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1.- INTRODUCCION

En los ultimos afos la citogenética ha ido adquiriendo mayor importancia y con
ello el desarrollo de nuevas técnicas de fluorescencia. En la mayoria de las
técnicas citogenéticas se utilizan diversos compuestos organicos entre ellos se
encuentran los colorantes que sirven para tefiir estructuras de interés. Los
colorantes fluorescentes (fluorocromos) son muy utilizados para tefir regiones
especificas del ADN; sin embargo el uso de estos, se ve disminuido debido a su
toxicidad y alto costo. Esto ha generado que se sinteticen nuevas moléculas
organicas con mejores caracteristicas en comparacion con los fluorocromos
utilizados en la actualidad.

El sintetizar una nueva molécula, implica también desarrollar o adecuar un método
que permita obtener resultados favorables. Los métodos de sintesis de
compuestos de interés farmacéutico o con determinado interés quimico, se
obtienen mediante tiempos largos, condiciones hasta cierto punto drasticas y el
rendimiento suele ser bajo. Durante la sintesis de un compuesto, no se trata
solamente de unir 4tomos arbitrariamente, sino mas bien se tiene que planificar y
tener diversas estrategias, teniendo en cuenta la posicion de los grupos
funcionales que posee y su estereoquimica. Lo que se busca en la sintesis
guimica es: tener rendimientos de reaccion mayores con produccion minima de
subproductos, tiempos cortos de reaccién, empleo de materia prima asequibles,
empleo de reactivos y disolventes no téxicos, minimizacion del nimero de etapas,
condiciones de reaccién que no sean severas (presion y temperatura), entre otras.
Por lo tanto la planificacion de una estrategia de sintesis requiere conocer a
profundidad la reactividad y las propiedades fisicoquimicas de los compuestos
organicos, para poder establecer las condiciones Optimas para que la o las
reacciones se lleven a cabo. Y esto con lleva a que se debe tener una buena base
organica para saber qué es lo que se va hacer y que va a suceder.

En el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan se han sintetizado diversos compuestos con posible actividad bioldgica
como lo son antiparasitarios, anticancerigenos, antihipertensivos entre otros,
dentro de estos compuestos existe una serie denominada LQM 100 que
pertenecen al grupo de los isoxazoles. Los isoxazoles son heterociclos de cinco
miembros con dos heteroatomos (nitrdgeno-oxigeno), tienen diversas aplicaciones
y han demostrado ser muy versatiles como bloques de construccion en sintesis
organica. Ademas de los usos antes mencionados se ha observado en el
laboratorio que presentan propiedades fluorescentes cuando se observan bajo luz
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ultravioleta; por ello se ha decido evaluar a los compuestos de la serie LQM 100
para saber si pudiesen ser utilizados como posibles colorantes en técnicas de
identificacion citogenética. Esto es de gran importancia porque la citogenética es
una herramienta 0til para la medicina, ya que permite que exista un apoyo en el
diagnostico, prondstico y seguimiento de enfermedades relacionadas con los
cromosomas.

Actualmente en el mercado existen diversas opciones de colorantes que pueden
emplearse para técnicas citogenéticas, sin embargo, la mayoria de ellos posee
alguna desventaja en particular, por lo que con la evaluacion de la serie LQM 100
se pretende obtener nuevos compuestos que presenten mejores ventajas como
colorantes fluorescentes: ser especificos, bajo costo de fabricacion y bajo nivel
toxico.

En el presente trabajo se realizd la sintesis, caracterizacion y evaluacién de
compuestos  isoxazoles 5-sustituidos (serie LQM 100). La sintesis se realizd
mediante la reaccion de condensacion-ciclizacion, de la 2,4 pentanodiona e
hidroxilamina, y posteriormente se nitro. EL isoxazol obtenido (3,5-
dimetilisoxazol), fue sustituido con una serie de aldehidos para asi obtener los
diversos compuestos de la serie LQM 100. Estos compuestos se caracterizaron
por las siguientes técnicas espectroscopicas: IR, RMN®C y RMN'H, y fueron
evaluados por medio de técnicas citogenéticas como: micronucleos, preparaciones
cromosomicas de medula 6sea de ratén y corrimiento de ADN por electroforesis
en geles de agarosa.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- Citogenética

La citogenética es la parte de la genética que se encarga del estudio
microscopico de los cromosomas, tanto en nUmero como en su estructura y las
enfermedades que se pueden relacionar con ellos. La citogenética es una
herramienta de gran importancia que permite realizar el diagndstico cromosémico
de pacientes con indicacién clinica de alguna cromosopatia (Tamar, 2008).
Ademas de que proporciona informacion que permite saber cual es el o los
mecanismos implicados en su patogenia.

La citogenética clasica permite un enfoque general del genoma vy la identificacion
de reordenamientos y anomalias cuantitativas de los cromosomas. La citogenética
molecular permite la localizacién de secuencias especificas del ADN en una regién
cromosOmica, de esta manera los estudios microscopicos convergen con los
estudios moleculares y se complementan mutuamente.(Morton y Miron, 2001)

La citogenética tuvo sus inicios a finales del siglo XIX con la publicacion de
ilustraciones del cromosoma humano que observo Flemming en 1882 al
microscopio. Pero fue hasta el afio de 1956 cuando la citogenética tuvo un gran
desarrollo con la determinacion del nimero exacto de cromosomas humanos en
un cariotipo realizada por Tjio y Levan, y confirmada el mismo afio por Ford y
Hamerton. La palabra cromosoma deriva del griego Chromo= color y soma=
cuerpo. Por tanto, son cuerpos coloreados nucleares en forma de bastoncitos
visibles al microscopio 6ptico en fase de division celular (mitosis 0 meiosis). Estan
formados de cromatina asociada a proteinas tipo histonas y en ellos se encuentran
los genes (Contreras, et. al., 2009).

El cromosoma humano tiene una estructura compleja (figura 1), compuesto por
acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) y proteinas. Una sola
hélice de ADN esta unida a ambos extremos por una estructura que se denomina
telomero. Cada cromosoma humano normal posee un centromero, en este sitio se
forma el cinetocoro para la fijacion del huso mitotico necesario para la segregacion
apropiada del cromosoma durante la division celular. El centrémero representa
algun punto valido para la identificacion de un cromosoma en particular. En el
extremo de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21y
22), se observan satélites, estructuras de tamafo variable compuestas por
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heterocromatina. Los de constricciones secundarias conocidas con el nombre de
pediculo del satélite. Estos pediculos de unién contienen los genes para el ARN
ribosdbmico 18S;5,8S Y 28S. en el extremo de cada brazo cromosémico, hay un
telobmero, una estructura compuesta por secuencias breves de nucleétidos
repetidas en tAndem, (Morton y Miron, 2001).

satélita

constriccion secundaria

centromeara EETEEFN”:?M

(constriccion
primaria) cinatocoro
[proteinas)

brazo —

Isdomens

cromatidas no  cromatidas
hermanas harmanas |

cromosomas homologos

Figura 1. Estructura general del cromosoma humano y sus principales partes que lo conforman

El estudio de los cromosomas nos proporciona informacion valiosa acerca de la
constitucidon genética de cada persona, porque cada cromosoma tiene una
morfologia y un tamafio constante, ademas de que posee una morfologia muy
especifica que refleja la constitucion del cromosoma a partir de una molécula
especifica de ADN (Solari, 2004).

2.2.- Técnicas citogenéticas.

2.2.1.-Preparaciones cromosomicas

Los cromosomas condensados de una célula humana en division pueden
analizarse en metafase o en prometafase. En estas etapas, los cromosomas son
visibles al microscopio en una extension cromosémica y se puede observar que
cada cromosoma se compone de sus cromatidas hermanas unidas por el
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centromero, a pesar de que en la mayor parte de las preparaciones cromosomicas
las dos cromatidas estan unidas entre si tan estrechamente que no es facil de
observarlas como entidades diferenciadas (Nussbaum, 2008).

