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1. INTRODUCCION

1. Introduccion

El cancer es un importante problema de Salud Pdblica en nuestro pais. Segun las
estadisticas de la Secretaria de Salud es una de las principales causas de muerte de la
poblacion mexicana en general, siendo ademas una de las mas dificiles de vencer en la
actualidad. *

El cancer puede describirse generalmente como un crecimiento descontrolado de
células que puede estar acompafiado por propagacion de las mismas hacia otros tejidos
sanos. Las células cancerosas son capaces de invadir y destruir tejidos.

La quimioterapia fue introducida como herramienta para combatir el cancer desde los
afios cuarenta y se ha mantenido en evolucion constante logrando un enorme progreso
desde entonces. La meta de la quimioterapia es eliminar las células cancerosas hasta lograr
controlar o detener la enfermedad, sin embargo existen varios inconvenientes con el uso de

agentes quimioterapicos:

1) No todos los tipos de cancer pueden ser combatidos por un mismo agente

quimioterapico, la seleccion del farmaco dependera de la naturaleza del cancer.

2) Las células cancerosas son capaces de desarrollar resistencia a los agentes

quimioterapicos reduciendo las posibilidades de éxito del tratamiento.

3) Los agentes quimioterapicos no son selectivos ya que, desafortunadamente, las células
cancerosas no son suficientemente diferentes en el aspecto bioldgico y bioquimico a las
células normales. La mayoria de los farmacos atacan a las células en crecimiento, por lo
cual dafian también a células sanas, sobre todo a las de crecimiento rapido como
foliculos pilosos, células del epitelio intestinal y médula dsea, causando efectos

secundarios en los pacientes.




1. INTRODUCCION

Actualmente, la investigacion en quimioterapia estd enfocada en solucionar estos
problemas mediante el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos que sean mas
especificos sobre las células cancerosas para lograr una mayor efectividad en el tratamiento
de la enfermedad y reducir los efectos secundarios en los pacientes, mejorando asi la
calidad de vida de los mismos y aumentando las posibilidades de curacion.

Una de las formas de obtencién de nuevos farmacos es la modificacion estructural de
una molécula patron que muestre actividad antitumoral, buscandose con esto aumentar la
selectividad y efectividad de la misma. Un ejemplo de esta estrategia es la que se observa
con algunas sustancias derivadas de la modificacion estructural de la amsacrina, un
derivado de 9-anilinoacridina utilizado con buenos resultados en el tratamiento de
leucemia.

Las 9-anilinotiazolo[5-4,b]quinolinas son isosteros de la amsacrina, por lo cual son
potenciales antitumorales. En el presente trabajo se describe la sintesis, caracterizacion
estructural y determinacion de las propiedades intercalantes al ADN de siete derivados de
9-anilinotiazolo[5-4,b]quinolina con el objetivo de obtener mayor informacion que
conduzca a sustancias con mayor eficacia y selectividad hacia células tumorales.




2. ANTECEDENTES

2. Antecedentes

2.1 Cancer.

La formacién de tumores es muy comun y frecuente en animales y en humanos,
sobre todo en aquellos de edad avanzada, sin embargo, la mayoria de estos tumores son de
caracter benigno, es decir, se trata de tumores definidos, localizados y de tamafio pequeio.
Los tumores benignos no representan generalmente un riesgo para la salud del huésped y
estan conformados por células diferenciadas y muy similares a las normales, ademas éstas
células se mantienen en el lugar donde se origin6 el tumor (un tumor de higado se mantiene
en el higado, etc.) y normalmente se encuentran dentro de una cépsula fibrosa. Algunos
ejemplos de este tipo de tumores son las verrugas, adenomas y miomas. **

Existen otro tipo de tumores denominados malignos o cancer. Este tipo de tumores
si representan un riesgo para la salud del huésped y a diferencia de las células que
conforman los tumores benignos, las de los tumores malignos son células poco
diferenciadas que crecen y se dividen con mayor rapidez que las normales.

El cancer no es una sola enfermedad, si no que se trata de un conjunto de mas de
200 enfermedades diferentes que atacan a un amplio rango de células. Las caracteristicas
principales del cancer son una alteracién en el control de la proliferacion celular y la
reduccion del proceso de apoptosis. Las células malignas experimentan cambios en su
estructura y aspecto, y al multiplicarse dan origen a una colonia de células diferentes que se
reproducen rapidamente invadiendo y destruyendo los tejidos normales.’

Existen unos 200 tipos diferentes de cancer, clasificados en carcinomas (si derivan
del endodermo o ectodermo), sarcomas (si derivan del mesodermo) y leucemias, que
proliferan como células aisladas, esa decir, no se trata de tumores sélidos.

Para dar origen a una célula cancerosa es necesario que la misma presente una
acumulaciéon de aproximadamente 3 a 20 mutaciones en genes que regulan la
multiplicacion celular normal. Hasta el momento no se ha encontrado que el cancer sea
causado por una sola mutacion aislada. La acumulaciéon de mutaciones que finalmente
llevan al cancer se da por que las células pueden adquirir ventajas de proliferacion con una

primera mutacion, cuando una célula mutada sufre una segunda mutacion puede llegar a
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proliferar en forma descontrolada y formar un pequefio tumor benigno. Una tercera
mutacion en la progenie puede desencadenar cancer y mutaciones adicionales pueden
conferirle a las células capacidades como ingresar al torrente sanguineo y establecerse en
lugares secundarios de crecimiento (metastasis). Para que esto suceda se requieren décadas,
por lo cual el riesgo de cancer aumenta con la edad, sin embargo el cancer no sélo se
origina por mutaciones espontaneas.”

Los genes que estan involucrados en el control de la proliferacion celular y que al sufrir
mutaciones dan origen al cancer son llamados protooncogenes. Los protooncogenes estan
clasificados de acuerdo a su funcion y a las propiedades bioquimicas de las proteinas que

codifican en:

1) Factores de crecimiento.
2) Receptores para factores de crecimiento
3) Transductores de sefiales
4) Factores de transcripcion

5) Otros.

Un ejemplo de protooncogenes es el gen ras, responsable del crecimiento celular. Este
gen participa en transduccion de sefales celulares activadas por factores de crecimiento.
Cuando este gen estd mutado envia sefiales estimulantes del crecimiento que hacen que se
pierda el control de la proliferacion celular. Otro protooncogen es el gen Adenomatous
polyposis coli (APC) el cual es un oncosupresor, y se encuentra frecuentemente mutado en
el caso de pacientes con cancer de colon. %

Las principales caracteristicas de las células tumorales son la angiogénesis, metastasis,
inmortalidad, crecimiento rapido, el hecho de que no necesitan de factores de crecimiento
para su proliferacion como las células normales, entre otros.

La metastasis es la diseminacion de las células tumorales y su establecimiento en zonas
secundarias de crecimiento. Las células metastasicas son capaces de alterar los contactos
con otras células del tejido de origen y superar restricciones de la membrana basal y otras
barreras. Unas de las principales barreras fisicas que mantiene a los tejidos separados, es la

lamina basal, las células tumorales tienen la capacidad de desintegrarla, con lo cual logran
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establecerse en tejidos secundarios e ingresar al torrente sanguineo. Esto también es de
utilidad en el proceso de angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos) proceso

o . . ¢ 2,22,23
indispensable para la evolucidn y crecimiento del cancer. =~

2.2 Etiologia del cancer.

El céncer puede ser originado por diversos factores, entre los cuales se encuentran los

siguientes:

e Predisposicion genética.
e Agentes quimicos.
e Agentes fisicos.

e Virus.

La predisposicion genética se refiere al riesgo de padecer algun tipo de cancer por
alguna mutacion en genes especificos. Se han encontrado alrededor de 40 mutaciones en las
células de la linea germinal que estan asociadas con el riesgo a desarrollar algunos tipos de
cancer. Por esto es muy importante la prevencion en familias que presentan casos
frecuentes de cancer. Un caso comun es el de la mutacion del gen APC, el cual produce un
polipéptido asociado a la formacion de microtibulos, que, mutado se asocia a la unién del
citoesqueleto a una molécula de adhesion implicada en la carcinogénesis. También como
resultado de la mutacion del gen APC se origina una proteina incapaz de promover la
apoptosis y frenar los procesos de replicacion celular. Este gen estd frecuentemente
relacionado con el desarrollo de cancer de colon.

Los agentes quimicos, fisicos y los virus pueden ser causantes de cancer. El desarrollo
de cancer por exposicidn a estos agentes es en parte similar al desarrollo por mutaciones
espontaneas, es decir, es en varios pasos y requiere de la acumulacion de varias mutaciones

para que finalmente se llegue al desarrollo de células malignas.***?*

2.3 Tratamiento del cancer.

Existen en la actualidad diversos tratamientos contra el cancer, la mayoria de las

veces es necesario usarlos en conjunto para lograr resultados positivos. Dentro de las
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posibilidades de tratamiento se encuentran la cirugia, la radioterapia con rayos X o con

radioisotopos, terapia inmune y quimioterapia.

2.3.1 Cirugia.

La cirugia es uno de los métodos mas antiguamente utilizados, sin embargo no
siempre es efectiva por si sola debido a que cuando el cancer es metastitico ya no esta
localizado y no puede ser eliminado mediante una cirugia, es necesario el uso de agentes
quimioterapicos. Otro caso en el que no es efectiva la cirugia es en leucemia ya que éste no
es un tumor sélido que pueda combatirse de esta forma. Sin embargo, en muchas ocasiones

se recurre a la cirugia para la eliminacion de grandes masas de tumores.

2.3.2 Radioterapia.

La radioterapia es un tratamiento que utiliza radiaciones ionizantes para destruir las
células cancerosas. Las radiaciones penetran en los tejidos a diferentes profundidades segiin
sus caracteristicas y provocan la ionizacion generalmente de moléculas de agua y finalizan
dafiando al ADN. Este proceso no es muy selectivo, y aunque se dice que afecta en mayor
medida a las células de division rapida (como las células cancerosas) también afecta en
gran parte a las células sanas causando asi gran cantidad de efectos secundarios
dependiendo de la zona en la que se aplica. La radioterapia puede ser utilizada como

. , . . , . ’ . : . 12,1
tratamiento Gnico o bien después de una cirugia para evitar la recurrencia del cancer. '> °

2.3.3 Inmunoterapia.

La inmunoterapia se basa en la tendencia natural del organismo a defenderse contra
las células cancerosas por medio del sistema inmunoldgico. Aunque por muchos afios se
pensdé que el sistema inmune sélo actuaba sobre células extranas al organismo o
infecciosas, ahora se sabe que también actlia sobre células tumorales. La inmunoterapia esta
enfocada en aumentar esta tendencia del organismo a defenderse. La terapia de interferén
es un tipo de inmunoterapia, el interferon una citocina que actiia disminuyendo la velocidad
de crecimiento de los tumores directamente ademas de ayudar a la activacion del sistema
inmune. Otras citocinas comunmente empleadas en el tratamiento del cancer son las
interleucinas. Este tipo de tratamiento también causa efectos secundarios entre los cuales se

encuentran malestar general y sintomas similares a los del resfriado. Otro tipo de
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inmunoterapia son los anticuerpos monoclonales, generalmente “fabricados” en ratones y
dirigidos hacia células tumorales, ayudan a activar o aumentar la actividad del sistema
inmune contra las células tumorales y son efectivos como tratamiento en algunos tipos de

cancer. '+ 16

2.3.4 Quimioterapia.

La quimioterapia consiste en el uso de agentes quimicos ya sea de origen natural,
sintético o semisintético que sean capaces de atacar células tumorales ya sea eliminandolas
o deteniendo su proliferacion. Uno de los principales enfoques de la investigacion para
combatir el céncer es la busqueda de farmacos antitumorales, en la mayoria de ellos, el
mecanismo de accidon tiene como objeto alterar el principal proceso de replicacion del
ADN. Hasta ahora no existen firmacos antitumorales selectivos, es decir, aquellos que
diferencian entre células tumorales y células normales.

Dentro de los farmacos antitumorales existen diferentes clasificaciones dependiendo
de su mecanismo de accion y de su estructura quimica, algunos ejemplos de farmacos

antitumorales se mencionan a continuacion:

2.3.4.1 Agentes alquilantes del ADN

Los primeros agentes antitumorales en ser utilizados en la terapéutica fueron las
mostazas nitrogenadas, las cuales mostraron cierta especificidad hacia tejido linfoide. Las
mostazas nitrogenadas son agentes alquilantes, es decir, compuestos capaces de unirse de
manera covalente al ADN por medio de alquilaciones en las bases nitrogenadas. Estos
compuestos forman enlaces cruzados entre las dos hebras de ADN distorsionando asi la
doble hélice, ademas alteran el equilibrio ceto-enol de la guanina provocando que se aparee
con timina en lugar de con adenina como lo hace normalmente. Todas estas modificaciones
provocan problemas en el proceso de replicacion del ADN.

Otros ejemplos de agentes alquilantes son las 2-cloroetil-N- nitrosoureas, estas son
utilizadas en el tratamiento de cancer cerebral debido a su capacidad para atravesar la
barrera hematoencefalica aunque por lo mismo son mas toxicos que otros agentes
antitumorales. Algunos epdxidos son también agentes antitumorales, aunque la mayoria de
ellos son muy reactivos y no pueden ser utilizados en la terapia. La carzinofilina es un

ejemplo de epoxido que presenta buena actividad antitumoral.




2. ANTECEDENTES

El cisplatino es otro ejemplo de agente alquilante, tiene la desventaja de ser muy
toxico, sobre todo para los rifiones, ademas de que tiene gran actividad emética y muchas
células tumorales presentan actualmente resistencia contra este farmaco. El cisplatino
forma enlaces covalentes con una hebra de ADN interfiriendo de esta manera con su
replicacion.

En la lista de agentes alquilantes pueden encontrarse la procarbazida (utilizada en el
tratamiento del linfoma de Hodgkin) la ciclofosfamida, hexametilamina dacarbazina,

antraciclinas y algunos profarmacos de las mostazas nitrogenadas, entre otros.
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Figura 1. Ejemplos de agentes alquilantes.

2.3.4.2 Inhibidores de 1a mitosis.

Este tipo de compuestos, impiden la division celular. Durante la metafase, los husos
mitoticos contienen los dos juegos de ADN que la célula necesita para dividirse. Los husos
son los responsables del movimiento de los cromosomas y estdn compuestos por una
proteina llamada tubulina. Los inhibidores de la mitosis se unen a la tubulina, lo que impide
la asociacion de los microtubulos y por lo tanto la formacion de husos mitoticos. Sin éstos,
la célula no puede dividirse. La mayoria de estos farmacos son de origen natural. Ejemplos

de ellos son los alcaloides de la vinca como vincristina y vinblastina; colchicina y




2. ANTECEDENTES

podofilotoxina, se administran por via intravenosa. Algunos ejemplos de esta categoria son:

vincristina y vinblastina.

El taxol es otro ejemplo de inhibidor de la mitosis, sin embargo esta sustancia no
actia de la misma forma que las mencionadas anteriormente, mas bien, al unirse a la
tubulina promueve la formacion de haces de microtibulos resistentes a la

despolimerizacion con lo cual paraliza la division celular.''

R=CH, Vinblastina
R=CHO Vincristina

Figura 2. Alcaloides de la vinca (inhibidores de la mitosis)

2.3.4.3 Antimetabolitos.

Los antimetabolitos detienen la sintesis de ADN mediante la inhibicion alostérica o
competitiva de enzimas involucradas en la sintesis de purinas y pirimidinas. Estos
medicamentos operan simulando una sustancia que participa en la sintesis de ADN, es
decir, actian como falsos sustratos de las enzimas. Las fluoropirimidinas inhiben las
sintesis de pirimidinas a través de la timidilato sintasa. La sintesis de purinas se bloquea
con farmacos como la 6-mercaptopurina y la 6-tioguanina. El metotrexato a diferencia de
los mencionados anteriormente no es un andlogo de las bases nitrogenadas, es un analogo
del 4cido folico que inhibe competitivamente a la dihidrofolato reductasa, con lo cual
impide la sintesis del acido timidilico, necesario para la sintesis de ADN. Este tipo de

farmacos se utilizan sobre todo en el tratamiento de leucemia y linfomas. ' ' '
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Figura 3. Antimetabolitos

2.3.4.4 Hormonas esteroidales.

Los corticosteroides han sido muy usados en el tratamiento del cancer debido a su
capacidad para inhibir la mitosis en linfocitos, por lo que su uso es mas frecuente en
linfomas y leucemia, ejemplos de ellos son la prednisona y la dexametasona. Sin embargo
en el cancer de mama que generalmente es causado por sobreestimulacion de estrogenos, se
usa un inhibidor competitivo de la unién de estradiol al receptor de estrégeno llamado

Tamoxifen. '°
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Figura 4. Hormona esteroide.

2.3.4.5 Agentes enlazantes al ADN.

También llamados citostaticos, funcionan al unirse con el ADN para evitar la
sintesis de ARN. Estos farmacos también impiden el crecimiento celular al imposibilitar la
replicacion de ADN. Los agentes enlazantes evitan que el ADN se vuelva a fijar a si
mismo, lo que provoca la muerte celular. Esta categoria de medicamentos sirve para tratar
una variedad amplia de canceres incluyendo el testicular y la leucemia. Algunos ejemplos

son: actinomicina D, doxorrubicina y mitomicina-C."
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Figura 5. Agente enlazante al ADN

Dentro de los agente enlazantes al ADN existe un tipo denominado agentes
intercalantes, los cuales son capaces de deslizarse entre los pares de bases del ADN. Un
ejemplo de ellos son las antraciclinas (figura 5). En ellas el sistema de antraquinona es un

cromoforo plano particularmente bien adaptado para su intercalacion entre los pares de

11
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bases de ADN ya que su superficie se acopla intimamente a éstas. Los derivados de
antraquinona surgieron en la busquedad de andlogos de antraciclinas que carecieran de la

.. ) , 16, 24
toxicidad cardiaca de éstas.

2.3.4.5.1 Agentes intercalantes de ADN.

Los agentes intercalantes de ADN son aquellas sustancias capaces de incorporarse
entre los pares de bases del ADN modificando la topologia, generalmente se trata de
compuestos planos aromaticos o heteroaromaticos que suelen tener cadenas flexibles
polares. El proceso de intercalacion es mediado por interacciones electrostaticas (fuerzas de
Wan der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobas, etc) y enlaces no
covalentes entre el firmaco y los pares de bases del ADN, por lo cual es un proceso
reversible. Este fenomeno altera las propiedades quimicas y espectroscopicas del farmaco,
lo cual es muchas veces aprovechado para medir la interaccion del mismo con el ADN.

