N
b) CICH,COCH3 N
2) 4-NO»-CgH NH,
o ac. acético
NO2
41

El primer paso de la reaccion corresponde al mismo utilizado para la obtencién de 32a;
una vez obtenido el producto de alquilacion. éste se coloca en un matraz de bola de 100
mi, al cual se le adicionan 15 ml de acido acético, 1.5 g de bentonita, 1 g de 4-
nitroanilina. La mezcla de reaccion se pone a reflujo. utilizando como fuente de calor
una lampara de luz infrarroja, con agitacion por 2 h; pasado este periodo se elimina el
acido acético a presion reducida y el liquido viscoso obtenido se lava con solucién de
bicarbonato de sodio al 7%. La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se
evapora a sequedad. La mezcla obtenida se separa por cromatografia en columna para
dar lugar a 41 como un solido anaranjado en un 35 % de rendimiento. P. f. 209-210 °C.
IR (Pelicula) 1667 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCly): § 2.1 (s, 3H), 2.11 (m, 2H), 2.5
(m, 2H), 2.57 (m, 2H), 6.44 (s, 1H), 7.45 (d, ) = 8.9 Hz, 2H), 8.41 (d, ] = 8.9 Hz, 2H);
EM (IE): m/z 270 (M", 100).

2-Metil-4,5,6,7-tetrahidro-1 H-4-oxo0-bezotiofeno 44.

1) a) EtONA/EtOH
O b) CICH,COCH;  ©
2) Lawesson
- AN
6) S

44

El primer paso de la reaccion corresponde al mismo utilizado para la obtencién de 32a.

Una vez obtentdo éste, se mezcla, en un matraz de bola equipado con refrigerante y
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agitacién magnética. se colocan 0.8 g de reactivo de Lawesson en 6 ml de
benceno:dimetoxictano 5:1. La mezcla de reaccion se pone en agitacion a 45 °C por 3 h
v transcurrido este tiempo, se evapora el disolvente a sequedad. La mezcla se separa en
columna cromatografica usando hexano:acetato de etilo como eluyente en proporcion
2:1 respectivamente. Se obtiene un aceite amarillento correspondiente a 44, con un
rendimiento de 60 %.

IR (Pelicula) 1673 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCls): § 2.15 (m. 2H), 2.19 (d, ] = 1.32
Hz, 3H), 2.47 (m, 2H), 2.83 (1, ] = 6.26Hz. 2H), 7.06 {m, 1H); EM (IE}: m/z 270 (M",
100}.

2-Metil-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-4-oxo0-5-(3-propenil)-bezotiofeno 45.
0 HLOATHF ) ©
2) BICH,CHCH,
g - D
S s
44 45

En un matraz de bola de 20 ml provisto con una barra de agitacion magnética,

conteniendo 5 ml de THF, puesto en baifio de hielo seco-acetona, con atmosfera de
nitrégeno se le adicionan 0.4 ml (3.31 mmol) de diisopropilamina y se deja enfriar por 5
minutos mas para adicionarle 2.4 ml de n-butilitio 1.6 M; esta solucién se deja en
agitacion a la misma temperatura por otros 20 minutos. Posteriormente se le adicionan
0.5 g de 44 disueltos en 5 ml de THF anhidro y la mezcla se mantiene en agitacién y a
la misma temperatura por 2 h, para posteriormente adicionarle 0.62 ml (7.26 mmol) de
bromuro de alilo dejdndolo en agitacion por 4 h. Al final de este periodo, se le adicionan
5 ml de solucidn saturada de cloruro de amonio y se lleva a cabo una extraccidén con
CHCk. La fase orgénica se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora a sequedad
total. El material viscoso obtenido se separa por cromatografia en columna usando
como eluyente hexano:acetato de etilo 1:1. Se obtiene 45 como un aceite amarillento
con punto de fusiéon < 10 °C, con rendimiento de 50%.

IR (Pelicula) 1675 cm™; RMN 'H (200 MHz, CDCl5): 6 1.9 (m, 1H), 2.15 (m, 1H), 2.19
(d, J = 1.34 Hz, 3H), 2.2 (m, 1H), 2.41 (m, 2H), 2.7 (m, 1H), 2.85 (m, 1H), 5.04 (m,
1H), 5.11 (m, 1H), 5.82 (m, 1H), 7.06 (m, 1H); EM (IE): m/z 206 (M", 100).
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N.N’-[1-(4°-fenil)-2-metil-4,5,6,7-tetrahidro- 1 H-4-oxo-
indolil]octanodiamida 51
o}

Sra e
o

0o 1) a) EtONa/EtOH N
ﬁ b) CICH,COCH; Q
> o O
2) 50
O ac. acético N )l\(,rsl.l\ N
IR H H

El primer paso de la reaccion corresponde al mismo utilizado para la obtencion de 32a;
0.5 g del aceite viscoso anaranjado obtenido, se disuelve en 15 ml de acido acético y a
la mezcla se le adicionan 0.54 g (2.97 mmol) de la diamina 50 y 0.75 g de bentonita. La
mezcla de reaccién se pone a reflujo, utilizando como fuente de calor una lampara de
luz infrarroja. con agitacién por 2 h: pasado este periodo se elimina el cido acético a
presion reducida y el liquido viscoso obtenido se lava con solucion de bicarbonato de
sodio al 7%. La fase orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora a
sequedad. La mezcla obtenida se separa por cromatografia en columna para dar lugar a
51 como un s6lido amarillo en un 40 % de rendimiento.

IR (Pelicula) 1623, 3309 cm™'; RMN 'H (200 MHz. DMSO-de): 8 1.65 (m, 1H), 1.99 (s,
3H), 2.31 (m, 3H). 2.2 (m, 2H), 2.5 (m, iH), 6.18 (s, 1H). 7.3 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.75
(d, J = 8.7 Hz, 2H), 10.19 (5, 1H); EM (FAB+): m/z 646 (M").

Acido bis-({4-[6-(4-bromofenil)-2,7-dimetil-6H-1,6-diaza-as-andacen-1-
il]-fenit}amida) 55

0 Br:
50
N ac. acético ON
N IR. reflujo, 3 hrs.

48 55

A una solucion en agitacion de 0.1 g (0.28 mmol) de la dicetona 48 disuelta en 10 m] de
acido acético a 80 C, se le adicionan 0.057 g (0.15 mmol) de la diamina 50 y la mecla se

mantiene en agitacion. Después de una hora de reaccién a temperatura de reflujo, el
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acido acético se neutraliza con solucion de NaHCQ, al 5% y se extrae con CH.Cl,. La
fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro v el disolvente se evapora a sequedad.
Después de separacién por cromatografia en columna hexano/acetato de etilo como

eluvente. se obtiene 55 como un sélido verde con un 17 % de rendimiento.

P.f. 188-190 °C; IR (CHCJ3), v 3436, 3003, 1695, 1517: RMN 'H (300 MHz, CDCl;)3
1.63 (m, 4 H), 1.77 (m. 2H), 2.12 (s, 3H). 2.24 (s, 3H), 2.43 (t, /= 7.5 Hz, 2H), 5.56 (s,
1H). 6.4 (s, 1H), 6.83 (s, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.25 (d, } = 8.4 Hz,
2H). 7.39 (d. J = 8.7 Hz. 2H), 7.52 (s, 1H). 7.62 (d. J = 8.4 Hz. 2H). 7.74 (d. } = 8.4 Hz,
2H); RMN *C § 13.12, 13.21, 28.96, 29.08, 29.69, 37.73, 98.33, 101.78, 104.08,
113.27, 113.95, 120.1. 121.26, 128.3, 129.29, 129.43, 129.75, 130.04, 132.56, 133.66,
133.91, 135.17, 137.62, 137.83, 171.7; EM-AR calc. para CsgHsiBr;NgO2 (FAB™)
1026.8966. encontrado 1026.8962.

1-(4’~(N-acetamida)fenil)-2,7-dimetil-6-(4 -bromofenil}-pirrolo[2,3-¢]indol

57
H
NHCOCH; N—~(
i j o)
~° o N
s
N NH, _ N
N CH;COOH N
Br Br

Se utilizd la misma técnica que en la obtencién de 55 pero la amina en relacion
equimolar con respecto a 48.

P.f.130-132 °C (63 % rendimiento); IR (CHCI3) v 3437, 2927, 1693, 1516; RMN 'H
(200 MHz CDCL) & 2.14 (s, 3H), 2.26 (s, 3H), 2.26 (d, } = 0.92 Hz, 3H), 5.54 (s, 1H),
6.41 (c, J = 0.92 Hz, 1H). 6.83 (dd, J = 8.56, 0.64 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.66 Hz, 2H),
7.26 (d, J = 8.62 Hz, 2H), 7.39(dd, } = 8.6, 0.64 Hz, 2H), 7.43 (s, 1H), 7.63 (d, ] = 8.64
Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.58 Hz, ZH); RMN 3C 5 13.12, 13.21, 24.66, 98.33, 101.78,
104.08, 113.27, 113.95, 120.1, 121.26, 128.3, 129.29, 129.43, 129.75, 130.04, 132.56,
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133.66, 133.91. 135.17, 137.62. 137.83, 168: EM-AR cal. para C;.H22BrN2O (FAB+)
472.3765. encontrado 472.3767.