El analisis cromosémico requiere de células en metafase para una mejor
clasificacion y evaluacion de los cromosomas. La obtencion de células en esta
fase requiere de un tejido con gran numero de células en divisibn como: linfocitos
de sangre periférica, médula 6sea, fibroblastos, células del liquido amnidtico y
células de algunos tumores, las cuales deben ser cultivadas bajo ciertas
condiciones in vitro para obtener un nimero considerable de ellas.

Los leucocitos son las células mas utilizadas debido a que crecen y se dividen
rapidamente en un cultivo celular, estos requieren estimulantes mitéticos como
fitohemaglutinina (PHA), cuyo efecto es transformar a los linfocitos periféricos en
células parecidas a blastos capaces de reiniciar el ciclo mitotico, ya que
normalmente ellos se dividen una vez (Contreras, et. al., 2009). Cuando son
obtenidas las células en proliferacion activa, es posible detenerlas en metafase al
inhibir la formacion del huso acromatico mediante la colchicina, ésta sustancia
ayuda a la contraccion de los cromosomas hecho que permite una mejor
delineacion, un extendido mas eficiente y un mejor andlisis. Las células son
expuestas posteriormente a solucion salina hipoténica con el fin de asegurar la
dispersién adecuada y la observacion de los cromosomas dentro de la membrana
celular, mediante la extensidon en un portaobjetos para, posteriormente, ser tefiidas
y analizados al microscopio (Contreras, et. al., 2009).

2.2.2.-Técnica de micronucleos

El ensayo de micronucleos es una prueba que se puede realizar in vivo o in vitro,
gue permite evaluar la capacidad de un compuesto para inducir alteraciones
cromosomicas, tanto de tipo estructural como numérico (Bello, 2001). Es una
prueba importante utilizada como bioensayo para evaluar genotoxicidad de
sustancias, exposiciones agudas y cronicas, ademas de que es una de las mas
usadas para identificar agentes cancerigenos (Murli, 2003).

Los micronucleos (MN) son corpusculos citoplasmaticos esféricos, detectados en
interfase, mas pequefios y con las mismas caracteristicas morfolégicas que el
nacleo celular. Estos se forman a partir del material cromosémico que ha quedado
rezagado durante la fase mitética de disyuncion anafasica, en el cual se separan
las dos cromatidas hermanas hacia uno de los dos polos anafasicos para,
posteriormente, dar lugar a las dos células hijas, genéticamente idénticas,
resultantes de la division celular. Ese material genético que no llega a ninguno de
los dos polos debido a alteraciones cromosomicas, no queda incluido en ninguno
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de los dos nucleos que van a constituir las dos células hijas, y estos pequefios
fragmentos pueden formar un nucleo de tamafio muy pequefio denominado
micronucleo, perfectamente visible al microscopio 6ptico. Los micronucleos estan
constituidos principalmente por fragmentos aceéntricos, pero también algunos
cromosomas pueden formar parte de ellos (Bello, 2001).
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Figura 2. Formacion de micronucleos. Las células presentaban microndcleos. A) micronucleos (MN)
originados por fragmentos cromosomicos de tipo acéntrico derivados de roturas no reparadas. B)

microndcleos originados por cromosomas enteros derivados de una mala segregacién durante la mitosis.

2.2.3.- Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas por medio de la
aplicacion de un campo eléctrico. Las moléculas se desplazan o migran en un
campo eléctrico a una velocidad determinada por su relacién carga-masa (Lodish,
2005).

La electroforesis en geles de agarosa es utilizada para separar, identificar y
purificar fragmentos de ADN. Es una técnica simple y rapida de realizar, es capaz
de resolver fragmentos de ADN que no pueden separarse adecuadamente por
otros métodos, tales como centrifugacion en un gradiente de densidad. En la
electroforesis en geles de agarosa se pueden separar fragmentos de ADN desde
200kb hasta aproximadamente 500kb de longitud.

La agarosa es un polimero lineal, extraido de algas marinas, en el cual las
moléculas del ADN de doble cadena migran de manera inversamente proporcional
al logaritmo en base 10 de sus tamafios moleculares. EI ADN esta cargado
negativamente debido a los grupos fosfatos de la molécula, por lo tanto la
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migracion en la camara de electroforesis ocurre del polo negativo hacia el polo
positivo como se observa en la figura 3. Una vez que la electroforesis ha
terminado el ADN separado puede determinarse directamente mediante tinciones
con fluorocromos (Puerta, 2005).

Los factores que pueden afectar la migracion del ADN en el gel de agarosa son:

» Tamairio del fragmento
-Concentracion de la agarosa
-Conformacion del ADN
-Voltaje aplicado

-Buffer utilizado
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)
w Siembra de la muestra

de ADN en el pozo del
gel
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migracién del ADN w Moléculas de ADN de

alto peso molecular
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Figura 3. Separacién de ADN por electroforesis en gel de agarosa. EL ADN migra de acuerdo a su carga y
peso molecular, migra del polo negativo al polo positivo.

2.3.- Fluorescencia

La fluorescencia es un fendmeno de luminiscencia de vida corta que se produce
cuando las moléculas son excitadas por la absorcion de radiacion
electromagnética, es decir, la fluorescencia se genera cuando una sustancia
absorbe luz a una longitud de onda determinada y luego emite a una longitud de
onda mayor, el tiempo entre la absorcién y la emision suele ser relativamente
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breve, a menudo del orden de 10° a 108 segundos (Crawford, 2007). Explicando
méas a fondo las moléculas tienen diferentes estados o niveles de energia, en
general, las moléculas tendran un estado basal (un estado de baja energia So) y
un estado electronico excitado de mayor energia (S1), con varios niveles de
vibracion en cada uno de ellos. Entonces la fluorescencia se produce cuando los
electrones de una molécula son excitados a estados vibracionales y rotacionales
mas altos, esta energia de vibracion se disipa rapidamente por colisiones y la
molécula desciende hasta el nivel de vibracién inferior del estado electrénico S1
(Freifelder, 2003). El posterior retorno de la molécula a su estado fundamental se
produce emitiendo luz (fluorescencia). En la siguiente figura se muestra como se
lleva acabo el fenomeno de fluorescencia:
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Figura 4. Cuando una radiacion incidente de longitud de onda corta Al excita un electrén en la nube
electronica que rodea al nacleo del &tomo situado en el centro. La energia absorbida por el
electrdn lo excita hacia las capas periféricas de la nube, de donde volvera a caer por saltos
cuanticos, emitiendo cada vez una radiacion de fluorescencia de mayor longitud de onda A2

después A3.

El tiempo de vida media de una especie excitada es breve porque hay diversas
formas en las cuales un atomo o una molécula excitada liberan su exceso de
energia y se relajan a su estado fundamental. Dado que las diferencias de energia
entre los estados vibracionales son aproximadamente iguales tanto en los estados
excitados como en el estado fundamental, el espectro de absorcién, o de
excitacion, de un compuesto con frecuencia se parecen como si uno fuera
aproximadamente la imagen en un espejo del otro (Skoog, 2008). Este efecto se
puede apreciar en los espectros del antraceno (figura 5).
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Figura 5. Espectros de absorcion y emision del antraceno. Obsérvese que los espectros son
aproximadamente especulares.

