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RESUMEN

RESUMEN

El término céncer es usado para identificar un grupo de enfermedades cuyas
caracteristicas son la alteracién morfologica y funcional de las células afectadas, seguida de su
proliferaciébn descontrolada y que invaden, desplazan y destruyen a otros tejidos sanos del
organismo. Constituye un grave problema de salud publica, estadisticas de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estiman que actualmente es la causa del 13% de las defunciones a
nivel mundial. La falta de selectividad de los quimioterdpicos actuales y el desarrollo de
resistencia por parte de las células tumorales hacen necesaria la busqueda de sustancias que
tengan mayor selectividad sobre células tumorales, reduciendo con ello el nimero de efectos
secundarios en el paciente y mejorando las probabilidades de remisién.

En el presente trabajo se muestra el disefio, la sintesis, el modelado molecular y la
evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina e
imidazo[4,5-b]quinolina, que son compuestos bioisostéricos a los derivados de 9-anilinoacridina.
Asimismo, se establecieron modelos de relacién estructura-actividad citotéxica para los
compuestos triciclicos 9-anilino sustituidos que han sido sintetizados dentro del grupo de
trabajo.

En la parte quimica, se sintetizaron tres nuevos derivados de 2-metiltiotiazolo[5,4-
b]lquinolina y seis nuevos derivados de 2-alquiaminotiazolo[5,4-b]quinolina mediante una ruta
divergente. Para la sintesis del nucleo de imidazo[4,5-b]quinolina, un sistema triciclico poco
reportado en la literatura, se desarrollé una ruta sintética novedosa que permite la incorporacion
de diversos sustituyentes en las posiciones 2, 3 y 9 de este nucleo triciclico, lograndose la
obtencion de ocho derivados con este tipo de estructura. Todos los productos finales novedosos
se caracterizaron por sus datos espectroscopicos y espectrométricos.

Con el propésito de establecer algunos parametros comunes o diferencias entre los
compuestos con mayor citotoxicidad y aquellos con poco o nula actividad se estudiaron,
mediante modelado molecular, derivados de 9-anilinoacridina, 9-anilino-2-metiltiotiazolo[5,4-
b]lquinolina y 9-anilino-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina como entidades aisladas y en complejos
de intercalacién con diferentes secuencias de ADN. Los resultados mostraron que el momento
dipolar, la energia de los orbitales frontera y la geometria del complejo de intercalacién son
factores relevantes para la afinidad de los compuestos por el ADN y para su citotoxicidad.

Se obtuvieron los datos de actividad citotoxica in vitro de los derivados sintetizados en
algunas lineas celulares. El analisis de relacién estructura-actividad mostr6 que valores
adecuados de la energia del LUMO y la magnitud y orientacién del momento dipolar, son
parametros que influyen en la actividad citotoxica de derivados triciclicos anilino-sustituidos sin
cadenas alquilaminicas en su estructura, mientras que el logP y el area polar superficial influyen
en los derivados 2-alquilaminosustituidos.

Los compuestos que carecen de grupos alquilamino parecen tener un mecanismo de
citotoxicidad diferente al de los compuestos que poseen estos grupos en su estructura, esto se
reflej6 en los ensayos de inhibicién de la ADN topoisomerasa Il en los que los compuestos 2-
alquilamino sustituidos tuvieron menor actividad que los 2-metiltio sustituidos, a pesar de su
mayor citotoxicidad.




ABSTRACT

ABSTRACT

The term cancer is used to identify a group of diseases which is characterized by
morphological and functional alteration of cells, followed by their uncontrolled proliferation,
that invade, displace and destroy healthy tissues of the body. Cancer constitutes a major
public health issue. According to World Health Organization (WHO) statistics this illness
accounts for 13% of the deaths worldwide. Research in chemotherapy focuses on
discovering and designing new substances that display greater selectivity on tumor cells
thus reducing the number of adverse effects and improving the probabilities of remission.

In this work, the design, synthesis, molecular modeling and in vitro cytotoxic activity
evaluation of thiazolo[5,4-b]quinoline and imidazo[4,5-b]quinoline derivatives, which are
bioisosteric compounds of 9-anilinoacridines are presented. Also, structure-cytotoxic
activity relationship models were developed for the 9-anilino substituted compounds that
have been synthesized in our group.

In the chemistry part, three new derivatives of 2-methylthiothiazolo[5,4-b]quinoline
and six new novel derivatives of 2-alkylaminothiazolo[5,4-b]quinoline were synthesized by
a divergent route. For the synthesis of the imidazo[4,5-b]quinoline derivatives, a triclycic
system scarcely reported in literature, a novel synthetic route was developed. This route
allows the incorporation of diverse substituents in positions 2, 3 and 9 of the tricyclic
nucleus. All novel compounds were characterized by their spectroscopic and spectrometric
data.

With the purpose of finding some common parameters or significant differences
between highly cytotoxic compounds and those with low or null activity, some 9-
anilinoacridine,  9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline and 9-anilinoimidazo[4,5-b]quinoline
derivatives were studied by molecular modeling as isolated species and in intercalation
complexes with different DNA sequences. The results indicate that dipole moment, frontier
orbitals energy and geometry of the intercalation complexes are relevant factors for DNA
affinity and cytotoxicity of 9-anilino substituted compounds.

Cytotoxic activities of the synthesized compounds were determined by MTT
protocol, data was used to establish structure-activity relationship (SAR) models.
Appropriate values of LUMO energy and magnitude and orientation of dipole moment are
relevant factors for cytotoxicity of 9-anilino substituted compounds with no alkylamino
chains in their structure, whereas logP and polar superficial area are more important
factors in 2-alkylamino substituted derivatives.

These findings indicate that compounds with no alkylamino groups seem to have a
different mechanism of cytototoxicity. This was reflected in DNA topoisomerase Il inhibition
assay results where 2-alkylamino substituted compounds had lower activity than 2-
methylthio substituted derivatives despite their higher cytotoxicity.
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1. INTRODUCCION

El cancer constituye un grave problema de salud publica a nivel mundial. Estadisticas de
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estiman que en 2008 7.6 millones de personas
fallecieron de alguno de los tipos de céncer, representando el 13% de las muertes a nivel
mundial y se prevé que en los proximos 10 afios, 84 millones de personas mueran por esta
enfermedad, el 70% en paises del tercer mundo.* EI término cancer es usado para identificar
un grupo de enfermedades cuyas caracteristicas son la alteracibn morfolégica y funcional
seguida de la proliferacién descontrolada de las células de un tejido, que invaden, desplazan y
destruyen a otros tejidos sanos del organismo.?

Aunque es dificil de precisar cuando se empezaron a usar sustancias para tratar este
padecimiento, la quimioterapia del cancer inicié alrededor de 1940 con el descubrimiento de las
propiedades antitumorales de las mostazas nitrogenadas y de la aminopterina, un
antimetabolito del acido folico. Los avances en el area de la bioquimica permitieron el desarrollo
de nuevas estrategias para el tratamiento de la enfermedad.?

Sin embargo, la quimioterapia tiene sus inconvenientes:

1. La efectividad del quimioterapico dependera de la naturaleza del cancer, ya que no
existe un agente efectivo para todos los tipos.

Las células tumorales llegan a desarrollar resistencia a los quimioterapicos empleados.
Los quimioterdpicos no son selectivos y afectan también a células sanas. A pesar de
que las células neoplasicas difieren de las células normales en sus requerimientos
nutritivos, no difieren lo suficiente en el aspecto biolégico y bioquimico. Las células que
también se dividen rdpidamente suelen verse afectadas, ocasionando diversos efectos
secundarios que dependeran del paciente y el farmaco empleado.

wn

Esto se ve reflejado en una baja eficacia del tratamiento y en una pobre calidad de vida
con beneficios minimos para el paciente. Para solucionar estos problemas la investigacion en
guimioterapia se enfoca a descubrir y disefiar sustancias que incrementen el nimero de
farmacos para combatir la enfermedad, que tengan mayor selectividad sobre células tumorales,
reduciendo con ello el nimero de efectos secundarios en el paciente y mejorando las
probabilidades de remision.

Una de las estrategias mas empleadas para la obtenciéon de nuevos farmacos es la
modificacion estructural de una molécula patron que muestra actividad. Durante el periodo de
2000-2003, la mayoria de los farmacos aprobados por la FDA surgieron del disefio de nuevos
analogos que mejoraron alguna de las propiedades de la molécula original. Los analogos
pueden ser directos (que tienen similitud estructural y funcional con la molécula patrén),
estructurales (tienen estructura similar a la molécula patrén pero diferentes propiedades
farmacologicas) y funcionales (difieren estructuralmente de la molécula patrén, pero tienen un
perfil farmacoldgico similar).*

En el presente trabajo se muestran el disefio, la sintesis, el modelado molecular y la
evaluacion citotdxica in vitro de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina e imidazo[4,5-b]quinolina.
Estos poseen una estructura analoga a la de los derivados de 9-anilinoacridinas, que son
compuestos han mostrado actividad citotoxica importante.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Algunos aspectos bioquimicos del cancer

Aun cuando el cancer esta asociado a un incremento en el nimero de células y a
alteraciones en los mecanismos que regulan el nacimiento de nuevas células y su proliferacion,
actualmente se sabe que alteraciones en los mecanismos de apoptosis también son
importantes en ciertos tipos de cancer. El cancer se distingue de otros procesos formadores de
tumores por su capacidad de invadir otros tejidos.’

El proceso por el cual se inicia la formacién de tumores o tumorogénesis no esta
totalmente esclarecido. Sin embargo, se sabe que la acumulacién de mutaciones en genes
claves 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 o propensién
celular a la muerte. Se ha demostrado que una sola mutacién no es capaz de desencadenar el
proceso, sino que se requieren al menos de dos oncogenes activados para dar células con un
diferente fenotipo.” Esto llevo a postular que la tumorogénesis es un proceso de varios pasos
intermedios antes de llegar a neoplasmas letales.

La carcinogénesis es el proceso que lleva a mutaciones genéticas inducidas por factores
quimicos o fisicos. Conceptualmente, este proceso puede dividirse en 3 etapas: iniciacién,
promocion y progresion.® La primera etapa involucra un cambio genético irreversible, en la
siguiente hay un aumento en la proliferacion de las células, y finalmente en la progresion se da
una acumulacién de mutaciones que llevan a la adquisicion de un fenotipo maligno o invasivo.

En el modelo de tumorogénesis en piel de raton, se han logrado identificar estas etapas.
En este modelo la etapa de iniciacién se da cuando un compuesto o su metabolito forman un
aducto con el ADN, lo que ocasiona una insercion o eliminacién de bases, translocacion
cromosomal o amplificaciones. Si el dafio en el ADN no es reparado, puede haber alteraciones
permanentes y mutaciones en el genoma que pueden conducir a la activacion de oncogenes o
a la inactivacion de genes supresores de tumores. La etapa de promocién es un proceso
reversible en la cual un agente quimico estimula la proliferacion de las células iniciadas o
mutadas. En el caso del modelo de tumorogénesis en piel de ratdn, estas células no generan
tumores sino hasta después de dosis repetidas de ésteres de forbol.® Finalmente, en la etapa
de progresion se ha observado que varios agentes iniciadores también pueden llevar a la
progresion del tumor.

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

e Alteraciones observadas in vitro

o Cambios citolégicos: Aumento del niumero y/o tamafio del nucleo, formacién de
cumulos (clusters) de células.

o Alteraciones en el crecimiento celular: Disminucion de la sensibilidad a los factores
que detienen el crecimiento celular, pérdida de la adhesion, pérdida en el control del
ciclo celular, resistencia a la apoptosis.

o Cambios en la estructura y funcionalidad de la membrana celular.
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o Pérdida de las interacciones en la matriz extracelular.
o Pérdida de la respuesta a agentes que inducen la diferenciacién celular.
o Mecanismos de transduccion de sefales alterados.

e Alteraciones observadas in vivo
o Incremento en la expresion de oncogenes debidos a alteraciones en los
cromosomas.
Disminucioén en la expresién de los genes supresores de tumores.
Alteraciones en los patrones de mutilacién del ADN.
Sobreproduccion de los factores de crecimiento.
Incremento en los niveles de las proteinas implicadas en la sintesis de los acidos
nucleicos.
Produccién de antigenos oncofetales.
o Capacidad de evitar la respuesta inmune del hospedero.

O O O O

(0]

La etiologia del cancer no es del todo clara; sin embargo, se sabe que existen varios
factores que pueden inducir el padecimiento:?

Predisposicion genética.
Carcinogénesis quimica.
Desajuste hormonal.
Radiaciones.

Virus y parasitos.

El tratamiento del cancer incluye la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.>® Esta
ultima se basa en la actividad citotoxica de algunos compuestos que posean cierta selectividad
sobre las células tumorales.

2.2. Terapia citotoxica del cancer

Aunque los agentes citotoxicos para el tratamiento del cancer tradicionalmente se han
clasificado por su mecanismo de accién, también pueden ser agrupados por el sitio de accién al
cual van dirigidos. De manera general se pueden agrupar en cuatro categorias: enzimas
especifica2s, microtubulos, receptores de hormonas y de factores de crecimiento y acidos
nucleicos.

e Enzimas especificas. Un ejemplo clasico de estos farmacos lo constituyen los
antimetabolitos. Son sustancias que compiten con metabolitos normales por determinados
sistemas enzimaticos, o bien, contribuyen a formar metabolitos anormales que luego
interrumpen el ciclo metabdlico. A pesar de que fueron de los primeros quimioterapicos, aun son
usados en la clinica; por ejemplo, algunos antimetabolitos del acido félico como el metotrexato o
el raltitrexed, cuyas estructuras se muestran en la Figura 1, son parte del tratamiento del
cancer colorrectal y de algunos linfomas. Otro ejemplo es el 5-fluorouracilo usado en el
tratamiento de cancer colorrectal y mamario, e incluso un profarmaco, la capecitabina, ha sido
aprobado recientemente."’
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Figura 1. Antimetabolitos del acido félico.

Existen varios tipos de enzimas que también son potenciales dianas para el tratamiento
del cancer. Estas enzimas participan en la regulacién del ciclo celular, en la expresién de
algunos genes y en la sintesis y reparacion del ADN y, frecuentemente, estan sobreexpresadas
en las células tumorales. Dentro de estos blancos enzimaticos se encuentran:

(@]

Telomerasa. Los teldmeros son secuencias repetidas de 5-GGTTAG-3' que
protegen a los términos de los cromosomas de eventos de fusion, la longitud de
estos telomeros disminuye con cada divisidén celular. La enzima telomerasa afnade
multiples copias de la secuencia 5-GGTTAG-3’ al final del teldmero, revirtiendo su
degradacién e incrementando la capacidad replicativa de las células. Los inhibidores
de esta enzima normalmente se unen a la secuencia terminal del teldmero,
impidiendo la accién de la telomerasa.'®"

Metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP, en inglés). Las enzimas de la
familia de las MMP son endopeptidasas dependientes de zinc, capaces de degradar
varios componentes de la matriz extracelular (MEC) y estan involucradas en varios
procesos fisiologicos. La invasividad y la metastasis son procesos de varias etapas
que involucran la degradacion proteolitica de la MEC y alteraciones de las
interacciones célula-MEC-célula y migracién de la célula tumoral.™ "

Cinasas dependientes de ciclina (CDK, en inglés). Las CDK son serina-treonina
cinasas cuya actividad depende de la unién y activacién de ciclinas, estos complejos
heterodiméricos de cinasa-ciclina fosforilan varios sustratos, involucrados en el
control de la transcripcion y del ciclo celular en respuesta a varios estimulos.'®"”

Enzimas deacetilasas de las histonas (HDAC, en inglés). Las HDAC catalizan la
remocion de grupos acetilo de los residuos de las proteinas, incluidas las histonas,
afectando la expresion genética, la diferenciacion celular y la apoptosis. Ademas de
la sobreexpresion de las HDAC, se han observado mutaciones e inactivaciéon en las
acetiltransferasas de las histonas (HAT) en varios tipos de cancer.'®'®

Farnesiltransferasa (FTasa). La FTasa y otras enzimas relacionadas son
metaloenzimas que catalizan el primer paso de una serie de modificaciones que
dirigen la localizacion de las proteinas en la membrana. Esto se lleva a cabo
mediante la transferencia de un isoprenoide a sus proteinas blanco. Por otra parte,
hay mutaciones que activan la oncoproteina Ras que estan presentes en el 30% de
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los casos de cancer y en el 90% de los de cancer pancreatico. Dado que la proteina
Ras debe estar prenilada para su localizacion en la membrana y para participar en la
transformacion celular, constituye un blanco para potenciales agentes
antitumorales.?*?'

o ADN topoisomerasas (Topo). El estado topolégico del ADN esta regulado por las
topoisomerasas existiendo dos tipos: Topo | y Topo Il. Estas enzimas son esenciales
en los mamiferos y remueven los nudos en el material genético mediante rupturas
transitorias en las cadenas de fosfato de la doble hélice. Este estado de ruptura
transitoria del ADN es potencialmente letal para la célula por lo que los inhibidores
de estas enzimas normalmente actuan estabilizando este estado en el que el ADN
esta roto.?*** Mas adelante se ampliara sobre el mecanismo de accién de estas
enzimas y sus inhibidores.

En la Figura 2 se muestran las estructuras de algunos inhibidores enzimaticos descritos
en los parrafos anteriores.
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Figura 2. Inhibidores enzimaticos.

e Microtubulos. El papel fundamental de los microtubulos en la division celular y en la
mitosis los hace un blanco interesante para el tratamiento del cancer. Los agentes que tienen
como diana los microtubulos, como los que se muestran en la Figura 3, se pueden clasificar en
aquellos que despolimerizan los microtibulos (como la vinblastina y la colchicina) y en los que
incrementan su polimerizacion (como el paclitaxel y las epotilonas). La interrupcion de la
dinémicgzéje los microtubulos es la manera en que estos agentes inhiben la proliferacion
celular.=>
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l 5 O OH O
Vinblastina = Epotilona D

Figura 3. Inhibidores mitoticos.

* Receptores de hormonas y factores de crecimiento. Este tipo de blancos surgieron a
partir de la observacién de que en algunos tipos de cancer ciertos receptores estan
sobreexpresados y son necesarios para el crecimiento de las células tumorales.

© Receptores de hormonas. La estimulacion de los receptores estrogénico (RE) y
androgénico (RA) juega un papel importante en el crecimiento de sus células blanco. Por lo
tanto la supresion de esta estimulacién con el uso de antagonistas de dichos receptores
constituye una manera de tratar algunos tipos de cancer como el de mama (bloqueando el RE)
o el de préstata (con antagonistas de RA). Estos antagonistas pueden ser o no ser de
naturaleza esteroidal como se ejemplifica en la Figura 4. 272

© Factores de crecimiento. Algunos farmacos que tienen en este tipo de dianas su
sitio de accion (por ejemplo el erlotinib cuya estructura se muestra en la Figura 4), han sido
aprobados para su uso en la clinica, lo que ha impulsado la investigacion en esta area. Se sabe
que la activacion de estos receptores esta implicada en los aspectos de supervivencia y de
proliferacion de las células tumorales evitando la apoptosis, ademas de que inducen la
produccién de factores angiogénicos y promueven la invasion hacia otros tejidos. Dentro de
estos receptores se encuentran el receptor de factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-IR)
y el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR).%%
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Figura 4. Antagonistas de los receptores de hormonas y factores de crecimiento.
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° Acidos nucleicos. Dentro de esta categoria los agentes pueden clasificarse de
acuerdo a la manera en que se unen al ADN, ya sea de manera covalente (agentes alquilantes)
0 no covalente (ya sea al surco menor o por intercalacion)

o  Unibn covalente. Los radicales alquilicos cedidos por compuestos de este tipo se
unen con el nitrogeno de la posicion 7 de las moléculas de guanina del ADN, de esta forma
producen su desorganizacion estructural e incluso la formacién de puentes entre cadenas
préximas de dichas moléculas (cross linking). Algunos de los inconvenientes de estos farmacos
se han resuelto incorporando croméforos acarreadores que se unen al ADN por intercalacion,
como se ilustra con el derivado triciclico de la Figura 5.%"

Clorambucilo

Figura 5. Agentes alquilantes

o Unién al surco menor. La unién al surco menor del ADN por parte de estos
agentes es estabilizada a través de puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas y
fuerzas de van der Waals, tienen alta selectividad por secuencias especificas de ADN, aunque
preferentemente se unen a secuencias ricas en adenina-timina (A-T). Varias sustancias de este
grupo poseen en sus estructuras (Figura 6) sistemas heterociclicos de 5 6 6 miembros unidos
por enlaces amida y grupos basicos que se encontrarian en su forma protonada a pH
fisioldgico.**°

o Union por intercalacion. La intercalacion involucra la insercion de una molécula
plana entre los pares de bases. La Figura 7 muestra la diferencia que existe entre el modo de
unién al surco menor y el modo de unién por intercalacion. Aunque la intercalacién se ha
asociado con sistemas policiclicos, intercalantes atipicos que carecen de sistemas fusionados
empiezan a ser reconocidos. Normalmente la presencia de grupos basicos, catidnicos o
electrofilicos es necesaria para que tengan actividad antitumoral y a sus estructuras se han
incorporado grupos reactivos para unirse de manera covalente al ADN o cationes metalicos que
inducen la ruptura hidrolitica o fotolitica de la cadena de fosfatos.?* *3¢ Estos compuestos y su
mecanismo de accion se tratan en el siguiente apartado.

. H,N"
o N cl
@
NN Oan®
Ho I m \_NH _
0] NN
N O N |
H H =

Distamicina Elipticina Clorfenamina
Unién al surco menor Intercalante clasico Intercalante atipico

Figura 6. Estructuras de algunos agentes que se unen al ADN de forma no covalente.
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Figura 7. Unién al ADN a través del surco menor (a, NDB-8bna)
y por intercalacion (b, NDB-1z3f).*

2.3 Agentes intercalantes

A partir del descubrimiento del acido desoxirribonucleico (ADN) las propiedades
estructurales que le permiten funcionar como centro de almacenamiento de la informacién
genética, asi como las interacciones de ciertos ligantes con los acidos nucleicos han sido el
objeto de intensas investigaciones.*® La capacidad que puedan tener ciertas sustancias de
interactuar con el ADN interfiriendo con la transcripcion o la replicacién, pasos necesarios para
el crecimiento y division celular, las ubica como quimioterapicos potenciales.

Los acidos nucleicos pueden interactuar de manera reversible con una gran variedad de
especies quimicas, entre las que se incluyen moléculas de agua, especies ionicas, moléculas
organicas de bajo peso molecular y macromoléculas, pudiendo interaccionar de tres formas: *°

= Unidn a lo largo de la hélice. Estas interacciones son poco especificas y
normalmente son a través de interacciones electrostaticas.

» |nteracciones en el surco menor o0 surco mayor.

= Intercalacion.

La interaccion de moléculas organicas con el ADN se empez6 a estudiar con los agentes
intercalantes, siendo el bromuro de etidio, la proflavina, la acridina o el naranja de acridina de
los primeros en ser estudiados. Lerman®' observé que la adicion de alguno de estos
compuestos a una soluciéon de ADN cambiaba la viscosidad y coeficiente de sedimentacion del
ADN, lo que lo llevd a proponer 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. Este tipo de comportamiento se ha descrito para un gran numero de
sistemas policiclicos aromaticos.*?
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R=H Acridina
R =NH, Proflavina

R = NMe, Naranja de acridina

Bromuro de etidio

Figura 8. Agentes intercalantes clasicos.

El proceso de intercalacion inicia con la transferencia del ligante de un ambiente acuoso
a una zona hidrofébica en los surcos del ADN. Este proceso puede ser considerado como
favorable debido a la naturaleza no polar del ligante, pasando a un estado de transiciéon donde
las bases del ADN se separan 3.4 A, para formar la cavidad donde se intercalara el ligante
(aunque en la practica esta separacién suele ser menor debido a cambios en la forma de la
doble hélice) lo que requiere cambios en los angulos de torsiéon de la cadena de fosfato-
azucar.®® Este complejo ADN-intercalante es estabilizado por fuerzas no covalentes como
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofobicas o de transferencia
de carga, aunque también se ha propuesto la interaccién de orbitales frontera.***° Algunos
experimentos para determinar la interaccion con el ADN se muestran en la Tabla 1, los
experimentos para determinar la interaccion con el ADN deben de ser complementados con
aquellos para determinar si la interaccion es a través del surco mayor o el surco menor.>**°

Tabla 1. Experimentos para demostrar la interaccion de moléculas organicas
con el ADN*

Interaccion con el ADN

Determinacion del modo de interaccion

Aumento en la temperatura de
desnaturalizacion (Tm) por estabilizacion de la
doble hélice.

Experimentos de viscosidad. El aumento en la
longitud lineal del ADN conlleva un aumento
en la viscosidad, caracteristico en los
intercalantes y es la prueba mas concluyente.

Cambio en los maximos de absorciéon en
espectroscopia UV.

Titulacién por desplazamiento de bromuro de
etidio de los sitios de intercalacion.

Experimentos de dialisis competitiva. Permite
determinar de manera preeliminar si existe
selectividad por alguna secuencia.

Experimentos de dicroismo eléctrico lineal.
Permite determinar si la wuniébn es por
intercalacién (dicroismo negativo) o por el
surco menor (dicroismo positivo).

Incremento en la emision de fluorescencia.

Cristalografia de rayos X.

Titulacién calorimétrica isotérmica. Util para
determinar los parametros termodinamicos.

Experimentos de resonancia
nuclear (RMN) de "H o *'P.

magnética

Cambios en el espectro de dicroismo circular.

Por otra parte, los estudios computacionales ofrecen la posibilidad de mejorar y/o
ampliar la informacién adquirida del trabajo experimental, permitiendo tener un conocimiento
detallado de la influencia de la secuencia de bases, del ambiente que rodea al sitio de
intercalacion y de la relacion entre estructura-energia del complejo resultante. "

Aunque existe cierta correlacion entre la capacidad de intercalarse al ADN vy la actividad
biolégica de un compuesto, la citotoxicidad no depende uUnicamente de este factor. Sin
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embargo, la actividad antineoplasica de los intercalantes del ADN no reside Unicamente en su
capacidad de intercalarse entre las bases. Esto queda ejemplificado al comparar la actividad de
la amsacrina o m-AMSA con respecto a su isomero de posicion 0-AMSA (Figura 9). Este ultimo
tiene una afinidad 10 veces mayor por el ADN en comparacion a la amsacrina, sin embargo
ésta tiene mayor actividad citotéxica que 0-AMSA.*? La diferencia estriba en que la amsacrina
es capaz de afectar la actividad de la enzima ADN topoisomerasa I1.°>*® Algunos aspectos
relevantes de esta enzima se tratan a continuacion.

H OMe H
| O |

MeO N N O
S S
o) o)
HN HN

Amsacrina (m-AMSA) 0-AMSA

Figura 9. Amsacrina y su isdmero de posicion 0-AMSA

2.4 ADN topoisomerasa ll

La gran cantidad de informaciéon genética representa un gran reto para las células en
términos de organizacién, accesibilidad y segregacion del genoma. Durante los procesos en los
cuales el ADN toma parte, la topologia de la doble hélice cambia notablemente e
inevitablemente pueden llegar a formarse nudos debido al sobreenrollamiento de la misma lo
que dificulta los procesos necesarios para la replicacién y la transcripcion, pues se dificulta la
separacion de las dos hebras e incluso puede dar lugar a fallas durante la mitosis ocasionando
la muerte celular.®**® La topologia del ADN es modulada por enzimas conocidas como
topoisogr;%asas mediante la ruptura transitoria de la cadena de azucar-fosfatos de una o ambas
hebras.”™

Todos los tipos de ADN topoisomerasa presentan dos caracteristicas, la primera es la
capacidad de romper y unir la cadena de fosfatos del ADN a través de la formacion de un
enlace covalente entre un residuo de tirosina y un grupo fosfato del ADN y la segunda
caracteristica es que permite el paso de una hebra o un duplex de ADN a través de la apertura
formada por la ruptura del ADN, lo que disminuye el estrés torsional creado por el
sobreenrollamiento.>* ¢

Se han descrito tres familias de ADN topoisomerasas dependiendo del modo en que
realizan su actividad catalitica:*’

= Tipo I-5’. Rompen una hebra del ADN a través de la formacion de un enlace
covalente de 5-fosfotirosina.

= Tipo I-3’. Primero se unen al duplex de ADN y después rompen una hebra a través
de la formacién de un enlace covalente de 3’-fosfotirosina.

= Tipo Il. Rompen ambas hebras del ADN a través de la formacién de un par de
enlaces covalentes de 5’-fosfotirosina y son dependientes de ATP. Estas enzimas
son esenciales y estan altamente conservadas en las especies.

Las enzimas del tipo Il estan constituidas por dos homodimeros que, en las células
eucariotas, pesan entre 160 y 180 kDa en los que se reconocen tres dominios (Figura 10). En el
primero se encuentra una region de union al ATP, en el segundo se localiza el residuo activo de
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tirosina y el tercero es una region variable entre las diferentes especies que tienen esta enzima

y cuya funcion no ha sido esclarecida, aunque se ha sugerido que participa en el
reconocimiento de la topologia del ADN.%%°

~/‘. T
SN Pt

NH2 NLS POs [ COOH
Union a Sitio de Region variable
ATP unién vy ruptura (¢ sitio de
del ADN reconocimiento?)

Figura 10. Dominios de la ADN topoisomerasa |l.

En el ser humano existen dos isoformas denominadas o y B.>**"®° Se sabe que la
concentracién de la isoforma p es constante a lo largo del ciclo celular, mientras que la
concentracion de la isoforma o se incrementa durante las fases G, y M del ciclo celular.

El ciclo catalitico de la enzima puede ser descrito en seis pasos,”*®® vy se ilustra en la
Figura 11:

- & | o
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.
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B

Figura 11. Ciclo catalitico de la enzima ADN topoisomerasa Il. Se muestra una hebra del
ADN en azul y la otra en rojo

1.Unién al ADN. Esta unién no requiere la presencia de cofactores. La especificidad de
la enzima por el ADN esta dada principalmente por la secuencia primaria del sustrato y ésta
varia entre especies (Tabla 2), aunque hay cierta preferencia por regiones donde haya
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secuencias alternadas de bases puricas y pirimidinicas. Sin embargo, la afinidad y la actividad
catalitica de la enzima esta dada por el estado topolégico del ADN, ya que la enzima reconoce
preferentemente regiones enrolladas, pero no reconoce regiones donde el ADN se encuentra
relajado.®’

Tabla 2. Secuencias de nucledtidos preferidas por las ADN topoisomerasas |l
en ausencia de farmacos®
Direccion 3’25’

Especie -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 | +3 | +4 | +5 | +6 | +7 +8
Humano No | No | A, * C, no % * * * * No | * T, C,
isoformaa | A T noC A < T noG | noA

—
Humano * * NoC | G * g T * * * No |* T, C
isoforma 3 é T no G
Ratén C G NoG [No [NoA | 2 |A * * * No | T A C

T o T

2

Drosophila | T * AT | A C A T T * A T * *

* Indica que no hay preferencia.

2.Ruptura de las hebras de ADN y formacion de complejo previo a la traslocacién. En
presencia de un ion divalente (Mg?*), la enzima corta ambas hebras del ADN estableciendo
enlaces covalentes entre los residuos activos de tirosina y los nuevos grupos fosfato terminales
5. Cabe senalar que en este punto se establece un equilibrio ruptura-union de las hebras.

3. Traslocacién. En este paso se incorpora ATP lo cual provoca que se dé la
traslocacion. Aunque no se conocen los detalles de este cambio conformacional, se supone que
la enzima en algun momento adopta una forma de pinza lo cual ha sido confirmado por estudios
cristalograficos. Mediante estos estudios se ha postulado un modelo de “dos puertas” el cual se
ilustra en la Figura 12. En este modelo la enzima se une a dos duplex de ADN denominados G
y T [gap (G) y transport (T), pasos 1 y 2]. Cuando se une el ATP se induce un cambio
conformacional en la enzima pasando de una forma de “pinza abierta” a una de “pinza cerrada”
y al mismo tiempo se da la unién covalente de la enzima con el segmento G a través del residuo
activo de tirosina con un grupo fosfato 5’ (paso 3), ocurriendo asi, el paso del segmento T a
través del espacio formado entre los segmentos G rotos (paso 4), saliendo de la “pinza” y
volviendo a unirse el segmento G (paso 5).°"%2

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

5.Hidrélisis del ATP. La hidrolisis del ATP permite la liberacion del acido nucleico,
mediante el cambio conformacional de “pinza cerrada” a “pinza abierta”.

6.Reciclaje de la enzima.
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Segmento G Segmento T
o 1

Figura 12. Modelo de “dos puertas” para la traslocacion.®?

La ruptura del ADN es necesaria para que la enzima lleve a cabo su funcion, pero los
complejos ADN-topoisomerasa Il son transitorios en la naturaleza y su concentracién esta
altamente regulada. Si los niveles de topoisomerasa bajan o su actividad esta disminuida las
células mueren por falla mitética.®** Sin embargo, el instante en el que las hebras del ADN se
encuentran rotas es un momento potencialmente letal para la célula, ya que si alguna de las
enzimas que participan en la replicacion o en la transcripcion (como las helicasas o las
polimerasas) intentan pasar a través del ADN, la accion de éstas puede romper de manera
definitiva la doble hélice; esto aunado a la interrupcion de los procesos en los que el ADN forma
parte, activan los mecanismos de recombinacién/reparacion.®® Si el dafio no es reparado y se
acumulan mas regiones de ADN roto, pueden presentarse aberraciones cromosomales que
inducen los mecanismos de apoptosis. Esto hace que se considere a la ADN topoisomerasa |l
como una enzima genotoxica, ello es aprovechado por algunos farmacos antitumorales como
se vera mas adelante.

2.5 Farmacos antitumorales que afectan la actividad de la ADN
topoisomerasal i

La ADN topoisomerasa Il es diana de algunos farmacos usados en el tratamiento del
cancer. Actualmente seis farmacos de este tipo han sido aprobados por la FDA (Tabla 3) y
estan presentes en la mitad de los tratamientos mono o multi-farmaco para el tratamiento de
varios tipos de cancer.®®
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Tabla 3. Farmacos inhibidores de la ADN topoisomerasa Il aprobados por la FDA.®

Farmaco Tipo Ano de Indicacién terapéutica
aprobacion
Doxorrubicina Antraciclina 1974 Linfomas (*)

Cancer de mama (*)
Sarcomas (%)
Sarcoma de Kaposi
Leucemia

Daunorrubicina Antraciclina 1979 Leucemia linfocitica aguda (*)

Idarrubicina Antraciclina 1990 Leucemia mielégena aguda

Mitoxantrona Antraquinona 1987 Leucemia aguda
Cancer de mama
Linfomas

Etopdsido Podofilotoxina 1984 Cancer testicular (*)
Cancer de pulmoén (¥)
Linfomas
Sarcoma de Ewing
Sarcoma de Kaposi
Cancer de ovario

Tenipésido Podofilotoxina 1992 Leucemia linfoblastica aguda (*)

(*) Tratamiento de primera eleccion.

Dentro de los farmacos que afectan la actividad de la ADN topoisomerasa |l existen dos
tipos, los inhibidores cataliticos y los estabilizadores del complejo ADN-enzima.®%" El
mecanismo de accion de los primeros (Figura 13) es a través de la interrupciéon de algun paso
del ciclo catalitico de la enzima, por ejemplo las bis-dioxopiperazinas actuan inhibiendo el paso
5 (hidrdlisis del ATP) al unirse a la regién de unién al ATP. ¢

O NaO3S SO3Na
HN)H R,
O¢K/N\H\N/\fo O 5
NaO3S 803 Na SO3Na
R, H(NH
O
Bis-dioxopiperazinas
ICRF-154 R,=R,=H

ICFR-159 R,=Me R,=H
ICFR-193 R,=Me R,=Me Suramina

Figura 13. Ejemplos de inhibidores cataliticos de la ADN topoisomerasa Il.

A diferencia de los inhibidores cataliticos los farmacos estabilizadores del complejo
ADN-enzima (Figura 14), actuan estabilizando el complejo téxico en el cual las hebras de ADN
permanecen rotas. Al estar rotas las hebras, la respuesta celular incluye los siguientes
fendmenos:® %" %8

e Activacion de las rutas de reparacion. Durante el proceso de reparacion del ADN es
posible que haya inserciones o deleciones de bases, las cuales pueden darse en genes
vitales para el desarrollo celular.
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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 G y G, después del tratamiento con estabilizadores del complejo ADN-
topoisomerasa Il. Sin embargo, se ha demostrado que el etopdsido y la doxorrubicina
son capaces de inducir apoptosis independientemente del status de p53, por lo que no
esta claro qué tipo de mecanismos intervienen en la interrupcién del ciclo celular.

e Activacion de otras vias de senalizacion. El dafo inducido puede activar otra serie de
fendmenos como la elevacion de la concentracion de ceramidas lo cual puede conducir
a apoptosis.

H
Mo% )
0 OH

OH

O
NH
<o 0 OH <|) HN """~ 0H
\
T O
HOT—H MeO OMe OH O HN OH
NH, OH ~ONH Y~
Doxorrubicina R,;=CH,0H R2=0OCH, Etopésido R,=CH, 7 Mitoxantrona
Daunorrubicina R,=CH, R,=OCH, Tenipésido R,= Q
darrubicina R,=CH,0H R,=H H
N

Fluroquinolona CP-115,953 Elipticina Amsacrina (m-AMSA)

Figura 14. Ejemplos de estabilizadores del complejo ADN-enzima.

Los farmacos que estabilizan el complejo ADN-topoisomerasa son referidos en la
literatura como topoisomerase poisons por su capacidad de convertir a esta enzima en una
potente toxina celular. Estos farmacos incrementan los niveles de los complejos ADN-
topoisomerasa por inhibicién de la capacidad de la topoisomerasa de volver a unir a las hebras
rotas o por un incremento de la velocidad de ruptura de las hebras, mediante cualquiera de los
mecanismos se incrementan tanto la concentracién como la tiempo de vida de los complejos de
ADN roto.?® 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 actian
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.®*®

Los estabilizadores de los complejos ADN-topoisomerasa pueden interactuar de manera
covalente o no covalente con el ADN o con la enzima. Los agentes intercalantes caen dentro de
la segunda categoria, aunque dentro de ésta hay otros compuestos cuya interaccion con el
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ADN (como las podofilotoxinas) no es por intercalacién. Se ha postulado que el mecanismo de
accién de estos farmacos ocurre mediante la formacién de un complejo ternario enzima-ADN-
farmaco en el que se altera el equilibrio ruptura-union de las hebras del ADN, favoreciéndose el
estado en el cual las hebras permanecen rotas; esto se ha observado en el caso del etopdsido
y la amsacrina.®®

Una vez formado el complejo ternario, la accion de las polimerasas y las helicasas
provoca la ruptura de las hebras de ADN y esto puede desencadenar la apoptosis. Por otra
parte, de acuerdo al modelo de posicion del agente intercalante (positional poison model), la
union de este tipo de compuestos al ADN aumenta la probabilidad de que la alteracion
topoldgica, provocada por la intercalacion, sea reconocida por la ADN topoisomerasa Il y se
forme el complejo ternario, lo que estimula la ruptura de las hebras del ADN. Esto llevd al
estudio del modo de unién al ADN de los farmacos, segln se muestra en la Tabla 4.°*°' Cabe
sefalar que anteriormente se pensaba que algunos agentes mixtos tenian solamente
propiedades intercalantes; sin embargo, se ha observado que la interaccién con el surco menor
es importante para su actividad citotéxica.>*®% ®’

Tabla 4. Modo de unién de algunos agentes intercalantes al ADN®'

Enzima a la que Intercalador Unién a surco Mixtos
inhiben puro menor
Topoisomerasa | Terbenzimidazoles Indolocarbazoles
Topoisomerasa |l Elipticina Estreptonigrina Antraciclinas
Amsacrina
Bisantreno
Mitoxantrona
Ambas Saintopina Actinomicina D

Asimismo, también se ha estudiado la selectividad de los agentes intercalantes por
determinadas secuencias de bases. Estos estudios han mostrado que existe cierta preferencia
de los agentes intercalantes por algunas secuencias de bases del ADN que se encuentran en la
region donde ocurre la ruptura de las hebras catalizada por la ADN topoisomerasa Il. Esto llevd
a proponer una clasificaciéon de los agentes intercalantes basada en la regién donde estimulan
la ruptura de las hebras (Tabla 5).5" Por ejemplo la doxorrubicina corresponde al tipo -1 porque
preferentemente estimulara la ruptura de las hebras si existe una base adenina, una posicion
antes (en direccion 3’ > 5’) del sitio de ruptura, mientras que la amsacrina lo hara si existe una
base adenina una posicién después del sitio de ruptura, por lo que se le clasifica de tipo +1.

Tabla 5. Clasificacion basada en las regiones donde estimulan la ruptura de las hebras.®!

Tipo -1 Tipo +1 Tipo +2
Farmaco Base Farmaco Base Farmaco Base
Doxorrubicina A Amsacrina A Estreptonigrina T
Etopdsido C Bisantreno A
Mitoxantrona CIT
Elipticina T

Los estudios de modelado molecular aportaron mayor informacién para la comprension
del mecanismo de accion de estas sustancias. Por ejemplo al comparar las estructuras de
minima energia de algunos de los agentes mixtos, se sugiri6 que aquellos farmacos con
afinidad por secuencias de ADN similares compartian un farmacéforo.”® La estructura del
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farmacéforo para los agentes intercalantes estabilizadores del complejo ADN-enzima puede
considerarse de la siguiente forma (Figura 15):>>°"7°

= Un sistema anular plano que se intercala en el ADN.
» Una cadena lateral que interactua con la enzima y con el surco menor.

‘ Parte intercalante

NH
\
OMe
Unién con la enzima/
HN interaccion con el surco menor
o\
Amsacrina

Figura 15. Farmacéforo postulado para los agentes intercalantes
estabilizadores del complejo ADN-topoisomerasa Il

Ademas se sugiri6 que la posicion de estos dominios es importante para definir la
preferencia por alguna secuencia de ADN. Por ejemplo al comparar la amsacrina (tipo +1) con
la daunorrubicina (tipo -1) se observdé que no era posible hacer coincidir la cadena lateral si
superponia el sistema planar (Figura 16a), en cambio al comparar la amsacrina con el
bisantreno (ambos de tipo +1) si habia esta coincidencia, aunque la segunda cadena lateral del
bisantreno no tiene coincidencia en la amsacrina (Figura 16b).”° En el caso de isémeros
estructurales del bisantreno y la amsacrina se observoé que tenian los mismos dominios; sin
embargo, Ia7?lteracic'>n del arreglo espacial y de la densidad electrénica afectaban la interaccion
con el ADN.

(a) (b)
Figura 16. Superposicion de la estructura de la amsacrina con daunorrubicina (a) y
bisantreno (b).”

Estudios mas recientes basados en el modelado por homologia en la enzima
topoisomerasa Il de levadura,’® permitieron confirmar y ampliar la informacién sobre el
farmacéforo de la Figura 15 incluyendo regiones hidrofébicas y de formacion de puentes de
hidrégeno para las cadenas laterales, como se ilustra en la Figura 17. De este estudio cabe
resaltar que aunque inicialmente no se incluyo la capacidad intercalante como un aspecto del
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farmacéforo, durante el estudio la mayoria de los compuestos que se ajustaron a dicho modelo
poseian sistemas policiclicos planares.

k

Figura 17. Farmacéforo propuesto en la referencia 72. En el sitio activo de la topoisomerasal |l.

Las esferas grises (L1-L4) indican regiones hidrofébicas, los puntos magenta indican zonas de

donadores de puentes de hidrégeno (D1-D4) y los puntos verdes zonas para atomos aceptores
de puentes de hidrogeno (A1-A6).

En otro estudio computacional sobre los complejos ternarios de ADN-enzima-farmaco,”
se encontré que los residuos de Ser740, Thr 744, Gly 747 y GIn 750 son importantes para la
union del farmaco con la enzima (Figura 18). Por otra parte, se observé que en el caso de las
antraciclinas el croméforo ademas de intercalarse puede tener la capacidad de interactuar con
residuos de la topoisomerasa IlI, mientras que en el caso de derivados de acridina como la
amsacrina la interaccion con la enzima la realiza solamente la cadena lateral, especialmente
con los atomos de oxigeno del grupo metansulfonamido. Esto permitiria explicar algunas de las
diferencias encontradas en cuanto a la actividad antitumoral y mas especificamente de la
capacidad de afectar la actividad de la topoisomerasa de ciertos agentes intercalantes.

Figura 18. Aminoacidos importantes para la unién de la doxorrubicina (A) y la amsacrina (B)
con la topoisomerasa en el complejo ternario ADN-enzima-farmaco”
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Sin embargo, hay que destacar que la actividad citotéxica de estos farmacos no esta
ligada unicamente a su capacidad de intercalacion o de alteracién de la actividad de la
topoisomerasa |l. Varios estudios recientes han encontrado que hay poca o ninguna relacion
entre la citotoxicidad y la inhibicién de la topoisomerasa y que la permeabilidad celular es un
factor importante para que los compuestos tengan actividad bioldgica.**"* "

Las estructuras de algunos intercalantes-estabilizadores del complejo ADN
topoisomerasa se muestran en la Figura 19, dentro de ellos destacan los derivados de la

acridina tanto por su importancia histérica en el disefio de farmacos como su utilidad
terapéutica. Esta clase de compuestos se trata a continuacion.

NH
OH O HN">"~""oH H o5
MeO N ¢/
N
I 1
HN
OH O HN._~, ~_OH =
SN

Antracendionas

HO H Mitoxantrona Acridinas
NH, N Amsacrina (m-AMSA)
Antraciclinas
Daunorrubicina H
I
O O ar (0] o Sar
Pro.
NO, o Dvw D\/D [©
Plrldoparpazoles Naftilamidas O\ NH HN
Elipticina . .
Mitonafida

JT " ”I)
N
Actinomicina
NH (Sar=N-Metilglicina)
HN

O Analogos de la equinomicina
O Triostina A

Figura 19. Compuestos intercalantes, estabilizadores del complejo ADN-topoisomerasa.

2.6 Derivados de acridina

Los derivados de acridina fueron usados inicialmente como pigmentos en el siglo XIX 'y
fue hasta 1920 cuando se considerd su actividad terapéutica como antibidticos. Aun en la
actualidad se les sigue empleando como antisépticos (euflavina) y han encontrado uso como
antimalaricos, inhibidores de la colinesterasa para el tratamiento del Alzheimer, antitumorales y
potenciales antivirales (Figura 20).”’
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Quinacrina Tacrina Amsacrina
(antimalarico) (anticolinesterasa) (antitumoral) (potencial antiviral)

Figura 20. Derivados de acridina con actividad biologica.

El nucleo de acridina se encuentra en varios compuestos, tanto de origen natural o
sintético, como nucleo ftriciclico o formando parte de oftras estructuras policiclicas
(particularmente de alcaloides marinos), que han mostrado alta citotoxicidad y capacidad de
alterar la actividad de la ADN topoisomerasa e incluso algunos compuestos estan en estudios
de fase clinica. La variedad de estructuras es amplia y a continuacién se muestran solo algunos
ejemplos representativos.

2.6.1 Derivados de carboxamidoacridina

El grupo N,N-dimetilamino y grupos similares se han incorporado a nucleos triciclicos a
fin de incrementar su afinidad por el ADN y elucidar su influencia en la actividad biolégica.**"®
Esta estrategia se empled para obtener algunos derivados de acridina con este grupo en la
posicion 4 e incluso DACA (Figura 23) se encuentran en pruebas clinicas de fase I/ll. Estudios
de relacién estructura-actividad mostraron que la cadena de carboxamida debe estar en la
posicion 4, con dos grupos metileno entre el grupo dimetilamino terminal y el nitrdgeno de la
amida el cual debe estar sin sustituir; también se observé que grupos electroatractores en la
posicion 5 favorecian la actividad citotéxica en tumores soélidos.”%

Para estos compuestos se encontré que habia una gran correlacion entre la actividad
citotoxica y la afinidad al ADN, lo que llevé a estudios detallados de sus interacciones con el
ADN mediante analisis por cristalografia de rayos X de los complejos de analogos 7-bromados
con la secuencia d(CGTACG), De estos estudios se postuld que la unién al ADN ocurre a
través de la formacion de un puente de hidrégeno entre la cadena protonada de N,N-
dimetilamonio y un atomo de nitrégeno de la guanina (Figura 23).8"% Estos hallazgos llevaron a
postular que la interaccion de la cadena de carboxamida con el ADN induce cambios
topolégi(ég)s que son reconocidos por la topoisomerasa, induciendo la formacién del complejo
ternario.

Otra serie de derivados interesantes de las carboxamidoacridinas, aunque no tienen a la
topoisomerasa como diana enzimatica, son los llamados agentes dirigidos a telémeros o TTAs
(Telomere Targeting Agents).®* Estos agentes tienen la capacidad de inducir la formacién de
cuadruples de guanina dentro del ADN, inhibiendo indirectamente la actividad de la telomerasa
(apartado 2.2). Dentro de estos destacan los derivados como BRACO19, para el cual se han
establecido los requerimientos estructurales basicos para poder inhibir la actividad de la
telomerasa como la presencia de un grupo protonable en la posicion 9, la longitud de la cadena
de carboxamida y un anillo protonable de 5 miembros al final de la cadena alquilica (Figura
24)% En estos momentos la investigacion se enfoca en derivados de BRACO19
metabdlicamente mas estables.
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R,=R,=R,= -H DACA

Figura 23. Estructura de DACA y modelo de su interaccion con el ADN.#2

|
N\ } Grupo protonable en la posicion 9
(N> HN Longitud del residuo en Ia

posicion 9 no es determinante

= @)
P ~ Longitud éptima de la cadena de
07 N N N }
H

|_.| carboxamida: 3 atomos de carbono

BRACO19 NQ } Anillo protonable de 5 miembros

Figura 24. Requisitos estructurales en TTAs derivados de carboxamidoacridina.

