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RESUMEN

La alta incidencia de cancer en México " y en el mundo justifica la busqueda de
nuevas estructuras con actividad citotoxica. En este contexto, las 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas, son una opcion interesante de estudio, debido a
que varios miembros de esta familia han mostrado tener actividad citotoxica
contra lineas celulares de tumores humanos. Es por ello que en este trabajo se
obtuvo una nueva serie de compuestos (7a-7i), los cuales carecen de algin
sustituyente en la posicion 2 del sistema triciclico, ademas, se determino la
importancia del patron de sustitucion presente en la posicion 2 del sistema
tiazoloquinolina en la Citotoxicidad. Para evaluar esta actividad biologica, se
empled el modelo de citotoxicidad en un panel de tres lineas celulares (Hela,
SW620, K-562), utilizando ensayos dosis-respuesta gradual, mediante la
determinacion de MTT a 48 h de incubacion.

De los nueve compuestos sintetizados solo los compuestos (7f-7i), tuvieron una
actividad citotdxica moderada en algunas lineas celulares, estos resultados de
citotdxicidad, fueron comparados con otras 4 series (A,B,C,D)"®%? de derivados
de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, que presentan en su estructura un grupo 2-
metiltio, una cadena alquilica flexible, un heterociclo saturado en la misma
posicion respectivamente, estos compuestos han demostrado tener de manera
general una buena actividad citotoxica en las mismas lineas celulares, los
resultados de contrastar estos resultados nos permitieron concluir que el patron
de sustitucion en la posicion 2 del nicleo de tiazoloquinolina es importante para
la citotoxicidad mas no critica y que dicha actividad bioldgica puede ser
modulada por este factor, ademas se realizaron observaciones al microscopio
(10X), de las células tratadas con los compuestos sintetizados (7a-7i),
observandose un cambio en la morfologia celular, caracteristicas encontradas en
estos compuestos, que los convierte en candidatos interesantes para estudios
bioquimicos mas especificos (viabilidad celular, citometria de flujo, afinidad a
DNA etc.)

Finalmente y de manera paralela se logro establecer una metodologia para el
desplazamiento del grupo metiltio presente en la posicion 2 del sistema
tiazoloquinolina, bajo tratamiento con NaBH, en la Ultima etapa de sintesis.
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Las principales causas de mortalidad entre los mexicanos estan cambiando;
mientras las enfermedades de tipo epidemioldgico registran un descenso, los
padecimientos como diabetes, cancer, hipertension y males cardiovasculares
aumentan con una velocidad notable. Actualmente, el cancer ocasiona el 12% de
todas las muertes del pais."

La quimioterapia del cancer ha progresado enormemente desde su
introduccién en los anos cuarenta. Sin embargo, debido a que la mayoria de los
farmacos actuan sobre células en crecimiento, muchas células sanas (como
médula oOsea, epitelio intestinal, mucosa bucal) dificilmente evitan la toxicidad
de estos farmacos. Ademas, la quimioterapia se enfrenta con el problema de la
quimiorresistencia que presentan algunos tumores.@®

Para tratar de disminuir estos problemas se realiza un esfuerzo por
mejorar farmacos para que sean mas especificos y menos toxicos. Una forma de
mejorar la actividad biologica de los farmacos es la modificacion racional de su
estructura para reducir los efectos colaterales y optimizar su selectividad por
alguna diana en particular.®

Por otro lado, los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas son raramente
reportados como antiespasmodicos y antiinflamatorios. Estos compuestos son
isosteros de los derivados de acridinas, en los cuales un anillo de benceno es
sustituido por un anillo de tiazol. En 1997, Alvarez-lbarra reporté derivados de
estos compuestos como potenciales antitumorales. En dicho trabajo se realizo
una incorporacion de un sustituyente alquildiamino en las posiciones 2 6 9 y se
determind la actividad citotoxica de estos compuestos en tres lineas celulares; P-
388 (neoplasma linfatico murino), A-549 (carcinoma de pulmon) y HT-29 (tumor
de colon humano).

Una nueva familia de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas fue
sintetizada y evaluada su citotoxicidad por Lira Rocha y colaboradores”. En estos
derivados se incorpora en la posicion 9 del sistema triciclico el grupo anilina
apropiadamente sustituido, y en la posicion 2 los grupos metiltio o alquilamino.
Se evaluo la actividad citotoxica en diferentes lineas celulares: dos lineas
celulares cervicales (Hela y C-33), dos lineas celulares de cancer colorrectal
(SW480 y SW620) y en una linea celular de leucemia mielégena (K-562)".
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Los resultados de citotoxicidad observados para estos compuestos
indicaron que la cadena 2-(N,N-dietilamino)etilamino, incorporada en la posicion
2 del nucleo triciclico, asi como el grupo metiltio incorporado en la misma
posicion favorecen la actividad citotoxica. Ademas, cuando se incorporaron
anillos heterociclicos saturados a la misma posicion, dicha actividad disminuy6
sensiblemente®. Por todo lo anterior, se infiere que los sustituyentes en dicha
posicion tienen, aparentemente, un papel relevante en la actividad citotoxica y
en la interaccion con su diana bioldgica; por lo que, resultaria interesante
remover cualquier sustituyente en dicha posicion y observar como se ve afectada
la actividad bioldgica.

El presente trabajo versa sobre la obtencion de este tipo de derivados,
carentes de sustituyentes en la posicion 2 del triciclo de tiazolo[5,4-b]quinolina,
y su evaluacion citotoxica.
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2.1 Cancer

El cancer es una familia diversa de enfermedades, aproximadamente 200,
que afecta un amplio intervalo de células y tejidos. A pesar de esta amplia
diversidad, existen caracteristicas comunes a todos los tipos de cancer:
crecimiento anormal de células, capacidad para invadir tejidos cercanos,
alteraciones en el control del ciclo celular, una reduccion en el proceso de
apoptosis, evasion de la respuesta inmune, entre otras.

El proceso por el cual se inicia la formacidon de tumores o tumorogénesis,
no es totalmente comprendido. Sin embargo, se sabe que la acumulacion de
mutaciones en genes clave puede desencadenar el proceso, ya que desde el
punto de vista evolutivo, estas mutaciones favorecen el crecimiento de las
células mutantes sobre sus vecinas. Las formas aberrantes de estos genes son
denominadas oncogenes y contribuyen a los procesos de transformacion,
aumentando la division celular o disminuyendo la sensibilidad celular a la
muerte. Se ha demostrado que una sola mutacidon no es capaz de desencadenar
el proceso, sino que se requiere al menos de dos oncogenes activados para
formar células con un diferente fenotipo. Esto llevd a postular que la
tumorogénesis es un proceso de varios pasos intermedios antes de constituir
neoplasmas letales®.

Las células tumorales tienen ciertas diferencias respecto a las células
normales. Entender esto es importante para el establecimiento de nuevas dianas
para tratar la enfermedad. Algunas de estas diferencias son:

e Inmortalidad

e Menor dependencia de factores de crecimiento para la proliferacion
celular

e Alteraciones en la adhesion intercelular

e Alteraciones en los mecanismos de control del ciclo celular

e Una menor sensibilidad a la apoptosis

e Inestabilidad genética

e Angiogénesis
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Una de las diferencias importantes, entre las células cancerosas y las
normales es el rapido crecimiento de las primeras. Debido a que todos los tipos
de cancer requieren en cierta etapa de un crecimiento rapido y anormal, es
posible escoger como objetivo las células cancerosas con agentes quimicos, que
trastornan o inhiben células en crecimiento. Este es el mecanismo de accion de
muchos agentes quimioterapéuticos eficaces. Ciertas células normales como las
de los foliculos pilosos, aparato reproductor, epitelio intestinal y la médula dsea
muestran también un rapido crecimiento. Asi pues, casi todos los agentes
quimioterapéuticos disponibles en la actualidad tienen serios efectos colaterales
porque afectan directamente estas células normales de crecimiento rapido. Los
efectos colaterales incluyen pérdida del cabello, esterilidad, destruccion del

epitelio intestinal e inmunosupresion*®.

Con el proposito de disminuir los efectos secundarios, se hace un esfuerzo
por obtener farmacos que sean mas especificos y menos toxicos. Una forma de
hacerlo es la modificacion estructural de una molécula patron para optimizar su
actividad farmacologica. Este proceso de buUsqueda suele ser mas productivo
debido a que existe una gran probabilidad de que la molécula, obtenida por
modificacion estructural a partir de una molécula patron, presente actividad
farmacologica. Ademas, ofrece ventajas econdomicas, ya que tanto los métodos
de sintesis como de ensayos farmacologicos de analogos seran semejantes a los
utilizados para la molécula patron. Incluso si no llegan a conseguirse analogos
mas activos, se pueden obtener datos que permitan realizar una correlacion
estructura-actividad que, en consecuencia, permita avanzar en la deteccion de
grupos farmacoéforos.

2.2 Terapia Citotoxica del Cancer

La quimioterapia del cancer ha progresado desde su introduccion en los
anos cuarenta, fundamentalmente en los tumores de origen hematopoyético
(leucemias y linfomas). Esta situacion se debe a que, durante anos, se utilizaron
como modelos para el ensayo de la actividad citotoxica lineas celulares de
leucemias linfociticas, especialmente P-388 y L-1210. En consecuencia, los
agentes que se mostraron activos en estos modelos lo fueron finalmente frente a
neoplasias similares. La terapia citotdxica del cancer comprende una gran
diversidad de agentes entre los cuales se pueden destacar los siguientes:
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a) Agentes alquilantes. Los radicales alquilicos cedidos por compuestos de

este tipo se unen con el nitrogeno en posicion 7 de las moléculas de
guanina del DNA, de esta forma producen su desorganizacion

estructural e incluso la formacion de puentes entre cadenas proximas
de dichas moléculas (cross linking)'? (Figura 1).

Cl J/(;|
DY HOZCW©7N
P "al
(0]
Cl
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Figura 1. Agentes alquilantes

Antimetabolitos. Son sustancias que compiten con metabolitos
normales por determinados sistemas enzimaticos o bien contribuyen a
formar metabolitos anormales que luego interrumpen el ciclo
metabolico normal. Dentro de estos se incluyen analogos de la

glutamina, de las purinas, pirimidinas y analogos del acido félico'”
(Figura 2).
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Figura 2. Antimetabolitos
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c)

d)

f)

Corticosteroides. Suprimen la mitosis en los linfocitos por lo que son

usados en el tratamiento de leucemia aguda en nifios"?.

Hidroxiurea. Este compuesto y otros relacionados tienen su sitio
primario de accién en la enzima ribonucleoésidodifosfato reductasa que
cataliza la  conversion reductiva  de ribonucledsidos a
desoxirribonucléotidos la cual es una etapa crucial en la biosintesis del
ADN!"?,

Inhibidores mitoticos. Interfieren en la formacion del huso acromatico,
produciendo la detencion de la metafase. Su actividad se explica por
unirse especificamente a la tubulina y bloquear la habilidad de la
proteina para polimerizarse en microttbulos"? (Figura 3).

R=CH, Vinblastina
R=CHO Vincristina

Figura 3. Alcaloides de la vinca (Catharanthus roseus).
Inhibidores mitéticos

Agentes intercaladores. Son una clase de compuestos, que pueden
interactuar con el ADN, uniéndose con sus cadenas cromoforicas en el
surco mayor, menor o incluso en ambos. El modo de accion de estos
compuestos se expone, a continuacion, con mayor detalle.

2.3 Agentes intercalantes

Las interacciones de ciertos ligantes con los acidos nucleicos han sido el
objeto de intensas investigaciones durante los ultimos 50 anos. El descubrimiento
del acido desoxirribonucleico (ADN) y de sus propiedades estructurales que le
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permiten funcionar como centro de la informacion genética, lleva a la eleccion
de esta macromolécula como una diana para el desarrollo de compuestos con
actividad bioldgica.

El arreglo secuencial de bases a lo largo de una cadena de azlcar-fosfato
codifica la informacion genética de la célula y es altamente conservado durante
la replicacion y transcripcion en parte gracias a la complementariedad de las
bases nitrogenadas en la estructura de doble hélice. Los cambios en esta
secuencia pueden resultar en alteraciones en la informacion genética que pueden
ser letales o heredarse a la progenie.

En 1947, Mikaelis hizo notar la posible utilidad de los ligantes al ADN como
posibles quimioterapicos y mas adelante Kirk, Rauen y Goldberg examinando la
estructura y las interacciones de la actinomicina D con los acidos nucleicos
determinaron el potencial del ADN como un posible objetivo para detener el
metabolismo celular al interrumpir la replicacion y/o la transcripcion. Las
propiedades citotoxicas observadas para los agentes que se unen al ADN llevaron
al uso extensivo de estos compuestos como agentes quimioterapéuticos en el
tratamiento de muchos padecimientos incluyendo el cancer. Dentro de los mas
empleados se encuentran los agentes intercalantes.

Estos agentes ejercen su accion mediante la insercion de un croméforo
policiclico planar entre los pares de bases adyacentes (Figura 4). Otras
propiedades estructurales ejercen cierta influencia sobre la actividad bioldgica
como son los sustituyentes presentes en el sistema policiclico, la geometria del
complejo resultante; ademas, se ha visto cierta selectividad de ciertas
secuencias de bases por algunos agentes'.

(A) (B)
Figura 4. Modelo de insercion
(A) ADN. (B) ADN con el intercalador
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Agentes intercalantes clasicos como el bromuro de etidio, la proflavina, la
acridina o el naranja de acridina (Figura 5) fueron de los primeros en ser
estudiados. Lerman'® observé que cuando se agregaba alguno de estos
compuestos a una solucion de ADN habia un marcado cambio en la viscosidad y
coeficiente de sedimentacion del ADN, lo que lo llevd a establecer que un cierto
cambio estructural en el ADN era promovido por este tipo de sustancias a través
del mecanismo de intercalacion formandose un complejo entre el ligante y el
ADN.

La primera caracterizacion de este tipo de complejo fue presentada por
Waring usando espectroscopia ultravioleta al observar que cuando se anadia
bromuro de etidio a una solucion de ADN habia un cambio en el espectro de
absorcion de este ultimo (Figura 6). Otros compuestos con actividad bioldgica
como la actinomicina D y las antraciclinas mostraron tener un comportamiento

similar.'?
P —
N H,N N NH,

Acridina Proflavina

Naranja de acridina

Bromuro de etidio

Figura 5. Intercalantes clasicos

El proceso de intercalacion inicia con la transferencia del ligante de un
ambiente acuoso a una zona hidrofobica en los surcos del ADN, este proceso
puede ser considerado como favorable debido a la naturaleza no polar del
ligante, luego el ADN sufre un reacomodo pasando a un estado de transicion
donde las bases del ADN se separan 3.4 A, para formar la cavidad donde se
intercalara el ligando y una vez que el ligante se ha insertado, fuerzas no
covalentes (complejo de transferencia de carga, interacciones de Van der Waals
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y formacion de puentes de hidrogeno) se encargan de mantener el

complejo!">'¥,

Figura 6. Grafica de absortividad molar contra longitud de onda de bromuro de
etidio, ADN y juntos.

En general, los compuestos intercalantes del ADN que se usan como
quimioterapéuticos tienen estructuras mas complejas que el bromuro de etidio o
la acridina (Figura 7). Ademas del cromoforo policiclico, la incorporacion de
sustituyentes al nicleo aromatico tiene influencia en la geometria del complejo
resultante o en la selectividad del ligante por algunas secuencias de bases, estos
grupos pueden ser tan simples como un grupo metilo o metoxilo o complejos
como secuencias de aminoacidos o azUcares, los cuales son importantes para la

actividad biolégica!''"1>),

N
’
999

J@(m
HO H CH,SO,NH OMe
NH
Daunorrubicina m-Amsacrina

Figura 7. Agentes intercalantes con actividad biolégica, comunmente usados como
antitumorales.
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Sin embargo, la actividad antineoplasica de los intercalantes del ADN no
estad dada Unicamente por su capacidad de intercalarse entre las bases™. Esto
queda ejemplificado al comparar la actividad de la amsacrina 6 m-AMSA respecto
a su isomero de posicién o-AMSA (Figura 8). Este Ultimo tiene una afinidad 10
veces mayor al ADN en comparacion a la amsacrina (m-AMSA); sin embargo, ésta
tiene mayor actividad citotdxica que o-AMSA. La diferencia estriba en que la m-
AMSA es capaz de afectar la actividad de la enzima ADN topoisomerasa Il. Las
ADN topoisomerasas catalizan la ruptura transitoria y unidon de las hebras del
ADN, las enzimas del tipo | se unen a una sola hebra mientras que las del tipo Il
se unen a ambas. Las topoisomerasas controlan el superenrollamiento y son
necesarias para reparar los “nudos” que se forman en el ADN durante el
enrollamiento!"®.

MeO:©/H—ﬁ—CH3 ﬁ_CH3
O O
HN HN
) L)
Crr 200
N N

Amsacrina o0-AMSA

(m-AMSA)
Figura 8. Amsacrina y su isomero de posicion o-AMSA
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H
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2.4 Radioterapia, tratamiento inmunolégico y cirugia.