La fluorescencia es una de los posibles mecanismos por los que una molécula
vuelve al estado fundamental, después de haber sido excitada por absorcién de
radiacion. Tomando en cuenta esto, se podria decir que todas las moléculas
absorbentes son potencialmente fluorescentes, pero sin embargo, no lo son
porque su estructura permite caminos no radiantes por los que puede dar lugar a
la relajacion de forma mas rapida que la emision fluorescente. (Skoog, 2008).

El rendimiento cuantico o eficiencia cuantica de la fluorescencia molecular es
simplemente el cociente entre el numero de moléculas que presentan
fluorescencia y el niumero total de moléculas excitadas (o el cociente de fotones
emitidos a fotones absorbidos), las moléculas muy fluorescentes, como la
fluoresceina, tienen eficiencias cuanticas que se aproximan a la unidad en algunas
condiciones. Mientras que las especies que no fluorescen tienen una eficiencia
practicamente de cero.

La fluorescencia esta intimamente relacionada con la estructura quimica, por
ejemplo los compuestos que contienen anillos aromaticos son los que
proporcionan una emisién de fluorescencia mas intensa debido a la resonancia
que existe en la molécula. También los compuestos carbonilicos alifaticos
presentan fluorescencia, pero presentan un nimero mas pequefio en comparacion
con el numero de compuestos fluorescentes que contienen sistemas aromaticos.
La mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos presentan fluorescencia
en disolucion, con una eficiencia cuantica que aumenta con el nimero de anillos y
su grado de condensacion. Los heterociclos mas simples, como la piridina, furano,
tiofeno y pirrol, no presentan fluorescencia molecular, pero estructuras que
contienen estos anillos condensados a menudo si son fluorescentes (Skoog,
2008).

Otro factor importante a considerar de la molécula es la rigidez estructural, ya que
se ha demostrado experimentalmente que la fluorescencia esta favorecida en las
moléculas rigidas (Stockert , et al. 2004). Ademas, frecuentemente se presenta un
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aumento de emisién cuando los colorantes fluorescentes se absorben sobre una
superficie sélida. La influencia de la rigidez se ha aducido también para explicar el
aumento de la fluorescencia en ciertos agentes quelantes orgénicos, cuando se
complejan con un ion metalico. Por ejemplo, la intensidad de fluorescencia de la 8-
hidroxiquinoleina es mucho menor que la del complejo con zinc.

Entendido que es la fluorescencia podemos definir a un fluorocromo como una
molécula quimica capaz de absorber luz a una longitud de onda determinada y
emitir a otra longitud de onda diferente, y se caracteriza por un espectro de
excitacion y un espectro de emision. Los fluorocromos son empleados como
colorantes, se aplican de la misma manera que en las tinciones histoldgicas y
hematoldgicas, pero dependiendo de su composicion quimica y de las
caracteristicas de la tincion. Actualmente son muy utilizados debido a que son
colorantes especificos y crean contraste en zonas determinadas, ademas algunas
estructuras bioldgicas no fluorescen por si mismas.

Los fluorocromos mas utilizados en técnicas de citogenética son: bromuro de
etidio, DAPI, colorante de Hoechst, naranja de acridina, quinacrina, fluoresceina y
rodamina.

A continuacion se presentan las caracteristicas de algunos fluorocromos.
Bromuro de etidio

Bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridonio. Es una molécula hidr6foba que
tiene casi el mismo tamafio que una base de ADN o ARN (Rodak, 2004).Es una
molécula plana, que se puede deslizar entre pares de bases de la doble hélice y
desenrollarla ligeramente entre pares de bases adyacentes. Por eso es usado
comunmente como marcador de &cidos nucleicos en técnicas de biologia
molecular. Este fluorocromo es un agente mutagénico de efecto acumulativo, y se
asocia con mutaciones por insercion. Se utiliza a concentraciones pequefias (01.-

0.5 mg/mL)
e e

Figura 6. Estructura quimica del bromuro de etidio.

DAPI
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El diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) es un colorante fluorescente
que pertenece al grupo de los colorantes de indol. DAPI se usa para la tincion de
ADN, para tincion nuclear, para la tincion de células vivas y para la contratincion
en tinciones inmunofluorescentes de material humano y botanico.

Se sabe que el colorante DAPI forma un complejo con el ADN doble cadena,
mostrando una especificidad por los clusters de bases ricos en A-T. Cuando el
DAPI se une al ADN, su fluorescencia se ve fuertemente incrementada, lo que se
interpreta como una interaccion energéticamente alta, gracias a la intercalacion del
colorante entre las bases del ADN. EIl colorante DAPI también se puede unir al
surco menor de la hebra de ADN formando puentes de Hidrogeno con los pares
de bases AT (Banerjee, 2008).

H,N
a e
N NH
HN H
[CII—} NH,

N

Figura 7. Estructura quimica del DAPI.

Colorante de Hoechst

La  2-(4-hidroxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5"-bi-1H-benzimidazol, es una
bisbenzimida util para tincibon de ADN, cromosomas y nucleos celulares . Esta
molécula ha demostrado que se une al surco menor del ADN intercalandose con
adenina-timina. Es capaz de tefiir células vivas o fijas y tejidos, ademas de que
puede ser utilizado en combinacion con 5-bromo-2-desoxiuridina lo que permite
distinguir la cromatina compacta de los nucleos apoptéticos o con yoduro de
propidio para citometria de flujo entre otras.

3 HCI

) 3 Hy0

Figura 8. Estructura quimica del colorante de Hoechst
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Naranja de acridina

La 3,6-Bis(dimetilamino)acridina es un colorante cationico que contiene en su
estructura una amina terciaria capaz de protonarse. La naranja de acridina es
selectiva para los acidos nucleicos y util para realizar determinaciones sobre el
ciclo celular. Interacciona con el ADN y el ARN. Esta molécula es un mutageno
que ejerce su efecto a través de la intercalacion entre las bases del ADN
distorsionando su estructura o por atraccion electrostética (Oliva, et. al., 2004).

A + 1/5ZnCl,
H,C. 7 _.CHj

) " ) + Hol

CHs CHa

Figura 9. Estructura quimica del naranja de acridina.

La union de los fluorocromos a ADN puede ser por distintas vias:

Por unién a surco menor o mayor por medio de puentes de hidrogeno

Intercalamiento: se basa en la extension local de la doble hélice del ADN y en la
introduccién (intercalacion de una molécula plana en el espacio que queda
comprendido entre dos pares de bases consecutivas. (Stockert et. al., 1981).

Por puentes de hidrogeno o fuerzas electrostaticas: Por unién fuertemente a las
regiones de las bases nitrogenadas (A-T) para formar un complejo.

2.3.1.- Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una herramienta muy utilizada actualmente en
diferentes areas como biologia molecular, citogenética, inmunologia, entre otras.
En el transcurso de la dultima década, la microscopia de fluorescencia
convencional aprovechdé el aumento de la memoria y la velocidad de
procesamiento de las computadoras. Esto, junto al desarrollo de sistemas de
registro digital de imagenes de alta calidad, de fuentes de iluminacion laser
potentes y estables de sistemas Opticos corregidos y de nuevas moléculas
fluorescentes capaces de marcar procesos celulares especificos, ha dado lugar a
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novedosas técnicas como la Microscopia Laser Confocal y la Microscopia de
Excitacion Bifotonica (M-2F). Estos nuevos procedimientos permiten obtener
imagenes tridimensionales de procesos y de la distribucion de moléculas
especificas en células vivas por medio de la utilizacion de técnicas no invasivas
(Cardoza, 2005).