2.6.2 Derivados bisintercalantes

El interés en intercalantes polifuncionales, surgié de la posibilidad de mejorar la afinidad
de los monointercalantes. Los agentes poli-intercalantes se obtienen mediante un sistema
policiclico unido mediante cadenas enlazantes de longitud variable (normalmente catiénicas),
siendo posible colocar dos o0 mas unidades policiclicas (Figura 25) En principio, estos agentes
tendrian una mayor selectividad por secuencias largas de ADN y una menor constante de
disociacion.*?

HoN

Figura 25. Modelos de mono y bisintercalacion.®
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Estudios llevados a cabo con las bisacridinas (Figura 26a) demostraron que la forma y
tamanio del nucleo policiclico y la conformacion de la cadena enlazante son determinantes en la
capacidad de formar los complejos de bisintercalacién, ademas de que la funcionalizacion del
policiclo es un factor critico para mejorar la actividad citotoxica. #* Dado que la conformacién
de la cadena es importante, se han colocado cadenas rigidas entre los croméforos con buenos
resultados.® Otras estrategias en cuanto a la modificacién del enlazante son los derivados con
cadenas de violégeno (Figura 26b), estos compuestos mostraron una buena afinidad al ADN,
ademas de que producen la rotura selectiva fotoinducida de ADN plasmidico y de ADN circular
de monohebra sencilla. Se ha estudiado ademas el mecanismo de rotura del ADN por via
fotoquimica.®

Un enfoque reciente se basa en el disefio racional de la cadena que une a los policiclos,
haciendo que ésta se una a los surcos mayor o menor de manera selectiva y permitiendo los
nucleos de acridina unirse mediante intercalacién (Figura 26c¢), lo cual ha resultado en
compuestos con capacidad de afectar la actividad de la ADN topoisomerasa y con posibilidad
de unirse de manera altamente selectiva a secuencias especificas de ADN.%°"92

0% E/\/\T/\/\E o) o)

(a)

N H
/AR !
¢ Yo
N7 o) ol © %N
L~

(c)
Figura 26. Estructura de algunos agentes bisintercalantes. (a) Estructura “clasica”
(b) Estructura con enlazante tipo violégeno (c) Bisintecalante con disefio racional del
enlazante.

2.6.3 Derivados hibridos de acridina

Los acidos nucleicos se pueden alterar quimicamente mediante la rotura del esqueleto
que constituye cada una de las cadenas. Estas modificaciones se pueden producir por
diferentes vias: a) oxidacion del anillo de ribosa o desoxirribosa, b) alquilaciéon u oxidacion de
las bases nucleicas y c) rotura nucleofilica del esqueleto fosfodiéster.””*® Los agentes que
producen estos cambios pueden ser desde productos naturales a complejos de metales de
transicion o formas reducidas del oxigeno altamente reactivas. Dada la afinidad del nucleo de
acridina por el ADN, este sistema triciclico ha sido usado para obtener moléculas bifuncionales
que posean mayor especificidad y citotoxicidad.****""** Algunos ejemplos se describen a
continuacion y algunas estructuras representativas en la Figura 27.

¢ Derivados hibridos alquilantes. Estos compuestos fueron de las primeras moléculas
hibridas en ser sintetizadas al incorporarse cadenas con residuos de mostazas nitrogenadas
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(Figura 27a).* Recientemente otros grupos alquilantes han sido incorporados como derivados
de imidazoles bis-hidroximetil sustituidos,® la duocarmicina® y el cisplatino.?®

e Terapia fotodindmica. El interés por estos derivados surge de la observacion de la
muerte de células tumorales tratadas con derivados policiclicos (como algunos colorantes o
porfirinas) al ser irradiadas debido a la formacion de especies reactivas de oxigeno, dando lugar
a la terapia fotodinamica.*'® Dentro de las estructuras incorporadas al nlcleo de acridina se
encuentran derivados de psoraleno'’, porfirina' y complejos de algunos cationes métalicos
(Figura 27b).%*'% Dada su habilidad de escindir la hebra de ADN a veces se les refiere como
fotonucleasas.

e Inhibidores de la reparacion del ADN. Estos son compuestos heterodiméricos en los
cuales un residuo de acridina se une a una base purica (Figura 27c) y que se disefiaron para
reconocer sitios abasicos en el ADN, estos son sitios que sufrieron de delecion de base y que
son inducidos por varios factores, entre ellos agentes quimioterapicos.'® Estas moléculas estan
constituidas de tres unidades: una unidad intercalante, una base purica de reconocimiento para
el sitio abasico y una cadena enlazante poliaminica para poder estabilizar el complejo mediante
interacciones electrostaticas con la cadena de fosfatos. A pesar de su alta toxicidad y nula
actividad antitumoral, se ha observado que tienen sinergismo con agentes alquilantes.'®

e Terapia antisentido. Los oligonucledtidos antisentido (ODNs) son pequefias secuencias
de ADN o ARN sintético, disefiados para interactuar con secuencias especificas de ARN (o de
ADN, en ese caso se llama terapia antigen) e inhibir a la sintesis de la proteina que esta
codificada en esa secuencia, bloqueando asi la progresion de una determinada
enfermedad.'® ' La principal limitante en este tipo de terapia es que los ODNs deben poder
pasar por las membranas bioldgicas y evitar la degradacién por las DNAsas. Para ello, los
ODNSs se modifican quimicamente o se les une a un ligante. Entre los ligantes empleados estan
derivados de acridina los cuales dieron mejor resultado in vitro que cuando se us6 el ODN

solo.'®
NH,

(@) (b)

Figura 27. Estructuras de algunos agentes hibridos de acridinas con (a) residuos alquilantes
(b) residuos unidos a cationes metalicos (c) inhibidores de la reparacién del ADN.

2.6.4 Derivados de 9-anilinoacrdina

Los trabajos de los grupos de B. F. Cain, G. J. Atwell, W. A. Denny y B. C. Baguley
dieron un gran impulso a los derivados de las 9-anilinoacridinas como antitumorales vy
constituyen uno de los ejemplos mas relevantes en el desarrollo de las relaciones estructura-
actividad.”">"""
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El primero de los derivados de 9-anilinoacridina que mostré actividad citotdxica
importante fue la 9-(4-aminoanilino)acridina. A partir de este compuesto se realizaron estudios
para encontrar los requerimientos estructurales asociados a la actividad de este tipo de
compuestos. La eliminacion de un anillo bencénico dio derivados de quinolina inactivos, con lo
que se demostré la importancia del sistema triciclico''? y estudios posteriores con derivados de
fenoxiacridina y feniltioacridina''®> demostraron que el atomo de nitrégeno en la posicién 9 del
nucleo de acridina también es importante.

En uno de los estudios de relacion estructura-actividad cuantitativa (QSAR, por sus
siglas en inglés) mas grandes que se hayan realizado sobre cualquier clase de compuestos,
Denny y colaboradores estudiaron el efecto sobre la actividad citotdxica de factores estéricos,
hidrofébicos y electrénicos de diversos sustituyentes en el anillo de anilino.”*'"

De estos estudios se concluyd que estos compuestos debian tener grupos
electrodonadores en el anillo de anilina. Esto puede asociarse a las interacciones que ocurren
en el sitio de accion ya sea mediante la unién del ndcleo de acridina al ADN (a través de la
modificacion del pKa del nitrégeno de la acridina) o de la unién anillo de anilino a la enzima (a
través de patrones especificos de densidad electrénica). Se observé que la presencia de grupos
electroatractores disminuia la actividad citotéxica. Cabe sefialar que se observé consistencia en
la influencia de estos factores antes mencionados al evaluar la actividad citotéxica tanto in vitro
como in vivo y en las determinaciones de su afinidad al ADN.

Estas investigaciones llevaron al disefio y sintesis de la amsacrina, que fue el primer
compuesto que se evallio en ensayos con topoisomerasa Il purificada y que se emplea en
algunos paises para el tratamiento de la leucemia. A partir de este compuesto han surgido un
gran numero de derivados de 9-anilinoacridina que han mostrado actividad citotéxica importante
(Figura 28).

Amsacrina Asulacrina AMCA AHMA
Figura 28. Derivados de 9-anilinoacrdina con actividad citotéxica.

e Asulacrina.'® Es el derivado 4-N-metilcarboxamida de la amsacrina y mostré buena
actividad antitumoral contra cancer de mama y pulmén. Este compuesto llegd a estudios de
fase clinica Il y en este momento se estan desarrollando nuevas formulaciones que permitan
solventar algunos de los problemas presentados en dichos estudios.""’

e m-AMCA."® Es el analogo 4-carbamato de la amsacrina, mostré mejor actividad
citotoxica y antitumoral in vitro e in vivo que la amsacrina, incluso en lineas celulares que eran
resistencia a amsacrina, presenté diferente afinidad y selectividad al ADN que la amsacrina,
postulandose que dicha diferencia era debido al grupo carbamato.*®

e AHMA vy sus derivados."® Estos derivados surgieron para evitar el metabolismo que
sufren los derivados 4-amino sustituidos a diiminoquinonas (Figura 29)."' AHMA tuvo una vida
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media larga en plasma humano y tuvo actividad antiumoral tanto in vitro como in vivo. También
se ha demostrado que AHMA vy sus derivados son potentes inhibidores de la ADN
topoisomerasa Il. En un estudio posterior se prepararon los derivados O-acilderivados vy
carboxamidas de AHMA.'? Los resultados obtenidos de este estudio mostraron un efecto
estérico negativo y la importancia de la presencia de los grupos amino e hidroximetilo para la
actividad citotoxica. Ademas se sugirid que el cambio en el perfil citotdxico por la presencia de
sustituyentes en el anillo de anilino podria ser atribuido a factores estéricos, lipofilicos vy
electrénicos que afectan la interaccién de esta parte de la molécula con el ADN o la ADN

topoisomerasa.

N NH GlutationS NH,
HN/©/ NZ HN]@/

=

NS
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999 999
N\
N SN N

Figura 29. Ruta metabdlica de las 9-(4'-aminoanilino)acridinas.

A pesar de su gran potencial terapéutico, estos derivados presentan algunos problemas,
siendo los mas significativos la falta de selectividad hacia células tumorales, la generacion de
resistencia y problemas en su perfil ADME. Como una alternativa, recientemente han surgido
nuevos analogos bioisostéricos a las 9-anilinoacridinas, en los que se reemplaza el nucleo de
acridina por un nuevo sistema triciclico y han mostrado buena actividad citotéxica. A fin de
poder explicar este enfoque, se revisan brevemente algunos conceptos importantes para la
obtencion de nuevos farmacos mediante esta estrategia.

2.7 Diseino de nuevos farmacos mediante analogia

2.7.1 Ventajas y desventajas del disefio de farmacos por analogia

El término analogia es empleado para describir similaridad estructural y/o funcional.
Aplicando este término al diseno de farmacos la definicién implica que el analogo de una
molécula existente comparte similaridad quimica y/o terapéutica con la molécula original. Dado
que el diseno de nuevos farmacos con estructura innovadora, resulta complicada e incierta
debido a que su potencial uso terapéutico no esta validado.'® En este sentido el disefio de
analogos ofrece ciertas ventajas en cuanto a que su potencial uso terapéutico seria similar al
farmaco inicial. El uso de esta metodologia esta tan extendido que dos terceras partes del
mercado farmacéutico son de moléculas surgidas de programas de disefio por analogia.'*

Los objetivos usuales del disefio por analogia son la identificacién y el desarrollo de una
version mejorada de la molécula original. Algunas ventajas y desventajas de esta estrategia

son: %

e El analogo posiblemente tendra la actividad farmacoldgica del prototipo. La inversién en
la molécula nueva dara un farmaco con una actividad terapéutica conocida, pero el propietario
de la molécula original posiblemente tendra ventajas tecnoldgicas y cientificas sobre sus
competidores.

e Disponibilidad de la informacién. Los farmacélogos podran saber que tipo de pruebas
tendran que hacer a la nueva molécula en base a la informacién obtenida en el desarrollo de la
molécula original, aunque este enfoque limita la originalidad de la investigacion.
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¢ Factores econdmicos. Debido a que no hay necesidad de invertir en investigacion basica
este enfoque puede ser adecuado para industrias farmacéuticas pequenas. Sin embargo, en
cuanto a ganancias puede representar una desventaja ya que habra una mayor competencia.

e Se pueden encontrar nuevas propiedades. Puede ocurrir que durante el desarrollo de
analogos, la nueva molécula posea propiedades que el prototipo no posee, en este caso el
analogo puede resultar una molécula lider de un nuevo proyecto. De esta manera pueden
encontrarse nuevos usos para farmacos ya establecidos. Como ejemplos de los anterior esta la
talidomida (sedativo, luego usado como inmunosupresor),'® la quinacrina (un clasico
antimalarico, presenté actividad anti-prién),’®® y el sildenafil (disefiado como cardioténico,
empleado para la disfuncion eréctil).””’ Esto ha dado lugar al programa PASS -Prediction of
Activity Spectra for Substances-'?® y a la aproximacién SOSA -Selective Optimization of Side
Effects-'?>"*" para el disefio de nuevos farmacos basandose en este paradigma.

2.7.2 Bioisosterismo

Una de las estrategias mas empleadas en el disefio de farmacos mediante analogia es
el reemplazo isostérico, en particular cuando se desea no solo mejorar las propiedades
farmacoldgicas, sino también para ganar informacion en cuanto a la selectividad hacia
determinado receptor o isoformas del mismo."*? El término iséstero fue propuesto por
Erlenmeyer definiéndolo como “elementos, moléculas o iones que presentan el mismo nimero
de electrones en su capa de valencia’,’*® su contribucién incluye la proposicién de que
elementos en el mismo grupo de la Tabla periddica son isostéricos entre si y la creacién del
concepto de anillos electrénicamente equivalentes. El término de bioisdstero fue introducido
posteriormente por Friedman para compuestos estructuralmente relacionados y ejercieran su
actividad sobre un mismo receptor ya sea de manera agonista o antagonista. Posteriormente
Thornber amplié el concepto para referirse a subunidades, grupos o moléculas que tuvieran
propiedades fisicoquimicas semejantes y que producen efectos biolégicos similares.'**

El uso del bioisosterismo como herramienta para el disefio de farmacos requiere un
conocimiento previo de los parametros fisicos, quimicos, electrénicos y conformacionales que
resultaran del reemplazo bioisostérico a fin de poder predecir los posibles efectos
farmacoldgicos. Los aspectos mas relevantes a considerar son:'*?

° Tamanio, volumen vy distribucion electronica de los atomos involucrados en el
reemplazo y su efecto en la polarizabilidad y conformacién molecular.

. La alteracion de parametros relacionados con la solubilidad como el logP y el
pKa.

° La reactividad quimica de los grupos funcionales o las subunidades bioisotéricas,

principalmente para poder predecir los potenciales productos de biotransformacion y su
relevancia en el perfil toxicolégico.

° La capacidad de formar puentes de hidrégeno inter o intramoleculares que
pudieran alterar la conformacién de la molécula u otros parametros fisicoquimicos.

Esta estrategia ha sido de utilidad en el desarrollo de nuevos agentes antitumorales y se
ha empezado a utilizar para derivados de 9-anilinoacridina como se comenta en el siguiente
apartado.

2.8 Tiazolo[5,4-b]quinolinas como bioisésteros de acridina

Dentro del desarrollo de nuevos agentes antitumorales, la estrategia de reemplazo
bioisostérico, en particular el reemplazo anular, ha sido muy empleada™®"*" y en el caso de los
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agentes intercalantes se ha observado que la incorporacion de anillos heterociclicos de 5 o0 6
miembros a compuestos ftriciclicos con actividad citotéxica, incrementa la actividad del
compuesto original aun en lineas de células tumorales resistentes al farmaco original.’*®*'% A
pesar de estos hechos, este enfoque no habia sido utilizado en derivados de 9-anilinoacridina,
aunque recientemente nuevos derivados ftriciclicos con sustituyentes de anilina han sido
sintetizados y mostraron actividad citotoxica. Las estructuras de algunos bioisdsteros de las 9-
anilinoacridina, que se han sintetizado y evaluado se muestran en la Tabla 6.'%"4®

Tabla 6. Algunos derivados bioisostéricos de las 9-anilinoacridina

® \\\\\ @

), R,=HN

N MRS

Anillos de 5 miembros, 1 heteroatomo R4
N
N~ O

furo[2,3-b]quinolina®®2

CLLy LT
NT O N” S

pirazolo[3,4-b]quinolina®  tiazolo[5,4-b]quinolina**®

R, R, R,
— N
NN NT NF N7 NF

146-7

Anillos de 5 miembros, 2 heteroatomos

Anillos de 6 miembros, 1 heteroatomo

benzonaftiridinas ("azacridinas")

Anillos de 6 miembros, 2 heteroatomos Ry NH,

XY N

AN

N" N7 NH,
pirimido[4,5-b]quinolina(como antimalaricos)'*®

En nuestro grupo de trabajo se han sintetizado y evaluado varios derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina. La actividad citotoxica de estos compuestos de este tipo fue demostrada
inicialmente por Alvarez-lbarra y colaboradores.® Ellos prepararon algunos derivados
sustituidos en la posicion 2 o en la posicién 9 con un sustituyente alquildiamino. Algunos de
estos derivados mostraron tener actividad citotoxica en las lineas celulares P-388 (neoplasma
linfatico murino), A-549 (carcinoma de pulmén humano) y HT-29 (tumor de colon humano) como
se muestra en la Tabla 7. Se observé que es importante para la actividad de este tipo de
compuestos una baja densidad de carga en la posicién 7 y una cadena lateral flexible en las
posiciones 2 6 9 con dos nitrégenos basicos con un pKa de 7.5 a 10.

27



ANTECEDENTES

Tabla 7. Actividad citotoxica in vitro de tiazolo[5,4-b]quinolinas metiltio y alquilamino
149

sustituidas
R Clso (wM)
3 R, | R, | R, |P-388| A-549 | HT-29
Rz SN SCHs | H | OH | >702 | >70.2 | >70.2
_ S>—R1 SCHs; |CHs| OH | >66.9 | >66.9 | >66.9
N

SCH;| F | OH | >66.1 | >66.1 | >66.1
EDA| H | OH | 57 7.2 7.2
EDA |CH;| OH | 3.3 56 | 33
EDA| F | OH | 16 | 29 | 50
SCH;| H | PDA| 60| 6.0 | 6.0
SCH; |[CH; | PDA | 5.4 54 | 54
SCH; | H |PDA2| 121 | 124 | 12.1
EDA= NH(CH,),NEt, PDA = NH(CH,);NEt, PDA2 = NH(CH,);NMe;

Posteriormente, en nuestro grupo de trabajo se sintetizaron y se determinaron la
actividad citotoxica in vitro y las propiedades intercalantes de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina.’** Estos compuestos incluyeron un grupo alquilamino o metiltio en la posicién 2 y
sustituyentes electrodonadores en la posicion 3’. Se evalud la actividad citotéxica en diferentes
lineas celulares (MCF-7 de mama, HelLa de cérvix, SW480 y SW620 de colon y K-562 de
leucemia) y la union al ADN de estos compuestos mediante desplazamiento de bromuro de
etidio, los resultados se muestran en la Tabla 8. De estos resultados se observé que la
introduccion de una cadena de 2-(N,N-dietilamino)etilamino mejoré notablemente la actividad
citotoxica. Por otra parte la presencia de un grupo amino en el anillo de anilino mejora
ligeramente la actividad. Todos los compuestos fueron capaces de desplazar al bromuro de
etidio del ADN lo que sugiere que se unen al acido nucleico mediante intercalacion.

Tabla 8. Actividad citotdxica in vitro y capacidad de unién al ADN de
9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas'**

Clso (M) Unic’>(n :Iavll )ADN
m

R, R, R; MCF-7 | HeLa |SW480 |SW620 | K-562 | Q,ax Qso°
SMe H H >200 | >200 | >200 | >200 | >200 | 4.17 13.62
SMe | NH, H 74.3 |176.5| >200 | >200 |[143.4| 8.18 6.96
SMe | NHAc H 132.3 | >200 | >200 | 153.9 | 85.3 | 15.04 18.45
SMe | NH, |CH,OH| 138.5 | >200 | >200 | 183.9 [143.4| 17.86 22.64
EDA H H 16.6 |15.96| 37.7 216 | 16.8 | 24.31 52.46

Amsacrina 7.41 9.5 27.7 16.7 | 19.9 n.d. n.d.
EDA= -NHCH,CH,NEt, n.d. No determinado
2Unién maxima al ADN. °Concentracion para disminuir el 50% de fluorescencia atribuible
al bromuro de etidio.
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La baja actividad de estos compuestos comparada con la de los derivados de acridina,
de los cuales son isésteros, hizo pensar en qué otro de tipo de factores pudieran estar
involucrados, por lo que se evaluo el efecto de otros sustituyentes en las posiciones 3’y 4’ y el
efecto del cambio de posicién en la molécula de la cadena de 2-(N,N-dietilamino)etilamino.™®
Los resultados de la actividad citotoxica y de union aparente al ADN de los derivados
sintetizados en dicho estudio, se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Actividad citotdxica in vitro y capacidad de union al ADN de derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolinas'*®

Ri

3' R,
4l
HN R,
x—N XN
N N
CLT-oe O
N~ S N~ S

Unién al ADN
Clso (uM) (mM)

R, R, | HeLa | C-33 | SW480 [ SW620 | K-562 | Q. Qso°

Cl H | 69.37 | 129.33 | 110.69 | 129.73 | 80.26 | 2.60 1.29

CN H 775 | 15.08 | 28.68 | 43.75 | 8.01 7.84 11.54

OMe H | 2534 | 75.41 | 66.65 | 26.58 | 22.17 | 6.65 3.71
CF3 H | 4334 | 59.73 | 65.13 | 62.28 | 67.06 | 1.62 0.53
NO2 H [152.21| >200 | >200 | 160.82 | >200 n.d n.d
OH H >200 | 146.12 | 146.95 | 146.34 | 173.34 | 16.45 7.64

NHMe H | 46.22 [133.98| 101.38 | 118.69 | 46.85 | 9.89 4.18
H Cl |123.86| >200 | >200 | 145.95 | 79.45 | 1.84 2.19

H OMe | >200 | >200 | >200 | 110.80 | 77.20 | 3.73 9.48

H CN [140.02] >200 | >200 | >200 |120.01| 12.81 14.26

COEDA| H | 2169 | 1995 | 1360 | 19.72 | 12.54 | 23.08 16.57
R; R, | HeLa | C-33 | SW480 | SW620 | K-562 | Quax Qs

SMe | EDA | 1297 | 9.06 | 27.97 | 16.87 | 7.85 | 46.00 9.44
EDA Cl | 1286 | 935 | 1948 | 1522 | 9.28 | 26.24 11.10
Amsacrina 9.50 8.80 27.70 16.70 19.90 n.d n.d
AHMA n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 47.79 7.36

EDA= -NHCH,CH,NEt, n.d. No determinado.

aUnién maxima al ADN. °Concentracién para disminuir el 50% de fluorescencia atribuible
al bromuro de etidio.

De estos datos se desprendieron los siguientes aspectos:

e |La actividad citotoxica se favorece por la presencia de una cadena de 2-(N,N-
dietilamino)etilamino, independientemente de su posicion en la molécula, aunque la
afinidad al ADN mejora si se encuentra en la posicion 9.

e La presencia de grupos electroatractores en el anillo de anilina, de manera general,
favorece la actividad bioldgica respecto a los grupos electrodonadores.
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e Es importante para la actividad la presencia de un grupo aceptor en la formacién de
puentes de hidrégeno en el anillo de anilina.

e El patron de sustitucion en el anillo de anilina es critico para la actividad citotdxica,
siendo la posicién 3’ la mas favorecida.

e De manera general los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina se unen de manera menos
eficiente al ADN que los de acridina, aunque hay que resaltar que los experimentos se
realizaron en ADN de alto peso molecular, sin tener alguna secuencia especifica.

A pesar de la informacién adicional obtenida, aun se requerian obtener mayores datos
para poder refinar el modelo que permitiera, posteriormente, la preparaciéon de compuestos mas
activos. Por otra parte, durante los ensayos de citotoxicidad se observo que estos compuestos
presentaron problemas de solubilidad lo cual también podria causar una disminucion en la
actividad biolégica. Para abordar esta problematica se planteé la sintesis de nuevos derivados
triciclicos, lo cual se discute dentro del siguiente apartado.
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3. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

La necesidad de incrementar la base de datos para refinar el modelo propuesto sobre
los requerimientos estructurales para mejorar la actividad citotdéxica de los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina y aumentar la solubilidad de los derivados 2-metiltio sustituidos, llevaron
a proponer algunas estrategias para el disefio y sintesis de nuevos derivados que aportaran
mayor informacién y que resultara en la obtencion de compuestos mas eficaces. Cabe
mencionar que dada la complejidad del problema, fue necesario abodar el problema desde
varios puntos de vista los cuales se detallan a continuacion.

a) Incorporacion de nuevos sustituyentes en la posicién 2.

Dado que el patron de sustitucion en el anillo de anilina influye en la actividad citotoxica
de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-bJquinolina y que la incorporacion de un grupo
alquilamino en el nucleo de tiazolo[5,4-b]quinolina favorece la actividad citotéxica y la union al
ADN, puede suponerse que los derivados de 2-alquilamino-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
adecuadamente sustituidos en el anillo de anilina tendrian una mayor actividad citotoxica. Los
sustituyentes elegidos para su incorporacion al anillo de anilina fueron los grupos ciano (grupo
electroatractor, fue el que mejor se comportd en los derivados 2-metiltio sustituidos), metoxilo
(grupo electrodonador) y un atomo de cloro (influye en la lipofilia de la molécula) en las
posiciones 3’ y 4’. Las estructuras de los compuestos propuestos se ilustran en la Figura 30.

Ry _ _
3 R, la R;=CN, R,=H
4 1b R,=OMe, R,=H
HN 1c R;=Cl, R,=H
7 > N N\l VAN 1d R,;=H, R,=CN
6 s 2 < ~\ 1le R;=H, R,=OMe
5 4 3 1f R;=H, R,=Cl

Figura 30. Derivados de 9-anilino-2-alquilaminotiazolo[5,4-b]quinolina propuestos.

Dentro del grupo de trabajo se han sintetizado compuestos para evaluar la influencia de
la longitud de la cadena™® y su libertad conformacional,™" asi como la presencia de un atomo
de flGor en la posicion 7,'°? ya que se ha reportado que esto favorece la actividad citotoxica en
los derivados de 9-hidroxitiazolo[5,4-b]quinolina.'*® Los resultados de actividad citotéxica de
dichos compuestos se emplearian para poder obtener un mejor modelo para la actividad
citotoxica de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

b) Incorporacion de otros sustituyentes en la posicion 3’

Para probar la hipétesis de que se necesitan grupos electroatractores y grupos
formadores de puentes de hidrogeno en la posicion 3’ del anillo de anilina en los derivados 2-
metiltio sustituidos, se propone la sintesis de derivados sustituidos en la posicién 3’ con grupos
carbonilicos (cetona, éster) y con un grupo oxima. Los derivados propuestos se ilustran en la
Figura 31.
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Ry
2a R,= COMe
HN 2b R,= CO,Et
N 2¢ R,= C(NOH)Me
\>—SMe !
=
N S

Figura 31. Derivados de 9-anilino-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolinas sustituidos
en la posicién 3’ del anillo de anilina.

C) Cambio de nucleo triciclico. Reemplazo del anillo de tiazol por otro anillo heterociclico

Es notable el hecho de que los derivados de 9-anilinoacridina y 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina™*® y atin de 4-anilinofuro[2,3-b]quinolina’***** no cumplan de la misma forma con los
requerimientos estructurales para mostrar actividad citotoxica. Por otra parte, los derivados de
2-metiltio-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina anteriormente estudiados presentan inconvenientes
como su baja solubilidad y su susceptibilidad a ser metabolizadas a las correspondientes
sulfonas, siendo éstas menos activas.’* Para abordar esta problematica se propone el estudio
de un nuevo nucleo triciclico.

Para la eleccion del nuevo sistema tricilico se consideraron como parametros de
referencia el logP y el momento dipolar. Este Ultimo se observdé que era un parametro
importante para la actividad citotdéxica en estudios preeliminares de relacién estructura-actividad
de las tiazolo[5,4-b]quinolinas.’* Bajo este enfoque se calcularon estos pardmetros para
derivados de acridina, tiazolo[5,4-bJquinolinas, imidazo[4,5-b]lquinolinas y oxazolo[5,4-
Jquinolinas 9-anilino sustituidos empleando el programa Spartan’'04™® y con el método
semiempirico PM3 (Tabla 10).

Se observé que al reemplazar el atomo de azufre de la posicién 3 del sistema triciclico
por atomos de oxigeno o nitrégeno hubo una disminucion del logP, lo que hace pensar que los
derivados de oxazolo[5,4-bJquinolina e imidazo[4,5-b]quinolina tendrian menores problemas de
solubilidad que los de tiazolo[5,4-b]quinolina. Por otra parte, el valor numérico del momento
dipolar disminuyé al cambiar el grupo metiltio por un grupo metilo. En algunos agentes
intercalantes derivados de la elipticina, se ha observado que un aumento en el valor del
momento dipolar resulta en una disminucién de la citotoxicidad™* por lo que el cambio del grupo
metiltio por un grupo metilo resultaria favorable.

Para elegir el nucleo a estudiar, se consider6 que el atomo de oxigeno, al ser un atomo
méas electronegativo, no favoreceria las interacciones n—rn en las oxazoloquinolinas en
comparacion con el resto de los nucleos. Ademas el nucleo de imidazoquinolina ofrece como
ventaja adicional que se pueden incorporar sustituyentes en los atomos de nitrdgeno del anillo
de imidazol lo cual ampliaria la posibilidad de usar este nicleo en estudios posteriores. Para
observar si el cumplimiento de los requerimientos estructurales en el anillo de anilina en
derivados triciclicos anilino sustituidos se ve afectado por el cambio de nucleo triciclico, se
propuso la sintesis de los derivados de 9-anilino-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina ilustrados en la
Figura 32.
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Tabla 10. Comparacion de logP y momento dipolar de algunos nucleos triciclicos

R=-NHC¢Hs LogP (Ghose-Crippen) Momento dipolar
(Debye)
R
O \ 5.00 2.04
=
N
R
—N
N 5.96 3.05
) Y—sCH,
N S
R
N
N\ 5.21 1.87
) Y—CH,
N S
R
x—N
N\ 3.85 1.39
L Den,
N 0]
R
N
N cH 3.77 1.58
A en
N"H
R, 3a R,=R,=H
3IW_R, 3bR=CN,R,=H

4 3cR,=OMe, R,=H

1 3d R,=Cl, R,=H
SN ZCH3 3e R,=H, R,=CN
N N 3f R,=H, R,=OMe
4 M 3g R,=H, R,=Cl

Figura 32. Derivados de 9-anilinoimidazo[4,5-b]quinolina propuestos.

d) Modelado molecular de compuestos triciclicos

Ademas de la sintesis de los derivados propuestos y de la determinacién de su actividad
citotoxica, se propuso el uso de la quimica computacional como herramienta para aportar mayor
informacion que permitiera proporcionar las caracteristicas estructurales relevantes para la
citotoxicidad de diferentes nucleos triciclicos anilino sustituidos. Para ello se eligieron varios
sistemas triciclicos 9-anilino sustituidos (Figura 33) y se propuso el céalculo de algunas
propiedades electrénicas y geométricas, a fin de observar similitudes o diferencias entre los
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distintos nucleos triciclicos que pudieran relacionarse con la actividad citotdéxica en estudios de
R, R,

relacién estructura-actividad posteriores.
/©/R2 R, R, /©/R2 /©/R2
HN HN HN HN HN
A XN N
CLIO0 OO0 O OOy CLO
~ ~
H

Ri, R,= H, CI, CN, NH,, OMe

Figura 33. Compuestos propuestos para su estudio por modelado molecular como
entidades aisladas

Por otra parte, los estudios computacionales ofrecen la posibilidad de tener un
conocimiento detallado de la influencia de la secuencia de bases, del ambiente que rodea al
sitio de intercalacion y de la relacion entre estructura y energia del complejo resultante, por lo
gue se decidi6 realizar la construccién de varios complejos de intercalacion in silico, para
estudiar si el remplazo isostérico del nlcleo triciclico en derivados de 9-anilinoacridina afecta la
geometria y la energia de formacién de los complejos de intercalacion resultantes con
diferentes secuencias de ADN, ya que se ha sugerido que la posicidn que tenga el agente
intercalante de los complejos de intercalacion seria un factor relevante en las propiedades
citotoxicas.™
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la influencia de diversos sustituyentes en el anillo de anilina en la actividad
citotoxica de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina e imidazo[4,5-b]quinolina.

Objetivos particulares

1. Sintetizar derivados de 2-{2-(N,N-dietilamino)]etillamino}-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
con distintos sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo de anilina

2. Sintetizar derivados de  9-anilino-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina  con  distintos
sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo de anilina

3. Realizar estudios de modelado molecular de derivados de 9-anilinoacridina, 9-anilino-2-
metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina y 9-anilino-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina como entidades aisladas
los cuales incluyen: obtencion del conféormero mas estable, propiedades electrostaticas,
descriptores QSAR vy superficies de propiedades electrénicas, empleando métodos
semiempiricos y ab initio.

4. Realizar estudios de modelado molecular de algunos derivados triciclicos anilino
sustituidos en complejos de intercalacion con diferentes secuencias de ADN y obtener valores
de energia de formacion aparente y de algunos parametros geométricos.

5. Determinar la actividad citotoxica de los derivados propuestos en diversas lineas
celulares.

6. Establecer una relacién de estructura-actividad preliminar para este tipo de compuestos.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Parte quimica

5.1.1 Derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

5.1.1.1 Parte sintética

La formacién del sistema triciclico puede racionalizarse de cuatro formas, que se ilustran
en la Figura 34. La ruta D en la cual se usa como precursor al 4-(etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2-

(metiltio)tiazol es la propuesta por Alvarez-Ibarra'” y fue la utilizada en este trabajo, tal como se
describe en la Figura 35.

)

O
N N
|| \—SH B I \\—cI
N SH

CI\ 0 / N
H H

N
C | s\> Q
NH, O / N D
N H ko N,
B |
S

HN

O

Figura 34. Andlisis retrosintético de la formacion del nucleo de
tiazolo[5,4-b]quinolina.™®

0 O H 0
+ (a) | (b)
EtOJ\/NI-l-3 —»EtOJ\/N\n/SMe EtOJ\/N\\(SMe
Cl 4 S 5 SMe
0
Cl
EtO N
© Jj»\ ) SN
—>  HN" g~ "SMe —> d—SMe
=
N S
@ ; 7

(a) 1. CS,/TEA, 40 °C; 2. Mel, reflujo.” (b) Mel/K,COs, acetona, reflujo."®
(c) 1.t-BuOK/THF anhidro, -75 °C; 2.PhNCS, -75°C - temperatura ambiente/16 h."’
(d) PPA/POCI;, 130-135 °C/4 h'*

Figura 35. Ruta sintética para la formacién del nucleo de tiazolo[5,4-b]quinolina.

Para la obtencién del compuesto 5 se cambi6 la ruta empleada anteriormente''*® y se
adaptd la reportada por Almerico y colaboradores'® dando buenos resultados al incrementar el
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rendimiento del 45% al 70%, a partir del glicinato de etilo. La preparacion de los compuestos 6 y
7 se realizd como se esta reportado sin modificaciones.'** 14514

A partir del compuesto 7 se obtuvo el resto de los derivados como se muestra en el
esquema de la Figura 36. Primeramente se incorpord el anillo de anilina adecuadamente
sustituido por desplazamiento del atomo de cloro en la posicion 9 para obtener los compuestos
2a-c y 8a-8f con rendimientos cercanos al 85%. Para obtener la oxima 2c¢ se hizo reaccionar el
compuesto 2a con clorhidrato de hidroxilamina en metanol a reflujo con un rendimiento del 90%.
Para la incorporacion del residuo de 2-(dietilamino)etilamino en la posicién 2, se oxido
previamente el grupo tioéter a la sulfona correspondiente con peréoxido de hidrogeno en acido
acético (75-85% de rendimiento) y posteriormente se incorpord la amina alifatica. Para este
ultimo paso se probaron varias condiciones de reaccién y de purificacion, las cuales se
muestran en la Tabla 11.

R4 8aR,= CN, R,=H
R 8b R,= OMe, R,=H
8c R,]: Cl, R2=H
Cl HN
N N 8d R.= H, R,=CN
\/ —sMe (a) \/ N—sve ©) 8¢ R~ H, R ~OMe
N N~ S 8f R,=H, R,=Cl
7 2a-c, 8a-f 2a R,= COMe
2b R,= CO,Et (d)
iy T 2c R,=C(NOH)Me =——
R, R, 1
1a,9a R,=CN, R,=H
" HIN 1b, 9b R,=OMe, R,=H
N\>—802|v|e ©,_ N N\>_N/H N 169 Ri=ClR,=H
N/ S N/ S < _\ 1d, 9d R1:H’ R2:CN

9a-f 1a-f 1e, 9¢ R,=H, R,=OMe
1f, 9f R,=H, R,=Cl

(a) ArNH,, MeOH, HCI (6 p-TsOH 0.2 eq), reflujo 8 h; (b) AcOH/H,0,(30%), 24 h;
(c) 2-(N,N-dietilamino)etilamina, DMF, 0 °C, 3 h; (d) NH,OHHCI, MeOH reflujo.

Figura 36. Ruta sintética para la preparacion de derivados de
9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

La suavidad de las condiciones de reaccion y lo sencillo del trabajo de reaccion (ver
parte experimental) motivd a explorar el tipo de sustituyentes que se podrian afiadir a la
posicién 2. En particular se decidié probar la incorporaciéon de aminoacidos, por la variedad de
las cadenas laterales en los distintos aminoacidos lo que permitiria ampliar los estudios de
relacién estructura-actividad sobre esta parte de la molécula. Por otra parte, se ha reportado la

incorporacién de aminoacidos a otras estructuras base de farmacos antitumorales con relativo
A 158
exito.

De manera inicial se exploré la reaccion del compuesto 9f con glicina como se ilustra en
la Figura 37; sin embargo, se encontrd que la incorporacién no procedia. Entonces se optd por
emplear el glicinato de etilo como materia prima inicial lo que permitié obtener el producto de la
incorporacién en la posicion 2 empleando una metodologia similar para la preparacién de los
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compuestos1a-f. Esto amplia la posibilidad de incorporar nuevos residuos al nucleo de
tiazolo[5,4-b]quinolina, permitiendo modular propiedades como la solubilidad, estabilidad
metabdlica o afinidad a posibles sitios receptores (ADN, residuos de aminoacidos en enzimas
como la topoisomerasa IlI) que se verian reflejadas en cambios en su actividad farmacolégica,
particularmente en su citotoxicidad.

Tabla 11. Condiciones de reaccion ensayadas para la obtencion de derivados de
9-(fenilamino)-2-[2-(N, N-dietilamino)etilamino]tiazolo[5,4-b]quinolina

HN” i HN/©

N XN
\>—802Me—>©\/5:\>—NH N

N S N Q_\

Condiciones de reaccion Trabajo de reaccién Rendimiento
5eq.2-(N, N-dietilamino)etilamina, Extraccion con diclorometano, 30%
130° C, 20 minutos cromatografia en columna
2eq. 2-(N,N-dietilamino)etilamina | Eliminacion del disolvente, 30%
THF 50° C, 6 h extraccion con  diclorometano,

cromatografia en columna
2eq. 2-(N,N-dietilamino)etilamina, | Precipitaciéon con disolucion 45%

DMF, temperatura ambiente, 1.5 h | saturada de NaCl, tratamiento con
éter isopropilico caliente
2eq. 2-(N,N-dietilamino)etilamina, | Precipitacion con disolucion 70%
DMF, 0 °C, 3 h saturada de NaCl, tratamiento con
éter isopropilico caliente

o] cl
HN” C OEt HNO
A _NH, Ve
AN N (@) AN N /\
| D—s0yMe - M—NH  OEt
N~ S DMF, 0° C, 24h NZ S

of 1g
Figura 37. Preparacion de derivados sustituidos con aminoacidos.

En general los rendimientos en cada uno de los pasos para la obtencién de estos
compuestos son de moderados a buenos (Tabla 12), no se requiere purificacién por
cromatografia y en general se obtienen puros por precipitacion con agua y posteriores lavados
con acetona (compuestos 2a, 2b y 8a-f), THF (compuestos 9a-f) o éter isopropilico caliente
(compuestos 1a-f). Por otra parte esta secuencia de sintesis permite la incorporacion de
residuos de diferente naturaleza en las posiciones 2 y 9 lo cual es relevante para estudios
detallados de relacién estructura-actividad, por lo que esta ruta de sintesis puede considerarse
adecuada para la obtencién de estos compuestos.

38



ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 12. Rendimientos obtenidos durante la preparacién de los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina

R, R, R,
R Ry R,
HN HN
A N\ AN \
o SMe —= _ >—302Me — \>—NH N
N S N
2a-c, 8a-f 9a-f 1a-f
R, R, Serie 8 | Serie9 | Serie 1
CN H 86% 82% 69%
OMe H 85% 76% 50%
Cl H 85% 83% 70%
H CN 88% 83% 61%
H OMe 88% 80% 65%
H Cl 85% 73% 63%
COMe H 85% — —
CO,Et H 85% — —
C(NOH)Me H 91% - —

5.1.1.2 Anélisis espectroscdopico

La elucidacion estructural de todos los compuestos se realizd por el analisis de sus
espectros de infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN-"'H) y de "*C (RMN-
'3C) en algunos casos y de espectrometria de masas (EM). En estos espectros se observé la
presencia de patrones caracteristicos que permitieron la identificacion de los compuestos y
asignacion de las sefiales encontradas. La numeracion empleada es la descrita en la Figura 38
y la asignacion de las bandas y sefiales observadas se encuentra descrita para cada
compuesto de estructura novedosa en la parte experimental, por lo que aqui sélo se
comentaran los aspectos mas relevantes y algunas Tablas que resumen las bandas o sefales
mas importantes para la caracterizacién estructural. Los espectros de las estructuras novedosas
se encuentran en el anexo 4.

3!
2 4
5|
g HN -1
7 x—N
\>2
6 N~ S
5 4 3

Figura 38. Numeracion empleada para la asignacion de las senales en
los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.

En los espectros de IR de estos compuestos se observaron varias bandas que fueron
utiles para confirmar que las reacciones se habian llevado a cabo. La incorporacién de la anilina
en la posicion 9 se verificé por la aparicion de una banda alrededor de 3100 cm™ que se asigné
al enlace N-H del residuo de anilina, ademas de la presencia de otras bandas atribuibles a los
grupos funcionales presentes en el anillo de anilina (por ejemplo 2230 cm™ correspondiente al
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grupo CN). La oxidacién del grupo tioéter a la correspondiente sulfona se confirmé por la
aparicién de bandas alrededor de 1330 cm™ y 1150 cm™. La desaparicién de estas Ultimas y la
aparicion de bandas entre 2900-2700 cm™ indicé la incorporacion de la 2-(N,N-
dietilamino)etilamina. En la Tabla 13 se muestra un resumen de estas observaciones para el
caso de los compuestos sustituidos con un grupo CN en la posicién 3'.

Tabla 13. Bandas relevantes en IR para la caracterizacion de los derivados

de tiazolo[5,4-b]quinolina (frecuencia, v, en cm™)
CN CN CN

o> O
©\)j: D—sMe —» ©\)j: »—s0o,Me —» ©\)j: \>—NH N
1a

8a
Grupos funcionales 8’ 9a™° 1a
HNAr 3245 (N-H) 3435 (N-H) 3311 (N-H)
Aromaticidad 1573, 1550, 1498, 1572, 1543, 1498, 1600, 1560, 1476
(-C=C-) 1473, 1433 1469, 1423
SMe P e R
SO,Me - 1333,1149(S-0) | = -——-
NH(CH,).NEt, e s 2966, 2810 (C-H)
Otras bandas 2231 (CN) 2223 (CN) 2227 (CN)
importantes

La asignacion de las senales de los espectros de RMN-'H, se realizdé con base a su
desplazamiento quimico, a la obtencién de las constantes de acoplamiento, a espectros
bidimensionales en algunos casos y a la comparacién con reportes previos."*'*'*®  Se pudo
establecer el siguiente patron de sefales para el sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina (en DMSO-
da):

H-7, sefal doble de doble de doble (J = 8.4, 6.9, 1.2 Hz), entre 7.60 y 7.70 ppm
H-6, sefal doble de doble de doble (J = 8.4, 6.9, 1.2 Hz), entre 7.80 y 7.90 ppm
H-5, sefal doble de doble (J = 8.4, 1.2 Hz), entre 7.95 y 8.05 ppm
H-8, sefal doble de doble (J = 8.4, 1.2 Hz), entre 8.45 y 8.65 ppm

La sefial del grupo amino que une al anillo de anilino con el sistema triciclico (-
NHAr) se observa como una sefial simple ancha, entre 9.5y 10.5 ppm.

Otras sefiales como las del anillo de anilina dependen de los sustituyentes presentes por
lo que su desplazamiento y forma varia mucho.

En el caso de los sustituyentes de la posicion 2 se encontraron los siguientes patrones
(en DMSO-dg):

e Grupo metiltio (compuestos 2a-c, 8a-f): Sefal simple entre 2.30 y 2.60 ppm.

e Grupo metilsulfonilo (compuestos 8a-f): Sefal simple entre 3.30 y 3.50 ppm. Es de
observar como la sefial de este grupo metilo se desplaza a campo mas bajo respecto
al grupo metiltio por efecto de los atomos de oxigeno unidos al atomo de azufre
vecino.

40



ANALISIS DE RESULTADOS

¢ Cadena de 2-(N,N-dietilamino)etilamino:

o Grupo N,N-dietilamino: Sefal triple (J = 7.2 Hz) entre 0.90-1.10 ppm
correspondiente al grupo metilo y sefial cuadruple (J = 7.2 Hz) entre 2.30 y
2.50 ppm correspondiente al grupo metileno.

o Cadena de etilamina: Senal triple (J = 6.9 Hz) entre 240 y 2.60 ppm
correspondiente al metileno unido a la amina terciaria y sefial cuadruple (J=
6.9 Hz) entre 3.20 y 3.40 ppm correspondiente al metileno unido a la amino
secundaria. La multiplicidad de esta ultima sefial cambié a sefial triple en el
experimento de intercambio con agua deuterada lo que permitié su
asignacion inequivoca. La figura 39 muestra graficamente las asignaciones
aqui descritas.

8 =2.40-2.60 ppm
& =2.30-2.50 ppm
l ~

H
N
? SN <— §5=0.90-1.10 ppm

!

6 =3.20-3.40 ppm

Figura 39. Desplazamiento quimico (8, ppm) de los protones de la cadena de
2-(N,N-dietilamino)etilamina

La Tabla 14 muestra la variacion de las sefales de acuerdo al cambio de sustituyentes
en las posiciones 2 y 9. Aunque s6lo se muestra para los compuestos 4’-OMe sustituidos, este
comportamiento fue constante en el resto de los compuestos.

En esta tabla se aprecia que la sustitucion de un atomo de cloro en la posicion 9 por un
anillo de anilina tuvo un ligero efecto sobre el desplazamiento quimico hacia campo bajo de las
sefales del nucleo ftriciclico, la mas notable es sobre H-8, lo que sugiere un efecto de
proteccion del anillo de anilina. La oxidacion del atomo de azufre del grupo metiltio tuvo un
efecto notable sobre el desplazamiento quimico hacia campo bajo del grupo metilo pero no
sobre los del nucleo triciclico, en cambio la sustitucion por una cadena de alquilamino desplazé
las sefales a campos mas altos, lo que indica un incremento en la densidad electrénica en el
sistema de tiazoloquinolina.