2.4.1 Radioterapia

La radioterapia es una terapéutica fisica basada en el uso de las
radiaciones ionizantes y su interaccion con la materia. Estas radiaciones penetran
en los tejidos a diferentes profundidades de acuerdo con sus caracteristicas
fisicas y depositan su energia en una serie de reacciones fisicoquimicas que
comienzan con la ionizacion, generalmente de moléculas de agua, y finalizan
danando al ADN, interfiriendo de esta forma en la division celular. Este proceso
no es selectivo y ocurre tanto en las células normales como en las tumorales.

10
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2.4.2 Tratamiento inmunologico

e Terapia de interferdn: Los interferones son un grupo de sustancias que el
cuerpo produce normalmente y que, a veces, se utilizan en el tratamiento
de la leucemia cronica. ActGan mediante la desaceleracion del
crecimiento de las células leucémicas, ayudando al sistema inmunologico
del cuerpo a combatir la enfermedad.

e Trasplante de células madres. Como se sefalé anteriormente, la
quimioterapia puede dafnar las células normales, al igual que las células
cancerosas: el trasplante de células madres permite a los médicos utilizar
dosis elevadas en quimioterapia necesarias para lograr un tratamiento
eficaz. Aunque los medicamentos destruyen la medula 6sea del paciente,
las células madres trasplantadas pueden restaurar la médula odsea
productora de sangre.

2.4.3 Cirugia

A diferencia de la mayoria de otros tumores cancerosos, la cirugia no se
utiliza para tratar la leucemia. Esto se debe a que la leucemia es una
enfermedad de la sangre y de la médula dsea, por lo que no se puede curar
mediante una operacion. No obstante, la cirugia puede utilizarse para ayudar a
administrar el tratamiento mediante introduccion quirdrgica de un tubo plastico
en una vena mayor. Este tubo, llamado dispositivo de acceso venoso, permite la
administracion de medicamentos quimioterapéuticos o de otro tipo, asi como la
toma de muestras de sangre, sin la necesidad de pinchar al paciente con la aguja
varias veces. En algunos casos de leucemia crénica se emplea la cirugia para

extirpar el bazo**",

2.5 Topoisomerasas

Las topoisomerasas, como ya se menciond, son enzimas que pueden
cambiar el estado topologico del ADN a través de la ruptura transitoria y union
de las hebras del ADN. Estas enzimas alteran la orientacion en el espacio de la
doble hélice, siendo necesarias para reparar los “nudos” que se forman en el ADN
durante el enrollamiento, por lo cual son esenciales para la supervivencia de las
células, ya que participan en procesos tan importantes como la replicacion,
trascripcion y recombinacion del ADN.

11
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Existen dos clases de topoisomerasas:

1. Topoisomerasas tipo | (Tipo 1). Actlan provocando el rompimiento
transitorio de una hebra de ADN, que permite controlar la rotacion (o el
paso de una hebra por en medio) del corte por la propia enzima. Modifican
el nimero de enlace del ADN de uno en uno.

2. Topoisomerasas tipo Il (Tipo IlI). Actlan provocando el rompimiento
transitorio de dos hebras de ADN, que permite el paso de otra doble hebra
a través del rompimiento. Modifica el nUmero de enlace del ADN en paso
de 2

En los afos 1980°s se descubrié que las topoisomerasas tipo Il eran la
diana primaria de algunos farmacos citotoxicos. Estos farmacos actuan de
manera muy especial, ya que en lugar de impedir que las topoisomerasas tipo Il
desempenen sus funciones, transforman a las topoisomerasas en toxinas letales
que dafan al ADN!"82%,

2.5.1 Mecanismo de accion de las topoisomerasas tipo Il.

La actividad enzimatica de las topoisomerasas tipo Il se puede describir en
seis pasos ®® (Figura 9):

Paso 1: Unidén al ADN. Las topoisomerasas tipo Il inician su actividad
enzimatica uniéndose al ADN. La interaccion es gobernada por dos propiedades
de la doble hélice:

e C(iertas secuencias especificas de nucledtidos son reconocidas por las
topoisomerasas tipo Il.

e La estructura topoldgica. Las topoisomerasas tipo Il, son capaces de
distinguir la topologia del ADN, es decir, distinguen regiones
superenrolladas de las relajadas, interactuando preferentemente con las
regiones superenrolladas.

Paso 2: Formacion del complejo previo a la traslocacion. Hay formacion de
un complejo transitorio entre la enzima y el ADN en el que la enzima causa la
transferencia del fosfoester en la posicion 5’ hacia el hidroxilo de una tirosina.

12
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Paso 3: Traslocacion. La topoisomerasa experimenta un cambio
conformacional que conduce el paso de una doble hebra de ADN, a través del

corte transitorio formado en el paso anterior. En este paso se incorpora ATP, lo
cual induce la traslocacion.

Paso 4: Post-traslocacion. En este paso se establece un equilibrio ruptura-
union de las hebras similar al del paso 2.

Paso 5: Hidrdlisis de ATP. La hidrolisis de ATP promueve la separacion del
complejo ADN-Enzima, que ocurre cuando el ADN esta resellado.

Paso 6: Reciclaje de la enzima.

ADN resellado

v |:' o ADN superenrrollado
reciclaje de enzima - e L
4 (™)) '
i e \. I| I |
2~ N )
,r”i 'L\‘CE'; ~ lr}?\
{, ) 4 \'.
|( 5) aoew 1
A~ R reconocimiento de
union de hebras de ADN ,\ - \ lié‘ (E topo [l sobre regiones de
ost-traslocacion w7/ e, ADN superenrrolladas
b ) .~/ L
.’f I'-"GIE
- N
CE,‘] |\_-__. Il
- Y
' ' i (B
cambie C?t?::i:?:::?@?;? de topol [Q “3 ] {—-—x_%i [':_\ = I ] corte transitorio al ADN
~ i
' aTP N

Figura 9. Ciclo catalitico de la enzima ADN topoisomerasa Il
2.5.2 Topoisomerasa Il como blanco de farmacos citotdxicos.

La ADN topoisomerasa Il es blanco de algunos farmacos usados en el
tratamiento del cancer. En la actualidad existen seis farmacos de este tipo que
han sido aprobados por la FDA (Tabla 1). Estos mismos se encuentran dentro del
Cuadro Basico de Medicamentos. Otros compuestos que inhiben a la ADN
topoisomerasa Il que también han mostrado actividad antitumoral, son farmacos
en investigacion o que se encuentran en fases clinicas (Tabla 2).
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Tabla 1. Farmacos inhibidores de la ADN topoisomerasa |l aprobados por la FDA

Farmaco Tipo Ano de Indicacion terapéutica
aprobacion
Linfomas (*)
Cancer de mama (*)
Doxorrubicina  Antraciclina 1974 Sarcomas (*)
Sarcoma de Kaposi
Leucemia
Daunorrubicina  Antraciclina 1979 Leucemia linfocitica aguda (*)
Idarrubicina Antraciclina 1990 Leucemia mielégena aguda
L .
Mitoxantrona  Antraquinona 1987 ?ucemla aguda
Cancer de mama
Cancer testicular (*)
Cancer de pulmén (*)
.. . . Linf
Etoposido Podofilotoxina 1984 infomas .
Sarcoma de Ewing
Sarcoma de Kaposi
Cancer de ovario
Teniposido Podofilotoxina 1992 Leucemia linfoblastica aguda (*)

(*) Tratamiento de primera eleccion

Tabla 2. Algunos farmacos en investigacion que inhiben a la ADN

topoisomerasa Il

Amonifide Genisteina
Amsacrina® Intoplicina
Antrapirazoles Makaluvaminas
Aza IQD Merbarone
Bulgareina Menogaril

Distamicina Naftoquinonas

Elipticina Nitroimidazoles
Epirrubicina Saintopina
Estreptonigrina Suramina

* Se usa en la clinica

Dentro de los inhibidores de la ADN topoisomerasa |l existen dos tipos, los
inhibidores cataliticos y los estabilizadores del complejo ADN-enzima. Los
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primeros (Figura 10) actuan inhibiendo algin paso del ciclo catalitico de la
enzima, por ejemplo, las bis-dioxopiperazinas actlan inhibiendo el paso 5 al
unirse a la region de union al ATP.

Bisdioxopiperazinas
ICRF-154: R;=H R,=H

ICRF-159: R,=CH, R,=H
ICFR-193: R,=CH, R,=CH,

Suramina

Figura 10. Inhibidores cataliticos de la ADN topoisomerasa Il

A diferencia de los inhibidores cataliticos los farmacos estabilizadores del
complejo ADN-enzima, actlan estabilizando el complejo toxico en el cual las
hebras de ADN permanecen rotas. Al estar rotas las hebras la respuesta celular
incluye:

e Activacion de las rutas de reparacion. Durante el proceso de
reparacion del ADN es posible que haya inserciones o ablaciones
de bases, las cuales pueden darse en genes vitales para el
desarrollo celular.

e Alteraciones en el ciclo celular. En células que tienen copias
funcionales de p53, el producto del gen supresor de tumores
p53, se ha observado interrupcion del ciclo celular en las fases
G1 y G, después del tratamiento con estabilizadores del
complejo ADN-topoisomerasa Il. Sin embargo, se ha demostrado
que el etoposido y la doxorrubicina son capaces de inducir
apoptosis independientemente del estado de p53, por lo que no
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esta claro que tipo de mecanismos intervienen en la interrupcion
del ciclo celular.

e Activacion de otras vias de sefalizacion. El daino inducido puede
activar otra serie de fendmenos como la elevacion de la
concentracion de ceramidas lo cual puede conducir a apoptosis,
activacion de fosfatasas y cinasas, sin embargo aun no esta claro
el modo en que pudieran influir en la actividad citotoxica.

Los fenomenos anteriores conducen al inicio de la muerte celular. Los
aspectos morfoldgicos y bioquimicos de las células afectadas por este tipo de
compuestos son similares a los observados en la apoptosis. Si bien los farmacos
que actlan por esta via afectan a las células que expresan ADN topoisomerasa,
aquellas que se encuentran en proliferacion o transformacion son mas sensibles,
debido a que los requerimientos de esta enzima son mayores por lo que estos
farmacos tienen buena respuesta clinica en aquellos tipos de cancer mas
agresivos.

Etopésido R,=CH,

Tenipdsido R, Z/ \§
HO H S
NH,
Doxorrubicina  R;=CH,OH R,=OCHj, /
, L0
] Q

Daunorrubicina R,=CHj, R,=OCH,
O‘O Elipticina CH,SO,NH
Amsacrin

Idarrubicina R,=CH OH R,=H
oH o HNv >op
OH O HN OH
NS

H
H

Mitoxantrona

Fluroquinolona CP-115,953 Genisteina

Figura 11. Estabilizadores del complejo ADN-enzima
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Se ha postulado que el mecanismo de accion de estos farmacos ocurre
mediante la formacion de un complejo ternario enzima-ADN-farmaco en el que
se altera el equilibrio ruptura-unién de las hebras del ADN, favoreciéndose el
estado en el cual las hebras permanecen rotas, esto se ha observado en el caso
del etopodsido y la amsacrina. Una vez formado el complejo ternario, la accion de
polimerasas y helicasas provoca la ruptura de las hebras de ADN y esto puede
desencadenar la apoptosis.

2.6 Acridinas y sus derivados.

Los agentes quimioterapéuticos basados en el nucleo de acridina incluyen
compuestos antimalaricos como mepacrina y azacrina; compuestos
antibacterianos como la proflavina y aminacrina, asi como farmacos
anticancerigenos. El primer derivado de acridina usado clinicamente en el
tratamiento de la leucemia fue la amsacrina (m-AMSA) que es un miembro de la
gran familia de las 9-anilinoacridinas.

El mecanismo de accion de la amsacrina es la formacion de un complejo
ternario como se describio en la seccidén anterior. Se ha postulado que la
estructura del farmacoforo para los agentes intercalantes que, como la
amsacrina forman un complejo ternario con el ADN y la topoisomerasa Il, puede
considerarse de la siguiente forma:

a) Un sistema planar que se intercala en el ADN.
b) Una cadena lateral que interactla con la enzima y con el surco menor.

[ =T Ns S Parte intercalante
\'.\IH
OMe
o Unién con la enzima
[
_ﬁ_
0 |'_| Interaccion con el surco menor

Figura 12. Farmacoforo postulado para los agentes intercalantes, que como la
amsacrina, forman un complejo ternario con el ADN y la topoisomerasa tipo Il.
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La via de destoxificacion propuesta para la amsacrina es la siguiente:

D/NHSO ,Me MeoUNsone

diimino-quinona
% O 7 m-ADQI
~ NS
N
m-AMSA

N
| SHGIlutation

NHSOzMe

SGIutatlon
/
O \§ O
N

Figura 13. Via de destoxificacion de la amsacrina (m-AMSA).**

La amsacrina es facilmente metabolizada por lo cual tiene una vida media
corta en plasma. Para prevenir esta oxidacion se han preparado nuevos analogos
en los cuales los sustituyentes del anillo de anilina no pueden formar el
intermediario diimino-quinona. Entre ellos el mas notable es AHMA (Figura 14)
que resultd ser mas potente que m-AMSA, y con una mayor vida media en
plasma. Los derivados de acridina han sido extensamente estudiados como
potenciales agentes anticancerigenos. Otro derivado importante es DACA (Figura
14)2529),

NH, 7
O NHSO,Me ~
N

7 o

HN HN o NH
L0
\N \N /N\
m- AMSA AHMA DACA

Figura 14. Derivados de acridina que presentan actividad citotoxica.
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2.7 Ciclo Celular y cancer.

En condiciones normales existe un equilibrio entre la proliferacion celular
y la apoptosis (Figura 15), pero en el cancer aparecen mutaciones que dan lugar
a la activacion de oncogenes (genes que codifican proteinas del ciclo, que
favorecen la proliferacion celular) o a la inactivacion de genes supresores
(codifican proteinas que frenan el ciclo celular). De este modo el equilibrio se
rompe y la balanza se decanta hacia la proliferacion desenfrenada y la
inmortalizacion de la linea celular.

Una manera de regular este equilibrio, existen puntos de control en el
ciclo celular que aseguran la progresion sin fallos de éste, evaluando el correcto
avance de procesos criticos en el ciclo, como son la replicacion del ADN o la
segregacion de cromosomas. Estas rutas de verificacion presentan dos
caracteristicas, y es que son transitorias (desaparecen una vez resuelto el
problema que las puso en marcha) y que pueden caducar si el problema no es
resuelto al cabo de un tiempo. Estos puntos de control se describen de manera

general a continuacion®?:

o Punto de control de ADN no replicado, en la entrada de fase M. Actla
inhibiendo a Cdc25, el cual es un activador de la Ciclina A/B Cdk1. (Figura
15)

e Punto de control de ensamblaje del huso (checkpoint de mitosis), antes de
la anafase. Se activa una proteina Mad2 que impide la degradacion de la
segurina, lo que impide la segregacion de las cromatidas hermanas hasta
que todas se hayan unido al huso. Es pues el punto de control de la
separacion de cromosomas, al final de la mitosis. En caso de que fuera
incorrecto, se impediria la degradacion de la ciclina B por parte de APC.
(Figura 15)

e Punto de control del dano del ADN, en G4, S o G,. El dano celular activa a
p53, proteina que favorece la reparacion el ADN, detiene el ciclo
promoviendo la transcripcion de p21, inhibidor de Cdk, y, en el caso de
que todo falle, estimula la apoptosis . (Figura 15)
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Figura 15 . Puntos de control del ciclo celular

Se cree que muchos tumores son el resultado de una multitud de pasos, de
los que una alteracion mutagénica no reparada del ADN podria ser el primer
paso. Las alteraciones resultantes hacen que las células inicien un proceso de
proliferacion descontrolada e invadan tejidos normales. El desarrollo de un
tumor maligno requiere de muchas transformaciones genéticas. La alteracion
genética progresa, reduciendo cada vez mas la capacidad de respuesta de las
células al mecanismo normal regulador del ciclo®®?.

Los genes que participan de la carcinogénesis resultan de la
transformacion de los genes normalmente implicados en el control del ciclo
celular, la reparacion de danos en el ADN y la adherencia entre células vecinas.
Para que la célula se transforme en neoplasica se requieren, al menos, 2
mutaciones: una en un gen supresor de tumores y otra en un protooncogén, que
dé lugar, entonces, a un oncogeén.

2.7.1 Apoptosis y Necrosis

Dos formas de muerte celular son habituales en el organismo: necrosis y
apoptosis. Las caracteristicas morfologicas de ambas permiten, en la mayoria de
los tejidos, establecer claras diferencias, de esta manera la apoptosis, desde el
punto de vista morfolégico, presenta cuatro fases que se describen a
continuacion (Figura 16):

e Fase de Precondensacion. La induccion de los genes requeridos para la
apoptosis determina la transcripcion y translacion activa en proteinas y
enzimas.
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e Fase de Condensacion. Se produce una reduccion del volumen de nucleo y
citoplasma, con condensaciéon de la cromatina en el margen nuclear. Hay
una pérdida de las interacciones entre la célula apoptoética y las vecinas.

e Fase de Fragmentacion. Las proteinas de la matriz nuclear se solubilizan,
lo que hace al ADN susceptible de degradacion por endonucleasas
dependientes de calcio y magnesio. Estas enzimas degradan la cromatina
nuclear y originan los llamados cuerpos apoptéticos, que son multiples y
muestran un patron en escalera en la electroforesis. Estos corpusculos
aumentan progresivamente en numero hasta que el nlcleo se hace
picnotico.

e Fase de Fagocitosis. Los cuerpos apoptéticos son fagocitados y degradados
por las enzimas lisosomales de las células vecinas sin respuesta
inflamatoria alguna, por lo que no queda ni rastro de su presencia unas
horas tras el comienzo del proceso.