1-(4’-aminofenil)-2,7-dimetil-6-(4"-bromofenil)-pirrolo[2,3-e]indol 58.

NH,
O ]
o © j '\{
=
\ NHZ - \
N
N CH.COOH
Br Br
48 58

En un matraz de bola de 50 mi, provisto de barra de agitacion magnética, se colocan 15
ml de 4acido acético y se disuelven 0.5 g (1.65 mmol) de la dicetona 48. La mezcla se
pone a reflujo suave y se le adiciona 0.178 g (1.65 mmol) de 1,4-fenilendiamina. La
mezcla se mantiene en reflujo y agitacién por 30 minutos y posteriormente se extrae el
icido acético con lavados sucesivos con agua y CHCI; y otro méas con solucion de
NaHCO; al 7 % y CHCl,. La fase orgénica se seca con sulfato de sodio anhidro v se
evapora a sequedad. La mezcla se purifica por cromatografia en columna utilizando
hexano:acetato de etilo (2:3) como eluvente obteniendo 58 como un sélido blanco.

IR (CHCl3) 1492, 3399 cm’; RMN 'H (300 MHz, CDCl3): § 2.15 (d. } = 0.9 Hz, 3H),
2.25 (d, J = 0.9 Hz, 3H), 3.6 (banda ancha, intercambia con D;0, 2H), 5.6 (d, J = 0.9
Hz, 1H), 6.37 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 6.55 (d, J} = 8.7 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 9Hz), 7.21 (d, ]
= 8.4 Hz. 4H), 7.25 (d, } = 8.6 Hz, 1H), 7.62 (d. J = 8.7 Hz, 2H).
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1-(4’-fenil)-2,7-dimetil-6-(4"-bromofenil)-pirrolof2.3-¢]indol 59

P Q &
A NH, Y o
N CH;COOH N

Br Br
48 59

Se utilizd la misma técnica que en la descrita para la obtencidn de 57.

P.f.105-107 °C; (70 % rendimiento); IR v 2924, 1395, 1495;RMN "H & 2.13 (s, 3H),
2.28 (s. 3H), 5.48 (s. 1H), 6.43 (s. 1H), 6.84 (dd. J =8.52, 0.81 Hz, 2H), 7.21 (d,J = 8.5
Hz. 2H), 7.28 (d, J = 8.52 Hz, 2H), 7.46 (dd. J = 7.95, 1.78 Hz. 2H). 7.56 (dd, J = 7.9,
7.2 Hz, 2H), 7.57 (d. J = 7.14 Hz, 1H), 7.63 (d. J = 8.79 Hz 2H):RMN "C § 13.15,
13.24, 98.23, 101.68, 104.03, 112.5, 113.89, 121.22, 128.06, 128.9, 129.18, 129.73,
132.54, 133.61, 133.84, 135.11, 137.59, 139.57; EM-AR cal. para C2:H;sN:Br (FAB™)
414.0732. encontrado 414.0734.

Acido ({4-[6-(4-bromofenil)-2,7-dimetil-6H-1,6-diaza-as-andacen-1-il]-

fenil} amida)decanodioico 60

OH
NHz ”\‘((’-)ﬁ\(
s {35 °
o)
P 7N
A CICO(CH2)sCOCI_ = A
N piridina N
Br Br
58 60

En un matraz de bola de 5 ml provisto con barra de agitacion magnética, se disuelven en

2.5 ml de piridina anhidra 0.1g (0.23 mmol) de 58 y se ponen en agitacion a temperatura
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ambiente. A la solucién, se le adiciona 0.05 ml (0.23 mmol) de cloruro de sebacoilo
disueltos en acctona v la mezcla de reaccion se deja en agitacion por 14 h.
Posteriormente esta mezcla se vierte en un matraz Erlen Meyer. se le agrega CH,Cl, y
se tleva a cabo una extraccion con agua. La fase organica se seca con sulfato de sodio
anhidro y se evapora a sequedad. El solido obtenido se purifica por cromatografia en
columna con hexano:acetato de etilo (2:3) y se obtiene un sdlido blanco correspondiente
a 60.

IR (Pelicula) 1708, 3313 em™; RMN 'H (300 MHz, CDCl3): & 1.35 (m, 8H), 1.63 (m,
2H), 1.77 (m. 2H), 2.13 (s, 3H), 2.24 (s. 3H). 2.29 (m. 2H), 2.42 (L. J = 7.14 Hz, 2H),
5.56 (s, 1H). 6.39 (s, 1H), 6.82 (d, ) = 8.3 Hz, 1H). 7.21 (d,J = 8.5 Hz. 2H), 7.25 (d. J =
8.5 Hz, 1H). 7.38 (d, } = 8.5 Hz), 7.55 (s. 1H), 7.61 (d, ) = 8.5 Hz, 2H), 7.74 (d. ] = 8 4
Hz, 2H); EM (FAB+): m/z 613 (M").

2-Alil-3.4-dihidro-2H-naftalen-1-ona 67

o] 1) LDA 0

? : 2) BrCH,CHCH,

En un matraz de bola de 20 ml provisto con una barra de agitacion magnética,

67

conteniendo 5 ml de THF, puesto en bafio de hiclo seco-acetona, con atmodsfera de
nitrégeno se le adicionan 0.96 ml (6.8 mmol) de diisopropilamina y se deja enfriar por 5
min. mas para adicionarle 4.27 ml (6.84 mmol) de n-butilitio 1.6 M: esta solucion se
deja en agitacion a la misma temperatura por otros 20 minutos. Posteriormente se le
adicionan 1 g (6.84 mM) de la a-tetralona disueltos en 5 ml de THF anhidro y la mezcla
se manliene en agitacién y a la misma temperatura por 2 h, para posteriormente
adicionarle 2.35 ml (27.4 mM) de bromuro de alilo dejandolo en agitacion por 4 h. Al
final de este periodo, se le adicionan 5 ml de solucién saturada de cloruro de amonio y
se lleva a cabo una extraccién con CHaCl,, La fase organica se seca con sulfato de sodio
anhidro y se evapora a sequedad total. El material viscoso obtenido se separa por
cromatograia en columna usando como eluyente hexano:acetato de etilo 9:1. Se obtiene

67 como un aceite viscoso incoloro que solidifica en baiio de hielo,



P.f. <25°C; (80% rendimiento) IR (pelicula) 3072, 2930, 1683; RMN 'H (300 MHz,
CDCl3) & 1.87 (in, 1H), 2.26 (m, 2H), 2.55 (m, 1H), 2.76 (m, I1H), 2.99 (dd. ) = 7.5, 4.5
Hz 2H), 5.06 (m. 1H). 5.11 (dc, } = 15, 2.1 Hz, 1H) 5.85 (m. 1H). 7.23 (dd. ) = 7.5, 0.6
Hz tH). 7.29 (1d, J = 7.2. 0.6 Hz, 1H), 7.45 (1d, J = 7.2. 1.5 Hz, 1H). 8.03 (dd. J = 7.6,
1.5 Hz. TH), RMN C § 27.96. 28.61, 34.04, 47.19, 116.79, 126.57. 127.45. 128.69,
132.53, 133.17, 136.21, 144.04, 119.40; EM-AR Calc. para C;3H;40 (FAB*) 186.1045,
encontrado 186.1052.

2-(2-Oxo-propil)-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-ona 68

[, O
Q P4Cl, o
H,0

]

67 68

En un matraz de bola de 20 ml se colocan 5 ml de DMF y se suspenden 0.246 g de
PdCI; (1.38 mmol) y 1 ml de H-O. Esta suspensiébn se pone en agitacion para
posteriormente adicionarle 0.5 g (1.38 mmol) de 67. La mezcla se mantiene en agitacion
v atmosfera de oxigeno a temperatura ambiente por 12 h: pasado este periodo y
confirmando desaparicion de materia prima por cromatografia en placa fina, la
suspensién se percola en una columna (3 cm de didmetro x 20 ¢cm de largo) empacada
con algodon usando como eluvente CH:Cl,. A la solucion obtenida se le hacen
extracciones sucesivas con agua (7 a 10) v la fase orgdnica se seca con sulfato de sodio
anhidro y se evapora a sequedad para dar lugar a un sélido oscuro, mismo que se
purifica por cromatografia en columna para dar lugar a 68 con 65 % de rendimiento.
P.f. 90 °C; (65% rendimiento) IR (Pelicula) v 2933, 1715, 1682: RMN 'H (300 MHz,
CDCl5) 6 1.92 (ddd, J = 25.8, 12.9, 4.4]1 Hz, 1H), 2.19 (m, 1H), 2.27 (s, 3H), 2.45 (m,
1H), 2.95 (dt. ] = 16.8, 2.76 Hz. TH). 3.11 (m. 1H), 3.15 (m, 1H), 3.18 (dd, J = 19.5, 6
Hz, IH), 7.25 (., ] = 7.68 Hz, I1H), 7.29(t, } = 7.71 Hz, 1H), 7.47(dd, ] = 7.68, 1.38 Hz,
IH), 8.0 (dd. J = 7.68, 1.35 Hz, 1H); RMN 3C § 29.35, 29.45, 30.47, 43.82, 44.18,
126.58, 127.36, 128.72, 132.17, 133.35, 144.07, 199, 207.14; EM (IE"), m/z 202 (M*
19).