A fin de contar con mayor informacioén sobre el efecto de la sustituciéon sobre la densidad
electrénica del ndcleo de tiazolo[5,4-b]quinolina, se realizaron los espectros de RMN '*C de los
compuestos anteriores, mostrandose los datos obtenidos en la Tabla 15. En éstos, se puede
apreciar el efecto desprotector del grupo metilsulfonilo principalmente sobre el atomo de
carbono de la posiciéon 2 (C-2) como podria esperarse. Es de notar que el desplazamiento
quimico de C-2 en los derivados 7 y 9d es similar (6= 172 y 173 ppm respectivamente)
mientras que en los derivados 8a-f'*° la sefial se encuentra a campo mas alto (8 = 161 ppm).
Esto es importante porque s6lo en el compuesto 7 y en los derivados de de la serie 9 se pueden
incorporar aminas alifaticas, pero no en los derivados de la serie 8,'* lo cual puede explicarse
por una menor densidad electrénica en la posicion 2 en el caso del compuesto 7 y los derivados
de la serie 9, en comparacion con los de la serie 8.
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Tabla 14. Sefiales en RMN 'H del compuesto 7 y los compuestos 4’-OMe sustituidos
(DMSO-d;, desplazamiento en ppm, constantes de acoplamiento, J, en Hertz)

Cl

3l

5|
HN

8 8
7 x—N N
CLL 1L T
6 : N/ s 6 N/ s

7 5 8dR=SMe
9d R = SO,Me
1dR = NH(CHZ)ZN(CZHs)2
774 8d'™ 9d 1d
Me 2.88 () 228 (s) 323(5) | -
H-5 8.05 7.95 7.97 () 7.79
(d, J=8.7) (d, J= 8.4) : (dd, J= 8.7, 0.9)
H-6 7.70 7.90 7.94 (m) 752
(dd, J=8.7, 6.9) | (t, J= 8.4,6.9) : (ddd: J= 8.7, 6.9, 0.9)
H-7 7.65 7.64 7.65 7.36
(dd, J=8.7,6.9) | (t, J=8.4,6.9) | (dd, J=8.7, 6.9) (ddd: J= 8.7, 6.9, 0.9)
H-8 8.35 8.66 8.65 8.06
(d, J=8.7) (d, J= 8.4) (d, J=8.7) (dd, J= 8.7, 0.9)
H2' 7.28 7.32
""" (d, J= 8.4) (d, J=8.7) 6.80 (m, 4H)
H-3' 6.98 7.00
""" (d, J= 8.4) (d, J=8.7) 6.80 (m, 4H)
H4 |\ - -
H-5' 6.98 7.00
""" (d, J= 8.4) (d, J=8.7) 6.80 (m, 4H)
Ho' 7.28 7.32
""" (d, J= 8.4) (d, J=8.7) 6.80 (m, 4H)
NHAr | —— 10.68 (sa) 10.71 (sa) 8.29 (s.1H)
Otros 0.88 (t, J=7.2, 6H) 2-CHj3;
2.41(q, J=7.2, 4H) 2-CH;:
2.45 (t, J= 6.9, 2H) CH,;
_____ OMe 3.77 (s) OMe 3.81 (s) 3.23 (q, J= 6.9, 2H) NHCH,;
3.68 (s, 3H) OCHs
8.13 (br, t, J= 6.9) -NH

42



ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 15. Sefiales en RMN "*C del compuesto 7 y los compuestos 4’-OMe sustituidos
(DMSO-dg, desplazamiento en ppm)

3l

5|
8 Cl 8 HN
7 XN N
o 1
6 : N/ s 6 N/ s

7 5 8dR=SMe
9d R = SO,Me
1d R = NH(CH,),N(C,H,),
No.C | 7' 8d'® 9d 1d
Me 15.3 15.3 40.71 -—-
C-2 172.0 161.3 173.8 160.6
C-3a 145.6 133.7 132.6 133.6
C-4a 126.9 139.7 139.9 137.0
C-5 129.8 127.8 128.3 126.8
C-6 131.2 133.1 133.0 132.8
C-7 128.1 125.9 124 .9 123.6
C-8 124 .5 125.1 124 4 123.2
C-8a 124 .8 117.1 116.7 120.8
C-9 160.1 158.3 158.6 159.9
C-9a 142 .1 130.2 128.6 127.8
Cc-1' -— 145 147.3 144 .9
Cc-2' -— 121.8 126.7 120.5
Cc-3 — 114.4 113.8 113.3
c4 — 155 157.7 153.8
C-5' — 114.4 113.8 113.3
C-6' — 121.8 126.7 120.5
Otros -—-- OMe, 56.1 | OMe, 55.46 | OMe, 55.1

Para asignar la geometria de la oxima 2c¢ se realiz6 un experimento NOESY. Al
observarse la interaccion del protén del grupo oxima (NOH) con los protones del grupo metilo,
pero no con los protones del anillo de anilina (Figura 40) se pudo asignar la geometria del
enlace como E. Adicionalmente, se observd una interaccion débil de los protones del anillo de
anilina con los protones del grupo metiltio (interacciéon SMe-H6’ en la Figura 40), lo que sugiere
que el anillo de anilina guarda una relacién oblicua y no ortogonal con el nucleo ftriciclico. Esta
situacién habia sido reportada para estos derivados previamente'*y se observé también en los
estudios de modelado molecular realizados en este trabajo y que se comentan mas adelante.

Un argumento adicional que soporta la asignacion de la geometria del enlace de la
oxima proviene del analisis de los espectros de RMN °C, de los compuestos 2a y 2c. Si la
geometria del enlace de la oxima fuera E, se deberia observar un efecto de proteccion sobre el
atomo de carbono del grupo metilo o al grupo hidroximino por compresion estérica debido a la
cercania del atomo de oxigeno del grupo hidroximino con el grupo metilo.”®® En el caso del
compuesto 2a, el desplazamiento quimico del atomo de carbono del grupo metilo es de 6=
26.82 ppm, mientras que para el compuesto 2¢ es de 6= 11.50 ppm (Figura 41), observandose
el efecto de proteccion antes mencionado que permite asignar la geometria del enlace como E.
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Figura 40. Espectro NOESY del compuesto 2c.
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CI)H
(0] N
8 13C= 26.82 ppm 5 13C=11.50 ppm
HN HN
N N
AN
\
P >—SMe _ \>—SMe
N~ S N~ S

Figura 41. Desplazamiento quimico en RMN "*C, del grupo metilo a a los grupos carbonilo e
hidroximino de los compuestos 2a y 2c, respectivamente.

En cuanto a los espectros de espectrometria de masas, debido a la técnica por la cual
fueron obtenidos (FAB), se obtuvo poca informacién respecto a los patrones de fragmentacion.
Algunos patrones de fragmentacion generales se muestran en la Figura 42. En todos los casos

el ion molecular (M* o M*+1) coincidid con el peso molecular esperado para la estructura
propuesta.

R R
NH NH NH o
) +N/\,k> ® /c)@uH
X X
S Yost \>_Sf
P ~g = =
N N S N S
R R R

S
M*-33
R\©\ R R
Q @L@
NH (NH @ I\IH
A Xx—N N
m -
b n(1 e LT
NT S NS N S
M*-15
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NHAr ~ HAr ? /}N\/
N AN o

o N\ /fr\ N~ @
= S>7N it x N\/>:‘\IH
| S

M*-72

m/z 86

Figura 42. Posibles patrones de fragmentacion para los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina.

5.1.2 Derivados de imidazo[4,5-b]quinolina

5.1.2.1 Parte quimica

El nucleo de imidazo[4,5-b]quinolina no esta ampliamente reportado en la literatura
existiendo pocas referencias sobre su sintesis.’®'®' Se propusieron dos rutas a partir de
diferentes precursores para su preparacion (rutas “A” y “B”), las cuales se desarrollaron de
manera simultanea, y a continuacién se comentan los resultados obtenidos.

Ruta “A”

La secuencia de sintesis propuesta como ruta “A” se muestra en la Figura 43. Inicia a
partir de la 4-hidroxi-2-quinolona comercial sometida a una reaccion de nitracion con acido
acético y acido nitrico daria el derivado 3-nitrosustituido 10a, el cual se haria reaccionar con
oxicloruro de fésforo para obtener el derivado 2,4-diclorado 10b. Estas dos reacciones se
encuentran reportadas en la literatura.'*'®* Mediante una reaccién de sustitucién nucleofilica se
desplazaria selectivamente el 4tomo de cloro de la posicién 4'® con una amina aromética para
dar el compuesto 10c, posteriormente el otro atomo de cloro se sustituiria con una amina
haciendo reaccionar el compuesto 10c con amoniaco a presion, posteriormente se acetila el
grupo amino incorporado para obtener el compuesto 10d. Finalmente, por reduccion del grupo
nitro y por una reaccion de ciclocondensacién con acido acético llevaria a formar el anillo de
imidazol y se obtendrian los compuestos deseados 3a-g.
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OH OH cl
@fi : @fimz b @fﬁw
N0 N0 N~ ¢l
H H
10 10b

a

//lR //lR jc //lR
HNTS HNS HNTN
_
3:1-9 N :l;d NHAC :\1(; Cl

R =-H, (3a) 3-CN (3b), 3-OMe (3c), 3-Cl (3d), 4-CN (3e), 4'-OMe (3f), 4-Cl (3g)
a) HNO3/AcOH;"® b) POCI;"®® o PhPOCI;"® ¢) NHAI/TEA, 0 °C;'®* d) NH3,MeOH;'®®
e) Ac,O; f) Ho, Pd/C; g) AcOH, reflujo

Figura 43. Ruta propuesta para la obtencién de 9-anilinoimidazoquinolinas (ruta “A”).

Al realizar las reacciones propuestas, el derivado 10a se obtuvo un rendimiento de 75%.
La reaccion se realizdé tanto con la 4-hidroxi-2-quinolona pura asi como con su sal sddica
hidratada, (ésta ultima tiene un menor costo) sin que hubiera cambios en el curso o el
rendimiento de la reaccion. La obtencion del derivado 10b se logré en un rendimiento del 60% y
aunque la técnica reportada’® indica que se puede emplear el crudo de reaccidn en pasos
subsecuentes sin ningun proceso de purificacion, fue necesario realizar lavados con metanol
frio para poder obtener un producto sin impurezas no que afectaran en el siguiente paso. El
compuesto 10b se hizo reaccionar con 4-cloroanilina a baja temperatura en condiciones basicas
y se logro el desplazamiento selectivo del atomo de cloro en posicidn 9, lo que se verificd por
RMN "H y EM; sin embargo, el proceso de purificacién fue dificil, ya que el producto se
descompuso en la columna de silice y por recristalizacion se recuperaba soélo una pequefia
cantidad del producto, dando rendimientos del 35%.

A pesar de varios intentos en que se modificaron las condiciones de reaccién y de
purificacién del producto 10c, no se lograron incrementar los rendimientos en la obtencion de
este producto, por lo que esta ruta no se continué ya que estos intermediarios eran los claves
para obtener el resto de los derivados y se obtuvieron mejores resultados con la ruta B.
Ademas, dados los objetivos de la tesis (obtener varios derivados de una misma estructura
base), convenia mas una sintesis divergente en los ultimos pasos de la secuencia.

Ruta “‘B”

La segunda ruta propuesta se ilustra en la Figura 44 y parte de la 2-amino-4-quinolina
(compuesto 11a), la cual se obtiene de la reaccion de la anilina con cianoacetato de etilo a alta
temperatura.’® Mediante una reaccién similar a la nitracién para obtener el compuesto 10a,'®?
se obtendria el compuesto 2-amino-3-nitro sustituido 11b el cual por reduccion daria el
compuesto 2,3-diaminado 11¢, el cual se mediante una reaccion de ciclocondensacién con
4cido acético permitiria obtener el compuesto triciclico 11d."®® Este ultimo se trataria con
oxicloruro de fésforo para obtener el compuesto 9-cloro sustituido 11e y finalmente por
sustitucién del atomo de cloro se obtendrian los compuestos finales deseados 3a-g.

47



ANALISIS DE RESULTADOS

o 0 0 0
a b NH, c NH;

QL Lo 00 2 O = O
NH, CN N~ “NH N~ "NH N~ "NH
2 H 2 H 2 H 2

11 11b 11c

a

R
//|
0 Cl HNT X
d N e N f N
TN N g g NG g8
N~ N N~ N N~ N
H H H H

11d 11e 3a-g
R =-H, (3a) 3-CN (3b), 3-OMe (3c), 3'-Cl (3d), 4-CN (3e), 4-OMe (3f), 4-Cl (3g)
a) 200°C;"®b) HNO3;" c) H,, Pd/C;™® d) AcOH;"® e) POCI5;"® f) NHAr/MeOH.'#414°

Figura 44. Ruta propuesta para la obtencién de 9-anilinoimidazoquinolinas (ruta “B”).

La propuesta original para la obtencién del compuesto 11a considerd la reaccidén entre
anilina y cianoacetato de etilo a 200 °C. A escala de 1 g se obtuvieron rendimientos del 30%, sin
embargo intentos por escalar la reaccion resultaron en rendimientos aun menores (15-20%),
esto aunado a las condiciones drasticas de reaccion (200 °C, 90 min), llevaron a buscar otras
alternativas para su obtencion.

La pesquisa bibliografica arrojo la sintesis de la 2-amino-3-ciano-4-hidroxiquinolina 11f a
partir de anhidrido isatoico 11g y malononitrilo 11h, la posterior hidrélisis y descarboxilacion de
este compuesto daria lugar al compuesto 11a como se ilustra en la Figura 45."° Para el primer
paso se observd que se requeria mayor temperatura y tiempos de reaccion mas largos a los
reportados en la literatura para obtener rendimientos satisfactorios, mientras que para la
hidrélisis y descarboxilacién se requirieron tiempos largos de reflujo. Sin embargo, esta
estrategia fue exitosa ya que se obtuvo el compuesto 11a con un rendimiento del 85% a partir
del compuesto 11g a escala de 50 g.

o) o) 0
CN
e L OO
N o  CN N~ NH, N~ "NH;
H H H
1

11g 11h 11f 11a
a) DMF, TEA, 60-80 min 90 °C; b) NaOH 6N, reflujo 20 h.

Figura 45. Ruta alternativa para la obtencion del compuesto 11a.

La obtencion del compuesto 11b presenté varias dificultades. La ruta propuesta
inicialmente suponia incorporar un grupo nitro en la posicion 3 del anillo de quinolina,
empleando una mezcla de acido nitrico y acido acético de manera similar al paso inicial de la
ruta A. Sin embargo, sélo se recuper6 materia prima, por lo que se intentaron varias
modificaciones algunas de las cuales se muestran en la Tabla 16, ninguna de ellas permitié
obtener el compuesto 3-nitro sustituido por lo que fue necesario considerar otras opciones, las
cuales se muestran en la Figura 46.
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Tabla 16. Algunas condiciones de reaccion ensayadas para la nitracion
del compuesto 11a

O
dﬁ\

N~ 'NH

H

NO,
— %> |
NH,

0]

N
H

Condiciones de reaccion

Resultado

Acido nitrico/ AcOH, 70° C

No hubo reaccion

15° C

Mezcla de acido nitrico/ anhidrido acético,|Se  obtuvo la

2-acetamido-6-nitro-4-
quinolona en un 70%

Mezcla compleja de varios productos dificil

Acido nitrico 70°C de purificar.
o 0
NO, o CN
N NH, N N~ NH
H H H 2
11b 119 11f
b, ¢ i(d
0] 0]

@fﬁ” %@fﬁt
\Cﬁt

N~ “NH,

/ 11]
H
11c

a) NCCH,NO,, TEA, DMF;"" b) NCCH,CN;'"® ¢) KOH 6N, reflujo;'”® d)DMSO, H,0,;'"
e)ArN,*CI, piridina;'™ f) Na,S,0., DMF, buffer 7.4;'* g) NaOBr; h) H,, Pd/C
Figura 46. Rutas potenciales para la obtencion del compuesto 11c.

En el caso de la ruta con 2-nitroacetonitrilo, se observd que este compuesto era de dificil
manejo, se necesitaba manejar inmediatamente después de preparado y aun asi las
condiciones de reaccion planteadas no permitieron obtener el producto deseado. Entonces se
opté por obtener el compuesto 11c a partir del compuesto 11f mediante la reaccién de
conversion de nitrilos a amidas de Katritzky'® para la obtencién del compuesto 11j y posterior
conversion a la diamina por una degradacion de Hoffmann. Sin embargo, no se pudo obtener la
carboxamida 11j, debido posiblemente a la pobre solubilidad del compuesto 11f aun en DMSO,
por lo que se abandond esta ruta.

Como otra ruta alternativa se exploré el empleo de derivados de diazo compuestos como
precursores de aminas aromaticas mediante la ruptura reductiva del enlace -N=N-. En la
literatura se hallé descrita la preparacion de la 2-amino-3-(fenildiazo)-4-quinolona, 11i'"® a partir
de la 2-amino-4-quinolona, la cual mediante algunas modificaciones resulté adecuada en
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términos de tiempos y condiciones de reaccién. Se probd la reaccion de acoplamiento con
anilina y 4-cloroanilina resultando mas eficiente con ésta ultima (70% con la primera y 90% con
la segunda, con un tiempo de reaccién de 3 h para ambas) por lo que se siguio la secuencia de
sintesis con este intermediario.

Al buscar en la literatura'™ las condiciones de reaccién para la ruptura del enlace diazo
se encontro el uso de metales en condiciones acidas y ditionito sédico en condiciones basicas,
entre otras. Se probaron varias combinaciones de metales o sus sales (Zn, Sn y SnCl,) en HCI
0 AcOH, en todos los casos al seguir la reaccion por cromatografia en capa fina (ccf) se
observé la formacién de la 4-cloroanilina, lo que indico la ruptura del enlace diazo. Sin embargo,
se observdo una serie de compuestos mas polares, que no se pudieron aislar para su
caracterizacion, ya que la presencia de las sales de zinc o estano dificultd la purificacion.

Se probd entonces con ditionita sddica, aunque la baja solubilidad del compuesto diazo
no permitié hallar las condiciones de reaccion faciimente. Una mezcla de DMF-buffer de
fosfatos' permitid disolver parcialmente el compuesto y que se efectuara la reaccién,
lograndose aislar el compuesto 11¢ en un rendimiento del 50%. A pesar de ello, la reaccion no
fue reproducible (variaba el rendimiento entre el 40-60%), requeria 48 h para completarse y 150
mL de la mezcla de DMF-buffer por gramo de compuesto diazo para obtener buenos resultados.
Sin embargo, la experiencia adquirida permiti6 deducir que era necesario que el compuesto
diazo se encontrara soluble en el medio de reaccion, por lo que se sustituyo la 4-cloroanilina por
acido sulfanilico en la reaccion de acoplamiento, esperando que este nuevo derivado azo fuera
soluble en condiciones basicas. Efectivamente este compuesto fue soluble en NaOH al 15% a
70 °C (10 g/100 mL), el trabajo de reaccion fue sencillo, pues al neutralizar el medio de reaccion
precipité un compuesto blanco, que fue caracterizado posteriormente como el compuesto 11c,
en un 85% de rendimiento. La Tabla 17 resume los ensayos realizados para la obtencién de
este intermediario por acoplamiento de una sal de diazonio y posterior ruptura reductiva, asi
como los resultados obtenidos

Tabla 17. Resultados obtenidos durante la preparacion del compuesto 11¢ a través de la
ruptura reductiva de los azo compuestos

R
0 0 0
Ny NH,
| — | - |
N" " NH, N” “NH, N” NH,
H H

H
11a 11i R=H, 11k R=Cl, 111 R=SO,H 11¢c

Obtencién de los diazo derivados (11i,11k,111)
ANILINA ACOPLADA RESULTADO
Anilina (11i), p-cloroanilina (11k), | Se obtuvieron los azo derivados en rendimiento del 70%
acido sulfanilico (111) (11i) al 90% (11k,111).

Reduccién del derivado 3-(4-clorofenilazo) 11k
Zn/NH,OAc/MeOH, t.a Se recuperd unicamente materia prima.

En todos los casos se observd formacion de varios
Se probaron varias combinaciones | subproductos, las sales de los metales dificultaron el
de metales en presencia de acido. | proceso de purificacion.

Ditionita/NaOH 15%, 70 °C El derivado azo no es soluble en NaOH 15%.

Ditionita/ DMF/ Buffer fosfatos | Rendimiento entre 40-60%, requiere gran cantidad de la
pH=7.4 mezcla DMF/buffer de fosfatos

Reduccion del derivado azo del acido sulfanilico 111
Ditionita/NaOH 15%, 70 °C \ Se obtuvo en rendimiento del 85%.
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Una vez obtenido el derivado 2,3-diamino sustituido 11c, se tratd de obtener el nucleo de
imidazo[4,5-b]quinolina mediante las rutas potenciales indicadas en la Figura 47.

saor @ﬁtw

11c
R
bl ¢ -
HNT X
NH N
XX
N
/>——> ) >_
N N
H
11m 11e 3a-g

R =-H, (3a) 3-CN (3b), 3-OMe (3c), 3-Cl (3d), 4-CN (3e), 4'-OMe (3f), 4-Cl (3g)
a) AcOH, PPA /reflujo; b) Ac,0/Py, t.amb.; c) POCI5;"*° d) SOCI,;""® e) NH,Ar/CHClI;, reflujo.

Figura 47. Rutas potenciales para la obtencién de los compuestos finales 3a-g
a partir del compuesto 11c.

El compuesto 11d se traté de obtener haciéndolo reaccionar en AcOH a reflujo en
presencia o ausencia de PPA sin embargo se obtuvo unicamente la amida 11m como producto.
El compuesto 11m se colocd en acido acético/PPA a reflujo para dar la imidazoquinolona 11d
en bajo rendimiento, recuperandose principalmente materia prima sin reaccionar, a pesar de la
temperatura y tiempo de reaccion (150° C por 15 h), por lo que se decidié optar por otra
estrategia, en la cual se usaria un agente como el oxicloruro de fésforo'* o el cloruro de
tionilo'™ como agentes de ciclocondensacién y de incorporacién del 4tomo de cloro al nlcleo
triciclico.

Se traté el compuesto 11m con oxicloruro de fésforo, obteniéndose una masa resinosa,
la cual después de tratarse con agua y ajustar a pH = 7 dio un producto café que se identificd
como la 9-cloro-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina 11e en rendimiento moderado (72%). Este
producto se hizo reaccionar con anilina en metanol con unas gotas de acido clorhidrico,™* sin
embargo la reaccion procedia lentamente, por lo que se optd por el uso de otros disolventes,
encontrandose que la reaccion procedia adecuadamente en agua con una cantidad catalitica de
acido clorhidrico concentrado como medio de reaccion y después de ajustar a pH = 7-8 se pudo
aislar el producto deseado facilmente y eliminar la amina aromatica excedente por lavados con
acetato de etilo o éter isopropilico, en rendimientos moderados (alrededor del 70%). Siguiendo
este procedimiento se sintetizaron los compuestos 3a-g los cuales fueron identificados por sus
datos espectroscopicos. En la Figura 48 se muestra la ruta de sintesis para los derivados de
imidazo[4,5-b]quinolina obtenidos en este trabajo.

La ruta planteada y desarrollada es novedosa puesto que las sintesis previas sobre el
nucleo de imidazo[4,5-b]quinolina se basaban en la construccion del anillo central, por lo que se
tenia que tener como punto de partida derivados imidazdlicos. En ninguno de los pasos se
requiere emplear cromatografia en columna, los productos se obtienen con rendimientos de
moderados a buenos (particularmente en los primeros pasos de la ruta sintética) y muchas de
las reacciones no requieren el uso de disolventes organicos, lo cual ofrece una ventaja
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adicional. Ademas esta ruta ofrece la posibilidad de incorporar diferentes sustituyentes en las
posiciones 2 y 9 del anillo triciclico y permite, a partir del compuesto 11¢, la sustitucién del
sistema ftriciclico en la posicion 3. Como se comenté previamente, esta versatilidad es
importante para estudios de relacion estructura-actividad.

o) o) 0 /©/803H
s e o e P

NAO CN N~ NH N~ NH

H H 2 H 2

R
119 11h 11a 11i //l
0
0 o) \f Cl AN X
NH, NH
d e = N f Z N
OO - LT = OO 0T
N~ “NH N~ "NH N N
H ? H 2 N H NTOH
11c 11m 11e 3a-g

a) 1. TEA, DMF, 80 °C, 90 min; 2. KOH 6N, reflujo, 20 h; b) HO3S-CgH4-N,"CI', piridina, 0 °C, 3h;
¢) Na,S,0,4, NaOH 15%, 70 °C, 1h; d) AcOH, reflujo, 2h; e) POCI3, 130° C, 5 h; f) H,O, HCI
(cat.), reflujo, 12 h.

Figura 48. Ruta sintética para la preparacion de los derivados de
imidazo[4,5-b]quinolina anilino sustituidos.

5.1.2.2 Analisis espectroscopico

La elucidacion estructural de todos los compuestos se realizd por el anadlisis de sus
espectros de infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN 'H) y de *C
(RMN ™C) en algunos casos y de espectrometria de masas (EM). En estos espectros se
observd la presencia de patrones caracteristicos que permitieron la identificacion de los
compuestos y asignacion de las sefiales encontradas. Para un mejor analisis de los datos de
este apartado, la numeracion empleada es la descrita en la Figura 49 y al igual que para los
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, la asignacion de las bandas y sefales observadas se
encuentra descrita para cada compuesto de estructura novedosa en la parte experimental por lo
que aqui s6lo se comentaran los aspectos mas relevantes. Los espectros se encuentran en el
anexo 2 al final de esta tesis.

3 3

2| 4' 2|
4 4 5
O O HN HN
5 8 8 9 8 9
3 7 3 7 _ N1 7 N1
6 | Ny
N 5 NH, N oNH, 6 SN N 2 6 N N
8 H ? 5 H 2 5 H 5 H
1 1 4 3 4 3

Figura 49. Numeracion empleada en las asignaciones para los intermediarios y
compuestos finales de la sintesis de derivados de imidazo[4,5-b]quinolina.

La técnica de IR resultd particularmente util para la identificacion preliminar y para
verificar si las transformaciones se habian llevado a cabo. La ausencia de la banda que se
asocia al grupo CN (alrededor de 2220 cm™") sugirié que la hidrdlisis y descarboxilacién para dar
el compuesto 11a se habia llevado a cabo. Un razonamiento similar con las bandas asociadas
al grupo azo (1620 y 1510 cm™), indicé que se habia llevado a cabo la ruptura reductiva de este
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grupo para obtener el compuesto 11c. La formacion del enlace amida en el compuesto 11m es
sugerida por la aparicién de una banda en 1718 cm™.

Las bandas entre 1650 y 1690 cm™ se asociaron al grupo carbonilo de la 4-quinolona en
los espectros de los compuestos 11a, 11¢, 111 y 11m, por lo que la ausencia de ésta sugirio la
formacion de los compuestos 11e y 3a-g. La incorporacién de las aminas aromaticas en la
posicion 9 se sugiere por la aparicion de bandas alrededor de 3300-3400 cm™ que se pueden
relacionar al enlace N-H, ya que esta banda también se ha observado en los derivados de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina. En la Tabla 18 se muestra un resumen de estas observaciones.

Tabla 18. Bandas mas relevantes en IR de los intermediarios en la sintesis de derivados de
9-anilinoimidazo[4,5-b]quinolina (frecuencia v, en cm™)

o) R,
8 R 8 N
7 | 1 7 - \>
6 .
N“ONH, © NN
5 5 H

Compuesto 11a 111 11c 11m 11e 3a
R4 H N=N-CgHs-SO3;H | NH, NHAc | --—-- —
R; i e e e Cl NHCsHs
ArN-H 3306 3278 3342 | 3208 3414 | 3358
3080 3133 | 3174 3090
Cc=0 1646 1682 1649 | 1672 | -——--
Aromaticidad 1596 1620 1605 | 1629 1614 | 1617
(-C=C-) 1550 1520 1565 | 1560 1584 | 1588
1509 1497 1493 | 1497 1511 | 1513
1497 1495
Otras bandas 1475 (N=N)
importantes 1367 (-S=0)

En cuanto a los espectros de RMN 'H se encontraron diferencias en los patrones de
sefales de los intermediarios respecto a los patrones de sefales de los compuestos triciclicos
finales. En particular se encontré que el patron de sefales de la zona aromatica en los
compuestos tipo quinolona (compuestos 11a, 11c, 111 y 11m) es distinto a los de los
compuestos 9-cloro o 9-anilino sustituidos (compuestos 11e y serie 3).

Esto puede explicarse debido a que el anillo B en los compuestos tipo quinolona se
encuentra preferentemente en forma ceto y no en su forma enol. En la literatura se han
descritos ejemplos donde el patrén de las sefales de derivados de quinolina o acridona se
presentan en secuencia, de campo bajo a campo alto, los protones H-5, H-6, H-8 y H-7."7817°
Este patron se encontré en los espectros de los intermediarios 11a, 11¢, 111 y 11m lo que
sugiere que estos compuestos se hallan en su forma ceto en el disolvente donde se efectud el
experimento de RMN (DMSO). Por otra parte en los derivados de quinolina o acridina el orden
de las senales (nuevamente de campo bajo a campo alto) es H-8, H-5, H-6 y H-7, como se
observé también en los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina. Este patron de sefiales se detectd
en los espectros de los compuestos 11e y 3a-g, lo que confirmé que el atomo de cloro y el anillo
de anilina se encuentran en la posicion 9 del nucleo triciclico. Para ejemplificar lo anterior, la
Figura 50 muestra una ampliacion de la zona aromatica de los espectros de RMN 'H de los
compuestos 11c y 11e.
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Figura 50. Ampliacion de la zona aromatica en los espectros de los compuestos 11c y 11e.
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La Tabla 19 muestra un resumen de las sefiales de los intermediarios y el compuesto lla
como ejemplo representativo de los compuestos finales. De manera general puede sefalarse
que el desplazamiento quimico de las sefiales del anillo bencenoide es entre 7.00 y 8.10 ppm,
con el patron de sefiales dependiendo si el compuesto puede adoptar la forma ceto o enol como
se comento anteriormente.

Tabla 19. Sefiales en RMN'H (DMSO-d;) de los intermediarios para la sintesis de los
derivados de imidazo[4,5-b]quinolina y el compuesto 3a (desplazamiento quimico & en ppm,
constantes de coplamiento J, en Hz)

H-8 0 H-8 R,
R
H-7 1 H-7 NN
| S
H-6 N NH, H-6 NN
H-5 H H-5 :
Compuesto | 11a 111 11c 11m 11e 3a
R, H N=N-C¢H4- | NH, NHAc | ——--
SO;H
R, e Cl NHAr
H-5 7.90 (dd, 8.10 (d, 7.93 (dd J= | 7.93 (dd, 8.03 (ddd 7.90 (dd, J=
J=8.7,1.5) | J=8.4) 8.4,0.9) J=8.7,15) |J=84,12) [ 84,12
H-6 7.42 (ddd, 7.58 (ddd, | 7.32 (ddd 7.51 (ddd, | 7.72 (ddd 7.59 (ddd, J=
J=8.7,6.9, | J=8.4,6.9 J=8.4,6.8, | J=8.7,6.9, |J=84,638, |84,6.9 1.2)
1.5) 1.2) 0.9) 1.5) 1.2)
H-7 7.09 (ddd, 7.23 (dd, 7.07 (ddd 7.17 (ddd, | 7.61 (ddd 7.35 (ddd, J=
J=8.7, 6.9, J=8.4,6.9 J=84,6.8, | J=8.7,6.9, |J=84,6.8, |84,6.9 1.2)
0.9) 1.2) 0.9) 1.2) 1.2)
H-8 7.25 (d, 7.31 (d, 7.29 (dd J= | 7.34 (d, 8.25 (dd, 8.17 (dd, J=
J=8.7) J=8.4) 8.1,0.9) J=8.7) J=J=8.4, 8.4,1.2)
1.2)
Otras 5.25 (s, 1H) | 7.64 (sa, 599 (s,2H | 2.19(s,3H | 2.62 (s, 3H, | 2.48 (s, 3H,
sefales N-C=CH 4H) se intercambia | grupo grupo grupo metilo)
6.18 (s, asignaron D,0O, NH,) | acetilo) metilo) 6.83-7.18
intercambia | al grupo (senales del
D,0, 2H, fenilazo 6.48 (s, anilllo de
NH,) intercambia anilina)
D,0, 2H) 8.90 (s, 1H,
NH, intercambia
D,0O, NHAr)
10.96 (sa, 12.56 (sa, 1H,
1H) NHAC intercambia
D,0, NH del
imidazol)

En la Tabla 20 se muestra una comparacion entre los desplazamientos quimicos de los
compuestos triciclicos 4’-metoxi sustituidos sintetizados en esta tesis. Los patrones encontrados
son similares independientemente del sustituyente en el anillo de anilina. Con base en esto
puede proponerse que la sustitucion del atomo de azufre por un atomo de nitrégeno, ocasiona
que el desplazamiento quimico de las senales del sistema triciclico sea inferior, lo que sugiere
un efecto de proteccion, similar al que ocurre cuando se cambia el sustituyente de la posicién 2
de un metiltio a un grupo alquilamino en las tiazolo[5,4-b]quinolina. En los estudios de modelado
molecular esto se vera reflejado en un incremento en el potencial molecular electrostatico en los
anillos bencenoide y central debido a un aumento en la densidad electrénica en estas zonas en
las moléculas de imidazoquinolina.
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Tabla 20. Comparativo entre el desplazamiento quimico (8, ppm, en DMSO-dg) de los
protones del sistema triciclico de los derivados 4’-OMe sustituidos

HN
H-8 N
H-7 AN
CL»
H-6 N/ X

H-5

8d 9d 1d 3d

X S S S N
R SMe SO,Me NH(CHz)z(NEt)z Me
-CH; 2.28 323 | - 2.44
H-5 7.95 7.97 7.79 7.83
H-6 7.90 7.94 7.52 7.55
H-7 7.64 7.65 7.36 7.28
H-8 8.66 8.65 8.06 8.18

En los espectros de masas, solo se pudo verificar que el peso molecular corresponde al
de las estructuras propuestas, ya que por la técnica en que se analizaron las muestras (FAB) no
se aprecian claramente los patrones de fragmentacion. Se logra apreciar solamente un
fragmento M-1 con una abundancia relativa del 10%, el posible patron de fragmentacion se
ilustra en la figura 51.

/
/
/

O @) @)

A, Qo Q,

M-1, 10% (m/z 303)

Figura 51. Posible patrén de fragmentacién de los derivados de
9-anilinoimidazo[4,5-b]quinolina.

56



ANALISIS DE RESULTADOS

5.2 Modelado molecular de compuestos triciclicos anilino sustituidos

Para explicar las diferencias en el cumplimiento de los requerimientos estructurales para
la actividad citotoxica de las 9-anilinoacridinas y de el de sus isésteros, se decidié realizar
estudios de modelado molecular de varios compuestos triciclicos 9-anilino sustituidos tanto
como moléculas aisladas por calculos ab initio (HF 6-31 G*) como en complejos de intercalaciéon
con el ADN usando el método y campo de fuerza AMBER, dado que las propiedades
electronicas y geométricas de los agentes intercalantes tienen un papel importante en su
afinidad y selectividad por determinadas secuencias de ADN. Las moléculas analizadas, asi
como las claves con las que se designharon para faciliatr el analisis de este apartado, se
muestran en la Figura 52.

Adicionalmente se modelaron algunas moléculas que se han sintetizado en nuestro
grupo de trabajo para el analisis de relacién estructura-actividad citotéxica que se discute en el
apartado 5.3. Estos datos se comentaran en el apartado 5.2.3.

R1 Ry R1
4'R, R, R,
. g
1@ HN", HN HN HN
9 N, N \
-~ AN X
L s - )
S s ~ —
N N~ ~S N H N~ O
A1H R;=R,=H T1H R,=R,=H IMH R,=R,=H F1H
A3CN R;=CN R,=H T3CN R{=CN R,=H I3CN R{=CN R,=H
A4CN R;=H R,=CN T4CN R;=H R,=CN I4CN R{=H R,=CN
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Figura 52. Compuestos analizados por modelado molecular
y descripcion de los angulos diedros ta y tb.

5.2.1 Modelado molecular de las moléculas aisladas

El protocolo empleado para el modelado molecular de los compuestos de la Figura 53,
se describe con mayor detalle en la parte experimental. En resumen las moléculas se
construyeron a partir de fragmentos convencionales implementados en el programa
Spartan’08'>® y se minimizé su energia mediante el método de mecanica molecular MMFF94. A
continuacion se realiz6 el analisis conformacional de todos los compuestos variando los angulos
diedros ta (formado por los atomos C8a-C9-N-C1’) y tb (formado por los atomos C9-N-C1’-C2’)
que se muestran en la Figura 53. El conférmero de menor energia se selecciond y se optimizé
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su geometria nuevamente con el método semiempirico PM3. Esta geometria inicial se optimizé
nuevamente y se calcularon sus propiedades electronicas con el método ab initio HF 6-31G*. La
Tabla 21 resume algunas de las propiedades calculadas.

Tabla 21. Algunos parametros calculados para los compuestos de la Figura 52

mediante HF 6-31G*

a (°) tb (°) | EHOMO | E LUMO Dipolo Log P
(eV) (eV) (Debye) (Ghose-
Crippen)
A1H -80.48 3.97 -7.4781 1.5047 2.2066 4.4912
A3CN -84.39 7.19 -7.8013 1.2163 3.3251 4.5245
A4CN -86.21 9.23 -7.8686 1.1610 5.2428 4.5245
A3NH2 -82.90 6.47 -7.4512 1.5460 3.1156 3.6884
A4NH2 -68.12 23.07 -7.1831 1.7102 3.3401 3.6884
A3ClI -83.29 6.52 -7.6629 1.3495 0.6773 5.0494
A4CI -82.04 5.04 -7.6368 1.3554 2.2833 5.0494
A30Me -84.24 9.08 -7.5014 1.5136 2.7304 4.3648
A40OMe -68.60 19.31 -7.2549 1.6637 3.9872 4.3648
T1H -59.54 18.72 -7.7398 2.0506 3.7510 5.6132
T3CN -63.38 12.67 -8.0843 1.7063 2.1396 5.6465
T4ACN -68.38 1.20 -8.1635 1.5951 4.0305 5.6465
T3NH2 -61.84 13.31 -7.7032 2.0693 4.5764 4.8104
T4NH2 -54.29 33.25 -7.5350 2.2152 4.8971 4.8104
T3CI -62.65 13.37 -7.9358 1.8663 1.4274 6.1714
T4Cl -61.34 15.88 -7.9013 1.8833 2.2842 6.1714
T30OMe -61.66 12.52 -7.7372 2.0456 45177 5.4868
T40Me -54.68 30.95 -7.6177 2.1751 5.2612 5.4868
I1H -60.89 14.41 -7.4356 2.4239 2.4416 4.6940
I3CN -63.95 9.95 -7.7912 2.0543 6.5274 47273
14CN -69.26 1.63 -7.8828 1.9570 7.4377 47273
I3NH2 -62.40 10.12 -7.3918 2.4582 3.5850 3.8912
14NH2 -53.97 32.52 -7.2299 2.6145 1.2184 3.8912
13CI -63.46 10.13 -7.6390 2.2368 3.9599 5.2522
14CI -62.27 12.49 -7.6043 2.2530 4.0910 5.2522
I30Me -62.83 10.62 -7.4601 2.3999 3.0899 4.5676
140Me -54.97 29.78 -7.3049 2.5707 2.2630 4.5676
F1H -69.73 6.74 -7.7084 2.1345 3.8045 n.d.
R1H -56.46 21.50 -7.7578 2.0155 2.3456 4.6628
AZQ-1,9 -52.64 23.10 -7.4121 1.4985 1.3549 3.5877
AZQ-4,9 -106.6 1.77 -7.7609 1.3178 4.7082 4.3616

Cabe mencionar que en el caso de la serie | en la cual pueden existir dos tautdmeros
(Figura 53), se eligio el tautdmero 3H, al ser éste de menor energia que el tautémero 1H por 5
kcal/mol en los calculos ab initio. Esto puede explicarse en parte por repulsion de tipo estérico
entre el anillo de anilina y el protén de la posicién 1, que ocasiona que este protdn se encuentre
fuera del plano del sistema triciclico en el caso del tautdmero 1H (una desviacion de 8.1 ° en el
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tautdmero 1H y una desviacion de 0.9 ° en el caso del tautdbmero 3H) como puede apreciarse en
la Figura 53.

H
x—N
o

N N

Tautémero 1H

Tautémero 1H Tautémero 3H

(a)

Tautéomero 1H Tautéomero 3H

(b)

Figura 53. Tautémeros en las 9-anilinoimidazo[4,5-b]quinolinas y geometria optimizada de
los conférmeros de minima energia obtenida por calculos ab initio (a) vistos desde la cara Re y
(b) vistos desde la posicion 2 del nucleo triciclico.

A continuacién se describen los aspectos analizados y las diferencias y similitudes
encontradas entre los diferentes sistemas triciclicos anilino sustituidos. En el anexo 4 aparecen
las imagenes de todos los compuestos analizados, para fines explicativos en este apartado sélo
se muestran algunos ejemplos representativos.
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a) Posicion del anillo de anilina respecto al nucleo triciclico

Es interesante notar las diferencias entre los valores para los angulos diedros. En el
caso de los derivados de acridina (serie A), el valor de ta es alrededor de -80°, mientras que en
las series T e | los valores son alrededor de -65°, excepto en los derivados 4’ sustituidos con
grupos electrodonadores donde el valor es alrededor de -54° a -68°, lo cual coincide con
reportes en la literatura para los derivados de 9-anilinoacridina.’® ' E| valor de tb en los
compuestos sustituidos en las posiciones 3’ es entre 3-9° para la serie A, lo que indica que el
anillo de anilina esta ortogonal al nucleo triciclico, mientras que en las series T e | es entre 10 y
18°, lo cual coincide con los datos sugeridos en los experimentos NOESY, respecto a la
relacion oblicua que guarda el anillo de anilina respecto al nucleo ftriciclico en estos
derivados.'®

Una propuesta inicial para explicar estas diferencias fue la existencia de una interaccion
de tipo electronico entre el anillo de anilina con la densidad electrénica del atomo en la posicidon
1 del sistema ftriciclico. Una primera aproximacion fue tratar de hallar una correlacion entre el
parametro electrénico de Hammet (o), como se muestra en la Figura 54. El haber encontrado
una correlacion relativamente buena (mejora al excluir los compuestos 4’ sustituidos), sugiere
que el valor del angulo diedro ta esta influenciado por parametros electrénicos.

Ademas se estudié el arreglo espacial de los compuestos de las series R, F y AZQ. Los
valores de los angulos ta y tb en los compuestos R1H y AZQ-1,9 fueron similares a los de los
compuestos de las series T e |, estos compuestos tienen en comun que presentan un atomo de
nitrégeno en la posicion 1 del nucleo triciclico. Por otra parte, en los compuestos F1H y AZQ-
4.9, los valores de ta y tb son mas cercanos a los de la serie A, todos estos compuestos tienen
un atomo de carbono en la posicidén 1, lo que sugiriere que la densidad electronica en esta
posicion juega un papel importante en el posicionamiento del anillo de anilina. Esto se verificé al
encontrar una correlacion entre el valor de la carga electrostatica en el atomo de la posicion 1
con el valor del angulo ta (r>= 0.9043, Tabla 20), lo cual soporta la idea de que la posicién del
anillo de anilina esta influida por efectos electronicos.

Figura 54. Correlacion entre ta y el parametro electronico de Hammet.
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b) Cargas electrostaticas de los atomos de nitrogeno

Dado que los atomos de nitrégeno son reconocidos como importantes para la interaccion
de los ligantes con las biomoléculas, las cargas electrostaticas de estos atomos en el sistema
triciclico se calcularon y se muestran para los compuestos cabezas de serie en la Tabla 22. El
valor de la carga electrostatica en el atomo del anillo central (N4) es mayor en los compuestos
R1H y T1H en comparacion con el resto de los compuestos. Ademas, dado que se ha postulado
que los grupos funcionales en el anillo de anilina podrian estar implicados en interacciones con
la ADN topoisomerasa I, se decidié observar si habia cambios en las cargas electrostaticas que
fueran inducidos por el nucleo ftriciclico; sin embargo, no se observaron diferencias
significativas.

Tabla 22. Cargas electrostaticas en los atomos de nitrégeno de algunos de los compuestos
analizados y su correlacién con el angulo diedro ta
(mostrado en negrita en la figura)

v
HN

\X1

>

—

N Y
N4
Valor de carga electrostatica
Compuesto X Y 1 N4 N1' 1a (°)
A1H CH=CH CH -0.133 -0.706 -0.756 -80.5
T1H N S -0.363 -0.464 -0.641 -59.5
I1H N NH -0.691 -0.653 -0.662 -60.9
F1H CH 0] -0.372 -0.703 -0.757 -69.7
R1H N S -0.562 -0.463 -0.6 -56.5
AZQ-1,9 N=CH CH=CH -0.598 -0.661 -0.559 -52.6
AZQ-4,9 CH=CH CH=N 0.294 -0.757 -0.768 -107
rconta | [ 0.9043 | 0.4207 | 0.6672 |

c) Diferencias en los valores energéticos del HOMO y el LUMO

Varias fuerzas se han postulado como estabilizantes del complejo de intercalacion
ligante-ADN; como fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, fuerzas electrostaticas,
complejos de transferencia de carga e interacciones de orbitales frontera.*” En particular se ha
sugerido que esto se origina por la interacciéon del HOMO de los pares de bases con el LUMO
del croméforo. Por ello se decidié estudiar lo anterior a partir de los valores de energia y de la
distribucion de los orbitales HOMO y LUMO en los compuestos triciclicos.

Como se esperaba, el valor de la energia del HOMO y el LUMO esta relacionado con la
naturaleza de los sustituyentes en el anillo de anilina, con valores menores en los compuestos
con grupos electroatractores en las posiciones 3° o0 4’ como se aprecia en la Tabla 19. Los
valores mas bajos en la energia del LUMO se observan en las series Ay AZQ, lo que sugiere
que estos compuestos pueden unirse mejor al ADN por intercalacién que el resto de los
derivados analizados. Esto es al menos cierto para los derivados de la serie T, segun se ha
demostrado experimentalmente.'*®
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La distribucion de los orbitales LUMO se muestra en la Figura 55. En los compuestos de
las series T, |, Ry F se observa que esta distribucion es asimétrica, mientras que en las series
A y AZQ es simétrica. Si esta asimetria le confiere selectividades diferentes por ciertas
secuencias de ADN es algo que no se sabe aun, pero es un factor que debiera considerarse en
futuros estudios. La misma situacion se observé en el caso de la distribucion de los orbitales

HOMO.
HN :
L
N/

&a

A1H T1H 1H

e we

AZQ-1,9 AZQ-4,9
Figura 55. Distribucion de los orbitales LUMO en algunos de los compuestos estudiados.
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d) Magnitud y direccion del momento dipolar

Se ha reportado que el momento dipolar puede jugar un papel importante en la afinidad
al ADN ™* o en la unién al ADN de algunos intercalantes,'® por lo que la magnitud y orientacion
del momento dipolar también se consideraron en el presente estudio.
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En los compuestos analizados cuando no habia sustituyentes en el anillo de anilina o
éstos eran electrodonadores, el momento dipolar se orienté hacia el nucleo triciclico; mientras
que cuando eran electroatractores el dipolo se orienté hacia el anillo de anilina. Esto puede
racionalizarse con base a una “competencia” o “cooperatividad” entre los sustituyentes del anillo
de anilina y el atomo de nitrégeno central del nucleo triciclico como se ilustra en la Figura 56.
Mientras que los grupos electrodonadores aumentan la densidad electronica hacia el anillo de
anilina, lo cual aumenta la densidad en la zona cercana al nucleo ftriciclico, los grupos
electroatractores la atraen hacia si, lo cual disminuye la densidad electrénica en la zona

cercana al nucleo triciclico.
HN HN Jt

O

HN ;r
X T ¢ X T X
A1H A4NH2 A4CN
Dipolo=2.20 Dipolo=3.34 Dipolo=5.24

Figura 56. Posible explicacion de las diferencias encontradas en la orientacion del momento
dipolar.

Por otra parte, la magnitud del momento dipolar es dependiente de la naturaleza de los
sustituyentes y de su posicion en el anillo de anilina. De manera general, la incorporacion de un
sustituyente electrodonador o electroatractor incrementé la magnitud del momento dipolar,
especialmente si se incorporaban en la posiciéon 4’

La estructura del nucleo triciclico afecta también la magnitud y la direccion del momento
dipolar. De manera general, en los derivados de imidazo[4,5-b]quinolina los valores del
momento dipolar fueron mayores en comparacion con el resto de los derivados ftriciclicos.
Ademas en los derivados de imidazoquinolina la orientacion del momento dipolar fue distinta en
comparacion con los demas nucleos, mientras en el resto de los nucleos el momento dipolar se
orientd hacia el anillo de anilina o el anillo central del ndcleo triciclico, en los derivados de
imidazoquinolina se orientd hacia el anillo bencenoide del nucleo triciclico como se observa en
la Figura 57.

e) Potencial molecular electrostatico

Estudios realizados por Medhi y colaboradores'® sugieren que aunque la cadena lateral
es importante para determinar la especificidad por cierto tipo de bases, variaciones en el
potencial molecular electrostatico (PME) pueden afectar la afinidad por ciertas secuencias y
esto podria lograrse a través de modificaciones en la estructura del croméforo. En particular, en
este estudio, se sefala que zonas de bajo PME podrian favorecer la intercalacion. La Figura 58
muestra un mapa del PME para algunos compuestos a -20 A/Bohr. Se observa que todos los
compuestos muestran zonas con alto PME alrededor de los atomos de nitrogeno, los
compuestos de las series A, | y F muestran zonas adicionales en el anillo bencenoide, siendo
particularmente amplia en la serie |, lo cual podria repercutir en su capacidad intercalante de los
compuestos de esta serie..

Estos resultados muestran que la sustitucion isostérica del nucleo triciclico en las 9-
anilinoacridinas afecta las propiedades electronicas y geométricas del compuesto resultante.
Las diferencias mas importantes son la posicion del anillo de anilina respecto al nucleo triciclico,
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los valores energéticos del HOMO y LUMO vy la direccién y magnitud del momento dipolar.