La microscopia de fluorescencia se basa en los mismos principios de la
microscopia comun, con diferencias en el manejo y el disefio relacionadas con la
generacion y transmision de longitudes de onda adecuadas para excitar a los
fluorocromos que se quieren visualizar, ya sean propios de la muestra o de la
coloracion utilizada. El microscopio de fluorescencia es una modificacion del
microscopio comun, donde se utiliza luz monocromatica para excitar los estados
electronicos de ciertas especies moleculares de la muestra (Montoya, 2008). Otra
diferencia que existe con la microscopia normal, es que la luz de iluminacién que
se utiliza en la de fluorescencia (excitacién), no esta involucrada en la formacién
de la imagen mientras que en la microscopia normal la imagen es formada por la
luz de iluminacion.

Equipo para microscopio de fluorescencia:

Fuente de luz: Generalmente se usa una fuente de mercurio a alta presion, que
emita la suficiente radiacion de aquellas longitudes de onda requeridas para
propasitos de excitacion del o los fluorocromos.

Obijetivos: suelen ser de cuarzo ya que el vidrio absorbe la radiacién ultravioleta.

Filtros: se encargan de retener la radiacion ultravioleta, peligrosa para el ojo
humano, dejando solo pasar la radiacién visible. Los filtros utilizados en las
aplicaciones de la microscopia de fluorescencia tienen caracteristicas espectrales
especificas que estan indicadas sobre los filtros. Basicamente hay tres categorias
de filtros: de excitacion, de barrera y espejos dicroicos. El primero se encuentra
ubicado entre la fuente de luz y el preparado, este filtro permite el paso de ondas
de luz de la longitud de onda incidente.

El filtro barrera est4 ubicado antes del ocular. Estan disefiados para suprimir o
bloguear las longitudes de onda de excitacion permitiendo el paso de luz emitida,
es decir selecciona la longitud de onda de emision del fluorocromo. Y los espejos
dicroicos que se posicionan en el camino éptico después del filtro de excitaciéon
pero antes del de emision, a un angulo de 45 grados, son filtros especializados
para reflejar las longitudes de onda de excitacién y dejar pasar las de emision
eficientemente.

13
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Figura 10. Partes fundamentales del microscopio de fluorescencia

2.4.- Sistemas pentagonales con dos heteroatomos: Isoxazoles

Un heterociclo es un compuesto ciclico que contiene atomos de dos o mas
elementos en su anillos, por lo regular carbono junto con nitrégeno, oxigeno o
azufre (McMurry, 2008). Dentro de este grupo de compuestos se encuentran los
azoles, compuestos ciclicos de 5 atomos, derivados formalmente del furano, pirrol
y tiofeno por sustitucion de uno de los grupo —CH por un atomo de nitrégeno.
Cuando esta sustitucion se efectla en la posicion tres, se puede generar oxazol,
imidazol o tiazol, mientras que si la insercién del atomo se efectla en dos se
puede generar isoxazol, pirazol e isotiazol (Figura 11).

Oxazol = Isoxazol

Pirazol

I-Z

Figura 11. Sistemas pentagonales con mas de un heteroatomo.
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Las propiedades de los heterociclos pueden predecirse por sus analogias y
diferencias respecto a compuestos analogos alifaticos o aromaticos (Espinosa,
2001), este grupo de compuestos tienen propiedades y reacciones similares a los
compuestos aromaticos. Los sistemas de anillos azélicos son mas estables y por
tanto menos reactivos que el furano, pirrol y tiofeno. Pero no obstante, en algunas
ocasiones existe gran diversidad de reactividad, por ejemplo el isotiazol es estable
a la oxidacion con permanganato mientras que el tiazol no lo es, o tal es el caso
de los oxazoles que son generalmente estables a las bases y otros nucleofilos
mientras que el anillo de los isoxazoles se rompe en presencia de estos.

Los isoxazoles tienen la caracteristica de poseer propiedades de un sistema
aromatico, esto es debido a que cada uno de los tres carbonos del anillo aporta un
electron 1pz al orbital molecular, mientras que el nitrégeno del azol dona uno, y el
oxigeno dona 2 electrones para completar el sexteto aromatico. Ademas de que
este arreglo electronico produce una capa estable de 6 electrones T
deslocalizados, en la figura 12 se representa la estructura del isoxazol y se puede
observar que el &omo de nitrdgeno posee un par adicional de electrones que se
localizan en sentido ortogonal a la nube 1T molecular (Paquette, 2011).

Figura 12. Orbitales moleculares del anillo de isoxazol.

Asi mismo los isoxazoles tienen la capacidad de formar intermediarios de
resonancia por las propiedades antes mencionadas.

™o = = Om
B GG -1

Figura 13. Estructuras de resonancia del isoxazol

15



Laboratorio de Quimica Medicinal

2.4.1.- Métodos de sintesis

La construccion del anillo isoxazol puede lograrse por distintas rutas sintéticas, se
basan en la adicion de una especie que contenga el enlace O-N con una molécula
de aceptor del nivel de oxidacion deseado. Las dos rutas mayormente empleadas
son: utilizando hidroxilamina con un componente de tres &tomos de carbono, cémo
las 1,3-dicetonas o una cetona a,B3-insaturados, o mediante la reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar de alquenos y alquinos con éxidos de nitrilo (Pinho, 2005).

El primer método utilizado con frecuencia consiste en la adicion de hidroxilamina
con un compuesto 1,3 dicarbonilico o a un precursor de dicha especie. La reaccién
se lleva a cabo mediante un intermediario de cetoxima que posteriormente
experimenta la ciclizacion.

l“}'\\,\ k
H:0 /(Oh

C

I U L BN — . N
l . o~

C H0 R"L.-m\ / "

3

#
0

x’ﬁ - jﬂll R
-

Figura 14. Reaccion con hidroxilamina y compuesto 1,3 dicarbonilico.

El segundo método de sintesis generalmente se produce in situ mediante
deshidrogenacion del cloruro de acido correspondiente. Este tipo de condensacion
se lleva acabo porque los 6xidos de nitrilo y los diazoalcanos se consideran como
compuestos ambivalentes que tienen reactividad electrofilica y nucleofilica en las
posiciones 1y 3 (Paquette, 2011).

R\ /F!"' R R

i+

| -+ | S—.

/c Ne Q-f”

R e
dxido de nitrilo

Figura 15. Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar con 6xidos de nitrilo

Aparte de estos métodos, los isoxazoles, también se pueden obtener por
condensacion de hidroxilamina con un compuesto a,3-acetilénico o con un
compuesto carbonilico a,B-olefinico que tenga en el carbono a o en el B un grupo
facilmente desplazable.
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2.5.- Espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética nuclear

La luz visible, los rayos X, las microondas, las ondas de radio, y asi
sucesivamente, son todos los tipos diferentes de radiacion electromagnética,
colectivamente constituyen el espectro electromagnético, el cual se divide en
regiones como se observa en la figura 16, con la regidn visible representada
Unicamente por una pequefia porcion, de 3.8 x 10 " m a 7.8 x 10 " m en longitud
de onda. La region visible esta flanqueada por las regiones infrarroja y ultravioleta.

ol \/\MA/\/W\HNWW W

1013 10‘2 101 10-'° 10° 10°% 107 106 105 104 10- 10+ 102 103 10‘ 105
[ [ [ [ I [ I { ' [
- g l's Infrarrojo & Radar D__
yos R X ° = —~
Gamma Syos T ) D
g = i Térmico
s [

o =u

400nm : 500nm = 600nm :700nm
Azul Verde  Rojo

Figura 16. Espectro electromagnético

La radiacién electromagnética se caracteriza por una longitud de onda, una
frecuencia y una amplitud (figura 17). La longitud de onda A, es la distancia de un
méaximo de onda al siguiente. La frecuencia v, es el nUmero de ondas que pasa
por un punto fijo por unidad de tiempo, dado por lo regular en segundos
reciprocos, o Hertz. La amplitud es la altura de la onda, medida desde el punto
medio al pico. La intensidad de energia radiante, sea un respirador débil o una luz
cegadora, es proporcional a la raiz de la amplitud de onda.