N-[4-(2-Metil-4.5-dihidro-benzo[g]indol-1-il)-fenil]acetamida 69

H
NHCOCH, QN‘“;

@] N
,/ i
o
NH, -
CH3COOH
68 69

Se utilizé la misma metodologia que en la obtencion de 59,

P. f. 195-197 °C: (81 % rendimiento): IR (CHCIs) v 3437, 2935, 1695, 1516; RMN 'H
(200 MHz, CDCl5) § 2.08 (s. 3H), 2.23 (. 3H), 2.69 (1. J = 8 Hz. 2H). 2.91 (1. J = 8 Hz.
2H), 5.94 (s, 1H). 6.29 (dd. J = 7.46, 1.56 Hz. 1H), 6.79 (1d. J = 7.42, 1.56 Hz. 1H), 6.89
(1d. 1=7.42, 1.5 Hz. IH). 7.14 (dd. J = 7 Hz. 1.56 1H), 7.26 (d, J = 8.8 Hz. 2H), 7.35 (s.
1H). 7.63 (d. J = 8.8 Hz. 2H): RMN '°C 5 12.89. 22.46. 24.67, 30.88. 106.4. 120.05.
120.29, 122.48, 125.93, 125.92. 128.06. 128.77. 129.77, 132.06. 135.54. 135.88.
137.49, 168.36: EM-AR cal. para C2;H260ON: (IE) 316.1576. encontrado 316.1570.

N-[4-(2-Metil-4,5-dihidro-benzo{g]indol-1-il)-fenilJamina 71

NH, NH,
; 3
- fo) ) N
o 1)
CH3COOH
68 71

Se utiliz6 la misma metodologia que para la obtencién de 58.

IR (Pelicula) 1518, 3364, 3460 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 2.06 (s, 3H), 2.67
(t. J=6.6 Hz, 2H), 2.89 (1. } = 6.6 Hz, 2H), 3.8 (sefial ancha, intercambia con D-0, 2H),
59(s, 1H),6.4(dd, ) =75,1.5Hz, 1H),6.76 (d, ] =8.7Hz, 2H), 682 (1d, } = 7.2, 1.8
Hz. 1H), 6.88 (td, 3 = 7.4, 1.8 Hz, 1H), 7.07 (d. J = 8.7 Hz, 2H), 7.13 (dd, ) = 7.4, 1.7
Hz, 1H); RMN "C (75 MHz, CDCh): & 12.8, 22.5, 31, 105.8, 115.5, 120, 121.8, 123.7,
125.9, 128, 129, 132.2, 135.5, 146; EM (IE): m/z 274 (M", 100).
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Acido bis-([4-(2-Metil-4.5-dihidro-benzo[g]indol-1-il)-

fenil]Jamida)decanodioico 72

NH, H ﬁ\
8! SRRRe
) N '
Z cico(CHscont ¢
piridina " O‘
71 7

En un matraz de bola de 5 ml provisto con barra de agitacion magnética. se disuelven en
2.5 ml de piridina anhidra 0.05g (0.18 mmol) de 71 y se ponen en agitacion a
temperatura ambiente. A la solucion, se le adiciona 0.02 m} (0.09 mmol) de cloruro de
sebacoilo disueltos en acetona y la mezcla de reaccion se deja en agitacion por 14 h,
Posteriormente esta mezcla se vierte en un matraz Erlen Mever, se le agrega CH.Clo y
se lleva a cabo una extraccion con agua. La fase organica se seca con sulfato de sodio
anhidro y se evapora a sequedad. E!l solido obtenido se purifica por cromatografia en
columna con hexano:acetato de etilo y se obtiene un s6lido blanco correspondiente a 72.
IR (Pelicula) v 1665, 3300 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8 1.32 (m. 4H), 1.75 (m,
2H), 1.34(d. J = 1.2 Hz, 3H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.67 (1, ] = 6.9 Hz. 2H), 2.9 (1. J
= 6.9 Hz, 2H), 592 (d, } = 1.2 Hz,1H), 6.3 (d, ] = 7.5, 1H), 6.79 (td. J = 7.5. 1.8 Hz,
2H), 6.88 (td, J=7.5, 1.8 Hz. 1H). 7.13(d. J = 7.4 Hz, 1H), 7.24 (d. J = 9 Hz, 2H), 7.25
(d, J =9 Hz, 2H), 7.49 (s, 1H), 7.64 (d, ] = 9 Hz, 4H).

1,4-bis-(2-Metil-4,5-dihidro-benzo[g]indol-1-il)benceno 74

—
a4 /
% CH3COOH 3 7 N

68 74
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Se utitizé la misma metodologia que en la obtencion de 65.

IR (CHCl3) 1516, 2937 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCl3): § 2.16 (s, 3H), 2.7 (. ] = 6.9
Hz 1H). 2.99 (1, ) = 6.9 Hz, 1H). 5.99 (s. 1H). 6.3 y 6.56 (s’s anchos, 1H), 6.82 y 6.94
(s’s anchos. 1H), 6.94 (m, 1H), 7.19 (m. 1H). 7.42 (5. 2H): RMN "*C (75 MHz. CDCL):
8129, 22.5,30.9, 106.9, 120, 123, 124.6. 125.8, 128.2, 129.3, 129.7, 135.7, 139.6; EM
(IE): m/z 440 (M*, 100).

1,4-bis-[6-(4-bromo-fenil)-2,7-dimetil-6H-1,6-diaza-as-andacen- 1-il] 65

NH, =
/
N
Ty 2 E
\NO
N Br
N NH //N Y

CH3COOH A
N

Br

Br

48 65

En un matraz de bola de 50 ml, provisto de barra de agitacion magnética, se colocan 15
ml de 4cido acético y se disuelven 0.5 g (1.65 mmol) de la dicetona 48. La mezcla se
pone a reflujo suave y se le adiciona 0.089 g (0.88 mmol) de 1,4-fenilendiamina. La
mezcla se mantiene en reflujo y agitacion por 30 minutos y posteriormente se extrae el
acido acético con lavados sucesivos con agua y CHCI; y otro mas con solucidn de
NaHCO; al 7 % y CHaCl,. La fase orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y se
evapora a sequedad. La mezcla se purifica por cromatografia en columna utilizando
hexano:acetato de etilo (3:2) como eluyente obteniendo 65 como un sélido amarillo.

IR (CHCl;) 1492, 2926 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCl3): & 2.18 (s, 3H), 2.4 y 2.46
(s.s 3H), 5.62, 5.92 (s’s, 1H), 6.5 (s, 1H), 6.89 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.68 (s, 2H); RMN "*C (75 MHz,
CDCls): 6 13.4, 29.7, 98.4, 102.4, 104.3, 113.2, 121.4, 121.5, 129.7, 132.6, 133.7,
135.3, 137.5; EM (FAB+): m/z 752.

96




N.N"-(4.4°-diaminofenil)alcanodiamidas 75a-f y 50.

H H Pd/iC H H
ONMNO NH,NH, ON\H/FEH,N@\
O.N ©c o NGO, HoN c o NH,

T6a-Ty 52 75a-f vy 50

En un matraz de bola, provisto con agitacion magnética, sc colocan 10 ml de ctanol,
0.046 g de Pd/C 5%, 0.818 ml (25.9 mmol) de hidracina, 0.93 ml de agua y 2.59 mmol
del compuesto nitrado. La mezcla se somete a reflujo por 2 h y el sdlido resultante se

filtra y recristaliza en metanol para dar lugar al compuesto diaminado.
75a. p. f. 232.234 °C. 92%, RMN 115 2.52 (s, 411). 4.78 (s, 4H). 6.47 (d. 1 = 9 I 2. 411).
7.20 (d, J =9 Hz, 4H), 9.51 (s, 2H).

75b. p. f. 228.230 °C, 94%. RMN 'H 5 1.83 (¢, J = 7 Hz. 2H), 2.25 (t. J = 7 Hz. 4H).
4.79 (s, 4H). 6.47 (d, J = 10 Hz, 4H), 7.20 (d. ] = 10 Hz, 4H), 9.44 (s, 2H).

75¢. p. 1. 238-240 °C. 93%. RMN '11 6 1.56 (1, J = 711z, 4H), 2.21 (L. } = 7 11z 411),
4.81 (s,4H), 6.46 (d. } = 9 Hz, 4H), 7.19 (d, } = 9 Hz 4H), 9.43 (s, 2H).

75d. p. 1. 203-204 °C, 83%, RMN 115 1.26-1.31 (m, 211}, 1.55 (c, J = 71z, 411) 2.19 (1,
J=17Hz, 4H). 4.79 (s, 4H), 6.46 (d, J = 9 Hz, 4H), 7.17 (d, J = 9 Hz, 4H), 9.40 (s, 2H).