Estas diferencias son relevantes para la actividad citotéxica de estos compuestos como se
analiza mas adelante.

jog o o)
HN HN HN

x—N

N N
P >—SMe P >—Me

N N~ S N H

AMlH R=H TIH R=H MH R=H

A4NH, R= NH, T4NH, R= NH, I4NH, R= NH,

A4CN R=CN T4CN R=CN I4CN R=CN

A1H A4NH2 A4CN

T1H T4NH2

I1H

14NH2

14CN
Figura 57. Orientacion del momento dipolar en algunos compuestos triciclicos analizados.
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F1H AZQ-1,9 AZQ-4,9

Figura 58. Mapas del PME a un isovalor de -20 A/Bohr para algunos de
los compuestos estudiados.

5.2.2 Modelado molecular de los complejos de intercalacion con ADN

Para obtener mayor informacion sobre la influencia del tipo de sistema ftriciclico en la
geometria de los complejos de intercalacion, se decidieron hacer estudios de docking sobre
secuencias de ADN empleando el programa Hyperchem 7.0'®* usando el protocolo de
AMBER."® Los detalles sobre la metodologia empleada se exponen en el apartado de Parte
experimental. Para este estudio solo se consideraron los compuestos de las series A, T, |,
sustituidos con grupos ciano y amino, ademas de los compuestos R1H, F1H y AZQ-1,9.
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Debido a que no existen, al momento de escribir este trabajo, estructuras cristalinas
sobre complejos de intercalacién de derivados triciclicos anilino sustituidos, no se podia elegir
una estructura inicial para hacer los estudios, por lo que ciertas consideraciones tuvieron que
realizarse:

e La eleccion para la secuencia de estudio estuvo basada en reportes previos que
sugieren que el uso de la secuencia 5-CGCGCG _CGCGCG-3’, (dodecamero de Drew)
al ser una secuencia bien estudiada.'® El sitio G C fue donde se colocd el compuesto
triciclico. Los estudios preliminares se hicieron con los compuestos A1H, T1H e I1H

e Se realizaron estudios de docking manual, insertando el compuesto triciclico entre el par
de bases a estudiar. Posteriormente se minimizo la energia a 0.1 kcal/Amol para crear el
complejo de intercalacion inicial.

e El anillo de anilina podia colocarse en el surco menor o en el surco mayor, pero estudios
sobre la cinética de la formacion del complejo de intercalacién y estudios in silico previos
realizados en derivados de la amsacrina sugieren que se coloca en el surco menor'®
por lo que inicialmente, se colocd el anillo de anilina en este surco. Posteriormente, se
hicieron los estudios colocando el anillo de anilina en el surco mayor, pero los complejos
resultantes eran mayores en energia a los complejos en los que el anillo de anilina se
colocé en el surco menor.

e Debido a que los nucleos de las series T e | presentan caras heterotdpicas, se
modelaron tanto colocando la cara Re como con la cara Si del nucleo triciclico en
direccion 5’23 (ver Figura 59). Con el campo de fuerza AMBER no se encontro
diferencia entre una u otra orientacion del nucleo triciclico en el sitio de intercalacion.
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J\f"“) N.])

| 14 I
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\
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gura 59. Orientacion de los nucleos triciclicos con caras heterotépicas en el sitio de
intercalacion. Los cuadrados transparentes representan bases nitrogenadas y el anillo de

anilina esta colocado en el surco menor.
La Figura 60 resume estas consideraciones iniciales

Los estudios preeliminares en la secuencia 5-CGCGCG CGCGCG-3’ mostraron que la
insercion del compuesto triciclico unicamente afecta a los tres pares de bases adyacentes en
direccion 3’ y a los tres pares de bases adyacentes en direccion 5’, por lo que para fines de
simplificacién, solamente se ocuparon 6 pares de bases, quedando la secuencia empleada para
todos los estudios 5'-CGX YCG -3, donde X Y es cualquier par razonable de bases (AA, AC,
AG, AT, CC, CG, GC, TA, TC TG). En este caso se volvieron a hacer las consideraciones
sefaladas en los puntos anteriores obteniendo las mismas conclusiones que en los estudios
preeliminares.
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Ademas, dado que no se conoce la posicidon del anillo de anilina dentro del sitio de
intercalacion, se realizé un analisis conformacional sobre los angulos diedros ta y tb (ver la
Figura 56 para la definicién de estos angulos) a fin de observar si existe alguna posicion
preferente donde se ubique el anillo de anilina dentro del surco menor. Se observé que el anillo
de anilina puede moverse con cierta libertad dentro del sitio de intercalacion, variando el angulo
ta entre 70 y 120 °, tendiendo a estar mas cerca de 90 ° en el caso de los derivados de acridina
y mas cercano a 70-80 ° en el caso de los demas derivados, lo que coincide con los resultados
de los célculos ab initio.

El complejo de menor energia resultado de este analisis conformacional fue el que se
eligié para hacer el resto de los analisis.

Secuencia inicial Se coloc6é manualmente el ntcleo Se obtuvo la geometria de los
5-CGCGCGCGCGCG-3 triciclico entre un par de bases complejos de intercalacion
para cada combinacién
ADN-intercalante
Figura 60. Estudios preeliminares para obtener los modelos iniciales
para hacer los modelos de intercalacion

Los andlisis que se realizaron a estos complejos incluyeron:

e Posicion del nucleo triciclico dentro del sitio de intercalacion. En general se observé que la
sustitucién de nucleo triciclico no afecta la posicidn que aguarda el sistema planar dentro del
sitio de intercalacion. Como ejemplo se muestra en la Figura 61 los complejos de
intercalacion de los compuestos A1H y T1H con la secuencia 5-CGCGCG-3’ en los que
puede apreciarse que la disposicion espacial de ambos nucleos triciclicos en el sitio de
intercalacién es practicamente la misma.

e Obtencion de la energia de formacién aparente (Ea). Esta se calculé mediante la férmula Ea
= Ecomplejo- (Eintercalante+Esecuencia ADN)."® Estos calculos se hicieron tanto con los
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valores de energia obtenidos con el campo de fuerza AMBER (Eamger) Y con el campo de
fuerza AM1 (Eam), este campo de fuerza se eligié en base a estudios previos sobre purinas
y pirimidinas que indican que existe buena correlacién entre los resultados experimentales y
los calculos realizados con este campo de fuerza.'® Para el caso de Eay sélo se
consideraron los pares de bases adyacentes al compuesto triciclico (como los pares de
bases indicados en color verde en la Figura 61).

(A)

(B)

Figura 61. Complejos de intercalacion de los compuestos A1H y T1H con la secuencia
5-CGCGCG-3’ vistos desde (A) el surco menor y (B) la posicion 3.

Las Tablas 23 y 24 muestran los valores de Eavser ¥ de Eaws Obtenidos para cada
combinacion intercalante-ADN. Mientras que para los célculos con AMBER la secuencia
preferida por todos los compuestos fue la 5-CGC GCG-3’ en los célculos con AM1 la secuencia
preferida en general fue la secuencia 5-CGA TCG-3’ lo cual coincide con datos reportados
previamente para derivados de acridina, particularmente de amsacrina.”® Esto importante
destacarlo ya que datos experimentales que sugieren que el sitio de ruptura inducido por
derivados de acridina tiene preferentemente una adenina en posicion 5'.°'
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Tabla 23. Energias de formacion aparentes calculadas con el campo de fuerza AMBER
(EAMBER)

AA AC AG AT CcC CG GC TA TC TG

A1H -58.64 | -58.73 | -53.75 | -62.79 | -58.28 | -65.80 | -57.91 | -58.36 | -56.71 | -56.05

A3CN -60.22 | -58.76 | -66.33 | -58.70 | -54.07 | -64.46 | -54.35 | -567.29 | -56.50 | -54.21

A4CN -62.68 | -53.34 | -62.06 | -58.41 | -52.84 | -65.68 | -58.35 | -55.94 | -63.33 | -52.67

A3NH2 | -61.53 | -54.69 | -56.00 | -59.22 | -59.59 | -64.58 | -60.02 | -60.02 | -56.15 | -55.15

A4NH2 | -60.92 | -52.57 | -60.46 | -58.52 | -565.21 | -65.26 | -54.98 | -64.74 | -61.28 | -54.42

T1H -44.69 | -55.36 | -49.76 | -57.01 | -58.28 | -66.52 | -63.68 | -59.18 | -64.12 | -58.02

T3CN -46.19 | -52.18 | -46.11 | -52.46 | -60.11 | -67.89 | -61.73 | -46.82 | -58.38 | -47.45

T4CN -46.25 | -54.41 | -51.63 | -58.58 | -60.59 | -67.72 | -45.77 | -56.16 | -55.93 | -47.72

T3NH2 -45.47 | -54.19 | -47.19 | -54.32 | -60.16 | -67.07 | -51.43 | -42.88 | -66.16 | -52.87

T4NH2 -49.75 | -56.93 | -58.19 | -49.95 | -59.27 | -68.01 | -48.53 | -54.08 | -60.96 | -60.67

I1H -42.85 | -64.56 | -59.42 | -65.23 | -59.77 | -69.52 | -63.88 | -65.34 | -61.72 | -57.63

I3CN -45.10 | -62.47 | -53.51 | -62.12 | -62.31 | -71.90 | -62.14 | -61.13 | -59.98 | -58.77

14CN -45.00 | -60.39 | -56.90 | -61.72 | -61.82 | -71.30 | -60.03 | -61.34 | -63.18 | -57.07

I3NH2 -44.69 | -61.44 | -54.45 | -60.80 | -60.95 | -71.25 | -62.00 | -65.07 | -59.08 | -58.78

14NH2 -44.44 | -55.97 | -58.41 | -63.09 | -62.93 | -71.25 | -66.28 | -63.74 | -63.38 | -56.39

F1H -59.84 | -61.46 | -58.10 | -63.34 | -55.56 | -63.76 | -66.29 | -58.68 | -61.33 | -57.58

R1H -49.35 | -60.13 | -55.04 | -60.95 | -56.13 | -66.98 | -62.45 | -59.90 | -57.74 | -55.64

AZQ-4,9 | -63.00 | -56.69 | -53.08 | -60.87 | -62.12 | -62.84 | -55.76 | -58.25 | -56.54 | -56.96

En los célculos con AM1 se encontré que el cambio de nucleo triciclico no cambié de
manera sensible la selectividad por alguna u otra secuencia, en cambio si se observé que las
cadenas laterales pueden afectar en gran medida la afinidad por el ADN, como esta
ejemplificado al comparar el compuesto T1H con el compuesto R1H, el primero con un grupo
metiltio en la posicion 2, tiene una mayor energia de formacién en comparaciéon con el segundo
que no tiene sustituyentes en esta posicién. Por otra parte, los derivados de acridina y
benzo[b]naftiridinas tendrian mayor afinidad que el resto de los compuestos friciclicos, como fue
sugerido en los calculos ab initio del apartado anterior. Esto es cierto al menos para los
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina que mostraron menor afinidad por el ADN que las acridinas
en experimentos de desplazamiento de bromuro de etidio. '
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Tabla 24. Energias de formacion aparentes calculadas con el campo de fuerza AM1 (Eaw1)

AA AC AG AT CC CG GC TA TC TG
A1H 9.02 | 18.17 | 859 | -5625 | 6.16 | 18.63 | 3.27 | 0.97 | 2.88 | 11.97
A3CN | 465 [1463 | 6.65 | -4.39 | 4.76 | 23.87 | -5.69 | 5.60 | -2.46 | 14.06
A4ACN 149 | 512 | 6.09 | 226 | 7.68 [ 29.74 ]| -0.56 | 6.78 | 5.35 | 11.03
A3NH2 | 314 | 0.50 | 8.71 | -0.08 | 16.16 | 18.36 | 13.62 | 9.09 | 1.93 | 18.88
A4NH2 | 084 | 0.41 | 1249 | 119 | -3.75 | 16.73 | 1.37 | 1.79 | 2.76 | 12.86

T1H 11.26 | 15.93 |1 29.63 | 2.23 | 8.21 | 18.35| 15.81 | 15.24 | -0.87 | 19.59
T3CN 5.36 | 4.39 | 39.39| -0.11 | 8.19 [21.03 | 8.39 | 8.58 | 13.43 | 27.44
T4CN |[11.33 | 8.63 | 26.05| -5.64 | 11.46 | 15.34 | 4.37 | 10.80 | 0.44 | 28.84
T3NH2 | 12.68 | 27.11 | 32.05| 7.01 | 1.63 | 15.69 | 10.96 | 13.98 | 1.21 | 19.91
T4NH2 | 12.59 | 1655 | 8.45 | 12.73 | 13.17 | 16.35 | 7.34 | 11.86 | 15.41 | 26.64

I1H 0.61 | 11.00|12.45| -0.98 | 5.58 | 11.07 [ 15.81 | 2.85 | 4.96 | 12.70
I3CN 745 | 574 12088 | 7.52 | 9.78 [ 19.01 | 7.42 | 9.00 | 9.86 | 16.05
14CN 9.29 | 17.53 |14.63 | 5.37 | 6.82 | 25.45|20.57 | 15.56 | 0.32 | 10.43
I3NH2 | 589 | 540 [ 10.89| 0.05 | 4.05 |[14.21| 880 | 1.70 | 12.12 | 13.82
I4NH2 | 1747 | 6.51 | 26.87 | -1.28 | 3.63 | 18.79 | 18.86 | 3.33 | 7.83 | 14.41

F1H -0.39 | 791 | 814 | -540 | 8.12 | 10.01 | 6.75 | 10.60 | 0.52 | 12.37
R1H 198 | 754 | 5.00 | 3.23 | 8.71 | 14.61| 5.77 | 6.18 | -2.20 | 6.69
AZQ-49 | 1248 | -049 | 1.02 | -3.63 | -7.29 | 1211 | 1.27 | 7.45 | -4.27 | 5.57

e Propiedades geométricas del ADN. Para la evaluacidén de estas propiedades se eligio el
programa 3DNA'", el cual calcula algunos parametros geométricos segln la convencion de
Cambridge para la medicién de parametros helicales del ADN.'¥? Estos parametros se
muestran en la Figura 62.

Z Z Z
y ; ;’T . g# éx Yo ; EI

Shear (Sx) Buckle (x) Stretch (Sv)
. Z Z
¥ X X
\ X Y y
J
Propeller (o) Stagger (Sz) Opening (o)

Figura 62. Parametros helicales del ADN evaluados con el programa 3DNA. "’

Se observd que dos factores afectaron principalmente estos parametros, la naturaleza
del nucleo triciclico y la posicidén del sustituyente. La Tabla 25 muestra la variacion promedio
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respecto a la secuencia de ADN sin intercalante de los parametros helicales, agrupados por el
tipo de nucleo ftriciclico y dependiendo si tenian sustituyentes en las posiciones 3’y 4’

Tabla 25. Variacién de los valores helicales en secuencias de ADN con compuesto triciclico
intercalado y sin intercalante. Valores promedio agrupados por tipo de intercalantes y por patrén
de sustitucion’

Agrupado por nucleo triciclico Agrupado por patrén de
sustitucion

Serie | Serie | Serie Sin sust. Sust Sust
A T | en 3’ en 4

Sx4 -0.45 -0.13 -0.42 | Sxq -0.29 -0.34 -0.28
Sy, 0.23 0.27 0.17 Sy, 0.16 0.23 0.21
Sz, 0.94 0.46 0.71 Sz, 0.82 0.72 0.66
KB 2451 | 16.48 | 16.10 K1 21.28 18.49 18.91
®B 15.98 | 21.39 | 20.85 o 18.31 19.31 19.02
ol 4.69 2.09 2.63 o, 2.44 1.61 1.22
Sx, 0.42 0.87 0.50 Sx, 0.58 0.50 0.60
Sy, 0.33 0.50 0.37 Sy, 0.27 0.41 0.38
Sz, 0.77 0.80 0.70 Sz, 0.82 0.74 0.74
K2 23.07 | 1548 | 18.49 K, 21.23 19.10 18.65
W, 17.82 | 23.09 | 21.57 ®, 18.38 20.64 21.02
o2 5.61 3.24 4.37 c, 3.34 5.38 3.95

'El subindice 1 indica el par de bases en posicién 5’, el subindice 2, el par en posicién 3.
La variacion de Sx, Syy Szestaen A x, oycen®

Al analizar por tipo de nucleo ftriciclico se aprecia que para el nucleo de acridina, los
valores de k son ligeramente mayores, pero los valores de ® son menores. Esto indica que en
los derivados de acridina la apertura del sitio de intercalacion es ligeramente mayor (por un
mayor del valor de k), pero ocasiona una menor distorsién entre los pares de bases (por un
menor valor del valor de ®). Ambas observaciones sugieren que el acomodo de los derivados
de acridina pudiera favorecer una mejor interaccion de los pares de bases con el nucleo
triciclico y esto puede explicar, en parte, la mejor afinidad de los derivados de acridina respecto
a los demas nucleos triciclicos.

Por otra parte, al analizar el patrén de sustitucion se observa de modo similar al analisis
del parrafo anterior, que cuando no hay sustituyente en el anillo de anilina hay un mejor
acomodo del compuesto triciclico en el sitio de intercalacion. Esto permitiria explicar porque en
algunas ecuaciones de modelos QSAR sobre la actividad citotdxica o la capacidad intercalante
de derivados de acridina, suele aparecer un componente estérico negativo.'”® Cabe sefalar que
la presencia de grupos electrodonadores o electroatractores es importante para la intercalacion
o para la actividad citotéxica ya que también hay factores electrénicos, no solamente estéricos
0 geométricos, que estan relacionados.

De esta serie de estudios in silico sobre los complejos de intercalaciéon de compuestos
triciclicos anilino sustituidos, puede concluirse que la sustitucién isostérica del nucleo triciclico
en los derivados de 9-anilinoacridina, ocasiona una serie de cambios electronicos y geométricos
que inciden en su capacidad intercalante. Particularmente, se observa que aunque la posicién
del ndcleo ftriciclico dentro del sitio de intercalacion no se afecta por el cambio del sistema
policiclico, si se afecta la posicion de las bases adyacentes al compuesto intercalado, lo cual
puede afectar la interaccion ADN-intercalante. La disposicion espacial que tiene el compuesto
policiclico dentro del sitio de intercalacion es importante de considerar. Estudios recientes
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sefalan que no solo la capacidad intercalante, sino la geometria del complejo son importantes
para la actividad citotoxica en derivados de naftopirrol,’® por lo que los complejos de
intercalacién de compuestos ftriciclicos con diferentes secuencias de ADN, deberian de
estudiarse para un mejor disefio de agentes intercalantes.

5.3 Modelado molecular de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina
empleados para el anadlisis de relacién estructura-actividad

En los estudios de relacion estructura-actividad es crucial contar con descriptores
adecuados que, en principio, expresen propiedades electronicas y geométricas de la molécula.
Reportes en la literatura'*'*® sefialaron que algunos parametros como el momento dipolar y la
energia del LUMO tenian influencia en la actividad citotoxica de algunos agentes intercalantes.
Teniendo esto en cuenta, se decidieron calcular los angulos diedros ta y tb, los parametros de
la energia del HOMO y LUMO, el momento dipolar y el logP, de algunos compuestos que se
han sintetizado en nuestro grupo de trabajo. Estos compuestos incluyen derivados 2-metiltio
sustituidos (2a-c y 8a-m), 7-fluor-2-metiltio sustituidos (12a-e), 2-azaciclo saturado sustituidos
(13a-f) y 2-alquilamino sustituidos (1a-g compuestos etilendiaminosustituidos y 14a-e
propilendiamino sustituidos). Los calculos se realizaron del mismo modo que para los
compuestos del apartado 5.2.1. Los datos calculados aparecen en la Tabla 26.

Al analizar estos datos se encontré que la incorporacion de un atomo de flior en la
posicién 7 (compuestos 12a-e) ocasiona pocos cambios en los angulos diedros ta y tb, pero si
afecta parametros electronicos, hay una disminucion de los valores de energia del HOMO vy el
LUMO, lo que hizo pensar que podrian tener mejores propiedades intercalantes que los
compuestos sin fldor en la posicion 7 (compuestos 2a-c y 8a-m). Después se demostré
experimentalmente que no eran mejores intercalantes, ' una posible explicacién se discute mas
adelante.

Otro parametro que se modificé fue la magnitud del momento dipolar, pues se disminuyo
ligeramente y la orientacion del momento dipolar que cambio de orientarse al anillo central, a
orientarse hacia el anillo bencenoide (ver Figura 63). Estos cambios, se atribuyen a la
naturaleza electronegativa del atomo de fluor. Mas aun, al analizar los mapas del potencial
molecular electrostatico (Figura 64), puede notarse una zona de alto potencial alrededor de este
atomo.

Figura 63. Orientacion del momento dipolar en derivados 2-metiltio sustituidos
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Tabla 26. Datos de los compuestos considergdos dentro del analisis de relacion estructura-

actividad.

R4
| \/ DRy
N S
R4 Rz R3 Rs | ta(®) | b (°) E E Dipolo | LogP
HOMO | LUMO | (Debye)
(eV) (eV)
1a H E CN H |-7065| 150 |-7.7104 | 2.1397 | 56062 | 5.38
1b H E ¢] H |[-69.57| 366 |[-75732| 2.3277 | 4.5150 | 5.90
1c H E OMe H |-68.95| 163 |-7.3893 | 24934 | 4.9274 | 493
1d H E H CN |-7470| 6.67 |-7.7847 | 2.0948 | 7.1802 | 5.38
1e H E H Cl |-68.27 | 6.09 |-7.5426 | 2.3389 | 5.1324 | 5.90
1f H E H OMe | -59.79 | 26.88 | -7.2592 | 2.6343 | 52814 | 5.38
1h H E H H [-6572] 10.17 [ -7.3788 | 2.5031 | 4.8010 | 5.35
2a H SMe | COMe H |-61.35| 13.93 |-7.8532 | 1.8955 | 3.7300 | 4.92
2b H SMe | CO,Et H [-6047| 162 [-7.8177 | 1.9474 | 4.0548 | 5.77
2c H SMe OXM' H [-60.03 | 16.93 [ -7.7573 | 2.0148 | 3.4994 | 5.31
8a H SMe CN H |-63.38| 12.67 [ -8.0843 | 1.7063 | 2.1396 | 5.64
8b H SMe OMe H [-61.66 [ 1252 [-7.7372 | 2.0456 | 4.5177 | 5.48
8c H SMe Cl H |[-62.65]| 13.37 [-7.9358 | 1.8663 | 1.4274 | 6.17
8d H SMe H CN |-6838| 1.20 |-8.1635[ 1.5951 | 4.0305 | 5.64
8e H SMe H OMe | -54.68 | 30.95 | -7.6177 | 21751 | 5.2612 | 5.48
8f H SMe H Cl |-61.34| 1588 | -7.9013 | 1.8833 | 2.2842 | 6.17
8g H SMe H H -595 | 18.7 |-7.7398 | 2.0506 | 3.7510 | 5.61
8h H SMe NMe H |-61.63]| 14.01 |-7.6415| 2.0985 | 5.0154 | 5.11
8i H SMe (CO)E H |-63.04| 12.64 | -7.9398 | 1.8616 | 2.8463 5.43
8j H SMe CF; H |-6551| 16.53 | -8.0620 | 1.7566 | 2.3354 | 6.53
8k H SMe OH H -61.78 | 12.66 | -7.8583 | 1.9304 | 2.8150 5.22
8l H SMe NH, H |[-61.84| 13.31 [-7.7032 | 2.0693 | 4.5764 | 4.81
8m H SMe NHAc H |-63.07 | 13.96 | -7.9496 | 1.8511 | 2.4226 | 4.52
12a F SMe H H 60.2 | 19.8 |-7.8077 | 1.8505 | 3.2976 | 5.77
12b F SMe CN H -65.2 | -153.4 | -8.1300 | 1.6774 | 5.4350 | 5.80
12¢ F SMe OMe H -61.4 | -158.8 | -7.9335 | 1.7937 | 2.8705 | 5.64
12d F SMe H CN | 666 | -331.1 | -8.1885 | 1.5933 | 4.9083 | 5.80
12e F SMe H OMe | -57.7 | 14.3 |-7.7898 | 1.8852 | 3.0288 | 5.64
13a H PIP * * n.a na |-7.7949 | 2.3090 | 3.2054 | 6.19
13b H MPZ * * n.a na |-7.8246 | 2.2828 | 29568 | 5.21
13c H | MOR * * n.a na |-7.9184 | 21998 | 1.4715 | 5.05
13d H PIP H H 652 | 13.0 |-7.4039 | 2.4272 | 3.9138 | 5.79
13e H MPZ H H 64.4 | 12.0 |-7.4179 | 2.4077 | 3.4982 | 4.81
13f H | MOR H H 634 | 11.0 |-7.4832| 2.3347 | 2.2020 | 4.66
14a H P H H 66.1 | 9.77 |-7.3152 | 2.5554 | 5.1565 | 5.63
14b H P CN H 725 | 14.0 |-7.6336 | 2.3136 | 5.9075 | 5.66
14c H P Cl H |-7022| 1.87 |-7.5078 | 2.3736 | 52654 | 6.18
14d H P H CN | -704 | 8.68 |-7.6297 | 2.2794 | 8.1447 | 5.66
14e H P H Cl 69.6 | 10.2 |-7.4784 | 2.3997 | 5.6151 6.18

1 OXM= C(NOH)Me

(*)- Cl en la posicién 9.
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Figura 64. Mapas del PME a un isovalor de -20 A/Bohr en derivados 2-metiltio sustituidos.

La incorporacion de aminas alifaticas ciclicas o abiertas en la posicion 2 por otra parte
ocasiond ligeros cambios en la geometria y en las propiedades electrénicas del nucleo triciclico,
debidos a la naturaleza electrodonadora del grupo amino. El valor del angulo diedro ta se ubicé
alrededor de -70°, indicando que se encuentra también en posicién oblicua respecto al nucleo
triciclico, aunque se esperaban valores mas cercanos a -60°. Esto puede explicarse por una
mayor densidad electrénica en el anillo bencenoide, lo que ocasiona repulsion en el anillo de
anilina, ubicandolo mas cercano a -90° en comparacion con los derivados que no tienen
cadenas alquilaminicas. Esto se comprueba de manera experimental en los espectros de RMN
'H puesto que el desplazamiento quimico de los protones del anillo bencenoide aparece a
campo mas alto en los compuestos 2-alquilamino sustituidos en comparacion con los 2-metiltio
sustituidos, como se menciond en el analisis espectroscopico de los derivados 1a-f.

En cuanto a las propiedades electronicas se aprecia un incremento en los valores
energéticos del LUMO y el HOMO, ocasionado por el aumento de la densidad electrénica en el
sistema ftriciclico, lo cual también ocasiona que la orientacién en el momento dipolar cambie
hacia el anillo bencenoide (Figura 65). Ademas se observa un aumento en el potencial
molecular electrostatico en este anillo (Figura 66). Este patron es similar a los derivados de
imidazo[4,5-b]quinolina, lo que sugeria que estos compuestos podrian tener actividades
citotoxicas similares. Sin embargo, esto no ocurrié como se discute en el siguiente apartado.
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Figura 65. Orientacion del momento dipolar en derivados 2.alquilaminos y 2-azaciclo
sustituidos.

Figura 66. Mapas del PME a un isovalor de -20 A/Bohr en derivados
en derivados 2.alquilaminos y 2-azaciclo sustituidos.

5.4 Analisis estructura-actividad citotoxica

La Tabla 27 muestra los resultados de actividad citotoxica en algunas lineas celulares
por el método MTT'® de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina e imidazo[4,5-b]quinolina
sintetizados como parte de esta tesis. Estas determinaciones fueron realizadas por el M. en C.
José Solano Becerra (Departamento de Biologia, Facultad de Quimica, UNAM). Las lineas
celulares fueron de cérvix (HeLa), colon (SW480 y SW620) y leucemia mielégena (K-562).
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Tabla 27. Resultados de actividad citotoxica (ICsg, uM) de los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina e imidazo[4,5-b]quinolina sintetizados en esta tesis

R
ﬁj )
HN
AN N
SPu
N X

X R4 R; Rs HeLa | SW480 SW620 K-562
1a S E CN H 13.33 13.10 14.62 12.48
1b S E Cl H 9.12 14.33 17.78 12.19
1c S E OMe H 19.2 11.5 20.0 23.5
1d S E H CN 15.18 14.18 16.49 8.36
1e S E H Cl 10.16 12.56 12.20 7.26
1f S E H OMe | 13.60 12.04 16.38 10.87
2a S SMe COMe H >80 >80 >80 >80
2b S SMe CO,Et H >80 >80 >80 >80
2c S SMe | C(NOH)Me H 34.2 37.3 39.4 32.8
3a NH Me H H >80 >80 >80 >80
3b NH Me CN H >80 >80 >80 >80
3c NH Me Cl H >80 >80 >80 >80
3d NH Me OMe H >80 >80 >80 >80
3e NH Me H CN >80 >80 >80 >80
3f NH Me H Cl >80 >80 >80 >80
39 NH Me H OMe >80 >80 >80 >80

E= NH(CHQ)QNEtQ

En esta tabla se observa que solamente los derivados sustituidos con una cadena
alquildiaminica (compuestos 1a-f) tienen buena actividad citoétoxica y el derivado 2c tiene
actividad moderada. Los derivados de imidazo[4,5-b]quinolina no mostraron actividad citotéxica.

Para el analisis de relacion estructura-actividad, se incluyeron los datos de actividad
citotoxica de algunos derivados que han sido sintetizados en el grupo de trabajo y que han sido
reportados en la literatura y se muestran en la Tabla 28. Los descriptores empleados son los
que se calcularon en el apartado 5.3 y se encuentran en la Tabla 26.
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Tabla 28. Datos de actividad citotoxica (ICsq, 1M) de derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina sintetizados dentro del grupo de trabajo

/©/R4
HN

R3

R1 S N
CLT
N S

R1 R2 R3 R4 HelLa SW480 SW620 K-562
8a' H | SMe H H >80 >80 >80 >80
8b’ H | SMe CN H 7.75 28.68 43.75 8.01
8c’ H | SMe OMe H 25.34 | 66.65 26.58 2217
8d’ H | SMe Cl H 69.37 >80 >80 80.26
8e' H | SMe H CN >80 >80 >80 >80
8f' H | SMe H OMe | >80 >80 >80 77.2
8g’ H | SMe H Cl >80 >80 >80 79.45
8h' H | SMe NMe H 46.22 >80 >80 46.85
8i' H | SMe (CO)E H 21.69 13.6 19.72 12.54
8]’ H | SMe CF, H 4334 | 65.13 62.28 67.06
8k’ H | SMe OH H >80 >80 >80 >80
8l’ H | SMe NH, H >80 >80 >80 >80
8m’ H | SMe NHAc H >80 >80 >80 >80
12a° F | SMe H H >80 >80 >80 >80

12b? F | SMe CN H >80 >80 >80 55.36
12¢7 F | SMe OMe H 15.8 13.7 12.2 NA
12d? F | SMe H CN >80 >80 >80 NA
12¢? F | SMe H OMe | >80 >80 >80 54.91
13a’ H PIP * * >80 >80 >80 >80
13b° H | MPZ * * >80 >80 >80 >80
13¢° H | MOR * * >80 >80 >80 >80
13d° H PIP H H >80 >80 >80 >80
13¢° H | MPZ H H 60.7 41.8 >80 73.01
13f° H | MOR H H >80 >80 >80 >80
143" H P H H 6.27 6.90 16.56 7.52
14b* H P CN H 19.21 11.53 19.65 12.88
14c* H P Cl H 7.46 7.91 10.17 9.84
14d” H P H CN | 2418 2270 29.15 12.88
14¢” H P H Cl 8.82 4.92 7.48 3.36
Amsacrina’ 9.5 27.7 16.7 19.9

E= NH(CH,),NEt;; PIP=1-piperidinilo; MPZ=1-(4-metilpiperazinilo); MOR=1-morfolinilo;
P= NH(CH.);NEt,; * sustituido con un atomo de cloro en la posicién 9, NA= no se analizé

" Tomado de la referencia 145
2 Tomado de la referencia 152
3 Tomado de la referencia 151
* Tomado de la referencia 150
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De estos datos se observaron algunos factores que afectan de manera positiva o

negativa la actividad citotoxica de los derivados de tiazolo e imidazoquinolina:

l.

1.

Factores que disminuyen la actividad citotoxica:

El cambio isostérico de un anillo de benceno por uno de tiazol y aun mas por uno de
imidazol, cuando carecen de cadenas alquilaminicas. Esto tendria relacion con alguno
de los parametros electronicos o geométricos calculados en los apartados 5.2.1y 5.3y
se discute mas adelante

Un atomo de fluor en la posiciéon 7 del sistema triciclico. Al contrario que los derivados
de 9-alquildiamino-7-fluorotiazolo[5,4-b]quinolina sintetizados por el grupo de Alvarez-
Ibarra,’ los compuestos sustituidos con flior en la posicién 7 en derivados 9-anilino
sustituidos no fueron activos.

Nucleos heterociclicos saturados, con restriccion conformacional, en la posicion 2 del
sistema ftriciclico. Esto concuerda con las observaciones realizadas por Alvarez-Ibarra
respecto a la importancia de la libertad conformacional que tiene que tener la cadena
alquildiaminica para la actividad citotéxica.'®

Factores que favorecen la actividad citotoxica

La presencia de grupos aceptores de puentes de hidrogeno en la posicion 3’ en los
derivados de 2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina. En un estudio previo se encontré que la
distancia del atomo C-3’ al atomo formador del puente de hidrégeno tiene relacion con la
actividad citotéxica.'® Esto podria explicar en parte porque los compuestos sustituidos
en la posicidon 3’ con grupo ciano y oxima presentan mayor actividad que los compuestos
ceto y éster sustituidos, puesto que estan mas alejados del atomo C-3 (Figura 67). Esto
sugiere que es importante tener grupos funcionales en el anillo de anilina que formen
interacciones tipo puente de hidrégeno con un sitio receptor hipotético en la ADN
topoisomerasa Il.
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Figura 67. Distancia del C-3’ al atomo formador de puentes de hidrégeno en
derivados 3’-sustituidos.

La presencia de atomos de cloro en el anillo de anilina en los derivados de 2-
alquilaminotiazolo[5,4-b]quinolina. Esto sugiere que la lipofiia es un parametro
importante para la actividad citotoxica, ya los compuestos sustituidos con grupos
funcionales polares (ciano y metoxi) fueron menos activos que los compuestos cloro
sustituidos o inclusive sin sustituyentes en el anillo de anilina.

El alargamiento de la cadena de alquilamino de dos a tres atomos de carbono, también
mejord la actividad citotoxica de los derivados 2-alquildiamino sustituidos. Esto podria
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tener relacion con una mejor interaccién con el sitio receptor hipotético o con un ligero
aumento en la lipofilia en los compuestos propildiamino sustituidos respecto a los
etildiamino sustituidos.

Se decidieron obtener modelos QSAR correlacionando los datos de actividad citotdxica
con los parametros obtenidos por los calculos ab initio de los apartados 5.2.1 y 5.3 empleando
el programa BuildQSAR,' obteniéndose modelos que incluian al momento dipolar y al valor
energético del LUMO como parametros mas relevantes; en la linea celular K-562 se encontré la
siguiente ecuaciéon Log(1/ICsp) = 1.14576*LUMO +0.13084*momento dipolar -0.59538 (n=019;
r?=0.850; F=45.583).

Por lo tanto se decidioé estudiar con mayor detalle estos dos parametros y se grafico el
valor de la energia del LUMO contra el momento dipolar, incluyendo a los derivados de 9-
anilinoacridina, 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina e imidazo[4,5-b]quinolina, la grafica se observa
en la Figura 68. Seleccionando los compuestos mas activos se observd que los compuestos
mas activos, eran aquellos con valores de momento dipolar y de valor de LUMO bajos,
excluyendo a los compuestos sustituidos con grupos alquildiamina (Figura 69). Esta
observacién es importante puesto que explica la falta de actividad citotoxica de los derivados de
imidazoquinolina y sugiere que los compuestos con grupos alquildiaminicos tienen
requerimientos estructurales distintos a los que carecen de estos grupos, y por lo tanto modos
de accion o sitios de union diferentes. Por lo tanto el analisis de la relacién estructura-actividad
se hara de ambas clases de compuestos por separado.
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Figura 68. Grafica del valor energético del LUMO contra momento dipolar. En las areas
punteadas se muestran los compuestos con poca o nula actividad.
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Figura 69. Grafico de contorno del momento dipolar X energia del LUMO X log(1/ICsp) de
compuestos triciclicos 9-anilino sustituidos sin grupos alquildiamino (incluyendo amsacrina)

a) Derivados sin cadenas alquildiaminicas

Con base a las graficas de las Figuras 68 y 69 se puede concluir que, para que estos
compuestos presenten actividad citotéxica. Se requiere un momento dipolar menor a 3 y un
valor de la energia del LUMO menor a 2 eV (calculados por ab initio HF 6-31G*). Esto puede
relacionarse con la capacidad de intercalarse con el ADN'®? y es una observaciéon que se ha
descrito para derivados de elipticina,’®® pero no para derivados triciclicos anilino sustituidos.

Al tratar de encontrar un modelo QSAR no se pudo encontrar un modelo que incluyera a
todos los compuestos 9-anilino sustituidos, notandose que los compuestos 8a (3’-CN), 8i (3'-
COE) y 8j (3-CF3) no ajustaban dentro de los modelos propuestos, por lo que se decidid
analizar la causa de esto, encontrandose que la diferencia era la orientacion del momento
dipolar. Esto llevé a agrupar a los compuestos en 4 categorias dependiendo de la orientacién
del momento dipolar que ilustran, junto con los valores promedios de ICs, para cada grupo, en
la Tabla 29. Los 4 conjuntos son:

o Grupo A: El momento dipolar orientado hacia la posicion 10 (sobre el eje -y, en la figura
de la Tabla 29)

o Grupo B: El momento dipolar orientado hacia la posicién 7 (sobre el eje —x)

o Grupo C: El momento dipolar orientado hacia la posicién 3’ (sobre el eje +y)

o Grupo D: EI momento dipolar orientado hacia la posicién 4’ (sobre el eje —z)
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Tabla 29. Agrupacion de los compuestos segun la orientacion del momento dipolar.
ICso promedio (uM)en la linea celular HeLa

ty
3!
\‘5\:\‘|NH ___________ +X
/ o
7 |: \\N\>\+Z
NS
10
Grupo Compuestos ICso prom.
(1M)
Grupo A o Tiazolo[5,4-b]quinolinas con grupos electrodonadores en la >80’
(posicion posicion 3’
10)
Grupo B o Tiazolo[5,4-b]quinolinas 7-fluor sustituidas >80
(posicion o Tiazolo[5,4-b]quinolinas  con  anillos heterociclicos
7) saturados en la posicién 2
o Imidazo[4,5-b]quinolinas con grupos electrodonadores en
la posicion 3’
Grupo C o Tiazolo[5,4-b]quinolinas con grupos electroatractores en la 24.2
(posicion posicion 3, excepto ceto y ester sustituidos
3)
Grupo D o Tiazolo[5,4-b]quinolinas con grupos ceto o éster en la >80
(posicion posicién 3’
4’) o Imidazo[4,5-b]quinolina con grupos electroatractores en las
posiciones 3’y 4’

" Excepto 2¢ 1Cso= 34.2 uM y 8¢ 1C5,=25.3 uM

De la informacion de la Tabla 29 se desprende que la orientacion del momento dipolar
es importante para la actividad citotéxica, pues s6lo los compuestos del grupo C y algunos del
grupo A, presentan actividad citotdxica. Un estudio previo sugiere que la orientacién del
momento dipolar es importante para la interaccion de las bases nitrogenadas del ADN con el
nucleo triciclico,’®® por lo que esto podria explicar esta observacion. Para explicar porque
algunos derivados del grupo A presentan actividad, se grafico la actividad citotdxica contra la
magnitud del momento dipolar (Figura 70), encontrandose que los compuestos con momento
dipolar menor a 3 en el grupo A son los que presentan actividad citotdxica. Mas aun se encontrd
que en el caso del grupo A los compuestos con valores del momento dipolar cercanos a 3, eran
los mas activos, mientras que los compuestos del grupo C, por el contrario, los compuestos con
un menor momento dipolar eran los que tenian mayor actividad citotoxica.
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Figura 70. Grafico de la actividad citotdxica contra el momento dipolar.
Los grupos A-D son los que se encuentran descritos en la Tabla 27. En los circulos
punteados se encuentran los compuestos alquildiamino sustituidos

En conclusion, los requisitos estructurales para la actividad citotoxica de compuestos
triciclicos anilino sustituidos, sin cadenas alquildiaminicas son:

O

Grupos formadores de puentes de hidrégeno en el anillo de anilina, particularmente en la
posicion 3. La ausencia de grupos de este tipo disminuye la actividad citotéxica de estos
compuestos, independientemente de si cumplen con el resto de los requisitos

Valores de la energia de LUMO menores a 2 eV. Esto podria tener relacién con la
afinidad al ADN, dado que una de las fuerzas que participan en la estabilizacién del
complejo intercalante es la interaccion de orbitales frontera entre las bases del ADN y el
compuesto planar.®* '%°

Valores de momento dipolar menores a 3 debye y orientacién hacia la posicion 10 o 3’
(sobre el eje y, segun la figura de la Tabla 27). Aunque no es una de las fuerzas mas
determinantes para que se inicie el proceso de intercalacion, si se reconoce que las
interacciones dipolo-dipolo juegan un papel importante en la estabilizacién del complejo
y posiblemente en el reconocimiento y selectividad de algunos agentes
intercalantes.®"'%%%" Esto explicaria porque los derivados 7-fluoro sustituidos mostraron
baja afinidad por el ADN, posiblemente, debido a que la orientacion de su momento
dipolar no es adecuada.

b) Derivados con cadenas alquildiaminicas

Como puede concluirse de las Figuras 68, 69 y 70, los compuestos con cadenas de

alquildiamino, no tienen los mismos requisitos estructurales que los compuestos que carecen de
estas cadenas, puesto que presentan actividad citotoxica a pesar de tener valores de momento
dipolar y valores de la energia de LUMO mas altos.
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Al tratar de encontrar un modelo que relacione la actividad citotoxica con alguno de los
parametros calculados para estos compuestos, se obtuvieron modelos que correlacionan el
logP vy el area polar superficial (PSA, por sus siglas en inglés) con la actividad biologica (los
valores de PSA de los derivados de 2-alquilaminotiazolo[5,4-b]quinolina se encuentran en la
Tabla 30). De estos dos parametros el que mejor correlacioné fue el PSA: Log(1/ICs)= -0.01964
PSA -0.19409; (n=10; r’=0.740; F=24.541). El parametro de PSA correlaciona con la
permeabilidad en membranas bioldgicas,’®” esto sugiere que es la capacidad de atravesar las
membranas bioldgicas lo que favorece la citotoxicidad de estos compuestos, lo que explicaria
porque los compuestos cloro 3'- o0 4’-sustituidos y con cadena de propildiamino en la posicién 2
son los que presentan mayor actividad citotoxica en comparacion con los sustituidos con grupos
polares y con cadenas etildiamino, puesto que presentan valores menores de PSA y mayores
de logP. La longitud de la cadena alquildiminica favorece la actividad citotéxica, no
necesariamente por una mejor interacciéon con el ADN o la topoisomerasa Il, sino por un
aumento en la permeabilidad hacia membranas bioldgicas.

Tabla 30. Valores del area polar superficial de los derivados de
2-alquilaminotiazolo[5,4-b]quinolina

R R, | R, |R;| PSA(A? | LogP

R, 1a | CN | H | E | 54.4904 | 5.38

[ j b | Cl | H | E | 39.0601 | 5.90

HN ic |OMe| H | E | 46.2024 | 522

N id | H | CN | E | 54.4736 | 5.38

m VR, e | H | Cl | E | 39.0872 | 5.90
NFS 1f | H |OMe| E | 46.2707 | 5.22

H - 14a | H | H | P | 36.7885 | 5.63
= N~ P= NN T4 TCN [ H | P | 521346 | 5.66
K H . 14c | Cl | H | P | 34.2395 | 6.18

14d | H | CN | P | 52.1784 | 5.66

14e | H | Cl | P | 36.7761 | 6.18

¢) Inhibicion de la enzima ADN topoisomerasa Il

Por otra parte, el grupo de trabajo del Dr. Rogelio Rodriguez Sotres (Departamento de
Biologia, Facultad de Quimica, UNAM) determind la capacidad inhibitoria in vitro de la actividad
de la enzima ADN topoisomerasa Il de algunos de los compuestos que ha sintetizado nuestro
grupo de trabajo. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 31.

De estos datos se pudo obtener una ecuacién que correlacioné el LUMO con la
actividad inhibitoria de la enzima: log(1/ICs) = -0.99025*LUMO -2.46625; (n=07; r’=0.810;
F=21.233). Ninguno de los compuestos evaluados tuvo mayor actividad inhibitoria que la
amsacrina, aunque algunos de ellos tienen mayor actividad citotoxica, lo cual es un ejemplo de
que la inhibicion de la actividad enzimatica es s6lo una parte de los factores que afectan la
actividad citotdxica. El hecho de que el LUMO aparezca como el parametro que mas influye,
sugiere que la unién al ADN mediante intercalacion, es un proceso necesario para inhibir la
actividad enzimatica.'®

Por otra parte, es de destacar la baja actividad inhibitoria que mostré el compuesto 1h y
la moderada actividad del compuesto 14c¢, a pesar de que se encuentran entre los compuestos
mas citotoxicos. Esto podria ser indicativo de que el mecanismo de accion de estos compuestos
es distinto a la inhibicion de la ADN topoisomerasa Il. En el caso de los derivados de 4-
carboxamidoacridinas, se ha sefialado que compuestos con cadenas alquildiaminicas (como la
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que poseen 1h y 14c en su estructura), inhiben de manera mas selectiva la actividad de la ADN
topoisomerasa 1.*% Esto podria explicar la alta citotoxicidad de los compuestos 1h y 14c, a
pesar de su baja actividad inhibitoria de la ADN topoisomerasa Il, pues posiblemente interfieran
de manera mas eficiente con la actividad de la enzima tipo | que con la actividad de la enzima
tipo Il. Por lo tanto, los compuestos sin grupos alquilamino parecen tener mecanismos
diferentes de citotoxicidad a los compuestos que poseen estos grupos en su estructura, esto se
reflejo en los resultados de los ensayos de inhibicién de la ADN topoisomerasa Il y en los
requerimientos estructurales para presentar actividad citotéxica.

Tabla 31. Inhibicidn de la actividad enzimatica de la ADN topoisomerasa Il (ICsq, 1M)

R
R
HN
N
R
N S
R4 Rz R; | ICs(uM)
1h E H H 168.90
8d SMe Cl H 21.20
8g SMe H Cl 20.49
8h SMe NHMe H 12.27
8l SMe NH2 H 18.04
8m SMe NHAc H 29.56
14c P Cl H 40.95
Amsacrina 9.94
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6. CONCLUSIONES

e Se lograron preparar 6 nuevos derivados de 2-[2-(N,N-dietilamino)]etillamino]-9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con distintos sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo
de anilina, aumentando los rendimientos y/o disminuyendo los tiempos de reaccién en
algunos pasos.

e Se lograron preparar 7 derivados de 9-anilino-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina con
distintos sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo de anilina, a través de una ruta
sintetica novedosa que permite la incorporacion de otros grupos funcionales en las
posiciones 2, 3 y 9 del ndcleo triciclico. Esta versatilidad permitiria profundizar los
estudios de relacion estructura-actividad de este tipo de estructuras.

e Los estudios de modelado molecular revelaron que el reemplazo isostérico en el nucleo
triciclico de los derivados de 9-anilinoacridina y la naturaleza de los sustituyentes en el
anillo de anilina, causan cambios a nivel electrénico y de la geometria de los complejos de
intercalacion que impactan en sus propiedades citotoxicas y de afinidad al ADN.

e La presencia de grupos formadores de puentes de hidrogeno, los valores de la energia
del LUMO y la magnitud y la orientacion del momento dipolar, son pardmetros necesarios
para que los derivados triciclicos 9-anilino sustituidos, sin cadenas alquilaminicas en su
estructura, presenten actividad citotoxica.

e Otros parametros como el logP o el PSA influyen, principalmente en los derivados 2-
aminoalquilamino sustituidos, por lo aunque el aumento de la longitud de la cadena
alquildiminica favorece la actividad citotoxica, no necesariamente es a través de una
mejor interaccién con el ADN o la ADN topoisomerasa Il, sino por un aumento en la
permeabilidad hacia membranas bioldgicas.

¢ El hecho de que el LUMO apareciera como el pardmetro que mas influye en el modelo
de relacion estructura-inhibicion de la actividad de la ADN topoisomerasa Il, sugiere que la
union al ADN mediante intercalacién, es un proceso necesario, aunque no el Unico
involucrado, para inhibir la actividad enzimatica.

e Los compuestos sin grupos alquilamino parecen tener mecanismos diferentes de
citotoxicidad a los compuestos que poseen estos grupos en su estructura, esto se reflejo
en los ensayos de inhibicion de la ADN topoisomerasa Il y en los requerimientos
estructurales para presentar actividad citotoxica.