Otra forma de muerte celular se da por el proceso llamado necrosis
celular, cuyas diferencias de los procesos apoptéticos se mencionan
acontinuacion:

Mientras la apoptdsis esta caracterizada por una activa participacion de la
propia célula que esta falleciendo, incluso hasta el punto de sintetizar de novo
(en algunos tipos celulares) los efectores de su muerte celular, la necrosis es un
proceso pasivo, catabolico y degenerativo.

La necrosis también recibe otros nombres como muerte accidental u
oncosis. La necrosis generalmente representa una respuesta celular a una lesion
y puede ser inducida por una sobredosis de agentes citotoxicos, un choque de
pH, hipertermia, hipoxia, trauma directo, un choque acido, etc. Un
acontecimiento temprano de la necrosis es la pérdida de control de la
permeabilidad de la membrana plasmatica. Como consecuencia de ello se
establece un flujo anormal de iones hacia el interior celular que va acompanado
de la entrada pasiva de agua. La entrada de agua provoca que tanto la célula
como algunos de sus organulos membranosos (mitocondria, reticulo
endoplasmico, etc) se hinchen y finalmente estallen.

Después la membrana plasmatica se rompe y se liberan constituyentes
citoplasmicos, incluyendo enzimas proteoliticas (Figura 16). En la cromatina

21



2. Antecedentes

nuclear aparecen areas de condensacion desigual y en nlcleo sufre una lenta
disolucion (cariolisis). La necrosis desencadena una reaccion inflamatoria en el
tejido que a menudo produce formacion de cicatriz. La degradacion del DNA no
es tan excesiva durante la necrosis como en la apoptosis, y los productos de
degradacion son de tamano variable que forman barridos en los geles de
electroforesis.

Figura 16. Aspectos morfologicos de la membrana en células necréticas y
apoptéticas.

2.8 Tiazolo[5,4-b]quinolinas.

2.8.1 Bioisosterismo.

El isosterismo fue inicialmente un concepto puramente quimico, en un
intento de aplicar a las moléculas el hecho de que, en el caso de los atomos, una
distribucion electronica similar conduce a propiedades fisicoquimicas similares.
Asi, Langmuir® observé la semejanza de propiedades fisicoquimicas (densidad,
constante dieléctrica, solubilidad, etc.) que presentan ciertas moléculas, como
el nitrogeno y el mondxido de carbono; él atribuyo dicha semejanza a que estos
compuestos poseen el mismo niUmero de atomos y de electrones de valencia y los
definié como isosteros. Erlenmeyer™ propuso expandir el concepto de isoterismo
para incluir ciertos grupos que son aparentemente muy diferentes, pero que en
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la practica poseen propiedades fisicoquimicas semejantes. La similitud de las
propiedades fisicas entre el benceno y el tiofeno llevd también a proponer la
existencia de un isosterismo entre el grupo vinilo y el atomo de azufre.
Considerando la utilizacion del isosterismo como criterio de 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 bioldgica”. De forma mas concreta, Thornber
“ propuso definir los bioisésteros como “grupos o moléculas que tienen
propiedades fisicas y quimicas semejantes; y que producen efectos fisioldgicos
aproximadamente similares”™.

2.8.2 Tiazolo[5,4-b]quinolinas y sus derivados.

Alvarez-lbarra y colaboradores®? sintetizaron y evaluaron la actividad
antitumoral de derivados de tiazolo [5,4-b] quinolinas. Estos compuestos habian
sido reportados como potenciales antiespasmoddicos, antiinflamatorios vy
colorantes. Estos compuestos son isosteros de los derivados de acridinas en los
cuales un anillo de benceno es sustituido por un anillo de tiazol (Figura 17). En
1997, Alvarez-Ibarra® reportd derivados de estos compuestos como potenciales
antitumorales, realizando una incorporacion de un sustituyente alquildiamino en
las posiciones 2 6 9. Se determiné la actividad citotdxica de estos compuestos en
tres lineas celulares; P-388 (neoplasma linfatico murino), A-549 (carcinoma de
pulmén) y HT-29 (tumor de colén humano), sus resultados se reproducen en la

Tabla 3.
9
sovilNees
N NG SJZ

Acridina Tiazolo[5,4-b]quinolina

Figura 17. Acridina y su isoster Tiazolo[5,4-b]quinolina
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Tabla 3. Actividad citotoxica de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas reportados por

Alvarez-lbarra®®?,

R;
Sustituyentes Actividad Biolégica Clso(uM)
Linea Linea Linea
Compuesto R, R; celular celular celular
p-388 A-549 HT-29
A SO;Me OH 32.4 32.4 32.4
B SO;Me OH >60.4 > 60.4 >60.4
o SO;Me OH 6 6 6
D o OH 5.76 7.22 7.22
E o OH 3.3 5.6 3.3
F o OH 1.65 2.9 5
G SMe B 6 6 6
H SMe B 5.4 5.4 5.4
I SMe y 12.1 12.1 12.1

o = NH(CH;),NEt,, B= NH(CH,);NEt;, y = MeN(CH;);sNMe,, Clso= Concentracion en pM de

compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular.

Una nueva familia de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas fue

33-36)

sintetizada y evaluada su actividad biolégica por Lira Rocha y colaboradores! .
En estos derivados se incorpora en la posicion 9 del sistema triciclico el grupo
anilino adecuadamente sustituido, y en la posicion 2 grupos metiltio o
alquildiamino. Se evalud la actividad citotoxica en diferentes lineas celulares:
dos lineas celulares cervicales (Hela y C-33), dos lineas celulares de cancer
colorrectal (SW480 y SW620) y en una linea celular de leucemia mielogena (K-
562). Los datos de citotoxicidad de dichos compuestos se listan en las Tablas 4 y

5.
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Tabla 4. Datos de actividad biolégica de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas publicados
por Lira Rocha y Colaboradores"”.

Actividad Biolégica Clso (uM)

Lineas celulares
Compuesto Rj R4 Rs
Hela C-33 SW480 SW620 K-562
1 H H H >200 153.7 >200 >200 >200
2 NH; H H 176.5 138.8 >200 >200 143.4
3 NHAc H H >200 >200 >200 153.9  85.3
4 NH; H CH,OH >200 >200 >200 183.9 143.4
5 Cl H H 69.4 129.3 110.7 129.7 80.3
6 CN H H 7.8 15.0 28.7 43.8 8.0
7 OMe H H 25.3 75.4 66.7 26.6 22.2
8 CF; H H 43.3 59.7 65.1 62.3 67.1
9 NO, H H 152.2 >200 >200 160.82 >200
10 OH H H >200 146.1 146.6 146.3 173.3
11 NHMe H H 4.2 133.9 101.4 118.7 46.9
12 % H H 21.7 19.9 13.6 19.7 12.5
13 H Cl H 123.8 >200 >200 145.9 79.5
14 H OMe H 200 >200 >200 110.8 77.2
15 H CN H 140.0 >200 >200 >200 120.0
m-AMSA 9.5 8.8 27.7 16.7 19.9

x = -(CO)EDA, EDA = 2-((N,N-dietilamino)etilamino, Clso= Concentracion en pM de

compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular.
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Tabla 5. Actividad biolégica de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas, publicados por Lira
Rocha y colaboradores ),

R
B
N/ S)\R'
Sustituyente Actividad biolégica Clso (M)
Lineas celulares
Compuesto R’ R’

Hela C-33 SW480 SW620 K-562

16 SCH3 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 -Ce¢Hs 15.9 22.4 37.7 21.6 16.8
m-AMSA 9.5 8.8 27.7 16.7 19.9

Clso = Concentracion en pM de compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular

De estos resultados se establecidé que los compuestos mas activos son: el
compuesto 6 que tiene un grupo nitrilo en la posicion 3’ del anillo de anilina y los
compuestos 12, 16, 17 y 18 que tienen una cadena de alquilamino en su
estructura. En términos generales, podemos observar que los compuestos con
sustituyentes en el anillo de anilina en la posicion 3’ son mas activos que los que
tienen sustituyente en la posicion 4’. La cadena 2-(N,N-dietilamino)etilamina
favorece la actividad citotoxica, ya que los compuestos 12, 16, 17 y 18 presentan
una actividad comparable al de la amsacrina, a pesar de que hay un cambio en la

posicion de la cadena alquilamina‘®*3¢.

Observando que la presencia de una cadena lateral en la posicion 2 del
sistema triciclico favorecia la actividad citotoxica de estos derivados, estudios
desarrollados por este mismo grupo de trabajo disenaron una nueva serie de
compuestos de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, en los cuales dichos derivados
contenian en posicion 2 del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina una cadena
lateral, flexible de N,N-dietilaminopropilamino y apropiadamente sustituidos en
posicion 3’ y 4’ del anillo de anilina con grupos (-Cl,-CN,-OMe)®” (Figura 18). Ello
con el objetivo de determinar como la presencia de la cadena de alquilamino y
del patron de sustitucion en el anillo de anilina afectaban en la actividad
citotoxica de estos derivados.
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AN N H J
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R=3'Cl, 3'CN, 3'0OMe,4'Cl,4'CN,4'OMe

Figura 18. Derivados sintetizados por Lira Rocha y colaboradores, que
presentan una cadena de alquilamino en posicion 2

En términos generales, se observd que estos nuevos compuestos
presentaban mayor actividad citotoxica que sus derivados 2-metiltio, incluso en
algunos casos presentaban mayor actividad que la amsacrina (compuesto de
referencia).

Dado lo anterior, se realizd la sintesis y evaluacion citotoxica de nuevos
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, en los cuales se incorpord en la
posicion 2 del nucleo de tiazologuinolina un heterociclo saturado
(4-metil-1-piperazinil,1-piperidinil, 1-morfolinil)® (Figura 20 pag.31 ) con el
objetivo de disminuir los grados de libertad de la cadena lateral en dicha
posicion y determinar como este factor influye en la citotoxicidad de estos
derivados. Los resultados biolégicos de esta nueva serie de compuestos indicaron
que esta modificacion estructural disminuia sensiblemente la actividad citotoxica
en comparacion con los derivados de cadena alifatica, lo que condujo a inferir
que los sustituyentes en la posicion 2 del anillo triciclico tienen un papel
importante en la actividad biologica.

Considerando los resultados de los estudios anteriores en los que la
incorporacion de wuna cadena de 2-(N,N-dietilamino)etilamino o 2-(N,N-
dietilamino)propilamino incrementa sensiblemente la actividad citotoxica o que
la incorporacidon de heterociclos saturados en la misma posicion disminuye la
actividad citotoxica en la posicion 2 del anillo de tiazoloquinolina, resulta
interesante analizar la importancia de los sustituyentes en dicha posicion. Una
manera inmediata de analizar esta situacion es la remocion de cualquier
sustituyente en la posicion antes mencionada y observar cémo afecta dicha
remocion en la actividad citotoxica en lineas celulares.
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3. Planteamiento de Hipotesis

Como ya se menciond, los compuestos sintetizados por Alvarez-lbarra®? y
colaboradores fueron derivados sustituidos en la posicion 2 o en la posicion 9 con
un sustituyente alquildiamino. Algunos de estos derivados mostraron tener
actividad citotoxica en lineas celulares como P-388 (neoplasma linfatico
murino), A-549 (carcinoma de pulmén humano) y HT-29 (tumor de colon
humano), los resultados se listan en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de la actividad citotoxica in vitro de tiazolo[5,4-b] quinolinas
sustituidas

Clso de inhibicion de crecimiento
celular (uM) (in vitro)

C-2 c-7 C9 P-388 A-549 HT-29
SCH; H OH >70.2 >70.2 >70.2
SCH; CH; OH  >66.9 >66.9 >66.9
SCH; F OH  >66.1 >66.1 >66.1
A H OH 5.76 7.22 7.22
A CH; OH 3.3 5.6 3.3
A F OH 1.65 2.9 5.0
SCH; H B1 6.0 6.0 6.0
SCH; CH; Bt 5.4 5.4 5.4
SCH; H B2 12.1 12.1 12.1

N
An NHTN \\ B1= NH/\/\N(Et)2 Bo= l\IH/\/\N(Me)2

En estos estudios se observd que aquellos compuestos con una cadena de
N,N-dietiletilendiamino mostraban buena actividad citotoxica.
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También se observo que es importante para la actividad de este tipo de
compuestos una baja densidad de carga en la posicion 7 y una cadena lateral
flexible en la posicién 2 6 9 con dos nitrégenos basicos con un pKa de 7.5 a 102,

En estudios posteriores del potencial molecular electrostatico (PME) de
compuestos con capacidad intercalante, con y sin actividad citotoxica, se
encontré que era necesaria la presencia de regiones adicionales de isopotencial
comparadas con las moléculas que carecian de actividad citotoxica. Con base en
estos estudios Lira Rocha y colaboradores propusieron la sintesis de derivados
hibridos de las tiazolo[5,4-b]quinolinas y las 3-[(9'-acridinil)amino]anilinas como
potenciales antitumorales, ya que se observaron similitudes en el analisis
conformacional y la descripcion del potencial molecular electrostatico de estos
derivados hibridos con derivados como el AHMA y los sintetizados por Alvarez-
Ibarra biologicamente activos. Los derivados sintetizados por Lira Rocha se
muestran en la Figura 19.

Z%\ /\;
0. Z
1

(AYR=H  R,=H R,=SCH,
(B)R,=NH, R,=H R,=SCH,
(C) R,=NHAc R,=H R,=SCH,
(D) R;=NH, R,=CH,OH R,=SCH,
(E)R,=H  R,=H R,;=NHCH,CH,N(E),

Figura 19. Derivados hibridos 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina

Se evaludé la actividad citotoxica de estos derivados sintetizados en
diferentes lineas celulares (2 lineas celulares de cancer colorectal humano SW480
y SW620; 3 lineas celulares cervicales HelLa, C-33 y Calo; una linea celular de
cancer de mama MCF-7; una linea celular de ovario CHO y una linea celular de
leucemia mielégena humana K-562), ademas se evalud la actividad intercalante
al ADN de estos compuestos mediante desplazamiento de bromuro de etidio, los
resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 7.
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3. Planteamiento de hipdtesis

Tabla 7 . Comparacién de la actividad citotoxica in vitro y capacidad de unién
al ADN de los derivados hibridos.

Clso de inhibicién de crecimiento celular (uM) Intercalacion
Compuesto MCF-7 HelLa Calo C-33 SW480 SW620 CHO K-562 @Q* Qmax®
A >200 >200 198.3 153.7 >200 >200 >200 >200 13.62 0.298

B 743 176.5 128.1 138.8 >200 >200 136.8 143.4 6.96 0.586
C 132.3 >200 >200 >200 >200 153.9 58.8 85.3 18.44 1.078
D 138.5 >200 106.4 >200 >200 183.9 111.4 143.4 22.64 1.280
E 16.6 15.96 29.9 22.4 37.7 21.6 30.6 16.8 52.46 1.742

2 Union al ADN por desplazamiento de bromuro de etidio del ADN. Concentracion (oM) para
disminuir un 50% la flouresencia debida al complejo ADN-bromuro de etidio.

® Uniébn maxima al ADN (zM). Es una representacion de los subsitios a los cuales se une el
compuesto en el ADN.

De este conjunto de compuestos el que presentd una mayor actividad fue
el compuesto E, el cual posee un grupo dietiletilendiamino en la posicion 2. Al
comparar entre si la actividad del resto de los compuestos se aprecié que la
introduccién de un grupo amino en el anillo de anilina favorecio la actividad en
todos los casos. Al comparar la actividad del compuesto B con el compuesto
acetilado C se observo que el primero fue mas activo en algunas lineas celulares.
La comparacioén de actividad entre B y D, que cuenta con un grupo hidroximetilo,
muestra la misma situacién, lo que indica que no se favorece la inclusion del
sustituyente mencionado.

Por otra parte, se observo que todos los compuestos fueron capaces de
desplazar al bromuro de etidio del ADN. Estos resultados sugieren que el
compuesto B no sélo es el que mejor se unié al ADN (valor de Q = 6.96), sino que
lo hizo de un modo selectivo (Qmax = 0.5861); el compuesto acetilado C tuvo una
menor afinidad por el ADN por lo que se presume que el grupo amino es
importante para la union al ADN. Ademas, el compuesto E fue el que tuvo la
afinidad mas baja pero su Qmax fue la de mayor valor, de lo que se deduce que su
actividad se puede atribuir a que ocupa varios lugares en el ADN aunque con baja
afinidad.

De estos resultados se desprenden tres conclusiones importantes:

1) La presencia del grupo [2-(N,N-dietilamino)etillamino en posicion 2
favorece la actividad citotdxica en los compuestos evaluados.
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3. Planteamiento de hipdtesis

2) Si bien es cierto que la presencia del grupo [2-(N,N-dietilamino)etil]amino
en la posicion 2 favorece la actividad citotdxica, la afinidad de este
compuesto por el ADN es baja, lo que sugiere que quiza existan factores
estéricos y electronicos que influyen en una mejor afinidad por el ADN.