75e. p. £. 211-212 °C, 87%, RMN 'H § 1.25.1.35 (m, 4H), 1.56 {c, ] = 7 Hz 4H). 2.2 (¢,
J =17 Hz, 4H), 4.74 (s, 4H), 6.47 (d, ] = 9 Hz, 4H), 7.19 (d, J = 9 Hz, 4H), 9.39 (s. 2H).

751 p. £. 195-197 °C, 88%, RMN 'I1 8 1.25-1.3 (m. 6H), 1.54 (c,J =7 l1z. 4H). 2.19 (i,
J =7Hz, 4H), 4.79 (s, 4H), 6.46 (d, J = 9 Hz, 4H), 7.18 (d. ] = 9 Hz, 4H), 9.39 (s, 2H).

N,N’-(4.,4’-dinitrofenil)alcanodiamidas 76a-fy 52.

NH, y 4
CICO(CH,INCOC! /@z”ﬂ”x@\
o O O
O,N NO

76a-fy 52

NO;

A una solucion .44 mmol de 4-nitroantlina en 15 mi de acetona, en bano de hielo, se le
adicionan 0.72 mmol de cloruro de diacilo. Después de 2 h de agitacion, la mezcla se
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filtra y el solido obtenido se lava con acetona y agua para dar lugar al compuesto
dinitrado correspondiente.

76a. p. f. 286-288 °C, 18%, RMN 'H & 2.75 (s, 2H), 2.32 (s. 2H), 7.8 (d, J = 9 Hz, 4H),
8.19 (d, J=9 Hz, 4H), 10.65 (s, 2H).

76b. p. £. 278-280 °C, 59%. RMN 'H & 1.92 (c. J = 7 Hz. 2H), 2.45 (L J = 7 Hz 4H),
7.8 (d, J=9 Hz, 4H), 8.18 (d, J = 9Hz, 4H), 10.52 (s, 2H).

76c. p. f. 280-285 °C, 63%, RMN 'H & 1.64 (c, J = 6 Hz. 4H), 2.42 (c, J = 6 Hz, 4H),
7.82 (d, J =9 Hz, 4H), 8.19 (d, J=9 Hz, 4H). 10.53 (s, 2H).

764. p. f. 206-208 °C, 57%, RMN 'H & 1.34 (m. 2H), 1.62 (c.J = 7 Hz, 4H), 2.38 (t, J =
7 Hz, 4H), 7.79 (d, J = 8 Hz, 4H), 8.16 (d, J = 8 Hz, 4H), 10.46 (s, 2H).

76e. p. f. 220-222°C, 49%, RMN 'H & 1.26-1.38 (m, 4H). 1.60 (c, J = 7 Hz, 4H), 2.37
(t J=7 Hz, 4H). 7.8 (4, /= 9 Hz, 4H), 8.17 (d, ./ = 9Hz, 4H), 10.46 (s, 2H).

76f. p.f. 155-158 °C, 52%. RMN 'H & 1.24.1.36 (c. J = 7 Hz, 6H), 1.58 (¢, J = 7 Hz,
4H), 2.36 (t, /= 7 Hz, 4H), 7.81 (d, /= 9 Hz. 4H), 8.18 (d. /= 9 Hz, 4H), 10.46 (s, 2H).
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P A R T E
E X P E R I M E N T A L

ENSAYOS DE CITOTOXI1C1DAD

La actividad citotoxica del compuesto tiofenindolico 59, fue medida en el Narional Cancer
Institute. mientras que los ensavos de citotoxicidad del resto de los compuestos, se llevaron
a cabo en el laboratorio de Pruebas de Actividad Biologica del Instituto de Quimica de la
UNAM Yy por personal del mismo, empleando el mismo método utilizado por el National
Cancer Institute (Skehan, 1990; Monks, 1991) que se describe brevemente a continuacion.

En placas de 96 pozos, se depositan aprox. 7500 células por pozo en suspensién y se
incuban por 24 h a 37 °C en atmésfera de 5% de CO,. Posteriormente, se les agregan 100
pL de la solucién de los compuestos a probar diluidos en DMSQ y se incuban por 48 h mas
a la concentracion que se trate. Posteriormente, se fijan las células y éstas se tratan con
sulforrodamida B para determinar la absorcion a 500 nm. El porcentaje de inhibicion del

crecimiento se obtiene mediante la siguiente ecuacion (Boyd, 1995).

%IC =100 [ (T-T,) / (C-Ty) }

en donde:
T = densidad optica después de 48 h de exposicion.
T, = densidad éptica a tiempo cero.

C = densidad optica del control.

Las ICsp se obtienen a partir de tres diferentes experimentos por duplicado utilizando

concentraciones de 3.1, 10, 31 y 100 uM.
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Abstract — The one- and two-step syntheses of N.N'4{dinitrophenylalkanediamides and NN {diaminophenyDalkanediamides from
4.nitroanifine werc carried out. These compounds were subjected 1o cvioloxic evaluation against different tumoural cell lines. A
QSAR analysis for the aminated series, introducing a QSAR descriptor (D) designed herein for groove binders, reveals that the

activity in the K562 cell line is reiated to the charge. polarisability. vo

et médicales Elsevier SAS

cytotoxic activity / QSAR N.N'-diarylslkanediamides

1. Introduction

Among compounds with cytotoxic activity, the
most important groups are those that interact re-
versibly with DNA without forming covalent bonds,
such as DNA intercalators or groove binders. Some
of the former are drugs used for cancer therapy, ..
Daunorubicin, employed in leukaemia treatment.
Amides have attracted attention in medicinal chem-
istry not only because of their antitumoural activity
[1] but also in the treatment of other illnesses. In
particular, some N,N'-diaryldiamides have been in-
vestigated as antibacterial agents [2] or HIV inhibitors
[3] baut not, to our knowledge, as cytotoxic agents. In
a recent study we described the synthesis of bis-benza-
cridinones in which the linker portion was a diaryldi-
amide chain {figure I) [4].

Taking into account the important role of the
linker in the DNA bis-intercalators in recognising the
double helix, and then increasing the affinity for this
(5, 6], we decided to explore the cytotoxic activity of

* Correspondence and teprints:
E-mail address: robmar@servidor.unam.mx (R. Martinez).

Jume and length of the molecules. € 2001 Editions scientifiques

these portions against tumoural cell lines, using
amino la-g and nitro 2a—g groups instead of the
chromophore groups.

2. Chemistry

The N,N'-diarylalkanediamides were obtained from
p-nitroaniline. In this method, 4-nitroaniline (2
equiv.) was condensed with the corresponding dia-
cyichlorides (1 equiv.) in acetone while being cooled
in an ice bath, leading to the formation of the respec-
tive N.N'-(4.4-dinitrophenyljalkanediamides. The
products obtained were precipitated, filtered and
washed with acetone. Chromatographic purification
was not necessary. Yields varied from 50 to 65%. with
the exception of the reaction with succinyl chloride,
for which the yield was very low (18%). In neither
case were the reactions carried out in the presence of
an additional base.

The NN '-(4,4'-diaminophenyl)alkanediamides were
obtained by reduction of the nitrated compounds
with hydrazine and palladium/carbon in ethanol at
reflux temperature and recrystallised from methanol
with yields over 80% in all the cases {figure 2).
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3. Pharmacological results and discussion

3.1. Cytotoxic activity

Compounds la—f and 2a—f were evaluated for cyto-
toxic activity in cultures of PC-3. U251 and K562 cells.
The results are given in table I.

For the purpose of this study, and because of the
structure of the diarvidiamides described herein. we
consider the cytotoxic activity of these compounds to be
due to an interaction with DNA as groove ligands [7}.

In the group of nitrated compounds studied, the most
active was 1f in the PC3 and U251 cell lines followed by
tc. The 1Cy, of H was 34.78 (£5.9) pM in PC-3 and 3.84
(+0.65) M in U251 and of e 32 (+0.7) uM in U252
Although this result is moderate. 1f is considered 1o be
active. The potency of this is high if compared with
Distamicyn A. a known groove binder. whose 1Cy; in
U251 is over 100 uM.

Compound 1a cxhibited no activity in any line. while
compounds 1b. 1d. and le showed almost negligible
activity in all entries.

With respect to the group of the aminated com-
pounds. 2a (n=2). 2b (r=3}). 2k (n=4). Ze (n = 6) and
2f (n = 7) showed medium activity in K562 (2d was not
probed in this line) and very little cytotoxicity in all the
others. This set of compounds. in contrast with the
preceding. could have additional intermolecular interac-
tions with DNA due to hydrogen bonds between the
amine group at the end of the molecule and base pairs.
either directly or through water molecules. It is probably

Figure 1. Structure of bis-benzacridines with the linker portion
shown.

1 ICq of this compound was evaluated by duplicaie in three
different experiments using concentrations of 3.1. 10. 31 and
100 pM.

due to these increased interactions that almost all com-
pounds in this group present cytotoxicity. One obvious
hypothesis for these systems would be that the inhibition
of the growth is proportional to the length of the chain.
However. it is easily seen from the results (K562) that in
the first three compounds (2a—c) there is a decrease in
the percentage of inhibition followed by an increase in
compounds 2e-{ (see figure 3).