¢ Es importante considerar la naturaleza de grupos funcionales en el anillo de anilina 'y en
el ndcleo triciclico puesto que permiten modular pardmetros conformacionales
(modificando la geometria del complejo de intercalacion), electrénicos (variando los
valores del momento dipolar y los valores energéticos de los orbitales frontera) y lipofilicos
(afectando la entrada de los compuestos al interior de las células) que inciden
directamente en la actividad citotoxica de estos compuestos. Estos aspectos deben de ser
considerados en el disefio de nuevos compuestos triciclicos anilino sustituidos como
potenciales antiutumorales.
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7. PARTE EXPERIMENTAL
71. Sintesis

7.1.1. Materiales

Todas las materias primas utilizadas en la sintesis se adquirieron comercialmente en
grado reactivo. La caracterizacion de los intermediarios reportados se realizé por comparaciéon
de sus puntos de fusion y por cromatografia comparativa en capa fina coincidiendo con los
senalado en la literatura, obteniéndose ademas su espectro IR.

Para la evaporacién de los disolventes se emple6 un evaporador rotatorio marca Buchi
modelo RE 111. Para la destilacion a presion reducida se ocupd una bomba para vacio marca
FELISA modelo FE-1405 con capacidad maxima de 0.1 mmHg. Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

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

Los espectros de RMN "H y °C se realizaron en un aparato Varian VxR-300S (300 MHz)
y Varian 300S (75 MHz), respectivamente. Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm
(d) y las constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefales
se expresa como s= sefial simple, d= sefal doble, t= senal triple, c= sefal cuadruple, sa= sefal
simple ancha, ta= sefal triple ancha, dd= sefal doble de doble, ddd= sefial doble de doble de
doble, dt= sefial doble de triple, m= sefal multiple. Se utiliz6 tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna y como disolventes dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) y cloroformo
deuterado (CDCl5).

Los espectros de masas se determinaron por IE en un espectréometro JEOL JEM-
AX505HA, y por IQ y FAB en un espectrémetro de masas JEOL Sx102, empleando en FAB
alcohol 3-nitrobencilico como matriz. El ion molecular se indica como M*. La nomenclatura se
indica como m/z= masal/carga con su respectiva abundancia relativa. En el caso de los
espectros obtenidos a través de la técnica de FAB, no se consideraron los picos
correspondientes a la matriz para designar al pico base.

7.1.2. Cromatografia

Para las cromatografias en columna se emple6 gel de silice Merck 60 malla 70-230. Los
analisis cromatograficos se efectuaron en capa fina analitica siguiendo técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice de la casa Aldrich con un
espesor de 0.2mm. Para la visualizacion de las placas se empled una lampara de luz UV y
exposicion a vapores de yodo.

Tabla 32. Sistemas de elucién empleados.

Sistema Mezcla de disolventes Proporcién
I Hexano/acetato de etilo 8:2
1] Hexano/acetato de etilo 7:3
1l Diclorometano/metanol 9:1
v Diclorometano/metanol/NH,OH 9:1:0.1
V Diclorometano/metanol 8:2
VI Hexano/acetato de etilo 1:1
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7.1.3. Descripcion de las sintesis.

7.1.3.1. Derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
7.1.3.1.1. N —((Etoxicarbonil)metil))ditiocarbamato de metilo (4) '*°
0 j\/'ﬂ
+ 1.NaOH, CS, N SMe
NH
so7 N cHy o E© hig
cr 4 S

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termémetro, agitacién
mecanica y embudo de adicion, se mezclaron 300 mL de DMSO y 83.76 g (0.6 moles) de
diclorhidrato de glicinato de etilo. La suspensién se agitdé vigorosamente a temperatura
ambiente hasta disolucion total. A esta solucion se le adicionaron lentamente 36 mL de una
disoluciéon 20 M de hidréxido de sodio, manteniendo la temperatura a 20 °C. Terminada la
adiciéon se agregaron lentamente 48 mL (0.78 moles), de disulfuro de carbono manteniendo la
temperatura entre 15 y 20 °C. Se mantuvo en agitacién durante 40 minutos a temperatura
ambiente. La disolucion naranja se enfrio a 0 °C y se adicionaron lentamente 48 mL (0.78
moles) de yoduro de metilo, manteniendo la temperatura de reaccion a 0 °C. Terminada la
adicion se retird el sistema de enfriamiento y se dejé agitando por 3 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se vertié sobre 3000 mL de una
mezcla de hielo-agua con agitacién constante. El precipitado formado se aisld por filtracion y se
dejoé secar al aire. Se obtuvieron 50.25 g (43.38%) de un precipitado ligeramente amarillo (Lit.
51%'%°) que mostré dos manchas con un Rf de 0.30 y 0.10 (sistema ). Este crudo se empled
como tal en el siguiente paso de reaccion.

7.1.3.1.2. N-((Etoxicarbonil)metil)iminoditiocarbamato de dimetilo (5)'*°
o H O
K,CO.,, CH,l N_ _SM
EtoJ\/N\n/S'VIe 278 " 3 EtOJ\/ N ©
4 S 5 SMe

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con termdmetro, agitacion
mecanica y embudo de adiciéon se mezclaron 43 g (aproximadamente 0.224 moles) del crudo
del compuesto 4 en 120 mL de DMSO, a la solucién amarilla resultante se le agregdé
lentamente, una disolucion de 48 g de carbonato de potasio en 38 mL de agua, manteniendo la
temperatura en 20 °C, formandose una suspension color rojo pardo. Terminada la adicién la
suspension se enfri6 a 0 °C y se adicionaron lentamente 20 mL de yoduro de metilo (0.32
moles), manteniendo la temperatura en 0 °C y se dejé en agitacion a temperatura ambiente
durante 18 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se vertié lentamente sobre
1000 mL de agua con agitacion. La soluciéon acuosa se extrajo con acetato de etilo (4 x 400
mL). Los extractos organicos se trataron con sulfato de sodio anhidro y se eliminé por
evaporacion el acetato de etilo obteniéndose un aceite oscuro. Este aceite se purifico por
destilacion a presién reducida, colectando la fraccibn que destilé entre 145-160 °C. Se
obtuvieron 41.93 g (90.43%) de un aceite incoloro que se torna amarillo con la exposicion a la
luz (Lit. 98% '*°) con un Rf de 0.4 (sistema Il).

IR (espectro 1, pelicula, cm™): 2981, 2925 (C-H), 1748 (C=0), 1580 (C=N), 1182 (C-S)
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7.1.3.1.2.1. Técnica modificada para la obtencion del compuesto 5'°

0 O H 0
- |
EtOJ\/NH;m 1)CS,, TEA EtOJ\/N SMe K,CO,, CH,l EtOJ\/NYSMe
JE—— L. T >
2) Mel 4 S 5 SMe

En un matraz de tres bocas, acondicionado con termémetro, refrigerante y embudo de
adicion, se colocaron 50 g (0.36 mol) de de clorhidrato de glicinato de etilo, 83.5 mL (0.7 mol)
de trietilamina y 250 mL de cloroformo, la suspension se agitdé vigorosamente hasta disolucién
total. Posteriormente se adicionaron 21.6 mL (0.36 mol) de disulfuro de carbono, la mezcla de
reaccion se calentd a 40 °C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se afiadieron por goteo, a través del embudo de adicién, 22 mL (0.36
mol) de yoduro de metilo. Terminada la adicion, la mezcla se calento a reflujo durante 1 hora y
se dejo enfriar a temperatura ambiente. La solucién resultante se lavé con agua destilada (3 x
50 mL), y se elimind el cloroformo por destilacion a presion reducida, obteniéndose un aceite
amarillo el cual se disolvio en 300 mL de acetona. La soluciéon amarilla resultante se coloco
nuevamente en un matraz de tres bocas acondicionado con termémetro, refrigerante y embudo
de adicién. A continuacion se le agregd lentamente una disolucion de 48 g (0.3 mol) de
carbonato de potasio en 38 mL de agua, seguida de la adicién de 22 mL (0.36 mol) de yoduro
de metilo. La reaccidon se calentd a 40 °C durante 3 horas, al final de las cuales se retird el
calentamiento dejando enfriar la reaccién a temperatura ambiente y continuando la agitacion
durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se eliminaron las sales inorganicas por filtracion,
obteniéndose un filtrado de color ambar, del cual se eliminé la acetona a presion reducida,
obteniéndose un aceite ambar. Dicho aceite se purifico como se describe en el punto 6.1.3.1.2.
Se obtuvieron 50 g (0.328 mol, 72 %) de un aceite incoloro que coincidié en Rf y en su espectro
IR con el reportado para el compuesto 5.

7.1.3.2.  4-(Etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol (6)"*’
0

)OJ\/ 1. t-BuOK =0 / R‘
N. SMe l.-bu
S il Se S

o 0

En un matraz Taper de la casa Kontes, acondicionado con termoémetro para bajas
temperaturas, embudo de adicion, condiciones anhidras y atmésfera de argoén, se mezclaron
9.51 g (84.90 mmoles) de tert-butdéxido de potasio en 200 mL de tetrahidrofurano anhidro. La
suspension formada se enfrié a -75° C mediante un bafio de hielo seco-acetona. Al embudo de
adicion se transfiri6 mediante una canula una disolucion de 12 g (57.96 mmoles) del compuesto
5 en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro, la cual se adicioné por goteo a la suspension de tert-
butdxido de potasio, manteniendo la temperatura en -75 °C. Terminada la adicién, la solucion
amarillo-naranja resultante se dejé agitar durante 90 minutos a la misma temperatura. A
continuacion se transfirié al embudo de adicion una disolucién de 7.2 mL (57.96 mmoles) de
isotiocianato de fenilo en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro y se adicioné por goteo, cuidando
que la temperatura se mantuviera en -75 °C. Se dejo agitar durante 45 minutos mas y se retird
el sistema de enfriamiento. Cuando la temperatura se acerco a -10 °C se formé un precipitado
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amarillo. La suspension formada se dejé en agitacion durante 16 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo la suspension amarilla se vertié lentamente en 1600 mL de agua con
agitacién constante, formandose un precipitado blanco el cual se separ6 y seco por filtracion al
vacio. Se obtuvieron 15.6 g (91.5 %) del compuesto 6 (Lit. 90%'**"*") con un punto de fusién de
80 °C (Lit. 79-80 °C ") y un Rf de 0.57 (sistema I)

IR (espectro 2, KBr, cm™): 3275 (N-H), 2987, 2927 (C-H), 1658 (C=0), 1542, (C=N), 1200 (C-S),
1043 (C-O)

7.1.3.3.  9-Cloro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (7)"*

0

Cl

Eto /'Ql POCI., PPA N
) AN

HN S)\SMe r - N—sMe

~

N S
6 7

En un matraz de fondo redondo de 1 boca se colocaron 5.88 g (20 mmol) del compuesto
6, se adicionaron 710 mg de acido polifosférico y 5 mL (32.5 mmol) de oxicloruro de fosforo. La
mezcla de reaccion se calentd, con agitacion constante a 130-135 °C por 4 horas. Terminado
este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente, se colocé el matraz en un bano de hielo y
se agregaron lentamente 5 mL de etanol frio, formandose un aceite color café. Al disolverse el
aceite precipitdé un solido color naranja. La suspension se vertid sobre 20 mL de agua y se
neutralizé con disolucion saturada de bicarbonato de sodio. El precipitado amarillo-café se
separ6 por filtracién al vacio y secd al aire. El crudo se suspendié en metanol, se calentd
ligeramente con agitacion durante 5 minutos y se filtré para obtener 3.32 g (62.4%) del
compuesto 7 (Lit 60.3%'**) con un punto de fusién de 160 °C (Lit. 160 °C'**) y un Rf de 0.65
(sistema 1)

IR (espectro 3, KBr, cm™): 1583, 1543, 1461, 1450 (aromaticos), 1293 (C-S), 1014 (Ar-Cl)

7.1.3.4. Método general para la obtencion de derivados de 9-(fenilamino)-2-
metiltiotiazolo [5,4-b]quinolina (2a-c, 8a-f)"**'*°

3R
Cl Q HN™
H,N

N N
N SMe S—SMe

= s>_ MeOH, HCI (cat) NP

7 2a-c, 8a-f

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se
suspendieron 133 mg (0.5 mmol) del compuesto 7 en 5 mL de metanol y se afiadieron 3 gotas
de acido clorhidrico concentrado y se dej6 agitar por 10 minutos. Terminado este tiempo se
agregaron 0.7 mmol de la anilina con el patron de sustitucion deseado, se calento la mezcla a
reflujo durante 6-8 horas. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente. Se elimind
el metanol a presion reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua y se ajusté a pH = 8
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con carbonato de sodio al 10% precipitando un sélido que se filtré al vacio, se lavd con agua
destilada y posteriormente con acetona fria y se dejé secar al aire.

8a R= 3'CN, p.f. 210-212 °C (con descomposicién) (Lit 210-212 °C'*); Rf: 0.37 (sistema Il);
rendimiento 72%

IR (espectro 4, KBr, cm™): 3245 (NH), 2231 (CN), 1624, 1573, 1550, 1498, 1473, 1433
(aromatico), 1286 (C-S)

8b R= 3'OMe, p.f. 175-177 °C (Lit 175-177 °C'*); Rf: 0.51 (sistema Il); rendimiento 75%
IR (espectro 5, KBr, cm™): 3120 (NH), 3053, 2966 (CH), 2850 (C-H unido a O), 1595, 1571,
1543, 1503, 1476, (aromatico), 1300 (C-S), 1266 (ArO)

8c R= 3'Cl, p.f. 185-187 °C (Lit 185-187 °C'*); Rf: 0.64 (sistema II); rendimiento 74.5%
IR (espectro 6, KBr, cm™): 3108 (NH), 3050 (C-H), 1572, 1548, 1516, 1477, 1430, (aromatico),
1266 (C-S)

8d R= 4CN, p.f. 178-180 °C (con descomposicion) (Lit 178-180 °C'*); Rf: 0.37 (sistema Il);
rendimiento 68%

IR (espectro 7, KBr, cm™): 3423 (NH), 2222 (CN), 1622 (C=N), 1573, 1532, 1497, 1424
(aromaticos), 1274 (C-S)

8e R= 40Me, p.f. 205-207 °C (Lit 205-207 °C'*); Rf: 0.55 (sistema Il); rendimiento 68%
IR (espectro 8, KBr, cm™): 3200 (NH), 3062, 3028 (C-H), 2835 (C-H unido a O), 1608, 1573,
1546, 1510, 1475 (aromaticos), 1295 (C-S)

8f R=4'Cl, p.f. 186-187 °C (Lit 186-187 °C'*); Rf: 0.34 (sistema II); rendimiento 70%

IR (espectro 9, KBr, cm™): 3196 (NH), 3104, 2989 (C-H), 1627, 1573, 1540, 1486, 1467
(aromaticos) 1295 (C-S)

7.3.1.5.7 9-{[(3-Acetil)fenillJamino}-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (2a)

)
A Aspecto: Soélido color amarillo claro.
Rendimiento: 128 mg (70%)
Rf: 0.37 (sistema Il)
HN Punto de fusién: 185-7 °C
IR (espectro 10, KBr, cm™): 3411 (NH), 3129, 3122, 3059 (CH), 1681
(C=0), 1621, 1570, 1550, 1504 (aromaticos);

_ N»—SMe 'H RMN (espectro 11, DMSO-ds, 3): 2.24 (s, 3H) COCHj; 2.55 (s, 3H)
N S SCHj3; 7.52 (t J= 6.9 Hz, 1H) H-5’; 7.55 (dt, J= 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6’;
23 7.67 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7; 7.78 (dt J= 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-4’;

7.86 (t, J= 1.5 Hz, 1H) H-2’; 7.91 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6;

7.99 (dd, J=8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.58 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8; 10.66 (br, 1H) NH;
RMN C (espectro 12, DMSO-ds, 8): 14.6, 26.8, 117.7, 122.7, 123.0, 124.4, 125.3, 128.3, 128.5,
130.8, 131.8, 136.9, 140.6, 141.1, 141.7, 150.1, 156.2, 162.2, 197.7

EM (espectro 13, FAB, m/z): 366 (M*+1, 100%)
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7.3.1.5.8 9-{[(3-Carbetoxi)fenilJamino}-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (2b)

Oy O._~ Aspecto: Solido color amarillo claro
Rendimiento: 138 mg (70%)
Rf: 0.50 (sistema ll)
Punto de fusion: 173-5 °C
HN IR (espectro 14, KBr, cm™): 3411 (NH), 3129, 3056, 2971 (CH), 1713
(C=0), 1621, 1570, 1545, 1507 (aromaticos);
©\)\IN\>—SMe 'H RMN (espectro 15, DMSO-dg, 8): 1.30 (t, J= 6.9 Hz, 3H) CHs; 2.21
F~g (s, 3H) SCHj3; 4.30 (c, J= 6.9 Hz, 2H) OCH,; 7.52 (t J= 6.9 Hz, 1H) H-5’;
N 7.55 (dt, J= 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6’; 7.68 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7;
2b 7.70 (dt J= 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-4’; 7.89 (t, J= 1.5 Hz, 1H) H-2’; 7.92
(ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.99 (dd, J= 8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.70
(d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8; 10.7 (br, 1H) NH;
EM (espectro 16, FAB, m/z): 396 (M*+1, 100%)

7.3.1.5.9 (1E)-oxima de 9-{[(3-acetil)fenillJamino}-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina
(2c)

(I)H
O\ N
HN HN
N NH,OH HCI N
D—SMe H—sMe
~ S —
N N S
2a 2c

A una suspensién de 110 mg (0.3 mmol) del compuesto 2a en 10 mL de metanol, se
afnadié una disolucion de 50 mg (0.72 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina en 5 mL de
metanol y la mezcla se calenté a reflujo por una hora. Transcurrido el tiempo de reaccion, el
disolvente se elimind a presién reducida. El residuo se suspendié en 10 mL de agua y se ajusté
a pH= 8 con carbonato de sodio al 10% precipitando un sdlido que aislé por filtracién al vacio,
se lavo con agua destilada, posteriormente con acetona fria y se secé al aire para dar 100 mg
(87%) de un sélido ligeramente amarillo con un Rf de 0.25 (sistema Il) y punto de fusién de 201-
3 °C.

IR (espectro 17, KBr, cm™): 3411 (NH), 3227, 3053 (CH), 1617 (C=N) , 1585, 1551, 1496,
(aromaticos);

RMN 'H (espectro 18, DMSO-dg, 5): 2.10 (s, 3H) C(NOH)CHs; 2.41 (s, 3H) SCHs; 7.08 (m, 1H)
H-5; 7.28 (m, 2H) H-4’, H-6’; 7.39 (i, J= 1.5 Hz, 1H) H-2’; 7.51 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7;
7.71 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.92 (dd, J= 8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.37 (d, J= 8.4 Hz, 1H)
H-8; 9.36 (br, 1H) NHAr; 11.12 (s, 1H) OH. Se realizé un experimento NOESY (espectro 19)
RMN "C (espectro 20, DMSO-dg, 8): 11.5, 14.3, 118.0, 119.4, 119.5, 121.2, 123.8, 124.2, 128.0,
128.1, 129.2, 131.6, 136.8, 137.4, 142.6, 146.4, 152.7, 161.7, 162.2

EM (espectro 21, FAB, m/z): 380 (M*+1, 100%)
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7.1.3.4 Método general para la obtencion de derivados de 2-(metilsulfonil)-9-
(fenilamino)tiazolo[5,4-b]quinolina (9a-f)

R 3'

R
e IGh
N HN™ N
N H,0 N
\ 22
L 0—SMe 3 on __ _>—S0;Me
N~ S NZ S
8a-f 9a-f

En un matraz de bola de fondo redondo se colocaron 0.5 mmol del derivado de 9-
fenilamino-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina con el patrén de sustitucion deseado en el anillo de
anilina, y se afadieron 2.5 mL de acido acético, a la suspensiéon amarilla formada se afiadieron
5 mL de perdxido de hidréogeno al 30% y la mezcla se dejé a temperatura ambiente, con
agitacion vigorosa toda la noche. Terminado el tiempo de reaccion, se afiadieron 20 mL de
agua fria y se dejo en agitacion por 10 minutos. La mezcla, conteniendo un precipitado naranja,
se filtré al vacio, el residuo se lavé con agua fria repetidamente hasta pH neutro y se dejo secar
al aire. Posteriormente este precipitado naranja se suspendié en tetrahidrofurano caliente y se
filtré nuevamente al vacio, quedando un sélido amorfo de color amarillo claro.

9a R= 3'CN, p.f. 255-257 °C (Lit 255-257 °C'*°); Rf: 0.40 (sistema VI); rendimiento 82%
IR (espectro 22, KBr, cm'1): 3545 (NH), 2229 (CN), 1617, 1574, 1555, 1532, 1473 (aromaticos),
1326, 1148 (S=0)

9¢ R= 3'Cl, p.f. 221-224 °C (Lit 221-224 °C'®); Rf: 0.56 (sistema VI); rendimiento 83%
IR (espectro 23, KBr, cm™): 3330 (NH), 2990 (CH), 1621, 1594, 1571, 1552, 1500 (aromaticos),
1325, 1149 (S=0)

9d R= 4'CN, p.f. 274-276 °C (Lit 274-276 °C'®); Rf: 0.40 (sistema VI); rendimiento 83%
IR (espectro 24, KBr, cm™): 3423 (NH), 2223 (CN), 1622, 1573, 1543, 1469 (aromaticos), 1333,
1149 (S=0)

9f R=4'Cl, p.f. 260-262 °C (Lit 260-262 °C'*°); Rf: 0.40 (sistema VI); rendimiento 73%
IR (espectro 25, KBr, cm'1): 3370 (NH), 1617, 1577, 1556, 1524, 1491 (aromaticos), 1312, 1139
(8=0)

7.1.3.51 9-[[(3-metoxi)fenillamino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (9b)

OMe Aspecto: Sdélido color amarillo brillante
Rendimiento: 127 mg (66%)
Rf: 0.43 (sistema VI)
Punto de fusién: 215-217° C
HN IR (espectro 26, KBr, cm™): 3417 (NH), 1622, 1594, 1573, 1557
N (aromaticos), 1323, (SO) 1287 (O-CHj3), 1146 (S=0)
\>—802Me RMN "H (espectro 27, DMSO-ds, 8): 3.26 (s, 3H) SO,CHs; 3.73 (s,
N S 3H) OCHg; 6.87 (sa 1H) H-2’; 6.89 (dd J= 7.2, 1.5 Hz, 2H) H-4’, H-
9b 6’; 7.30 (t J= 6.9 Hz, 1H) H-5’; 7.66 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7;
7.70 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6; 8.03 (dd, J= 8.7, 1.2, 1H)
H-5; 8.68 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8; 10.7 (br, 1H) NH;
EM (espectro 28, FAB, m/z): 387, (M*+1, 100%)

92



PARTE EXPERIMENTAL

7.1.3.5.2 9-[[(4-metoxi)fenillamino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (9e)

OMe Aspecto: Solido color amarillo brillante
Rendimiento: 154 mg (80%)
HN Rf: 0.46 (sistema VI)
Punto de fusién de 225-227° C

N IR (espectro 29, KBr, cm™): 3430 (NH) 1620, 1572, 1556, 1512
N»—S0,Me (aromaticos), 1323 (SO), 1248 (O-CHs), 1146 (SO)
N/ S RMN "H (espectro 30, DMSO-ds, 8): 3.23 (s, 3H) SO,CHs; 3.80 (s,

96 3H) OCH,; 7.00 (dd J= 7.2, 1.5 Hz, 2H) H-2',H-6"; 7.31 (dd J=
7.2, 1.5 Hz, 2H) H-3’,H-5’; 7.65 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7,;

7.90 (ddd, J= 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.99 (dd, J= 8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.66 (d, J= 8.4 Hz, 1H)

H-8: 10.7 (br, 1H) NH:

RMN *C (espectro 31, DMSO-dg, 0): 40.7, 55.4, 113.9, 116.7, 124.4, 124.9, 126.7, 128.3, 128.6,

132.61, 132.69, 133.0, 139.9, 147.3, 157.7, 158.6, 173.8

EM (espectro 32, FAB, m/z): 387, (M*+1, 100%)

7.1.3.6 Método general para la obtencion de derivados de 2-[2-(N,N-
dietilamino)]etilamino-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina (1a-f)

R R
| A | A
TN ,/ HN™ N
N H N/\/N\/ N —\
psoe = - @éi\ﬂ“ AN
N N~ S <
9a-f 1a-f

Método A)

En un matraz de fondo redondo se colocaron 0.5 mmol del derivado 2-metilsulfonil
sustituido y 0.5 mL de 2-(N,N-dietilamino)etilamina, la solucién rojiza se calenté a 130 °C por 30
minutos. La solucién café resultante se dejo enfriar a temperatura ambiente y se diluyé con 30
mL de diclorometano, la solucién amarilla formada se lavé sucesivamente con NaOH 2N (3 x 5
mL), disolucion saturada de NH,Cl (3 x 5 mL) y agua (3 x 5 mL), la fase organica se traté con
Na,SO, anhidro. Se eliminé el disolvente a presidén reducida y el residuo ambar se purificd por
cromatografia en columna empleando una mezcla de CH,Cl,/MeOH/NH,OH 98:2:0.1 como
eluyente.

Método B)

En un matraz de fondo redondo se colocaron 0.5 mmol del derivado 2-metilsulfonil
sustituido y se disolvieron en la minima cantidad de DMF (1-2 mL) y se enfrio a 0 °C. A la
solucion rojiza se anadieron 0.1 mL (0.7 mmol) de 2-(N,N-dietilamino)etilamina y dejé en
agitacion durante 3 horas. Durante el transcurso de la reaccion, la solucion rojiza se torno
ambar. Transcurrido el tiempo de reaccion la solucion naranja se vertié lentamente en 10 mL de
solucion saturada de NaCl con agitacion vigorosa y se dejé asi toda la noche protegida de la
luz. El precipitado amarillo formado se separé por filtracion al vacio y se lavé dos veces con 5
mL de agua destilada y se dejo secar al aire. El sdlido color ligeramente amarillo se tratd con
éter diisopropilico caliente y se dej6é secar nuevamente al aire.
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7.1.3.6.1 9-{[(3-Ciano)fenillJamino}-2-[2-(N,N-dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-
b]quinolina (1a)

CN Aspecto: Sélido amarillo palido

Rendimiento: 143 mg (69%)
Punto de fusién 110-111 °C
HN IR (espectro 33, KBr, cm™) 3311 (NH), 2966, 2810 (CH); 2227
(CN); 1600, 1560, 1476 (aromaticos);
N /\ RMN 'H (espectro 34, CDCl,, 8): 1.02 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-CH;;
1 >—NH N—\ 255 (¢, J=7.2 Hz,4H) CHy; 2.68 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CH;; 3.48 (c,
N J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 6.44 (sa, 1H) -NH-; 7.00 (s,1H) —NHAr;
1a 7.04 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-6’; 7.08 (s, 1H) H-2’; 7.18 (d, J= 8.1
Hz, 1H) H-4; '7.26 (t, J= 8.1, 1H) H-5’; 7.37 (ddd; J= 8.7, 6.9,
1.2Hz; 1H) H-7; 7.60 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5 Hz;1H) H-6; 7.67 (d,J= 8.7 Hz,1H) H-5; 8.03 (d, J=
8.7 Hz,1H) H-8;
EM (espectro 35, FAB, m/z): 417 (M*+1, 100%)

7.1.3.6.2 9-{[(3-Metoxi)fenillJamino}-2-[2-(N,N-dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-
b]quinolina (1b)
Aspecto: Solido café claro

OMe Rendimiento: 105 mg (50%)
Punto de fusion 118-120 °C
IR (espectro 36, KBr, cm™): 3120 (NH), 3053, 2966 2850 (CH),
HN 1595, 1571, 1543, 1503, 1476, (aromaticos),

N RMN 'H (espectro 37, DMSO-ds, 3): 0.88 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-
[ :[ ]: SoNH N CHs; 2.41 (c, J=7.2 Hz, 4H) CHy; 2.45 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CHy;
NFS "\ 323 (¢, J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 6.74 (m, 3H) H-2', H-4", H-6";
1b 7.25 (t, J= 8.7 Hz) H-5'; 7.60 (ddd, J= 8.4, 6.6, 1.2 Hz) H-7; 7.84
(ddd, J= 8.7, 6.6, 1.2 Hz) H-6; 7.97 (dd, J=8.7, 0.9 Hz) H-5; 8.53
(d, J= 8.4 Hz) H-8; 8.13 (sa, t, J= 6.9, 1H) -NH-; 8.29 (s,1H) -NHAr-;
EM (espectro 38, El, m/z): 421 (M*, 18%), 322 (M-99, 80%), 86 (M-335, 100%)

7.1.3.6.3 9-{[(3-Cloro)fenillJamino}-2-[2-(N,N-dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-
b]quinolina (1c)
Aspecto: Sdélido color crema
Cl Rendimiento: 148 mg (70%)
Punto de fusién 109-110 °C.
IR (espectro 39, KBr, cm'1) 3411 (NH), 2966, 2919, 2849 (CH);
1549, 1561, 1475 (aromaticos);

HIN RMN 'H (espectro 40, DMSO-ds, 8): 1.10 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-
N CHs; 2.97 (¢, J=7.2 Hz,4H) CHa; 3.10 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CHy;
S—NH N—\ 3.59 (c, J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 6.78 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-6’;

NZ S < 6.90 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-4’; 7.20 (t, J= 8.1, 1H) H-5'; 7.30 (s,
1c 1H) H-2’; 7.51 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.2Hz; 1H) H-7; 7.64 (ddd; J=

8.7, 6.9, 1.5 Hz;1H) H-6; 7.90 (d,J= 8.7 Hz,1H) H-5; 8.22 (d, J=
8.7 Hz,1H) H-8; 8.97 (br, t, J= 6.9, 1H) -NH-; 9.22 (s,1H) -NHAr-;
EM (espectro 41, FAB, m/z): 426 (M*+1, 40%), 86 (M-339, 100%)
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7.1.3.6.4 9-{[(4-Ciano)fenillJamino}-2-[2-(N,N-dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-
b]quinolina (1d)
Aspecto: Solido color amarillo claro

CN
Rendimiento: 127 mg (61%)
HN Punto de fusién: 114-115 °C.

IR (espectro 42, KBr, cm™) 3320 (NH); 2967,(CH) 2216 (CN),

N \ 1602, 1580, 1560, 1511 (aromaticos);
S—NH N— RMN "H (espectro 43, DMSO-dg, 5):1.10 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-
N© S CHs; 2.97 (¢, J=7.2 Hz,4H) CH,; 3.10 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CHy;

1d 3.59 (c, J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 6.84 (d,J=8.4 Hz, 2H) H-2’, H-
6’; 7.55 (m, 3H) H-3, H-5’, H-7; 7.64 (ddd; J=7.2, 6.9, 1.2Hz;
1H) H-6; 7.91 (d, J=7.8 Hz,1H) H-5; 8.04 (d,J=8.4 Hz,1H) H-8; 8.50 (br, 1H)-NH- 9.3 (s, 1H) -
NH-
EM (espectro 44, FAB, m/z): 430 (M*+1, 50%) 86 (M-344, 100%)

dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-b]quinolina (1e)
Aspecto: Solido amarillo claro

Rendimiento: 136 mg (65%)
X N\ /\ Punto de fusion 110-112 °C
L >—NH N\ IR (espectro 45, KBr, cm™) 3179 (NH) 2966, 2827, (CH); 1599,
N7 S < 1563, 1508, 1495, 1469 (aromaticos). 1236 (OCHs);
1e RMN 'H (espectro 46, DMSO-dg, 8): 0.88 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-
CHs; 2.41 (c, J=7.2 Hz, 4H) CHy; 2.45 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CHy;
3.23 (c, J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 3.68 (s, 3H) OCHs; 6.80 (m, 4H) H-2’, H-6", H-3’, H-5"; 7.36 (ddd;
J=8.7, 6.9, 0.9 Hz; 1H) H-7; 7.52 (ddd; J= 8.7, 6.9, 0.9 Hz;1H) H-6; 7.79 (dd, J= 8.7, 0.9 Hz, 1H)
H-5; 8.06 (dd, J= 8.7, 0.9 Hz,1H) H-8; 8.13 (br, t, J= 6.9, 1H) -NH-; 8.29 (s,1H) NHAr;
EM (espectro 47, El, m/z): 421 (M*, 15%), 322 (M-99, 80%), 86 (M-335, 100%)

J©/0Me 7.1.3.6.5 9-{[(4-Metoxi)fenillamino}-2-[2-(N,N-
HN

7.1.3.6.6 9-{[(4-Cloro)fenillJamino}-2-[2-(N,N-dietilamino)]etilaminotiazolo[5,4-
b]quinolina (1f)
Aspecto: Solido amarillo claro

Cl
Rendimiento: 133 mg (63%)
HN Punto de fusion 113-114 °C

IR (espectro 48, KBr, cm'1) 3410 (NH), 2965, 2809, (CH);
N /\ 1600, 1586, 1566 (aromaticos);
N A\ 1
_ >—NH N—\ RMN 'H (espectro 49, DMSO-de, 3): 1.08 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-
N S

CH3; 2.94 (c,J=7.2 Hz,4H) CH,; 3.08 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CHy;
1f 3.58 (¢, J= 6.9 Hz, 2H) NHCH,; 6.82 (d, J= 8.7 Hz, 2H) H-2', H-
6 7.21 (d, J= 8.7 Hz, 2H) H-3', H-5"; 7.48 (ddd; J= 8.7, 6.9,
1.2Hz; 1H) H-7; 7.60 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5 Hz;1H) H-6; 7.88 (d,J= 8.7 Hz,1H) H-5; 8.16 (d, J=
8.7 Hz,1H) H-8; 8.4 (br, t, J= 6.9, 1H) -NH-; 8.91 (s,1H) -NHAr-;
EM (espectro 50, FAB, m/z): 426 (M'+1, 40%), 86 (M-339, 100%)
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71.3.7 Incorporacion de aminoacidos en la posicion 2. Obtencion de 2-
[(carbetoximetil)Jamino]-9-{[(4-cloro)fenilJamino}tiazolo[5,4-b]quinolina (1g)

HN/E>/CI J HN/E>/CI

7 0
N o AN —~

N
S—s0,Me > S—NH O
~ ~
N~ S TEA, DMF, N~ S
of 0° C, 4 hrs; t.a 24 hrs 19

Se siguié una metodologia similar a la descrita bajo método B en la seccién anterior. En
un matraz de fondo redondo se colocaron 0.5 mmol del derivado 2-metilsulfonil sustituido y se
disolvieron en la minima cantidad de DMF (1-2 mL) y se enfrié a 0° C, a la solucién rojiza se
afiadieron 137 mg (1.0 mmol) de clorhidrato de glicinato de etilo y 0.1 mL de ftrietilamina y la
mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 4 horas. Durante el transcurso de la reaccion,
la solucidn rojiza se torné amarilla. Se retir6 el sistema de enfriamiento y se dej6é en agitacion
durante 24 horas mas. Transcurrido el tiempo de reaccion la solucidn naranja se vertid
lentamente en 10 mL de disolucion saturada de NaCl con agitacion vigorosa. El precipitado
amarillo formado se separé por filtracién al vacio y se lavé con dos veces con 5 mL de agua
destilada y se dejo secar al aire. Una vez seco, el crudo se disolvié en 10 mL de metanol y se
filtré cualquier material insoluble, se concentrd a presion reducida, hasta dejar un volumen de
aproximadamente 2 mL y se recristalizO de metanol-agua, para obtener 145 mg (70 %) del
compuesto 1g como agujas color crema, con un punto de fusién de 75-76 °C.

IR (espectro 51, KBr, cm™) 3357 (NH) 2981, (CH); 1738 (C=0); 1603, 1561, 1490, (aromaticos);
1203 (OCH);

RMN 'H (espectro 52, DMSO-ds, 8): 1.16 (t, J=7.2 Hz, 6H) CHj3; 4.02 (d, J= 6.3 Hz, s con D,O
2H) NHCHj,; 4.05 (c, J=7.2 Hz, 4H) OCH,; 6.82 (d, J= 8.7 Hz, 2H) H-2’, H-6’; 7.21 (d, J= 8.7 Hz,
2H) H-3’, H-5’; 7.46 (ddd; J= 8.7, 6.9, 0.9 Hz; 1H) H-7; 7.59 (ddd; J= 8.7, 6.9, 0.9 Hz;1H) H-6;
7.87 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-5; 8.12 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-8; 8.71 (br, t, J= 6.3, 1H) -NH-; 8.78 (s,1H)
NHAr;

EM (espectro 53, m/z): 413 (M*+1, 100%)

7.1.4  Derivados de 9-anilino-2-metil-(3H)-imidazo[4,5-b]quinolina
7.1.41 2-amino-4-quinolona (11a)

Método A )*°°
NH

\ SO, ?
0
150-180 °C
S0t () () - (L)
NC N” NH,
H

11a

En un matraz de fondo redondo, con agitacién magnética en condiciones anhidras y bajo
atmésfera de nitrégeno, se colocaron 11.3 g (0.1 mol) de cianoacetato de etilo y 26.3 g (0.1 mol)
de p-toluensulfonato de anilino, la mezcla se calenté a 150 °C por 20 minutos y luego a 180 °C
por 90 minutos. Transcurrido el tiempo la mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
agrego lentamente una disolucion saturada de bicarbonato de sodio hasta alcanzar pH= 7-8,
formandose un residuo resinoso color rojizo. La fase acuosa se decanté y al residuo se le
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agregaron 50 mL de cloroformo, la suspension formada se calenté a reflujo por 10 minutos y se
filtr6 en caliente quedando un sélido de color blanco, el cual se recristalizé de metanol-agua
para dar 4.2 g (26%) de hojuelas blancas de 2-amino-4-quinolona con un Rf de 0.35 (sistema V)
y un punto de fusién mayor a 300 °C (Lit. >300 °C'®®).

IR (espectro 54, KBr, cm'1) 3306, 3168 (NH); 1646 (C=0); 1596, 1550, 1509, 1497(aromaticos);
RMN 'H (espectro 55, DMSO-dg, d): 5.25 (s, 1H) =CH; 6.18 (s,intercambia D,O 2H) NH,; 7.09
(ddd; J= 8.7, 6.9, 0.9 Hz; 1H) H-7; 7.25 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-8; 7.42 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5 Hz,
1H) H-6; 7.90 (dd, J= 8.7, 1.5 Hz, 1H) H-5;

EM (espectro 56, El, m/z): 160 (M+, 100%)

Método B ) (adaptada de la ref. 170)
O

CN + O DMF.TEA _ KOHBN _
< /J\ 80 °C 90 min refIUJo 24 h
CN

H
119 11h 11f 11a

1. Obtencion de 2-amino-3-ciano-4-quinolona 11f

En un matraz de fondo redondo de tres bocas acondicionado con trampa de humedad,
termémetro y embudo de adicion de solidos, se colocaron 150 mL de DMF, 21.8 g (20.8 mL,
0.33 mol) de malononitrilo 11g y 33.4 g (46 mL, 0.33 mol) de trietilamina y se calent6 la mezcla
a 50 °C durante 15 minutos formandose una solucién naranja. Posteriormente se agregaron
lentamente 49.8 g (0.305 mol) de anhidrido isatoico 11h a través del embudo de adicién de
sélidos, la solucién se puso inmediatamente de color negro y se observo el desprendimiento de
un gas. Terminada la adicién se elevo la temperatura a 80° C y se calentdé por 90 minutos,
transcurrido dicho tiempo se dejé enfriar en un bafio de hielo-agua y se agregd una disolucion
fria de HCI al 5% hasta alcanzar un pH= 6-8, formandose un precipitado de color amarillo claro
que se aislo por filtracion al vacio y se dejé secar por al aire, obteniéndose 51.9 g del
compuesto 11f. Este crudo es de calidad suficiente para la obtenciéon de la 2-amino-4-quinolona
11a, una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de DMF obteniéndose un sodlido
cristalino en forma de hojuelas de color blanco con un punto de fusién mayor a 300° C (Lit >300
°C'86.170y y un Rf de 0.64 (sistema V).

IR (espectro 57 KBr, cm™) 3417, 3330, 3221 (NH); 2219 (-CN); 1655 (C=0); 1596, 1561, 1525
(aromaticos)

2. Obtencién de 2-amino-4-quinolona 11la

En un matraz de fondo redondo de 1 litro acondicionado con un refrigerante se coloco el
crudo de la reaccion anterior y se agregaron 500 mL de una disolucion de KOH 6N, la solucién
de color rojizo se calent6é a reflujo por 24 horas, al término de las cuales se torn6é de color
ambar. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y luego se colocé en un bafo
de hielo-agua, posteriormente a ésta solucién se agregd acido acético hasta alcanzar un pH
entre 6-8, punto en el cual se observd la precipitacion de un sélido amorfo blanco el cual se
separo por filtracion al vacio, se dejo secar parcialmente al aire y luego en estufa a 100° C
durante 24 horas, quedando 42.0 g (86% a partir del anhidrido isatoico) de 2-amino-4-quinolona
11a. Este producto coincidié en Rf, punto de fusién y en sus propiedades espectroscopicas y
espectrométricas con el obtenido por el método A.

7.1.4.2 Acido 4-[2-(amino-4-ox0-1,4-dihidroquinolin-3-il)diazenillbencensulfénico (111)
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o SO4H o C _SO3H
m + 1) NaNO2, HCI, 0° C, 30 min @fl\/'[NtN
2) Piridina, 0° C, 3 h o
N~ NH N~ NH
H 2 NH2 2
11a 111

En un vaso de precipitados con agitacion magnética se suspendieron 10.0 g (62.5 mmol)
de 2-amino-4-quinolona 11a en 30 mL de piridina y la mezcla se enfrié a -5° C. Por otra parte,
en un matraz Erlenmeyer también con agitacién magnética, se colocaron 11.5 g (66.4 mmol) de
acido sulfanilico y 15 mL de una disolucién de HCI al 50%, la mezcla se enfrié a -5° C mediante
un bafio de hielo-sal y se le agregaron lentamente y por goteo con pipeta, 4.7 g (68.1 mmol) de
nitrito de sodio disueltos en 4 mL de agua fria, sin permitir que la temperatura superara los 10
°C, esta suspension blanca se dejo en agitacion por 30 minutos cuidando que la temperatura
permaneciera inferior a 10 °C, transcurrido dicho tiempo, la suspension de la sal de diazonio se
agregd mediante una pipeta a la suspension de 11a en piridina sin permitir que la temperatura
superara los 10 °C. Terminada la adicion la suspension naranja brillante formada se dej6é en
agitacion a temperatura ambiente por 3 horas, transcurridas las cuales se agregaron 50 mL de
agua-hielo. En la mezcla de reaccion se formé un precipitado naranja se separo por filtracion al
vacio y se lavo sucesivamente con 25 mL de agua destilada, con 50 mL de HCI al 5% y con
agua destilada hasta que los lavados fueron neutros y se dejo secar al aire, obteniéndose 19.5
g (91%) del compuesto 111 con un punto de fusion mayor a 300 °C

IR (espectro 58, KBr, cm™) 3278, 3080 (NH); 1682 (C=0); 1620, 1510, 1497(aromaticos); 1475
(-N=N-);

RMN "H (espectro 59, DMSO-ds, 8): 7.23 (ddd; J= 8.4, 6.9, 1.2 Hz; 1H) H-7; 7.31 (d, J= 8.4 Hz,
1H) H-8; 7.58 (ddd; J= 8.4, 6.9, 0.9 Hz, 1H) H-6; 7.68 (sa, 4H) H-2’, H-3’, H-5, H-6’, 8.10 (d, J=
8.4 Hz, 1H) H-5;

EM (espectro 60, FAB, m/z): 345 (M*+1, 100%)

7143 2,3-diamino-4-quinolona (11c)

Ny NH
N~ “NH, 60 °C, 1h N~ “NH,
H H

111 11c

En un vaso de precipitados se colocaron 75 mL de una disolucion de NaOH al 15% y se
calenté a 60° C, punto en el que se anadieron lentamente 10 g (29 mmol) del compuesto 11i
para obtener una solucion rojo carmin a la cual se agregaron 20 g (92 mmol) de ditionito sédico
técnico (pureza del 85%) y se dejé agitar a dicha temperatura por una hora, durante el
transcurso de la reaccion se observo decoloraciéon de la solucion a amarillo claro y la formacién
de un precipitado blanco, verificandose que el pH estuviera entre 8 y 9. [Cuando no ocurrid asi,
la mezcla de reaccion se llevd a este rango de pH con la adicion de HCI diluido (precaucion:
formacion de vapores de olor desagradable)]. La suspension aun caliente se filtré al vacio
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aislandose el precipitado blanco formado, éste se lavé con acetona fria y se dejo secar al aire
para obtener 4.36 g (86 %) de 2,3-diamino-4-quinolona 11¢, como un sdlido blanco con un Rf
de 0.30 (sistema V) y un punto de fusion mayor a 300 °C

IR (espectro 61, KBr, cm™) 3342, 3133 (NH); 1649 (C=0); 1605, 1565, 1493 (aromaticos);

RMN 'H (espectro 62, DMSO-dg, 8): 5.99 (s,intercambia D,O, 2H) NH,; 7.09 (ddd; J= 8.7, 6.9,
1.2 Hz; 1H) H-7; 7.25 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-8; 7.42 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6; 7.90 (dd,
J=8.7, 1.5 Hz, 1H) H-5;

EM (espectro 63, FAB, m/z): 176 (M*+1, 100%)

7.1.4.4 3-acetamido-2-amino-4-quinolona (11m)

0] (0]
N™ "NH, N "NH,
H H
11c 11m

En un vaso de precipitados se colocaron 2 g (11.4 mmol) del compuesto 11c y 10 mL de
acido acético, la mezcla de reaccioén se calent6 a reflujo por 2 horas, al término de las cuales se
agregaron 20 mL de agua fria a la mezcla de reaccion, formandose un precipitado color crema
que se aisl6 por filtracion al vacio y se lavd sucesivamente con agua y acetona para dar 2.01 g
(81 %) de 3-acetamido-2-amino-4-quinolina 11m como hojuelas blancas con un Rf de 0.59
(sistema V) y un punto de fusion mayor a 300 °C

IR (espectro 64, KBr, cm™) 3208, 3174 (NH); 1672 (C=0); 1629, 1560 1497(aromaticos);

RMN "H (espectro 65, DMSO-ds, 3): 2.19 (s, 3H, COCHj3); 6.48 (s,intercambia D,0O, 2H) NH,;
7.17 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.2 Hz; 1H) H-7; 7.34 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-8; 7.51 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5
Hz, 1H) H-6; 7.93 (dd, J= 8.7, 1.5 Hz, 1H) H-5; 10.96 (sa,1H) NHAc

EM (espectro 66, FAB, m/z): 217 (M*+1, 100%)

7.1.4.5 9-Cloro-2-metilimidazo[4,5-b]quinolina (11e)

0] Cl
l NH_O POCI;, 135°C, 5 h N
| f = \>_
Z>=N
N~ “NH, NT R
H
11c 11e

En un matraz de fondo redondo con agitacion magnética, adaptado con refrigerante y
trampa de humedad, se colocaron 2.5 g (11.5 mmol) del compuesto 11c y 5 mL de POCI;. La
mezcla de reaccion se calenté a 130-135 °C durante 5 horas. Durante el transcurso de la
reaccion, se observé disolucion del compuesto 11c y formacion de una solucion espesa de
color café. Al término del tiempo de reaccion se eliminé el POCI; residual por destilacion a
presion reducida. Al residuo color café se le anadieron lentamente y con precaucién 10 mL de
agua fria y se dejoé en agitacion hasta que la solucién café alcanzara temperatura ambiente. En
este punto se filtré cualquier material insoluble y el filtrado se llevé a pH= 7-8 con una disolucién
saturada de carbonato de sodio, precipitando un sdlido café claro que se aislo por filtracion al
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vacio dando 2.5 g (72 %) de un sélido ligeramente café con un Rf de 0.3 (sistema V) y un p.f. de
230 °C

IR (espectro 67, KBr, cm™) 3414, 3031 (NH); 1647, 1584, 1537, 1511 (aromaticos);

RMN "H (espectro 68, DMSO-dg, 8): 2.62 (s, 3H, CHs); 7.61 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.2 Hz; 1H) H-7;
7.72 (ddd; J= 8.7, 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6; 8.03 (dd, J= 8.7, 1.5 Hz, 1H) H-5; 8.25 (d, J= 8.7 Hz, 1H)
H-12.5 (sa,1H) Imidazol-NH

EM (espectro 69, FAB, m/z): 218 (M*+1, 100%), 219 (M*+1+2, 30%)

7.1.4.6 Método general para la preparacion de los derivados de 9-fenilamino-2-metil-3H-
imidazo[4,5-b]quinolina (3a-g)

R
A
cl HN" N
XN W2 4o, Hel N
OO+ (i G-
N/ N /\/ reflujo, 12 hrs N/ N
11e A R 3a-g H

En un matraz de fondo redondo con agitacion magnética y adaptado con refrigerante se
colocaron 50 mg (0.23 mmol) del compuesto 11e, 5 mL de agua destilada y 5 gotas de HCI
concentrado y se puso en agitacion durante 5 minutos, a la solucion ligeramente roja se le
agregaron 0.3 mmol de la anilina con el patron de sustitucién deseado y se calenté la mezcla de
reaccion a reflujo durante 12 horas. Al terminar el tiempo de reaccién, la soluciéon ligeramente
roja se llevé a pH= 8 con una disolucion de hidréxido de amonio, punto en el que precipité un
sélido que se aislo por filtracion al vacio y se lavo con agua destilada y éter dietilico.