3) Cuando los compuestos evaluados presentaban en la posicion 2 un grupo
metiltio la actividad citotoxica se ve disminuida considerablemente.

Debido a la actividad citotoxica que presentaron los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina que en la posicion 2 6 9 poseian una cadena de N,N-
dietiletilendiamina, se realizaron estudios orientados a analizar la influencia del
fragmento alquilico sobre la actividad citotoxica en lineas tumorales; en dicho
estudio® se propuso la incorporacién de un heterociclo saturado de seis
miembros en el cual el atomo de conexion en la posicion 2 del tiazol es un atomo
de nitrogeno y en la posicion 4, con respecto a este Ultimo, un atomo de
nitrégeno, oxigeno o un grupo metileno (Figura 20).

8

cl HN
N N
OO GO
s s
o, o, (IV)
Y= CH,,(II) Y= CH,, (V)
N-CH,, (Ill) N-CHj, (VI)

Figura 20. Compuestos sintetizados por Guadarrama Salgado® con modificacién en
la posicion 2 del anillo de tiazol.

Esta nueva serie de compuestos fueron evaluados en 2 lineas celulares,
una linea de cancer de mama MCF-7 y una linea celular de leucemia mieldégena
K-562. Los datos de citotoxicidad se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. % de inhibicién de crecimiento a una concentracion de 80 pM obtenidas en
un ensayo MTT

Compuesto  MCF-7 K-562
I 26.29 33.73

Il 15.75 19.31
I 35.55 30.30
v 35.73 38.83
\’ 18.74 25.8
VI* 72.18 73.01

*Clso (uM) Unico compuesto con valor obtenido mediante una curva dosis-respuesta gradual.

De estos resultados se observa que el compuesto Il fue el que mostrd
menor actividad citotoxica, en cambio el compuesto VI fue el mas activo a esa
concentracion. Por otro lado, es importante resaltar la diferencia de actividad
bioldgica entre el compuesto Ill y el VI, ambos poseen el mismo sustituyente
heterociclico en la posicion 2 del anillo triciclico, pero VI es mas activo, al
parecer es importante la presencia del grupo anilino en la posicion 9 para la
actividad bioldgica.

A partir de esta serie de estudios, es evidente que el patron de sustitucion
en la posicion 2 del nucleo triciclico tiene una influencia importante en la
actividad bioldgica. Una manera de demostrar el papel del sustituyente en dicha
posicion seria la remocion del mismo y determinar la actividad citotoxica de
estos derivados. Entonces, la actividad biolégica de los derivados de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina se puede modular mediante el patron de
sustitucion de la posicion 2.

Por tal motivo, el presente trabajo se propone continuar con la sintesis de
derivados hibridos de las tiazolo[5,4-b]quinolinas, con el fin de poder contribuir
al establecimiento de los requerimientos estructurales responsables de la
actividad citotdxica, asi como la influencia del sustituyente presente en la
posicion 2 del anillo de tiazolo[5,4-b]quinolina sobre dicha actividad biologica
con el fin Ultimo de mejorar la selectividad de estos compuestos hacia células
tumorales.
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4. HIPOTESIS

Es posible alterar la actividad citotdxica, en lineas celulares tumorales
humanas de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina mediante la

remocion del grupo metiltio presente en la posicion 2 del nicleo triciclico.

33



5. Objetivos

5.0bjetivos

5.1 Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas con
potencial actividad antitumoral y determinar la actividad citotoxica en lineas
celulares tumorales.

5.2 Objetivos particulares.

l. Determinar la influencia del sustituyente en la posicion 2 del sistema
triciclico sobre la actividad citotoxica.

Il. Sintetizar los siguientes compuestos:

Tabla 9. Compuestos propuestos para ser sintetizados

R
= | N
I
\N S)\H

Compuesto Nombre

R
7a HN/@ 9-Anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
Cl
7b 9-[(3-clorofenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina
HN
CN
7 9-[(3-cianofenil)amino]-tiazolo[5,4-
o Y
N b]lquinolina

Cl 9-[(4-clorofenil)amino]-tiazolo[5,4-
Ny /©/ b]quinolina
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7e

7f

/8

7h

7i

cr
HN
\/\l/\/\
OMe
HN’ i
\/\l/\/\

Me
HN/©
\/\|/\/\
QOMG

HN
\/\|/\/\
"

9-[(4-cianofenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina

9-[(3-metoxifenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina

9-[(3-metilfenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina

9-[(4-metoxifenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina

9-[(4-metilfenil)amino]-tiazolo[5,4-
b]lquinolina

.

Iv.

Proponer un método alterno para el desplazamiento del grupo metiltio

presente en la posicion 2 del sistema triciclico, con el fin de

incrementar el rendimiento, de los productos en la ultima etapa de

sintesis.

Determinar la actividad citotoxica de los nueve derivados sintetizados.
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6. Analisis de Resultados

6.1 Parte quimica.

0 _ (@] (@]
- a PO NS G
/\O/U\/NH3 2 . 9 \n/ — > "0 \\r ~
45% S 92% S
1 2 \
92%’C
o)
Cl
g o | N
SuBret
64% HNT Ys” Ss—
~
N7 s s
4
95% | e 3
R
N N

)\ f

pSa JICa
-H (6a) 73%

3'-Cl (6b) 83% 3'-OMe (6f) 90%
- 0,
XX N R = 3'-CN (6¢c) 88% _ 3 Me (6g)92/g
Ll Ao NPk
N s s 4-CN (6e) 83%

7\ // \\

- 0,
N/(ﬁ H (7a) 74%

*-OMe (7h) 70%
-Me (7i) 76%

3-Cl (7b) 78%
NN 3'-CN (7¢) 73%
| ) 4-Cl (7d) 77%
yz R= 4-CN (7e) 75%
NS 3'-OMe (7f) 72%
7 3'-Me (7g) 79%
4
4

Esquema 1. Ruta General de Sintesis
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a) 1. NaOH/CS,/20 °C 2. CHsl/ 0°C; b) 1. K,CO3/ 20°C 2.CH;l/0°C; c¢) 1. t-BuO'K*/THF
Anh./-75°C 2. PhNCS/-75 °C; d) POCl3/ PPA/130-135°C; e) 1. MeOH/HCI 2. 5a,
anilina, 5b,3-cloroanilina; 5c¢, 3-cianoanilina; 5d, 4-cloroanilina; 5e, 4-cianoanilina;
5f, 3-metoxianilina; 5g, 3-metilanilina; 5h, 4-metoxianilina; 5i, 4-metilanilina/
reflujo 8h; f) AcOH/ Na,WO,/H,0, 30% T.amb. 10 min; g) AcOH/ H,0, 24h ; h) EtOH
absoluto/ NaBH, /T. amb. 24 h.

6.1.1 Intermediarios

La metodologia propuesta para obtener los compuestos del presente
trabajo se ilustra en el esquema 1.

La ruta sintética que comprende hasta el compuesto 5 se basd en
metodologias previamente reportadas, pero la obtencion de los compuestos de la
serie 6 se realizd mediante dos técnicas de oxidacion del grupo metiltio a la
correspondiente sulfona. Esta oxidacion es un paso importante, ya que en previos
estudios se habia observado que el desplazamiento del grupo metiltio se lograba
previa oxidacion del mismo y posterior reaccion con una amina alifatica para,
mediante una sustitucion nucleofilica aromatica, obtenerse el correspondiente
amino derivado.®® Por lo cual, si se pretendia eliminar el grupo metiltio era
importante primero hacerlo un buen grupo saliente.

La preparacion de los compuestos 6a-6e se realizo al tratar los derivados
metiltio (5a-5e) con AcOH/ H;0; 30% , a temperatura ambiente durante 24 horas
obteniéndose las correspondientes sulfonas, este procedimiento ya habia sido
reportado por el grupo de Lira Rocha y colaboradores. "

Por otro lado, los compuestos 6f-6i fueron obtenidos a partir de sus
precursores metiltio, mediante un método alterno de oxidacidon. Este método
alterno se realizo bajo el tratamiento de un oxometal de W en presencia de H,0;
30% , Na;W04 2-H,0 y utilizando como medio de reaccion AcOH glacial, ya que se
tenian reportes de la oxidacion selectiva de derivados metiltio a su
correspondientes sulfonas en presencia de cantidades cataliticas de Na;WQ,, en
derivados de las 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas.®®***) Bajo este método
alterno de oxidacion, se lograron acortar sensiblemente los tiempos de reaccion
de 24 h a solamente 15 min.
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Los intermediarios en esta sintesis fueron obtenidos por medio de métodos
previamente reportados, y se caracterizaron mediante analisis por cromatografia
en capa fina (ccf) comparativa y por su punto de fusion.*"

Por otra parte, considerando que es posible la remocion del grupo metiltio
en alguno de los pasos de la ruta sintética (Esquema 1), se postularon tres
alternativas para realizar dicha transformacion (Esquema 2) bajo la utilizacion de
tres sustratos distintos“", las condiciones de reaccion para cada alternativa
sintética, asi como los resultados obtenidos se describen con mas detalle en la
seccion siguiente. En los tres casos, el desplazamiento del grupo metiltio se
podria realizar bajo las siguientes condiciones:

e Sustitucion del grupo metiltio bajo condiciones de oxido-reduccion (Zn/
HCL).

e Sustitucion Nucleofilica Aromatica mediante el empleo de hidruros
metalicos (NaH, LiAlH4, NaBHy,).

e Oxidacion del grupo metiltio a la sulfona correspondiente y posterior
desplazamiento del grupo metilsulfonilo bajo condiciones de oxido-
reduccion (Zn/ HCL).

e Oxidacion del grupo metiltio a la sulfona correspondiente y posterior
desplazamiento del grupo metilsulfonilo mediante hidruros metalicos
(NaH, LiAlH4, NaBH,).
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Ruta 1: apartir del comp. 3 Ruta 2: apartir del comp. 4 Ruta 3: apartir del comp. 5

cl Q/R
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Esquema 2. Alternativas sintéticas para la remocién del grupo metiltio “"

Ruta 1

6.1.2 Ensayo No. 1“2
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Se colocaron 100 mg del compuesto 3, en un matraz bola de una boca los
cuales se suspendieron en un volumen de 9 mL de HCl, la suspension resultante
se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por un periodo de 15
min, al término de este tiempo se adicionaron 5 mg de polvo de Zn (previamente
lavado), se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24
h. El transcurso de la reaccion se sigui6 mediante CCF, al término del tiempo de
reaccion y adecuado trabajo de reaccion, el producto de reaccion se analizd por
CCF observandose que era materia prima.

Por consiguiente, la remocion del grupo metiltio de la posicion 2 del
tiazol, no es posible bajo estas condiciones de oxido-reduccién, por lo que la
posterior ciclacion y adecuada sustitucion no fueron posibles de acuerdo a la ruta
propuesta.

Por tal motivo, se opt6 por intentar el desplazamiento del mismo grupo a
partir del compuesto 4, ruta 2 (Esquema 2), bajo las mismas condiciones de
reaccion.

Ruta 2

6.1.3 Ensayo No. 2%

Cl Cl
= N Zn = N
SN
SN s)\s/ HCI SN S)\H
4

Se colocaron 100 mg del compuesto 4, en un matraz bola de una boca los
cuales se suspendieron en un volumen de 9 mL de HCl, la suspension resultante
se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por un periodo de 15
min, al término de este tiempo se adicionaron 5 mg de polvo de Zn (previamente
lavado), la mezcla de reaccidon se mantuvo en agitacion constante durante 24 h a
temperatura ambiente, el progreso de la reaccion se sigui6 mediante CCF. Al
término del tiempo de reaccion y al adecuado trabajo de reaccidén, el residuo
obtenido se analizd por CCF observandose que la materia prima no sufrio
transformacion aparente.

Debido a estas observaciones y resultados, se concluyd que el
desplazamiento del grupo metiltio presente en la posicion 2 del sistema triciclico
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, por medio del metal Zn en medio acido, no se lleva a cabo bajo estas
condiciones.

Se observd que el desplazamiento del grupo metiltio, utilizando como
sustrato el compuesto 4, en presencia de Zn/HCL, no se logré. Se decidié utilizar
como sustrato el compuesto 4, pero ahora como derivado metilsulfonilo, la
finalidad de realizar una previa oxidacion del compuesto 4 fue la obtencion de un
mejor grupo saliente, como lo es el grupo metilsulfonilo, antes de someterlo a la
reduccion con Zn en medio acido. (Ensayo No. 3)

6.1.4 Ensayo No.3

cl cl cl
= | JN\ H—202> = | N i\» f | JN\
S Ngo g AOH S )\//s\ - HCI N s H
4 4a

Se colocaron 100 mg del compuesto 4a, previamente oxidado en presencia
de AcOH/ H;0;, al 30%, posteriormente se sometid bajo tratamiento oxido-
reduccion (Zn/HCl) a temperatura ambiente por 24 h, al término de este tiempo
y el adecuado trabajo de reaccion, se observd que no hubo cambio de Rf, en el
analisis de CCF, por lo que se descarto la posibilidad de remocion del grupo
metilsulfonilo, mediante estas condiciones de reaccion.

Se continud utilizando el compuesto 4a como sustrato, para obtener el
compuesto deseado, sin embargo en esta ocasion se empleé NaH (ensayo No. 4),
para realizar la remocién del grupo metilsulfonilo presente en la posicion 2 del
sistema triciclico.

6.1.5 Ensayo No.4

Cl Cl
\N S s~ THF \N S H
O O
4

77\

a
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Se suspendieron en condiciones anhidras y enfriandose en bano de hielo,
30 mg NaH en 3ml de THF anh, después de 15 min de agitacion en estas
condiciones, se anadid a esta suspension por goteo una solucion del compuesto
4a en 6ml de THF anh, manteniéndose en agitacion constante por 24 h vy
siguiendo el progreso de reaccion cada 2h, al termino de 24 h no se observo
cambio aparente debido a que no hubo diferencia de Rf asi como también su
punto de fusidn no varid, por lo que se concluyo con este ensayo, que el hidruro
metilico utilizado no era lo suficientemente fuerte como para desplazar el grupo
metilsulfonilo de la posicion 2 del nicleo de tiazolo[5,4-b]quinolina bajo estas
condiciones.

Por lo que, se decidio utilizar un hidruro metalico mas fuerte (LiAlH,4),
para realizar el desplazamiento del grupo metilsulfonilo (Ensayo No. 5).

P ©\)TA

// \\

6.1.6 Ensayo No. 5

Cl

4a

Nuevamente se utilizd como sustrato el compuesto 4a, las condiciones de
reaccion fueron similares a las descritas en la seccion anterior (seccion 6.1.5),
nuevamente el avance de reaccion se realizd mediante CCF y al cabo de 3h, se
pudo observar en CCF demasiados productos de reaccion (de mayor y menor
polaridad con respecto a la materia prima), ninguno de ellos siendo mayoritario,
y por lo consiguiente se dificulto el proceso de separacion y caracterizacion de
los mismos. Con este intento se concluyd que el hidruro de aluminio y litio es
muy poco selectivo en la reaccion de reduccion para el grupo metilsulfonilo de la
posicion 2 del nucleo de tiazoloquinolina, por lo que se descarto el empleo de
este hidruro, sobre este sustrato (4a), para realizar dicha remocion.

Por otro lado se busco tener un hidruro con mayor selectividad para los
fines del presente trabajo (Ensayo 6).
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6.1.7 Ensayo No. 6

©\)Tx P ©\)Tx

// \\

4a

Se colocaron 100 mg del compuesto 4a, en 8 ml de MeOH destilado en un
matraz bola de una boca, se agito a temperatura ambiente por 10 min, al
término de este tiempo se adicionaron a la solucion 5 mg de NaBH; (98%) y se
mantuvo en agitacion constante, el avance de reaccion se sigui6 mediante CCF,
al transcurrir 2 h de reaccion y al adecuado trabajo de reaccion, se obtuvo un
solido amarillo y en el analisis por CCF se observaron dos productos de reaccion
de menor polaridad que la materia prima en proporcion (1:1), estos productos se
separaron mediante CCF preparativa (Sistema de elucion Il, Tabla 19), estos
productos de reaccién presentaron un Rf = 0.5 y 0.73, respectivamente, ambos
mayores al obtenido por la materia prima. Se realizaron analisis de EM para
ambos productos obteniéndose lo siguiente:

e El compuesto con Rf de 0.73, presento un ion molecular de m/z
=266; el cual coincide con el peso molecular del compuesto 4
(esquema 1).

e El compuesto con un Rf de 0.5, presento un ion molecular de m/z =
220

Por otro lado, el producto reducido concordé con el peso molecular del
compuesto proyectado (m/z 220), pero al transcurso de 24 h se observo que
dicho compuesto era sensible a la luz y se descompuso en otros subproductos,
por lo que se concluyo que el compuesto 4 reducido con el atomo de cloro en la
posicion 9 del nicleo de tiazoloquinolina fue poco estable, por lo que se
modificaron las condiciones de reaccion.