3.2 OSAR

The above results indicate that the activity cannot be
explained only in terms of liposolubility. chain length or
molecular weight. To address this point. a QSAR analy-
sis of these compounds was carried out® Since the
number of compounds was small. the study was made
for the purpose of interpolation. not for extrapolation.
Due to the high correlation between almost all 16 of the
descriptors used by the program. it was not possible to
carry out the QSAR analysis with the remaining descrip-
tors. and it was necessary to incorporate a new descrip-
tor (D) related to the 1opological recognition of DNA.
This descriptor was obtained from the length of the
molecule geometrically optimised using PM3. assuming
that a specific length is required for an optimal recogni-
tion of the double helix. as shown in figure 4. The
distance within the molecule beiween the extreme
groups (NH,-NH.). divided by 4.202 or 3.4/cos 36.
should in principle be the number of gaps (or base pairs
plus one) that the cross-linker will recognise. Therefore.
if the closest whole number to this value is subtracted
from its vajue. the resuiting difference will be the separa-
tion of the optimal (zero) or the worst (0.5} relative
recognition. This can be appreciated in figure 4 and Eq.

(1.
D¢ ={(NH,-NH, distance/4.202) - N| )

where .V is the closest whole number.

Considering this descriptor it was possible to formu-
late 2 mathematical expression. Eq. (2) was found to be
the best expression. containing the topological (Dgp),
polarisability/volume (Sp.Pol) and charges (ABSQ)
descriptors.? '

2QSAR analysis was made by multiple linear regressions. All
descriptors considered (with exception of D¢, . see below) were
taken from SCIQSAR. version 3.0, SciVision. Inc.. 1998. Statis-
tical criteria for avoidance chance were carcfully taken into
account.

3 Linear estimation and Student’s 7-distribution (x = 0.05} be-
tween these descriplors discarded H,,.
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Figure 2. Synthesis of the N.N'-diarylalkanediamides 1a-f and 2a-1.

Table [. Percentage of inhibition of the growth {at 3} pM concentration}). *

Comp. n M.p. PC-3 (prostate} U251 (CNS) K562 (leukaemia)
1a 2 286-288 0 o b
1§ k! 278-280 o 50 50.7
[ 4 280-285 0 > 50 v

1d 5 206-208 5 23 b
le 6 220-222 2 20 v
1f 7 155-158 >50 82 418
2a 2 232234 16.8 154 674
2b 3 228-230 14.8 2319 59.3
2c 4 238-240 4.7 239 516
2d 5 203-204 0 0 b
2e 6 211-212 21.3 20.5 542
pi 7 195-157 o 18.2 54.9

2 A concentration of 31 pM was chosen because it represents the medium point between log —4 and log —5. which is the range
where inhibition of the growth was found.
b Activity was not measured.

1080 growam = =20.55% 102D, +70.92x10-*ABSQ ey
+29.617Sp.Pol-2.107. n=5. r*=0.99. F z 117-2-
= 31 782 3z = 0.05. 5=0.045 @ £ 1764
=174 4
£ 1724 y
where D (see Eq. (1)): ABSQ = I, |Q/|. where Q; is the - . o
charge on the ith atom: Sp.Pol = I,|x.|/Vol. where 2, 0 1 2 3 456 7 B
is the average atomic hybrid polarisability for alom A »
and Vol is the mo]es:ular volume of the molecule. ) Figure 3. Behaviour of the inhibition of the growth in K562
The good correlation between Eq. (2} and the expern- cell vs. the number of methylenes (n) in the alkyl chain of the

mental data can be seen in fable Il amino series.




te: /scol/<Sobhsl /ELSPARIS /pxed/week. 33 /Poxei1260v_ 001 Mon Aug 27 08:31:19 2001 rage M

ARTICLE IN PRESS

SCTip

4 L. Chucén-Gardga. R. Martinez / European Journal of Medicinal Chemisiry 0600 (2001) 000-000

b= 340536 = 4202

Figure 4.

Table 1. Comparison of the calcolated data from Eq. (2) with experimental.

Comp. log (%inhibj Dist. N-N* De ABSQ Sp.Pol
Exp. Calc. A(x10-%

2a 1.8286 } 8287 1 16.85 0.00939 4.496668 0.122193

2b 1.5730 1.7728 2 17.56 0.17833 4.560416 0.121323

2c 1.7126 1.9127 1 19.32 0.40287 4.663736 0.120606

2e 1.7339 1.7340 1 21.8 0.18722 4.875879 0.11932

2 1.7395 1.7396 1 223 0.30619 5.268802 0.119391

* Distance between amines groups. taken from the geometry optimised using PM3. ALCHEMY 2600, version 2.05. Tripos. Inc.. 1998.

4. Conclusions

The molecules described in this study are easily
obtained and the significant activity and high selectiv-
ity displayed by some of them is noteworthy.

The results from Eq. (1) are in agreement with the
molecutar mechanism of action proposed for these
compounds. Firstly, the relative length between the
cross-linker and the number of DNA base pairs thal
it will recognise through H-bonds, directly or by
water molecules, is given by Dg. It is noteworthy
that the length in DNA groove ligands is still continu-
ing to be a topic in the design of this kind of
molecules [8-10]. Secondly, as is expected for cross-
linker agents, charges (ABSQ) and polarisability
(Sp.Pol) are directly related to repulsive andfor at-
tractive interactions with the DNA grooves. Finally,
volume contributes to the correct docking of the
molecule.

Unfortunately, the presence of more than seven
methylenes in the alkyl chain could present additional
factors that affect the activity, such as additional
degrees of freedom, many more than one low energy
conformation, the marked effect of the partition co-
efficient, etc. In these cases another mathematical
expression should be sought.

However, the descriptor D, can be used in this
and any other structurally different cross-linker and
could be very useful in the design of DNA bis-interca-
lating compounds in the spacer region.

5. Experimental protocols

5.1, Chemistry

All meling points are uncorrected. The IR
spectra were recorded in a Nicolet FT-55X spectro-
photometer. The 'H-NMR spectra were determined
in a Varan FT-200 instrument. All NMR spectra were
obtained with the pulse sequence as part of the
spectrometer’s sofiware and were determined in DMSO-
d,. Chemical shifts are expressed in & (ppm) relative
to TMS as internal standard and coupling constants J
in Hz.

5.1.1. General procedure for the preparation of the
N.N'-(4.4'-dinitrophenyl jalkanediamides

Diacy! chloride (0.72 mmol) was added 1o a solution
of 4-nitroaniline (1.44 mmol} in 15 mL of acetone at
5 °C. After stirring for 2 h, the mixture was filtered and
washed with acetone to afford la-c.
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5.1L1.1. N.N'-Bis(4-aminophenvhethanediamide (1a)

M.p. 786-288 °C. 18% yield. '"H-NMR: & 2.75 (s.
2H). 232 (s. 2H). 7.8 (d. /=9 Hz. 4H). 8.19 (d. /=9
Hz. 4H), 10.65 (s. 2H).

5.1.1.2. N.N'-Bis(4-aminophenvi)propanediamide (1b)

M.p. 278-280 °C. 59% yield. '"H-NMR: & 1.92 (q.
J=7Hz 2H). 245 (t. J=7 Hz. 4H). 7.8 (d. /=9 Hz.
4H), 8.18 (d. /=9 Hz. 4H). 10.52 (s. 2H).

5.1.1.3. N.N"-Bis(4-aminophenvi)butanediamide (1c)

M.p. 280-285 °C. 63% yield. '"TH-NMR: 4 1.64 (q.
J=6Hz. 4H). 242 {s. J=6 Hz. 4H). 7.82 (d. /=9 Hz.
4H). 8.19 (d. J =9 Hz. 4H). 10.53 (s. 2H).

5.1.1.4. N.N'-Bis(4-aminophenyi)pentanediamide (1d)
M.p. 206-208 °C. 57% yield. '"H-NMR: 4 1.34 (m.

2H). 1.62 (g. J=7 Hz. 4H). 2.38 (1. J =7 Hz. 4H). 7.79

(d. J=8 Hz. 4H). 8.16 (d. 7= § Hz. 4H). 10.46 (s. ZH).

5.1.1.5. N.N'-Bis(4-aminophenvlhexanediamide (le)

M.p. 220-222 °C. 49% yield. '"H-NMR: 4 1.26-1.38
(m. 4H). 1.60 (g. /=7 Hz. 4H), 2.37 (1. J =7 Hz. 4H),
7.8 (d. J=9 Hz. 4H). 8.17 (d. /=9 Hz. 4H). 10.46 (s,
2H).

5.1.1.6. N.N'-Bis(4-aminophenyheptanediamide (1f)

M.p. 1554158 °C. 52% vield. 'H-NMR: 4 1.24-1.36
{q. /=7 Hz. 6H). 1.58 {(q. /=7 Hz. 4H). 2.36 (t. J =7
Hz. 4H). 7.81 (d. J =9 Hz. 4H). 8.18 (d. /=9 Hz. 4H).
10.46 (s. 2H).