7.1.4.61 9-(Fenilamino)-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3a)

Aspecto: Sdélido blanco
HN Rendimiento: 50 mg (79%)

Punto de fusion: >250 °C

— N Rf: 0.32 (sistema lll)
| \>— IR (espectro 70, KBr, cm'1): 3358, 3039 (NH), 1645, 1588, 1542, 1495
SN N (aromaticos)
32 M RMN "H (espectro 71, DMSO-dg,3): 2.48 (s, 3H) CHs, 6.85 (t, J= 7.2 Hz,

1H) H-4’, 7.00 (dd, J= 7.2, 2.1 Hz, 2H) H-2’, H-6’, 7.18 (td, J=7.2, 2.1 Hz,
2H) H-3’,H-5’, 7.34 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.58 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz,
1H) H-6, 7.89 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-5, 8.18 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8, 8.92 (sa, intercambia D0,
1H) —NHAr, 12.5 (sa, intercambia D,0O, 1H) NH
EM (espectro 72, FAB, m/z): 275 (M*+1, 100%)

7.1.4.6.2 9-[[3-(Ciano)fenillJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3b)

CN
Aspecto: Sélido blanco
Rendimiento: 49 mg (71%)
Punto de fusion: >250 °C

HN Rf: 0.34 (sistema Ill)
N IR (espectro 73, KBr, cm™) 3335 (NHAr), 3065 (NH), 2230 (CN), 1640,
| \>— 1581, 1538 (aromaticos);
3p_H
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RMN 'H (espectro 74, DMSO-ds, 8): 2.49 (s, 3H) CHs, 7.24 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-4’, 7.26 (4,
7.5 Hz, 1H) H-5, 7.29 (s, 1H) H-2’, 7.37 (d, J=8.1 Hz, 1H) H-6’, 7.40 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-
7, 7.63 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-6, 7.92 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-5, 8.22 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-
9.29 (sa, intercambia D,0O, 1H) -NHAr, 12.6 (sa, intercambia D,O, 1H) NH;

EM (espectro 75, FAB, m/z): 300 (M*+1, 100%)

o TG

71.4.6.3 9-[[3-(Metoxi)fenillJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3c)
OMe

Aspecto: Sélido blanco

Rendimiento: 49 mg (70%)

Punto de fusion: >250° C
HN

Rf: 0.35 (sistema Ill)

_ N IR (espectro 76, KBr, cm'1): 3381, 3001 (NH), 1649, 1591, 1542, 1514,
A\ 1489 ati
S | >_ (aromaticos)

N RMN "H (espectro 77, DMSO-dg, 8): 2.50 (s, 3H) CHs, 3.63 (s, 3H) O-CH,
3¢ H 6.41 (dd, J= 7.8, 2.1 Hz, 1H) H-4’, 6.50 (d, J= 7.8 Hz, 1H) H-6’, 6.51 (sa,
1H) H-2’, 7.05 (t, J=7.8 Hz, 1H) H-5’, 7.33 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.57
(dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-6, 7.90 (d, J= 8.1 Hz, 1H) H-5, 8.12 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8, 8.88 (sa,
intercambia D,O, 1H) —NHAr,
EM (espectro 78, FAB, m/z): 305 (M*+1, 100%)

71.4.6.4 9-[[3-(Cloro)fenilJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3d)

cl Aspecto: Sdlido blanco

Rendimiento: 55 mg (77%)
Punto de fusion: >250° C
HN Rf: 0.33 (sistema lll)

IR (espectro 79, KBr, cm™): 3417 (NH), 1641, 1590, 1542, 1512, 1481

% N (aromaticos)
| D> — RMN 'H (espectro 80, DMSO-ds, 5): 2.50 (s, 3H) CHs, 6.86 (d, J= 8.0 Hz,
N" N 2H) H-4', H-67; 6.97 (d, J= 2.0 Hz, 1H) H-2', 7.17 (t, J=8.0 Hz, 1H) H-5'
3d N 7.39(dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.62 (dd, J= 8.1, 6.9 Hz, 1H) H-6, 7.92
(d, J= 8.1 Hz, 1H) H-5, 8.17 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8, 9.16 (sa, intercambia

NS

D,0O, 1H) —NHaAr,
EM (espectro 81, FAB, m/z): 309 (M*+1, 100%)

7.1.4.6.5 9-[[4-(Ciano)fenillJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3e)

N Aspecto: Sélido blanco
HN Rendimiento: 47 mg (68.5%)
Punto de fusion: >250° C
= N Rf: 0.33 (sistema )
| > — IR (espectro 82, KBr, cm™) : 3330, 3035 (NH), 2220 (CN), 1643, 1608,
N~ N 1591, 1514 (aromaticos)
3 RMN "H (espectro 83, DMSO-dg, §): 2.52 (s, 3H) CHs, 6.96 (d, J= 8.4 Hz,
2H) H-2’, H-6’; 7.43 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz, 1H) H-6; 7.57 (d, J= 8.4 Hz, 1H)
" H-5’; 7.64 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.96 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-5, 8.14 (d, J= 8.4 Hz, 1H)
, 9.57 (sa, intercambia D,0O, 1H) —NHAr,
M (espectro 84, FAB, m/z): 300 (M*+1, 100%)

NS

H-3
H-8
E
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7.1.4.6.6 9-[[4-(Metoxi)fenilJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3f)

OMe
Aspecto: Sdlido blanco
HN Rendimiento: 45 mg (64%)

Punto de fusion: >250° C
= N\ Rf: 0.30 (sistema IlI)
_ Il >— IR (espectro 85, KBr, cm™): 3330, 3000 (NH), 1643, 1619, 1593, 1509
N

H 1461 (aromaticos) 1239 (O-CHs)
3f RMN 'H (espectro 86, DMSO-dg, 3): 2.43 (s, 3H) CH;, 3.71 (s, 3H)
OCHj3; 6.80 (d, J= 8.7 Hz, 2H) H-2’, H-6’; 7.00 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-3’,H-
5%, 7.26 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz, 1H) H-6; 7.54 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.83 (d, J= 8.4 Hz, 1H)
H-5, 8.17 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-8, 8.69 (sa, intercambia D,O, 1H) —NHAr, 12.53 (sa, 1H)
Imidazol-NH
EM (espectro 87, FAB, m/z): 305 (M*+1, 100%)

7.1.4.6.7 9-[[4-(Cloro)fenilJamino]-2-metil-3H-imidazo[4,5-b]quinolina (3g)

cl Aspecto: Sdlido blanco
Rendimiento: 50 mg (70.5%)
HN

Punto de fusion: >250° C

— N Rf: 0.33 (sistema lll)
| D>— IR (espectro 88, KBr, cm™) 3375, 3069 (NH), 1636, 1620, 1588, 1541,
SN N 1492 (aromaticos)
3g M RMN 'H (espectro 89, DMSO-ds, 8): 2.48 (s, 3H) CH,, 6.93 (d, J= 8.7 Hz,

2H) H-2’, H-6"; 7.20 (d, J= 8.7 Hz, 1H) H-3’, H-5’; 7.37 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz,
1H) H-6; 7.58 (dd, J= 8.4, 6.9 Hz, 1H) H-7, 7.90 (d, J= 8.4 Hz, 1H) H-5, 8.15 (d, J= 8.4 Hz, 1H)
H-8, 9.05 (sa, intercambia D,O, 1H) —NHAr,
EM (espectro 90, FAB, m/z): 309 (M*+1, 100%)

7.2. Parte de modelado molecular

7.2.1. Analisis conformacional y calculo de propiedades electronicas de las
moléculas aisladas

Los estudios de modelaje molecular se realizaron en una computadora PC de 2 GB en
RAM utilizando el programa Spartan’08.®® Las moléculas se construyeron a partir de
fragmentos convencionales y se preoptimizé su geometria. Las moléculas se consideraron en
su forma neutra. El analisis conformacional se realizé utilizando MMFF 94 como campo de
fuerza y el protocolo de Busqueda Sistematica. La geometria del conférmero de menor energia
se optimiz6 usando el método ab initio HF 6-31G* y se calcularon sus propiedades electronicas.
La distribucion electronica calculada se us6 para generar las correspondientes superficies de
energia potencial electrostatica.

7.2.2. Modelado molecular de los complejos de intercalaciéon con distintas
secuencias de ADN.

Los estudios de modelado molecular de los complejos de intercalacion se realizaron en
una computadora PC de 2 GB en RAM utilizando el programa Hyperchem 7.0."** De manera
inicial los hexanucleétidos con secuencia 5’-CGXYCG-3’ (donde XY es cualquier par de base
razonable: AA AC, AG, AT, CC, CG, GC TA, TC y TG) se construyeron usando la base de datos
de Hyperchem, se afiadieron contraiones de sodio y la geometria se optimizd a 0.1 kcal/A mol
mediante el método de steepest descent, con el campo de fuerza AMBER 99, una constate
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dieléctrica relativa de 4r para simular el efecto del disolvente y un umbral de 15 A para disminuir
las interacciones de repulsion entre los grupos fosfato.*"

Por otra parte, las moléculas de los compuestos triciclicos se construyeron a partir de
fragmentos convencionales y se preoptimizd su geometria con el campo de fuerza AMBER 99,
considerandose las moléculas tanto en su forma neutra como en su forma monocationica, su
geometria se optimizé usando el método semiempirico AM1 y sus cargas electrostaticas se
calcularon con éste.

A continuacion se colocé de manera manual el compuesto triciclico entre los pares de
base XY con el anillo de anilina orientado hacia el surco menor y la geometria del complejo de
intercalacion se optimizé a 0.1 kcal/A mol. Con esta geometria inicial se realiz6 un analisis
conformacional alrededor de los enlaces que unen al anillo de anilina con el nucleo triciclico,
permitiendo que la geometria del complejo de intercalacion se minimizara de nuevo a 0.1 kcal/A
mol. Con la geometria mas estable se calculd la energia de formacién del complejo mediante
las férmulas Eformacisn=Ecomplejo-(Ecompuestot Eapn), donde En denota el valor de la energia calculada
usando el campo de fuerza AMBER99.

Una vez obtenida la geometria del complejo de menor energia se seleccionaron el
compuesto triciclico y los pares de bases adyacentes a éste y se calculé la energia de ambos
pares de bases por separado, del compuesto intercalante y del complejo en su conjunto con el
campo de fuerzo AM1. Con esta informacion se calculd la energia de formacién del complejo
usando Ia férmUIa EAleormacién= EAMlcompIejo‘ (E AMlcompuesto+E AMlADN)

Los parametros helicoidales se calcularon usando el programa X3DNA'% basandose en
la convencién de Cambridge.

Los modelos de relacion estructura-actividad se generaron mediante el uso del programa
BuildQSAR'™ usando el protocolo de Busqueda Sistematica para 2, 3 y 4 variables, con un
indice de correlacion cruzada entre las variables consideradas menor a 0.3

7.3. Evaluacion de la actividad citotoxica

La evaluacion de la actividad citotdxica de estos compuestos fue realizada por el M. en
C. José D. Solano. Los ensayos fueron realizados de acuerdo al protocolo de microcultivo MTT
con algunas modificaciones.’ Las células se pasaron a placas de 24 micropozos (4.5-5.0 x 10*
células/mL/pozo) y se inocularon con los compuestos, los cuales se disolvieron en DMSO y se
afiadieron en un volumen maximo de 2 pl/mL/pozo. Después de 72 horas de incubacion, se
anadieron 100 pg/mL de MTT disueltos en PBS (pH 7.2). Adadiendo 1 mL de DMSO a cada
pozo se solubilizé el azul de formazan. Después de centrifugar, el coeficiente de extincion se
midi6 a 540 nm usando un fotémetro Beckman modelo DUR-64. Las determinaciones se
realizaron en 3 experimentos independientes y por cuadriplicado. El porcentaje de inhibicion
celular se determind por la férmula %IC= 100 x [1-(absorbancia de células tratadas/absorbancia
de células control).
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Although 9-anilinoacridines are among the best studied antitumoral intercalators, there are few studies
about the effect of isosteric substitution of a benzene moiety for a heterocycle ring in the acridine
framework. According to these studies, this approach may lead to effective cytotoxic agents, but good
cytotoxic activity depends on structural requirements in the aniline ring which differ from those in 9-
anilinoacridines. The present paper deals with molecular modeling studies of some 9-anilino substituted
tricyclic compounds and their intercalation complexes (in various DNA sequences) resulting from
docking the compounds into various DNA sequences. As expected, the isosteric substitution in 9-
anilinoacridines influences the LUMO energy values and orbital distribution, the dipole moment,
electrostatic charges and the conformation of the anilino ring. Other important differences are observed
during the docking studies, for example, changes in the spatial arrangement of the tricyclic nucleus and
the anilino ring at the intercalation site. Semiempirical calculations of the intercalation complexes show
that the isosteric replacement of a benzene ring in the acridine nucleus affects not only DNA affinity but
also base pair selectivity. These findings explain, at least partially, the different structural requirements
observed in several 9-anilino substituted tricyclic compounds for cytotoxic activity. Thus, the data
presented here may guide the rational design of new agents with different DNA binding properties and/
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or a cytotoxic profile by isosteric substitution of known intercalators.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Molecules are capable of interacting with duplex nucleic acids
in various ways, one of the most significant of which is the
intercalation of planar or approximately planar aromatic ring
systems between base pairs without breaking up the hydrogen
bonds between the bases. Although simple intercalators do not
show great sequence selectivity, it has been reported that there is
experimental evidence of intercalating agents showing sequence
selectivity [1]. Many intercalators possess antitumor activity and
seem to act by stabilizing the DNA-intercalator-topoisomerase II
ternary complex [2,3]. Among these, 9-anilinoacridines have been
extensively studied and some compounds such as amsacrine (m-
AMSA) 1a [4] and asulacrine 1b [5] (Fig. 1) have entered clinical
trials or are used in the treatment of leukemia and lymphoma.
Studies on the mechanism action of m-AMSA by SERS (surface-
enhanced Raman scattering) spectroscopy have shown that this
compound interacts via its side chain with the Topo II alone,
whereas its ortho-isomer, which is relatively inactive as antitumor

* Taken in part from the PhD thesis of Marco Loza-Mejia.
* Corresponding author. Tel.: +52 5556 22 52 86; fax: +52 5556 22 53 29.
E-mail address: lira@servidor.unam.mx (A. Lira-Rocha).

1093-3263/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jmgm.2009.02.001

compound, has not shown this interaction [6]. In the same study, it
was proposed that the planar acridine moiety of m-AMSA
intercalates within DNA through a -1 interaction between the
intercalator and DNA base pairs, the same interaction was
observed for the ortho-isomer [7]. We recognize that there is
not a straightforward correlation between DNA intercalation
potency and Topo Il inhibition. Furthermore, some Topo II poisons
are void of intercalating activity [8].

On the other hand, the analysis of some bioactive natural
products with tricyclic templates in their structures led to the
modification of acridine nucleus resulting in some interesting
polycyclic templates [9-12], but few efforts have been undertaken
on the isosteric substitution of the acridine nucleus. This
consideration led to the synthesis of compounds such as 9-
anilinothiazolo[5,4-b]quinoline 2 [13,14] and 4-anilinofuro[2,3-
b]quinoline 3 [15] derivatives (Fig. 1), which have shown cytotoxic
activity. Interestingly, structural requirements in the anilino ring
for the improvement of cytotoxic activity differ from those of 9-
anilinoacridines [14,15].

The aim of the present study is to investigate how the DNA
intercalation properties of 9-anilinoacridine derivatives are affected
by the isosteric substitution of a benzene moiety for a heterocyclic
ring in the acridine framework. The present paper shows some
theoretical studies on several tricyclic compounds such as
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Fig. 1. Chemical structures of some anilino substitued tricycles.

9-anilinoacridines, 9-anilinothiazolo[5,4-b]quinolines and 9-anili-
noimidazo[4,5-b]quinolines 4. These studies consist of the mole-
cular modeling of the isolated molecules by ab initio calculations,
docking calculations of their intercalation complexes with several
DNA sequences employing AMBER99 as force field, as well as, the
analysis of the helical parameters of the intercalation complexes.

2. Computational procedure

The compounds analyzed are shown in Fig. 2. Calculations on
isolated molecules were performed with Spartan’04 software. All
molecules were built by assembling standard fragments, the
resulting geometries being optimized by molecular mechanics. The
conformational analysis of the compounds by Systematic Search
protocol around dihedrals Ta and 7b (Fig. 2) was performed using
the MMFF94 force field. The most frequent conformer for each
compound was selected and the geometry optimization and
calculation of their electronic properties were carried out with ab

initio calculations (HF 6-31G*). For compounds 7a-i, tautomer 3H
was selected over tautomer 1H based on a lower heat of formation
(5 kcal/mol).

In order to obtain more information on the effects of the isosteric
substitution of the acridine template, it was decided to model DNA
intercalation complexes of several aniline-substituted compounds.
This was carried out with AMBER99 force field using the Hyperchem
7.0 software by docking the intercalators into the sequence 5'-
CGXYCG-3', where XY is every standard double base pair (AA, AC, AG,
AT, CC, CG, GC, TA, TCTG). Relative dielectric constant 4r was used to
simulate a solvent effect, van der Waals and electrostatic contribu-
tion being set to 0.5 each and a cut-off of 14 A being used. Due to the
heterotopic faces of some compounds, each ligand was docked in
either a “face up” or “face down” orientation prior to initiating the
conformational analysis of the anilino ring, and no difference was
observed between these orientations.

Initially, the hexanucleotide was built by the nucleic acid
database of Hyperchem; sodium counterions were added and the
geometry was optimized to 0.1 kcal/A mol with AMBER99 force
field. Then the tricyclic compound (5a-e, 6a-e, 7a-e, 8, 9, 10,
geometry optimized with AMBER99, charges calculated by AM1,
single point) was manually stacked between the bases and the
intercalation complex geometry was minimized by the steepest-
descent protocol to 0.1 kcal/A mol. The intercalator and the bases
were allowed to move during energy minimization. Since
previously reported data indicated that the anilino ring of 9-
anilinoacridines was placed at the minor groove [16], it was
decided to evaluate whether this behavior was true for compounds
6a and 7a. In all the sequences, lower energy values were obtained
when the anilino ring was positioned within the minor groove.

A conformational analysis was then performed around dihe-
drals Ta and Tb to observe the preferential conformation of the
anilino ring within the intercalation complex. The resulting
geometry was minimized again to 0.1kcal/A mol. Energy of
formation (Eamper) Was calculated by the subtraction of the
energy of the complex from the sum of the energies of compounds
and the DNA fragment [EAMBER = Ecomplex - (Ecompound + EDNA)]-
Although this binding energy does not accurately reflect the real
binding energy, it still can be helpful in the identification of the
most likely complexes. A similar approach has been used in other
studies [17]. Though all the tricyclic compounds were also docked
in their cationic forms, the final geometries obtained were not
affected by this condition.

After finding the optimum AMBER geometry, AM1 semiempi-
rical calculations were carried out to evaluate the electronic effects
not considered in molecular mechanics. Calculations of electronic
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Fig. 2. Compounds analyzed by ab initio calculations, atom labeling and descriptions of dihedrals Ta and Tb.
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properties of purines an pyrimidines in DNA and RNA using the AM1
semiempiric method have shown good correlation with experi-
mental data [18]. In each intercalation complex, only the tricyclic
compound, as a cationic entity, the adjacent two base pairs and their
carbohydrate-phosphate backbone were selected for the AM1
calculations, the complex energy being calculated with no further
geometry optimization. The heat of formation difference (AHf) was
calculated by subtracting the quantity of the complex from the sum
of the quantities of the compound and the corresponding pair of
bases [AHf= chomplex - (chompound + Hfbases)] []9]

3. Results and discussion
3.1. Molecular modeling of isolated molecules

Table 1 summarizes some calculated properties of the isolated
molecules and the dihedral angle values obtained from their
conformational analysis. Interesting differences were observed for
dihedral angle values. In the case of acridine derivatives, Ta was
around —80° while in compound series 6 and 7, it was around
—60°/—-70°, except in 4’-substituted derivatives (-NH, and -OCH;
substituents), where the values were around —54°/—68°, in close
agreement with experimental data for 9-anilinoacridines [20,21].
The Tb value for acridines substituted in position 3’ of the anilino
ring was around 3-9°, thus indicating that the anilino ring was
nearly orthogonal to tricyclic nucleus, while in thiazolo and
imidazoquinolines it laid between 10° and 18°. These observations
are in agreement with NOESY experiments performed for 6b and
6f, which suggest that the anilino ring in these compounds is not
orthogonal to tricyclic nucleus but slightly oblique [14]. In
addition, a good correlation between the Hammet parameter of
the substituent present in the anilino ring and Ta was observed as

Table 1

Some parameters of the compounds shown in Fig. 2 calculated with HF 6-31G*.
Comp Ta (°) Tb (°) E HOMO E LUMO Bandgap Dipole

(eV) (eV) (eV) (Debye)

5a —80.48 3.97 —7.4781 1.5047 8.9828 2.2066
5b —84.39 7.19 —7.8013 1.2163 9.0177 3.3251
5¢ —-86.21 9.23 —7.8686 1.1610 9.0296 5.2428
5d -82.90 6.47 —7.4512 1.5460 8.9973 3.1156
5e —68.12 23.07 —7.1831 1.7102 8.8934 3.3401
5f -83.29 6.52 —~7.6629 1.3495 9.0123 0.6773
5g —82.04 5.04 —~7.6368 1.3554 8.9922 2.2833
5h —84.24 9.08 -7.5014 1.5136 9.0150 2.7304
5i —68.60 19.31 —7.2549 1.6637 8.9186 3.9872
6a —59.54 18.72 —7.7398 2.0506 9.7903 3.7510
6b —63.38 12.67 —8.0843 1.7063 9.7906 2.1396
6¢ —68.38 1.20 -8.1635 1.5951 9.7586 4.0305
6d -61.84 13.31 —7.7032 2.0693 9.7724 45764
6e —54.29 33.25 —~7.5350 2.2152 9.7501 4.8971
6f —62.65 13.37 ~7.9358 1.8663 9.8021 1.4274
6g -61.34 15.88 -7.9013 1.8833 9.7846 2.2842
6h —61.66 12.52 —7.7372 2.0456 9.7828 45177
6i —54.68 30.95 -7.6177 2.1751 9.7928 5.2612
7a —60.89 14.41 —7.4356 2.4239 9.8595 2.4416
7b —63.95 9.95 -7.7912 2.0543 9.8454 6.5274
7c —69.26 1.63 —7.8828 1.9570 9.8397 7.4377
7d —62.40 10.12 -7.3918 2.4582 9.8499 3.5850
7e -53.97 32.52 —7.2299 2.6145 9.8444 1.2184
7f —63.46 10.13 —7.6390 2.2368 9.8758 3.9599
7g —62.27 12.49 —7.6043 2.2530 9.8574 4.0910
7h -62.83 10.62 —7.4601 2.3999 9.8600 3.0899
7i —54.97 29.78 —7.3049 2.5707 9.8755 2.2630
8 —69.73 6.74 —7.7084 2.1345 9.8429 3.8045
9 —56.46 21.50 ~7.7578 2.0155 9.7733 2.3456
10 —52.64 23.10 —7.4121 1.4985 8.9106 1.3549
11 —106.6 1.77 —7.7609 1.3178 9.0787 4.7082
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Fig. 3. Correlation between dihedral Ta of compounds series and electronic Hammet
parameter, acridine Ta=-13.630 —78.74, R?>=0.84; thiazoloquinoline
Ta=-9.300 — 59.98, R? = 0.90; imidazoquinoline Ta = —10.100 — 60.61, R? = 0.90.

indicated in Fig. 3, suggesting that the conformation of the anilino
ring is affected by electronic factors.

To evaluate the above proposal, the spatial arrangement of
compounds 8-11 was analyzed (Table 1). The results indicated that
the dihedrals Ta and Tb for compounds 9 and 10 were similar to
those in series 6 and 7, whereas in compounds 8 and 11, lacking a
nitrogen atom at position 1, these dihedral angle values were
similar to those of 5a. Moreover, a rough correlation between the
electrostatic charge at position 1 of the trycyclic nucleus (C1 for
compounds 5a, 8 and 11) and dihedral angle Ta was observed,
while in 8 Ta the value was around —70°; in 11 it was over —100°
and the electrostatic charge value was more negative in 8 than in
11 or 5a (Table 2), confirming the strong influence of electronic
factors on the anilino ring conformation.

Since nitrogen atoms are frequently highly relevant to the
interaction of small ligands with biomolecules, electrostatic
charges of these atoms were calculated, several of which are
listed in Table 2. The absolute value of the electrostatic charge
of the nitrogen atom in the central ring (N4) is lower in
compounds 6a and 9 by effect of the vicinal sulfur atom. Because
several studies have established the importance of a functional
group in position 3’ or 4’ for interactions with topoisomerase II,
their charges were also determined. In this case, these charges
were not affected by changes in the tricyclic nucleus (data not
shown).

The forces maintaining the stability of the DNA-intercalator
complex include van der Waals, hydrogen bonding, hydrophobic,
charge transfer and electrostatic complementarity [22-24]. The
interaction between the LUMO orbital of the intercalator and the
HOMO orbital of the adjacent bases also has been suggested as an

Table 2
Electrostatic nitrogen atomic charges for selected compounds.
Comp N12 N3P N4¢ N1/
5a -0.133 - —0.706 -0.756
6a —0.363 - —0.464 —0.641
7a —0.691 —0.606 —0.653 —0.662
8 -0.372 - —0.703 —0.757
9 —0.562 - —0.463 —0.600
10 —0.598 - —0.661 —0.559
11 +0.294 —0.772 —0.757 —0.768
2 (C1) for compounds 5a-i, 8 and 11.
b (N4) for compound 11.
c

(N5) for compounds 10 and 11.
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Fig. 4. LUMO distribution for some tricyclic compounds.

important stabilizing factor [25,26]. LUMO and HOMO energy
values are related to the substituents present in the anilino ring, as
expected, with lower values in those compounds with electron-
withdrawing groups. LUMO energy values are lower in acridines
and benzonaphthyridines (Table 1), suggesting these should be
better intercalators than the other compounds. This is true, at least,
for thiazoloquinolines which exhibited lower DNA binding affinity
than did acridines, as shown in a previous study [14]. However,
intercalation properties do not always correlate with cytotoxic
activity; for instance, 0o-AMSA possesses a high affinity for DNA but
lower cytotoxic activity than its isomer amsacrine (m-AMSA) [27].
LUMO orbitals for some compounds are shown in Fig. 4.
Distribution maps for compound 8 and 9 (9 not shown) are
similar to 6a, while compounds 10 and 11 resemble 5a. LUMO
orbital of the studied compounds is located on the tricyclic
template and its distribution is symmetric in series 5,10 and 11 but
not in the other compounds. Our data do not allow discrimination
as to whether this asymmetry affects base selectivity, but it is a
possibility to be considered.

The dipole moment might play an important role in cytotoxic
activity of intercalators, such as in the ellipticine derivatives [28],
or it may affect the intercalation process itself [29]; thus, in the
present study the dipole moment vector and magnitude were
determined. In the analyzed compounds with non-substituent or
electron-releasing groups in the aniline ring, the dipole vector is
oriented towards the tricyclic template, whereas when an
electron-withdrawing group is attached, the vector is directed
towards the aniline ring. Interestingly, compounds with a high
dipole value have shown poor cytotoxic activity (5b, 6d and 6i)
[14,30]. Although there is no agreement between dipole magni-
tude and cytotoxic activity, the available data suggests that
compounds with a dipole value lower than 4.00 might have good
cytotoxic activity [14,30]. In a similar fashion, ellipticine-like
derivatives with a dipole moment below 2.6 have shown a better
cytotoxic activity [28].

Medhi [31] has proposed a central role for the molecular
electrostatic potential (MEP) in the binding strength of the
chemically modified chromophore. Fig. 5 shows isovalue volumes
for some of the compounds under study. Whereas MEP was

concentrated around nitrogen atoms in all compounds, an
additional lobule was found in 5a, 10 and 7a around the benzene
ring, which was absent in 6a. Importantly, a lower MEP surrounds
the anilino ring in compounds 6a and 8 in comparison with 5a.
These changes correlate with a different hypothetical mode of
binding to the interaction site for the aniline ring in the compounds
of series 5 when compared with those of series 6 and 8. MEP could
play a significant role in understanding these differences.

These results show how the isosteric substitution of the
benzene in acridine template affects geometric and electronic
properties of the resulting tricyclic compound. Changes in LUMO
energy values and the orbital distribution of the tricyclic
compounds and spatial arrangement of the anilino ring could
exert some influence on binding and base selectivity, thus partially
explaining the differences observed in cytotoxic activity and the
DNA binding between these compounds [14,15].

3.2. Intercalation complexes of 9-anilino substituted tricyclic
compounds with various DNA sequences

The complexes with lower calculated energy for compounds 5a
and 6a with 5'-CGCGCG-3’ hexanucleotide are shown in Fig. 6. It
was observed, that isosteric substitution of the tricyclic template
did not affect the position of the chromophore in the intercalation
site, but it had influence on the position of the aniline ring, the
same behavior was observed during the ab initio calculations.
Calculated binding energy values for each complex are shown in
Table 3. From this data, the order of binding is 6a-e ~9 ~ 5a-
e < 8 ~ 7a-e.In general, compounds 6a-e and 9 exhibited in silico
higher selectivity for sequence 5-CGCGCG-3’ than did the other
analyzed compounds (see Supplementary Table S1); thus,
isosteric replacement seems to have an important impact on
the geometry of the intercalation complex, which is reflected in
base selectivity.

The preferred sequence in these calculations was 5'-CGCGCG-3'.
Other favored sequences were those with adenine in direction 5’
(for compounds 5a-e and 10), those with cytosine in 3’ (for 6a—e
and 9) and with thymine in 5’ (for 7a-e). Hydrogen bonds between
DNA and the intercalator were observed in several complexes,
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Fig. 6. 5a and 6a intercalation complexes with 5-CGACCG-3’ DNA sequence viewed from minor groove (A) and from direction 5’ (B).
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Table 3
Energy of complex formation (Eavper) for DNA-intercalator complexes analyzed (kcal/mol).

AA AC AG AT CC CG GC TA TC TG AVG

5a —58.64 —58.73 —53.75 —62.79 —58.28 —65.80 -57.91 -58.36 -56.71 —56.05 -58.70
5b —60.22 —58.76 —66.33 —58.70 —54.07 —64.46 —54.35 —57.29 —56.50 —54.21 —58.49
5¢ —62.68 -53.34 —62.06 —58.41 —-52.84 —65.68 —58.35 —55.94 —63.33 —52.67 —58.53
5d —61.53 —54.69 —56.00 —59.22 —59.59 —64.58 —60.02 —60.02 —56.15 —55.15 -58.70
5e —60.92 -52.57 —60.46 —58.52 -55.21 —65.26 —54.98 —64.74 -61.28 —54.42 —58.84
6a —44.69 —55.36 —49.76 —57.01 —58.28 —66.52 —63.68 —59.18 —64.12 —58.02 —57.66
6b —46.19 —52.18 —46.11 —52.46 —60.11 —67.89 —61.73 —46.82 —58.38 —47.45 —53.93
6¢c —46.25 —-54.41 —-51.63 —58.58 —60.59 —67.72 —45.77 —56.16 —-55.93 —47.72 —54.48
6d —45.47 —-54.19 —47.19 —54.32 —60.16 —67.07 —-5143 —42.88 —66.16 —52.87 —54.18
6e —49.75 —56.93 —58.19 —49.95 —59.27 —68.01 —48.53 —54.08 —60.96 —60.67 —56.63
7a —42.85 —64.56 —59.42 —65.23 —59.77 —69.52 —63.88 —65.34 —61.72 —57.63 —60.99
7b —45.10 —62.47 —53.51 —-62.12 —-62.31 -71.90 —62.14 —61.13 —-59.98 —58.77 —59.94
7c —45.00 —60.39 —-56.90 —-61.72 —-61.82 -71.30 —60.03 —-61.34 —63.18 -57.07 —59.87
7d —44.69 —61.44 —54.45 —60.80 —60.95 —-71.25 —62.00 —65.07 —59.08 —58.78 —59.85
7e —44.44 —55.97 —58.41 —63.09 —62.93 —71.25 —66.28 —63.74 —63.38 —56.39 —60.59
8 —59.84 —61.46 —58.10 —63.34 —55.56 —63.76 —66.29 —58.68 —-61.33 —57.58 —60.59
9 —49.35 —60.13 —55.04 —60.95 —-56.13 —66.98 —62.45 —-59.90 —-57.74 —55.64 —58.43
10 —63.00 —56.69 —53.08 —60.87 —-62.12 —62.84 —55.76 —58.25 —56.54 —56.96 —58.61

some of which were between amino groups in position 3’ or 4’ or
the amino group (N1’), the link between aniline, the tricyclic
template and carbonyl groups of the bases.

When the conformation of the anilino ring was analyzed, it was
oriented, in some cases preferentially to direction 5, while in
others, to direction 3/, and without preference in the rest, (Fig. 7). In
acridines 5a-e the preferred orientation was to 5, while in
thiazoloquinolines 6a-e, it was to 3'. For compounds 7a-e, 8,9, the
orientation is alike in thiazoloquinolines and acridines. The values
of Ta were roughly orthogonal in acridines but were oblique in the
rest of the compounds, (see Supplementary Table S2) in agreement
with ab initio calculations.

The geometric variations in the DNA caused by the intercalating
agents affected the helical parameters [32], which were calculated
by 3DNA software [33]. Only the complementary base pair
parameters were used for the analysis [34], a subscript 1 being
assigned to the helical parameters of the base pair with 5’ to 3’
direction whereas a subscript 2 was assigned to the base pair 3’ to
5’ direction (Table 4). In general, the largest observed effects were
on the two base pairs next to the tricyclic nucleus, as expected.
Important changes were found in the buckle («), propeller (w),
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Fig. 7. Values of dihedral Ta against Eayper for complexes of 5a (direction 5
preferred), 6a (direction 3’ preferred) and 7a (none direction preferred) with 5'-
CGCCCG-3'.

opening (o) and rise (D,) parameters (step parameter), with only
minor effects on Sx, Sy and Sz values.

The average angular values in Table 4 are arranged by the
heterocyclic nucleus, as well as the AMBER and the AHf average
calculated energies. It is evident that the replacement of a
benzene moiety by a thiazole or imidazole ring in the acridine
skeleton affects mainly the buckle and propeller angular values,
which is attributed to the different arrangement of the acridine
skeleton within the DNA sequence. The position and the
electronic nature of the substituent slightly diminish the values
of the same parameters (seeSupplementary Table S3). This could
be related to the negative steric effect which has been observed
in QSAR studies on DNA affinity and the cytotoxicity of acridine
derivatives [30]. On the other hand, there was a rough
correlation between the x« and w parameters and the AHf
energy values because higher values of ¥ and lower values of w
showed lower energy values of AHf. In order to determine
whether there was a correlation between the helical parameters
and the DNA-intercalating agent complex energy values,
calculated by AM1, several models for each sequence and type
of compound were generated by means of the BuildQSAR
program [35]. Though a global equation accounting for the
calculated AHf values against all sequences was not found, the «
and o parameters showed a relevant role in almost all models

Table 4
Average values of helical parameters for all DNA sequences arranged by heterocycle
ring.

Heterocyclic nucleus

ACR TZQ IMQ
AMBER —58.65 —56.15 —61.14
AHf 6.96 13.34 10.21
Sxq ~045 ~0.13 —042
Sy1 0.23 0.27 0.17
Sz, 0.94 0.46 0.71
K1 24.51 16.48 16.10
o ~15.98 ~21.39 -20.85
o 4.69 ~2.09 2.63
Sx» 0.42 0.87 0.50
SY» 0.33 0.50 0.37
Sz, 0.77 0.80 0.70
K2 -23.07 ~15.48 -18.49
2 ~17.82 ~23.09 ~21.57
o2 5.61 3.24 437

ACR: acridine; TZQ: thiazoloquinoline; IMQ: imidazoquinoline.
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Table 5

Average value of rise (D,) parameter for all DNA sequences.

sequence ACR TZQ IMQ
AA 8.27 7.45 7.29
AC 8.53 7.78 837
AG 8.41 8.22 8.49
AT 8.84 8.17 8.68
cc 8.29 7.12 7.10
CG 8.17 7.11 7.20
GC 8.57 8.15 8.07
TA 7.76 7.52 7.46
TC 7.99 7.68 7.68
TG 7.93 8.34 7.53
AVG 8.28 7.75 7.79

evaluated. It is possible the structural requirements within the
intercalation site might be sequence-specific.

The acridine compounds had a greater effect on the rise (D,,
opening between two adjacent pair bases) parameter than the
other compounds (Table 5). This was consistent with the
intercalation mode of the acridine derivatives found in the docking
study. All compounds studied resulted in greater changes for the
sequences 5'-CGAnCG-3', where n was G, C, T. Although the weaker
AT pair at position 5’ rendered these sequences prone to distortion,
AT pairs at 3’ being less sensitive, other factors had to participate.

The electronic effect of the substituents at positions 3’ and 4’ of
the anilino ring was evaluated from semiempirical calculations of
the intercalation complex core. The results for AHf are shown in
Table 6. As expected, substituents with higher calculated DNA
binding have electron releasing substituents in series 5 for almost
all of the sequences. However, no clear trend was observed for
series 6 or 7. In general, all compounds showed a calculated
preference for the sequence 5'-CGATCG-3/, as it has been reported
in calculations carried out with amsacrine intercalation complexes
[36]. The order of AHf was 10 > 9 ~ 8 > 5a > 7a > 6a in agreement
with experimental data, because the compounds of series 6 were
weaker intercalators than some 9-anilinoacridines [14].

The comparison of AHf values for thiazoloquinolines 6a and 9
complexes indicated that compound 9 not only could have better
DNA binding properties than 6a but also different base sequence
selectivity because their sequence-preferences were quite differ-
ent. This behavior was also observed in AMBER calculations
implying that lateral chains, even small ones such as methylthio,

could have an important effect on base selectivity. Further studies
on this topic are necessary to evaluate this proposal.

The spatial disposition of the aniline substituent and of the
tricyclic template is a factor relevant to the DNA binding and, in
particular, to the complex geometry. In turn, the complex
geometry could be the cause of the different cytotoxic profiles
observed in previous studies. Another example of the importance
of geometrical properties in cytotoxicity was observed for
acenaphtho[1,2-b]pyrrole derivatives, where the binding geome-
try and not only the binding affinity contributed to the antitumor
capacity of these compounds [37]. Thus, even subtle changes in the
electronic features (such as LUMO energy and orbital disposition,
dipole moment) and geometrical features (dihedral angles of the
lateral chains respect to the template) of the tricyclic compounds
should be considered in the design of intercalators as potential
antitumorals because both properties are surely involved in the
factors that result in different structural requirements for cytotoxic
activity and DNA binding.

Our data offer possible grounds for the rational design of new
agents with different intercalation properties and/or a cytotoxic
activity profile by the isosteric replacement in known polycyclic
nuclei, but clearly experimental data will be needed to test the
validity of such designs.

4. Conclusion

The isosteric replacement of benzene moiety in 9-anilinoacri-
dines for a heterocyclic ring appears to have an important
influence on both the geometry and electronic properties of the
resulting compounds and their DNA binding properties. The most
important differences are (i) the position of the anilino ring, which
is nearly orthogonal in acridines but oblique for the rest of
analyzed compounds, (ii) the LUMO distribution density which is
symmetric in 5a-i but not in the other studied compounds and (iii)
the effect on the electrostatic charge of N4 and MEP isovalues,
which are lower in thiazolo[ 5,4-b]quinoline derivatives. Additional
important differences were observed in the simulation of DNA-
intercalator complexes, particularly those relating to the position
of the aniline ring in the intercalation site and the sequence
selectivity which was different depending on the nature of the
tricyclic compound and the susbtituents attached to the anilino
ring. These are factors that could have a strong influence on
cytotoxicity, affecting the structural requirements for biological

Table 6
Calculated heat of complex formation (AHf, kcal/mol , AM1 calculations.) for the intercalation complexes analyzed.
AA AC AG AT CC CG GC TA TC TG AVG

5a 9.02 18.17 8.59 -5.25 6.16 18.63 3.27 0.97 2.88 11.97 7.44
5b 4.65 14.63 6.65 -4.39 4.76 23.87 —5.69 5.60 —2.46 14.06 6.17
5¢ 1.49 5.12 6.09 2.26 7.68 29.74 —-0.56 6.78 5.35 11.03 7.50
5d 3.14 0.50 8.71 —0.08 16.16 18.36 13.62 9.09 1.93 18.88 9.03
5e 0.84 0.41 12.49 1.19 -3.75 16.73 1.37 1.79 2.76 12.86 4.67
6a 11.26 15.93 29.63 2.23 8.21 18.35 15.81 15.24 -0.87 19.59 13.61
6b 5.36 4.39 39.39 -0.11 8.19 21.03 8.39 8.58 13.43 27.44 13.61
6¢ 11.33 8.63 26.05 —5.64 11.46 15.34 4.37 10.80 0.44 28.84 11.22
6d 12.68 27.11 32.05 7.01 1.63 15.69 10.96 13.98 1.21 19.91 14.29
6e 12.59 15.55 8.45 12.73 13.17 15.35 7.34 11.86 15.41 26.64 13.96
7a 0.61 11.00 12.45 -0.98 5.58 11.07 15.81 2.85 4.96 12.70 7.65
7b 7.45 5.74 20.88 7.52 9.78 19.01 7.42 9.00 9.86 16.05 11.30
7c 9.29 17.53 14.63 5.37 6.82 25.45 20.57 15.56 0.32 10.43 12.65
7d 5.89 5.40 10.89 0.05 4.05 14.21 8.80 1.70 12.12 13.82 7.72
7e 17.47 6.51 26.87 -1.28 3.63 18.79 18.86 3.33 7.83 14.41 11.72
8 -0.39 7.91 8.14 —5.40 8.12 10.01 6.75 10.60 0.52 12.37 5.89
9 1.98 7.54 5.00 3.23 8.71 14.61 5.77 6.18 -2.20 6.69 5.77
10 12.48 —0.49 1.02 -3.63 -7.29 12.11 1.27 7.45 —4.27 5.57 2.42
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activity and should be considered in the design of new
intercalators with potential antitumoral activity.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Some novel 9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline derivatives were synthesized and their cytotoxic activities
Received 21 February 2009 were examined. The inhibition of some of the most active compounds over human topoisomerase II (Topo
Revised 20 March 2009 1) activity was assessed with the kDNA decatenation assay. The novel compounds differ in the substitu-
Accgpted 25 March 20.09 ents attached to the anilino ring, a dialkylamino alkylamino group, a saturated heterocyclic moiety, a
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methylthio group at position 2 and a fluorine atom present or absent at 7-position. According to the data,
compounds with a diethylaminopropylamino group and a chlorine atom at 4’-position of the anilino ring
were the most cytotoxic. The molecular models of all compounds indicated a correlation between hydro-
phobicity and cytotoxic activity although the direction and magnitude of the dipole moment also had a
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Thiazolo[5,4-b]quinoline
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DNA topoisomerase-II inhibition
Structure-activity relationship

significant influence on its cytotoxicity. The 2-dialkylaminoalkylamino substituent is flexible and is
known to facilitate the crossing of cell membranes; thus, this last barrier may be a limiting step in the
mechanisms mediating the cytotoxicity. On the other hand, the activity of 2-methylthio derivatives

seems to rely more on the electronic effects brought about by the substitution of the aniline ring. The syn-
thesis, cytotoxicity against cancer cell lines, in vitro inhibition of human topoisomerase II, molecular
modeling and the preliminary analysis of structure-activity relationships are presented.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Several compounds based on tricyclic templates have been
studied in the search for better anticancer agents. Among these,
9-anilinoacridines have been extensively studied as potential ant-
itumorals, and their capability of interacting with DNA and inhib-
iting the DNA topoisomerase II has been proposed as a mechanism
of action. The stabilization of a enzyme-drug-DNA ternary complex
covalent-intermediate has been shown to lead to DNA lesions, the
interaction anilino ring-enzyme being one of the principal stabiliz-
ing factors.'~ One of these derivatives, amsacrine (Fig. 1, m-AMSA,
1a), has been clinically used for leukemia and lymphoma treat-
ment.*> Structural modifications in the acridine nucleus have led
to a novel agent, asulacrine 1b,® which was capable of inhibiting
the growth of some solid tumors. On the other hand, the isosteric
replacement of a benzene moiety in the acridine template has

* Corresponding author. Tel.: + 52 55 56 22 52 86; fax: +52 55 56 22 53 29.
E-mail address: lira@servidor.unam.mx (A. Lira-Rocha).
* Taken in part from the PhD dissertation of Marco A. Loza-Mejia.

Figure 1. Chemical structures of amsacrine 1a, asulacrine 1b and some aniline-
substituted tricyclic templates 2-4.

0968-0896/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmc.2009.03.052


mailto:lira@servidor.unam.mx
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.elsevier.com/locate/bmc

M. A. Loza-Mejia et al./Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 3266-3277 3267

Figure 2. 9-Anilinothiazolo[5,4-b]quinoline template and the substituents consid-
ered in the present study.

led to compounds such as 9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline 2,”® 4-
anilinofuro[2,3-b]quinoline 3° and 4-anilinopyrazolo[3,4-b]quino-
line 4'° derivatives which have shown good cytotoxic activity.
The incorporation of a five- or six-membered heterocyclic ring
fused to an anthracenedione or acridine nucleus usually increases
the cytotoxic activity, thus enabling the compounds to overcome
multidrug resistance of tumor cells.!'"!2

In our previous paper, the importance of the substitution pat-
tern in the anilino ring of 2-methylthio derivatives of 2 was
explored by introducing different substituents at positions 3’ and
4’ of the anilino ring as well as a diethylaminoethylamino chain
at positions 2 and 9 of the tricyclic nucleus. Electron withdrawing
groups (EWG) and hydrogen bond acceptors (HBA) attached to
position 3’ of the anilino ring improved cytotoxic activity. Besides,
the position of the diethylaminoethylamino chain had less influ-
ence on cytotoxicity than it did in the DNA binding affinity.”®

In the present study, the effect of additional substituents on the
anilino ring of the 9-anilinothiazoloquinoline system (Fig. 2, Scheme
1, series 7f-7h) is presented. In those compounds previously identi-
fied as good to fair cytotoxics (with substituents at positions 3’ or 4’
of the anilino ring), the influence of a dialkylaminoalkylamino
(diethylaminoethylamino or diethylaminopropylamino) chain at
position 2 was studied (Scheme 1, series 10 and 11). In particular,
the chain length and flexibility of the dialkylaminoalkylamino chain
was modified by incorporating a saturated heterocycle substituent
at position 2, while keeping a nitrogen atom attached to the C-2 of
the tricyclic system (Scheme 1, series 8). Finally, fluorination of posi-
tion 7 of the thiazoloquinoline system was included in some com-
pounds (Scheme 1, series 7a-7e) since it was reported to increase
cytotoxic effects.!® Cytotoxic activity as well as the inhibition of hu-
man topoisomerase I activity of the novel and some previously re-
ported compounds were evaluated, and a preliminary study
structure-activity relationship was carried out. The information ob-
tained has rendered important clues to the understanding of the
cytotoxic profile for these types of compounds.

2. Chemistry

The synthesis of the proposed compounds is depicted in Scheme
1. Preparation of intermediates for compounds 5a-5b has already
been described.”'* Compounds 6a and 6b were prepared by cycli-
zation of 5a and 5b with POCI3/PPA,” but lower yields were ob-
tained for the fluorinated analogue (60% for 6a, 35% for 6b).
Attempts to increase the yield (higher temperature and/or incre-
ment of POCl3/PPA) were unsuccessful. Although compounds 8a-
8c were obtained from 6a by direct condensation with the hetero-
cyclic amine in good yields (over 80%), this method was not useful
for preparing anilino-substituted compounds 8d-8f or those of ser-
ies 10 and 11. The anilino group diminishes the susceptibility of

the tricyclic ring to the nucleophilic attack, apparently by steric
hindrance. Compounds 10a-10f, 11a-11e and 8d-8f were ob-
tained by the oxidation of the methylthio derivative to the respec-
tive sulfone, and subsequent condensation with the appropriate
amine in moderate to good yields. We also tried to obtain com-
pounds 8d-8f by condensation of aniline with 8a-8c by using dif-
ferent conditions, but the starting material was recovered each
time. Compounds of series 7 were obtained by a method previously
reported,” but in the case of fluorinated derivatives it was neces-
sary to extend reaction time. All compounds were characterized
by IR, 'H NMR, MS and elemental analysis. Unequivocal assign-
ment of all 'H NMR signals was possible by NOESY experiments
carried out with compound 10e.

3. Biological
3.1. In vitro cytotoxicity

The results of the evaluation of cytotoxic activity of the newly
prepared and some previously reported compounds’® are shown
in Table 1. 9-Anilino-7-fluoro-susbtituted derivatives were not as
active as their non-fluorinated analogues (compare 7a-e and 7i-
m), except for compound 7c, which was more active than the
non-fluorinated analogue 7k. In general, the trend differs from
the one found by Alvarez-Ibarra et al. for 9-hydroxythiazoloquino-
line derivatives,!®> where a substitution with a fluorine atom in po-
sition 7 favored cytotoxicity.