Longitud de '|

onda

o 3

Amplitud

Figura 17. Las ondas electromagnéticas que se caracterizan por una longitud de onda, frecuencia y una
amplitud.
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Espectroscopia de infrarrojo

Todas las moléculas tienen una cierta cantidad de energia, estan en movimiento
constante. Sus enlaces se estiran y se contraen, los atomos se mueven hacia
atrds y hacia adelante ocurren otras vibraciones moleculares. Una molécula
Gnicamente puede estirarse y doblarse a frecuencias especificas que
corresponden a niveles de energia especificos.

Los &tomos que constituyen a una molécula estan unidos entre si por fuerzas de
origen electrostatico, que semejan uniones elasticas y en consecuencia, Sus
movimientos son periddicos o cuasiperiédicos. Todos los movimientos relativos de
los &tomos en una molécula son en realidad la superposicion de los llamados
modos normales de vibracion, en los cuales todos los atomos se encuentran
vibrando con la misma fase y frecuencia normal. El nUmero de modos normales de
vibracion define el espectro vibracional de cada molécula. Estos espectros
también dependen de las masas de los atomos involucrados, su arreglo
geométrico dentro de la molécula, y la “elasticidad” de los enlaces quimicos.

Los fotones de la radiacidon infrarroja son absorbidos por los enlaces de una
molécula pasando a niveles vibracionales superiores como se observa en la figura

18.
hV { ‘ ':
Foton ~————» @r ' §/
\ ,f /1 :‘\/ ‘\/: d2

Baja energia Alta energia

Figura 18. Modos normales de vibracion de una molécula.

En la espectroscopia de infrarrojo se puede encontrar los tipos de movimientos
que tiene una molécula midiendo su espectro en el IR y asi, interpretando estos
movimientos, podemos encontrar qué tipos de enlaces (grupos funcionales) estan
presentes en la molécula.

Resonancia magnética nuclear

El fenbmeno de la resonancia magnética nuclear se basa en el hecho de que
ciertos nucleos giran alrededor de su eje, es decir, poseen espin nuclear (I). El
movimiento de giro de estas especies cargadas, provoca que lleven asociados un
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campo magnético débil (momento magnético), pudiendo considerarse como
pequefios imanes. Si un nucleo con espin nuclear 1/2 se sitia en un campo
magnético externo puede adoptar dos orientaciones diferentes, paralela o
antiparalela respecto al campo aplicado, siendo la primera de menor energia. La
presencia exclusiva de estas dos orientaciones se debe a que los niveles de
energia implicados estan cuantizados. De forma similar a la espectroscopia de
infrarrojo, los nucleos pueden excitarse al nivel de energia superior suministrando
la radiacidn electromagnética adecuada e inducir asi la resonancia, fenomeno que
supone simplemente invertir su orientacion.

Cada is6topo activo en RMN absorbe radiacion de frecuencia diferente en un
campo magneético constante. Este hecho hace que se pueda estudiar cada uno de
ellos de forma independiente. Ademas, la diferencia de energia entre estos dos
niveles es principalmente, funcién del ndcleo que se esté irradiando y del campo
magnético aplicado, siendo ésta mayor cuanto mas intenso es el campo
magnético externo. En quimica organica los ndcleos mas estudiados son los de 'H
y 13C.
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3.- OBJETIVOS

Objetivo General

v' Realizar la sintesis y caracterizacion fisicoquimica de isoxazoles 5-
sustituidos (LQM 105, 108, 114, 120 y 122) y evaluar su posible uso como
colorantes fluorescentes en técnicas citogenéticas.

Objetivos Particulares

v’ Sintetizar, purificar y caracterizar los compuestos LQM 105, 108, 114, 120y
122 mediante las técnicas espectroscopicas: IR, RMN3C, y RMNH .

v' Encontrar las condiciones Optimas de reaccion para la sintesis de estos
compuestos adaptandose a las caracteristicas del Laboratorio de Quimica
Medicinal.

v Evaluar la capacidad de tincion fluorescente de estos compuestos sobre
ADN, nucleos celulares y cromosomas.
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4.- METODO

4.1.- Sintesis quimica
3,5-dimetilisoxazol

Para formar la estructura base (3,5 dimetilisoxazol) de los compuestos evaluados
se llevo a cabo una reaccidbn de condensacion-ciclizacion utilizando 2,4
pentanodiona e hidroxilamina. Se utiliz6 acido acético para mejorar el rendimiento
del producto, y se coloc6 a reflujo (aproximadamente 45 -60 minutos) utilizando luz

infrarroja como fuente de energia.

La cinética de formacion del isoxazol se realiz6 mediante cromatografia en capa
fina. Una vez terminada la reaccién se dej6é enfriar, y se neutralizdé la mezcla de
reaccion con hidroxido de sodio, formandose dos fases, las cuales se extrajeron
con acetato de etilo realizando un total de tres extracciones. Los extractos
organicos se reunieron Yy se elimind el agua con sulfato de sodio anhidro para su
posterior concentracion. Se obtuvé un liquido de color ambar de olor caracteristico

(3,5 Dimetilisoxazol).
3,5 dimetil 4-nitroisoxazol

Del concentrado anterior se pes6 una muestra y se colocé en un bafio de hielo con
agitacion. Posteriormente se adicioné gota a gota &cido sulfarico, y al término de
esto, se adicion6 gota a gota 4cido nitrico, esta mezcla se dej6 agitando durante
30min para la posterior adicion de acido sulfurico. Después de esta ultima adicidon

se dej6 agitando la mezcla de reaccién 12hrs.

Transcurrido el tiempo de reposo, se agrego hielo a la mezcla de reaccion, lo que
provoco que se formara un precipitado blanco, éste se filtré a vacio, haciendo tres
enjuagues con agua destilada, el precipitado se recristalizd6 con acetato de etilo.

Los cristales se colocaron en el desecador.
Serie LQM 100
Para obtener los distintos compuestos de esta serie, se utilizd el 3,5 dimetil-4-

nitroisoxazol que se disolvié en etanol junto con un aldehido de eleccion. Para
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favorecer la reaccion de condensacion que debe llevarse a cabo, se adiciona
piperidina. La mezcla de reaccion se pone a calentar a reflujo utilizando luz
infrarroja; alrededor de 45min-1h, se observa un precipitado en el matraz. El
precipitado se recupera filtrando a vacio enjuagando con etanol tres veces.
Posteriormente se determina su pureza mediante cromatografia en capa fina, si no

es asi, se recristaliza con cloroformo o acetato de etilo, segun sea el caso.

A continuacién se esquematizan las reacciones generales para la obtencion los

isoxazoles 5-sustituidos:

0] 0

CH:COOH
NH,OH HCI + IR
HaC CH

1 3

2

Conc. HNO;
Conc. H,50,
Etanol 0
piperidina N"’Ff
- | CH;
Benzaldehido sustituido /
H,;C
HaC
NO;

NO,

Figura 19. Reaccion general para la formacién de los isoxazoles 5 sustituidos, utilizando como materia prima
de inicio hidroxilamina y 2,4 pentanodiona.