De los experimentos previos se dedujo la necesidad de realizar una previa
oxidacion del compuesto para posteriormente someterlo a la reducciéon quimica,
sin embargo, el compuesto obtenido utilizando el compuesto 4 como sustrato en
dicha transformacioén, se degradaba facilmente, se decidio incorporar el grupo
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anilina, en la posicion 9 del anillo de tiazoloquinolina con el fin de tener un
producto mas estable (Ruta 3).

Ruta 3

6.1.8 Ensayo No. 7

R R
B L
= | N NaBH, G%TN

I - I
\N S)\S/ MeOH \N S)\H

77\

(O]
5a

En esta ocasidn se utilizd como sustrato el compuesto 5a y se sometio al
procedimento descrito en la seccidon (6.1.7), al término de 3 h y al adecuado
trabajo de reaccion, se obtuvo un solido amarillo palido, con dos productos de
reaccion en una proporcion (1:1), se observdo que este comportamiento se
mantuvo tanto con el compuesto 4 (seccidon 6.1.7), asi como con el compuesto
sustituido con el grupo anilina en la posicion 9 del nicleo de tiazolo[5,4-
b]quinolina. Lo que implicaba un comportamiento quimico similar de estos
derivados bajo estas condiciones de reaccion.

En un afan de encontrar, un medio de reaccidén que nos permitiera obtener
los productos finales, como productos mayoritarios en esta transformacion y de
esta manera facilitar la separacion de los mismos, se realizd un ensayo mas, con
un disolvente de menor polaridad en THF (ensayo No. 8).

6.1.9 Ensayo No. 8 “"

R R
HN” z HN” z
e NaBH, NN
SN s)\s/ THF SN S)\H

/7 \\
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Se colocé en 6ml de THF, 100 mg del compuesto 5a y se sometio al
procedimiento descrito en la seccidon anterior, nuevamente se monitoreo el
progreso de reaccion por CCF, después de 24 h en agitacion constante a
temperatura ambiente y al adecuado trabajo de reaccion, se obtuvo un producto
mayoritario, que correspondi6 al producto proyectado, asi como otros

subproductos de menor polaridad en menores proporciones “!.

Con la informacion generada a partir de estos ensayos, se logré establecer
las condiciones de reaccion requeridas para llevar acabo la remocion del grupo
metiltio de la posicion 2 del sistema triciclico en derivados de tiazoloquinolina
son de manera general:

e Incorporacion del grupo anilina a la posicion 9
e Oxidacion del grupo metiltio a la sulfona correspondiente
e Tratamiento del derivado metilsulfonilo con NaBH

6.2 Descripcion y Caracterizacion

Tabla 10. RMN 'H, desplazamientos quimicos (ppm) de los compuestos 7a-7e

Compuestos
Proton 7a 7b 7c 7d 7e
H-2 9.17 9.2 9.3 9.2 9.3
H-5 8 7.9 8 7.94 8
H-6 7.8 7.7 7.8 7.91 7.8
H-7 7.6 7.5 7.6 7.6 7.6
H-8 8.4 8.4 8.6 8.6 8.5
H-2’ 7.2 7.1 7.5 7.3 7.2
H-3’ 7.3 -- -- 7.4 7.7
H-4’ 7.1 7.1 7.5 -- --
H-5’ 7.3 7.3 7.8 7.4 7.7
H-6’ 7.2 7.1 7.5 7.3 7.2
NH-Ar 9.7 9.6 9.7 9.5 9.6
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Tabla 11. RMN H', constantes de acoplamiento J (Hz) de los compuestos 7a-7e

Compuestos
Proton 7a 7b 7c 7d 7e
H-2 -- - -- -- --
H-8 8.4 8.4 8.7 8.4 8.4
H-5 7.8,0.8 8.4,0.9 8.7,0.9 8.4,0.8 8.4,0.8
H-6 8.1,7.2,0.9 8.1,6.6,1.2 8.4,6.9,1.2 7.9,6.7,1.2  7.2,6.8,1.2
H-7 8.1,7.2,0.9  8.1,6.6,2.1 8.4,6.9,1.2 7.6,6.7,1.2  7.2,6.8,1.2
Ar-NH -- - -- --
H-2’ 7.5 8.4 8.4
H-3’ 8.1,7.5 8.8 8.8
H-4’ 7.5,7.2 -- --
H-5’ 8.1,7.5 8.1 7.5 8.8 8.8
H-6’ 7.5 8.4 8.4

6.2.1 Compuesto 9-Anilinotiazolo[5,4-b]quinolina (7a)

El compuesto se aislo y purifico mediante cromatografia en columna por
gravedad, utilizando el sistema de elucion IV (Tabla 19), se obtuvo como un
solido amorfo de color amarillo ocre, con un p.f. de 135 °C y un Rf de 0.32
(Sistema lll, Tabla 19)

Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se describen a
continuacion:

En su espectro de IR (Espectro1) se observé a 3413 cm™ una banda que
indica la presencia de una amina secundaria, ademas se observo la desaparicion
de las bandas intensas caracteristicas de las sulfonas a 1317 y 1146 cm™ y
también se observan bandas caracteristicas en la zona aromatica a 1476, 1536,
1577 cm™.

En el analisis de RMN 'H (Espectro 2), los valores de los
desplazamientos quimicos, asi como las constantes de acoplamiento para el
compuesto 7a se describen en la (Tabla 10y 11).

46



6. Andlisis de Resultados

En su espectro de masas (Espectro 3) se observd un pico base que
corresponde con el i6n molecular de m/z= 277 (100%) de Abundancia Relativa
que coincide con el peso molecular del compuesto proyectado.

6.2.2 Compuesto 9-[(3-clorofenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7b)

Cl

e

El compuesto 7b se aisld y purifico mediante cromatografia en columna
por gravedad, utilizando el sistema de elucion IV (Tabla 19), se obtuvo como un
solido amarillo claro, con un punto de fusion de 160 °C y un Rf de 0.29, sistema
de elusion Il (Tabla 19)

Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se describen a
continuacion:

En su espectro de IR (Espectro 4) se pudo observar una banda a 3354 cm™
correspondiente a una amina secundaria, ademas se observo la desaparicion de
las bandas intensas caracteristicas de las sulfonas a 1317 y 1146 cm™', bandas
caracteristicas en la zona aromatica a 1476, 1536, 1577 cm™', asi como la banda
caracteristica debida a la unién C-Cl a 850 cm™.

En el analisis de RMN 'H (Espectro 5), los valores de los
desplazamientos quimicos en ppm, asi como las constantes de acoplamiento
en Hz, para el compuesto 7b se describen en la Tabla (10y 11).

En su espectro de Masas (Espectro 6) se observd que el pico base
corresponde al ion molecular 311 (100%) y que esta de acuerdo al peso molecular
del compuesto propuesto, ademas se observo la contribucion isotopica
correspondiente del atomo de cloro.

47



6. Andlisis de Resultados

6.2.3 Compuesto 9-[(3-cianofenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7c)

CN

ye

El compuesto 7c se aisld y purifico mediante cromatografia en columna por
gravedad, utilizando el sistema de elucion IV (Tabla 19), se obtuvo como un
solido amarillo intenso, con un punto de fusion de 160 °C y un Rf de 0.38, sistema
de elusion Il (Tabla 19)

En su espectro de IR (Espectro 7) se observd una banda a 3329 cm’
correspondiente a la presencia de una amina secundaria, asi como la presencia
de una banda fina intensa a 2231 cm™ debida a la presencia del grupo nitrilo,
ademas se observo la desaparicion de las bandas intensas caracteristicas de las
sulfonas a 1317 y 1146 cm™", asi como la presencia de bandas caracteristicas en la
zona aromatica a 1476, 1536, 1577 cm™.

En el analisis de RMN "H (Espectro 8), los valores de los desplazamientos
quimicos en ppm, asi como las constantes de acoplamiento en Hz, para el
compuesto 7c se describen en la Tabla (10y 11).

En su espectro de Masas (Espectro 9) se observd que el pico base
corresponde al ion molecular 302 (99%) el cual corresponde al peso molecular del
compuesto propuesto, por otro lado se observo también la contribucion isotopica
correspondiente del atomo de nitrogeno.

6.2.4 Compuesto 9-[(4-clorofenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7d)
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El compuesto 7d se aislé y purifico mediante cromatografia en columna
por gravedad, usando como el sistema de elucion Il (Tabla 19), se obtuvo como
un solido amarillo, este compuesto present6 un punto de fusion de 180 °C y un Rf
de 0.32 (Sistema lll, Tabla 19)

En su espectro de IR (Espectro 10) se observd una banda caracteristica de
una amina secundaria a 3398 cm™’, ademas se observd la desaparicion de las
bandas intensas caracteristicas de las sulfonas a 1317 y 1146 cm™, bandas
caracteristicas en la zona aromatica a 1476, 1536, 1577 cm™', banda presente en
850 cm™" debida a la union carbono-cloro.

En el analisis de RMN "H (Espectro 11), los valores de los desplazamientos
quimicos en ppm, asi como las constantes de acoplamiento en Hz, para el
compuesto 7d se describen en la Tabla ( 10y 11).

En su espectro de Masas (Espectro 12) se observo el pico base en m/z= 311
y una abundancia relativa de 100%, el cual corresponde al peso molecular del
compuesto propuesto, ademas se observd la correspondiente contribucion
isotépica del atomo de cloro presente.

6.2.5 Compuesto 9-[(4-cianofenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7e)

El compuesto 7e se aislé y purifico mediante cromatografia en columna
por gravedad, usando como el sistema de elucion Il (Tabla 19), se obtuvo como
un solido amarillo, este compuesto present6 un punto de fusion de 162 °C y un Rf
de 0.42 (Sistema Ill, Tabla 19)

En su espectro de IR (Espectro 13), se observd una banda a 3329 cm’™
correspondiente a la presencia de una amina secundaria, asi como la presencia
de una banda fina intensa a 2231 cm™ debida a la presencia del grupo nitrilo,
ademas se observo la desaparicion de las bandas intensas caracteristicas de las
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sulfonas a 1317 y 1146 cm™', bandas caracteristicas en la zona aromatica a 1476,
1536, 1577 cm™.

En el andlisis de RMN 'H (Espectro 14), los valores de los desplazamientos
quimicos en ppm, asi como las constantes de acoplamiento en Hz, para el
compuesto 7e se describen en la Tabla (10y 11).

En su espectro de Masas (Espectro 15), se observo que el pico base
corresponde al ion molecular 302 (99%) el cual corresponde al peso molecular del
compuesto propuesto, por otro lado se observd también el aporte
correspondiente del atomo de nitrogeno.

6.3 Compuestos Novedosos
6.3.1 Datos espectroscopicos de RMN de compuestos novedosos (7f-7i)

Tabla 12. RMN 'H, desplazamientos quimicos (ppm) de nuevos derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina sintetizados

Compuestos

7f 78 7h 7i
H-2 9.22 9.18 9.07 9.14
H-5 7.97 7.95 7.9 7.93
H-6 7.75 7.73 7.7 7.72
H-7 7.49 7.47 7.42 7.45
H-8 8.29 8.29 8.31 8.3
H-2’ 6.58 6.86 7.06 7.05
H-3’ -- -- 6.85 6.97
H-4’ 6.58 6.86 -- --
H-5’ 7.1 7.1 6.85 6.97
H-6’ 6.58 6.86 7.06 7.05
NH-Ar 9.4 9.35 9.29 9.34
Otros OMe Ar-Me OMe Ar-Me

3.65 2.21 3.73 2.26
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Tabla 13. RMN 'H, constantes de acoplamiento J (Hz) de los compuestos 7f-7i

Compuestos
7f 78 7h 7i
H-8 8.4 8.5 8.6 8.3
H-5 8.6, 0.8 8.5, 0.9 8.3, 0.9 8.5, 0.9
H-6 8.1,6.8,1.3 8.1,7,1.2 8.1,7.5,71 8.2,7,1.1
H-7 83,71,1.2 8.2,7,1.2 8.1,7.7,7.08 8.2,7,1.1
Ar-NH -
H-2’ 8.7 8.3
H-3’ 8.7 8.3
H-4’
H-5’ 8 7.7 8.7 8.3
H-6’ 8.7 8.3

6.3.2 Compuesto 9-[(3-metoxifenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7f)

OMe

We

Este compuesto se aislé y purificoé mediante cromatografia en columna por
gravedad de gel de silice utilizando el sistema de elucion IV (Tabla 19) y se
obtuvo como cristales de color amarillo intenso, con un punto de fusion de 151 °C
y un R¢ = 0.35 (sistema lll).

Es importante sefalar que la utilizacion de EtOH absoluto facilité la
solubilidad de los derivados metilsulfonilo (6a-6i) lo que reditué en una mayor
eficiencia en la remocion del grupo metiltio para la obtencion de los compuestos
7a-7i.

Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se describen a
continuacion.
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En su espectro de IR (Espectro 16) se observo una banda pequena a 3066
cm’', caracteristica del grupo NH, 2958 cm "1 caracteristica de CH, una banda
pequefia a 2833 cm ' debida a O-CH, una banda en 1270 cm ' debida a Ar-O,
ademas no se observan las bandas caracteristicas de las sulfonas a 1317 y 1146

cm™.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 17) se observa una sefal simple a 9.4
ppm que corresponde al proton de la amina secundaria. También, se observa una
senal simple a 9.22 ppm que integra para un proton que corresponde al proton H-
2. Los protones del anillo de 3-metoxianilina se asignaron como a continuacion se
detalla: sefal multiple a 6.58 ppm que integra para 3 protones correspondientes
a H-2', H-4’, H-6’; sefal triple a 7.11 ppm (J= 8.7 Hz) que integra para un proton
que corresponde a H-5’, una senal simple a 3.65 ppm, que integra para tres
protones que corresponden al grupo OCHs.

Con base en lo reportado en trabajos previos, las senales de los protones
del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina se establecieron como sigue: senal doble a
8.29 ppm (J= 8.4 Hz) que se asignd a H-8, la sefnal doble de doble a 7.97 ppm se
asigno a H-5 (J= 8.7, 0.9 Hz), la senal doble de doble de dobles a 7.75 ppm se
asign6 a H-6 (J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) y la senal correspondiente a H-7, que se
observa como una senal doble de doble de dobles, en 7.49 ppm (J= 8.4, 6.9, 1.2
Hz.). Con el objeto de verificar que el anillo de tiazol no sufrié apertura en la
ultima etapa de la ruta sintética (tratamiento con NaBH4), se realizaron
espectros de RMN C y NOESY para este compuesto (Espectros 18, 19, 20). En el
espectro DEPT (Espectro 21) se observa una senal a 160.7 ppm que corresponde a
un carbono CH y que por su desplazamiento se asign6 al carbono de la posicion 2
del triciclo, existe otra senal a 160 ppm pero corresponde a un carbono
cuaternario. En el espectro NOESY no se observo ninguna correlacion para el
proton desplazado a 9.22 ppm y que se asign6 a H-2. Con estas evidencias se
puede afirmar que el anillo de tiazol no experiment6 apertura por la remocion
del grupo metilsulfonilo.

Con el fin de asignar las sefiales de RMN °C para el nuevo derivado en la
Tabla 14 se ilustran, de manera comparativa los valores del compuesto 7f con los
valores de un compuesto previamente reportados por el grupo de trabajo.
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Tabla 14. Comparacion de los desplazamientos quimicos en RMN "*C (ppm) de
derivados de tiazoloquinolinas

MeO
3 a2
»
1 ®
L .
8a %a SMe (1a)
7 A N\>2
6 —

Z4a N 3 S é—H (7f)
No. C 1a* 7f
SMe 14.5
C-2 162.5 160.7
C-3? 137.5 141.1
C-4° 144 144.7
C-5 128.1 128.7
C-6 129.1 130.2
C-7 124.1 124.7
C-8 123.9 124.4
C-8° 119.6 119.5
C-9 161.6 160
C-9° 132.1 133.1
c-1’ 146.4 148.1
Cc-2’ 106.5 106.5
Cc-3 159.3 153.2
c-4 107.6 108.2
C-5 128.8 129.5
C-6’ 113.2 113.1
Otros OMe OMe

54.9 55.3

* Datos reportados en la referencia (7)

Un analisis minucioso de la tabla anterior, nos permite resaltar
principalmente el valor del desplazamiento quimico para el C-2 a 162.5 ppm, del
derivado 2-metiltio compuesto 1a (Tabla 14), comparando este valor con el
obtenido en el compuesto 7f, el cual presento un desplazamiento quimico a
campo ligeramente mas alto (160.7 ppm), esta diferencia de 1.8 unidades era
predecible y puede ser explicada, considerando que el compuesto 7f en la
posicion 2 del ndcleo triciclico de tiazoloquinolina, carece del grupo metiltio, es
decir que el carbono 2 del mismo sistema, se encuentra solo entre dos grupos
electronegativos Nitrogeno y Azufre del anillo de tiazol, en cambio el carbono 2
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del mismo sistema triciclico en el compuesto derivado 2-metiltio (compuesto 1a),
se encuentra entre tres grupos electronegativos, esta pequena diferencia
principalmente en el carbono 2 de estos derivados, nos permitieron tener mas
certeza y mas informacion sobre los resultados esperados en los analisis de RMN
3C de los compuestos sintetizados, asi como también, poder asegurar que la
remocion del grupo metilsulfonilo con NaBH,4 se realizo de manera satisfactoria

En su espectro de masas (Espectro 22 , IE, ID) se observo el ion molecular
(M) m/z 307 con 100% de Abundancia Relativa, que corresponde al peso
molecular de la estructura propuesta, también, se presenta una sefal en m/z 292
que corresponde a M™-15 en una abundancia relativa de 78% aparentemente
debida a la perdida del grupo metilo.