5.1.2. General procedure for the preparation of the
NN'-(4.4'-diaminophenyjalkanodiamides

Ethanol (10 mL), Pd/C 5% (0.046 g). hydrazine (0.818
mL. 25.9 mmol), water (0.93 mL) and 1a—c¢ (2.59 mmol)
were mixed in a round bottom fiask. The mixture was
refluxed for 2 h. The resulting solid was dissolved in
methanol with heat and filtered at vacuum. Methanol
was eliminated upon precipitation of a solid that was
filtered and crystallised from methanol to afford 2a—c.

5.1.2.1. N.N'-Bis(4-nitrophenyl)ethanediamide (2a)

M.p. 232-234 °C, 92% yield, 'H-NMR: & 2.52 (s.
4H). 4.78 (s. 4H). 647 (d. J=9 Hz. 4H). 7.20 (d. /=9
Hz, 4H}. 9.51 (s, 2H).

5.1.2.2. NN'-Bis(4-nitrophenyl)propanediamide (2b)
M.p. 228--230 °C, 94% yield, 'H-NMR: & 1.83 (q.

J=7Hz 2H). 2.25 (1, J =7 Hz. 4H). 4.79 (s. 4H), 6.47

{d. J=10 Hz, 4H), 7.20 (d. J = 10 Hz. 4H). 9.4 (s. 2H).

5.1.2.3. NN'-Bis(4-nitrophenvi)butanediamide (2c)}

M.p. 238-240 °C. 93% yield. '"H-NMR: § 1.56 (L.
J =7 Hz. 4H). 2.21 (t. /=7 Hz. 4H). 4.81 (s. 4H). 6.46
(d. J=9 Hz. 4H). 7.19 (d. J =9 Hz, 4H). 9.43 (s. 2H).

5.1.2.4. N.N'-Bis(4-nitrophenvl)pentanediamide (2d}

M.p. 203-204 °C. 83% yield. '"H-NMR: § 1.26-1.3]
(m. 2H). 1.55 {q. /=7 Hz. 4H). 2.19 (1. J =7 Hz. 4H).
4.79 (s. 4H). 6.46 (d. /=9 Hz. 4H). 7.17 (d. /=9 Hz.
4H). 9.40 (s. 2H).

5.1.2.5. N.N'-Bis(4-nitrophenvi)exanediamide (2¢)

M.p. 211-212 °C_ 87% yield. 'H-NMR: & 1.25-1.35
{m. 4H). 1.56 (q. /=7 Hz. 4H). 2.2 (1. J=7 Hz. 4H).
4.74 (s. 4H). 647 (d. J=9 Hz. 4H). 7.19 (d. /=9 Hz.
4H). 9.39 (s. 2H).

3.1.2.6. NN'-Bis(4-nitrophenvlhepianediamide (2f)

M.p. °C. 88% vield. '"H-NMR: § 1.25-1.3 (m. 6H).
1.54 {g. J=7 Hz. 4H). 2.19 {t. /=7 Hz. 4H). 4.79 (s.
4H}. 6.46 (d. J =9 Hz. 4H). 7.18 {(d. J =9 Hz. 4H). 9.39
(s. 28B).

3.2. Cytotoxic activity

The tamoural cell lines were supplied by the National
Cancer Institute. The cytotoxicity assays were carried
out at 5000-7500 cells mL-' as reported by Skehan et
al. [11} and Monks et al. [12] using the sullforhodamine
B (SRB) protein assay to estimate cell growth, The

© percentage growth was evaluated spectrophotometrically

in a Bio kinetics reader spectrophotometer.
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Synthesis and In vitro Cytotoxic Activity of Pyrrolo[2,3-e]indole dertvatives
and a dihydro benzoindole analogue
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Abstract

The synthesis of pyrrolo[2,3-e]indole derivatives with the structural characteristics of
DNA bis- and mono-intercalators are described. A dihvdro benzoindol analogue was also
synthesized to elucidate the major structural requirements for cytotoxic activity. A
biological evaluation of the test compounds was carried out in six different tumoral cell
lines. The factors that affect the cytotoxic activity appear to be molecular weight, the
substituvents on the phenyl group and the presence of an amide group capable of strong
interactions such as hvdrogen bonding.

Kevwords: Pyrrolo{2,3-¢e]indole / Synthests/ Cytotoxic Activity /
1. Introduction

The discovery of new compounds with antitumoral activity has become one of the most
important goals in medicinal chemistry. The interest in this area has come about for 2
variety of reasons, including an increase in the frequency of cancer and multi-drug
resistance. One important group of chemotherapeutic agents used in cancer therapy
comprises molecules that interact with DNA. This group includes compounds that form
covalent bonds between the drug and the target, and ligands that bind non-covalently to
DNA. The former are alkylating agents and the latter are groove binders and
intercalators.

DNA intercalators are molecules that insert between the base pairs of the DNA without
denaturalizing it [1]. This insertion causes conformational changes in the double helix
such as increase in the phosphate-sugar angles and the distance between base pairs [2. 3].
DNA intercalators have common structural characteristics such as planarity and
aromaticity. DNA bis-Intercalators are the respective homo- or hetero-dimers bridged by
a linker [4, 5], which resembles a DNA groove ligand. This structural arrangement
produces polar and hydrogen-bonding donor and/or acceptor groups that are capable of
better DNA recognition.

Once the DNA-intercalator complex forms, it is primarily stabilized by hydrogen bonds,
van der Waals forces, hydrophobic effects and/or molecular orbital interactions [6-12].
The cytotoxic effect of DNA intercalators is a consequence of the inhibition of
Topoisomerase 1 or II through the stabilization of the DNA-intercalator-Topo complex
[13), as has been for suggested for camptothecin [14]. The stabilization of the DNA-
intercalator-Topo complex occurs as a result of hydrogen bonding between the



intercalator and the amino acids of the enzyme. Finally, cell death takes place, probably
due to the intervention of protein p53 as a consequence of the preceding events that cause
DNA darmage [15, 16].

The design of new cytotoxic agents that act as DNA intercalators should take into
account the theoretical considerations outlined above. With these considerations in mind,
we designed molecules with the structural characteristics of DNA Intercalating and Bis-
intercalating compounds using pymolo[2,3-e]indole as the aromatic portion. Compounds
of this type were chosen so as to investigate angular chromophores, which have received
little attention in the literature. In addition. compounds containing this structure have not
been explored in this field, although some studies have been made of compounds of the
type of pirroloindole [17].

As mentioned above, it is important that a part of the molecule can form hydrogen bonds
in order to achieve enzymatic inhibition. In the present work an amide group was chosen
to fulfill this need, because of its additional polar nature. It is important to note that in
sorme acridine derivatives with high cytotoxicity, such as AMSA [18], the phenyl ring
plavs an essential role in the antitumoral activity. Hence, we decided to incorporate p-
acetanilide moiety into the structure. A schematic of the homodimer resulting from the
desigm process is shown in Figure 1.

Cviowonxic Hydrogen bonding
activity hity

capabi
F_/T —
M N

Linker

Intercalating
portion
Cytotoxic
activity
Br

Figure 1. Schematic representation of the homodimer.

The decision to place eight methylenes in the bis derivative was made taking into
consideration the neigbor-exclusion principle, which states that the length of the chain
should sufficient to accommodate the torsion necessary for bis-intercalation [19, 20]. The
p-bromophenyl group was incorporated into the structure because it has shown cytotoxic
activity in analogues synthesized by our group. Taking into account the factors outlined
above, structures 1 and 2 were designed.

To test the importance of the 4 -acetamide portion we designed a structure that replaced
the acetanilide in 2 by a phenyl (Structure 3), while to test the importance of one of the p-
Br-phenylpyrrole segments we replaced the p-Br-phenylpyrrole by a benzene (Structure

5).
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In addition, the previously reported compound 4 [21] was incorporated in the cytotoxic
evaluation, because it is known that thiophene is a bioisosteric group of benzene.
Compound 4 is considered because its activity reflects the necessity of having a pyrrole
substituent instead of another aromatic portion in that region.

Structure 6 was designed to test the behavior of a homodimer bridged by only a phenyl
group. While it was expected that bis intercalation would not occur for this structure,
mono intercalation and DNA groove recognition are still possible.

2. Chemistry

Homodimer 1 was obtained from 1,3-cyclohexanedione [21] via the steps shown in
Figure 2. In this synthesis pathway, the two pyrrole moieties were constructed in
different steps. Although there are two other methodologies described for the synthesis of
this skeleton. the method used here is more convenient. One of these methods consists of
the cyclization of m-phenylenedihydrazones by Fisher’s indole synthesis [22], and the
other method requires the bis-anulation of arylacetylenes [23]. In both of these reports,
pyrrolo indoles with the same substitution in both nitrogen atoms are described.
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Figure 2 Synthesis of compounds -3

Using our method, the anion of the 1,3-cyclohexanedione 7 formed with EtONa in
ethanol was reacted with chloroacetone to give the 1.4-dicarbonyl derivatives. This
derivative was reacted with p-bromophenyl aniline by a Paal Knorr reaction to obtain 8 in
moderate yield (50%). Reaction of the tetrahydro indolone 8 with LDA, generated in situ,
and subsequent addition of an excess of allyl bromide gave 9 with yields corresponding
to 80 %. Oxidation of 8 with PdCl, gave 10, which is the intermediate from which the
rest of the pyrroloindole compounds can be obtained. In another Paal-Knorr reaction, 10
was reacted with decanodioic acid bis-[(4-amino-phenyl)-amide] 11 to give 1. Diamide



11 was obtained by condensation of 4-nitroaniline with sebacoyl chloride in acetone to
give 13, followed by reduction with NH,NH; and Pd/C in ethanol. The condensation of
10 with 4°-aminoacetanilide and aniline vielded compounds 2 and 3, respectively (Figure
2).