La formacion del complejo farmaco-ADN interfiere con la accion de algunas
enzimas involucradas en la replicacién del ADN como es el caso de las topoisomerasas y
las polimerasas, fundamentalmente, esto debido a que como se menciond anteriormente, se
modifica la topologia de la doble hélice. Adicionalmente algunos agentes intercalantes son
capaces a través de las cadenas unidas al croméforo, formar un complejo terciario con las
enzimas que termina dafiando al ADN.

Los agentes intercalantes pueden ser mas o menos selectivos, hay algunos de ellos
que se ha comprobado que tienen cierta afinidad por alguna secuencia de bases especifica u
otros que se acercan al ADN preferentemente por el surco menor. Como ya se menciond
anteriormente, las antraquinonas son un ejemplo de agentes intercalantes. Los derivados de

antraceno, como el bisantreno, tienen un mecanismo de accion anélogo.“’ 15-18
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Figura 6. Agentes intercalantes.

La actividad citotoxica de estos compuestos no es debida solamente a su capacidad
de intercalacion. Estos compuestos ademas afectan la actividad de una enzima involucrada
en la sintesis de ADN llamada ADN topoisomerasa.

A continuacion se hablara con mas detalle de la enzima ADN Topoisomerasa y del
fenomeno de intercalacion en ADN que forman parte del mecanismo de accion de los

agentes intercalantes.

2.4 El fenéomeno de la intercalacion en ADN.

El fenémeno de intercalacion en el ADN sucede cuando una molécula denominada
agente intercalante interactiia con las bases nitrogenadas de manera que se posiciona entre
ellas quedando atrapado en medio a manera de “sandwich” y desorganizando la estructura
de doble hélice del ADN. Es requisito indispensable que la molécula que interactiia con el
ADN tenga un residuo planar aromatico o heteroaromético en su estructura ya que este
residuo es el que tiene la capacidad de intercalarse entre los pares de bases. Las
interacciones entre el agente intercalante y los pares de bases del ADN para formar el

complejo son de tipo no covalente, principalmente se trata de fuerzas de Wan der Vaals,
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interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno. La formacion del complejo es
reversible.

Durante el proceso de intercalacion y después del mismo suceden cambios de tipo
estructural en el ADN, interacciones electronicas entre el ADN y el agente intercalante y
por lo tanto, cambios en las propiedades electronicas del intercalante. Para que el agente
intercalante pueda colocarse entre los pares del bases del ADN tiene que suceder un
desdoblamiento y alargamiento de la doble hélice, una vez formado el complejo se produce
rigidez en la cadena del 4cido nucléico, el intercalante también se vuelve rigido y su parte
planar se orienta de manera perpendicular al eje helicoidal. Estos cambios se traducen en
cambios macromoleculares que pueden ser aprovechados para evidenciar que la
intercalacion se esta llevando acabo, por ejemplo, cambia la viscosidad de las soluciones de
ADN, también cambia el coeficiente de sedimentacién y la movilidad electroforética del

S 7 16, 18, 19
acido nucléico. ™ ™

(A) (B)

Figura 7. Modelo de insercion en ADN.
(A) ADN (B) ADN con intercalador

2.4.1 Métodos para determinar las propiedades interclalantes al ADN.

Debido a las evidencias macromoleculares que el fenomeno de intercalacion produce,
existen varios métodos para determinar las propiedades intercalantes de algunas sustancias.

Estos métodos pueden dividirse por el tipo de cambio que se observa:

e Aquellos que indican los cambios estructurales en el ADN, en los cuales evidencian

el desdoblamiento y estiramiento de la doble hélice principalmente.

14
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e Aquellos que indican la interaccion electronica entre el agente intercalante y el
ADN, los cuales son principalmente métodos espectroscopicos y de RMN de
distintos ntcleos atdmicos.

e Aquellos que indican la orientacion molecular y la rigidez de los cuales no se

hablara en el presente trabajo.

A continuacion se presentan algunos de los métodos que indican la interaccion

electronica entre el agente intercalante y el ADN.

2.4.1.1 Determinacion de la intercalacion a través de espectroscopia de absorcion

UV/vis.

Este método se basa en el hecho de que los croméforos (generalmente moléculas
planas compuestas por entre 2 y 4 anillos aromaticos fusionados) al intercalarse en los pares
de bases del ADN cambian a una mayor longitud de onda sus transiciones electronicas
resultando un hipocromismo. Estos cambios pueden seguirse con ayuda de
espectrofotometria UV/Vis, siendo de esta manera posible medir la interaccion de las
moléculas con el ADN. Al compararse los espectros de los potenciales agentes intercalantes
libres con los de los complejos formados croméforo-ADN se determina si existe interaccion
con el ADN.

Las constantes aparentes de afinidad pueden ser también medidas por
espectroscopia de absorciéon UV-vis haciendo una titulacion con ADN en soluciones

oo 4,19
diluidas de los compuestos a evaluar. ™

2.4.1.2 Determinacion de la intercalacion través de curvas de desnaturalizacion

térmica del ADN

La desnaturalizacion térmica del ADN (el equilibrio entre el estado de doble hélice
y el estado de hélice sencilla) se ve modificada cuando éste se encuentra interaccionando
con algun ligando como es el caso de los agentes intercalantes. En muchos casos las curvas
de desnaturalizacion térmica del ADN se determinan por espectroscopia UV, aunque
también puede hacerse por RMN protonica y recientemente se introdujeron las técnicas de

calorimetria.
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Las determinaciones por espectroscopia UV consisten en medir de manera continua
la absorbencia (a 260nm) de soluciones de ADN y de complejo ADN-agente intercalante a
través del tiempo aumentando la temperatura a una tasa determinada hasta llegar a la
desnaturalizacion del ADN. Los datos se transfieren a un programa de computadora para
ser procesados y realizar las graficas y analisis correspondientes.®

En el caso de los métodos calorimétricos las curvas de desnaturalizacion térmica se
obtienen graficando la temperatura (la cual se va aumentando con el tiempo, por ejemplo a
una tasa de 1°C por minuto), contra el exceso de capacidad calorifica (calorias/°C). Las
curvas deben realizarse al ADN sin agente intercalante y al ADN con el intercalante de
manera que todos los sitios posibles de unidn estén saturados, ya que si existen sitios libres,
el ligando se cambiard de los sitios en los que el ADN se ha desnaturalizado hacia los sitios
libres, resultando una curva muy compleja (multifdsica) de la que no pueden obtenerse
datos facilmente. Los datos para todo el rango de concentraciones del agente intercalante
pueden obtenerse mediante calculos matematicos.

La combinacién de estos métodos proporciona informacion suficiente para
determinar parametros como la constante de unioén del agente interclante, AG, AH y AS de
la union con el ADN y es hasta ahora la tnica manera de obtener estos datos

experimentalmente. >

2.4.1.3 Determinacion de la intercalacion a través de la técnica de cristalografia por

difraccion de rayos X.

En este tipo de técnicas es necesario obtener cristales del complejo ADN-agente
intercalante, los cristales deben ser de un tamafio adecuado (aproximadamente un tamano
medio de particula de 15 micras) para poder ser utilizados. A estos cristales se les somete a
la exposicion de rayos X y se observa la estructura que los conforma. Si ademas se cuenta
con los datos de la estructura cristalina del ADN sin agente intercalante se pueden observar
las diferencias entre ambos y de esta manera saber como estdn interactuando el agente

intercalante y el ADN en el complejo.’

2.4.1.4 Determinacion de la intercalacion a través de analisis por RMN 1H y 31P.

Esta técnica consiste en obtener los espectros de resonancia magnética nuclear tanto

del ADN sin complejar como de los complejos formados con los agentes a evaluar. Este
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método ofrece ventajas sobre el de difraccion de rayos X ya que los datos pueden ser
obtenidos a partir de soluciones de las sustancias a evaluar y no es necesario obtener
cristales. La desventaja de este método es que no muchos sistemas pueden ser evaluados y
que ademas los datos con los que se cuentan de RMN de ADN corresponden sélo a
oligonucleotidos de hasta 13 pares de bases.

En los espectros de RMN se observan cambios en los desplazamientos quimicos de
los niicleos. En RMN 'H los protones aromaticos del agente intercalante aparecen a campos
de frecuencia mas alta cuando éste esta formando un complejo con el ADN que cuando se
encuentra libre. En RMN *'P, las sefiales de fosforo del enlace fosfodiester del esqueleto
del ADN, aparecen a campo mas bajo cuando el ADN estd interactuando con el agente
intercalante que cuando estd libre, esto indica una perturbacion en el esqueleto de azicar y
fosfato provocada por la intercalacion. También por RMN pueden detectarse cambios en
los puentes de hidrogeno que se forman y se puede deducir cudl es la interaccion entre el
ADN vy el agente intercalante, es decir, se puede estudiar la estructura tridimensional de los
oligonucleoétidos libres y complejados. Como ya se ha mencionado anteriormente, la RMN

también puede ser utilizada para los estudios de desnaturalizacion térmica del ADN.®

2.4.1.5 Determinacion de la intercalacion a través de técnicas fluorométricas.

Las técnicas fluorométricas se basan en el hecho de que algunos complejos
formados entre agentes intercalantes y ADN son fluorescentes, un ejemplo de ellos es el
complejo formado con bromuro de etidio. El bromuro de etidio es una molécula formada
por tres anillos aromaticos fusionados, posee propiedades de cromoédforo y su estructura
planar le permite intercalarse entre los pares de bases del ADN formando un complejo

fluorescente.

17



2. ANTECEDENTES

NH,

(A

H,N

Figura 8. Estructura del Bromuro de Etidio.

La formacion de dicho complejo es reversible y el bromuro de etidio puede ser
desplazado de sus sitios de union por otros agentes intercalantes que tengan mayor afinidad
por el ADN. Al ser desplazado el bromuro de etidio la fluorescencia inicial de la solucion
va en decremento y este fendmeno puede ser monitoreado con el uso de un
espectrofluorémetro.

Los datos recogidos del espectrofluorémetro son procesados estadisticamente, se les
ajusta a la ecuacion de una hipérbola cuadrada de la cual es posible obtener el
desplazamiento méaximo de bromuro de etidio provocado por el compuesto evaluado, asi
como también la constante de afinidad aparente al ADN. Dada la sencillez del método, las
técnicas por desplazamiento de bromuro de etidio son muy utilizadas para evaluar otros
agentes intercalantes.'’

Es muy importante considerar que ademas de la intercalacion hay otras formas en
que las moléculas pueden interactuar con el ADN, debido a que ademas del residuo planar
algunas de las moléculas poseen también cadenas y ramificaciones que al ser capaces de
interactuar con el ADN pueden inducir algunos cambios en las propiedades del mismo

, . .y . .7 19
como su topologia, densidad, punto de fusién o desnaturalizacion, etc.
2.5 Topoisomerasas

Las topoisomerasas son enzimas que actuan sobre la topologia del ADN, se
encargan de eliminar el superenrollamiento de las hebras de ADN, es decir, de relajarlo.

Son importantes en procesos como replicacion, expresion de genes, reparacion y
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empaquetamiento de los 4cidos nucléicos La replicacion del ADN implica que sean

separadas las dos cadenas, si se realizara esta separacion de una manera mecanica se

produciria una rotacion en un extremo del ADN, dando como resultado un

sobreenrrollamiento que dificultaria la separacion de las hélices. Para evitar este problema

los organismos han desarrollado herramientas enzimaticas que enrollan o desenrollan la

molécula de ADN. 2%2!

Este proceso se logra por la accion de las topoisomerasas. Las topoisomerasas

catalizan la ruptura y union de las cadenas de ADN tornandolo mas o menos enrollado que

el ADN original. Existen dos clases de topoisomerasas en los mamiferos:

1.

La topoisomerasa I, actia provocando un corte transitorio en una de las hebras del
ADN y hace rotar uno de los extremos alrededor de la hebra intacta, luego vuelve a
unir los extremos separados esto produce una relajacion del superenrrollamiento.

La topoisomerasa II tiene la capacidad de romper las dos cadenas del ADN, es
dependiente de ATP es decir las topoisomerasas son ATPasas y puede generar o

deshacer asas superenrrolladas.

La topoisomerasa II tiene un ciclo catalitico dividido en seis pasos:

l.

Unioén de la enzima al ADN. Ciertas secuencias especificas son reconocidas por la
topoisomerasa II, ademés la enzima es capaz de reconocer la topologia del ADN
distinguiendo entre zonas enrolladas y no enrolladas interactuando preferentemente
con zonas enrolladas.

Formacion del complejo previo a la translocacion. Se forma un complejo entre el
ADN vy la enzima, se produce la ruptura de la doble hebra de ADN y se establece un
equilibro de ruptura/ unioén de las doble hélice de ADN. Durante la ruptura de la
doble hélice se forma un enlace entre un residuo de tirosina del sitio activo de la
enzima con un grupo 5’-fosfato de la cadena de ADN.

Translocacion. La unién de ATP al complejo favorece un cambio conformacional
en la enzima, lo que lleva al paso de la parte intacta de la doble hebra a traves del

corte transitorio formado en el paso anterior.
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4. Post-translocacion. Después de la translocacion, se vuelve a establecer un equilibrio
ruptura/unién el cual permite la union de la doble hebra de ADN. Este paso es
similar al segundo.

5. Hidrolisis de ATP. La hidrolisis del ATP incorporado en el paso anterior es
necesaria para la separacion del complejo enzima- ADN y que la enzima recupere
su conformacion original.

6. Reciclaje de la enzima.

— v
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Figura 9. Ciclo catalitico de la enzima ADN Topoisomerasa 11

La topoisomerasa II es el blanco primario de algunos firmacos citotdxicos como
antitumorales y antimicrobianos. Estos farmacos no actuan inhibiendo la actividad de la
enzima, si no, favoreciendo la ruptura del ADN en el paso dos del ciclo catalitico de la
enzima, es decir, estabilizando el complejo en la forma en que la doble hélice de ADN esta
rota y evitando que vuelva a unirse, lo cual conduce a la muerte celular. La topoisomerasa

. . . . 20,21
I se convierte entonces en una especie de toxina para la célula.”™
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Complejo ADN- Enzima

Complejo ternario
ADN-enzima-farmaco

de ADN

Apoptosis

Figura 10. Mecanismo de accion de los farmacos que estabilizan el complejo ADN-
enzima.
Un ejemplo destacado de farmaco que act@ian bajo este mecanismo son los
derivados de acridina, los cuales han sido utilizados en el tratamiento contra el cancer con

buenos resultados y de los cuales se habla a continuacion.

2.6 Acridinas.

Los agentes terapéuticos basados en el nucleo de acridina fueron inicialmente
utilizados como antimalaricos como es el caso de la azacrina y como antibioticos como la
aminacrina. El primer derivado de acridina utilizado en el tratamiento del cancer fue la
amsacrina (m-AMSA), un miembro de la familia de las 9-anilinoacridinas utilizado en el
tratamiento de la leucemia.

Los derivados de acridina se han usado como antitumorales debido a su capacidad

intercalante y a su afinidad por el ADN. Como ya se menciono, la intercalacion es

21



2. ANTECEDENTES

necesaria pero no es suficiente para la accion antitumoral. La citotoxicidad de estos
compuestos ha sido asociada a la inhibicidon de las topoisomerasas y las telomerasas. Los
derivados de acridina han sido utilizados como modelos para el disefio de nuevos farmacos
antitumorales debido a la efectividad que han mostrado en el tratamiento de esta
enfermedad. Uno de los derivados de 9-aminoacridina maés conocido es el antes
mencionado m-AMSA.

El mecanismo de accion de m-AMSA es la formacion de un complejo terciaro con
ADN vy topoisomerasa II como ya se ha descrito anteriormente. Se ha postulado que la
estructura del farmacoforo para los agentes intercalantes como la amsacrina puede
considerarse de la siguiente forma: un sistema planar que se intercala con el ADN y una

. , . : 11
cadena lateral que interactia con el surco menor y con la enzima ADN topoisomerasa II."
15, 16,17, 18

\ Parte intercalante

NH
|
OMe
Unién con la enzima/
HN\ interaccién con el surco menor
//S/CH3
o\
Amsacrina

Figura 11. Farmacodforo postulado para los agentes intercalantes
estabilizadores del complejo ADN-topoisomerasa II

2.7 Isosterismo y bioisosterismo

En un principio, el isosterismo era en un concepto puramente quimico, se decia que
eran isosteros aquellos 4tomos o moléculas que presentaran distribucion electronica similar
ya que esto conduce a propiedades quimicas y fisicas similares en ambas especies, asi

pueden observarse las similitudes en las propiedades fisicoquimicas (densidad, constante
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dieléctrica, solubilidad) entre el nitrégeno molecular y el mondxido de carbono, en donde
estas similitudes pueden atribuirse a que se trata de moléculas con el mismo nimero de
atomos y de electrones de valencia. Erlenmeyer propuso extender el concepto de
isosterismo para incluir a aquellas especies que son idénticos en su capa electronica externa
y también a aquellas especies que son aparentemente muy distintas pero que tienen en la
practica propiedades fisicas similares. Pensando en la utilizacion del isosterismo como un
criterio para la preparacion de analogos en el disefio de farmacos, Friedman propuso llamar
bioisosteros a aquellos compuestos que “cumplan alguna de las definiciones de isosterismo
y posean el mismo tipo de actividad biologica”. De forma mas concreta, Thornber propuso
definir los bioisosteros como ‘“grupos o moléculas que tienen propiedades fisicas y

, . . o, . . .. 11
quimicas semejantes y que producen efectos fisioldgicos aproximadamente similares”.

2.8 Tiazolo[5,4-b]quinolinas

Los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas son isosteros del nucleo de acridina, se
trata también de sistemas triciclicos en los cuales, un anillo de benceno ha sido sustituido
por un anillo de tiazol. Estos derivados ya han sido reportados anteriormente en la literatura
aunque no con mucha frecuencia. En algunos trabajos se han reportado como potenciales

antiespasmodicos y antiinflamatorios.