4.2.- Caracterizacion

A los compuestos sintetizados se les realizaran pruebas de solubilidad, punto de
fusidn y se analizaron los compuestos por medio de técnicas espectroscopicas: IR,
RMN®3C, RMN*H. La determinacién de los espectros de infrarrojo, se realizaron en

equipo de la marca Thermo scientific con celda de diamante.
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4.3.- Evaluacién: Micronucleos, preparaciones cromosdémicas de médula de
ratéon, electroforesis en gel de agarosa

Micronucleos

Para llevar a cabo esta técnica, se administré ifosfamida (60mg/kg de peso) a
ratones jovenes. A las 48hrs, se obtuvo sangre periférica del ratdon, mediante un
corte en la parte distal de la cola (con previa analgesia de la zona). Se realizaron
frotis con la sangre obtenida. Los frotis se dejaron madurar 2 dias para

posteriormente fijarlos con metanol frio durante 10min.
Preparaciones cromosomicas de médula de raton

A los mismos animales de la técnica de micronucleos se le administrd colchicina
(7.5 pg/g de peso). Pasadas 2h después de la administracion, los ratones se
sacrificaron por dislocacién cervical y se extrajo el fémur. Al fémur se le cortan los
extremos (epifisis) y con una jeringa se enjuaga el interior del hueso con solucién

de cloruro de potasio a 37°C y se deposité en un tubo.

Una vez obtenida la médula, se incubo a 37°C durante media hora. Transcurrido
el tiempo de incubacién se adicion6 solucién fijadora metanol: acido acético 3:1,
se mezcla y se centrifuga a 3000 rpm. Este paso se repitid en dos ocasiones mas,
dejando aproximadamente 0.5 mL, después de la ultima centrifugacion y se

resuspende la médula.

La suspensién celular se gotea sobre un portaobjetos desde una altura
aproximadamente de 50 cm. Las laminillas se fijan con calor y se dejan maduran

por 48 horas.
Tinciones

Se prepararon soluciones de distintas concentraciones de los LQM 105, 108, 114,
120 y 122 en DMSO. Las laminillas de los frotis de microndcleos y las de
preparaciones cromosomicas se sumergieron en las soluciones de los diferentes

compuestos, durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se observaron al
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microscopio de fluorescencia de la marca Accuscope, contra un testigo de naranja

de acridina.
Electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6é un gel de agarosa al 1%. Se deposité en cada carril del gel 2 ul de
buffer de carga para ADN y 5 ul de la muestra ADN. La camara de electroforesis

se llend con buffer de corrimiento y después se metio el gel dentro de la camara.

Se corrié el gel en una camara de electroforesis, durante 45 min a 120v.
Transcurrido el tiempo el gel se sacé de la cdmara de electroforesis y se enjuago
con DMSO, posteriormente se sumergié el gel en una solucion al 1% del
compuesto sintetizado y se dejo ahi durante 10 minutos. Por ultimo se enjuago el
gel con DMSO para quitar el exceso de la solucion y se observé en el

transiluminador.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Sintesis y caracterizacion

En la siguiente tabla se muestran los datos generales del 3,5 dimetil-4-
nitroisoxazol y de los isoxazoles 5-sustituidos. Todos los compuestos sintetizados
se obtuvieron en forma solida con punto de fusion superior a los 100 ° centigrados
excepcion del LQM 102. Y el rendimiento fue mayor del 80% para toda la serie
LQM 100-

La estructura de los compuestos LQM 105, 108, 114 y 122 son similares, la
diferencia son los sustituyentes en posicién para con respecto al benceno, en el
caso del LQM 120 tiene 2 sustituyentes (grupo hidroxilo y grupo nitro).

Tabla 1. Datos generales de los compuestos obtenidos de la sintesis.

Compuesto Estructura Peso Punto Rendimiento Caracteristicas
Clave LQM molecular de % Fisicas
g/mol fusion
°C
102 o o 142.11 85 92 Cristales
\N+/ blancos
HsC AN CH,4
N—O
105 Br 246.22 186- 89 Salido color
188 amarillo
= O\N
Ly
O\
N
\\ CHy
(0]
108 264.66 177- 86 Salido color
178 amarillo
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Compuesto  Estructura Peso Punto Rendimiento Caracteristicas
Clave LQM molecular de % Fisicas
fusion
114 HsC 244.25 148- 87 Salido color
151 verde limon
=
O+
N
IR
(0]
120 Ox_ .0 291.22 188- 89 Solido color rojo
\ +
190
122 CHs 260.25 178- 85 Solido color
180 amarillo
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También se realizaron pruebas de solubilidad para toda la serie LQM 100, con el
fin de encontrar el disolvente adecuado para realizar la evaluacion en las técnicas
de micronucleos, preparaciones cromosomicas de meédula 6sea de raton y
electroforesis en geles de agarosa.

Los compuestos fueron insolubles en su mayoria en acido clorhidrico, metanol y la
mezcla de acido acético metanol. Por otra parte con acido acético glacial el LQM
108, 114 y 120; sin embargo como es un pH muy acido y no son solubles todos los
compuestos, no se utilizé como disolvente.

En DMSO los compuestos sintetizados mostraron una mejor solubilidad. Por lo
gue se decidio utilizar este disolvente para realizar la evaluacion

Tabla 2. Solubilidad de los compuestos sintetizados en diferentes solventes.

Compuesto Solubilidad

Agua/HCI | Metanol | Metanol/Ac Acetonitrilo | DMSO
cético 3:1 Acetlco
105 - - - - - ++
108 - - - +++ +++ +++
114 - - + +++ ++ +++
120 - ++ +++ +++ ++ +++
122 - + - - ++ ++

insoluble ( —) ; poco soluble (+); medianamente soluble (++); muy soluble (+++)
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Caracterizacion

En las siguientes tablas se muestran los resultados obtenidos de las pruebas
espectroscopicas que se realizaron: infrarrojo, resonancia magnética de H y
resonancia magnética de 3C para la caracterizacion de los compuestos
sintetizados.

En la resonancia magnética de Hy 13C se utiliz6 dimetil sulfoxido deuterado para
los compuestos LQM 105, 108. EI LQM 102 y 114 se disolvieron en cloroformo
deuterado y en el caso del 120 Y 122 no se les realiz6 ninguna resonancia.

Los infrarrojos se obtuvieron de manera directa colocando la muestra sélida
directamente en el equipo Thermo scientific con celda de diamante.

Tabla 3. Resultados espectroscépicos (infrarrojo, resonancia magnética de Hy
resonancia magnética de 13C) del compuesto LQM 102

LQM 102

@) 0]

Ny

IR C-sp3 (2870 cm1 ), C=C (1602.58 cm™ ),
NO2 (1500, 1359 cm™)

'H RMN (CDCl3s) o (ppzm): 2.816 ()3H,s, CHba);
2.55 (3 H,s,CHs

13C RMN (CDCl3) & (ppm) 172.37 (C=0); 155.97 (C=N);
77.88 (C=NO3); 14.30 (CH3);
14.30 (CH3).
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Tabla 4. Resultados espectroscopicos (infrarrojo, resonancia magnética de H'y
resonancia magnética de 13C) del compuesto LQM 105

Br

LQM 105

=

(@]
XX S
4

O—

\\ CH,
o)

IR

C-aromatico (2161.9-1680 cm-1 ), C=C
(1621.2 cm-1 ),NO2 (1508,1378.5 cm-1),
C-Br (824.5cm-1)

IH RMN (DMSO)

5.25 (1H,d,CH.); 5.04 ( 1H,d,CH.);
2.33 (3 H,s,CH3)

3C RMN (DMSO)

5 (ppm) 157.1 (C=N); 156.3 (C=0); 137.02
(C=C); 133.02 (=C-C-Ar); 132.2 (C-Ar.);
131.27 (C-Ar); 130.94 (Br-C-Ar.); 130.3
(C=C.); 112.27 (C=NO,); 11.84 (CHs).