Since, according to our previous studies, the presence of an elec-
tron withdrawing group at 3’-position favored cytotoxicity, addi-
tional substituents were incorporated at this position, that is,
compounds 7f-7h. As discussed in that preceding paper,® a puta-
tive hydrogen bond acceptor atom seems to be relevant to cytotox-
icity of such a compound series. In the new compounds, only the
oxime-substituted compound was cytotoxic. Thus, the cytotoxic
activity may be influenced by the distance from the anilino ring
to the putative hydrogen bond acceptor atom (distance to HBA,
Figure 3), because the cyano derivative 7j was cytotoxic, but a
shorter or longer distance to HBA, as in 7f and 7g, eliminated the
activity. In addition, the alignment of the cyano group possibly
contributes to a better hydrogen bond interaction. Moro, Capranico
et al. have proposed a model for the interaction of some intercala-
tors with DNA and DNA topoisomerase II, based on docking stud-
ies.'* Strong interactions were found between a hydroxyl group
of Thr744 of topoisomerase II (hydrogen bond donor atom, HBD)
and the sulfonamide moiety (HBA) of the m-amsacrine. A similar
interaction may mediate anilinothiazolo[5,4-b]quinolines antitu-
mor activity, and if so, the HBA group could be involved.

Compounds of series 8 that carry a six-member saturated nitro-
gen-containing heterocyclic substituent at 2-position showed low
activity. A similar result was observed for 9-hydroxy-2-saturated
thiazoloquinoline substituted compounds.'® Thus, flexibility of the
alkylamino chain at 2-position seems to have a positive influence
on cytotoxic activity. In addition, compounds of series 10 and 11
showed similar cytotoxic activity, 11e being the most active. Since
the ‘propylenediamine’ substituted compounds in these series were
more active than ‘ethylenediamine’ substituted compounds, the
length of the alkylamino chain was relevant but not critical for cyto-
toxic activity. On the other hand, attachment of the substituents at
any position of the anilino ring in these derivatives did not improve
activity and in some cases it even reduced cytotoxicity.

3.2. Inhibition of human DNA topoisomerase II activity

As reported in our previous paper?, the cytotoxicity of several
thiazolo[5,4-b]quinoline derivatives did not correlate with the
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Scheme 1. Reactions and conditions (a) POCl5/PPA, 130 °C, 4 h; (b) HoN-CgHs-R, MeOH, reflux, 6 h; (c) H202/AcOH, rt, overnight; (d) method A amine, reflux 30 min; method
B amine, DMF, rt, 3 h; (e) POCI5/PPA, 150 °C, 4 h; (f) H,N-CgH,4-R, EtOH, reflux, 20 h; (g) amine, rt, 24 h; (h) NH,OH, MeOH, reflux, 2 h.

in vitro DNA-intercalation ability of the compounds. In the case of
acridines the mechanism of action seems to be related to the
stabilization of the ternary complex between DNA, Topoisomerase
Il and the drug.'® The decatenation of kDNA molecules was used to
assay human Topoisomerase II (Topo II) activity. Only topoisomer-
ase type II can resolve individual DNA molecules from the inter-
locked network of covalently closed minicircles composing the
KkDNA. The resulting individual molecules were analyzed by aga-
rose-gel electrophoresis, and the activity was calculated from the
percentage of kDNA converted to individual DNA molecules, as
judged from densitometric analysis of ethidium bromide stained
gels. In control lanes no residual kDNA was detected, this activity

being considered 100%. In the initial screening, the most cytotoxic
compounds were tested at a final concentration of 160 puM in the
assay. For those showing significant activity the ICsq was calculated
from dose-response curves in the range of concentration of
1-160 pM. The resulting curves were sigmoidal in most cases with
Hill numbers ranging from 2 to 8. Apparent cooperativity binding
may indicate the participation of more than one molecule of the
compound in the enzyme-DNA-inhibitor complex or the existence
of high and low affinity DNA subsites where the compound binds,
yet not all of them lead to the inhibition of Topo II. The concentra-
tion values giving 50% inhibition (ICso) were calculated by non-lin-
ear regression fits of the data to the following equation:
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Table 1
In vitro cytotoxic activity of novel and already reported thiazolo[5,4-b]quinoline
derivatives

R3
Ry
HN
Ry —N
| _ DR,
N S
Ri Ry R3 R4 Hela SW480 SW620 K-562
7a F SMe H H >80 >80 >80 >80
7b F SMe CN H >80 >80 >80 55.36
7c F SMe OMe H 15.8 13.7 12.2 n.t
7d F SMe H CN >80 >80 >80 n.t
7e F SMe H OMe >80 >80 >80 54.91
7f H SMe CO,Et H >80 >80 >80 >80
7g H SMe COMe H >80 >80 >80 >80
7h H SMe OXM H 34.2 373 39.4 32.8
7i¢ H SMe H H >80 >80 >80 >80
7j¢ H SMe CN H 7.75 28.68 43.75 8.01
7Kk4 H SMe OMe H 2534  66.65 26.58 2217
714 H SMe Cl H 69.37 >80 >80 80.26
7m‘ H SMe H CN >80 >80 >80 >80
7n¢ H SMe H OMe >80 >80 >80 77.2
704 H SMe H Cl >80 >80 >80 79.45
7pd H SMe NMe H 46.22 >80 >80 46.85
7¢° H SMe (CO)E H 2169 13.6 19.72 12.54
7rd H SMe CF3 H 4334 65.13 62.28 67.06
7s¢ H SMe OH H >80 >80 >80 >80
7t H SMe NH, H >80 >80 >80 >80
7u‘ H SMe NH, 15 >80 >80 >80 >80
Ve H SMe NHAc H >80 >80 >80 >80
8a H PIP a 2 >80 >80 >80 >80
8b H MPZ a 2 >80 >80 >80 >80
8c H MOR ¢ a >80 >80 >80 >80
8d H PIP H H >80 >80 >80 >80
8e H MPZ H H 60.7 41.8 >80 73.01
8f H MOR H H >80 >80 >80 >80
10a H E CN H 13.33 13.10 14.62 12.48
10b H E Cl H 9.12 14.33 17.78 12.19
10c H E OMe H 19.2 115 20.0 235
10d H E H CN 15.18 14.18 16.49 8.36
10e H E H Cl 10.16 12.56 12.20 7.26
10f H E H OMe 13.60 12.04 16.38 10.87
10g° H E H H 1596 37.7 21.6 16.8
11a H P H H 6.27 6.90 16.56 7.52
11b H P CN H 19.21 11.53 19.65 12.88
11c H P Cl H 7.46 7.91 10.17 9.84
11d H P H CN 24.18 22.70 29.15 12.88
11e H P H Cl 8.82 4.92 7.48 3.36
Amsacrine® 9.5 27.7 16.7 19.9

1Cs0, UM, compound concentration inhibiting 50% of cellular growth assessed by the
MTT assay.
E = NH(CH,),NEt, P = NH(CH;)3NEt,, PIP = -1-piperidinyl, MPZ = -4-methylpiperaz-
inyl, MOR = 1-morpholinyl, OXM = C(NOH)Me, n.t. not tested.

2 Chlorine atom in position 9 instead of aniline ring.

b 5/_CH,OH substituted.

¢ Taken from Ref. 7.

9 Taken from Ref. 8.

Figure 3. Distance from aniline ring to hydrogen bond acceptor atom (distance to
HBA).

Table 2
Inhibitory activity of thiazolo[5,4-b]derivatives and m-amsacrine, as reference,
against on topoisomerase II (ICsg, M)

Compound Activity tse Hill tse

71 21.20 0.61 8 1.52
70 20.49 0.24 7 0.57
7P 12.27 0.28 3 0.15
7r 15.42 0.01 6 0.01
7s 64.34 5.13 7 1.86
7t 16.74 0.14 4 0.10
7u 18.04 1.66 2 0.48
v 29.56 6.21 2 0.40
10g 168.90 6.07 1 0.06
11c 40.95 8.66 1 0.05
m-AMSA 9.94 0.51 4 0.56

N,
1001C2

N
Activity (%) = 1T+ [
where ny is the cooperativity index and I the concentration of added
compound. Non-linear regression was performed with the Sigmas-
tat 2.0 statistical package (Jendel Sci. Inc. San Rafael, Ca.).

There was no correlation between in vitro Topo II inhibition
(Table 2) and the cytotoxicity of the compounds (Table 1). Com-
pound 7p was as nearly a good Topo II inhibitor as m-AMSA, but
it exhibited low cytotoxicity, while compound 11c was highly
cytotoxic, but, as an inhibitor of Topo II, it was four times less
potent than m-AMSA. Thus, the thiazolo[5,4-b]quinoline deriva-
tives may not be acting by the same mechanism as m-AMSA,
may be differentially modified by cell metabolism, or may present
large differences in their ability to penetrate the cell.

4. Molecular modeling

The cytotoxic activity of these compounds must be related to
their molecular structure, and molecular modeling of the isolated
molecules may reveal some of the factors involved. Molecular
models were obtained with spartaN'04'® software using the semi-
empirical AM1 method. A systematic search protocol (torsion
angles ta and tb) was used to obtain the minimal energy conform-
ers. Table 3 shows some of the calculated molecular parameters.
Optimized geometries of selected compounds are shown in Figure
4. Substituents attached to the phenyl ring linked to the amino
group had a greater effect on the phenyl conformation than those
attached to 2-position of the tricyclic nucleus system. The results
of the conformational analysis show an oblique orientation of the
anilino ring in relation to the tricyclic nucleus. In accordance with
the models, the analysis of the NOESY spectrum of 10e showed a
long-range interaction between the protons of the anilino ring
and those of alkylamino chain.

Because DNA-intercalator complex can be stabilized through
frontier molecular orbital interactions, LUMO energy values of
the compounds were calculated. All compounds appear to behave
as electron acceptors since their LUMO energies were negative. In
contrast, the DNA base pairs have been shown to act as electron
donors.!” This type of interaction should be very important for
fluorinated compounds 7a-7e because their LUMO energy values
were the lowest. In the case of alkylamino derivatives, a cationic
species can be formed due to the basic properties of the side chain,
which can interact the phosphate backbone, facilitating DNA inter-
calation. This last interaction has been shown to occur in similar
compounds'® and was suggested by us based on previous results.®

The dipole moment describes the charge distribution in a mol-
ecule and somehow summarizes electronic effects involved in
molecular recognition. With DNA intercalators, a direct correlation
between their dipole moment values and cytotoxicity has been
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Table 3
Selected parameters calculated for thiazolo[5,4-b]quinoline derivatives Rs
Ry
™
ta HN 1
Ry sz 2 N\
- | %Rz
N S
R, R, Rs R4 E HOMO (eV) E LUMO (eV) Dipole (Debye) PSA (A?) LogP 1a (°)
7a F SMe H H —8.2812 —1.2490 2.7750 25.4798 5.33 —60.9
7b F SMe CN H —8.5381 —1.4596 29112 40.94 5.37 —66.0
7c B SMe OMe H —8.2981 —1.2551 29116 32.6213 5.21 —62.4
7d B SMe H CN —-8.5720 —1.5062 4.3856 40.9403 5.37 —-67.2
7e F SMe H OMe —8.1733 -1.2143 2.5061 32.6746 5.21 —-58.4
7f H SMe CO,Et H —8.3488 —1.2317 1.5972 44.009 5.33 —64.5
7g H SMe COMe H —8.3493 —-1.2319 1.8153 38.628 4.49 —63.4
7h H SMe OXM H —-8.2219 —1.1237 2.2472 59.969 4.88 —62.6
7i H SMe H H —8.1929 —1.0978 2.6069 25.4955 5.18 —61.8
il H SMe CN H —8.4384 —1.3072 14718 40.9621 5.21 —66.3
7k H SMe OMe H —8.2095 —1.1038 3.0656 32.6417 5.05 —63.2
71 H SMe Cl H —8.3269 —1.2085 1.0670 25.5319 5.73 —64.6
7m H SMe H CN —8.4712 —1.3560 3.0940 40.9473 5.21 —67.1
7n H SMe H OMe —8.1371 -1.0973 1.8501 32.6991 5.05 —60.0
70 H SMe H Cl —8.3010 -1.2130 1.7710 25.5309 5.73 —64.3
7P H SMe NMe H —8.4467 —-1.3666 3.9320 37.5510 4.67 -67.9
7q H SMe (CO)E H —8.6759 —-1.5141 1.9465 53.1684 4.99 —70.9
7r H SMe CFs H —8.8215 —1.5828 4.1788 25.8454 6.10 -79.0
7s H SMe OH H —-8.5419 —1.3882 4.2182 45.2594 4.79 —74.0
7t H SMe NH, H —8.4487 —1.3750 3.4153 50.388 4.37 -70.0
7u H SMe NH, D —8.4069 —1.1691 5.0351 67.5379 3.8 -70.0
7v H SMe NHAc H —8.5198 —1.4433 1.045 50.2311 4.08 —68.0
8a H PIP a 2 —8.5277 —0.9740 2.1853 16.5785 6.13 n/a
8b H MPZ a a —8.5574 —1.0003 1.9366 19.1469 4.82 n/a
8c H MOR a 2 —8.6512 —1.0832 0.4513 24.4935 4.66 n/a
8d H PIP H H —8.1366 —0.8559 2.8936 27.3391 6.52 —67.0
8e H MPZ H H —8.1507 —0.8753 2.4780 29.895 5.21 —66.3
8f H MOR H H —-8.2160 —0.9483 1.1818 35.2189 5.06 —65.2
10a H B CN H —8.4021 —1.0062 3.7587 54.4904 5.38 —75.1
10b H E Cl H —8.2583 —0.9071 3.2760 39.0601 5.9 -71.1
10c H E OMe H —8.1415 —0.8290 44488 46.2024 5.22 —68.7
10d H E H CN —8.3940 —1.0392 6.0452 54.4736 5.38 —72.7
10e H E H Cl —8.2344 -0.9171 3.8532 39.0872 5.9 -71.3
10f H E H OMe —8.0092 —0.7954 3.4852 46.2707 5.22 —-67.1
10g H E H H —-8.1317 -0.8131 3.7866 39.0819 5.35 —69.3
11a H P H H —8.0845 —0.7612 4.1858 36.7885 5.63 —69.9
11b H P CN H —8.3473 —0.9520 4.6902 52.1346 5.66 -75.2
11c H P Cl H —8.2280 —0.8615 4.0702 34.2395 6.18 -72.9
11d H P H CN —8.3434 —0.9862 6.9274 52.1784 5.66 -731
11e H P H Cl —8.1920 —0.8659 43978 36.7761 6.18 -72.4
Amsacrine —8.2450 —1.3367 1.7783 3.11 —-114

E = NH(CH;),NEt, P = NH(CH;)3NEt,, PIP = -1-piperidinyl, MPZ = -4-methylpiperazinyl, MOR = 1-morpholinyl, OXM = C(NOH)Me, n/a = not applicable.

2 Chlorine atom in position 9 instead of aniline ring.
b 5/_CH,OH substituted.

found.’®2! In the present study, the dipole moment vector and
magnitude were calculated.

A cyano group or chlorine atom increased the dipole moment
magnitude more when placed at 4’-position than when placed at
3’-position. The opposite trend is observed for the methoxy group.
For compounds with a dialkylaminoalkylamino substituent, the
incorporation of an electron withdrawing group (EWG) notably
increased the dipole moment magnitude. The replacement of the
methylthio group at 2-position by a dialkylaminoalkylamino resi-
due also resulted in a higher dipole moment, and the incorporation
of a saturated heterocycle reduced its magnitude slightly. How-
ever, the variations in the direction of the dipole moment may be
of greater importance, and based on the dipole moment direction,
the compounds can be grouped as indicated in Table 4 and Figure

5. From the data, the presence of EWG in the anilino ring and incor-
poration of a fluorine atom at position 7 cause changes in the
dipole moment direction. It is worthy of note that 7g and 7f lack
EWG at position 4’ but belong to group D, since their dipole vectors
resemble the 7m dipole instead of the one of 7j.

5. Structure-activity relationship
5.1. Cytotoxic activity
In Table 4, the compounds with a dialkylaminoalkyl group,

regardless of their dipole orientation, are the most active; in the
case of 2-methyltio derivatives (series 7), however, only the
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Figure 4. Optimized geometries for selected compounds.
Table 4
Analyzed compounds grouped according to direction of dipole moment vector and avg ICso (M) is included (HeLa cell line)
ty
3
\\5 [: l _______ x
—
A
+z

Group A (position 10) Avg ICsq Group B (position 7) Avg ICsq Group C (position 3') Avg ICsq Group D (position 4’) Avg ICsq
7h, 7i, 7k, 71, 7n, 70, 7s, 7t, 7u, 7v >80? 7a, 7c, 7e >80° 7j, 7q, 7r 24.2 7b, 7d, 7f, 7g, 7m >80

8a, 8b, 8d, 8e, 8f >80¢ 8c >80

10b, 10c, 10e, 10f, 10g 13.6 10a, 10d 14.2

11a, 11c, 11e 7.52 11b, 11d 21.7

2 Except 7h ICso = 34.2, 7K, ICso = 25.34.
b Except 7¢ ICso = 15.8.
€ Except 8e ICsg = 60.7.

compounds with the dipole orientation through 3’-position and an
EWG are active. The comparison of compound 7j with 10a and 11d
indicates a greater influence of the alkyl chain on the dipole orien-
tation, and while compounds 10a, 10d, 11b and 11d show no cell
line selectivity at all, compound 7j is very active only against HeLa
and K-562 cell lines. Moreover, the incorporation of a fluorine atom
in 7j severely modifies its dipole orientation (relative to compound
7b) and diminishes its cytotoxic activity. There is possibly a low
density region in the putative interaction site, which is only
accessed through a substituent with a high charge density. This
proposal would explain the low activity of compound 71, which,

in spite of its chlorine atom at 3’-position, has a different dipole
orientation relative to 7j.

The influence of the dipole moment on cytotoxicity is clear
because the 2-methylthio compounds of group D (series 7) have
no cytotoxic activity while the same kind of compounds of groups
A and C are cytotoxic. Nevertheless, other factors ought to be con-
sidered since in 3’-substituted compounds of group A, a higher
dipole moment magnitude is associated with higher cytotoxicity
(7h, 7Kk), but the opposite trend was found for compounds in group
C (7j,7q) (Fig. 6). Furthermore, compounds of group D (10d and
11d) with higher dipole moment are among the less active
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Group A Group B

Group D

Group C

Figure 5. Analyzed compounds grouped according to the direction of the dipole
vector. Red arrow indicates dipole orientation.

compounds of the alkylamino series, and hence, other electronic
factors influence cytotoxicity. In any case, hydrophobic factors
remain among the most relevant.

Some QSAR equations were derived, but in this case compounds
with ICso above 80 uM were excluded from the SAR analysis. Com-
pounds 7j,7q, 8e and 11e did not fitinto the first model. This can pos-
sibly be explained by the different direction of the dipole moment
toward the nitrogen atom of the central ring instead of pointing
towards the anilino ring as in the remaining compounds (see
Fig. 4). When these compounds were excluded, the equation found

I (WG )
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Figure 6. Relationships between dipole moments and cytotoxic activity in HeLa cell
line. Groups are those included in Table 4.

for K-562 cell line was: log(1/ICso) = 1.14576 * LUMO + 0.13084 * -
dipole moment —0.59538 (n = 19; r? = 0.850; F = 45.583). Interest-
ingly, with this subset of compounds, two subgroups become
evident, one including alkylamino substituted compounds and the
other comprising methylthio substituted compounds (Fig. 7). A sim-
ilar tendency was observed with data from the other cell lines.

For the compounds with a dialkylaminoalkylamino group, the
hydrophobic factors appear to be important since compounds with
a higher log P were among the most active. To develop a 2D-QSAR,
several descriptors representative of size (polar surface area, polar
volume, etc.), electronic and lipophilic characteristics were used to
characterize the compounds, but only one satisfactory QSAR
equation was found for compounds of series 10 and 11 (HeLa cell
line): log(1/ICs0) = —0.01964 PSA —0.19409 (n=10; r?=0.740;
F=24.541),10c and 10g as outliers. Where PSA is the Polar Surface
Area descriptor. Thus, one important factor for the activity of these
compounds lies in their ability to pass through biological mem-
branes because this parameter strongly correlates with membrane
permeability.?? Therefore, the better activity of series 11 could be

LEEIE

w

obsanaed

Figure 7. Predicted activities, calculated by equation A, versus observed activities. Lower subset includes alkylamino substituted compounds, upper, methylthio substituted

compounds.
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attributed to higher ability to cross cell membranes and not neces-
sarily to the better binding to DNA.

5.2. Topoisomerase II inhibition

For the inhibition of human Topo I, the IC5q value correlated only
with the LUMO parameter [log(1/ICso)=—0.99025 * LUMO —
2.46625; n=07; r> = 0.810; F=21.233, 8r, 8s and 8t as outliers]. As
discussed before, the LUMO parameter is relevant to the DNA inter-
calation and appears to be important in the formation of the Topoi-
somerase II-DNA-inhibitor ternary complex, at least for these
compounds. An unusual feature of the Topo II inhibition curves is
the presence of positive cooperativity, with Hill numbers approach-
ing 4. Therefore, four or more molecules of the compound seem to be
required to produce the inhibition. This result does not necessarily
reflect the presence of 4 inhibitor molecules at the ternary complex
but may result from high-affinity-intercalation of the inhibitor to
DNA sites, which are poor substrates of the Topoisomerase II.

Taking all data together, the 2-alkylamino compounds (series
10 and 11) have different structural requirements for cytotoxic
activity as compared with 2-methylthio derivatives (series 7). For
the first group of compounds the capacity to pass through biolog-
ical membranes is more important and for the latter the nature of
the substituent in position 3’ becomes predominant. Possibly this
last factor affects the binding of these compounds to a putative
receptor. Even in series 7, two different behaviors were observed,
one class of compounds with dipole moment oriented to the anili-
no ring and the other class with dipole moment oriented to the tri-
cyclic template. Perhaps compounds of series 10 and 11 have a
different mode of binding to DNA or to topoisomerase II, from
those of series 7. Studies on the determination of mechanism of
action of both classes of compounds are in course.

6. Conclusions

Novel 9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline derivatives with a dif-
ferent substitution pattern in the anilino ring and in the tricyclic
template were synthesized and their cytotoxic activity, tested
in vitro. Incorporation of a saturated heterocyclic ring and of a fluo-
rine atom in positions 2 and 7 of the tricyclic template, respectively,
resulted in a depletion of activity. A flexible dialkylaminoalkylamino
residue in position 2 improves activity; its length is important but
not critical for cytotoxicity. For 2-methylthio derivatives, the nature
of the substituent in position 3’ is relevant for cytotoxicity, appar-
ently through the formation of hydrogen bonds with its in vivo
molecular target, the direction of dipole moment being likely to ori-
ent the compound into the target molecule, thus enhancing or weak-
ening the binding.

7. Experimental

All starting materials were commercially available research-
grade chemicals and used without further purification. Reactions
were monitored by analytical TLC on precoated silica gel 60 Fasq4
plates (Aldrich). Column chromatography was carried out on Silica
Gel 60 (70-230 mesh, Merck). Melting points were determined on
a Fisher-Jones apparatus and are uncorrected. Infrared spectra
were recorded on a Nicolet FT-55X spectrophotometer model. 'H
and '>C NMR spectra were recorded on a Varian VxR-300S spec-
trometer (300 and 75.5 MHz, respectively). Chemical shifts are
reported in ppm (J) and the signals are described as singlet (s),
doublet (d), triplet (t), quartet (q), broad (br) and multiplet (m);
coupling constants are reported in Hertz. EI-MS were carried out
on a JEOL JMS-AX505-HA apparatus. FAB-MS were carried out on

a JEOL Sx102 apparatus. Compounds 5a-b and 6a-b were prepared
according to procedures already described.”313

7.1. General preparation of 2-(methylthio)-9-anilinothiazolo[5,4-
b]lquinolines (7a-h)

This method has already been described.”® Briefly, to the com-
pound 6a or 6b (0.5 mmol) were successively added methanol or
ethanol for fluorinated analogues (5 mL) and two drops of HCI
(36%). The cream-colored suspension formed was stirred for ten
minutes. Meanwhile, a mixture of the aniline with the desired sub-
stitution pattern (0.7 mmol) in 5 mL of methanol or ethanol was
prepared. This mixture was added to the suspension of 6a or 6b
and heated to reflux for 6-18 h. After cooling, the solvent was
evaporated under reduced pressure; the residue was suspended
in 10 mL of water and a 10% NaHCOs; solution was added to render
pH 8. The solid was collected by vacuum filtration and washed
with cold acetone.

7.1.1. 7-Fluoro-9-(phenylamino)-2-(methylthio)-9-
anilinothiazolo[5,4-b]quinoline (7a)

Yellow solid; 138 mg (81.5%); mp 187-190 °C. IR (KBr, cm'):
3423 (NH), 1624, 1597, 1545, 1525, 1493, (aromatic); 'H NMR
(DMSO-dg, 8): 2.33 (s, 3H) SCHs; 7.15 (d, J = 7.6 Hz, 2H), H-2/, H-
6’; 7.32 (t, J=8.0Hz, 2H), H-3, H-5'; 7.09 (t, J=7.6 Hz, 1H) H-4;
7.99 (dd, J=9.2, 5.2 Hz, 1H) H-5; 7.71 (ddd, J=10.8, 9.6, 2.8 Hz,
1H) H-6; 8.27 (dd, J=11.2, 2.1 Hz, 1H) H-8; 9.70 (br), NHAr. MS
(FAB, m/z): 342 (M*+1, 100%), 341 (M', 41%) Anal. Calcd for
Ci17H12FN3S,: G, 59.80; H, 3.54; N, 12.31; S, 18.78. Found: C,
59.65; H, 3.79; N, 12.16; S, 18.93.

7.1.2. 9-[[(3-Cyano)phenyl]amino]-7-fluoro-2-(methylthio)-9-
anilinothiazolo[5,4-b]quinoline (7b)

Yellow solid; 153 mg (81%); mp 252-253 °C. IR (KBr, cm'):
3430 (NH), 2222 (CN), 1603, 1586, 1543, 1511, 1479, (aromatic);
TH NMR (DMSO-ds, 6): 2.31 (s, 3H) SCH3; 7.65 (s, 1H), H-2'; 7.53
(m, 3H), H-4', H-5/, H-6'; 8.01 (dd, J=9.6, 5.6 Hz, 1H) H-5; 7.57
(dd, J =9.2, 2.0 Hz, 1H) H-6; 8.49 (dd, J=10.4, 2.1 Hz, 1H) H-8;
10.42 (br), NHAr. MS (FAB, m/z): 367 (M*+1, 100%), 366 (M", 17%)
Anal. Calcd for C1gH11FN4S3: C, 59.00; H, 3.03; N, 15.29; S, 17.50.
Found: C, 59.25; H, 3.18; N, 15.04; S, 17.35.

7.1.3. 9-[[(3-Methoxy)phenyl]amino]-7-fluoro-2-(methylthio)-
9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline (7c)

Yellow solid; 131 mg (70%); mp 193-195°C. IR (KBr, cm™'):
3424 (NH), 3028 (OMe), 1599, 1578, 1549, 1510, 1486, (aromatic);
'H NMR (DMSO-dg, 8): 2.35 (s, 3H) SCH3; 3.61 (s, 3H) OCHs, 6.74
(m, 3H), H-2’, H-4', H-6'; 7.25 (t, J = 8.7 Hz, 1H), H-5'; 7.75 (ddd,
J=105, 7.8, 2.7 Hz, 1H) H-6; 7.97 (dd, ] =9.2, 5.1 Hz, 1H) H-5;
8.27 (dd, J=10.4, 2.1 Hz, 1H) H-8; 10.13 (br), NHAr. MS (FAB, m/
z): 372 (M'+1, 100%), 371 (M', 17%)%) Anal. Calcd for
C1gH14FN30S,: C, 58.20; H, 3.80; N, 11.31; S, 17.26. Found: C,
58.38; H, 3.87; N, 11.23; S, 17.09.

7.1.4. 9-[[(4-Cyano)phenyl]amino]-7-fluoro-2-(methylthio)-9-
anilinothiazolo[5,4-b]quinoline (7d)

Yellow solid; 111 mg (75%); mp 235-238 °C. IR (KBr, cm™'):
3422 (NH), 2220 (CN), 1600, 1575, 1534, 1511, 1496, (aromatic);
"H NMR (DMSO-dg, 5): 2.49 (s, 3H) SCHs; 7.2 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
H-2', H-6'; 7.66 (d, J=8.1Hz, 2H), H-3’, H-5'; 7.72 (dd, J=9.6,
7.5Hz, 1H) H-6; 8.07 (d, J =9.2, 1H) H-5; 8.15 (d, J=9.0 Hz, 1H)
H-8; 9.90 (br), NHAr. MS (FAB, m/z): 367 (M"+1, 100%), 366 (M",
28%) Anal. Calcd for CigH{1FN4S,: C, 59.00; H, 3.03; N, 15.29; S,
17.50. Found: C, 59.13; H, 3.10; N, 15.16; S, 17.43.
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7.1.5. 9-[[(4-Methoxy)phenyl]amino]-7-fluoro-2-(methylthio)-
9-anilinothiazolo[5,4-b]quinoline (7e)

Yellow solid; (72%); mp 203-205 °C. IR (KBr, cm™1): 3444 (NH),
3026 (OCH3), 1602, 1577, 1545, 1504, 1444, (aromatic); 'H NMR
(DMSO-dg, 6): 2.30 (s, 3H) SCHs; 3.77 (s, 3H) OCHs, 6.96 (d,
J=88Hz, 2H), H-3, H-5'; 7.22 (d, J=8.1, 2H), H-2/, H-6'; 7.78
(ddd, J=9.6, 8.0, 2.8 Hz, 1H) H-6; 7.98 (dd, J =9.2, 5.6 Hz, 1H) H-
5; 8.41 (dd, J=11.2, 2.4 Hz, 1H) H-8; 10.11 (br), NHAr. MS (FAB,
m/z): 372 (M'+1, 100%), 371 (M', 28%) Anal. Calcd for
Ci1sH14FN30S,: C, 58.20; H, 3.80; N, 11.31; S, 17.26. Found: C,
58.41; H, 3.91; N, 11.20; S, 17.05.

7.1.6. 9-[[(3-Ethoxycarbonyl)phenyl]amino]-2-(methylthio)-
thiazolo[5,4-b]quinoline (7f)

Yellow solid; (70%); mp 173-5 °C. IR (KBr, cm™!): 3411 (NH),
3129, 3056, 2971 (CH), 1713 (C=0), 1621, 1570, 1545, 1507 (aro-
matic); '"H NMR (DMSO-dg, 6): 1.30 (t, J=6.9 Hz, 3H) CH3; 2.21
(s, 3H) SCH3; 4.30 (q, J= 6.9 Hz, 2H) OCH,; 7.52 (t, J= 6.9 Hz, 1H)
H-5; 7.55 (dt, J = 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6'; 7.68 (ddd, J=8.7, 6.3, 1.2,
1H) H-7; 7.70 (dt, J=6.9, 1.5 Hz, 1H) H-4’; 7.89 (t, J= 1.5 Hz, 1H)
H-2'; 7.92 (ddd, J = 8.7, 6.3, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.99 (dd, J=8.7, 1.2,
1H) H-5; 8.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H) H-8; 10.7 (br, 1H) NH; MS (FAB,
my/z): 396 (M*+1, 100%) Anal. Calcd for C,oH;7N30,S5: C, 60.74; H,
4.33; N, 10.62; S, 16.22. Found: C, 60.52; H, 4.54; N, 10.46; S, 16.39.

7.1.7. 1-(3-{[2-(Methylthio)thiazolo[5,4-b]quinolin-9-yl]-
amino}phenyl)ethanone (7g)

Yellow solid; (70%); mp 185-7 °C. IR (KBr, cm~!): 3411 (NH),
3129, 3122, 3059 (CH), 1681 (C=0), 1621, 1570, 1550, 1504 (aro-
matic); 'H NMR (DMSO-dg, 6): 2.24 (s, 3H) COCH3; 2.55 (s, 3H)
SCHs; 7.52 (t, J= 6.9 Hz, 1H) H-5; 7.55 (dt, J = 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-
6’; 7.67 (ddd, J=8.7, 6.3, 1.2, 1H) H-7; 7.78 (dt, J=6.9, 1.5 Hz,
1H) H-4"; 7.86 (t, J=1.5Hz, 1H) H-2'; 7.91 (ddd, J=8.7, 6.3,
1.2 Hz, 1H) H-6; 7.99 (dd, J=8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.58 (d, J = 8.4 Hz,
1H) H-8; 10.66 (br, 1H) NH; MS (FAB, m/z): 366 (M*+1, 100%) Anal.
Calcd for C;9H15N30S5: C, 62.44; H, 4.14; N, 11.50; S, 17.55. Found:
C, 62.63; H, 4.33; N, 11.42; S, 17.23.

7.1.8. (1E)-1-(3-{[2-(Methylthio)thiazolo[5,4-b]quinolin-9-
yllamino}phenyl)ethanone oxime (7h)

To a suspension of 110 mg (0.3 mmol) of compound 7f in 10 mL
of methanol 50 mg of hydroxylamine chlorhydrate in 5 mL of
methanol were added and heated to reflux for 1 h. After cooling,
the solvent was evaporated under reduced pressure; the residue
was suspended in 10 mL of water and a 10% NaHCOs solution
was added to render pH 8. The solid was collected by vacuum fil-
tration and washed with cold acetone, giving 100 mg (87%) of title
compound as a yellow solid, mp 201-3 °C. IR (KBr, cm™'): 3411
(NH), 3227, 3053 (CH), 1617 (C=N), 1585, 1551, 1496, (aromatic);
TH NMR (DMSO-dg, 8): 2.10 (s, 3H) C(NOH)CH3; 2.41 (s, 3H) SCH3;
7.08 (m, 1H) H-5’; 7.28 (m, 2H) H-4’, H-6'; 7.39 (t,] = 1.5 Hz, 1H) H-
2';7.51(ddd,J=8.7,6.3,1.2, 1H)H-7; 7.71 (ddd, J = 8.7, 6.3, 1.2 Hz,
1H) H-6; 7.92 (dd, J = 8.7, 1.2, 1H) H-5; 8.37 (d, ] = 8.4 Hz, 1H) H-8;
9.36 (br, 1H) NH; 11.12 (s, 1H) OH; MS (FAB, m/z): 366 (M*+1,
100%) Anal. Calcd for C;9H;gN40S;: C, 59.98; H, 4.24; N, 14.73; S,
16.85. Found: C, 59.81; H, 4.37; N, 14.70; S, 16.95.

7.2. Preparation of compounds 8a—c

A solution of 6a (133 mg, 0.5 mmol) in 2 mL of the correspond-
ing amine was stirred for 24 h at room temperature. After that
time, 10 mL of a saturated aqueous solution of NH4Cl was added,
the greenish suspension was extracted with dichloromethane
(3 x 5mL) and the organic extracts were collected, washed with
a NaHCOs solution (3 x 5 mL) and water (3 x 5 mL) and dried over
Na,S0O4. After concentration under reduced pressure, the pale

yellow crude product was purified by crystallization from metha-
nol or hexane.

7.2.1. 9-Chloro-2-(1-piperidinyl)thiazolo[5,4-b]quinoline (8a)

Pale yellow solid; 130 mg (80%); mp 165-168 °C (hexane). IR
(KBr, cm~1): 2937, 2850 (CH), 1601, 1543, (aromatic); 'H NMR
(CDCls, 6): 1.76 (s, 6H) H-3a, H-4a, H-6a; 3.76 (s, 4H) H-2a, H-5a,
7.60 (m, 2H), H-6, H-7; 8.0 (dd, J = 7.2,. 1.8 Hz, 1H), H-5; 8.25 (dd,
J=7.5, 1.8 Hz, 1H) H-8. MS (El, m/z): 305 (M*+2, 37%), 303 (M",
100%) Anal. Calcd for C;5H14CIN5S: C, 59.30; H, 4.64; N, 13.83; S,
10.55. Found: C, 59.45; H, 4.89; N, 13.70; S, 10.28.

7.2.2. 9-Chloro-2-[1-[(4-methyl)piperazinyl]]thiazolo[5,4-b]-
quinoline (8b)

Pale yellow solid; 130 mg (80%); mp 165-168 °C (methanol). IR
(KBr, cm~'): 2932, 2841, 2789 (CH), 1601, 1548, (aromatic); 'H
NMR (CDCls, §): 2.42 (s, 3H) NCH3; 2.64 (t, J=4.8 Hz, 4H) H-3a,
H-5a; 3.86 (t, J=4.5 Hz, 4H), H-2a, H-6a; 7.61 (m, 2H), H-6, H-7;
8.0 (dd, J=7.8,. 1.8 Hz, 1H), H-5; 8.25 (dd, /= 7.5, 1.8 Hz, 1H) H-8.
MS (EI, m/z): 320 (M*+2, 10%), 318 (M", 30%), 70 (100%) Anal. Calcd
for C;sHq5CINgS: C, 56.51; H, 4.74; N, 17.57; S, 10.06. Found: C,
56.51; H, 4.74; N, 17.57; S, 10.06.

7.2.3. 9-Chloro-2-(1-morphonyl)thiazolo[5,4-b]quinoline (8c)

Pale yellow solid; 130 mg (80%); mp 165-168 °C (hexane). IR
(KBr, cm™1): 2967, 2937, 2880 (CH), 1600, 1548, (aromatic); 'H
NMR (CDCl3, 6): 3.80 (s, 4H) H-2a, H-6a; 3.87 (s, 4H) H-3a, H-53;
7.64 (m, 2H), H-6, H-7; 8.04 (d, J=7.2, 1H), H-5; 8.27 (d, J=7.5,
1H) H-8. MS (EI, m/z): 307 (M*+2, 37%), 305 (M", 100%) Anal. Calcd
for C14H12CIN30S: C, 54.99; H, 3.96; N, 13.74; S, 10.49. Found: C,
54.84; H, 4.10; N, 13.61; S, 10.66.

7.3. General preparation of 2-methylsulphanyl derivatives 9a—f

A suspension of 0.5 mmol of the 2-(methylthio)-9-anilinothiaz-
olo[5,4-b]quinoline derivative with the desired substitution
pattern in the aniline ring, in 10 mL of a mixture of H,0, 30%-acetic
acid (1:1) was stirred overnight at room temperature. 20 mL of
cold water were then added and the orange precipitate of the 2-
methylsulphanyl derivative was collected by filtration, dried by
suction and used without further purification.

7.4. General preparation of compoundsl0a-10f, 11a-11e and 8d-8f

Method A: A solution of the 2-methylsulphanyl derivative
(0.4 mmol) in 0.5 mL of the corresponding amine was heated to
reflux for 30 min. After that time, 30 mL of dichloromethane were
added and the yellowish solution was washed with a NaOH 2 N
(3 x5mL), saturated NH4Cl solution (3 x5mL) and water
(3 x5mL) and dried over Na,SO,4. After concentration under
reduced pressure, the pale yellow crude was purified by column
chromatography (silica gel, mixture of CH,Cl,/MeOH/NH4,OH
98:2:0.1 as eluent) or crystallization from methanol for com-
pounds 8d-f. Method B: An alternative procedure for compounds
10a-f and 11a-e was as follows: To a solution of the 2-methylsul-
phanyl derivative in 1 mL of DMF 1.5 equiv of the aliphatic amine
were added and stirred overnight at room temperature; the dark
solution was poured into a 10 mL of a well stirred brine solution
and left at room temperature overnight. The precipitate formed
was filtered, dried by suction and treated with hot hexane. This
procedure gave similar yields as method A.

7.4.1. 9-[[(3-Cyano)phenyl]amino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10a)

Pale yellow solid; (69%); mp 110-111°C. IR (KBr, cm™') 3311
(NH), 2966, 2810 (CH); 2227 (CN); 1600, 1560, 1476 (aromatic);
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TH NMR (CDCls, 8): 1.02 (t, ] = 7.2 Hz, 6H) 2-CH3; 2.55 (q, ] = 7.2 Hz,
4H) CH,; 2.68 (t,] = 6.9 Hz, 2H) CH>; 3.48 (q,J = 6.9 Hz, 2H) NHCH,;
6.44 (br, 1H) -NH-; 7.00 (s, 1H) -NHAr; 7.04 (d, ] = 8.1 Hz, 1H) H-6/;
7.08 (s, 1H)H-2"; 7.18 (d, J = 8.1 Hz, 1H) H-4; '7.26 (t,J = 8.1, 1H) H-
5; 7.37 (ddd; J=8.7, 6.9, 1.2 Hz; 1H) H-7; 7.60 (ddd; J=8.7, 6.9,
1.5 Hz; 1H) H-6; 7.67 (d, J = 8.7 Hz, 1H) H-5; 8.03 (d, J=8.7 Hz,
1H) H-8; MS (FAB, m/z): 417 (M'+1, 100%) Anal. Calcd for
Co3H24NgS: C, 66.32; H, 5.81; N, 20.18; S, 7.70. Found: C, 66.17;
H, 6.00; N, 20.96; S, 7.51.

7.4.2. 9-[[(3-Chloro)phenyl]amino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10b)

Yellow solid; (70%); mp 109-110°C. IR (KBr, cm™') 3411
(NH), 2966, 2919, 2849 (CH); 1549, 1561, 1475 (aromatic); 'H
NMR (DMSO-ds, &): 1.10 (t, J=7.2Hz, 6H) 2-CHs; 2.97 (q,
J=72Hz, 4H) CHy; 3.10 (t, J=6.9Hz, 2H) CH,; 3.59 (q,
J=6.9Hz, 2H) NHCH,; 6.78 (d, J=8.1Hz, 1H) H-6; 6.90 (d,
J=8.1Hz, 1H) H-4"; 7.20 (t, J=8.1, 1H) H-5'; 7.30 (s, 1H) H-2;
7.51 (ddd; J= 8.7, 69, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.64 (ddd, J=8.7, 6.9,
1.5 Hz, 1H) H-6; 7.90 (d, J=8.7 Hz, 1H) H-5; 8.22 (d, J= 8.7 Hz,
1H) H-8; 897 (br, t, J=6.9, 1H) -NH-; 9.22 (s, 1H) -NHAr-;
MS (FAB, m/z): 426 (M*+1, 40%), 86 (M-339, 100%) Anal. Calcd
for C;uH,4CINsS: C, 62.03; H, 5.68; N, 20.69; S, 7.49. Found: C,
62.17; H, 5.81; N, 20.52; S, 7.35.

7.4.3. 9-[[(3-Methoxy)phenyl]amino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10c)

Brownish solid; (50%); mp 118-120°C. IR (KBr, cm™'): 3120
(NH), 3053, 2966 2850 (CH), 1595, 1571, 1543, 1503, 1476, (aro-
matic), 'H NMR (DMSO-dg, 6): 0.88 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-CHs; 2.41
(q, J=7.2Hz, 4H) CH,; 245 (t, J=6.9Hz, 2H) CH,; 3.23 (q,
J=6.9Hz, 2H) NHCH,; 6.74 (m, 3H) H-2', H-4, H-6"; 7.25 (t,
J=8.7Hz) H-5; 7.60 (ddd, J=8.4, 6.6, 1.2 Hz) H-7; 7.84 (ddd,
J=8.7, 6.6, 1.2 Hz) H-6; 7.97 (dd, = 8.7, 0.9 Hz, 1H) H-5; 8.53 (d,
J=8.4Hz) H-8; 8.13 (br, t,J=6.9, TH) -NH-; 8.29 (s, 1H) -NHAr-
; MS (EI, m/z): 421 (M", 15%), 322 (M-99, 80%), 86 (M-335, 100%)
Anal. Calcd for C,3H,7Ns0S: C, 65.53; H, 6.46; N, 16.61; S, 7.61.
Found: C, 65.41; H, 6.52; N, 16.67; S, 7.76.

7.4.4. 9-[[(4-Cyano)phenyl]amino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10d)

Pale yellow solid; (61%); mp 114-115°C. IR (KBr, cm™') 3320
(NH); 2967, (CH) 2216 (CN), 1602, 1580, 1560, 1511 (aromatic);
'H NMR (DMSO-dg, 6):1.10 (t, J=7.2 Hz, 6H) 2-CHs; 2.97 (q,
J=7.2 Hz, 4H) CHy; 3.10 (t, J= 6.9 Hz, 2H) CH,; 3.59 (q, J=6.9 Hz,
2H) NHCH,; 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-2’, H-6"; 7.55 (m, 3H) H-3/,
H-5, H-7; 7.64 (ddd, J=7.2, 6.9, 1.2Hz, 1H) H-6; 7.91 (d,
J=7.8Hz, 1H) H-5; 8.04 (d, J=8.4Hz, 1H) H-8; 8.50 (br, 1H) -
NH- 9.3 (s, 1H) -NH- MS (FAB, m/z) 430 (M*+1, 50%) 86 (M-344,
100%) Anal. Calcd for Cy3Hp4NgS: C, 66.32; H, 5.81; N, 20.18; S,
7.70. Found: C, 66.47; H, 5.93; N, 20.10; S, 7.50.

7.4.5. 9-[[(4-Chloro)phenyl]lamino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10e)

Yellow solid; (63%); mp 113-114 °C. IR (KBr, cm~') 3410 (NH),
2965, 2809, (CH); 1600, 1586, 1566 (aromatic); '"H NMR (DMSO-ds,
8): 1.08 (t,] = 7.2 Hz, 6H) 2-CH3; 2.94 (q, ] = 7.2 Hz, 4H) CH,; 3.08 (t,
J=6.9Hz, 2H) CH,; 3.58 (q, J=6.9Hz, 2H) NHCH,; 6.82 (d,
J=8.7Hz, 2H) H-2’, H-6'; 7.21 (d, J=8.7 Hz, 2H) H-3/, H-5'; 7.48
(ddd, J=8.7, 6.9, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.60 (ddd, J=8.7, 6.9, 1.5 Hz,
1H) H-6; 7.88 (d, J=8.7 Hz, 1H) H-5; 8.16 (d, J=8.7 Hz, 1H) H-8;
8.4 (br, t, J=6.9, 1H) -NH-; 8.91 (s, 1H) -NHAr-; MS (FAB, m/z):
426 (M*+1, 40%), 86 (M-339, 100%) Anal. Calcd for CpyH,4CINSS:
C, 62.03; H, 5.68; N, 20.69; S, 7.49. Found: C, 62.21; H, 5.73; N,
20.64; S, 7.30.

7.4.6. 9-[[(4-Methoxy)phenyl]amino]-2-[2-(N,N-diethylamino)]
ethylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (10f)

Yellow solid; (65%); mp 110-112 °C. IR (KBr, cm™ ') 3179 (NH)
2966, 2827, (CH); 1599, 1563, 1508, 1495, 1469 (aromatic). 1236
(OCH3); "H NMR (DMSO-dg, 8): 0.88 (t, J = 7.2 Hz, 6H) 2-CH3; 2.41
(q, J=7.2Hz, 4H) CH,; 245 (t, J=6.9Hz, 2H) CH»; 3.23 (q,
J=6.9 Hz, 2H) NHCH,; 3.68 (s, 3H) OCH3s; 6.80 (m, 4H) H-2’, H-6/,
H-3', H-5; 7.36 (ddd, J=8.7, 6.9, 0.9 Hz, 1H) H-7; 7.52 (ddd,
J=8.7, 6.9, 0.9 Hz, 1H) H-6; 7.79 (dd, J= 8.7, 0.9 Hz, 1H) H-5;
8.06 (dd, J=8.7, 0.9 Hz, 1H) H-8; 8.13 (br, t, J=6.9, 1H) -NH-;
8.29 (s, 1H) -NHAr—; MS (El, m/z): 421 (M, 15%), 322 (M-99,
80%), 86 (M-335, 100%) Anal. Calcd for C,3H»7Ns0S: C, 65.53; H,
6.46; N, 16.61; S, 7.61. Found: C, 65.66; H, 6.49; N, 16.59; S, 7.47.

7.4.7. 9-(Phenylamino)-2-[3-(N,N-diethylamino)]propylamino-
thiazolo[5,4-b]quinoline (11a)

Yellow solid; 62 mg (59%); mp 72-75 °C. IR (KBr, cm~!) 3233,
1562, 1493 (-NH-); 2967,2818 (CH); 1597 (aromatic). 'H NMR
(DMSO-dg, §): 0.9 (t, J = 7.2 Hz, 6H) 2-CHs; 1.6 (q, J = 7.0 Hz, 2H) -
CH,-; 2.4 (m, 6H) 3-CH,-; 3.2 (sa, 2H) -CH,-; 6.8 (d, J=7.2 Hz,
3H) H-2', H-4, H-6’; 7.1 (ddd, J=8.4,6.9,1.8 Hz, 2H) H-3', H-5';
7.4 (ddd, J=8.4,6.9,1.5Hz, 1H) H-7; 7.5 (ddd, J=8.4,6.9,1.5 Hz,
1H) H-6; 7.9 (dd, J=8.7,0.9 Hz, 1H) H-5; 8.0 (dd, J=8.7,0.9 Hz,
1H) H-8; 8.3 (t, J= 5.4 Hz, 1H) -NH-; 8.5(s, 1H) -NH- MS (EI, m/
z) 405 (M* 100%); 376 (M*-29, 15%); 319 (M*-89, 56%); 306 (M*-
99, 53%); Anal. Calcd for C,3H,7NsS: C, 68.11; H, 6.71; N, 17.27;
S, 7.91. Found: C, 68.15; H, 6.67; N, 17.31; S, 7.87.