8 9 1
A 7 XX N\
— |/ — >2
N 6 N S
5 4 3

Figura 12. Semejanza estructural entre el niicelo de acridina
y el de tiazolo[5,4-b]quinolina
En 1997 Alvarez-lbarra reporta por primera vez los derivados de tiazolo[5,4-
b]quinolina como potenciales antitumorales.”* En dicho trabajo se realizan modificaciones
en los patrones de sustitucion del nucleo tiazoloquinolina, dentro de las cuales estd la
incorporacion de un atomo de fluor en la posicion 7 del nucleo. Se determind la actividad
citotoxica de estos compuestos en tres lineas celulares; P-388 (neoplasma linfatico murino),
A-549 (carcinoma de pulmoén) y HT-29 (tumor de colon humano), los resultados se ilustran

en la siguiente tabla.
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Tabla 1. Actividad biolégica de Tiazolo[5,4-b]quinolinas reportados por Alvarez-

Ibarra.
R,
R
3 A N\
>
=
N S
Sustituyentes Actividad biolégica Clso(nM)
Linea Linea Linea
Compuesto Ry R, R3 celular celular celular
P-388 A-549 HT-29
A SO,Me OH H 32.4 324 32.4
B SO,Me OH Me >60.4 >60.4 >60.4
C SO,Me OH F 6 6 6
D o OH H 5.76 7.22 7.22
E o OH Me 33 5.6 33
F o OH F 1.65 29 5
G SMe B H 6 6 6
H SMe B Me 5.4 54 5.4
I SMe Y H 12.1 12.1 12.1

a = NH(CH,),NEt,, p = NH(CH);NEt,, y = MeN(CH,);NMe,, Cls) = Concentracion del compuesto que
inhibe el 50% del crecimiento celular.
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En este trabajo puede observarse que la presencia del atomo de flior en la posicion
7 del ntcleo mejora la actividad biologica del compuesto si se compara con los andlogos
que tienen H o Me en la misma posicion.

Una nueva familia de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas fue sintetizada
y evaluada su actividad biolégica por Lira-Rocha y colaboradores.” ** En estos derivados
se incorpora un grupo tiometilo o bien grupos alquilamino en la posicion 2 del sistema
triciclico. El grupo anilino incorporado en la posicion 9 del ntcleo de tiazoloquinolina
presenta distintos patrones de sustitucion. La actividad biologica fue evaluada en las
siguientes lineas celulares: dos lineas celulares cervicales (Hela y C-33), dos lineas
celulares de cancer colorectal (SW480 y SW620) y una linea celular de leucemia
mielogénica (K-562). Los resultados reportados en dicho trabajo se muestran a
continuacion:

Tabla 2. Datos de actividad citotoxica de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolinas.

N S
Sustituyentes. Actividad biologica. Clso(uM) en lineas
celulares.
Compuesto | Ry R; R4 Rs Hela | C-33 | SW480 | SW620 | K-562
1 SCH3 H H H >200 | 153.7 | >200 | >200 | >200
2 SCH; | NH; H H 176.5 | 138.8 | >200 | >200 | 143.4
3 SCH; | NHAc | H H >200 | >200 | >200 1539 | 853
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4 SCH; | NH, H | CH,OH | >200 | >200 | >200 183.9 | 1434
5 SCH3 Cl H H 69.4 | 1293 | 110.7 | 129.7 | 80.3
6 SCH; | CN H H 7.8 15.0 28.7 43.8 8.0
7 SCH; | OMe H H 253 | 754 66.7 26.6 22.2
8 SCH; | CF; H H 433 | 59.7 65.1 62.3 67.1
9 SCH; | NO, H H 152.2 | >200 | >200 | 160.82 | >200
10 SCH; | OH H H >200 | 146.1 | 1469 | 1463 | 173.3
11 SCH; | NHMe | H H 46.22 | 133.9 | 101.4 | 118.7 | 46.9
12 SCH3 X H H 21.7 | 199 13.6 19.7 12.5
13 SCH3 H Cl H 123.8 | >200 | >200 1459 | 79.5
14 SCH;3 H H H 200 | >200 | >200 110.8 | 77.2
15 SCH3 H H H 140 | >200 | >200 >200 120
m- AMSA 9.5 8.8 27.7 16.7 19.9

X =-(CO)EDA, EDA= 2-((N,N-dietilamino)etilamino, Clsy= concentracion del compuesto que inhibe el 50%
del crecimento celular.
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Tabla 3. Datos de actividad bioldgica citotéxica de alquilamino[S,4-b]quinolinas.

Rll
\ N
\>7R'

N/ S

Sustituyentes Actividad biologica. Clso(uM) en lineas celulares.
Compuesto R’ R” Hela C-33 SW480 | SW620 K-562

16 SCH; EDA 12.9 9.6 27.9 16.8 7.8
17 EDA Cl 12.9 9.4 19.5 15.2 9.3
18 EDA -C¢Hs 15.9 22.4 37.7 21.6 16.8
m-AMSA 9.5 8.8 27.7 16.7 19.9

EDA= 2-((N,N-dietilamino)etilamino

De estos resultados se encontré que los compuestos que presentan mayor actividad
bioldgica son el 6, el cual tiene un grupo nitrilo en la posicion 3’ del anillo de anilina, y los
compuestos 12, 16, 17 y 18 que tienen una cadena alquilamino en su estructura. En
términos generales, se observa que los compuestos con mayor actividad biolégica son
aquellos que tienen sustituyentes en la posicion 3’ del anillo de anilina que los que lo tienen
en posicion 4°. Ademas aquellos compuestos que presentan una cadena alquilamino en su
estructura presentan una mayor actividad que los que no la tienen.

En un trabajo de tesis posterior, en donde se sintetizaron y evaluaron en las mismas
lineas celulares derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con cadenas alquilamino en
la posicioén 2 del sistema triciclico, se encontrd que contrario a los resultados del primer
trabajo, la actividad citotoxica se veia favorecida por la presencia de sustituyentes en la
posicion 4’ del anillo de anilina mas que por la presencia de grupos en la posicion 3’ del

mismo. %
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En ambos trabajos se encontr6 que existe influencia en la actividad bioldgica del
compuesto dependiendo de la naturaleza de los grupos sustituyentes en el anillo de anilina
de la posicion 9 del nucleo de tiazoloquinolina, encontrandose que en general la presencia
de grupos electroatractores favorece la actividad citotdxica.

Basandose en estas observaciones, es interesante plantear un trabajo donde se
estudie nuevamente la influencia sobre la actividad biologica de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina de grupos sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo de anilina, tanto
electroatractores como electrodonadores, asi como también la influencia de las cadenas de
alquilamino en la estructura pero en los cuales se ha incorporado un atomo de fluor en la
posicion 7 del sistema triciclico, por todo lo anterior, en el presente trabajo se plantea la
sintesis y determinacion de las propiedades intercalantes en ADN de derivados de 7-
fluorotiazolo[5,4-b]quinolina en los cuales se proponen las siguientes variaciones
estructurales: la incorporacion del anillo de anilina en la posicion 9 del ntcleo de 7-
fluorotiazolo[5,4-b]quinolina, la incorporaciéon de un grupo OMe (electrodonador) o de un
grupo CN (electroatractor) en las posiciones 3’ 0 4’ del anillo de anilina y la incorporacién

de un grupo alquilamino en las posiciones 2 o 9 del sistema triciclico.

28



3. OBJETIVOS

3. Objetivos

3.1 Objetivo general.

Sintetizar, caracterizar y determinar las propiedades intercalantes en ADN de

derivados de 7-fluorotiazolo[5,4-b]quinolinas como posibles agentes antitumorales.

3.2 Objetivos particulares.

1. Realizar la sintesis de los siguientes compuestos.

No. de compuesto Estructura Nombre
Vi HNO 9-anilino-7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-
b]quinolina
A N\>_S/
N~ S

HN/@ 9-[[(3-ciano)fenil]amino]-7-fluoro-2-
VI F (metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina
XN/
A3
NZ S

OCH,

Vil HN 9-[[(3-metoxi)fenillamino]-7-fluoro-2-

F NN (metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina
»—s
N
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Z | ¥
N
. 9-[[(4-ciano)fenil]amino]-7-fluoro-2-
VIl \O\)\IN\ /| (metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina
A3
N S
HN . . .
IX . 9-[[(4-metoxi)fenil]amino]-7-fluoro-2-
N N\>_S/ (metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina
N
- T | 9-Cloro-2-[[2-(N.N-
AN N /\/N . - - - -
X m S—Nf j dietilamino)etil]Jamino]-7-
NT 7S fluorotiazolo[5,4-b]quinolina
HN/\/NW 9-[[2-(N,N-dietilamino)etil]Jamino]-7-
XV F NN fluoro-2-(metilito)tiazolo[5,4-b]quinolina
)
N

2. Caracterizar

espectroscopicas.

los derivados obtenidos con base a sus constantes fisicas vy

Determinar las propiedades intercalantes al ADN de los derivados sintetizados por el

método de desplazamiento de bromuro de etidio.
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4. Esquema general de sintesis.
0

o)
Q H (b)
/\O)J\/NH;& /\O/lK/N\”/S\ — /\O/U\/NYS\

N N HN
s>\ > o NN/

cr 0} S (n S
0
/\O/SEN y o i Cl
\ ~—N /
S — >
HN S>\ _ )= —= ¥
N S
(1 (V)
F
(e)
®) ‘
o G
HO HN
N\ S/ ~—N /
HN™ 7S N—¢
N 5>7
0 Vie SCN
(V-1X) Vii= 30Me
VIII=4'CN
E IX= 4'OMe

(9)

HN

- /\>75

(Xt (XIV)

Figura 13. Esquema general de sintesis.

(a) 1.CSy/NaOH  2.CH;L. **®  (b) CH;I/K,CO5. %

(c) 1.tBuO’K"/THF anh./ -75°C 2. F-C¢H4-NCS. 16hrs. **

(d) PPA/POCI:/145-150°C/4hr. **%

(€) R-C¢H,-NH,/ EtOH

(f) KOH/EtOH, reflujo 30 min

(g) 1. 1,1’-carbonildiimidazol/THF, reflujo, 1hr 2. N,N-dietiletilendiamina/CH,Cl,, reflujo, 3hrs
(h) POCI13/PPA/120°C/30 min®®
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Continuacion
cl cl
F N (a) F N K
N AN N
A\ -~ A\ N
P J o
N S N S
(V) (X)

(a) N,N-dietiletilendiamina/Benceno, Temperatura ambiente, 4 hrs
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6. Parte experimental

6.1 Parte Quimica.

6.1.1 Reactivos y equipo

Todas las materias primas utilizadas en las sintesis se adquirieron comercialmente
en grado reactivo.

Para la evaporacion de los disolventes se empled un evaporador rotatorio marca
Biichi modelo RE 111. Para la destilacion a presion reducida se ocupd una bomba para
vacio marca FELISA modelo FE-1405 con capacidad maxima de 0.1 mm Hg.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un aparato Nicolet FT5SX en pastilla
de KBr a menos que se indique otra cosa. Las unidades se reportan en cm™.

Los espectros de RMN 'H se realizaron en un aparato Varian VxR-300S (300
MHz). Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm  (8) y las constantes de
acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefales se expresa como s=
sefal simple, d= sefial doble, t= sefal triple, c= sefial cuddruple, sa= sefial simple ancha,
ta= senal triple ancha, dd= sefial doble de doble, ddd= sefial doble de doble de doble, dt=
sefial doble de triple, m= sefial multiple. Se utiliz6 tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna y como disolventes dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg) y cloroformo deuterado
(CDCly).

Los espectros de masas se determinaron por IE en un espectrometro JEOL JMS-
AXS505HA, y por 1Q y FAB en un espectrémetro de masas JEOL Sx102, empleando en
FAB alcohol 3-nitro bencilico como matriz. El ion molecular se indica como M'. La

nomenclatura se indica como m/z= masa/carga con su respectiva abundancia relativa.

6.1.2 Cromatografia

Para las cromatografias en columna se empled gel de silice Merck 60 malla 70-230.
Los andlisis cromatograficos se efectuaron en capa fina analitica siguiendo técnicas

convencionales, utilizando placas Sigma-Aldrich de vidrio recubiertas con gel de silice con
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un espesor de 0.25 mm, tamafio de particula de 0.017mm y con indicador para luz UV. Para
la visualizacion de las placas se empled una lampara de luz UV y exposicion a vapores de

yodo.

Tabla 11. Sistemas de elucion empleados.

Sistema Mezcla de disolventes Proporcion
| Hexano/Acetato de etilo 8:2
II Hexano/Acetato de etilo 7:3
11 Diclorometano/Metanol 9:1
v Diclorometano/Metanol/NH40OH 9:1:0.1

6.1.3 Descripcion de las sintesis

6.1.3.1 N —((Etoxicarbonil)metil))ditiocarbamato de metilo (I)

O
O H
1. NaOH/CS,
N )K/N S\
N OJQNHg+ > o hil
C

| 2.CHyl o S

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termémetro,
agitacion mecanica y embudo de adicion, se mezclaron 300 mL de dimetilsulfoxido y 83.76
g del diclorhidrato de glicinato de etilo (0.6 moles). La suspension se agitd vigorosamente a
temperatura ambiente hasta disolucion total. A esta solucion se le adicionaron lentamente
36 mL de una soluciéon 20 M de hidroxido de sodio, manteniendo la temperatura a 20° C.
Terminada la adicion se agregaron lentamente 48 mL de disulfuro de carbono (0.78moles),
manteniendo la temperatura entre 15 y 20° C. Se mantuvo en agitacion durante 40 minutos
a temperatura ambiente. La solucion naranja se enfrié a 0° C y se adicionaron lentamente
48 mL de yoduro de metilo (0.78 moles), manteniendo la temperatura de reaccion a 0° C.
Terminada la adicion se retir6 el sistema de enfriamiento y se dejo agitando por 3 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se vertid sobre 3000
mL de una mezcla de hielo-agua con agitacion constante. El precipitado formado se aislé y
sec por filtracion. Se obtuvieron 44.38 g (38.31%) de un precipitado ligeramente amarillo

(Lit. 51%) con un Rfde 0.30 (sistema I)
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6.1.3.2 N-((Etoxicarbonil)metil)iminoditiocarbamato de dimetilo (II)

@) @]
/\O)K/HYS\ 1.K,CO, /\O)K/N\\(S\
S 2.CHyf .
0] (1 ~

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termoOmetro,
agitacion mecanica y embudo de adicion se mezclaron 44.38 g del crudo del compuesto I
(aproximadamente 0.231 moles), en 123.8 ml de dimetilsulféxido, a la soluciéon amarilla
resultante se le agregd lentamente, una solucioén de 49.5 g de carbonato de potasio en 39
mL de agua, manteniendo la temperatura en 20° C, forméndose una suspension color rojo
pardo. Terminada la adicion la suspension se enfri6 a 0° C y se adicionaron lentamente 20
mL de yoduro de metilo (0.32 moles), manteniendo la temperatura en 0° C y se dejo en
agitacion a temperatura ambiente durante 18 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla de
reaccion se vertid lentamente sobre 1000 mL de agua con agitacion. La solucion acuosa se
extrajo con acetato de etilo (4 x 400 mL). Los extractos organicos se trataron con sulfato de
sodio anhidro y se elimind por evaporacion el acetato de etilo obteniéndose un aceite
oscuro. Este aceite se purificod por destilacion a presion reducida, colectando la fraccion
que destild entre 145-160 °C. Se obtuvieron 44.53 g (96.04%) de un aceite ligeramente
amarillo que se oscurece con la exposicion a la luz (Lit. 98%>*) con un R¢ de 0.4 (sistema
1)
6.1.3.3 4-(Etoxicarbonil)-5-(4-fluorofenilamino)-2-(metiltio)tiazol (I1I)

o)
jv 1. tBUO'K*/ THF anh /\o)i—N
N_ _S oM. \
P Y ~ 2.4-F-CgH,NCS N S)\S/

S

an > (1)

F
En un matraz de tres bocas, tipo europeo, acondicionado con termometro para bajas

temperaturas, embudo de adicién, condiciones anhidras y atmodsfera de argon, se

52



6. PARTE EXPERIMENTAL

mezclaron 6.34 g de tert-butoxido de potasio (56.60 mmoles) en 200 mL de
tetrahidrofurano anhidro. La suspension formada se enfrio a -75° C mediante un bafo de
hielo seco-acetona. Al embudo de adicion se transfirid6 mediante una canula una solucion de
8 g del compuesto II (38.64 mmoles) en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro, la cual se
adiciond por goteo a la suspension de tert-butéxido de potasio, manteniendo la temperatura
en -75° C. Terminada la adicidon, la solucion amarillo-naranja resultante se dejo agitar
durante 90 minutos a la misma temperatura. A continuacidon se transfirid al embudo de
adicion una solucion de 5.9 g de 4-fluorofenilisotiocianato (38.64 mmoles) en 15 mL de
tetrahidrofurano anhidro y se adicion6 por goteo, cuidando que la temperatura se
mantuviera en -75° C. Se dejo agitar durante 45 minutos mas y se retird el sistema de
enfriamiento. Cuando la temperatura se acercod a -10° C se formo un precipitado amarillo.
La suspension formada se dejo en agitacion durante 16 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo la suspension amarilla se vertié lentamente en 1600 mL de agua
con agitacion constante, formandose un precipitado blanco el cual se separd y secd por
filtracion al vacio. Se obtuvieron 10.89 g (90.6 %) del compuesto III con un punto de

fusion de 75° C y un Rf de 0.57 (sistema I)

1.1.3.4 9-Cloro-7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IV)

o)
/\o)jN PPA/POCI, cl
\ 145-150°C  F N
HN S)\s/ - \>75—
S

=
N

() V)
F

En un matraz de fondo redondo de 1 boca se colocaron 3.12 g (10 mmol) del
compuesto III, se adicionaron 900 mg de &acido polifosférico (7.6 mmol) y 3 mL de
oxicloruro de fésforo (11.7 mmol). La mezcla de reaccion se calentd, con agitacion
constante a 145-150° C por 4 horas. Terminado este tiempo se dejo enfriar a temperatura

ambiente, se obtiene un aceite color café al cual se le agregaron lentamente y en bafio de
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hielo 5 mL de etanol frio. Al disolverse el aceite precipité un sélido color amarillo. La
suspension se vertid sobre 20 ml de agua, el precipitado resultante se separ6 por filtracion.
Posteriormente este solido se suspendié en 5 ml de agua destilada y se ajusté a pH= 8 con
solucion saturada de bicarbonato de sodio. El precipitado amarillo pélido se separd por
filtracion al vacio y seco por succion. El crudo se suspendié en metanol con agitacion
durante 5 minutos y se filtré para obtener 1 g (35%) del compuesto VII con un punto de
fusion de 184- 186° C y un Rf de 0.65 (sistema 1)