An alternative svnthetic pathway explored for 1 was the reaction of 9 with 1.4-
diaminobenzene to give 12, followed by reaction with sebacoyl chloride in pyridine, as
shown in Figure 2. The primary problem of this synthetic route was the poor yield due to
the instability of 12, which was difficult to separate because of its decomposition in silica
and alumina.

To last of the pyrrloindole group of molecules, dimeric compound 6, was obtained by
reaction of 2 equivalents of 10 with ] equivalent of 1.4-diaminobenzene in acetic acid, as
shown in Figure 3. Two conformers 6a and 6b were identified from the duplicity of the
'H NMR signals detected at 5.92 and 5.62 ppm. corresponding to the “endo™ pyrrole
hvdrogen and its respective neighbor methyl groups. Variation of the temperature
confirmed the presence of both isomers, which have a distereoisomeric relationship
(Figure 3).

Br
NH, _ N | XN
2.4 ppm N \ =
2 eq. C & 2.47 N
b YO S D
2
10 - U H'\ Br N N
N\ A H 5.62 ppm
5.92 ppm +
N N
; :
6a Br 6b Q

Figure 3. Synthesis of 6a and 6b

Benzoindol 5 was tried to be synthesized using the same strategy as that described above
for the pyrroloindoles, but with a-Tetralone 14 as the starting material. In this synthetic
pathway the anion, formed from the reaction of a-Tetralone and LDA, reacted with allyl
bromide to give the allyl derivative 15 which, under the same conditions used in the
oxidation of 9, results in the 1.4 dicarbonyl derivative 16. Reaction of 16 with 4-
aminoacetanilide, under the conditions described earlier, did not give the expected
product 5, but afforded instead the non-aromatized 17. It is interesting that, whereas



pviroloindoles 1, 2, 3 and 6 tend to aromatize in the same reaction conditions. 16 did not
show any tendency toward aromatization, even after hours at reflux in acetic acid.

NHCOCH, NHCOCH;
(o)
0 = O
a) LDA/THF a0 PdCL, U4 N
OO B O 00225 U0
i ——
CH;COOH
14 15 16 reflux 17

Figure 4 Synthesis of 17

As expected for dihydro benzene derivatives, 17 is not a flat molecule, unlike the other
compounds in the series.

Although compound 17 is not absolutely flat, and is not aromatized, it still maintains a
structural analogy with the desired adduct. We therefore included it in the panel of
compounds to be investigated.

3. Biological results and discussion

The first cytotoxic evaluation was made with 4. This compound showed no significant
activity in NCI-H460 (Lung), MCF7 (Breast) or SF-268 (CNS) cell line. Because of its
inactivity, no further evaluation was necessary.

Compounds 1, 2, 3, 6 and 17 were evaluated for cytotoxic activity in cultures of PC-3
(prostate), U251 (CNS), K562 (leukemia), Hep (Liver), HeLa (cervix), and HCT-15
(colon) cells. The results are given in Table I.

Table 1 Cytotoxic evaluation of compounds 1, 2. 3, 6and 17

Comp MW 1Gsp [pM(Esd)]
PC3 U251 K562 Hep-2 HCT-15 Hela
(Prostaie) {CNS) (Leukemia) (Liver) {Colon) (Cervix)
1 1026.90 >100 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
pi 472 38 17.7 (2.5) 335024 17.9 (7.9) 45.1 (4.6) 36.2 (1.6) 36.3 (5.2)
3 41533 >100 N.A. N.A. NA. N.A. N.A.
6 752.54 >100 N.A. N.A. N.A. >100 N.A.
17 316.40 25.3 >100 >100 N.A. N.A. >100
Ad 5X10° 1.8Xx10™ 1.8X107? 1.5X10? - 5X10°
5.FP 1.14 2.05 0.82 1X107 - 5X107%

The most active compound is 2, which showed activity in all the cell lines probed with
the best result in PC-3. All of the compounds listed in Table I showed some degree of
activity in the PC-3 cell line. The dose-response curves in the PC-3 cell line show similar
trends for all of these compounds.

' N.A. = Non-active
? Ad = Adriamycin
3 5.F1 = 5-Fluorouracil



As mentioned above. compound 3 was not expected to show significant activity because
it lacks groups capable of interacting strongly with an enzyme. The resuits are in
agreement with this hypothesis.

An unexpected result of the cytotoxicity tests, however, is the remarkable loss of
cyilotoxicity of dimer 1, although this decrease in activity is less surprising when one
considers the high molecular weight of this compound (up to 1000). The fact that
monomer 2 has a greater activity than its bis analogue indicates that molecular weight is
the most probable factor influencing the behavior of 1.

Comparison of the results for 2 and 3 makes it clear that the acetamide group is necessary
for cytotoxic activity, and moreover comparison of 2 with 4 indicates that the 4-
acetanilide portion is also important for activity. In addition, the N-(4°-bromophenyl)-
pyrryl portion appears to increase activity. as shown by the difference in behavior
between 2 and 17. which showed only a small amount of activity. In this last instance,
however, aromaticity may also play an important role in determining the relative
activities. To test this, compound 5 will be synthesized and evaluated.

4. Experimental protecols
4.1 Chemistry

Melting points are uncorrected. The IR spectra were recorded on a Nicolet FT-55X
spectrophotometer. The 'H NMR spectra were determined on a Varian FT-200 and
Varian FT-300 instrument in CDCl; unless other solvent specified. Chemical shift are
expressed in & (ppm) relative to TMS as internal standard and coupling constants (/) in
Hz. Mass spectra were recorded using a JEOL SX-102 mass spectrometer using the direct
injet system with an ionization energy of 70 eV, an emission current of 100 pA and ion
source temperature of 150 °C.

4.1.1. General procedure for the synthesis of 1-3, 6 and 17.

4.1.1.1. Decanedioic acid bis-({4-[6-(4-bromo-phenyl)-2,7-dimethyl-6H-1, 6-diaza-as-
andacen-1-vl]-phenyljamide} 1.

To a stirred solution of (0.1 g, 0.28 mmol) of 10 in 5 mi of acetic acid at 80 °C, diamine
11 (0.057 g, 0.15 mmol) was added. After 1h of reflux and magnetic stirring, acetic acid
is neutralized with a solution of 5% NaHCO; in water in a separation funnel with CH,Cl,.
After reduction of the solvent, previously dried with Na;SOy_ under reduced pressure, 1
was obtained, by recrystallization (0.14 g, 50%) or by chromatographyc purification in
silica gel 1:1 hexane/AcOEt (0.05 g, 17.5%) from the obtained mixture, as a green solid.
M.p. 188-190 °C; IR v 3436, 3003, 1695, 1517, '"H NMR § 1.63 (m, 4 H), 1.77 (m, 2H),
2.12 (s, 3H), 2.24 (s, 3H), 2.43 (1, J = 7.5 Hz, 2H), 5.56 (s, 1H), 6.4 (s, 1H), 6.83 (s, J =
8.4 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.25 (d. /= 8.4 Hz, 2H), 7.39 (d, J= 8.7 Hz, 2H),
7.52 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.74 (d, /= 8.4 Hz, 2H); *C NMR § 13.12, 13.21,
28.96, 29.08, 29.69, 37.73, 98.33, 101.78, 104.08, 113.27, 113.95, 120.1, 121.26, 128.3,
129.29, 129.43, 129.75, 130.04, 132.56, 133.66, 133.91, 135.17, 137.62, 137.83, 171.7;
HRMS caled. for CssHssBraNgO2 (FAB®) 1026.8966, found 1026.8962.



4.1.1.2. N-{4-[6-(4-Bromo-phenyl)-2,7-dimethyl-6H-1. 6-diaza-as-indacen-1-yl]-phenyl}-
acetamide 2.

M.p.130-132 °C (63 %yield); IR v 3437, 2927, 1693, 1516; "H NMR 8 2.14 (5. 3H), 2.26
(s, 3H). 2.26 (d, J =0.92 Hz, 3H), 5.54 (s, 1H), 6.41 (q, J=0.92 Hz, 1H), 6.83 (dd, J =
8.56, 0.64 Hz, 2H). 7.21 (d. J = 8.66 Hz. 2H), 7.26 (d, J = 8.62 Hz, 2H), 7.39 (dd, J = 8.6,
0.64 Hz, 2H), 7.45 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.64 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.58 Hz, 2H); B3¢
NMR & 13.12, 13.21, 24.66, 98.33, 101.78, 104.08, 113.27, 113.95, 120.1, 121.26, 128.3,
129.29, 129.43, 129.75, 130.04, 132.56, 133.66, 133.91, 135.17, 137.62, 137.83, 168,
HRMS caled. for CagH2BIN;O (FAB+) 472.3765, found 472.3767.