6.3.2.1 Propuesta de Mecanismo de fragmentacion

CH, H.C
b
Q 0 0O
+
HN HIN HN
N - N
= - N =
= O )
N N S N~ TS

miz = 292 (78%)

6.3.3 Compuesto 9-[(3-metilfenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7g)
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Este compuesto se aislé y purifico6 mediante cromatografia en columna por
gravedad de gel de silice utilizando el sistema de elucion Il (Tabla 19), se obtuvo
como un solido amorfo de color amarillo palido, con un punto de fusion de 132 °C
y un R¢ = 0.45 (sistema lll)

Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se describen a
continuacion:

En su espectro de IR (Espectro 23 ) se observé una banda fina a 3068 cm™,
caracteristica del grupo NH, bandas en (1595,1571,1543,1476) caracteristicas de
la zona aromatica; ademas, no se observaron las bandas intensas caracteristicas
de las sulfonas a 1317 y 1146 cm™".

En su espectro de RMN 'H (Espectro 24) se observan las sefiales del anillo
de 3-metilanilina que a continuacion se detallan: una senal simple a 9.35 ppm
que integra para un proton correspondiente a la amina secundaria, una sefal
simple a 2.21 ppm que integra para tres protones correspondientes al grupo
metilo, una sefal mdltiple a 6.86 ppm que integra para tres protones
correspondientes a H-2’, H-4’, H-6’; también se observo una sefal triple a 7.1
ppm (J= 8.6 Hz) que integra para un proton correspondiente a H-5’.

La asignacion de las senales de los protones del sistema de tiazolo[5,4-
b]quinolina fue como sigue: la sehal doble a 8.29 ppm (J= 8.4 Hz) se asigno6 a H-
8, la senal doble de doble a 7.95 ppm se asigné a H-5 (J= 8.7, 0.9 Hz), la sefal
doble de doble de dobles a 7.73 ppm se asigno a H-6 (J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) y la
senal correspondiente a H-7 se observa como una senal doble de doble de dobles
a 7.47 ppm (J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz.), una senal simple a 9.18 ppm, que integra para
un proton, corresponde a H-2.

En su espectro de masas (Espectro 25, IE) se observo el ion molecular (M)
m/z 291 con 100% de Abundancia Relativa, que corresponde al peso molecular de
la estructura propuesta, también, se presenta una sehfal en m/z 290 que
corresponde a M*-1 con una abundancia relativa de 75%.
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6.3.3.1 Propuesta de Mecanismo de fragmentacion

H
H,C H;CD H,C
HN HN

HN
N -

To =000
N N S Nf 5
|
/xf

HN
= ”\>
NT S

m/z = 290 (75%)

6.3.4 Compuesto 9-[(4-metoxifenil)amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina 7h

Este compuesto se aisld utilizando cromatografia en columna por gravedad
de gel de silice y se obtuvo como un solido amorfo de color amarillo, con un
punto de fusion de 147 °C y un factor de retencion de 0.41 (sistema V)

Sus datos espectroscopicos y espectrométricos se describen a
continuacion:
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En el espectro de IR (Espectro 26) se observd una banda pequena a 3066
cm’', caracteristica del grupo NH,a 2958 cm™ una banda caracteristica de CH,
una banda pequefia a 2833 cm ' debida a O-CH, una banda en 1270 cm "' debida
a Ar-O-, bandas caracteristicas en la zona aromatica (1573,1546,1510,1475),
ademas se observo la desaparicion de las bandas intensas caracteristicas de las
sulfonas a 1317 y 1146 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 27,28) se asignaron las sefiales como se
detalla a continuacion: una senal simple a 9.29 ppm que corresponde al protén
de la amina secundaria. También, se observa una sefal simple a 9.07 ppm, que
integra para un protén que corresponde H-2, una sefal simple a 3.73 ppm que
integra para 3 protones correspondientes a -OCHj;; una senal doble a 6.85 ppm
(J= 8.4 Hz) que integra para dos protones correspondientes al H-3’ y H-5’; una
senal doble a 7.06 ppm (J= 8.4 Hz) que integra para dos protones que
corresponden a H-2’ y H-6’.

Las senales de los protones del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina se
describen a continuacion: la sefal doble a 8.31 ppm (J= 8.6 Hz) que integra para
un proton que se asignd a H-8, la sefal doble de doble a 7.9 ppm que integra
para un proton que se asign6 a H-5 (J= 8.3, 0.9 Hz), la sefal doble de doble de
dobletes a 7.7 ppm se asignd a H-6 (J= 8.1, 7.5, 7.1 Hz) y la senal
correspondiente a H-7 se observa como una senal doble de doble de dobles a
7.42 ppm (J= 8.1, 7.7, 7.08 Hz) que integro para un proton.

En su espectro de masas (Espectro 29) mediante la técnica de IE y la
introduccion de muestra por sonda directa se observo el ion molecular (M*) m/z
307 con 100% de Abundancia Relativa; que corresponde al peso molecular de la
estructura propuesta, también se presenta un pico en m/z 292 que corresponde a
M-15 en una abundancia relativa de 80% aparentemente debida a la perdida del

grupo -CHs."
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6.3.4.1 Propuesta de Mecanismo de Fragmentacion

HN HN HN
] -
@fl“b — CET% — L
miz= 292 (80%)

6.3.5 Compuesto 9-[(4-metilfenil)\amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina 7i

CH

HN” :
oow
N7 S)\H
Este compuesto se purifico utilizando cromatografia en columna por
gravedad de gel de silice utilizando el sistema de elucion IV, y se aisld como un

solido amorfo de color amarillo, con un punto de fusion de 196 °C y un factor de
retencion de 0.38 (sistema V).

3

Sus constantes espectrométricas y espectroscopicas se detallan a
continuacion:

En el espectro de IR (Espectro 30) se observé una banda fina a 3068 cm™,
caracteristica del grupo NH; bandas en (1595,1571,1543,1476) caracteristicas de
la zona aromatica; ademas se observd la desaparicion de las bandas intensas
caracteristicas de las sulfonas a 1317 y 1146 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 31) las sefales del anillo de
4-Metilanilina se asignaron como sigue; una sefal simple a 9.34 ppm que integra
para un proton correspondiente a la amina secundaria, una sefal simple a 2.26
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ppm que integra para tres protones correspondientes al grupo metilo aromatico;
una senal doble a 7.05 ppm (J= 8.6 Hz) que integro para dos protones
correspondientes a H-2’ y H-6’; se observo una senal doble a 6.97 ppm (J= 8.6
Hz) que integro para dos protones correspondientes a H-3’ y H-5’.

La asignacion de las senales de los protones del sistema de tiazolo[5,4-
b]quinolina es como sigue: la senal doble a 8.3 ppm (J= 8.4 Hz) corresponde a
H-8, la senal doble de doble a 7.93 ppm a H-5 (J= 8.7, 0.9 Hz), la senal doble de
doble de dobletes a 7.72 ppm se asigna a H-6 (J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) y la senal
correspondiente a H-7 se observa como una senal doble de doble de dobles a
7.45 ppm (J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz.), una senal simple a 9.14 ppm que integra para un
proton que corresponde a H-2.

En su espectro de masas (Espectro 32) mediante la técnica de IE e
introduccion de muestra por CG, se observo el ion molecular (M) m/z 291 con
100% de Abundancia Relativa, que corresponde al peso molecular de la estructura
propuesta, también se presenta un pico en m/z 290 que corresponde a M*-1 con

una abundancia relativa de 75%

6.3.5.1 Propuesta de Mecanismo de fragmentacion

CH Hs
3 Sj( CH,
+
i: +
M

HN HMN

M <"
CLD = OO — (0T
N N NS

miz =290 (T5%)
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6.4 Optimizacion de la reaccion de desplazamiento del grupo
metilsulfonilo con hidruro.

En trabajos previos se reportd que el disolvente utilizado para este tipo de
transformacion era el THF“Y,  sin embargo, en un afan de mejorar el
rendimiento se planed utilizar un disolvente que ayudara a disolver la materia
prima; después de algunos ensayos con diversos disolventes se encontrd que el
etanol disolvia mas eficientemente la materia prima y, como se indica en la
Tabla 15, esto favorecio el rendimiento de la reaccion aunque los tiempos de
reaccion se mantuvieron inalterados.

Tabla 15. Comparacion de % de Rendimiento, para el desplazamiento del grupo
metilsulfonilo en derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas

Compuesto Condiciones de Reaccion % Rendimiento
7a THF / NaBH,4 / t. ambiente* 40
EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 74
7b THF/ NaBH4/ t. ambiente* 40
EtOH absoluto / NABH4 / t. ambiente 78
7c THF/ NaBH, / t. ambiente* 40
EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 73
7d THF/ NaBH4/ t. ambiente* 40
EtOH absoluto / NABH4 / t. ambiente 77
7e THF/ NaBH4/ t. ambiente* 40
EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 75
7f EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 72
7g EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 79
7h EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 70
7i EtOH absoluto / NABH, / t. ambiente 76

*Condiciones de reaccién previamente reportadas (41)

6.5 Citotoxicidad en lineas celulares

Se evalué la actividad citotoxica de los nueve compuestos sintetizados en
tres lineas celulares diferentes (cancer colorrectal humano, SW620; cancer
cervical Hela; cancer leucemia mielégena humana K-562), los resultados
representan el promedio de tres experimentos independientes + desviacion
estandar y fueron obtenidos mediante ensayos de citotoxicidad dosis-respuesta
gradual utilizando la determinacién de MTT y se expresan como Clso en la Tabla
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16. Una observacion interesante en este ensayo es que después de 48h de
incubacion, como lo indica el protocolo, los cultivos celulares tratados con los
compuestos que presentaron actividad citotoxica, sufrieron un cambio evidente
en su morfologia, observacion realizada con la ayuda de un microscopio con un
aumento de 10X, siendo este cambio distinto al que presentan estas mismas
lineas celulares tratadas con otro derivado de 9-anilinotiazoloquinolina el cual a
demostrado tener alta capacidad citotoxica. Este cambio en la morfologia de las
células tratadas con los compuestos sintetizados, fue relevante y se discutira con
mas detalle en el apartado 6.6 (pag. 69)

Tabla 16. Actividad citotoxica de compuestos 7a-7i (Clso, pM)
3

~ T
SN S)\H
Compuesto Sustituyente  SW620 HelLa K-562
7a H SA SA SA
7b 3’-Cl SA SA SA
7c 3’-CN SA SA SA
7d 4’-Cl SA SA SA
7e 4’-CN SA SA SA
7f 3’-OMe 73.6+£3.23 27.2+6.29 23.6+1.81
7g 3’-Me 83.2+3.09 85.8+4.72 41.5+3.39
7h 4’-OMe SA 30.8+2.28 41.8+2.72
7i 4’-Me SA SA 33.7+3.61
Amsacrina* 27.70+2.00 9.50+0.60 19.90+0.80

* Compuesto de referencia ¢¢
SA, Sin actividad a las concentraciones utilizadas (0.1, 1, 15, 45, 90 uM)

Un analisis minucioso permite afirmar que el compuesto 7f es el que
mostro mayor actividad en las tres lineas celulares evaluadas pero menor que el
compuesto de referencia.

Comparando la actividad del compuesto 7f con su ismero de posicion
(compuesto 7h), este Ultimo presentd actividad citotoxica moderada sélo en 2
lineas celulares lo que generd dos observaciones importantes:
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a) Influye la posicion del sustituyente en el anillo de anilina en la actividad
citotoxica para este tipo de derivados.

b) Si bien es cierto que el compuesto 7f (m-metoxi) presentdé mayor actividad
citotoxica en las 3 lineas celulares, en contraste con su p-metoxi derivado
que solo present6 actividad moderada en 2 lineas celulares (HelLa y K-
562), esta observacion nos permite afirmar que la linea celular SW620 es
menos sensible a este compuesto (7h), a las concentraciones evaluadas, lo
que nos permite inferir, también, que la actividad citotoxica puede ser
modulada por el patréon de sustitucion en el anillo de anilina.

Por otro lado, comparando el compuesto 7g y 7i, observamos que 7i
presentd una actividad citotoxica moderada en la linea celular K-562 a diferencia
del compuesto 7g que fue activo en las tres lineas celulares, siendo en la linea
celular K-562 en la que presenté mayor actividad.

Entonces, es preciso senalar que, de los compuestos que presentaron
actividad citotoxica en las lineas celulares, es importante la presencia de los
grupos metoxilo y metilo en el anillo de anilina. Aparentemente, la sustitucion
en meta de estos derivados favorece la actividad citotoxica en las tres lineas
celulares; pero aquellos compuestos que tienen estos sustituyentes en posicion
para muestran actividad citotdxica s6lo en una o dos lineas celulares y que,
probablemente, aquellas lineas en las cuales no se present6 actividad biologica
sean menos sensibles a estos compuestos para sustituidos

Por otro lado, para discernir la influencia del sustituyente presente en la
posicion 2 del nucleo de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina sobre la citotoxicidad en
lineas de células tumorales, es interesante confrontar los datos de actividad
citotoxica de los compuestos obtenidos en el presente estudio, con los datos de
citotoxicidad de otras series de compuestos que han sido reportados
anteriormente por Lira Rocha y colaboradores (serie A-D)”'®; el patron de
sustitucion para dichas series se ilustra en la Figura 21.

62



6. Andlisis de Resultados
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Figura 21. Patron de sustitucion de la posicion 2 de distintas series de
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina /3%
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Tabla 17. Comparacion de actividad citotoxica (Clsp, #M) en lineas celulares de
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina 7**

Serie Compuesto R1 R2 R3 HelLa SW620 K-562
A 1 SCH; H H SA SA SA
A 2 SCH; 3’-Cl H 69.37 129.73 80.26
A 3 SCH; 3’-CN H 7.75 43.75 8.01
A 4 SCH; 3’-Ome H 25.34 26.58 22.17
A 5 SCH; H 4’-Cl 123.86 145.95 79.45
A 6 SCH; H 4’-CN  140.02 SA 120.01
A 7 SCH; H 4’-OMe SA 110.8 77.2
B 8 E H H 15.96 21.6 16.8
B 9 E 3’-Cl H 9.12 17.78 12.19
B 10 E 3’-CN H 13.33 14.62 12.48
B 11 E 3’-OMe H 19.2 20 23.5
B 12 E H 4’-Cl 10.16 12.20 7.26
B 13 E H 4’-CN  15.18 16.49 8.36
B 14 E H 4’-OMe 13.60 16.38 10.87
C 15 P H H 6.27 16.56 7.52
C 16 P 3’-Cl H 7.46 10.17 9.84
C 17 P 3’-CN H 19.21 19.65 12.88
C 18 P H 4’-Cl 8.82 7.48 3.36
C 19 P H 4’-CN  24.18 29.15 12.88
D 20 X H H >80 >80 >80
D 21 Y H H 60.7 >80 73.01
D 22 Z H H >80 >80 >80
E 23 H H H SA SA SA
E 24 H 3’-Cl H SA SA SA
E 25 H 3’-CN H SA SA SA
E 26 H 3’-Ome H 27.2 76.6 23.6
E 27 H 3’-Me H 85.8 83.2 41.5
E 28 H H 4’-Cl SA SA SA
E 29 H H 4’-CN SA SA SA
E 30 H H 4’-OMe  30.8 SA 41.8
E 31 H H 4’-Me SA SA 33.7

Amsacrina* 9.50 27.70 19.90

* compuesto de referencia ¢¥

SA, Sin actividad a las concentraciones de [0.1, 1, 15, 45y 90 uM]
E = NH-(CH2),-N(Et),

P = NH-(CH2);3-N(Et),

X = 1-piperidinil

Y = 1-(4-metil)piperazinil

Z = 1-morfolinil
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Comparando los datos de actividad de los compuestos de la serie A (comp.
1-7) con los obtenidos de la serie E (comp. 23-31, presente estudio) podemos
destacar lo siguiente:

> Para la serie A, el compuesto que presenté menor actividad fue aquel
que carecia de algun sutituyente en el anillo de anilino (compuesto 1),
por otro lado, el compuesto 3, el cual presenta en posicion 3’ un grupo
-CN, mostré tener mayor actividad del total de compuestos de la serie
en algunas lineas celulares (HelLa y K-562), e inclusive mayor actividad
que la reportada para el compuesto de referencia'”’ .Otra observacion
importante es que hay una gran diferencia de actividades de este
altimo (compuesto 3) con respecto a su isomero el derivado p-CN
(compuesto 6), la actividad de este Ultimo disminuyo
considerablemente. Esta tendencia se mantiene con todos los
compuestos de la serie A. Es decir los compuestos que presentan
sustituyente en posicidn meta, fueron mas activos que sus analogos p-
sustituidos.

Lo anterior nos permite inferir lo siguiente:

> Para los 2-metiltio derivados (serie A), para la actividad citotoxica es
relevante la naturaleza del sustituyente en la posicion 3’ del anillo de
anilina.