IR (pastilla, espectro 4): 1371 (C-S); 1628, 1586, 1549, 1494, 1453 (aromaticos).
RMN 'H (DMSO-dg, espectro 5): 2.89 (s, 3H) SCHj3; 7.53 (ddd, J=10.8, 7.8, 2.7 Hz) H-6;
7.97 (dd, J=9.3, 5.1 Hz) H-5 8.09 (dd J=9.6, 2.7 Hz) H-8.
EM (IE, espectro 6): 284 (M, 100%)

6.1.3.5 9-anilino7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (V)

H,N
F N 2 F N
X X
/ /
N~ S EtOH/HCI N~ S
V)

(V)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante y con
atmosfera de nitrogeno se suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 ml de
etanol absoluto, se afiadieron 3 gotas de acido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por
10 minutos. Terminado este tiempo se agregaron 0.4 mL (1.05 mmol) de anilina y se
calent6 la mezcla a reflujo durante 7 horas. Transcurrido ese tiempo la reaccion se enfrio a
temperatura ambiente. Se elimino el etanol a presion reducida. El residuo se suspendio en
10 mL de agua, se separd por filtracion al vacio. Se resuspendi6 nuevamente el sélido en 10
mL de agua destilada y se llevdo a pH= 8 con carbonato de sodio al 10% precipitando un
solido amarillo que se filtr6 al vacio. El solido se resuspendi6é en metanol, se filtr6 al vacio
y se secOd por succidon para obtener 138.7 mg (81.47%) de 9-anilino-7-fluoro-2-
(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.58 (sistema II) y un punto de fusion de

187-190° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:
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IR (pastilla, espectro 7): 3423, 3208 (-NH-); 1624, 1597, 1580, 1545, 1525, 1493,
1448, 1401 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-dg, espectro 8): 2.335 (s, 3H) SCH3; 7.155 (d, J=7.6) H-2’, H-6;
7.329 (t, J= 15.6,8.0) H-3’, H-5’; 7.094 (t, J= 7.6) H-4’; 7.992 (dd, J=9.2,5.2) H-5; 7.713
(ddd, J=10.8,9.6,2.8) H-6; 8.273 (dd, J=11.2,2.4) H-8; 9.706 (s, intercambia con D,0) Ar-
NH-Ar

EM (FAB, espectro 9): 342 (M'+1, 100%), 341 (M", 41.3%)

6.1.3.6 7-fluoro-9-[[(3-ciano)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (VI)
CN

Cl /@ HN
HN
F N 2 a XN
L Ty
= /
N~ S EtOH/HCI N~ S

(VD)

(V)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 ml de etanol, se afiadieron 3 gotas
de acido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo se
agregaron 126 mg (1.05 mmol) de 3-aminobenzonitrilo y se calent6 la mezcla a reflujo
durante 18 horas. La reaccion se enfrid a temperatura ambiente. Se eliminé el etanol a
presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua se separd por filtracion al
vacio. Se resuspendio nuevamente en 10 mL de agua destilada y se ajust6 a pH= 8 con
carbonato de sodio al 10% precipitando un solido amarillo que se filtro al vacio y se seco
por succion para obtener 153 mg (81.4%) de 7-fluoro-9-[[(3-ciano)fenil]amino]-2-
(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.43 (sistema II) y un punto de fusion de
252-253° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 10): 3430 (-NH-); 1603, 1586, 1543, 1511, 1479,
1443 (aromaticos); 2222 (-CN).
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RMN 'H (DMSO-ds, espectro 11): 2.319 (s, 3H) SCH3; 7.650 (s) H-2’; 7.536 (sa,
3H) H-4’, H-5", H-6"; 8.008 (dd, J=9.6,5.6) H-5; 7.757 (ddd, J=9.2, 2.0) H-6; 8.496 (dd, J=
10.4,2.0) H-8; 10.429 (s, intercambia con D,O) NHAr

EM (FAB, espectro 12): 367 (M™+1, 100%), 366 (M", 17.4%)

6.1.3.7 9-[[(3-metoxi)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina

6.1.3.7.1 3-nitroanisol (XV)

OH OMe

MeSO,

NaOH
O,N O,N
(XV)

En un matraz de fondo redondo de una boca y con agitacion magnética, se
colocaron 10 g (0.072 moles) de 3-nitrofenol y se afiadieron 30 ml de una solucion de
NaOH al 15% (0.1125 moles). La mezcla se agitd vigorosamente y se formé una solucion
de color rojo pardo. La solucion se enfrid a 10° C y se afiadieron por goteo 7.2 ml (0.076
moles) de sulfato de dimetilo cuidando que la temperatura se mantuviera en 10° C.
Terminada la adicion se dejo agitando a temperatura ambiente por 10 minutos, se adaptd un
refrigerante y se calent6 a reflujo por 2 horas. Durante los primeros 10 minutos la solucion
se fue aclarando hasta quedar de color caf¢ claro. Terminado el tiempo de reflujo se extrajo
con acetato de etilo (4 x 20 ml), las fases orgénicas se juntaron y se lavaron con NaOH al
5% (4 x 10 ml) y agua destilada (3 x 15 ml). La fase organica se tratdé con sulfato de sodio
anhidro y se evaporo el disolvente a presion reducida, quedando un residuo color café que
se recristalizo de hexano, obteniéndose 5.90 g (54%) de agujas blancas de 3-nitroanisol con

un punto de fusion de 38°C (Lit 38-39° C) y un Rf de 0.46 (sistema II)
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6.1.3.7.2 3-aminoanisol (XVI)

OMe OMe

SnClz

Y

HCI

(XV) (XVI)

En un vaso de precipitados con agitaciéon magnética puesto en un bafio de hielo-
agua, se colocaron 30 ml de HCI concentrado y se afiadieron lentamente 7.2 g (30 mmol) de
cloruro estanoso. A la suspension blanca formada, se le afiadio lentamente 1.00 g (7.2
mmol) de 3-nitroanisol, terminada la adicion se dejo en agitacion por 10 minutos, se retird
el sistema de enfriamiento y se dejo agitando por 1 hora a temperatura ambiente. La
suspension ligeramente amarilla se ajusté a pH 14 con una soluciéon de NaOH al 50%
quedando una solucidon blanca que se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 ml), las fases
organicas se juntaron y se lavaron con agua destilada, hasta que las aguas de lavado fueran
neutras. La fase orgénica se tratd con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente a
presion reducida, quedando 700 mg (87%) de un aceite amarillo que mostré una sola

mancha en cromatografia de capa fina con un Rf de 0.30 (sistema II)

6.1.3.7.2 9-[[(3-metoxi)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[S,4-b]quinolina (VII)

OMe
H,N
F N 2 F N
X X
H—s— H—s—
= =
N~ S EtOH/HCI N~ S

) (V1)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 143 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol, se afiadieron 3 gotas
de 4cido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo se

agregaron 148.8 mg (1.2 mmol) de 3-aminoanisol y se calentd la mezcla a reflujo durante
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16 horas. La reaccion se enfrid a temperatura ambiente. Se elimin6 el etanol a presion
reducida. El residuo se suspendio en 10 mL de agua, el s6lido amarillo resultante se separd
por filtracion al vacio, se resuspendidé nuevamente en 10 mL de H,O y se llevo a pH= 10
con carbonato de sodio al 10% precipitando un so6lido amarillo limén, el cual se
resuspendié en diclorometano, se filtr6 al vacio y se seco por succion para obtener 130.9
mg (70.07%) de 7-fluoro-9-[[(3-metoxi)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina,
con un Rf de 0.53 (sistema II) y un punto de fusioén de 193-195° C (con descomposicion) al
que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 13): 3424 (-NH-); 1599, 1578, 1549, 1510, 1486, 1438
(aromaticos); 3028 (-OCHj3)

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 14): 2.359 (s, 3H) SCHs; 3.71 (s, 3H) OCHz; 6.74 (m,
3H) H-2°, H-4’, H-6’; 7.25 (dd, J=8.7,8.7 Hz) H-5’; 7.75 (ddd, J= 10.5,7.8,2.7) H-6; 7.97
(dd, J=9.3,5.1) H-5; 8.27 (dd, J=10.8,2.7) H-8; 10.13 (sa, intercambia con D,0O) NHAr

EM (IE, espectro 15): 372 (M'+1, 100%), 371 (M", 17.4%)

6.1.3.8 7-fluoro-9-[[(4-ciano)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (VIII)

CN
o T
Cl /©/ HN
H,N
F XN 2 F XN
i )
— =
N~ S EtOH/HCI N~ S
(Vi)

(V)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol y se afadieron 3
gotas de 4cido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este
tiempo se agregaron 126 mg (1.05 mmol) de 4-aminobenzonitrilo y se calent6 la mezcla a
reflujo durante 27 horas. La reaccién se enfrid a temperatura ambiente. Se eliminé el
etanol a presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua, se separd por
filtracion al vacio, se resuspendio nuevamente en 10 mL de agua destilada y se ajustd a
pH= 8 con carbonato de sodio al 10% precipitando un s6lido amarillo que se filtr6 al vacio,

posteriormente este solido se resuspendid en diclorometano y se separd y secd por succion

58



6. PARTE EXPERIMENTAL

para obtener 111.0 mg (75.05%) de  7-fluoro-9-[[(4-ciano)fenil]amino]-2-
(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.38 (sistema II) y un punto de fusion de
235-238° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 16): 3422 (-NH-); 1600, 1575, 1534, 1511, 1496, 1474, 1437
(aromaticos); 2220 (-CN).

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 17): 2.49 (s, 3H) SCH3; 7.2 (d, J=8.1) H-2’, H-6’;
7.66 (d, J=8.1) H-3’, H-5’; 7.72 (dd, J=9.0,7.5), H-6; 8.07 (dd, J=9.6), H-5; 8.15 (d, J=9),
H-8; 9.90 (sa, intercambia con D,O) NHAr

EM (FAB, espectro 18): 367 (M'+1, 100%), 366 (M, 28.4%)

6.1.3.9 9-[[(4-metoxi)fenil]amino]-7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IX)
OMe
OMe /©/
H2N F N
XN X
"L L
N EtOH/HCI N~ S

(V) (1X)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 143 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol y se afadieron 3
gotas de 4cido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este
tiempo se agregaron 80 mg (0.65 mmol) de 4-aminoanisol y se calent6 la mezcla a reflujo
durante 20 horas. La reaccidon se enfrio a temperatura ambiente. Se elimind el etanol a
presion reducida. El residuo se suspendido en 10 mL de agua, se separd por filtracion al
vacio, se resuspendi6 nuevamente en 10mL de agua destilada y se llevdo a pH= 8 con
carbonato de sodio al 10% precipitando un solido amarillo limén que se filtr6 al vacio, se
lavé con cloroformo y se seco por succion para obtener 133.93 mg (72.3%) de 7-fluoro-9-
[[(4-metoxi)fenilJamino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.5 (sistema II)
y un punto de fusion de 203-205° C (con descomposicion) al que se determinaron sus
constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 19): 3444, 3204 (-NH-); 1602, 1577, 1545, 1504, 1472, 1444
(aromaticos); 3026 (-OCH3).
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RMN 'H (DMSO-dg, espectro 20): 2.30 (s, 3H) SCH;; 3.77 (s, 3H) OCHs; 6.96 (d,
J=8.8), H-3’, H-5"; 7.22 (d, J= 8.8), H-2’, H-6"; 7.78 (ddd, J=9.2,8.0,2.8) H-6; 7.989 (dd,
J=9.2,5.6) H-5; 8.413 (dd, J=11.2, 2.4) H-8; 10.11 (sa, intercambia con D,0) NHAr

EM (FAB, espectro 21): 372 (M'™+1, 100%), 371 (M", 26.1%)

6.1.3.10 9-Cloro-7-Fluoro-2-[[2-(N,N-dietilamino)etill]amino]tiazolo [5,4-b]quinolina
(X)

K

N
F N F N
m \%S/ - h \FN/\/N
7 7 H W
N S 65°C 4 hrs N S
(v) X)

En un matraz de una boca acondicionado con refrigerante y bajo atmdsfera de
argon, se colocaron 150 mg del compuesto IV (0.53 mmol), 0.3 mL (4.5 mmol) de N,N-
dietiletilendiamina y 1 mL de benceno, la mezcla se colocé en bafio Maria y se agitd
manteniendo la temperatura del bafio en 60°C durante 4 horas. Durante el transcurso de la
reaccion se aprecidé el desprendimiento de un olor desagradable. A la solucion café
resultante se agregaron 30 mL de diclorometano (3 x 10 mL). La solucidn organica se lavo
con agua destilada (3 x 5 mL) y solucién saturada de cloruro de amonio (3 x 5 mL) y se
tratd con sulfato de sodio anhidro. Se elimind el diclorometano a presion reducida,
obteniéndose un soélido de color blanco de consistencia ligeramente pastosa, el cual se
resuspendié en metanol, se separd y se secod por succion obteniéndose 78.1 mg de un sélido
color blanco (42.23%) de 7-fluoro-9-cloro-2-[[2-(N,N-dietilamino)etil]amino]tiazolo[5,4-
b]quinolina con un punto de fusion de 138-140° C y un Rf de 0.44 (sistema V)
determinandose sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 22): 3425 (-NH-); 2965, 1392 (-CHs); 1615, 1564, 1495, 1445,
1424 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 23): 1.06 (t, J= 6.9, 6H) 2-CH3; 2.53 (q, J=7.2, 4H)
2-CH,- ; 2.65 (t, J= 7.2,2H) -CH,-; 3.64 (sa, 2H) —-N-CH,-; (dd, J= 9.9,2.1Hz) H-8; 7.98
(dd, J=9.0,5.7) H-5; 7.54 (ddd, J=9.0,8.4,2.4) H-6; 8.91 (sa, intercambia con D,O) NHAr.

EM (FAB, espectro 24) 353 (M'+1, 100%)
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6.1.3.11 9-[[2-(N,N-dietilamino)]etil]amino]-2-(metiltio)-tiazolo[5,4-b]quinolina (XIV)
6.1.3.11.1 4-Carboxi-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol (XI)

O 0
/\O)jltl KOH/EtOH Ho/ifl:l
HN S)\S/ HN S)\S/

(1) (X1)

F

En un matraz de fondo redondo de dos bocas, acondicionado con termdémetro y
agitacion magnética, se disolvieron 4.00 g del compuesto III (13.6 mmoles) por agitacion
en 40 ml de etanol absoluto. A la solucion se le agregd una solucion de 2.45 g de hidroxido
de potasio en 3.5 ml de agua y se calentd en bafio Maria a reflujo durante 30 minutos. La
mezcla de reaccion se enfrio y se vertié sobre 500 ml de agua-hielo. Se acidifico con acido
clorhidrico al 10% hasta pH aproximadamente 5. El precipitado blanco formado se separd
por filtracion al vacio y se dejo secando por succion para obtener 2.87g (78.82%) de un

solido rosa claro con un Rf de 0.29 (sistema III)
6.1.3.11.2 4-(1H-imidazol-1-il)carbonil-5-(4-fluorofenilamino)-2-

(metiltio)tiazol (XII)

HO N N/\N)OI\N/\\\N N/\N N /
DA

THF anh

En un matraz acondicionado con refrigerante, condiciones anhidras y trampa de
cloruro de calcio, se colocaron 684 mg de 1,1’-carbonildiimidazol (4.20 mmol) y se

suspendieron en 5 ml de tetrahidrofurano anhidro. La suspension blanca se enfrid en bafio
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de hielo-agua a 5° C y se agregaron 532 mg del compuesto IV (1.873 mmol). Se observé la
formacion de una solucion color ambar y la evolucion de didxido de carbono. Se retir6 el
sistema de enfriamiento, se cambid por un bafio Maria, se calenté a reflujo por 1 hora.
Transcurrido este tiempo se agregaron 25 ml de diclorometano y la solucién orgéanica se
lavo con bicarbonato de sodio al 10% (3 x 10 ml), agua destilada (3 x 10 ml) y solucién
saturada de cloruro de amonio (3 x 10 ml) y se tratd6 con sulfato de sodio anhidro. Se
eliminé el diclorometano a presion reducida obteniéndose 295 mg (88.3%) de un solido
color amarillo intenso con un punto de fusion de 38°C y un Rf de 0.50 (sistema III), sus
constantes espectroscopicas son:

IR (pastilla, espectro 25): 3209, 3154, 3062 (NC=0); 1620 (C=0); 1604, 1554,
1509, 1420 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 26): 2.71 (s, 3H) SCH;; 7.13 (d, J=8.1,2.1) H-2’, H-
6’; 7.14 (s, 1H) H-4”; 7.28 (ddd, J=9.0,3.6,2.1) H-3’; 8.04 (s, 1H) H-2”; 9.12 (s, 1H) H-5”;
10.5 (s, 1H, intercambia lentamente con D,O) N-H.

EM (FAB, espectro 27): 335 (M'+1, 100%)

6.1.3.11.3 4-[|2-(N,N-dietilamino)]etil|]carbamoil]-5-(4-

fluorofenilamino)-2-(metiltio)tiazol (XIII)

N%\N P \ N
~ /\/N\/ /\N/\/
) Rl H,N R K / )\
HN s)\s/ > HN™ N s
CH,Cl,
Fooo(xiy F

(Xl
En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante y

trampa de cloruro de calcio se suspendieron 382 mg (1mmol) del compuesto XII en 5 mL
de diclorometano y se afiadié una solucion de 0.3 mL (3 mmol) de N,N-dietiletilendiamina
en 2 mL de diclorometano. La mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo se agregaron 20 mL de diclorometano y la solucién organica se
lavé con agua destilada (3 x 10 mL) y solucion saturada de cloruro de amonio (3 x 10 mL)

y se tratd con sulfato de sodio anhidro. Se elimin6 el diclorometano a presion reducida

62



6. PARTE EXPERIMENTAL

obteniéndose un sdlido ligeramente amarillo, el cual se resuspende en benceno y se separa
por filtracion al vacio para obtener 344 mg (90.12%) de un sélido blanco con punto de
fusion de 40°C y un Rf de 0.50 (sistema III), sus constantes espectroscopicas son:

IR (pastilla, espectro 28): 3410 (-NH-); 3117, 3067 (NC=0); 2962 (-CH3); 1775,
1666 (C=0); 1555, 1508, 1451 (aromaticos)

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 29): 1.05 (t, J=7.2, 6H, 2 -CH3), 2.62 (q J=7.2,4H, 2 -
CH»), 2.7 (s, 3H, SCH3), 2.76 (t, J=7.5, 2H, CH,), 3.64 (t, J=7.5 2H, CH»), 7.24 (td, J=8.1,
2.1, 2H, H-2', H-6"), 7.42 (ddd, J=9.0, 3.6, 2.1, 2H, H-3', H-5")

EM (FAB, espectro 30) 383 (M'+1, 100%)

6.2 Pruebas de intercalacion en ADN

Las soluciones de los compuestos a evaluar fueron preparadas en DMSO. En todos
los casos se peso el compuesto en una balanza analitica Satorius Handy H51 y se disolvio
directamente en 5 mL de DMSO. A continuacioén se muestra una tabla con los pesos de los

compuestos y la concentracion de cada solucion patron:

Tabla 12. Soluciones patron de los compuestos.