Tabla 5. Resultados espectroscopicos (infrarrojo, resonancia magnética de Hy
resonancia magnética de 13C) del compuesto LQM 108

LQM 108

IR

[6)
C-aromético (2000-1650 cm-1), C=C
(1601cm-1 ), NO2 (1557,1358.8 cm-1 ),
C-CI (816.67cm-1 )

IH RMN (DMSO)

o (ppm): 7--7.8 ( 4H.m,Ar.); 5.3
(1H,d,CH.); 5.1 ( 1H,d,CH.);
2.33( 3 H,s,CH3)

3C RMN (DMSO)

O (ppm) ) 167.08 (C=N); 157.06 (C=0);
136.45 (-C-Ar.); 134.67(C=C.); 134.05
(CI-C-Ar.); 131.6(C-Ar.); 131.09 (C-Ar.) ;
124.12 (=C-C-Ar); 112.24 (C=NO2);
11.83 (CH3).
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Tabla 6. Resultados espectroscopicos (infrarrojo, resonancia magnética de *H'y
resonancia magnética de 13C) del compuesto LQM 114

LQM 114

HaC

(0]
IR C-sp3(2919.3 cm-1), C-aromatico (2050-
1650 cm-1 ), C=C (1601cm-1 ), NO2
(1505,1374 cm-1)

'H RMN (CDCl3) o(ppm):7.55-7.2(4H,m,Ar.);
5.3(1H,d,CH.); 5.1 ( 1H,d,CH.);
2.4 (3 H,s,CH3); 2.6 (3 H,s,CH3)

3C RMN (CDCl3) & (ppm) 167.5 (C=N); 156.24 (C=O);
142.29 (-C-Ar.); 137.38(C-Ar.); 135.09
(C=C); 130.64 (C-Ar) ; 129.8 (C-Ar);
127.84 (C=C); 110.47 (C=NO2); 11.86
(CH3) ; 21.45 (CH3).

Tabla 7. Resultado del espectro de infrarrojo del compuesto LQM 120

LQM 120

O§N+/O

O
IR OH (3671.9), C-sp3 (2941.4cm-1 ), C-
aromatico (2522-1600 cm-1 ), C=C
(1612.2cm-1),
NO2 (1569.2 ,1345.6 cm-1 )
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Tabla 8. Resultado del espectro de infrarrojo del compuesto del compuesto LQM

122

LQM 122

C-sp3 (2946.5 cm-1 ), C-aromético (2300-
2600 cm-1), C=C (1620.8cm-1),
NO2 (1505.78 ,1360 cm-1)
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5.2.- Evaluacion

Para la evaluacion de los compuestos sintetizados se realizaron las pruebas de
micronucleos, preparaciones cromosOmicas de meédula Osea de raton vy
electroforesis en gel de agarosa. Para este ultimo se utilizaron dos muestras de
ADN proporcionadas por la doctora Sandra Diaz Barriga Arceo.

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del compuesto LQM 105,
donde se observa que este compuesto no tiene afinidad por el ADN (no se
observa fluorescencia). En la electroforesis si hay fluorescencia debido a que el
compuesto precipito en el gel.

Tabla 9. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosomicas y
electroforesis en gel, utilizando el compuesto LQM 105 para la tincion.

Compuesto Pruebade Preparaciones Electroforesis en
Clave LQM micronucleos cromosdmicas gel de agarosa.
105 Celulas sanguineas Cromosomas obtenidas Gel de agarosa
extraidas de sangre de médula 6sea de raton observado en el
periferica de raton observados en un transiluminador

observadas en un microsocopio de después de haber
microsocopio de fluorescencia. permanecido 35min.

fluorescencia en la cAmara de

electroforesis a 120V

Muestra  puestra

pa—Y;
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El compuesto LQM 108 no presento afinidad por el ADN,

fluorescencia en ninguna de las tres pruebas realizadas.

no presento

Tabla 10. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosomicas
y electroforesis en gel, utilizando el compuesto LQM 108 para la tincion.

Compuesto Pruebade

Clave LQM micronucleos
108 Celulas sanguineas
extraidas de sangre
periferica de raton
observadas en un
microsocopio de
fluorescencia

Preparaciones
cromosomicas
Cromosomas obtenidas
de médula 6sea de ratén
observados en un
microsocopio de
fluorescencia.

Electroforesis en

gel de agarosa.

Gel de agarosa
observado en el
transiluminador después
de haber permanecido
35min. en la camara de
electroforesis a 120V

Muestra
ADN 1

Muestra
ADN 2

¢

El compuesto LQM 114 no presenta afinidad por el ADN. En el gel de agarosa se
puede observar fluorescencia del compuesto precipitado.

Tabla 11. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosomicas
y electroforesis en gel, utilizando el compuesto LQM 114 para la tincién.

Prueba de
micronucleos
Celulas sanguineas
extraidas de sangre
periferica de raton
observadas en un
microsocopio de
fluorescencia

Compuesto

Clave LQM
114

Preparaciones
cromosomicas
Cromosomas obtenidas
de médula 6sea de ratén
observados en un
microsocopio de
fluorescencia.

Electroforesis en

gel de agarosa.
Gel de agarosa
observado en el
transiluminador después
de haber permanecido
35min. en la camara de
electroforesis a 120V

Muestra puestra
ADN 1 ADN 2

Gt
£

33



Laboratorio de Quimica Medicinal

El compuesto LQM 120 no presenta afinidad por el ADN. El gel de agarosa se tifio
completamente sin presentar fluorescencia.

Tabla 12. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosomicas
y electroforesis en gel, utilizando el compuesto LQM 120 para la tincion.

Compuesto Prueba de  Preparaciones Electroforesis en gel de

Clave LQM micronucleos cromosémicas agarosa.

120 Celulas sanguineas Cromosomas obtenidas Gel de agarosa observado en el
extraidas de sangre de médula 6sea de raton | transiluminador después de haber
periferica de ratdn observados en un permanecido 35min. en la camara
observadas en un microsocopio de de electroforesis a 120V
microsocopio de fluorescencia.

fluorescencia

Muestra Muestra
ADN 1{} GADN 2

El compuesto LQM 122 no presenta afinidad por el ADN. En el gel de agarosa se
puede observar fluorescencia por el compuesto precipitado

Tabla 13. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosémicas
y electroforesis en gel, utilizando el compuesto LQM 122para la tincion.

Compuesto Prueba de Preparaciones Electroforesis en
Clave LQM micronucleos cromosdémicas gel de agarosa.
122 Celulas sanguineas Cromosomas obtenidas Gel de agarosa
extraidas de sangre de médula 6sea de observado en el
periferica de raton raton observados en un | transiluminador después
observadas en un microsocopio de de haber permanecido
microsocopio de fluorescencia. 35min. en la cAmara de
fluorescencia electroforesis a 120V

Muestra Muestra
ADN 1 ADN 2
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Se realizé un control positivo para cada una de las pruebas. Se tifio con naranja
de acridina para las prueba de micronucleos y cromosomas de médula 6sea de
raton observandose fluorescencia y se utilizd bromuro de etidio para la
electroforesis fluoresciendo de igual forma.

Tabla 14. Resultados de la prueba de micronucleos, preparaciones cromosomicas
utilizando naranja de acridina para la tincion. La electroforesis en gel de agarosa
se utilizé bromuro de etidio para la tincion.

Prueba de micronucleos Preparaciones cromosomicas  Electroforesis en gel
de agarosa.

Micranicleo

A

Cromosomas obtenidas de médula 6sea
de ratén observados en un
microsocopio de fluorescencia, tefiidas
con naranja de acridina

Gel de agarosa observado
en el transiluminador

Celulas sanguineas extraidas de
sangre periferica de ratén
observadas en un microsocopio después de haber
de fluorescencia, tefiidas con permanecido 35min. en la
naranja de acridina camara de electroforesis a
120V, tefiido con bromuro
de etidio.