4.1.1.3. 6-(4-Bromo-phenyl)-2, 7-dimethyl-1-phenyl-1,6-dihydro-1 . 6-diaza-as-indacene 3.
M.p.105-107 °C; (70 % yield); IR v 2924, 1595, 1495; 'H NMR 8 2.13 (s. 3H). 2.28 (s,
3H), 5.48 (s, 1H), 6.43 (s, 1H), 6.84 (dd. J= 8.52, 0.81 Hz, 2H). 7.21 (d, /= 8.5 Hz. 2H),
7.28 (d, J = 8.52 Hz, 2H), 7.46 (dd, J = 7.95, 1.78 Hz, 2H), 7.56 (dd, /= 7.9, 7.2 Hz. 2H),
7.57 (d. J = 7.14 Hz. 1H), 7.63 (d, J = 8.79 Hz, 2H); ’C NMR & 13.15, 13.24, 98.23,
101.68. 104.03, 112.5, 113.89, 121.22, 128.06, 128.9, 129.18, 129.73, 132.54, 133.61,
133.84, 135.11, 137.59, 139.57; HRMS caled. for C24HigNzBr (FAB”) 414.0732. found
414.0734.

4.1.1.4. 1,4-Bis-[6-(3-Bromo-phenyl)-2,7-dimethyl-1, 6-dihydro 1—6-diaza-as-indacene]-
benzene 6.

M.p. 97 °C dec; (45 % yield); IR v 2927, 1515,1493. 'H NMR & 2.18 (s, 3H), 2.4 and 2.5
(s's. 3H), 5.62 and 5.92 (s br, 1H), 6.5 (s, 1H), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.52
Hz, 2H). 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.65 (d. J = 8.52 Hz, 2H), 7.68 (s, 2H); °C NMR §
13.36, 29.69, 98.41, 102.37, 104.3, 113.21, 114, 121.41, 121.44, 129.75, 132.57, 132.64,
133.77, 135.29, 137.5; MS (FAB ") m/z 752.

4.1.1.5. N-[4-(2-Methyl-4,5-dihydro-benzo[g]indol-1 -vl)-phenyl]acetamide 17.

M.p. 195-197 °C; (81 % yield); IR v 3437, 2935, 1695, 1516; '"H NMR § 2.08 (s, 3H),
2.23 (s, 3H), 2.69 (1, J = 8 Hz, 2H), 2.91 (t, / = 8 Hz, 2H), 5.94 (s, 1H), 6.29 (dd, /=
7.46, 1.56 Hz, 1H), 6.79 (1d. J = 7.42, 1.56 Hz, 1H). 6.89 (td, J = 7.42, 1.5 Hz, 1H), 7.14
(dd. J = 7 Hz, 1.56 1H), 7.26 (d, J = 8.8 Hz, 2H). 7.35 (s, 1H), 7.63 (4, J = 8.8 Hz, 2H);
BC NMR § 12.89, 22.46, 24.67, 30.88, 106.4, 120.05, 120.29, 122.48, 123.93, 125.92,
128.06, 128.77, 129.77, 132.06, 135.54, 135.88, 137.49, 168.36; HRMS calcd. for
C,1H200N, (EIN) 316.1576, found 316.1570.

4.1.2. Synthesis of Decanedioic acid bis-| (4-amino-phenyl)-amide] 11.

Ethano! (10 m)), Pd/C 5% (0.046 g), Hydrazine (0.818 ml, 25.9 mmol), water (0.93 mi)
and 13 (2.59 mmol) were mixed in a bottom flask. The mixture was refluxed for 2h. The
resulting solid was dissolved in methanol in heat and filtered at vacuum. Methanol was
eliminated up precipitation of a solid that was filtered and crystallized from methanol to
afford 11

M.p. 199-201 °C, (90 % yield); IR v 3379, 1699; 'H NMR (dmso-d6) & 1.25 (s br, 4H),
1.55 (m, 2H), 2.33 (t, J = 11.13 Hz, 2H), 4.79 (s br, 2H), 7.77 (d, J= 13.8 Hz, 2H), 8.14
(d, J = 13.86 Hz, 2H), 10.47 (s, 1H).




4.1.3. Decanedioic acid bis-{(4-nitro-phenyl)-amide 13.

Sebacoyl chloride (0.172 g, 0.72 mmol) was added to a solution of 4-Nitroaniline (0.198
g, 1.44 mmol) in 15 ml of acetone at 5 °C. After 2 h stirring, the mixture was filtered and
washed with acetone to afford 13.

M.p. 193-195 °C; (55 % yield); IR v 3398, 3286, 3307, 2929, 1650, 'H NMR & (dmso-
d6) 1.27 (s br, 4H), 1.54 (m, 2H). 2.19 (t, J=11.3 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 13.5Hz, 2H),
8.14 (d,J= 13.6 Hz, 2H), 10.47 (s, 1H)}.

4.1.4. 2-Allyl-3, 4-dihydro-2H-naphthalen-1-one 15.

To a solution of diisopropylamine (0.96 mL. 6.8 mM) in 20 mL of THF anhydrous, under
nitrogen atmosphere at —78 °C, n-butillithium 1.6 M (4.27 mL, 6.84 mM) were added
with continues magnetic stirring. After 1 h, a-tetralone (1g, 6.84 mM) was added, and the
reaction was maintained at the same temperature with stirring for 2 h more. After this
time, allyl bromide (2.35 mL, 27.4 mM) was added and the reaction mixture was raised at
room temperature. After 12 h of stirring, reaction flask was putted in a dry ice bath and
ammonium chloride was added. Then, excess of THF was evaporated and extractions
with water and methylene chloride were performed. The organic phase was dried with
anhydrous sodium sulfate and filtered. Solvent reduction gave a viscose material
containing 15. Purification in column chromatography 9:1 hexane/AcOEt. gave 15 as
colorless oil, which sohdify at low temperature.

M.p. <25°C; (80% yield) IR 3072, 2930, 1683; 'H NMR & 1.87 (m, 1H), 2.26 (m. 2H),
2.55 (m, 1H). 2.76 {m. 1H), 2.99 (dd. J = 7.5, 4.5 Hz, 2H), 5.06 (m, 1H), 5.11 (dq, J=15,
2.1 Hz, 1H) 5.85 (m, 1H), 7.23 (dd. J = 7.5, 0.6 Hz, 1H), 7.29 (1d, J= 7.2, 0.6 Hz, 1H).
7.45 (td. J= 7.2, 1.5 Hz, 1H), 8.03 (dd, /= 7.6, 1.5 Hz, 1H), 13C NMR & 27.96, 28.61,
34.04, 47.19, 116.79, 126.57, 127.45, 128.69, 132.53, 133.17, 136.21, 144.04, 119.40;
HRMS caled. for Cy3H140 (FAB™) 186.1045, found 186.1052.

4.1.5. 2-(2-Oxo-propyl)-3,4-dihydro-2H-naphthalen-1-one 16.

PACl, (0.246 g, 1.38 mM) was added to a magnetically stirred solution of 10 mL of DMF
and 1 mL of distilled water. After 5 min., 15 (0.5 g, 1.38 mM) disolved in 2 mL of DMF
were added dropwise. The stirring was maintained for 12 h; the mixture was then
percolated in a column packed with cotton using CH,Cl, as solvent. Then DMF was
eliminated with consecutive washes with water. Solvent was reduced and purification in
column chromatography gave 16 as a green solid.

M.p. 90 °C; (65% yield) IR v 2933, 1715, 1682, 'H NMR & 1.92 (ddd, J = 25.8, 12.9,
4.41 Hz, 1H), 2.19 (m, 1H), 2.27 (s, 3H), 2.45 (m, 1H), 2.95 (dt, /= 16.8, 2.76 Hz, 1H),
3.11 (m, 1H), 3.15 (m, 1H), 3.18 (dd, /=19.5, 6 Hz, 1H), 7.25 (1, /= 7.68 Hz, 1H), 7.29
(t, J=7.71 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 7.68, 1.38 Hz, 1H), 8.0 (dd, J = 7.68, 1.35 Hz, 1H); Be
NMR § 29.35, 29.45, 30.47, 43.82, 44.18, 126.58, 127.36, 128.72, 132.17, 133.35,
144.07, 199, 207.14; MS (EI"), m/z 202 M’ 19).

4.2. Cvtotoxic activity



The 1G<p for compound 2 was obtained from three different experiments performed in
duplicate, whereas for all other compounds it was obtained from one experiment
performed in duplicate.

All of the experiments were carried out at four different concentrations (3.1, 10, 31 and
100 uM).

The tumoral cell lines PC-3, U251 and K562 were supplied by the National Cancer
Institute. Cytotoxicity assays were carried out at 5000 to 7500 cells/ml. as reported by
Skehan et al. and Monks et al., who used the sulforhodamine B (SRB) protein assay to
estimate cell growth [24, 25). The percentage growth was evaluated
spectrophotometrically in a Bio kinetics reader spectrophotometer.

Cytotoxic activity of 4, was measured by the National Cancer Institute with the same
procedure mentioned above.
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