Compuesto Peso Conc.
(mg) (mg/mL)

\% 2.1 0.42

VI 23 0.46

VII 2.2 0.44
VIII 23 0.46

IX 2.2 0.44

X 22 0.44
AHMA 2.1 0.42

El compuesto AHMA se utilizd6 como control debido a que se trata de una agente
intercalante muy efectivo y reportado anteriormente en literatura.

Se prepararon las siguientes soluciones para los ensayos:

6.2.1 Buffer Tris-HC1 0.1M, pH= 7.4

Se pesaron 6.057 g (0.05mol) de Tris y se disolvieron en 490 mL de agua
desionizada y filtrada. Se ajustd6 el pH a 7.4 con HCIl concentrado utilizando un

potenciometro. Se transfirid la solucién a un matraz volumétrico de 500 mL y se ajusto el
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volumen con agua desionizada filtrada. El buffer se transfiri6 a 5 frascos con 100 mL cada
uno y se esterilizdé en una autoclave durante 15 min a 15 Ib de presion y 121°C. El buffer

se utiliz6 en la preparacion de la solucion de ADN.

6.2.2 Buffer Tris-HC1 0.4M, pH= 7.4

Se pesaron 2.423 g (0.02mol) de Tris y se disolvieron en 40 mL de agua desionizada
y filtrada, se ajustd el pH a 7.4 con HCI concentrado utilizando un potenciémetro. Se
transfirid la solucion a un matrdz volumétrico de 50 mL y se ajust6 el volumen con agua
desionizada filtrada. El buffer se utilizo en los ensayos de desplazamiento de bromuro de

etidio.

6.2.3 Solucion de ADN 300 pg/mL

Se pes6 una fibra de ADN de alto peso molecular con ayuda de pinzas flameadas
con etanol. A partir de este punto todo el manejo del ADN se realizd en una campana de
flujo laminar en condiciones de esterilidad. Los viales y el agua utilizados en la preparacion
de esta solucion fueron previamente esterilizados en autoclave a 151b de presion y 121°C
durante 15min.

La fibra se coloco dentro de un vial estéril y se le agregaron 15 mL del buffer Tris-
HCI 0.1M pH= 7.4 estéril, el vial se cerrd y se dejo en el refigerador durante toda la noche
para permitir la hidratacion del ADN.

Se realizo la didlisis de la solucion de ADN colocando la soluciéon de ADN dentro
de una bolsa de dialisis de tamafio adecuado dejando algo de aire dentro de la misma, la
bolsa cerrada se colocd dentro de un vaso de precipitados con agitacion magnética y agua
estéril suficiente para cubrir la bolsa de didlisis, se dejé en agitacion durante dos horas.
Transcurrido ese tiempo el agua se cambi6 por Buffer Tris-HCI 0.1M pH=7.4 estéril y se
mantuvo en agitacion en un cuarto frio durante toda la noche. Se transfirio la solucion de
ADN a una caja petri estéril asegurando que no quedara solucién en la bolsa de didlisis.

Se realizd la cuantificacion de la solucion de ADN por espectroscopia UV
registrando la absorbencia a una longitud de onda de 260 nm. La concentracién de la
solucion fue de 1.756 mg/mL. De la caja se tomaron alicuotas de 685 pL y se transfirieron
a frascos viales con tapon de rosca estériles con capacidad de 5 mL. A partir de este punto

el manejo del ADN ya no se realizd bajo condiciones de esterilidad. Los viales se
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almacenaron a -70°C hasta su utilizacion. Para su utilizacion las soluciones de ADN se
descongelaron y se le agregd a cada frasco a utilizar una alicuota de 3315 pL de agua
desionizada para completar un volumen final de 4mL de la solucién y obtener una

concentracion aproximada de 300 pM de ADN.

6.2.4 Solucion 0.72 mM de Bromuro de Etidio

Se pesaron 40 mg de bromuro de etidio (0.lmmol) y se disolvieron en 1 mL de
DMSO. La solucion se filtr6é a través de un filtro Millipore, previamente esterilizado en
autoclave. Para conocer la concentracion de la solucion se reliz6 una cuantificacion por
espectroscopia UV/vis, para lo cual se tomaron 20uL de la solucién y se llevo al aforo con
agua en un matraz volumétrico de 50 mL. Se realiz6 un barrido del espectro de absorcion
de 200 a 500 nm y se determino la absorbencia a 285 nm con lo cual se calcul6 la
concentracion del bromuro de etidio. La concentracion de la solucion fue de 72 mM.
Finalmente se prepar6 una solucion poniendo 5 puL. de la solucion anterior en un volumen
final de 0.5 mL.

La determinacion de las propiedades intercalantes en ADN fue realizada a través del
ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio en ADN'’. Todas las determinaciones se
realizaron en celdas de cuarzo de 10 mm (3 mL) de longitud. El equipo utilizado fue un
espectrofluordmetro marca Shimadzu, modelo RF5000U con lampara de Xenén. Los

parametros utilizados durante las determinaciones fueron los siguientes:

e Modo de barrido: Tiempo.

e Longitudes de onda:  Excitacion 546 nm; Emision 584 nm.

e Anchos de banda: Excitaciéon 3 nm; Emision 5 nm.
e Sensibilidad: Alta.
e Resolucion: Fina.

6.2.5 Preparacion de los ensayos.

Las concentraciones de los reactivos durante los ensayos fueron las siguientes:
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Tabla 13. Preparacion de los ensayos.

Reactivo Volumen (pL) Concentracion final
aproximada
Sol. Patrén de ADN 300 30 ug/mL
(300 pg/mL)
Tris- HC1 750 0.1M
(0.4M)
Bromuro de etidio 20 5uM
(0.72mM)
Agua desionizada 1630 ---

El volumen final de cada ensayo fue de 2.7 mL antes de la adicién de las soluciones de los
compuestos. El volumen al final de cada prueba fue de aproximadamente 3 mL.

Previo a las determinaciones se permitié la homogeneizacion de la mezcla durante
unos segundos mediante agitacion magnética. Posteriormente se inicio la lectura de
fluorescencia y cada 30 segundos se agregaron alicuotas de la solucién stock del compuesto

a evaluar de la siguiente manera:

Tabla 14. Adicion y volumen de las alicuotas

Tiempo(seg) | Vol(nL)
0 0

30 10
60 10
90 10
120 20
150 20
180 20
210 30
240 30
270 30
300* 50
330* 50

*Compuesto X y AHMA.

Todos los compuestos excepto el X y AHMA presentaron problemas de solubilidad, por
lo cual sélo se realiz6 la prueba hasta la adicion de 180 puL (270 seg) de la solucion stock
del compuesto. Después de este punto, los registros de fluorescencia no son confiables
debido la interferencia de las particulas suspendidas. Para cada serie de ensayos, se

corrieron tres blancos con DMSO para eliminar los efectos de la dilucion.
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Para cada compuesto se realizaron 6 repeticiones del ensayo descrito anteriormente. Se
hizo un promedio de los datos obtenidos de las 6 repeticiones y los resultados se ajustaron a
la ecuacion de una hipérbola cuadrada de la cual se obtuvieron los valores de Qmax

(quenching méaximo) y Qso (concentracion necesaria para lograr el 50% del quenching

maximo) de cada compuesto.
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5. Analisis de Resultados

5.1. Intermediarios.

Los intermediarios (compuestos I, I, 11l XV y XVI) para esta sintesis fueron

24-29

obtenidos por métodos previamente informados y se caracterizaron mediante analisis

por cromatografia en capa fina comparativa y por su punto de fusion.

5.2 Compuesto IV.

Figura 14. Compuesto 1V

El compuesto novedoso IV fue sintetizado basadndose en técnicas reportadas
anteriormente®2?, sin embargo se obtuvo un rendimiento menor al esperado (19%,
comparado contra 60% para el caso del derivado no fluorado). Probablemente el anillo de
anilina se encuentra desactivado para la reaccion de sustitucion electrofilica aromatica por
la presencia de un atomo de fldor en la posicién 4 del mismo. Para incrementar el
rendimiento se realizaron varias modificaciones variando la cantidad de &cido polifosforico
y la temperatura de reaccion. Con respecto al acido polifosforico, al rebasar la cantidad de
0.76 equivalentes de éste reactivo en la mezcla de reaccion, no se observa un incremento en
el rendimiento. En cuanto a las variaciones en la temperatura de reaccion, después de 150
°C el rendimiento decrece y adicionalmente se encuentran productos de descomposicion en
el analisis por cromatografia en capa fina, lo cual dificulta la purificacién del producto
deseado. Finalmente como condiciones de reaccion adecuadas, se utilizaron 900 mg de
acido polifosforico y una temperatura de reaccion de 145 — 150 °C.

El trabajo de reaccion también fue modificado con respecto al reportado

anteriormente debido a que se observo que al neutralizar la mezcla de reaccion se
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contamina el producto, con lo cual se dificulta la purificacion del mismo y por lo tanto el
rendimiento disminuye.

El rendimiento final obtenido fue de 35%, por lo que queda pendiente la
optimizacion de esta técnica, la cual es importante ya que este compuesto es un elemento
clave en el esquema de sintesis divergente que se presenta en este trabajo.

El producto se obtuvo como un sélido amorfo de color crema. En su espectro de IR
(pastilla, Espectro 4) se observé a 1371cm™ una banda caracteristica del enlace carbono con
azufre. Se observan bandas a 1628, 1586, 1549 , 1494 y 1453 cm™ caracteristicas de grupos
aromaticos.

En su espectro de RMN 'H (Espectro 5), a 2.89 ppm se observa una sefial simple
que integra para tres protones que corresponde al grupo metilo del tioéter; en la zona
aromatica se observa una sefial doble de dobles a 8.09 ppm (J= 9.6,2.7Hz) que integra para
un protén que corresponde a H-8; una sefial doble de dobles a 7.97 ppm (J= 9.3,5.1Hz) que
integra para un proton y que corresponde a H-5; una sefial doble de doble de dobles a 7.53
ppm (J=10.8, 7.8,2.7Hz) que integra para un proton que se asigné a H-6.

En su espectro de masas (FAB, Espectro 6) se observd un pico base que
corresponde al i6n molecular de 284 (M*, 100%) y que corresponde al peso molecular del

compuesto.

5.3 Andlisis de los derivados de 9-anilino-7-fluorotiazolo[5,4-b]quinolina.

Para la obtencion de los compuestos del V-IX, se utilizo, inicialmente,la técnica
previamente informada para la preparacion de los analogos no fluorados®*®. Lo anterior
resultd inadecuado ya que los tiempos de reaccion fueron méas prolongados y los
rendimientos bajos. Por lo anterior se decidié cambiar el disolvente del medio de reaccion
de metanol a etanol con el fin de alcanzar mayores temperaturas de reaccion dada la baja
reactividad del compuesto 1V, lo cual se atribuye a la presencia del &tomo de fluor. Esta
modificacion resultd adecuada ya que los tiempos de reaccion se redujeron a
aproximadamente 16-18 horas, y los rendimientos se incrementaron, siendo éstos de entre
70-80%. Aun asi los tiempos de reaccion son mayores que para los analogos no fluorados.

Durante el trabajo de reaccion se detecto la presencia de impurezas que dificultaron
la purificacion del producto. Normalmente después del tiempo de reaccion, el pH del crudo

se ajusta a 8 con Na,COs al 10%. La modificacion en el presente trabajo consistio en
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separar el crudo de reaccién por filtracién al vacio antes de ajustarlo a pH=8, el residuo se
resuspendio en agua y se procedio al ajuste del pH. Para verificar si habia producto en las
aguas madres de filtracion, éstas se neutralizaron con bicarbonato de sodio al 10% y se
realizd un analisis por cromatografia en capa fina. Se observo durante la neutralizacion, la
formacion de un precipitado de consistencia semisolida color mostaza para el cual también
se realiz6 un analisis por cromatografia en capa fina. Ni en éste precipitado ni en las aguas
madres se encontrd el producto esperado, por lo que se considerd adecuada la modificacion
hecha al trabajo de reaccion. Con esta modificacion lograron obtenerse rendimientos de
hasta 80% en algunos casos.
Todos los compuestos V-I1X se obtuvieron como sélidos amorfos de color amarillo.

En la tabla 4 se resumen los rendimientos, puntos de fusién y R de estos derivados.

Tabla 4. Punto de fusidn, R;y rendimientos de reaccion

R
R,
HN
F \ N
P
N/ S
Rendimiento
Compuesto Sustituyente p.f. (°C) Rt (a) (%0)
V Ri-H, Ro-H 185-187 0.68 81.47
VI R;-CN, R,-H 252-253 0.57 81.40
VII R;-OMe, Ro-H 193-195 0.60 70.07
VIII R;-H, R,-CN 235-238 0.52 75.05
IX Ri1-H, R,-OMe 203-205 0.56 72.30

(a) sistema de elucion hexano/ acetato de etilo 7:3

5.3 Analisis espectroscopico de los derivados de 9-anilino7-fluorotiazolo[5,4-

b]quinolina.

En los espectros de IR (pastilla, Espectros 7, 10, 13, 16, 19) de estos compuestos se
observaron varias bandas que fueron utiles para confirmar la adicion de la anilina

correspondiente, que se observa alrededor de 3100 cm™. En espectros de los compuestos
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sintetizados se hallaron bandas cuya presencia fue constante. Estas bandas pueden asociarse
al nacleo de tiazolo[5,4-b]quinolina, las cuales se localizan entre 1600 y 1400 cm™
(aromaticos). En algunos casos también fue posible observar una banda alrededor de 1285
cm™ que indicaba la presencia del tioéter.

En la tabla 5 se resumen las bandas méas importantes de los espectros de IR de cada

uno de los compuestos.

Tabla 5. Espectroscopia IR (cm™)

Compuesto
V VI VII VIII IX
NH
3423, 3208. 3430 3424 3422 3444, 3204
Aromaticidad
1624, 1597, | 1603, 1586, | 1599, 1578, | 1600, 1575, | 1602, 1577,
1580, 1545, | 1543, 1511, | 1549, 1510, | 1534, 1511, | 1545, 1504,
1525, 1493, | 1479, 1443. | 1486, 1438. | 1496, 1474, | 1472, 1444,
1448, 1401 1437.
Grupos
funcionales -CN -O-CH -CN -O-CH
2222 3028 2220 3026

Todos los espectros se realizaron en pastilla de KBr

La asignacion de las sefiales de los espectros de RMN *H, se realizé aplicando la
teoria del desplazamiento quimico, multiplicidad de las sefiales y por comparacién con
datos previamente reportados. % Se pudo establecer el siguiente patrén de sefiales:

- Sefial simple entre 2.30 y 2.60 ppm que corresponde al grupo metilo del tioéter.
- Las sefales de los protones del anillo de anilina varian de acuerdo al
sustituyente y a la posicion que este ocupa.
- Las sefales de los protones del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina aparecen en el
siguiente orden de campo alto a campo bajo:
0 H-6, sefial doble de doble de doble (J aproximadamente de 10, 8, 2 Hz)
0 H-5, sefial doble de doble (J aproximadamente de 9.5, 5.5 Hz)
0 H-8, sefial doble de doble (J aproximadamente de 11, 2.5 Hz)
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La sefial del grupo amino que une al anillo de anilino con el sistema triciclico se

observa como una sefial simple ancha alrededor de 10.8 ppm que intercambia con 6xido de

deuterio.

En la tabla 6 se resumen las sefiales observadas (Espectros 8, 11, 14, 17, 20)

Tabla 6. Desplazamientos quimicos RMN *H (DMSO-ds)

Figura 15. 9-anilino7-fluorotiazolo[5,4-b]quinolina.

Compuesto
\Y VI Vil WAl IX
R -H 3’-CN 3’-OMe 4’-CN 4’-OMe
SMe 2.34 (s) 2.32 (s) 2.36 (s) 2.49 (s) 2.30
H-5 7.99 (dd, J= 8.01 (dd, J= 7.97 (dd, J= | 8.07 (dd, J= | 7.99 (dd, J=
9.2,5.2) 9.6,5.6) 9.3,5.1) 9.6) 9.2,5.6)
H-6 7.71 (ddd, J= 7.76 (ddd, J=--, | 7.75(ddd, J= | 7.72 (dd,J= | 7.78 (ddd,
10.8,9.6,2.8) 9.2,2.0) 10.5,7.8,2.7) 9.0,7.5) J=
9.2,8.0,2.8)
H-8 8.27 (dd, J= 8.49 (dd, J= 8.27 (dd, J= | 8.15(d, J=9) | 8.41 (dd, J=
11.2,2.4) 10.4,2.0) 10.8,2.7) 11.2,2.4)
H-2’ 7.16 (d, J=7.6) 7.65 () 7.20 (d, 7.22 (d, J=
J=8.1) 8.8)
H-3’ 7.33(t, J= 7.66 (d, 6.96 (d, J=
156800 | = - | - J=8.1) 8.8)
H-4’ 7.09 (t, J=7.6) 754(a | | e e
H-5’ 7.33 (t, J= 7.66 (d, 6.96 (d, J=
15.6,8.0) 7.54 (sa) J=8.1) 8.8)
H-6’ 7.16 (d, J=7.6) 7.54 (sa) 7.20 (d, 7.22 (d, J=
J=8.1) 8.8)
NHAr 9.71 (s) 10.43 (s) 10.13 (s) 9.90 (s) 10.11 (s)
Otras |  -— | - OMe 3.71 (s)
----- OMe 3.77
(s)
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En la espectrometria de masas de estos compuestos se observo el pico M*1 como el
pico base. En todos los casos coincidid con el peso molecular esperado.

En la tabla 7 se muestran datos de la espectrometria de masas de los compuestos
(Espectros 9, 12, 15, 18, 21)

Tabla 7. Espectrometria de masas.

Compuesto (abundancia relativa)

V VI VII VIII IX
M+1 342 (100%) | 367 (100%) | 372 (100%) | 367 (100%) | 372 (100%)
M+ 341 (41.3%) | 366 (17.4%) | 371 (17.4%) | 366 (23.8%) | 371 (26.1%)

Todos los espectros realizados en FAB*

5.4 Compuesto X.

Figural6. Compuesto X

Normalmente la incorporacion del grupo dietiletilendiamino se hace por solvolisis
del correspondiente tioéter, pero debido a que la materia prima no se disolvio en la
etilendiamina como es el caso de la sintesis del analogo no fluorado®®, se afiadié benceno
como cosolvente, lo cual ayud6 a obtener el producto correspondiente.