» Grupos electroatractores y aparentemente buenos grupos aceptores de
puentes de hidrogeno presentes en posicion meta del anillo de anilina,
mejoran la actividad citotdxica en estos derivados.

Por otro lado, contrastando lo anterior con los datos obtenidos de la serie
E observamos una tendencia interesante:

» Nuevamente, el compuesto que no presenta sustituyentes en el anillo de
anilina (compuesto 23), carece de actividad citotdxica.

> Como ya se menciond, sélo los compuestos que tienen sustituyentes en
posicion 3’ en el anillo de anilina (3’-OMe, 3’-Me), presentaron actividad
en las tres lineas celulares evaluadas, siendo el derivado 3’-metoxi
(compuesto 26) el que presenté mayor actividad citotoxica de estos dos.
Estos valores de citotoxicidad del compuesto 26, se mantuvieron
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practicamente iguales que los obtenidos para su analégo de la serie A
(compuesto 4) en dos lineas celulares (HeLa y K-562).

También se observa que los compuestos que presentan estos
sustituyentes (-OMe, -Me) en el anillo de anilina pero en posicion para , de
igual forma presentaron actividad moderada. Con la diferencia que con solo
este cambio de posicion de dichos grupos no solo influyd en la actividad
citotoxica en lineas celulares, sino que también aparentemente influye
sensiblemente en la selectividad hacia alguna linea celular tumoral. Esta
tendencia se observa mas marcadamente en los compuestos metil-derivados
de esta serie. El compuesto m-metil derivado presentd actividad en las tres
lineas celulares, no asi el p-metil derivado que sélo fue activo en una linea
celular (K-562), incluso siendo mas activo este Ultimo en dicha linea celular
que su isomero de posicion.

Comparando la serie B con la serie E, se destaca que los compuestos de la
primera, que tienen en la posicion 2 del sistema triciclico una cadena de N,N-
dietiletilendiamino, en términos generales, mejoraron su actividad citotoxica, y
en algunos casos incluso mostraron mayor actividad que la amsacrina, compuesto
de referencia.

También a diferencia de la serie anterior, en la cual el patron de
sustitucion de los compuestos de la serie B si les afecto en la actividad citotdxica
pero de manera menos sensible; es decir los compuestos meta sustituidos y sus
isomeros para sustituidos para un mismo grupo funcional, de manera general
presentaron valores de citotoxicidad similares, siendo de esta serie de
compuestos los derivados clorados en 3’ y 4’ los que presentaron mayor actividad
citotodxica.

Una observacién interesante es que los valores de citotoxicidad para los
derivados 3’-metoxi de las series B y E, en las lineas K-562 y HeLa no muestren
una gran diferencia. Considerando que la variacion estructural es muy grande, en
un caso existe en el carbono 2 un grupo N,N-dietiletilendiamino mientras que en
el otro s6lo hay un atomo de hidrégeno, esto conduce a suponer que existen
otros factores estructurales que influyen en la actividad citotdxica de este tipo
de compuestos. También, es posible que la susceptibilidad de las lineas celulares
hacia este tipo de compuestos sea diferente. Esta es una aseveracion que tendria
que ser estudiada.
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El analisis de las actividades presentadas por los compuestos de la serie C
permite detectar que la elongacion de la cadena lateral en la posiciéon 2 del
sistema de tiazoloquinolina, sustituyente N,N-dietilpropilendiamino, favorece la
citotoxicidad en algunas lineas celulares, como en el caso del compuesto 18, que
fue el mas activo en esta serie, inclusive mas que el compuesto de referencia.

Por otro lado, comparando los datos de actividad bioldgica de la serie Dy
E, se observa que de manera general los compuestos de la serie E mostraron
mayor actividad citotdxica en las lineas celulares evaluadas, que los presentados
por los compuestos de la serie D que tienen en la posicion 2 del sistema
tiazoloquinolina un heterociclo saturado. También es interesante observar que
los compuestos de la serie D no poseen ningln sustituyente en el anillo de
anilina, lo que refuerza aun mas lo precisado anteriormente en el sentido de que
el patron de sustitucion del anillo de anilina influye de manera sensible en la
actividad citotoxica.

Ademas se desprenden las siguientes consideraciones:

a) La introduccion de heterociclos saturados en la posicion 2 del sistema
tiazoloquinolina, cuyos grados de libertad estan mas restringidos que en
las dos series anteriores,permite establecer que factores conformacionales
del grupo presente en dicha posicion influyen de manera directa en la
actividad citotoxica de estos derivados, ya que las actividades de estos
compuestos (serie D) se abatieron considerablemente.

b) Aparentemente, es necesario un atomo de nitrogeno terciario a cierta
distancia del nitrogeno unido directamente a la posicion 2, ya que el
compuesto con un anillo de 4-N-metilpiperazina (compuesto 21) fue mas
activo que aquellos que carecian de él.

En resumen, de las observaciones anteriores, sobre la influencia del
sustituyente en la posicion 2 del sistema tiazoloquinolina en la actividad
citotoxica en lineas celulares podemos resaltar tres muy importantes:

e El patréon de sustitucion en posicion 2 del sistema triciclico influye de
manera sensible en la actividad citotoxica observada.

e La presencia de cadenas laterales, flexibles con mayor grados de libertad
(sustituyente N,N-dietiletilendiamino y N,N-dietilpropilendiamino) en
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posicion 2 de dicho sistema, mejoran sensiblemente la actividad
citotoxica de estos compuestos. La longitud de la cadena de alquilamino
fue relevante, mas no critica en la actividad citotoxica en las lineas
celulares evaluadas, ya que, aparentemente, hay otros descriptores
estero-electrénicos que influyen en la misma.

e La ausencia de sustituyentes voluminosos en la posicion 2 del sistema
tiazoloquinolina, disminuye de manera importante la actividad citotdxica
de estos derivados (serie E).

Sin embargo, es evidente que la actividad se puede modular mediante
el patron de sustitucion en el anillo de anilina. Tanto el grupo CN como el
atomo de cloro atraen fuertemente la densidad electronica, mientras que los
grupos -OMe y -Me presentan el efecto contrario.

Tabla 18. Constantes Electronicas e Hidrofébicas de los sustituyentes
empleados. “¥

Descriptores
Sustituyente L Om Op
Cl 0.36 0.30 0.06
CN -0.84 0.52 0.61
CH3 0.31 -0.37 -0.24
OMe 0.22 0.06 -1.00

Considerando el factor lipofilico (1), el atomo de cloro, y los grupos -OMe
y -Me, se consideran como sustituyentes hidrofobicos, mientras que el grupo CN
es de tipo hidrofilico. Si este factor es el que controla la actividad bioldgica,
entonces los derivados 7b,7d,7f,7h,7g,7i, sustituidos con Cl, OMe, Me
respectivamente deberian tener actividad. Si es el factor electronico el
importante, entonces esto explica porqué solo aquellos compuestos que tienen
grupos electrodonadores son activos. Aunque el conjunto de compuestos es
reducido, se observa una cierta tendencia, la que seria interesante corroborar
incrementando el nimero de compuestos con ambos tipos de sustituyentes
(electrodonadores y electroatractores).
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6.6 Morfologia celular

Se realizaron observaciones al microscopio con un aumento de 10X de las
células presentes en los cultivos celulares, tanto de los cultivos control, como de
los que fueron tratados con los compuestos sintetizados a las distintas
concentraciones después de 48 h de tratamiento.

Se puede observar que la morfologia de las células tratadas con los
compuestos que presentaron actividad citotoxica se ve alterada, comparandolas
con las células del cultivo control. Las células control muestran una morfologia
circular en algunos casos, son aparentemente poco densas, presentan bordes
lisos y muestran también formas alargadas con extremos conicos (Figura 22), por
otro lado, las células tratadas con el compuesto 7f muestran una morfologia
diferente, se puede apreciar células con formas circulares con bordes
ligeramente irregulares (“rugosidades”), aparentemente mas densas y con un
ligero aumento de volumen, caracteristica que se hace mas evidente al aumentar
la concentracion del compuesto (Imagen A,B,C,D, Figura 23)

Figura 22. Morfologia de células control, vistas al microscopio
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k‘

A(1pM) B(15MX)

C (45 uM) D (90 pM)

Figura 23. Morfologia de células tumorales vistas al microscopio (10X), tratadas con
el compuesto 7f

Ademas, estas observaciones son mas evidentes y contrastantes al
compararlas con las células tratadas con un derivado de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina G3CI5P“?, el cual ha demostrado tener una alta actividad citotdxica
en los mismos paneles de lineas celulares (Figura 24), incluso valores mayores al
reportado por el compuesto de referencia, amsacrina “?). Las imagenes tomadas
a las células cultivadas, con ayuda de un microscopio, muestran un numero
mayor de células por campo a 15 uM y practicamente la ausencia de células por
campo a una concentracion de 90 uM (imagenes a y b, Figura 24), resultado del
efecto citotoxico de este compuesto. Al observar la morfologia de las mismas a
una concentracion de 15 puM, destaca que las células presentes muestran una
forma muy similar a la que presentan los cultivos control, en contraste con la
morfologia observada de las células tratadas con el compuesto 7f.
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Figura 24. Comparacion de morfologia de células tumorales tratadas con 2 diferentes
derivados de tiazoloquinolinas, a. G3CI5P 15 pM; b. G3CI5P 90 pM; c. 7f 15 uM

Se tiene reportes que algunos compuestos utilizados en la clinica o en
alguna fase de estudio en contra del cancer*“, entre los que se encuentran los
alcaloides de la vinca, tienen la capacidad de inhibir el ciclo celular en la fase
G2/M, por complejos mecanismos moleculares aun no bien descritos, les
permiten a estos compuestos “arrestar” a las células en dicha fase, sin embargo,
existen en la literatura otra clase de compuestos con buena actividad citotoxica,
es el caso de compuestos triciclicos tales como las 9-anilinoacridinas, 9-
arilacridinas, 9-alquilaminoacridinas, 9-arilaminoacridinas, que su actividad
citotoxica parece estar relacionada a su capacidad de intercalacion con la

macromolécula de DNA.

Derivados como son 9-anilino[5,4-b]quinolina, 9-alquil[5,4-b]quinolina y 2-
alquil-9-anilino[5,4-b]quinolina, mostraron buena actividad, que, sin embargo no
correlacioné con su capacidad de intercalarse entre las bases del ADN ¢33 En
otros compuestos triciclicos, la intercalacion parece estar vinculada a la
inhibicion de la actividad de las DNA topoisomerasas tipo Il, con poco efecto
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sobre otras enzimas que actGan sobre el ADN, como lo son las DNA

polimerasas“’-*®.

Si bien es cierto que el cambio en la morfologia de las células tratadas con
los compuestos sintetizados, puede ser explicada por una probable inhibicion de
la enzima topoisomerasa tipo Il, por los reportes previos, es cierto, que también
esta hipdtesis aun no ha sido probada para los compuestos sintetizados que
presentaron esta actividad (7f-7i). Por otro lado, es importante mencionar que
existen diversos factores que pueden propiciar un cambio en la morfologia
celular, como lo son: alteraciones a nivel del citoesqueleto, presion osmética,
por mencionar algunos.

Sin embargo, la citotoxicidad puede también depender de la solubilidad de
los compuestos y de la permeabilidad de las células a los mismos. De tal forma
que también es posible que la citotoxicidad depende de algin otro mecanismo
adicional no identificado. Para resolver este problema, seria interesante abordar
en estudios futuros, la determinacion de los efectos de estos compuestos sobre la
sintesis de DNA, la integridad del DNA in vivo, citometria de flujo, viabilidad
celular, etc. y que lo aqui sehalado es solo una observacion que debe ser
considerada para futuros estudios.
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7. Parte Experimental
7.1 Reactivos y equipo

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

Se utiliz6 un rotaevaporador marca Buchi modelo RE 111 para la
evaporacion de los disolventes utilizados. Los puntos de fusion reportados se
determinaron mediante un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de RMN 'H, ™C, 2D RMN; asi como la preparacion de
muestras para el analisis de Resonancia Magnética Nuclear de Liquidos, el ajuste
del equipo, se realiz6é en un aparato Varian VxR-300S (300MHz), en el Laboratorio
de Resonancia Magnética Nuclear, de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los desplazamientos
quimicos estan dados en ppm (3) y las constantes de acoplamiento (J) se
reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de senales se expresa como s = senal
simple, sa = sefal ancha, ¢ = sefal cuadruple, d = sefal doble, dd = sefal doble
de doble, ddd = senal doble de doble de doble, t = sefal triple, g = senal
quintuple, m = sefial multiple. Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna y como disolvente dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg).

Los espectros de masas se determinaron mediante las siguientes técnicas
de ionizacién: 1. Bombardeo con Atomos Rapidos (FAB) y 2. Electroionizacién (IE)
y el tipo de introduccion de las muestras fue mediante Sonda Directa y por
Cromatografia de Gases, realizados en un equipo JEOL y una matriz de glicerol.
El i6n molecular se indica mediante (M), ademas la nomenclatura se indica como
m/z = masa/carga, relacionada con su respectivo % de Abundancia Relativa (%
AR).

7.1.1 Cromatografia

Para las cromatografias en columna se empleo gel de silice Merck 60 malla
70-230. Los analisis cromatograficos se realizaron en capa fina analitica siguiendo
las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de
silice (Aldrich) con indicador de UV y espesor de 0.2 mm. Para la visualizaciéon de
las manchas se emple6 una lampara de luz UV.

73



7. Parte Experimental

Tabla 19 .Sistemas de elucion empleados

Sistema Mezcla de disolventes Proporcion
I Hexano/ Acetato de etilo 1:1
Il Hexano/ Acetato de etilo 7:3
1l Hexano/ Acetato de etilo 8:2
v Diclorometano/MeOH 9:1

7.2 Citotoxicidad en lineas celulares

Los ensayos de Citotdxicidad en lineas celulares de los nueve compuestos
sintetizados (7a-7i),se realizaron en el Departamento de Biologia de la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los efectos
citotoxicos de estos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina se
determinaron en un panel de tres lineas celulares diferentes, una linea cervical
(HeLa), una linea celular de cancer colorrectal humano (SW620), una linea
celular de leucemia mielogena humana (K-562), realizando un perfil dosis-
respuesta gradual (0.1, 1, 15, 45, 90 uM), mediante el método de determinacion
de MTT a 48 h de tratamiento, expresandose como Clsg, que representa el
promedio de tres experimentos independientes + desviacion estandar.
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7.3 Parte Quimica
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HN/©/
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5
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HN -H (6a) 73% HN
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N S //S\\
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" 0
3'-Cl (6b) 83% Q %-%“Qe(ég?sfz%/f’
— " 0 =

= 3-CN(6c) 88% N R=4.0Me (6h) 90%

4-Cl (6d) 74% | | OMe (6h)
4'-CN (6€) 83% N A 4-Me (6i) 91%

| |

- 0,
N/Kﬁ H (7a) 74%

'-Cl (7b) 78%
"-CN (7¢) 73%
-Cl (7d) 77%
"CN (7€) 75%
'-OMe (7f) 72%
"-Me (79) 79%
*-OMe (7h) 70%
"-Me (7i) 76%

Esquema 3. Ruta general de sintesis.

(%))
ArbhOWWwbhbbrh,ww

a) 1. NaOH/CS,/20 °C 2. CHsl/ 0°C; b) 1. K,CO3/ 20°C 2.CH;l/0°C; c) 1. t-BuO'K*/THF
Anh./-75°C 2. PhNCS/-75 °C; d) POCl3/ PPA/130-135°C; e) 1. MeOH/HCl 2. 5a,
anilina, 5b,3-cloroanilina; 5c, 3-cianoanilina; 5d, 4-cloroanilina; 5e, 4-cianoanilina;
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5f, 3-metoxianilina; 5g, 3-metilanilina; 5h, 4-metoxianilina; 5i, 4-metilanilina/
reflujo 8h; f) AcOH/ Na;,WO,/H,0, 30% T.amb. 10 min; g) AcOH/ H,0, 24h ; h) EtOH
absoluto/ NaBH, /T. amb. 24 h.

7.4 Sintesis y Descripcion

7.4.1 N-[(Etoxicarbonil)metil]ditiocarbamato de metilo (1)

2.CH,|

e} O
)k/ 1.NaOH/ CS, )K/H s
NH —
AT o o
Cl S

1

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con un
termoémetro , agitacion mecanica y embudo de adicidn, se mezclaron 300 mL de
dimetilsulféxido y 83.76 g de clorhidrato de glicinato de etilo (0.6 mol). La
suspension se agitd vigorosamente a temperatura ambiente hasta disolucion
total. Posteriormente a esta solucion se le adicionaron lentamente 36 mL de una
solucion 20 M de hidroxido de sodio, manteniendo la temperatura a 20 °C.
Terminada la adicion se agregaron lentamente 48 mL de disulfuro de carbono
(0.78 mol), manteniendo la temperatura entre 15 y 20 ° C. Se mantuvo la
agitacion por 40 minutos a temperatura ambiente. La solucion amarilla se enfrid
a 0 °C y se adicionaron lentamente 48 mL de yoduro de metilo (0.78 mol),
manteniendo la temperatura de reaccion a 0 °C.

Terminada la adicidon se retiré el sistema de enfriamiento y se dejo
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 aisldé y seco por filtracion. Se
obtuvieron 51.73 g (44.61 %) de un precipitado ligeramente amarillo, con un Rf
de 0.3 (Sistema ).