7.4.8. 9-[[(3-Cyano)phenyl]amino]-2-[3-(N,N-diethylamino)]
propylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (11b)

Yellow solid; 68 mg (57%); mp 73-76 °C. IR (KBr, cm~') 3209 (-
NH-); 2960, 2815 (CH), 2277 (CN); 1599, 1562,1494 (aromatic); 'H
NMR (DMSO-dg, §): 0.9 (t, J=7.2 Hz, 3H) 2-CH3; 1.6 (q, J= 7.2 Hz;
2H) -CH,-; 2.4 (m, 6H) 3-CH,-; 3.2 (q, J= 7.2 Hz, 2H) -CH,-; 7.1
(d, J=7.5Hz, 2H) H-2’, H-6'; 7.2 (d, J = 7.5 Hz, 1H) H-4’; 7.3 (ddd,
J=84, 7.8, 0.9 Hz, 1H) H-5'; 7.5 (ddd, J = 8.1,6.9,1.2 Hz, 1H) H-7;
7.6 (ddd, J=8.4,6.9,1.2Hz, 1H) H-6; 7.9 (d, J=7.5Hz, 1H) H-5;
8.1 (d, J=7.8 Hz, 1H) H-8; 8.5 (br) -NH-; 9.0 (br) -NH- MS (EI,
m/z) 430 (M* 100%); 401 (M*-29, 12%); 344(M*-86, 30%); 330
(M*-100, 27%). Anal. Calcd for Cy4H6NgS: C, 66.95; H, 6.09; N,
19.52; S, 7.45. Found: C, 66.74; H, 6.39; N, 19.33; S, 7.54.

7.4.9. 9-[[(3-Chloro)phenyl]amino]-2-[3-(N,N-diethylamino)]
propylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (11c)

Yellow solid; 45 mg (55.0%); mp 55-58 °C. IR (KBr, cm~') 2966,
1375 (-CH); 1594, 1561, 1497 (aromatic); 'H NMR (DMSO-ds, 6):
0.9 (t, J=7.2 Hz, 6H) 3-CHs; 1.6 (q, J=6.9 Hz, 2H) -CH,~; 2.4 (m,
6H) 3-CH,-; 3.3 (c, J= 6.6 Hz, 2H) -CH,-; 6.7 (d, J=9.0 Hz, 1H)
H-6'; 6.8 (d, J= 6.3 Hz, 2H) H-2’, H-4’; 7.1 (t, J=8.1 Hz, 1H) H-5;
7.5 (t, J=7.5Hz, 1H) H-7; 7.6 (t, J=7.5Hz, 1H) H-6; 7.9 (¢,
J=8.4Hz, 1H) H-5; 8.1 (d, J = 8.4 Hz, 1H) H-8; 8.4 (br) -NH-; 8.8
(s, TH) -NH- MS (EI, m/z) 438 (M", 100%); 410 (M*-29, 8%); 353
(M*-57, 28%). Anal. Calcd for C,3H,6CINsS: C, 62.78; H, 5.96; N,
15.92; S, 7.29. Found: C, 62.78; H, 5.85; N, 15.81; S, 7.29.

7.4.10. 9-[[(4-Cyano)phenyl]amino]-2-[3-(N,N-diethylamino)]
propylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (11d)

Yellow solid; 92 mg (71%); mp 75-78 °C IR (KBr, cm~!) 3316 (R-
NH-R); 2960, 1466, 1378 (CH); 2217 (CN); 1603, 1561, 1512, 1466
(aromatic); '"H NMR (DMSO-dg, 6):0.9 (t, ] = 7.2 Hz, 6H) 2-CHs; 1.6
(q, ] =6.9 Hz, 2H) -CH,-; 2.4 (m, 6H) 3-CH,-; 3.2 (sa, 2H) -CH,-;
6.8 (d, J= 8.4 Hz, 2H) H-2', H-6'; 7.5 (d, | = 8.7 Hz, 3H) H-3', H-5/,
H-7; 7.6 (ddd; J=7.2, 6.9, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.9 (d, J= 7.8 Hz, 1H)
H-5; 8.0 (d, J=8.4Hz, 1H) H-8; 8.5 (br, 1H) -NH- 9.3 (s, 1H) -
NH- MS (EI, m/z) 430 (M*, 71%) 401 (M*-29, 9%) 344 (M*-57,
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31%); 330 (M*-14, 31%) Anal. Calcd for Co4H26NgS: C, 66.95; H, 6.09;
N, 19.52; S, 7.45. Found: C, 66.84; H, 6.28; N, 19.44; S, 7.44.

7.4.11. 9-[[(4-Chloro)phenyl]amino]-2-[3-(N,N-diethylamino)]
propylaminothiazolo[5,4-b]quinoline (11e)

Yellow solid; 75 mg (61%); mp 120-123 °C IR (KBr, cm™') 2965,
2809, (CH); 1600, 1586, 1566 (aromatic); 'H NMR (DMSO-ds, 4):
0.92 (t, J=7.2Hz, 6H) 2-CH3; 1.6 (q, J=6.9 Hz, 2H) -CH,-; 2.4
(m, 6H) 3-CH,-; 3.2 (¢, J=6.6 Hz, 2H) -CH,-; 6.8 (d, J=8.7 Hz,
2H) H-2’, H-6'; 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 2H) H-3’, H-5; 7.4 (ddd, J=8.1,
6.9, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.6 (ddd, J = 8.1, 6.9, 1.5 Hz, 1H) H-6; 7.9 (d,
J=7.5Hz, 1H) H-5; 8.1 (d, J= 7.8 Hz, 1H) H-8; 8.4 (br, 1H) -NH-;
8.7 (s, 1H) -NH-; MS (EI, m/z): 439 (M", 75%) 410 (M*-29, 11%);
367 (M*-43, 13%); 353 (M*-14, 40%). Anal. Calcd for C,3H,5CIN5S:
C, 62.78; H, 5.96; N, 15.92; S, 7.29. Found: C, 62.73; H, 5.90; N,
15.86; S, 7.34.

7.4.12. 9-Phenylamino-2-(1-piperidinyl)thiazolo[5,4-b]quinoline
(84d)

Yellow solid; (84%); mp 200-203 °C (methanol). IR (KBr, cm™!)
3440 (NH), 3223, 2953, 2851 (C-H); 1600, 1494 (aromatic); 'H
NMR (CDCls, 8): 1.71 (s, 6H) H-3a, H-4a, H-6a; 3.64 (s, 4H) H-2a,
H-5a, 7.02 (d, J = 8 Hz, 2H) H-2/, H-6"; 7.07 (t, J = 7.2 Hz, 1H) H-7;
7.24 (m, 3H) H-3', H-4', H-5'; 7.54 (td, J=7.6, 1.2 Hz, 1H) H-6;
7.68 (dd, J=8.4, 0.8 Hz, 1H) H-5; 8.04 (d, J=8.4 Hz, 1H) H-8; MS
(EI, m/z): 390 (M", 100%) Anal. Calcd for C,;HpoN,4S: C, 69.97; H,
5.59; N, 15.54; S, 8.90. Found: C, 69.78; H, 5.53; N, 15.76; S, 8.93.

7.4.13. 9-Phenylamino-2-[1-[(4-methyl)piperazinyl]]thiazolo[5,4-
b]quinoline (8e)

Pale yellow solid; (97%); mp 150-152 °C (methanol). IR (KBr,
cm™'): 3374 (NH), 2936, 2847, 2799 (CH), 1599, 1494, (aromatic);
'H NMR (CDCls, 8): 2.37 (s, 3H) NCH3; 2.55 (t, ] = 4.8 Hz, 4H) H-3a,
H-5a; 3.71 (t, J = 5.2 Hz, 4H), H-2a, H-6a; 6.94 (t, J = 7.6, 2H) H-2/,
H-6"; 6.99 (t, J=7.2 Hz, 1H) H-7; 7.24 (m, 3H) H-3’, H-4', H-5';
7.53 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H) H-6; 7.71 (dd, J = 8.8, 1.8 Hz, 1H) H-5;
7.97 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H) H-8, MS (EI, m/z): 375 (M", 30%), 70
(100%) Anal. Calcd for C;;Hz1NsS: C, 67.17; H, 5.64; N, 18.65; S,
8.54. Found: C, 67.34; H, 5.87; N, 18.42; S, 8.31.

7.4.14. 9-Phenylamino-2-(1-morphonyl)thiazolo|[5,4-b]quinoline
(86)

Pale yellow solid; (80%); mp 205-208 °C (methanol-water). IR
(KBr, cm™!): 3330(NH) 2956, 2904, 2859 (CH), 1600, 1548, (aro-
matic); 1318 (C-0) 'H NMR (CDCls, 6): 3.66 (t, J = 4.4 Hz, 4H) H-
2a, H-6a; 3.83 (t, J = 4.4 Hz, 4H) H-3a, H-5a; 7.05 (d, ] = 8 Hz, 2H)
H-2/, H-6’; 7.11 (t, J=7.6, 1H) H-7; 7.28 (m, 3H) H-3’, H-4/, H-5';
7.40 (sa, 1H) NH; 7.57 (td, J=7.6, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.71 (dd,
J=8.8, 1.2 Hz, 1H) H-5; 8.06 (d, J = 8.4 Hz, 1H) H-8. MS (El, m/z):
362 (M", 100%) Anal. Calcd for C,oH;5N40S: C, 66.28; H, 5.01; N,
15.46; S, 8.85. Found: C, 66.53; H, 5.23; N, 15.24; S, 8.60.

7.5. Cytotoxic assay*?

The effects of the compounds were determined in one cervical
cell line (HeLa), two human colorectal cancer cell lines (SW480
and SW620) and one myelogenous leukemia human cell line (K-
562). The cytotoxic assays were carried out according to the micro-
culture MTT method. Cells were harvested at 4.5 to 5.0 x 104 cells/
mL/well and inoculated in 24 well microtiter plates. The culture
cells were then inoculated free and with the compounds (which
were dissolved in DMSO and added in a volume maximum of
2 mL/mL/well). After 72 h incubation, 100 mg/mL of MTT (in PBS,
pH 7.2) were added. 1 mL of DMSO was added to each well, fol-
lowed by gentle shaking, dissolved the formazan dye. After centri-
fugation the extinction coefficient was measured at 540 nm using a

Beckman photometer model DUR-64. Cell growth inhibition was
determined by the formula% cell growth inhibition = (1 — absor-
bance of treated cells/absorbance of untreated cells) x 100. The
assays were carried out in three independent experiments in
quadruplicate.

7.6. Decatenation assay for topoisomerase II activity>

DNA topoisomerase activity was monitored with the KDNA
decatenation assay using human DNA topoisomerase I, and the
DNA topoisomerase II determination kit from Topogen™. Briefly,
KDNA from Crithidia fasciculata, at a concentration of 5 pg/mL, was
incubated in 30 mM Tris-HCl, pH 7.6 containing 60 mM NacCl,
8 mM MgCl,, 15 mM 2-mercaptoethanol, 3 mM ATP, 4 units of
human DNA topoisomerase II, 8% (v/v) dimethyl sulphoxide, and
with or without the indicated concentration of the inhibitor in a
final volume of 20 pL. Reactions were allowed to proceed for
30 min at 37 °C, terminated by the addition of 2 pL of 10% SDS and
treated with proteinase K for 15 min at 37 °C. The samples were
mixed with 2.2 pL of loading dye (0.025% w/v bromophenol blue in
50% glycerol) and extracted with 25 pL of chloroform/isoamyl alco-
hol 24:1.Phase separation was promoted by rapid centrifugationina
microfuge, and the DNA in the aqueous layer was analyzed by elec-
trophoresis in a standard agarose gel with 0.5 pg/mL of ethidium
bromide. The gel was destained for 30 min and photographed under
UV light using a Bio-Rad FlourS™ imaging system. The relative
amounts of decatenated KDNA were measured using the Bio-Rad’s
Quantity-one™ software or the Image] software.?’> Both programs
essentially rendered the same results. The activity was calculated
as the density of the circular-decatenated plus linear DNA bands as
a percentage of the total DNA. Activity in a control reaction, in the
absence of inhibitors, was taken as 100%.

7.7. Molecular modeling procedure

All calculations were performed with spartan’04 software.'® The
molecules were built by assembling standard fragments, and the
resulting geometries were optimized by molecular mechanics.
Conformational analysis of the compounds by Systematic Search
protocol around rotable bonds was performed using the MMFF94
force field. The most frequent conformer for each compound was
selected and geometry optimization and calculation of their elec-
tronic properties were carried out with semiempirical AM1
method.
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169



ANEXO 2. ESPECTROS

W — = — 0 = o— 00 P~ 0 O bk 0 O
=+ = 4 D O 00 b O [ R e B Ty T
MMM MAAN S NN o808 5o
- P~ P~ b= P~ = P~ = b= P P—= P~ P P~ = = |

—— 74T
e 7048
TS oz

O
NH,
il |
N NH,
H
I_'_I I—'—I
- b =
E 2
L B S e T B A L A e
8.00 7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00

Espectro 62. Espectro RMN 'H del compuesto 11c. Ampliacién zona aromatica

10— Lo
'Bll_ I
0
. T 137 o
§ w0 NH
3w |
- 149
; pre: N NH2
i 138 H
M= -
3 107 LES
&7 ;
b i Fr 113 Nk BET
3 63 | ] 1 | 1FT
103 1| B i [i ] o 135 i s
1 |15 M a i| 225 |{i| 1o ; _ 1 200 343
[ttt | T T = ¥ T T D T T T R T T N I ] =
& B 1 120 140 160 183 0 20 M40 760 780 ano
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Espectro 65. Espectro RMN 'H del compuesto 11m.
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Espectro 65. Espectro RMN 'H del compuesto 11m. Ampliacién zona aromatica.
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Espectro 70. Espectro IR (KBr) del compuesto 3a
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1. Introduccién

La asociacion de moléculas externas con el ADN presenta un gran interés en quimica
farmacéutica. La formacion de estos complejos produce una modificacion significativa en la
estructura del ADN y en consecuencia puede tener una influencia importante sobre su funcién
fisiologica. Una de las formas en que los farmacos pueden asociarse al ADN es por
intercalacion.

La actividad antitumoral de los intercalantes se puede atribuir a la inhibicion de la
sintesis de los acidos nucleicos o a la rotura de la cadena del ADN. La intercalacion puede
bloquear la progresion de las polimerasas a lo largo del ADN vy la reaccion selectiva del
complejo ADN-intercalante con proteinas implicadas en la replicacion, como las
topoisomerasas, produce la formacion de un complejo ternario ADN-intercalante-topoisomerasa.
Por otra parte los acidos nucleicos se pueden alterar quimicamente produciéndose la rotura del
esqueleto que constituye cada una de las cadenas. Estas modificaciones se pueden producir
por diferentes vias: a) oxidacion del anillo de ribosa o desoxirribosa, b) alquilacién u oxidacién
de las bases nucleicas y c¢) rotura nucleofilica del esqueleto fosfodiéster. Los agentes que
producen estos cambios pueden ser desde productos naturales a complejos de metales de
transicion o formas reducidas del oxigeno altamente reactivas

El descubrimiento y aplicaciéon de las endonucleasas de restriccion que producen la
rotura hidrolitica del ADN de doble cadena en lugares especificos de 4 a 8 pares de bases, ha
proporcionado la herramienta para romper el ADN en determinados lugares. La capacidad para
manipular el ADN con enzimas de restriccion es fundamental para la ingenieria genética y la
biotecnologia. Las enzimas de restriccion naturales reconocen fragmentos pequefios de bases
que no estan uniformemente distribuidos en el genoma con lo que la rotura con estas enzimas
produce fragmentos pequefios de ADN dificiles de separar. Las enzimas de restriccion no
naturales pueden reconocer fragmentos mayores (hasta 15 pares de bases) lo que es de gran
utiidad, ya que se pueden separar y luego hidrolizar, a fragmentos mas pequefios con
endonucleasas. Actualmente, soélo las enzimas naturales producen la rotura especifica de los
acidos nucleicos, por lo que un objetivo importante en este campo es el desarrollo de nucleasas
artificiales que reconozcan una determinada secuencia del ADN

Por lo anterior es importante el explorar compuestos que puedan asociarse al ADN
mediante intercalacidon y posean la capacidad de producir la rotura de su esqueleto por alguno
de los mecanismos antes descritos. Una aproximacion es incorporar a un nucleo policiclico una
cadena que pueda asociarse a cationes metalicos.

2. Objetivos de la estancia.

1. Sintetizar alguno de los agentes intercalantes desarrollados en el grupo del Dr. Lorente.
Dichos compuestos incluyen agentes que pueden estar asociados a cationes de metales
de transicion.

2. Estudiar, por diferentes técnicas, la interaccion de algunos compuestos con acidos
nucleicos.

3. Resultados esperados.

1. Realizar la sintesis de agentes intercalantes con capacidad de asociarse a cationes
metalicos
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2. Obtener informacion sobre la interaccion con el ADN de alguno de los compuestos
sintetizados dentro del grupo del Dr. Lorente
3. Incrementar mis conocimientos sobre el disefio, sintesis y evaluacion de agentes

intercalantes.

4. Metodologia
4.1 Parte quimica

Se propuso la sintesis de compuestos que tuvieran la siguiente estructura general.

AN
| N7 H,N N
2 _\_
N N — NH
[ HyN —_
N/
L — = nucleo policiclico

Figura 1. Estructura general de los compuestos a sintetizar

Estos compuestos son capaces de incorporar un cation metalico como se ilustra en la figura 2.

@

/

L}
L}
\\I
Z------Z
P
T

Figura 2. Posible modo de incorporacion de cationes metalicos por parte de los compuestos a
sintetizar

Se propusieron las rutas sintéticas descritas a continuaciéon para la obtencion de

compuestos de este tipo.
ﬁN/\/ NH,

CHO 1. N an)s NH H
EtOH/MeCN 1:1, t.amb., 36 hr
L
2. NaBH4, EtOH 50°C, 4hr OOO

Al A2

Esquema 1. Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto A2.'%*

191



ANEXO 3. ESTANCIA DE INVESTIGACION

Br
\ S
X NG P O N/
NT MeCN, t.amb.. N MeCN, t.amb., 24 hrs
OH A L toda la noche OH N /N\/\N/

KQVNI | N~ NI
> S -
\ 2. NHMe, (exceso), O

! \

t.amb. toda la noche N
A5 A6
Esquema 2. Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto AG6.

4.2 Evaluacion de interaccion con ADN.

Se propuso la evaluacion de la interaccién con el ADN de los siguientes compuestos A7
y A8. Para ello se emplearia la metodologia de dialisis en equilibrio.

Figura 3. Compuestos a evaluar por dialisis en equilibrio.
5. Resultados obtenidos
5.1 Obtencion del compuesto A2

En la sintesis del compuesto A2 se encontraron dificultades, puesto con la técnica
reportada’® se obtuvieron mezclas del compuesto deseado y del compuesto que incorporaba
dos moléculas de antraceno (compuesto A2b), por lo que se intentaron varias modificaciones,
que incluyeron el aumento del numero de equivalentes de la tris(2-aminoetil)amina (TREN),
adiciéon lenta del antraceno-9-carbaldehido, aumento del volumen de reaccion y cambio del
medio de reaccion, que no tuvieron éxito. Ante esta situacién se modifico la ruta sintética como
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se ilustra en el esquema 3 mediante la proteccién dos de los grupos amino con grupos tert-
butilo (TREN-diBoc, compuesto A9) mediante una técnica previamente reportada.?*

0
HN
aiate"

/

Figura 4. Compuesto A2b

CHO
NO.O.
©\f T tBu
v

N
N/\/ NHBoc —»
3 THF anh., 0°C,--> t.amb. M ) 2.NaBH4

H
N(/\/NHBoc) N\/\N,Q\/NHQ)Z
THF/HCI aq
t.amb, 6h
A10 A2

Esquema 3. Modificacion de la ruta de sintesis para la obtencion del compuesto A2

N/(\/NHZ)

Mediante esta secuencia de sintesis se obtuvieron los compuestos A9 y A10 en
rendimientos moderados. En el caso del compuesto A10 se observd que la incorporacion del
grupo tert-butilo ocasionaba la aparicidon de sefiales que no se esperaban en RMN debido
posiblemente a las distintas geometrias que puede adoptar el enlace N-C=0O del grupo
carbamato formado. Se observé que una de los isdmeros esta favorecido respecto al otro en
proporcion de 1.6:1.

Finalmente la desproteccion de los grupos amino permitid obtener el compuesto A2
como un aceite naranja en buen rendimiento.

Ante los resultados obtenidos, se decidid explorar la obtencion del compuesto A2c. Se
ensayo primero mediante el empleo del reactivo TREN sin proteger, obteniéndose en este caso
el compuesto deseado aunque con algunas impurezas que dificultaron su purificaciéon. De
manera preliminar se plantea que este compuesto puede obtenerse sin necesidad de efectuar
la reaccion con el compuesto A9.

/P\/NHZ) 1
N EtOH t.amb., 2h
N/ 2. NaBH4, EtOH, H

t.amb., 4h

2

NH2

Esquema 4. Ruta de sintesis para la obtencion del compuesto A2c.
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5.2 Obtencion del compuesto A6

En la preparacion de los intermediarios para la obtencion del compuesto A6 se
encontraron algunas dificultades. Para la obtencién del compuesto IV, se encontré que era
necesaria la adicion lenta del compuesto A3 a un exceso de la N,N'-dimetiletilendiamina (ver
parte experimental), siendo ambos factores importantes para la obtencion de este compuesto,
ya que de lo contrario se obtiene la mezcla del compuesto deseado y del compuesto que
incorpora dos moléculas de piridina.

En el siguiente paso se observd que el compuesto A5 se formaba durante el curso de la
reaccién, sin embargo al aislarlo resulté ser inestable, oxidandose rapidamente segun se pudo
observar por espectrometria de masas y por RMN 'H. Ante esta situacion se decidié explorar si
la incorporacién de otros nucleos ftriciclicos permitia obtener compuestos estables. De esta
manera se obtuvieron los compuestos A5b y A5c en buen rendimiento siendo ambos
compuestos estables.

Esquema 5. Ruta de sintesis para la obtencion de los compuestos A5b y A5c.

Se continud la ruta sintética propuesta en el esquema 2, con el compuesto A5c en lugar
del compuesto A5, obteniéndose el compuesto A6¢c como un aceite ligeramente ambar. Los
rendimientos obtenidos en esta secuencia de reaccion son de moderados a buenos.

De esta forma se completd la obtencion de estos derivados a los cuales solo restaria
observar si pueden incorporar cationes metalicos y observar su comportamiento frente al ADN.

5.3. Ensayos de afinidad al ADN

Los ensayos de afinidad al ADN se realizaron por el método de dialisis de equilibrio. Este
método permite tener informacién sobre la afinidad de cierto compuesto al ADN e incluso puede
ser util para determinar la selectividad por determinadas secuencias existiendo varios reportes
en la literatura al respecto . Una de las limitantes de este método es que no determina el
modo de unién al ADN (por intercalacién, union a los surcos), pero permite discriminar de una
manera relativamente rapida y sencilla si un compuesto se une al ADN.
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Para ello se realizé primero la determinacion del coeficiente de extincién de los
compuestos a probar, en las condiciones a las cuales se efectuaria la cuantificacién de los
compuestos en el ensayo (tampdn de fosfatos, 1% de SDS). Esto es importante realizarlo de
esta forma, ya que la longitud de onda de maxima absorcion y el coeficiente de extincion
pueden variar segun el medio en el que se encuentre el compuesto. Los coeficientes obtenidos
se ilustran en la tabla 32.

Tabla 32. Datos espectroscépicos (UV) de los compuestos evaluados’

Compuesto | A max absorcion | € (M*cm™)
(nm)
A7 480 5680
AT* 513 5680
A8 367 8645
A8* 367 6750

! Las determinaciones se realizaron en tampon de fosfatos de fosfatos, excepto (*) que se realizaron en tampdén de
fosfatos y 1% de SDS

Posteriormente se efectud el ensayo de didlisis de equilibrio colocando en una bolsa de
didlisis una solucion de ADN (80uM) y dejando ésta en una solucién 2.5 uM del compuesto a
evaluar (dializato) con agitacién durante 24 hr y se determindé la concentracion de los
compuestos evaluados tanto en la bolsa de dialisis como en el dializato. Con estos datos se
determind la constante de union aparente (Kapp) mediante la ecuacion:

C —C...
Kapp = _oka_ Zdializa “gande C indica la concentracién en M
(Cdializato)(CADN)

Los valores de la constante de union aparente se ilustran en la tabla 33. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Como se puede apreciar el compuesto A8 mostré
tener menor afinidad por el ADN en comparacion al bromuro de etidio (compuesto A7) sin
embargo ambos valores son del orden de 10, lo que de manera preeliminar este compuesto se
puede considerar para estudios mas profundos para determinar la forma en que se une al ADN.

Tabla 33. Datos de afinidad al ADN de los compuestos A7 y A8

Compuesto | Kapp x 10* (M?)
A7 5.52 (+5%)
A8 2.76 (£3%)

6. Conclusiones

Los objetivos planteados para la estancia se cumplieron dado que se obtuvieron dos
compuestos con un nucleo triciclico que incorporan una cadena que puede asociarse a cationes
metalicos y se reconocieron algunas técnicas empleadas para la determinacion de afinidad al
ADN de compuestos de este tipo.

De los compuestos sintetizados, algunos de ellos novedosos, se realizd su elucidacion
estructural por métodos espectroscopicos y espectrométricos. EI compuesto A8 mostrd tener
afinidad por el ADN ligeramente menor al bromuro de etidio A7 en el ensayo efectuado.
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Por otra parte, las habilidades y conocimientos adquiridos durante la estancia me
permiten reconocer nuevas estrategias en el disefio y sintesis de agentes intercalantes como
potenciales farmacos antitumorales.

7. Parte experimental
7.1 Parte quimica
7.1.1 Materiales y equipo

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

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un aparato Perkin-Elmer FT-IR 1725X en
solucién de cloruro de metileno y sobre ventana de NaCl y se reportan en cm™.

Los espectros de RMN 'H y '*C se realizaron en un aparato Varian UNITY-300 y Varian-
Mercury-V-X-300. Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm (3) y las constantes de
acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefiales se expresa como s=
sefal simple, d= sefial doble, t= sefal triple, q= sefal cuadruple, sa= sefial simple ancha, dd=
sefal doble de doble, ddd= sefial doble de doble de doble, m= sefial multiple. Se utilizé
cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente a menos que se indique otra cosa y se uso su
sefal residual como referencia interna.

Los espectros de masas se determinaron por electrospray (ESI) en un espectrémetro
Automass Multi GC/API/MS. El ion molecular se indica como M*. La nomenclatura se indica
como m/z= masa/carga con su respectiva abundancia relativa.

Para las cromatografias en columna se empled gel de silice Merck 60 malla 230-400.
Los analisis cromatograficos se efectuaron en capa fina analitica siguiendo técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice Machery-Nagel Fas4 con
con un espesor de 0.2mm. Para la visualizacion de las placas se empled una ldmpara de luz UV
y exposicién a vapores de yodo.

7.1.2 Descripcién de las sintesis
gés-[Z-(tert-butoxicarbonilamino)etil]-(2-aminoetil)amina
(A9)”™" En un matraz de fondo redondo se afiadieron 0.3
HzN\/\N’e\/NHBO mL (1.92 mmol) de tris(2-aminoetil)amina y se disolvieron
en 8 mL de THF anhidro. Esta solucion se enfri6 a 0° C y
se le afiadié por goteo una soluciéon de 1.00 g (4.06 mmol)
de Boc-ON en 10 mL de THF anhidro. La adicién duré 45 minutos, posteriormente la mezcla de
reaccion se dejo a 0° C durante otros 15 minutos y se dejo en agitacion a temperatura ambiente
toda la noche formandose una solucién ligeramente amarilla. Transcurrido el tiempo de reaccién
el disolvente se elimind a presidon reducida quedando un aceite amarillo, el cual se disolvié en
30 mL de acetato de etilo y se lavd con NaOH 0.5 N (2 x 10mL) y agua destilada (2 x 10 mL). La
fase organica se secd con sulfato de magnesio y se eliminé el disolvente a presion reducida. El
crudo de reaccion se purificd por cromatografia en cloumna flash (CH.Cl, 5/MeOH 1/TEA 0.25)
para dar 350 mg (53 %) de un aceite incoloro.
IR (NaCl, CH,Cl,, cm™) 3400, 2976, 2918, 2849, 1688
RMN "H (CDCls, 8): 1.43 (s, 18H, 2tBu), 2.67 (t, J= 5.8, 6H, 3CH,), 3.16 (q, J= 5.8, 6H, 3CH),),
5.02 (sa, 2H, 2CONH)
EM (ESI) 347(M* +1, 100%), 210 (M* -136, 50%)

)

C
2
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H Di-tert-butil-2,2'-(2-(antracen-9-ilmetilamino)
NV\N,(\/NHBOC)Z etilazanodiil)bis(etano-2, 1-diil)dicarbamato (A10). En

8 1 un matraz de fondo redondo se colocaron 100 mg
(0.5 mmol) de antracen-9-carbaldehido 173 mg (0.5

mmol) del compuesto A9 y 10 mL de cloroformo. La

solucion ligeramente naranja se calenté a 40° C por

5 10 4 6h, observandose un cambio de coloracién a

amarillo, en este punto se elimind el disolvente a
presion reducida y el aceite amarillo formado se disolvié en etanol y se afadid un exceso de
NaBH, (200 mg, 5.4 mmol) y la reaccion se dejé a temperatura ambiente toda la noche.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se elimind el disolvente a presion reducida y se afiadieron
15 mL de agua destilada y se afadieron 5 mL de una solucién saturada de NaCl. La suspensién
blanca formada se extrajo con diclorometano (5 x 15 mL). Las fases organicas se juntaron y se
lavaron con agua destilada (2 x 10 mL) y se trataron con sulfato de magnesio. Se eliminé el
disolvente quedando un aceite amarillo que se purificd por cromatografia en columna flash
empleando como eluyente primero acetato de etilo hasta eliminar las impurezas de menor
polaridad y después una mezcla AcOEt 95/ MeOH 10/ TEA 1 para obtener 174mg (65%) del
producto deseado como un aceite ligeramente amarillo.

IR (NaCl, CH.CIj, cm'1): 2928, 2975, 1693, 1513, 1452, 1391, 1365, 1250, 1169

RMN 'H (CDClj3, 8): 1.39, (s, 9H, tBu), 1.42 (s, 9H, tBu), 2.20 (t, J= 5.8, 1.45H N-CH,), 2.43 (t, J=
5.8, 2H, CH>-N), 2.62 (t, J= 5.8, 2H, AntCH,NHCH,), 2.72 (t, J= 5.8, 2.72H, N-CH,), 2.76 (sa,
1.45H CH,NHCO), 3.20 (sa, 2.72H, CH,NHCO), 4.61 (s, 2H, AntCH,), 4.75 (sa, 0.6 H CONH),
5.38 (sa, 1.4H, CONH), 7.46 (ddd, J=8.7, 6.6, 0.9, 2H, H-3 y H-6), 7.53 (ddd, J=8.7, 6.6, 0.9,
2H, H-2 y H-7), 8.01 (d, J= 8.7, 2H, H-4 y H-5), 8.43 (sa, 1H, H-10), 8.44 (d, J= 8.7, H-1 y H-8)
RMN *C (CDCl3, 8): 28.4, 38.7, 40.2, 47.1, 48.5, 51.4, 52.6, 53.6, 78.2, 124.5, 124.7, 125.9,
127.8, 129.2, 129.7, 131.1, 131.4, 156.0

EM (ESI) calculada para C31H4sN4O,4 537.3450, encontrada 537.3441

y " N',N'-bis(2-aminoetil)-N*-(antracen-9-ilmetil)etano-1, 2-
\/\N/%\/ 2)2 diamina (A2). En un matraz de fondo redondo se

8 1 colocaron 100 mg (0.18 mmol) y se disolvieron en 3 mL
de THF y se anadieron lentamente 1.0 mL de HCI

OOO concentrado y se dejé en agitacibn a temperatura
ambiente por 6 hr. Transcurrido ese tiempo se elimind

) 10 A el THF a presion reducida y la suspensién resultante se

llevé a pH 10 con NaOH al 10%, se afiadieron 5 mL de solucién saturada de NaCl y la solucién
amarilla se extrajo con diclorometano (5 x 10 mL), las fases organicas se juntaron y se trataron
con sulfato de magnesio y se eliminé el disolvente a presion reducida, el residuo resultante se
disolvidé en etanol absoluto y se concentré nuevamente para obtener 62 mg (89%) del producto
deseado como un aceite naranja.

IR (NaCl, CH,Cl, cm™) 3368, 2917, 2849, 1579, 1445

RMN 'H (CDCly, 8): 2.08, (sa, 5H, 1NH y 2NH2), 1.42 (s, 9H, {Bu), 2.09 (t, J= 5.8, 2H,
AntNHCH,CH,N), 2.48 (t, J= 5.8, 4H N-CH,), 2.72 (t, J= 5.8, 4H, CH,-NH,), 2.86 (t, J= 5.8, 2H,
AntCH,NHCH,), 4.64 (s, 2H, AntCH,), 7.48 (ddd, J=8.7, 6.6, 0.9, 2H, H-3 y H-6), 7.53 (ddd,
J=8.7, 6.6, 0.9, 2H, H-2 y H-7), 8.01 (d, J= 8.7, 2H, H-4 y H-5), 8.45 (d, J= 8.4, H-1 y H-8), 8.47
(s, 1H, H-10)

RMN C (CDCly, 5): 41.8, 45.1, 49.4, 49.8, 52.5, 124.2, 124.9, 126.0, 127.1, 129.1, 130.3,
131.5,131.8
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EM (ESI) calculada para C,1HysN4 337.2386, encontrada 337.2419

H N',N'-bis(2-aminoetil)-N*-(quinolin-4-ilmetil)etano-1, 2-
N\/\N/e\/NHZ)z diamina (A2c). En un matraz de fondo redondo se
colocaron 157 mg (1.0 mmol) de quinolin-4-

N carbaldehido, 0.7 mL (5.00 mmol) de tris(2-aminoetil)) y
_ 10 mL de etanol absoluto. La solucién ligeramente
N naranja se dejo en agitacion a temperatura ambiente

por dos horas, observandose un cambio de coloracion
a amarillo, en este punto se afadié un exceso de
NaBH,; (200 mg, 5.4 mmol) y la reaccion se dejé a temperatura ambiente toda la noche.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se elimind el disolvente a presion reducida y se afadieron
15 mL de agua destilada y 5 mL de una solucion saturada de NaCl. La suspensién blanca
formada se extrajo con diclorometano (5 x 15 mL). Las fases organicas se juntaron y se lavaron
con agua destilada (2 x 10 mL) y se trataron con sulfato de magnesio. Se eliminé el disolvente
quedando 230 mg (80%) de un aceite amarillo. Se presentaron problemas de purificacion del
crudo de reaccion, pero se pudieron identificar algunas constantes espectroscopicas y
espectrométricas del producto deseado.

RMN 'H (CDCly, 3): 2.57-2.89 (m, 17H, 6CH,, 2NH,, 1NH), 4.27 (s, 2H, QuinCH,NH), 7.45 (d,
1H, J= 4.1 H-3), 7.55 (ddd, J= 9.0, 6.6, 0.9, H-7), 7.71 (ddd, J= 9.0, 6.6, 0.9, H-6), 8.85 (d, J=
4.1, H-2)

MS (ESI) 288.00 (M*+1, 100%)

(6-((metil(2-(metilamino)etil)amino)metil)piridin-2-il)metanol (A4). En
un matraz de fondo redondo se colocaron 1.5 mL de N,N*-
dimetiletilen-1,2-diamina (20 mmol), 400 mg de carbonato de
potasio anhidro (2.9 mmol) y se suspendieron en 25 mL de
acetonitrilo anhidro. A la suspension formada se afiadio lentamente
y por goteo una solucion de 300 mg (1.48 mmol) del compuesto A3
disueltos en 20 mL de acetonitrilo anhidro. La adicion a esta escala
durd 3 hr. La mezcla de reaccién se dejé en agitacion a temperatura
ambiente por 90 minutos tras los cuales se eliminé el acetonitrilo a
presion reducida. Al residuo blanco se afadieron 10 mL de agua
destilada y 5 mL de solucién saturada de NaCl. La suspension
formada se extrajo con diclorometano (4 x 10 mL), las fases organicas se juntaron, se trataron
con sulfato de magnesio y se elimind el disolvente para dar 340 mg (90%) de un aceite
ligeramente ambar.

IR (NaCl, CH,Cl,, cm™): 3330, 2849, 1595, 1457, 1071

RMN "H (CDCl; 3): 2.27 (s, 3H, NHCH,), 2.41 (s, 3H, NCHs), 2.57 (q, J= 5.9, 2H, CH,a), 2.67 (t,
J=5.9, 2H, CH,B). 3.67 (s, 2H, PyCH,N), 4.71 (s, 2H, PyCH,OH), 7.10 (d, J= 7.7, 1H, H-3'), 7.25
(d, J=7.7, 1H, H-5'), 7.63 (t, J= 7.7, 1H, H-4))

RMN "3C. (CDCl, §): 36.3, 42.6, 49.2, 56.6, 63.7, 64.0, 118.7, 121.4, 137.0, 158.3, 158.5

EM (ESI) 210 (M*+1, 100%)
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(6-((metil(2-(metil(fenazin-2-ilmetil)amino)etil)
amino)metil)piridin-2-il)metanol (A5b). En un matraz
de fondo redondo se colocaron 78 mg del compuesto
IV (0.38 mmol), 100 mg (0.72 mmol) de carbonato de
potasio anhidro y se suspendieron en 10 mL de
acetonitrilo anhidro. A la suspension formada se una
solucion de 100 mg (0.35 mmol) de 2-
bromometilfenazina disueltos en 70 mL de acetonitrilo
anhidro. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion a
temperatura ambiente por 48 horas tras las cuales se
eliminé el acetonitrilo a presion reducida. Al residuo
blanco se afadieron 10 mL de agua destilada y 5 mL
de solucién saturada de NaCl. La suspension
formada se extrajo con diclorometano (4 x 10 mL), las
fases organicas se juntaron, se trataron con sulfato
de magnesio y se elimin6 el disolvente para dar un
crudo de reaccion que mostr6 dos manchas en
cromatografia de capa fina. La purificacion se realizo
por cromatografia en columna flash empleando como
eluyente acetato de etilo para separar el producto de menor polaridad y una mezcla de AcOEt
10/ MeOH 2/ TEA 1 para eluir el producto de mayor polaridad. El producto minoritario de menor
polaridad se identifico como fenazina-2-carbaldehido (por RMN "H y EM) y el mayoritario (100
mg, 65 %) se aisl6 como un aceite ambar y se identific6 como el producto deseado.

IR (NaCl, CH2CI2, cm'1): 3465, 2918, 2849, 1658, 1594, 1513, 1458, 1363, 1069

RMN 'H (CDClj3, 8): 2.30 (s, 6H, 2NCHj5), 2.68 (s, 4H, CH,a y CH2p), 3.71 (s, 2H, NCH,Py), 3.78
(s, 2H, CH2Fen), 4.72 (s, 2H, PyCH,OH), 7.07 (d, J= 7.6, 1H, H-3"), 7.31 (d, J= 7.6, 1H, H-5),
7.60 (t, J=7,6, 1H, H-4’), 7.83 (m, 2H, H-6, H-7), 7.88 (dd, J= 8.4, 1.8, 1H, H-3), 8.08 (sa, 1H, H-
1), 8.16 (d, J= 8.4, 1H, H-4), 8.24 (m, 2H, H-5 y H-8)

RMN *C (CDCl; 6): 42.8, 55.4, 62.5, 63.5, 63.9, 118.6, 121.5, 128.1, 129.3, 129.5, 129.6, 130.1,
130.3, 132.6, 137.0, 140.5, 143.1, 158.1

EM (ESI) Calculada para Cy,H2sNsO 402.2294, encontrada 402.2455

(6-(((2-((antracen-9-ilmetil)metil)lamino)etil)
metil)lamino)metil)piridin-2-il)metanol (A5c). Se
obtuvo de manera similar al compuesto AS5b
sustituyendo la 2-bromometilfenazina por 9-
clorometilantraceno, aislandose como un aceite
ambar en un rendimiento de 75%.

IR (NaCl, CH,Cl,, cm™): 2917, 2847, 2364,
1593, 1577, 1453, 1284, 1096

RMN 'H (CDCls 8): 2.21 (s, 3H, BNCH;) 2.27 (s,
3H, «NCHg), 2.70 (t, J= 6.6, 2H, CH.B), 2.79 (t,
J= 6.6, 2H, CH.a), 3.64 (s, 2H, NCH.Py), 4.46
(s, 2H, CH,Ant), 4.70 (s, 2H, PyCH,OH), 7.04 (d, J= 7.6, 1H, H-3'), 7.14 (d, J= 7.6, 1H, H-5),
7.53 (t, J=7.6, 1H, H-4), 7.45 (m, 4H, H-2, H-3, H-6 y H-7), 7.98 (d, J= 7.6, 1.8, 2H, H-4 y H-5),
8.40 (sa, 1H, H-10), 8.50 (d, J= 8.1, 2H, H-1y H-8)

RMN '°C (CDCl; 5): 42.4, 42.8, 54.1, 55.5, 56.0, 63.5, 63.8, 118.4, 121.5, 124.7, 125.1, 125.5,
127.4 128.9, 130.2, 131.3, 121.4, 136.9, 157.8, 158.4

EM (ESI) 400 (M*+1, 100%)
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N'-(antracen-9-ilmetil)-N°-((6-((dimetil-
amino)metil)piridin-2-il) metil)-N", N°-dimetil-
etano-1,2-diamina (A6¢). En un matraz de fondo
redondo adaptado con una trampa de hidréxido
de potasio, se colocaron 150 mg (0.375 mmol)
del compuesto Vc y se agregaron 3 mL de
cloruro de tionilo, la solucién naranja formada se
dej6é en agitacion por 12 hr. El cloruro de tionilo
se elimind obteniéndose un sélido cristalino de
color naranja (se verifico la sustitucion del grupo
hidroxilo por el &tomo de cloro por cromatografia
en capa fina y RMN 'H). El sélido obtenido se
disolvié en metanol y se anadieron por goteo 2.0 mL de una solucién 2.0 M de dimetilamina en
metanol (2.25 mmol) y se dejo en agitacion durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de
reaccién se elimind el metanol a presién reducida y el residuo aceitoso se purificé por
cromatografia en columna flash empleando acetato de etilo hasta eliminar las impurezas de
menor polaridad y el producto se eluyd con una mezcla AcOEt 95/TEA 5 para obtener 83 mg
(70%) del producto deseado como un aceite ambar.

IR (NaCl, CH,Cl,, cm™): 2917, 2848, 2360, 2341, 1655, 1591, 1453

RMN 'H (CDCl3,8): 2.21 (s, 3H, BNCHj3) 2.24 (s, 3H, aNCHj3), 2.28 (s, 6H, NMe,), 2.69 (t, J= 6.6,
2H, CH,B), 2.80 (t, J= 6.6, 2H, CH,a), 3.56 (s, 2H, PyCH,NMe,), 3.67 (s, 2H, NCH,Py), 4.46 (s,
2H, CH,Ant), 7.18 (d, J= 7.6, 1H, H-3’), 7.23 (d, J= 7.6, 1H, H-5"), 7.54 (t, J=7,6, 1H, H-4"), 7.45
(m, 4H, H-2, H-3, H-6 y H-7), 7.98 (d, J= 7.6, 1.8, 2H, H-4 y H-5), 8.40 (sa, 1H, H-10), 8.50 (d,
J=8.1, 2H, H-1 y H-8)

RMN C (CDCl;, 6): 42.8, 42.3, 45.5, 54.1, 55.5, 56.0, 63.9, 65.7, 121.2, 124.7, 125.0, 125.6,
127.3, 128.9, 130.2, 131.4, 136.6, 158.3, 159.0

EM (ESI) Calculada para CygH3sN4 427.2862, encontrada 427.2852

7.2 Ensayos de afinidad al ADN
7.2.1 Materiales y métodos

Las determinaciones de absorbancia en UV, se realizaron en un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer A-18 y se emplearon celdas de cuarzo con capacidad de 0.6 mL y 3 mL. La
composicién del tampoén de fosfatos fue 6 mM Na,HPO,4, 2 mM NaH,PO,4, 1 mM EDTA sédico y
185 mM NaCl. Las bolsas de dialisis fueron adquiridas comercialmente (DispoDialyzer). Se
empled ADN de timo de ternera adquirido de la casa Sigma.

Para la realizacion de los ensayos de dialisis, se monté el sistema que se ilustra en la
figura 5, colocandose 500 pL de una solucion de ADN (80uM) en el interior de la bolsa de
didlisis, la cual a su vez se colocé en la solucion de dializato (solucién 2.5 uM del compuesto a
ensayar). Este sistema se dejo en agitacion a temperatura ambiente y en oscuridad durante 24
horas, determinandose la concentraciéon del compuesto ensayado en el interior de la bolsa de
didlisis y en el dializato por espectrofotometria UV empleando los coeficientes de extincién y las
longitudes de onda apropiados.
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ANEXO 3. ESTANCIA DE INVESTIGACION

Vaso

—DispoDiatyzer
(ADN)
M Compuesto
ol s L Agitador

AL 1

Figura 5. Disposicion del sistema para los ensayos de dialisis
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

ANEXO 4. IMAGENES DE LOS COMPUESTOS ANALIZADOS COMO
ENTIDADES AISLADAS
3 R
A4.1 DERIVADOS DE 9-ANILINOACRIDINA
A4.1.1 ORIENTACION DEL MOMENTO DIPOLAR

A1H A3CL A3CN

A3NH2 A3OME A4CL

A4CN A4NH2 A40ME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.1.2 DISTRIBUCION DE LOS ORBITALES LUMO 3' R

A1H A3CL A3CN

A3NH2 A3OME A4CL

A4CN A4NH2 A4OME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.1.3 MAPAS DEL POTENCIAL MOLECULAR ELECTROSTATICO

3 R
N

A1H A3CL A3CN

A3NH2 A3OME A4CL

A4CN A4NH2

204



ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.2 DERIVADOS DE 9-ANILINOTIAZOLO[5,4-B]JQUINOLINAS
A4.2.1 ORIENTACION DEL MOMENTO DIPOLAR

3 R
| A "
HN N
N
N\
. D—sMe
N S
T1H T3CL T3CN
T3NH2 T30ME T4CL

T4CN T4NH2 T40OME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.2.2 DISTRIBUCION DE LOS ORBITALES LUMO

T3NH2 T3OME T4CL

T4CN T4NH2 T40ME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.2.3 MAPAS DEL POTENCIAL MOLECULAR ELECTROSTATICO
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.3 DERIVADOS DE 9-ANILINOIMIDAZO[4,5-B]JQUINOLINA
A4.3.1 ORIENTACION DEL MOMENTO DIPOLAR

|\/ "
HN™ N
AN N
N
| )—CHs
N N
H
I1H I3CL I3CN
I3NH2 I30OME 14CL

14CN 14NH2 14OME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.3.2 DISTRIBUCION DE LOS ORBITALES LUMO

1H I3CL I3SCN

I3NH2 I3OME 14CL

14CN 14NH2 14OME

209



ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.3.3 MAPAS DEL POTENCIAL MOLECULAR ELECTROSTATICO 3/R
~ S 4'

M1H I3CL I3CN

I3NH2 I3SOME 14CL

14NH2 14OME
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.4 OTROS NUCLEOS ESTUDIADOS
A4.4.1 ORIENTACION DEL MOMENTO DIPOLAR

HN/© HN/© HN/©
N” S N7 O N7 N7

o st

F1H AZQ-4,9

e e
N F N
X AN X
N7 F N7 S

b b

AZQ-1,9 TF1H
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS

A4.4.2 DISTRIBUCION DE LOS ORBITALES LUMO
e e
N7 O N7 N7
F1H AZQ-4,9

e O

N F N
\/ b \/ N—sMe
N N7 S

AZQ-1,9 TF1H
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ANEXO 4. IMAGENES. MOLECULAS AISLADAS
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= —
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A4.4.3 MAPAS DEL POTENCIAL MOLECULAR ELECTROSTATICO
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HN
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NT N N7 S
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

ANEXO 5. IMAGENES DE LOS COMPLEJOS DE INTERCALACION

Se muestra Unicamente la vista del agente triciclico y las bases adyacentes a éste, desde el
surco menor y desde la direcciéon 5’

A5.1 SECUENCIA AA
SERIE A

SERIET

SERIE |

SERIE F
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE R

SERIE AZQ-4,9

A5.2 SECUENCIA AC
SERIE A

SERIET
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE |

SERIE F

SERIER

SERIE AZQ-4,9
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

A5.3 SECUENCIA AG
SERIE A

SERIET

SERIE |

SERIE F
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE R

S

SERIE AZQ-4,9

A5.4 SECUENCIA AT
SERIE A

SERIET
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SERIE |

SERIE F

SERIER
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

A5.5 SECUENCIA CC
SERIE A

SERIET

SERIE |
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE R

SERIE AZQ-4,9

A5.6 SECUENCIA CG
SERIE A
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE |

SERIE F

SERIER

SERIE AZQ-4,9
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

A5.7 SECUENCIA GC

SERIE A

SERIET

SERIE |

SERIE F
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE R

X

SERIE AZQ-4,9

A5.8 SECUENCIATA
SERIE A

SERIET
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SERIE |

SERIE F

SERIER

SERIE AZQ-4,9
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

A5.9 SECUENCIATC

SERIE A

SERIE F
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE R

SERIE AZQ-4,9

A5.10 SECUENCIA TG

SERIE A

SERIET
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ANEXO 5. IMAGENES. COMPLEJOS DE INTERCALACION.

SERIE |

SERIE F

SERIER

SERIE AZQ-4,9
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