El compuesto X se obtuvo como un sélido amorfo de color blanco. En su espectro
de IR (pastilla, Espectro 22), se observa una banda a 3425 cm™ que corresponde a un grupo
amino secundario vecino a un grupo aromatico, a 2965 y 1392 cm™ bandas caracteristicas
de los grupos metilo, a 1615, 1564, 1495, 1445 y 1424 cm™ bandas caracteristicas de los
grupos aromaticos.

En su espectro de RMN 'H (Espectro 23), en la regién alifatica, a 1.06 ppm, se
observa una sefial triple (J= 6.9 Hz) que integra para seis protones que corresponde a los
grupos metilo de la cadena lateral ubicada en la posicion dos del sistema triciclico (Figura
16, protones A); a 2.53 ppm una sefial cuadruple (J=7.2 Hz) que integra para cuatro
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protones y que corresponde a dos grupos metileno (protones B); a 2.65ppm una sefial triple
(J=7.2 Hz) que integra para dos protones, que se atribuye a un grupo metileno (protones C);
una sefial ancha a 3.64 ppm que integra para dos protones y que corresponde a los protones
del metileno vecino a un atomo de nitrégeno (protones D); en la zona aromatica se observa
una sefial doble de dobles (J= 9.9, 2.1 Hz) que integra para un proton y que se atribuye a H-
8; una sefial doble de dobles a 7.98 ppm (J= 9.0, 5.7 Hz) que integra para un proton y que
corresponde a H-5; una sefial doble de doble de dobles a 7.54 ppm (J= 9.0,8.4,2.4 Hz) que
integra para un proton que se asigné a H-6; a 8.91 ppm una sefial simple que corresponde a
un proton unido al dtomo de nitrégeno de la amina secundaria, la sefial desaparece con
D,0.

En su espectro de masas (FAB, Espectro 24) se observd un pico base que
corresponde al i6n molecular de 353 (M* +1, 100%) y que corresponde al peso molecular
del compuesto. Se puede observar la contribucion isotopica del cloro M*+2. El patron de
fragmentacion propuesto es el siguiente:

cl \ cl (\ K}N\/
NN D N\>7N
= S>7 H I N/ S H

Figura 17. Patrén de fragmentacion del compuesto X.
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5.8 Compuesto XIV.

5.8.1 Compuesto XII.

Figura 18. Compuesto XII

Este intermediario se obtuvo como producto principal al intentar obtener el
compuesto XIII usando tetrahidrofurano anhidro como disolvente.

Esta reaccion normalmente se realiza sin el aislamiento del derivado imidazolico,
debido a que diversos reportes sefialan la inestabilidad del mismo. ?**® Normalmente, la
transformacion se lleva a cabo con diclorometano como disolvente, pero debido a la nula
solubilidad de la materia prima en este disolvente, se optd por ocupar, dada su mayor
constante dieléctrica, tetrahidrofurano, en el cual si se disolvi6 la materia prima. Después
de hacer reaccionar la materia prima y el 1,1’-carbonildiimidazol, para formar el
intermediario, se agrega la anilina para formar la amida correspondiente. Contra lo
esperado, la incorporacion del grupo alquilamina no se llevé a cabo de manera satisfactoria
y se obtuvo como producto mayoritario el intermediario imidazolico, el cual se pudo aislar
y purificar.

El compuesto XII se obtuvo como agujas amarillas con punto de fusion de 40 °C.
En su espectro de IR (pastilla, Espectro 25) a 3209, 3154, 3062 cm™ bandas caracteristicas
el grupo amida, a 1620 cm™ una banda caracteristica del grupo carbonilo, a 1604, 1554 cm®
! bandas caracteristicas de los grupos aromaticos.

En su espectro de RMN *H (Espectro 26), en la region alifatica se observé una sefial
simple a 2.71 ppm que integra para tres protones y que corresponde al grupo metilo del

tioéter. En la zona aromatica se observa una sefial doble a 7.13 ppm (J= 8.1, 2.1 Hz) que
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integra para dos protones y que corresponde a H-2" y H-6’; una sefial simple a 7.14 ppm
que integra para un proton y se asigno a H-4”; una sefial doble de doble de dobles a 7.28
ppm (J=9.0, 3.6, 2.1 Hz) que integra para un protdn y corresponde a H-3’; una sefial simple
a 8.04 ppm que integra para un proton y se asigné a H-2” una sefial simple a 9.12 ppm que
integra para un protdon y que corresponde a H-57; a 10.5 ppm una sefial ancha que
corresponde a un protén unido al &tomo de nitrégeno en la posicion 5 del anillo de tiazol,
la cual desaparece con D,0.

En su espectro de masas (FAB, Espectro 27)se observd un pico base que
corresponde al i6n molecular de 335 (M* +1, 100%) y que corresponde al peso molecular

del compuesto.

5.8.2 Compuesto XIII

Figura 19. Compuesto X111

Se intentd la incorporacién del grupo alquilamino utilizando THF como disolvente,
pero la formacién no fue satisfactoria, por lo que se optd por emplear diclorometano. Lo
anterior se atribuye a una alta solvatacién que impide el ataque del nucledfilo. La reaccion
en diclorometanto resultd de buen rendimiento (90%) y la purificacion del producto por
lavados con benceno es sencilla.

En su espectro de IR (pastilla, Espectro 28) se observa a 3410 cm™ una banda
caracteristica de un grupo amino secundario, a 3117 y 3067 cm-1 bandas caracteristicas del
grupo amida, a 2962 una banda caracteristica de los grupos metilo, a 1775 y 1666 cm™
bandas caracteristicas del grupo carbonilo, a 1555, 1508, 1451 cm™ bandas caracteristicas

de grupos aromaticos.
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En su espectro de RMN 'H (Espectro 29), en la region alifatica; a 1.05 ppm se
observa una sefial triple (J= 7.2 Hz) que integra para seis protones que corresponde a los
grupos metilo de la cadena ubicada en posicién cuatro del anillo de tiazol (Figura 19,
protones A); a 2.62 ppm una sefial cuadruple (J=7.2 Hz) que integra para cuatro protones y
que corresponde a dos grupos metileno (protones B); a 2.7 ppm una sefial simple que
integra para tres protones y que corresponde al grupo metilo del tioéter; a 2.76 ppm una
sefial triple (J=7.5 Hz) que integra para dos protones y que se atribuye a un grupo metileno
(protones C); una sefial triple a 3.64ppm (J=7.5 Hz) que integra para dos protones y que
corresponde a los protones del metileno vecino a un atomo de nitrégeno (protones D); en la
zona aromatica se observa una sefial td a 7.24 ppm (J= 8.1, 2.1 Hz) que integra para dos
protones y que se atrubuye a H-3’ y H-6’; una sefial doble de doble de dobles a 7.42 ppm
(J=9.0, 3.6, 2.1 Hz) que integra para dos protones y que corresponde a H-3’ y H-5’.

En su espectro de masas (FAB, Espectro 30) se observd un pico base que
corresponde al i6n molecular de 383 (M* +1, 100%) y que corresponde al peso molecular
del compuesto.

A pesar de que se requiere un paso adicional para la obtencion del compuesto XIll,
en comparacion a la técnica reportada para el analogo no fluorado, las reacciones son de
buen rendimiento y facil trabajo de reaccion lo cual compensa el inconveniente del paso

adicional.

5.8.3 Compuesto X1V

B

o~

HN
XN /
A\
N/ S>78

Figura 20. Compuesto X1V
Se intentd obtener el compuesto XIV por una reaccién de ciclacién del compuesto
XII utilizando acido polifosforico y oxicloruro de fésforo como se menciona en la

literatura para el analogo no fluorado®, sin embargo, s6lo se recuperd materia prima.
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La reaccion se intent6 nuevamente haciendo algunas variaciones. Se redujo la
cantidad de A&cido polifosforico y se recuperd6 nuevamente materia prima. Otras
modificaciones incluyeron, la reaccion en ausencia de oxicloruro de fosforo; incremento
en los tiempos de reaccion y aumento de la temperatura de reaccion hasta 130 °C. Todas las
modificaciones resultaron infructuosas, mas aun, cuando se incremento la temperatura de
reaccion se encontr6 como producto mayoritario el acido carboxilico (compuesto XI).

Debido a la presencia del atomo de fltor en la posiciéon 4 del anillo de anilina es
posible que éste se encuentre desactivado para la reaccién de sustitucién nucleofilica
aromatica como se se observo en el compuesto 1V, por lo tanto la técnica empleada para la

obtencion de este compuesto no es adecuada.

5.9 Pruebas de intercalacién en ADN.

En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos para las pruebas de intercalacion
de los compuestos sintetizados. Se empled6 AHMA como patron de referencia debido a que

es un compuesto que tiene buenas propiedades intercalantes(x).

Tabla 8. Resultados de las pruebas de intercalacién en ADN

Comp | Qmax(%)®| Qse(uM)® | Qmax/Qs°
65.36

AHMA | (163) |7.7(2.13) 8.489 (2.24)

V| 0.85(057) | 1.12(0.83) 0.758

VI | 11.8 (4.94) | 45.02 (4.42) | 0.262 (0.17)

15.57

VIl |364(0.86) | (10.08) | 0.234(0.13)
11.12

VI (2.84) | 36.24(2.11) | 0.307 (0.15)

IX  |-5.00 (9.72) | 47.5 (34.12) | -0.105 (-0.16)
38.64

X (6.26) | 38.06 (3.43) | 1.015(0.77)

 Quenching maximo para cada compuesto expresado como porcentaje final de decremento de la intensidad
de fluorescencia tomando como 100% la intensidad de fluorescencia antes de agregar la primera alicuota

del compuesto a evaluar.

® Concentracion necesaria del compuesto para lograr el 50% del quenching méaximo.
¢ Eficiencia con la que los compuestos se intercalan al ADN.

La desviacion estandar de los valores se presenta entre paréntesis.

El valor Qmax de los compuestos indica que tanto se ha unido el compuesto

evaluado al ADN ya que, para lograr un decremento en la intensidad de fluorescencia en el

43



5. ANALISIS DE RESULTADOS

ensayo, el bromuro de etidio debe ser desplazado de sus sitios de intercalacion por el nuevo
compuesto. Mientras mayor es el decremento de la fluorescencia, méas son los sitios en los
que el compuesto evaluado se ha unido al ADN.

El valor de Qs representa la concentracion necesaria del compuesto para alcanzar el
50% del quenching méximo y es un indicativo de la afinidad de los compuestos al ADN,
mientras mayor sea el valor de Qso, menor es la afinidad del compuesto evaluado por el
ADN.

El valor del cociente Qmax/Qso indica la eficiencia de intercalacion del compuesto,
mientras mayor es el valor de este cociente, mayor es la eficiencia del compuesto. Un
compuesto se considera mas eficiente mientras mayor sea el Qmax y menor sea el Qso (y
por lo tanto el cociente es mayor) esto quiere decir que se necesita poca cantidad del
compuesto para lograr el efecto deseado.

Se observé que aquellos compuestos que cuentan con una cadena alquilica lateral en
su estructura tienen mayor afinidad por el ADN y ademas son més eficientes para
intercalarse entre los pares de bases del ADN que los que tienen cadenas laterales de
naturaleza aromatica. Ademas se observé que en el caso de los derivados de 9-anilino-7-
fluorotioazolo[5,4-b]quinolina, la presencia del grupo CN como sustituyente en el anillo de
anilina favorece las propiedades de intercalacion, sin embargo la posicién del sustituyente
en el anillo de anilina (posicion 3’ 0 4”) parece no afectar dichas propiedades.

Los resultados que se presentan para el compuesto IX tienen valor negativo. Este
resultado anémalo puede atribuirse a que al intercalarse con el ADN esté interactuando con
el bromuro de etidio de manera que hace que el complejo con ADN intensifique su
fluorescencia en lugar de disminuirla, en cuyo caso no es posible detectar el desplazamiento
de bromuro de etidio mediante la medicion de decrementos en la intensidad de la
fluorescencia como se hace en este ensayo.

Previamente a este trabajo se han determinado las propiedades intercalantes de los

analogos no fluorados, las cuales se presentan en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados de las pruebas de intercalacion en ADN de los analogos no

fluorados.
Compuesto | Qmax(%)a | Q50 (uM)b | Qmax/Q50c
AHMA |47.79 (1.36) | 7.36 (2.01) 6.494 (1.69)
VI* 7.84 (0.45) | 11.54(3.58) | 0.679 (0.19)
VII* 6.65 (0.58) | 3.71 (1.77) 1.794 (0.79)
VII* 1281 (2.44) | 14.26 (8.18) | 0.899 (0.455)
IX* 3.73(0.69) | 9.48 (5.67) 0.393 (0.21)
X* 26.24 (1.03) | 11.1(3.29) 2.363 (0.66)

a Quenching maximo para cada compuesto expresado como porcentaje final de decremento de la intensidad
de fluorescencia tomando como 100% la intensidad de fluorescencia antes de agregar la primera alicuota
del compuesto a evaluar.

b Concentracién necesaria del compuesto para lograr el 50% del quenching maximo.

¢ Eficiencia con la que los compuestos se inercalan al ADN.

La desviacion estandar de los valores se presenta entre paréntesis.

* Anélogo no fluorado.

En general se observan las mismas tendencias descritas para los derivados
fluorados.

Con el objeto de comparar los parametros de intercalacion de los derivados no
fluorados contra los de los derivados fluorados, se normalizaron los mismos tomando como
compuesto de referencia el AHMA, considerando el Qmax para éste compuesto como el

100% en ambos casos. Los valores relativos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados relativos con respecto a AHMA

Compuesto | Qmax(%)? | Qso (UM) Qmax/Qsxe?

AHMA 100 7.36 100
V 1.3 1.12 8.93
VI 18.05 45.02 3.09
VI* 16.41 11.54 10.46
VIl 5.57 15.57 2.76
VII* 13.92 3.71 27.63
VIII 17.01 36.24 3.62
VII* 26.8 14.26 13.84
IX -7.65 47.5 -1.24
IX* 7.8 0.48 6.05
X 59.12 38.06 11.96
X* 54.91 111 36.96

#valores relativos con respecto a AHMA
* Analogo no fluorado.
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Al comparar los resultados se encuentra que hay diferencias entre los analogos
fluorados y los no fluorados en cuando a la eficiencia de intercalacion y la afinidad por el
ADN, sin embargo parece que las diferencias en los valores de Qmax no son tan marcadas
por lo que la afinidad es lo que define la eficiencia.

El gréfico 1 ilustra los valores normalizados de Qmax de todos los compuestos.

Qmax relativo
60 av
avi
501 avix
40 avii
30 BVII*
201 avii
aviix
101 QIx
0 WIX*
-10 B X
compuesto o x*

Grafico 1. Qmax con respecto a AHMA

En el caso de los compuestos X y X*; y los compuestos VI 'y VI* se observa que la
diferencia en los valores de Qmax no es muy marcada lo cudl indica que los analogos se
intercalan en un namero similar de sitios sin que el atomo de fltor en la posicién 7 influya
en esta propiedad. Para el caso de los compuestos VIII y VII* y los compuestos VII y
VIII* las diferencias son mas notorias pero adn asi no muy pronunciadas.

Se observa que el compuesto V no desplaza casi al bromuro de etidio lo cual quiere
decir que no se intercala en muchos sitios entre los pares de bases del ADN. No se cuenta

con los datos del andlogo no fluorado para su comparacion.

46



5. ANALISIS DE RESULTADOS

El gréfico 2, ilustra los valores de Qs de todos los compuestos.

Q50
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Grafico 2. Valores de Qs

En este grafico se observa que en los valores de Qso hay diferencias pronunciadas
entre los analogos fluorados y los no fluorados, siendo en el caso de los primeros el valor
considerablemente mas alto que en el caso de los segundos, lo cual indica que los analogos
no fluorados tienen mayor afinidad al ADN que los fluorados.
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El gréfico 3, ilustra los valores normalizados de eficiencia de todos los compuestos.

%de eficiencia comparado con AHMA

40.00- av
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Gréfico 3. Valores de eficiencia relativa

De acuerdo a los valores del cociente Qmax/Qso para ambos tipos de anélogos, los
compuestos no fluorados presentan mayor eficiencia para intercalarse entre los pares de
bases del ADN. El atomo de fltor en la posicion 7 de las moléculas afecta a la afinidad de
los compuestos por el ADN y por lo tanto la eficiencia de los mismos para intercalarse.

La presencia del &tomo de fltor en la posicion 7 de los compuestos sintetizados en
el presente trabajo les confiere a los mismos propiedades distintas a las de sus analogos no
fluorados. Se observo que los compuestos sintetizados presentan puntos de fusién mas
altos, Rf mayor y mejor solubilidad en medio acuoso que los andlogos no fluorados.

Podria pensarse que los compuestos V-X son menos afines al ADN y menos
eficientes para intercalarse al ADN debido a que la densidad electrénica que el &tomo de
fldor genera en la zona donde se encuentra puede dificultar el acomodo de los compuestos
entre los pares de bases del ADN ya que, normalmente, la manera en que un compuesto que
se intercala en el ADN interacciona con los pares de bases, es aceptando electrones de las
mismas. La densidad electronica generada por el a&tomo de fldor en la posicion 7 de los
compuestos V al X dificultaria entonces que la interaccion descrita anteriormente se lleve a

cabo, credndose probablemente incluso una repulsion entre los pares de bases y el
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compuesto en esa zona. Este comportamiento se esperaba, sin embargo, se incorpord en
estos compuestos el atomo de fldor en posicion 7 ya que de acuerdo al trabajo de Alvarez-
Ibarra®*, esta modificacion estructural les confiere a esta clase de derivados una mayor
actividad citotoxica que los derivados no fluorados.

Los compuestos sintetizados en el presente trabajo no tienen mejores propiedades
intercalantes al ADN que sus analogos no fluorados, sin embargo, queda pendiente la
evaluacion de la citotoxicidad para poder hacer una comparacion mas profunda de ambos
conjuntos de analogos. De esta manera sera posible saber si la interclacién al ADN es un
paso importante para la actividad citotoxica de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, ya
que si los derivados V-X resultan con una actividad citotoxica mayor a los analogos no
fluorados, podria pensarse que la intercalacion al ADN no es un paso determinante y que
los derivados poseen otro mecanismo de accion.