7.4.2 N-[(Etoxicarbonil)metil]liminoditiocarbamato de dimetilo (2)

_

N S
/\O Y ~ 1. K2C03 /\O)K/N\\(S\
S S

2. CH,l
~

1 2
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En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con
termometro, agitacion mecanica y embudo de adicion se mezclaron 43 g del
crudo del compuesto 1 (aproximadamente 0.224 mol), en 120 mL de
dimetilsulféxido. Posteriormente a la solucion amarilla resultante se le agrego,
lentamente, una solucion de 48 g de carbonato de potasio en 38 mL de agua,
manteniendo la temperatura a 20 °C, formandose una suspension color rojo
pardo.

Terminada la adicion la suspension se enfrio a 0 °C y se adicionaron
lentamente 20 mL de yoduro de metilo (0.32 mol) 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 vertio lentamente sobre 1000
mL de agua con agitacion. La solucion acuosa se extrajo con acetato de etilo (4 x
400 mL).Se juntaron las fracciones organicas, se trataron con sulfato de sodio
anhidro, y se elimind6 el acetato de etilo mediante un rotaevaporador,
obteniéndose un aceite oscuro. Este aceite se purifico mediante destilacion a
presion reducida, colectandose la fraccion que destildé entre 145-160 °C. Se
obtuvieron 41.93 g (91.87 %)de un aceite incoloro con un Rf de 0.4 (sistema Il)
que se torna amarillo por la exposicion a la luz.

7.4.3 4-(Etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol (3)

O
0 —
/\OKN\\(S\ 1.t-BuO K'/ THF anh. 7N\
s - BN s)\s/
~ 2. PhNCS
2
3

En un matraz de tres bocas, tipo europeo, acondicionado con terméometro
para bajas temperaturas, embudo de adicion, condiciones anhidras y atmosfera
de nitrégeno, se mezclaron 6.34 g de tert-butoxido de potasio (56.6 mol) en 200
mL de tetrahidrofurano anhidro. La suspension formada se enfrio a -75 °C
mediante una mezcla de hielo seco-acetona. Al embudo de adicion se transfirio,
mediante una canula, una solucion de 8 g del compuesto 2 (38.64 mmol) en 15
mL de THF anhidro, la cual se adicioné por goteo a la suspension de tert-
butoxido de potasio, manteniendo la misma temperatura.

Terminada la adicion, la solucion amarillo-naranja resultante se dejo
agitar durante 90 minutos a la misma temperatura. A continuacion se transfirio al
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embudo de adicidén una solucion de 4.8 mL de isotiocianato de fenilo (38.64
mmol) en 15 mL de THF anhidro y se adicioné por goteo, manteniéndose en
agitacion constante y en las mismas condiciones. Se dejoé agitar durante 50
minutos y se retiro el sistema de enfriamiento.

Cuando la temperatura se aproximoé a -10 °C se formo un precipitado
amarillo. La suspension formada se dejo en agitacion por 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 vacié. Se obtuvieron 10.4 g (91.5 %) del
compuesto 3, con un punto de fusion de 80 °C y un Rf de 0.57 (sistema ).

7.4.4 9-Cloro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (4)

@]
—\
o \ Cl
POCI
HN >
S —
@ APP N S S—

En un matraz de fondo redondo de una boca se colocaron 2.94 g (10mmol)
del compuesto 3, se adicionaron 710 mg de acido polifosférico (6 mmol) y 3 mL
de oxicloruro de fosforo (11.7 mmol). La mezcla de reaccion se calentd, con
agitacion constante a 130-135 °C por 4 horas. Al final de este tiempo se dejo
enfriar la reaccion a temperatura ambiente y se agregaron lentamente y por
goteo 10 mL de etanol frio. Al disolverse el aceite obtenido precipité un soélido
color naranja, la suspension se vertio sobre 20 mL de agua y se neutralizé con
solucion saturada de bicarbonato de sodio.

El precipitado amarillo-café se separo por filtracion al vacio y se seco por
succion. El crudo se suspendio en metanol, se calent6 ligeramente con agitacion
durante 5 minutos y se filtré para obtener 1.7 g (63.9%) del compuesto 4, con un
punto de fusion de 160 °C y un Rf de 0.65 (sistema I).
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7.4.5 Procedimiento General para la obtencion de 2-(metiltio)-9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas (5a-5i).

3

4 H (5a)
. 3-Cl (5b)

3'-CN (5¢)

HN
N N 1. MeOH/HCI 4'-Cl (5d)
| I X N T
A " | Iy R= 4-CN (5€)
) Fg e 3'-OMe (5f)

3'-Me (59)
4 4'-OMe (5h)
4'-Me (5i)

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con
refrigerante y con agitacion magnética se suspendieron 266 mg (1 mmol) del
compuesto 4 en 5 mL de metanol a esta suspension se anadieron 4 gotas de acido
clorhidrico concentrado y se dejé agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo
se agregaron 180 mg de la amina aromatica correspondiente, esta mezcla se
sometio a reflujo vigoroso durante 8 horas. Al término de este tiempo, se
suspendid el calentamiento y la reaccion se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Se elimino el metanol a presion reducida.

El residuo sélido se suspendié en 10 mL de agua destilada y se neutralizo
con solucion saturada de bicarbonato de sodio, el precipitado, color amarillo, se
filtro al vacio, se lavo con agua destilada y se secd por succion para obtenerse
303 mg (95 %) del compuesto sustituido (5a).

Para los compuestos 5a,5b,5¢,5i, el solido obtenido se lavd con acetona
fria; los productos obtenidos se compararon por CCF con una muestra de

referencia de acuerdo al método reportado. ®”

7.4.6 Procedimiento general de oxidacion mediante AcOH/ H,0; (6a-6e) %,

3 4
< ca
H (5a) H (6a)

3-Cl (5b) HN ACOH HIN 3-Cl (6b)
R = 3-CN (5¢) N ., N R= 3'-CN (6¢)
4'-Cl (5d) I H,0, 30% Il 9 4'-Cl (6d)
4'-CN (5e) N s)\s/ 22 N s)\ﬁl— 4'-CN (6€)

(0]
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En un matraz de fondo redondo de una boca, acondicionado con
refrigerante de aire, se suspendieron 200 mg del derivado metiltio
correspondiente (compuesto 5a) en 6 mL de acido acético glacial, la suspension
resultante se dejo en agitacion a temperatura ambiente por espacio de 10 min,
al término de este tiempo se le agregaron a la suspension y con agitacion
constante 6 mL de peroxido de hidrégeno al 30%, la suspension resultante se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 24 h, al término de este
tiempo la mezcla se vertié sobre 30 mL de una mezcla agua-hielo con agitacion
constante.

El precipitado formado se separd por filtracion, se lavo con agua destilada
y se secd por succion. Obteniéndose 160 mg de un solido color amarillo
(compuesto 6a).

Los productos obtenidos se compararon por CCF con una muestra de
referencia, de acuerdo con el método reportado por Olvera Vazquez S. "

7.4.7 Procedimiento general de oxidacion mediante AcOH / Na,WO4 2H,0 /
H,0, (6f-6i) 323949,

3

R 4 R
3'-OMe (5f) Q/ Q/ 3-OMe (6f)
_ 3'-Me (59) _ 3'-Me (69)

=g HN HN R= .
4'-OMe (5h) ACOH / Na,WO, 2 H,0 4-OMe (6h)
4-Me (5i) N N 4-Me (6i)
| H,0, 30% .9
N/ S)\S/ 2z N/ S)\ISII—
(0]

En un matraz de fondo redondo de una boca, acondicionado con
refrigerante de aire, se suspendieron con agitacion constante, a temperatura
ambiente y por espacio de 10 min, 200 mg del derivado metiltio correspondiente
(compuesto 5f) y 5 mg (0.015 mmol) de Na;WO,4 2H,0 en 5 mL de acido acético
glacial, al término de este tiempo, a la suspension amarilla, se le agregaron
lentamente y por goteo 1.5 mL de perdxido de hidrogeno al 30 %. La suspension
resultante se dejd en agitacion a temperatura ambiente por 10 min. Transcurrido
este tiempo la mezcla de reacciéon, de color amarillo intenso, se vertid con
agitacion constante sobre 20 mL de una mezcla agua-hielo. El precipitado
formado se separd por filtracion, se lavo con agua destilada y se secd por
succion. Se obtuvieron 170 mg (90 %) de un soélido amarillo claro (compuestos 6f),

los productos obtenidos se compararon por CCF con una muestra de referencia
(37,38,39,40)

R
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7.4.8 Procedimiento general para la remocion del grupo metilsulfonilo
mediante NaBH,4 (7a-7i).

3 g
R R

H (6a) Q/ Q/ H (7a)

3'-Cl (6b) 3'-Cl (7b)

3'-CN (6¢) HN HN 3'-CN (7c)

_ 4l (6d) Ny EtOH abs / NaBH, N 4'-Cl (7d)

R= 4._CN (6€e) | _ I | | R= 4-CN (7¢)

3'-OMe (Gf) N s S N/ S H 3'-OMe (7f)

3'-Me (69) g 3'-Me (79)

4'-OMe (6h) 4'-OMe (7h)

4'-Me (6i) 4'-Me (7i)

En un matraz de fondo redondo de una boca, se suspendieron con
agitacion constante y a temperatura ambiente 220 mg de la sulfona
correspondiente (compuesto 6a) en 6 mL de etanol absoluto por espacio de 10
minutos. Transcurrido este tiempo se le agregd a la suspension amarilla 5 mg
(0.138 mmol) de NaBH4. La suspension resultante se mantuvo en agitacion
constante y a temperatura ambiente por espacio de 24 hrs. Al término de este
tiempo se obtuvo una solucion amarilla, a la que se le adicionaron lentamente y
con agitacion constante 2 mL de HCl al 10%. El precipitado formado color
amarillo, se separd por filtracion al vacio, se lavo con agua destilada y con
solucion saturada de bicarbonato de sodio. Se obtuvieron 200 mg del producto en
su forma cruda (compuesto 7a); el cual se purifico mediante cromatografia en
columna abierta de gel de silice (sistema de elucion 1V), las fracciones de
composicion semejante se juntaron y se concentraron a presion reducida
obteniendose 130 mg de un soélido color amarillo palido (compuesto 7a).

A continuacion se describen las constantes fisicas y espectroscopicas para
los compuestos finales novedosos.

7.4.9 9-[3-Metoxifenillamino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7f)

Utilizando el procedimiento descrito en la seccion 7.4.8 se obtuvieron 137
mg (0.44 mmol, 72%), de un sélido amarillo claro, compuesto 7f, con un punto de
fusion de 151 °C y un Rf de (0.35) (sistema IIl). Sus constantes espectroscopicas
son las siguientes; IR (KBr cm™): 3120 (NH), 3053, 2966 (CH), 1595, 1571, 1543,
1503, 1476 (aromaticos),1266 (Ar-0); RMN H': (DMSO -dg, 8): 9.4 (s,1H) -NH-Ar;
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9.22 (s,1H)H-2;6.58(m,3H) H-2’,H-4’,H-6’; 7.11 (t,1H,J= 8.7 Hz) H-5’; 3.65 (s,
3H) -OMe; 8.29 (d, 1H, J= 8.4 Hz) H-8; 7.97 (dd, 1H, J= 8.7, 0.9 Hz) H-5; 7.75
(ddd, 1H, J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) H-6; 7.49 (ddd, 1H, J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) H-7; RMN
C'® (DMSO- dg): 55.3,106.5, 108.2, 113.1, 119.5, 124.4, 124.7, 128.7, 129.5,
130.2, 133.1, 141.1, 144.7, 148.1, 153.2, 160, 160.7 ;(EM IE, m/z): 307(M",
100%), 292 (M*-15, 78%).

7.4.10 9-[3-Metilfenil]lamino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7g)

Utilizando el procedimiento descrito en el apartado 7.4.8 se obtuvieron
150 mg (0.515 mmol, 79%), de un sélido amarillo, compuesto 7g, con un punto de
fusion de 132 °C y un Rf de (0.6) (sistema Ill). Sus constantes espectroscopicas
son las siguientes; IR (KBr cm'1): 3120 (NH), 3053, 2966 (CH), 1595, 1571, 1543,
1503, 1476 (aromaticos); RMN H': (DMSO -ds, 8): 9.35 (s, 1H)-NH-Ar, 9.18 (s, 1H)
H-2; 2.21 (s, 3H) Ar-Me; 8.29 (d, 1H, J= 8.4 Hz) H-8; 7.95 (dd, 1H, J= 8.7, 0.9 Hz)
H-5; 7.73 (ddd, 1H, J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) H-6; 7.47 (ddd, 1H, J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz)
H-7; 7.1 (t, 1H, J= 8.6 Hz) H-5’; 6.86 (m, 3H) H-2’, H-4’, H-6’; (EM IE, m/z): 291
(M, 100%), 290 (M*-1, 75%).

7.4.11 9-[4-Metoxifenil]amino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7h)

Usando el procedimiento para la remocion descrito en la seccion 7.4.8 se
obtuvieron 140 mg (0.46 mmol, 70%) de un so6lido amarillo, compuesto 7h, con un
punto de fusion de 147 °C y un Rf de (0.41) (sistema lIl). Sus constantes
espectroscopicas son las siguientes; IR (KBr cm™): 3120 (NH), 3053, 2966 (CH),
1595, 1571, 1543, 1503, 1476 (aromaticos); RMN H'(DMSO -ds, 8): 9.29 (s,1H) -
NH-Ar; 9.07 (s, 1H) H-2; 6.85 (d, 2H, J= 8.4 Hz) H-3’, H-5";7.06 (d, 2H, J= 8.4) H-
2’, H-6’; 3.73 (s, 3H) -OMe; 8.31 (d, 1H, J= 8.6 Hz) H-8; 7.9 (dd, 1H, J= 8.3, 0.9
Hz) H-5; 7.7 (ddd, 1H, J= 8.1, 7.5, 7.1 Hz) H-6; 7.42 (t, 1H, J= 8.1, 7.7, 7.08 Hz)
H-7 ;(EM IE, m/z): 307(M", 100%), 292 (M*-15, 78%).

7.4.12 9-[4-Metilfenil]lamino]-tiazolo[5,4-b]quinolina (7i)

Utilizando el procedimiento descrito en el apartado 7.4.8 se obtuvieron
145 mg (0.498mmol, 76%) de un solido amarillo, compuesto 7i, con un punto de
fusion de 196 °C y un Rf de (0.54) (sistema lIl). Sus constantes espectroscopicas
son las siguientes; IR (KBr cm™): 3120 (NH), 3053, 2966 (CH), 1595, 1571, 1543,
1503, 1476 (aromaticos); RMN H' (DMSO-ds,:5 ): 9.34 (s,1H) -NH-Ar; 9.14 (s, 1H)
H-2; 8.3 (d, 1H, J= 8.4 Hz) H-8; 7.93 (dd, 1H, J= 8.7, 0.9 Hz) H-5; 7.72 (ddd, 1H,
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J=8.4, 6.9, 1.2 Hz) H-6; 7.45 (ddd, 1H, J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz) H-7; 7.05 (d, 2H, J=

8.6 Hz) H-2’,H-6’; 6.97 (d, 2H, J= 8.6 Hz) H-3’, H-5" ;(EM IE, m/z): 291(M",
100%), 290 (M*-1, 75%).
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8.Conclusiones
» Parte Quimica

Se realizo la sintesis de nueve derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina mediante el desarrollo de una metodologia y su optimizacion que
permite la remocion de un grupo metiltio de la posicion 2 del sistema triciclico.

> Parte Bioldgica:

La posicion 2 del sistema tiazoloquinolina es importante para la actividad
biolégica de estos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

Se logré establecer que es posible alterar o modular la actividad citotoxica
en lineas celulares (HelLa, SW620, K-562), por remocion del grupo metiltio
presente en la posicion 2 del sistema triciclico en derivados de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, ademas que el patron de sustitucion en dicha
posicion influye de manera sensible en la actividad citotoxica en las lineas
celulares tumorales evaluadas. Sin embargo, dicho factor no es critico para la
misma, ya que, aparentemente, influyen otros factores para la citotoxicidad de
los derivados obtenidos.
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9. PERSPECTIVAS

» Incrementar el numero de compuestos de la serie obtenida, cuya
caracteristica principal es la ausencia de sustituyente en la posicion 2 del
sistema tiazolo[5,4-b]quinolina.

> Realizar los estudios de unidén a ADN, que permitan conocer la importancia
del sustituyente removido en la afinidad.

> Estudios encaminados a determinar si estos compuestos estan
interaccionando con alguna molécula involucrada en el ciclo celular
(citometria de flujo), estudios in vitro de inhibicion de DNA topoisomerasa
I.

> Analisis del efecto de estos compuestos sobre la progresion del ciclo
celular (citometria de flujo).

» Estudios sobre la capacidad de estos compuestos para inhibir la actividad
de la Topoisomerasa Il , Topoisomerasa | y ADN polimerasa “in vitro” e “in
vivo”.

> Analisis de relacion estructura-actividad de os compuestos para relacionar
los sustituyentes con la potencia de estas moléculas con farmacos
antitumorales.
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