Los compuestos IV-XIII fueron sintetizados y caracterizados por primera vez en el
presente trabajo por lo que se trata de compuestos novedosos que ayudaran a la

dilucidacion del mecanismo de accion de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.
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6. Parte experimental

6.1 Parte Quimica.

6.1.1 Reactivos y equipo

Todas las materias primas utilizadas en las sintesis se adquirieron comercialmente
en grado reactivo.

Para la evaporacion de los disolventes se emple6 un evaporador rotatorio marca
Biichi modelo RE 111. Para la destilacion a presién reducida se ocupé una bomba para
vacio marca FELISA modelo FE-1405 con capacidad maxima de 0.1 mm Hg.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un aparato Nicolet FT5SX en pastilla
de KBr a menos que se indique otra cosa. Las unidades se reportan en cm’.

Los espectros de RMN 'H se realizaron en un aparato Varian VxR-300S (300
MHz). Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm (8) y las constantes de
acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de seiiales se expresa como s=
sefial simple, d= sefial doble, t= sefial triple, c= sefial cuadruple, sa= sefial simple ancha,
ta= sefial triple ancha, dd= sefial doble de doble, ddd= sefial doble de doble de doble, dt=
sefial doble de triple, m= sefial miltiple. Se utilizo6 tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna y como disolventes dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) y cloroformo deuterado
(CDCL). |

Los espectros de masas se determinaron por IE en un espectrometro JEOL JMS-
AX505HA, y por IQ y FAB en un espectrometro de masas JEOL Sx102, empleando en
FAB alcohol 3-nitro bencilico como matriz. El ion molecular se indica como M". La

nomenclatura se indica como m/z= masa/carga con su respectiva abundancia relativa.

6.1.2 Cromatografia

Para las cromatografias en columna se empled gel de silice Merck 60 malla 70-230.
Los andlisis cromatograficos se efectuaron en capa fina analitica siguiendo técnicas
convencionales, utilizando placas Sigma-Aldrich de vidrio recubiertas con gel de silice con

un espesor de 0.25 mm, tamafio de particula de 0.017mm y con indicador para luz UV. Para
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la visualizacion de las placas se emple6 una lampara de luz UV y exposicién a vapores de

yodo.

Tabla 11. Sistemas de eluciéon empleados.

Sistema Mezcla de disolventes Proporcion
I Hexano/Acetato de etilo 8:2
11 Hexano/Acetato de etilo 7:3
M1 Diclorometano/Metanol 9:1
v Diclorometano/Metanol/NH40OH 9:1:0.1

6.1.3 Descripcién de las sintesis

6.1.3.1 N —((Etoxicarbonil)metil))ditiocarbamato de metilo (I)

0
0 1. NaOH/CS, /U\/',:} s
/\QJ\/NHs+ -~ 7o T h
c

= 2.CH,l

M S

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termometro,
agitacion mecanica y embudo de adicion, se mezclaron 300 mL de dimetilsulfoxido y 83.76
g del diclorhidrato de glicinato de etilo (0.6 moles). La suspension se agité vigorosamente a
temperatura ambiente hasta disolucion total. A esta solucién se le adicionaron lentamente
36 mL de una solucion 20 M de hidréxido de sodio, manteniendo la temperatura a 20° C.
Terminada la adicion se agregaron lentamente 48 mL de disulfuro de carbono (0.78moles),
manteniendo la tempefatura entre 15 y 20° C. Se mantuvo en agitacion durante 40 minutos
a temperatura ambiente. La solucion naranja se enfrio a 0° C y se adicionaron lentamente
48 mL de yoduro de metilo (0.78 moles), manteniendo la temperatura de reaccién a 0° C.
Terminada la adicion se retird el sistema de enfriamiento y se dej6 agitando por 3 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se vertio sobre 3000
mL de una mezcla de hielo-agua con agitacion constante. El precipitado formado se aislé y
seco por filtracion. Se obtuvieron 44.38 g (38.31%) de un precipitado ligeramente amarillo

(Lit. 51%) con un Rf de 0.30 (sistema I)
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6.1.3.2 N-((Etoxicarbonil)metil)iminoditiocarbamato de dimetilo (II)

O O
/\O/U\/n\ﬂ/s\ 1.K,CO, /\o/“VN\j/S\
S 2.CHjl
() () S

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termometro,
agitacién mecanica y embudo de adicion se mezclaron 44.38 g del crudo del compuesto 1
(aproximadamente 0.231 moles), en 123.8 ml de dimetilsulféxido, a la solucién amarilla
resultante se le agregd lentamente, una solucion de 49.5 g de carbonato de potasio en 39
mL de agua, manteniendo la temperatura en 20° C, formandose una suspension color rojo
pardo. Terminada la adicion la suspension se enfrié a 0° C y se adicionaron lentamente 20
mL de yoduro de metilo (0.32 moles), manteniendo la temperatura en 0° C y se dej6 en
agitacion a temperatura ambiente durante 18 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla de
reaccion se vertio lentamente sobre 1000 mL de agua con agitacion. La solucioén acuosa se
extrajo con acetato de etilo (4 x 400 mL). Los extractos organicos se trataron con sulfato de
sodio anhidro y se elimin6 por evaporacién el acetato de etilo obteniéndose un aceite
oscuro. Este aceite se purificd por destilacion a presién reducida, colectando la fraccion
que destilo entre 145-160 °C. Se obtuvieron 44.53 g (96.04%) de un aceite ligeramente
amarillo que se oscurece con la exposicion a la luz (Lit. 98%2*) con un R¢ de 0.4 (sistema
II)
6.1.3.3 4-(Etoxicarbonil)-5-(4-fluorofenilamino)-2-(metiltio)tiazol (I1I)

o
jv 1. tBuO'K*/ THF anh /\o/i»rq
N S F. - \
5 S 2.4-F-CgH,-NCS HN S)\S/

@ S

~ (I

F
En un matraz de tres bocas, tipo europeo, acondicionado con termémetro para bajas

temperaturas, embudo de adicién, condiciones anhidras y atmdsfera de argoén, se

mezclaron 6.34 g de tert-butdéxido de potasio (56.60 mmoles) en 200 mL de
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tetrahidrofurano anhidro. La suspensién formada se enfri6 a -75° C mediante un bafio de
hielo seco-acetona. Al embudo de adicién se transfirié mediante una canula una solucién de
8 g del compuesto II (38.64 mmoles) en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro, la cual se
adicioné por goteo a la suspension de fert-butdxido de potasio, manteniendo la temperatura
en -75° C. Terminada la adicién, la solucién amarillo-naranja resultante se dejo agitar
durante 90 minutos a la misma temperatura. A continuacién se transfirié6 al embudo de
adicién una solucién de 5.9 g de 4-fluorofenilisotiocianato (38.64 mmoles) en 15 mL de
tetrahidrofurano anhidro y se adicioné por goteo, cuidando que la temperatura se
mantuviera en -75° C. Se dej6 agitar durante 45 minutos mas y se retir6 el sistema de
enfriamiento. Cuando la temperatura se acerco a -10° C se formé un precipitado amarillo.
La suspension formada se dejo en agitacion durante 16 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo la suspension amarilla se vertié lentamente en 1600 mL de agua
con agitacion constante, formandose un precipitado blanco el cual se separd y seco por
filtracion al vacio. Se obtuvieron 10.89 g (90.6 %) del compuesto III con un punto de

fusién de 75° C y un Rf de 0.57 (sistema I)

6.1.3.4 9-Cloro-7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-bjquinolina (IV)

o)
/\o)i,N PPA/POCI, cl
\ 145-150°C  F N
HN S)\S/ A Ss—
- S

=
N

() )
F

En un matraz de fondo redondo de 1 boca se colocaron 3.12 g (10 mmol) del
compuesto III, se adicionaron 900 mg de 4cido polifosférico (7.6 mmol) y 3 mL de
oxicloruro de fosforo (11.7 mmol). La mezcla de reacciéon se calentd, con agitacion
constante a 145-150° C por 4 horas. Terminado este tiempo se dej6 enfriar a temperatura
ambiente, se obtiene un aceite color café al cual se le agregaron lentamente y en bafio de

hielo 5 mL de etanol frio. Al disolverse el aceite precipitdé un sélido color amarillo. La
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suspension se vertié sobre 20 ml de agua, el precipitado resultante se separ6 por filtracion.
Posteriormente este solido se suspendi6 en 5 ml de agua destilada y se ajusté a pH= 8 con
solucién saturada de bicarbonato de sodio. El precipitado amarillo palido se separé por
filtracion al vacio y seco por succion. El crudo se suspendié en metanol con agitacion
durante 5 minutos y se filtré para obtener 1 g (35%) del compuesto VII con un punto de
fusién de 184- 186° C y un Rf de 0.65 (sistema II)

IR (pastilla, espectro 4): 1371 (C-S); 1628, 1586, 1549, 1494, 1453 (aromaticos).
RMN 'H (DMSO-ds, espectro 5): 2.89 (s, 3H) SCH3; 7.53 (ddd, J=10.8, 7.8, 2.7 Hz) H-6;
7.97 (dd, J=9.3, 5.1 Hz) H-5 8.09 (dd J=9.6, 2.7 Hz) H-8.
EM (IE, espectro 6): 284 (M, 100%)

6.1.3.5 9-anilino7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[S,4-bjquinolina (V)

HoN
F X N 2 F N N
T T
N~ S EtOH/HCI N

V)

(V)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante y con
atmosfera de nitrégeno se suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 ml de
etanol absoluto, se afiadieron 3 gotas de acido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por
10 minutos. Terminado este tiempo se agregaron 0.4 mL (1.05 mmol) de anilina y se
calento la mezcla a reflujo durante 7 horas. Transcurrido ese tiempo la reaccion se enfrié a
temperatura ambiente. Se elimino el etanol a presion reducida. El residuo se suspendié en
10 mL de agua, se separo por filtracion al vacio. Se resuspendié nuevamente el sélido en 10
mL de agua destilada y se llevo a pH= 8 con carbonato de sodio al 10% precipitando un
solido amarillo que se filtré al vacio. El sélido se resuspendi6 en metanol, se filtr6 al vacio
y se secO por succion para obtener 138.7 mg (81.47%) de 9-anilino-7-fluoro-2-
(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.58 (sistema II) y un punto de fusién de

187-190° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:
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IR (pastilla, espectro 7): 3423, 3208 (-NH-); 1624, 1597, 1580, 1545, 1525, 1493,
1448, 1401 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-d, espectro 8): 2.335 (s, 3H) SCH3; 7.155 (d, J= 7.6) H-2’, H-6’;
7.329 (t, J= 15.6,8.0) H-3’, H-5°; 7.094 (t, J= 7.6) H-4’; 7.992 (dd, J= 9.2,5.2) H-5; 7.713
(ddd, J=10.8,9.6,2.8) H-6; 8.273 (dd, J= 11.2,2.4) H-8; 9.706 (s, intercambia con D;0) Ar-
NH-Ar

EM (FAB, espectro 9): 342 (M'+1, 100%), 341 (M", 41.3%)

6.1.3.6 7-fluoro-9-[[(3-ciano)feniljamino}-2-(metiltio)tiazolo[S,4-b]quinolina (VI)
CN

Cl /@ HN
HoN
F AN N 2 F ~ N
T+ T
N~ S EtOH/HCI N

(V1)

(V)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 ml de etanol, se afiadieron 3 gotas
de 4cido clorhidrico concentrado y se dejé agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo se
agregaron 126 mg (1.05 mmol) de 3-aminobenzonitrilo y se calenté la mezcla a reflujo
durante 18 horas. La reaccidon se enfrié a temperatura ambiente. Se elimind el etanol a
presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua se separd por filtracion al
vacio. Se resuspendié nuevamente en 10 mL de agua destilada y se ajusté a pH= & con
carbonato de sodio al 10% precipitando un sélido amarillo que se filtr6 al vacio y se secod
por succiéon para obtener 153 mg (81.4%) de 7-fluoro-9-[[(3-ciano)fenillamino}-2-
(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.43 (sistema II) y un punto de fusion de
252-253° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 10): 3430 (-NH-); 1603, 1586, 1543, 1511, 1479,
1443(aromaticos); 2222 (-CN).

RMN 'H (DMSO-dg, espectro 11): 2.319 (s, 3H) SCHj; 7.650 (s) H-2’; 7.536 (sa,
3H) H-4°, H-5’, H-6’; 8.008 (dd, J=9.6,5.6) H-5; 7.757 (ddd, J=9.2, 2.0) H-6; 8.496 (dd, J=
10.4,2.0) H-8; 10.429 (s, intercambia con D,0) NHAr
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EM (FAB, espectro 12): 367 (M*+1, 100%), 366 (M", 17.4%)

6.1.3.7 9-[[(3-metoxi)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[S,4-b]quinolina

6.1.3.7.1 3-nitroanisol (XV)
OH OMe

MeSO,

' o

NaOH
O,N O,N
(Xv)

En un matraz de fondo redondo de una boca y con agitaciéon magnética, se
colocaron 10 g (0.072 moles) de 3-nitrofenol y se afiadieron 30 ml de una solucién de
NaOH al 15% (0.1125 moles). La mezcla se agit6 vigorosamente y se formé una solucion
de color rojo pardo. La solucién se enfrié a 10° C y se afiadieron por goteo 7.2 ml (0.076
moles) de sulfato de dimetilo cuidando que la temperatura se mantuviera en 10° C.
Terminada la adicién se dej6 agitando a temperatura ambiente por 10 minutos, se adapté un
refrigerante y se calentd a reflujo por 2 horas. Durante los primeros 10 minutos la solucion
se fue aclarando hasta quedar de color café claro. Terminado el tiempo de reflujo se extrajo
con acetato de etilo (4 x 20 ml), las fases organicas se juntaron y se lavaron con NaOH al
5% (4 x 10 ml) y agua destilada (3 x 15 ml). La fase organica se trat6 con sulfato de sodio
anhidro y se evapord el disolvente a presién reducida, quedando un residuo color café que

se recristalizo de hexano, obteniéndose 5.90 g (54%) de agujas blancas de 3-nitroanisol con

un punto de fusion de 38°C (Lit 38-39° C) y un Rf de 0.46 (sistema II)
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6.1.3.7.2 3-aminoanisol (XVI)

OMe OMe

SnClz

Y

HCI

O,N HN
(XV) (XVi)

En un vaso de precipitados con agitacion magnética puesto en un bafio de hielo-
agua, se colocaron 30 ml de HCI concentrado y se afiadieron lentamente 7.2 g (30 mmol) de
cloruro estanoso. A la suspension blanca formada, se le afiadi6 lentamente 1.00 g (7.2
mmol) de 3-nitroanisol, terminada la adicion se dejo en agitacion por 10 minutos, se retird
el sistema de enfriamiento y se dejé agitando por 1 hora a temperatura ambiente. La
suspension ligeramente amarilla se ajusté a pH 14 con una solucién de NaOH al 50%
quedando una solucién blanca que se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 ml), las fases
orgénicas se juntaron y se lavaron con agua destilada, hasta que las aguas de lavado fueran
neutras. La fase organica se traté cor sulfato de sodio anhidro y se evapor6 el disolvente a
presion reducida, quedando 700 mg (87%) de un aceite amarillo que mostré una sola

mancha en cromatografia de capa fina con un Rf de 0.30 (sistema II)

6.1.3.7.2 9-[[(3-metoxi)feniljamino]-2-(metiltio)tiazolo[S,4-b]quinolina (VII)

OMe
OMe /@
o] /@ HN
HoN
F N 2 F N
~ X
i T
N EtOH/HCI N
vl
i, (vin

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 143 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol, se afiadieron 3 gotas
de acido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo se
agregaron 148.8 mg (1.2 mmol) de 3-aminoanisol y se calentd la mezcla a reflujo durante

16 horas. La reaccion se enfrid a temperatura ambiente. Se eliminé el etanol a presion
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reducida. El residuo se suspendi6 en 10 mL de agua, el s6lido amarillo resultante se separ6
por filtracién al vacio, se resuspendié nuevamente en 10 mL de H,O y se llevé a pH= 10
con carbonato de sodio al 10% precipitando un so6lido amarillo limén, el cual se
resuspendi6 en diclorometano, se filtr6 al vacio y se seco por succidn para obtener 130.9
mg (70.07%) de 7-fluoro-9-[[(3-metoxi)fenillamino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina,
con un Rf de 0.53 (sistema II) y un punto de fusién de 193-195° C (con descomposicion) al
que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 13): 3424 (-NH-); 1599, 1578, 1549, 1510, 1486, 1438
(aromaticos); 3028 (-OCHs3)

RMN 'H (DMSO-dg, espectro 14): 2.359 (s, 3H) SCH3; 3.71 (s, 3H) OCHs; 6.74 (m,
3H) H-2’, H-4’, H-6’; 7.25 (dd, J= 8.7,8.7 Hz) H-5’; 7.75 (ddd, J= 10.5,7.8,2.7) H-6; 7.97
(dd, J=9.3,5.1) H-5; 8.27 (dd, J=10.8,2.7) H-8; 10.13 (sa, intercambia con D,O) NHAr

EM (IE, espectro 15): 372 (M'+1, 100%), 371 (M", 17.4%)

6.1.3.8 7-fluoro-9-{[(4-ciano)feniljamino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (VIII)
' CN
«
cl /@ HN
' HoN
F N 2 F x—N
T o "L
NG EtOH/HCI N~ S

(VilT)

(v

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 142 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol y se aﬁadi_eron 3
gotas de 4cido clorhidrico concentrado y se dejo agitar por 10 minutos. Terminado este
tiempo se agregaron 126 mg (1.05 mmol) de 4-aminobenzonitrilo y se calent6 la mezcla a
reflujo durante 27 horas. La reaccién se enfri6 a temperatura ambiente. Se eliminé el
etanol a presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua, se separd por
filtracién al vacio, se resuspendié nuevamente en 10 mL de agua destilada y se ajustd a
pH= 8 con carbonato de sodio al 10% precipitando un sélido amarillo que se filtr al vacio,
posteriormente este sélido se resuspendi6 en diclorometano y se separd y secé por succién

para obtener 111.0 mg (75.05%) de 7-fluoro-9-[[(4-ciano)feniljamino]-2-
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(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.38 (sistema II) y un punto de fusion de
235-238° C (con descomposicion) al que se determinaron sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 16): 3422 (-NH-); 1600, 1575, 1534, 1511, 1496, 1474, 1437
(aromaticos); 2220 (-CN).

RMN 'H (DMSO-dg, espectro 17): 2.49 (s, 3H) SCHs; 7.2 (d, J=8.1) H-2", H-6";
7.66 (d, J=8.1) H-3", H-5"; 7.72 (dd, J=9.0,7.5), H-6; 8.07 (dd, J=9.6), H-5; 8.15 (d, J=9),
H-8; 9.90 (sa, intercambia con D,O) NHAr

EM (FAB, espectro 18): 367 (M'+1, 100%), 366 (M", 28.4%)

6.1.3.9 9-[[(4-metoxi)fenil]amino]-7-fluoro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IX)
OMe
OMe /©/
cl /©/ HN
HoN
F X N 2 F ~ N
L T
N EtOH/HCI N

(v) (1X)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 143 mg (0.5 mmol) del compuesto IV en 5 mL de etanol y se afiadieron 3
gotas de 4cido clorhidrico concentrado y se dej6 agitar por 10 minutos. Terminado este
tiempo se agregaron 80 mg (0.65 mmol) de 4-aminoanisol y se calenté la mezcla a reflujo
durante 20 horas. La reaccion se enfrio a temperatura ambiente. Se eliminé el etanol a
presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua, se separ6 por filtracion al
vacio, se resuspendié‘ nuevamente en 10mL de agua destilada y se llevé a pH= 8 con
carbonato de sodio al 10% precipitando un sélido amarillo limén que se filtr6 al vacio, se
lavo con cloroformo y se seco por succion para obtener 133.93 mg (72.3%) de 7-fluoro-9-
[[(4-metoxi)fenil]amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina, con un Rf de 0.5 (sistema II)
y un punto de fusién de 203-205° C (con descomposicion) al que se determinaron sus.
constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 19): 3444, 3204 (-NH-); 1602, 1577, 1545, 1504, 1472, 1444
(aromaticos); 3026 (-OCH;).

59



6. PARTE EXPERIMENTAL

RMN 'H (DMSO-d, espectro 20): 2.30 (s, 3H) SCHs; 3.77 (s, 3H) OCH3; 6.96 (d,
J=8.8), H-3’, H-5’; 7.22 (d, J= 8.8), H-2’, H-6"; 7.78 (ddd, J= 9.2,8.0,2.8) H-6; 7.989 (dd,
J=9.2,5.6) H-5; 8.413 (dd, J=11.2, 2.4) H-8; 10.11 (sa, intercambia con D,O) NHAr

EM (FAB, espectro 21): 372 (M'+1, 100%), 371 (M", 26.1%)

6.1.3.10 9-Cloro-7-Fluoro-2-[[2-(N,N-dietilamino)etillJamino]tiazolo [5,4-b]quinolina
X)

N
F. N F N
CC- PUSEE
N S 65°C 4 hrs NS

(v X)

En un matraz de una boca acondicionado con refrigerante y bajo atmdsfera de
argdn, se colocaron 150 mg del compuesto IV (0.53 mmol), 0.3 mL (4.5 mmol) de N,N-
dietiletilendiamina y 1 mL de benceno, la mezcla se colocd en bafio Maria y se agitd
manteniendo la temperatura del bafio en 60°C durante 4 horas. Durante el transcurso de la
reaccion se aprecié el desprendimiento de un olor desagradable. A la solucién café
resultante se agregaron 30 mL de diclorometano (3 x 10 mL). La solucién organica se lavé
con agua destilada (3 x 5 mL) y solucién saturada de cloruro de amonio (3 x 5 mL) y se
tratd con sulfato de sodio anhidro. Se elimino el diclorometano a presiéon reducida,
obteniéndose un soélido de color blanco de consistencia ligeramente pastosa, el cual se
resuspendio en metanol, se separd y se secd por succion obteniéndose 78.1 mg de un sélido
color blanco (42.23%) de 7-fluoro-9-cloro-2-[[2-(N,N-dietilamino)etilJamino]tiazolo[5,4-
b]quinolina con un punto de fusién de 138-140° C y un Rf de 0.44 (sistema V)
determindndose sus constantes espectroscopicas:

IR (pastilla, espectro 22): 3425 (-NH-); 2965, 1392 (-CH3); 1615, 1564, 1495, 1445,
1424 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 23): 1.06 (t, J= 6.9, 6H) 2-CHs; 2.53 (q,J=7.2, 4H)
2-CH»- ; 2.65 (t, J= 7.2,2H) -CH»-; 3.64 (sa, 2H) -N-CH»-; (dd, J= 9.9,2.1Hz) H-8; 7.98
(dd, J=9.0,5.7) H-5; 7.54 (ddd, J=9.0,8.4,2.4) H-6; 8.91 (sa, intercambia con D,O) NHAr.

EM (FAB, espectro 24) 353 (M'+1, 100%)
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6.1.3.11 9-[[2-(V,N-dietilamino)]etillamino]-2-(metiltio)-tiazolo[5,4-b]quinolina (XIV)
6.1.3.11.1 4-Carboxi-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol (XI)
0]

0
> O/i‘f;l KOH/EtOH HO N
HN S)\s/ HN S)\s/
() XI)

F F

En un matraz de fondo redondo de dos bocas, acondicionado con termometro y
agitacion magnética, se disolvieron 4.00 g del compuesto III (13.6 mmoles) por agitacién
en 40 ml de etanol absoluto. A la solucion se le agregd una solucién de 2.45 g de hidroxido
de potasio en 3.5 ml de agua y se calent6 en bafio Maria a reflujo durante 30 minutos. La
mezcla de reaccion se enfrio y se vertio sobre 500 ml de agua-hielo. Se acidificé con acido
clorhidrico al 10% hasta pH aproximadamente 5. El precipitado blanco formado se separé
por filtracién al vacio y se dejé secando por succién para obtener 2.87g (78.82%) de un

solido rosa claro con un Rf de 0.29 (sistema III)

6.1.3.11.2 4-(1H-imidazol-1-il)carbonil-S-(4-fluorofenilamino)-2-

(metiltio)tiazol (XII)
o) 0
o
PZN
HO/&N /\N/U\N/\ N N N
B4R x_JJi\ /
HN s>_\S HN S>\

THF anh

En un matraz acondicionado con refrigerante, condiciones anhidras y trampa de
cloruro de calcio, se colocaron 684 mg de 1,1’-carbonildiimidazol (4.20 mmol) y se

suspendieron en 5 ml de tetrahidrofurano anhidro. La suspensién blanca se enfri6 en baifio
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de hielo-agua a 5° C y se agregaron 532 mg del compuesto IV (1.873 mmol). Se observo la
formacién de una solucién color &mbar y la evolucion de didxido de carbono. Se retird el
sistema de enfriamiento, se cambi6 por un bafio Maria, se calent6 a reflujo por 1 hora.
Transcurrido este tiempo se agregaron 25 ml de diclorometano y la solucién organica se
lav6 con bicarbonato de sodio al 10% (3 x 10 ml), agua destilada (3 x 10 ml) y solucién
saturada de cloruro de amonio (3 x 10 ml) y se traté con sulfato de sodio anhidro. Se
eliminé el diclorometano a presion reducida obteniéndose 295 mg (88.3%) de un solido
color amarillo intenso con un punto de fusion de 38°C y un Rf de 0.50 (sistema III), sus
constantes espectroscopicas son:

IR (pastilla, espectro 25): 3209, 3154, 3062 (NC=0); 1620 (C=0); 1604, 1554,
1509, 1420 (aromaticos).

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 26): 2.71 (s, 3H) SCHs; 7.13 (d, J= 8.1,2.1) H-2’, H-
6’; 7.14 (s, 1H) H-4; 7.28 (ddd, J=9.0,3.6,2.1) H-3"; 8.04 (s, 1H) H-2”; 9.12 (s, 1H) H-5";
10.5 (s, 1H, intercambia lentamente con D,0) N-H.

EM (FAB, espectro 27): 335 (M™+1, 100%)

6.1.3.11.3 4-[[2-(N,N-dietilamino)]etiljcarbamoil]-5-(4-

fluorofenilamino)-2-(metiltio)tiazol (XIII)

0
NN P \ N
K/N N /\N/\/ N
/ 2 > k HN )\ —
HN s)\S/ s~ S
CH,Cl, .
F
) i

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante y
trampa de cloruro de calcio se suspendieron 382 mg (Immol) del compuesto XII en 5 mL
de diclorometano y se afiadio una solucion de 0.3 mL (3 mmol) de N,N-dietiletilendiamina
en 2 mL de diclorometano. La mezcla de reaccidon se calentd a reflujo durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo se agregaron 20 mL de diclorometano y la solucidn organica se
lavd con agua destilada (3 x 10 mL) y solucién saturada de cloruro de amonio (3 x 10 mL)

y se trat6 con sulfato de sodio anhidro. Se elimind el diclorometano a presion reducida
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obteniéndose un sélido ligeramente amarillo, el cual se resuspende en benceno y se separa
por filtracién al vacio para obtener 344 mg (90.12%) de un sélido blanco con punto de
fusion de 40°C y un Rf de 0.50 (sistema III), sus constantes espectroscopicas son:

IR (pastilla, espectro 28): 3410 (-NH-); 3117, 3067 (NC=0); 2962 (-CH;); 1775,
1666 (C=0); 1555, 1508, 1451 (aromaticos)

RMN 'H (DMSO-ds, espectro 29): 1.05 (t, J=7.2, 6H, 2 -CH3), 2.62 (q J=7.2,4H, 2 -
CH,), 2.7 (s, 3H, SCH,), 2.76 (t, J=7.5, 2H, CH>), 3.64 (t, J=7.5 2H, CH,), 7.24 (1d, J=8.1,
2.1, 2H, H-2', H-6"), 7.42 (ddd, J= 9.0, 3.6, 2.1, 2H, H-3', H-5")

EM (FAB, espectro 30) 383 (M'+1, 100%)

6.2 Pruebas de intercalacion en ADN

Las soluciones de los compuestos a evaluar fueron preparadas en DMSO. En todos
los casos se peso el compuesto en una balanza analitica Satorius Handy H51 y se disolvié
directamente en 5 mL de DMSO. A continuacion se muestra una tabla con los pesos de los

compuestos y la concentracién de cada solucion patron:

Tabla 12. Soluciones patron de los compuestos.

Compuesto Peso Conc.
(mg) (mg/mL)

\4 2.1 0.42

VI 2.3 0.46

VII 22 0.44
VIII 2.3 0.46

IX 2.2 0.44

X 2.2 0.44
AHMA 2.1 0.42

El compuesto AHMA se utiliz6 como control debido a que se trata de una agente
intercalante muy efectivo y reportado anteriormente en literatura.

Se prepararon las siguientes soluciones para los ensayos:

6.2.1 Buffer Tris-HC1 0.1M, pH= 7.4

Se pesaron 6.057 g (0.05mol) de Tris y se disolvieron en 490 mL de agua
desionizada y filtrada. Se ajusté el pH a 7.4 con HCl concentrado utilizando un

potenciometro. Se transfirié la solucién a un matraz volumétrico de 500 mL y se ajusto el
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volumen con agua desionizada filtrada. El buffer se transfiri6 a 5 frascos con 100 mL cada
uno y se esterilizé en una autoclave durante 15 min a 15 1b de presién y 121°C. El buffer

se utilizo en la preparacion de la solucion de ADN.

6.2.2 Buffer Tris-HCI 0.4M, pH= 7.4

Se pesaron 2.423 g (0.02mol) de Tris y se disolvieron en 40 mL de agua desionizada
y filtrada, se ajusté el pH a 7.4 con HCI concentrado utilizando un potenciémetro. Se
transfirié la solucién a un matraz volumétrico de 50 mL y se ajusté el volumen con agua
desionizada filtrada. El buffer se utilizo en los ensayos de desplazamiento de bromuro de

etidio.

6.2.3 Solucion de ADN 300 pg/mL

Se pes6 una fibra de ADN de alto peso molecular con ayuda de pinzas flameadas
con etanol. A partir de este punto todo el manejo del ADN se realizé en una campana de
flujo laminar en condiciones de esterilidad. Los viales y el agua utilizados en la preparacion
de esta solucién fueron previamente esterilizados en autoclave a 151b de presiéon y 121°C
durante 15min.

La fibra se colocé dentro de un vial estéril y se le agregaron 15 mL del buffer Tris-
HC1 0.1M pH= 7.4 estéril, el vial se cerré y se dejo en el refigerador durante toda la noche
para permitir la hidratacién del ADN.

Se realizé la dialisis de la solucién de ADN colocando la soluciéon de ADN dentro
de una bolsa de didlisis de tamafio adecuado dejando algo de aire dentro de la misma, la
bolsa cerrada se colocd dentro de un vaso de precipitados con agitacién magnética y agua
estéril suficiente para cubrir la bolsa de didlisis, se dejo en agitacion durante dos horas.
Transcurrido ese tiempo el agua se cambidé por Buffer Tris-HCl 0.1M pH=7.4 estéril y se
mantuvo en agitacién en un cuarto frio durante toda la noche. Se transfiri6 la solucion de
ADN a una caja petri estéril asegurando que no quedara solucién en la bolsa de dialisis.

Se realizo la cuantificacion de la solucion de ADN por espectroscopia UV
registrando la absorbencia a una longitud de onda de 260 nm. La concentracién de la
solucion fue de 1,756 mg/mL. De la caja se tomaron alicuotas de 685 pL y se transfirieron
a frascos viales con tapdn de rosca estériles con capacidad de 5 mL. A partir de este punto

el manejo del ADN ya no se realizé6 bajo condiciones de esterilidad. Los viales se
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almacenaron a -70°C hasta su utilizacién. Para su utilizacién las soluciones de ADN se
descongelaron y se le agregd a cada frasco a utilizar una alicuota de 3315 pL de agua
desionizada para completar un volumen final de 4mL de la solucién y obtener una

concentracién aproximada de 300 uM de ADN.

6.2.4 Solucién 0.72 mM de Bromuro de Etidio

Se pesaron 40 mg de bromuro de etidio (0.1mmol) y se disolvieron en 1 mL de
DMSO. La solucién se filtro a través de un filtro Millipore, previamente esterilizado en
autoclave. Para conocer la concentracion de la solucion se relizé una cuantificacion por
espectroscopia UV/vis, para lo cual se tomaron 20uL de la solucién y se llevé al aforo con
agua en un matraz volumétrico de 50 mL. Se realizé un barrido del espectro de absorcién
de 200 a 500 nm y se determiné la absorbencia a 285 nm con lo cual se calcul6 la
concentracion del bromuro de etidio. La concentracién de la solucién fue de 72 mM.
Finalmente se preparé una solucién poniendo 5 pL de la solucion anterior en un volumen
final de 0.5 mL.

La determinacion de las propiedades intercalantes en ADN fue realizada a través del
ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio en ADN'®. Todas las determinaciones se
realizaron en celdas de cuarzo de 10 mm (3 mL) de longitud. El equipo utilizado fue un
espectrofluordmetro marca Shimadzu, modelo RF5000U con lampara de Xenén. Los

parametros utilizados durante las determinaciones fueron los siguientes:

¢ Modo de barrido: Tiempo.

e Longitudes de onda:  Excitacién 546 nm; Emisién 584 nm.
e Anchos de banda: Excitacion 3 nm; Emision 5 nm.

e Sensibilidad; Alta.

e Resolucion: Fina.

6.2.5 Preparacion de los ensayos.

Las concentraciones de los reactivos durante los ensayos fueron las siguientes:
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Tabla 13. Preparacién de los ensayos.

Reactivo Volumen (pL) Concentracion final
aproximada
Sol. Patrén de ADN 300 30 pg/mL
(300 pg/mL)
Tris- HCI 750 0.1 M
(0.4M)
Bromuro de etidio 20 SuM
(0.72mM)
Agua desionizada 1630 -

El volumen final de cada ensayo fue de 2.7 mL antes de la adicion de las soluciones de los
compuestos. El volumen al final de cada prueba fue de aproximadamente 3 mL.

Previo a las determinaciones se permitié la homogeneizacioén de la mezcla durante
unos segundos mediante agitacién magnética. Posteriormente se inicié la lectura de
fluorescencia y cada 30 segundos se agregaron alicuotas de la solucion stock del compuesto

a evaluar de la siguiente manera:

Tabla 14. Adiciéon y volumen de las alicuotas

Tiempo(seg) | Vol(uL)
0 0

30 10
60 10
90 10
120 20
150 20
180 20
210 30
240 30
270 30
300* 50
330* 50

*Compuesto X y AHMA.

Todos los compuestos excepto el X y AHMA presentaron problemas de solubilidad, por
lo cual sélo se realiz6 la prueba hasta la adicion de 180 pL (270 seg) de la solucion stock
del compuesto. Después de este punto, los registros de fluorescencia no son confiables
debido la interferencia de las particulas suspendidas. Para cada serie de ensayos, se

corrieron tres blancos con DMSO para eliminar los efectos de la dilucion.
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Para cada compuesto se realizaron 6 repeticiones del ensayo descrito anteriormente. Se
hizo un promedio de los datos obtenidos de las 6 repeticiones y los resultados se ajustaron a
la ecuaciéon de una hipérbola cuadrada de la cual se obtuvieron los valores de Qmax

(quenching méximo) y Qso (concentracion necesaria para lograr el 50% del quenching

maximo) de cada compuesto.

67



7. CONCLUSIONES

7. Conclusiones

e Se lograron sintetizar seis de los siete derivados novedosos de tiazolo[5,4-

b]quinolina propuestos con buenos rendimientos.

e EI rendimiento obtenido para el compuesto X es moderado por lo que queda

pendiente la optimizacién de la técnica de obtencion del compuesto.

e La metodologia utilizada para la sintesis del compuesto XIV no es la adecuada, por

lo que queda pendiente su obtencidn.

e Se aislé y caracterizé un nuevo intermediario (compuesto XII) y se simplifico la

purificacion del compuesto XIII.

e Los seis derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina obtenidos fueron caracterizados

mediante sus constantes fisicas y datos espectroscopicos.

e Los derivados sintetizados tienen menor afinidad al ADN y menor eficiencia para

intercalarse entre los pares de bases del mismo que sus analogos no fluorados.

e En general los resultados de las pruebas de intercalacion en ADN de los derivados

sintetizados sugieren que éstos no son buenos agentes intercalantes.

e EIl ensayo por desplazamiento de bromuro de etidio no resulté adecuado para
determinar las propiedades intercalantes del compuesto IX.

Quedan pendientes los estudios de actividad citotoxica que complementen a los
estudios de unién al ADN para conocer los requerimientos estructurales necesarios para la

actividad antitumoral de los compuestos y ayuden a dilucidar su mecanismo de accion.
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