35



Laboratorio de Quimica Medicinal

6.- DISCUCION DE RESULTADOS

Sintesis quimica

Los productos sintetizados de la serie LQM 100 se obtuvieron en forma soélida a
excepcion del 3,5-dimetilisoxazol que es un liquido color ambar con olor
caracteristico, este compuesto después de ser nitrado (3,5 dimetil-4-nitroisoxazol)
fue utilizado como base para la sintesis de los compuestos isoxazoles 5-
sustituidos. Existen diversas técnicas de sintesis para la obtencion del compuesto
denominado con la clave LQM 102, a las cuales se les realizaron diversas
modificaciones con el fin de optimizar la sintesis. La primera modificacion que se
realiz6 a la reaccion fue la adicion de acido acético como catalizador y asi
aumentar el rendimiento (Avila, 2009), y la segunda modificacion fue la utilizaciéon
de luz infrarroja como fuente de energia. De acuerdo con las modificaciones
realizadas se obtuvo el 3,5-dimetil isoxazol con un mayor rendimiento y ademas el
tiempo de reaccion se disminuyd considerablemente en comparacion con lo
reportado en la literatura (Adamo, Suresh, 2009).

Asi mismo se obtuvieron buenos resultados en la sintesis de los compuestos LQM
105, 108, 114, 120 y 122,en comparacion con experimentos realizados
anteriormente, donde se habia demostrado que la reaccion entre el nitroisoxazol y
un aldehido aromatico catalizados por piperidina eran menores al 15% (Adamo,
Suresh, 2009), mientras que nuestro método se lograron obtener hasta
rendimientos de 89 % comparado con las metodologias anteriores, y ademas se
disminuy6 el tiempo de reaccibn de 24 horas reportado a 2:30 horas
aproximadamente.

Caracterizacion

Los espectros de IR nos permitieron identificar los grupos funcionales presentes
en los compuestos sintetizados. Para el compuesto LQM 102 en el espectro de IR
se observa una banda en 2870 cm* que corresponde al carbono sp? enlazado a
hidrogeno, la banda en 1602.5 cm™ es asignada a un enlace carbono unido a
carbono por medio de un doble enlace (C=C), y por ultimo se observan dos banda
para el grupo nitro en 1359 y 1500 cm™ .

Para el compuesto LQM 105 se observa una serie de bandas en 2161.9 — 1680
cm? |, las cuales corresponden al compuesto aromatico presente en la molécula.
En 1621.2 cm? se observa la banda asignada para el enlace C=C (alqueno),
después se observa las dos bandas correspondientes al grupo nitro en 1508.6 y
1378.5 cm, y por ultimo en 824.5 cm™ se observa la banda asignada para el
enlace entre carbono con bromo.
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Para los deméas compuestos los espectros de IR son similares debido a que los
compuestos tienen la misma estructura quimica, la diferencia que presentan estos
es la sustitucién que presentan en la posicion 4 con respecto al benceno, y a
diferencia del compuesto LQM 120 tiene un grupo hidroxilo que en el infrarrojo
esta representado por la banda en 3671.9 cm®.

El espectro de *H RMN del LQM 102 se observan dos sefiales, las dos son
singuletes uno en 2.5 ppm que integra para 3 hidrégenos correspondiente al metilo
en posicion 5 del anillo, y la otra sefial en 2.8 ppm corresponde de igual forma a
un metilo solo que en la posicion 3 con respecto al anillo del isoxazol.

Para el espectro de 3C RMN, hay 5 sefiales, en 172.37 ppm que corresponde al
carbono saturado unido al oxigeno, la siguiente sefial que se observa es en
155.97 ppm es para el carbono saturado unido al nitrdgeno, la sefial en 77.88
pertenece de igual forma al carbono saturado que tiene sustituido al grupo nitro,
esta sefal no se observa adecuadamente debido a que aparece en el intervalo de
la sefial del solvente utilizado (cloroformo deuterado); sin embargo se puede
observar que en 77.88 ppm la sefial es mas intensa. Por dltimo tenemos dos
sefales en 14.30 y 11.99 ppm, que corresponden a los dos metilos uno en
posicion 3y el otro en 5.

Para el LQM 105 el espectro de 'H RMN se puede observar un multiplete en 7.2-
7.9 ppm que integra para 4 hidrogenos pertenecientes al anillo aromatico, la sefial
en 5-5.4 ppm corresponde a los hidrégenos de los vinilos e integran para dos
hidrégenos, por ultimo la sefal en 2.33 pertenece al metilo del anillo de isoxazol,
también se pueden observar otras sefiales en 2.5 y 3.31 las cuales corresponden
al solvente utilizado DMSO y al agua.

En el espectro de 13C RMN, las sefiales son mas complejas, 157.1 ppm pertenece
al carbono unido al oxigeno y en 156.3 ppm corresponde al carbono unido al
nitrdgeno, mientras que la sefial de 112.27 ppm pertenece al carbono que tiene
sustituido al grupo nitro y esta sefial esta desplazada a campos mas altos porque
el grupo nitro es un grupo electroatrayente, la sefial de 11.84 ppm que pertenece
al metilo, estas 4 sefales corresponden al anillo del isoxazol. Las sefiales 137.02 y
130. 3 ppm pertenecen a los carbonos vinilicos que unen a los dos anillos. Y las
sefales que corresponden a los carbonos del benceno son 133.02 ppm (=C-C-
Ar), 132.2 ppm (C-Ar.) 131.27 ppm (C-Ar.) y 130.94 ppm (Br-C-Ar.); 130.3.

Para el compuesto LQM 108, los espectros de 'H RMN y de 3C RMN son
similares a los del LQM 105 debido a que en su estructura lo Unico que cambia es
el Cl por un Br, en posicion cuatro con respecto al anillo bencénico, a diferencia
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del espectro anterior los de este compuesto tenian menos ruido por lo que se
podian distinguir mejor las sefiales.

En el caso del compuesto LQM 114 el espectro de *H RMN tiene diferencia por
gue se realizo utilizando como solvente cloroformo deuterado, y las sefiales de los
hidrégenos de los vinilos se encuentran en otra posicion en 7.2 y 7.5 ppm, otra
diferencia es que este compuesto tiene como sustituyente un grupo metilo en lugar
de un halégeno en posicidén 4 con respecto al benceno, por lo tanto la sefial en 2.6
ppm corresponde al metilo, y la de 2.4 es la del metilo que se encuentra sustituido
en el anillo del isoxazol. Para el espectro de 3C RMN, las sefales son similares
con la de los compuestos anteriores, solo en esta aparece una sefial mas en 21.46
ppm correspondiente al metilo del benceno.

Evaluacion

La evaluacion de los compuestos sintetizados en técnicas citogenéticas fue
debido a que estos presentan fluorescencia cuando son observados bajo luz
ultravioleta, nos dimos cuenta de este fendmeno cuando se realizaba
cromatografia en capa fina para saber si los compuestos ya estaban puros Yy al
momento de cambiar de longitud de onda de corta a larga, se observaba la
fluorescencia de los compuestos es por eso que se decidid realizar pruebas para
encontrar un posible uso como fluorocromos en las técnicas de micronucleos
preparaciones cromosomicas y separacion de ADN por electroforesis en gel que
son técnicas muy utilizadas en el laboratorio de citogenética.

De acuerdo a la estructura de los compuestos sintetizados, la fluorescencia es
atribuible a los multiples enlaces conjugados. Cuando los electrones se
deslocalizan pueden absorber energia y excitarse, y posteriormente retornar a su
posicion habitual, liberando parte de esta energia como luz fluorescente. Las
estructuras con dobles enlaces altamente conjugados también presentan
fluorescencia. La eficiencia cuantica aumenta en relacion con la cantidad de
anillos y con su grado de condensaciéon. Por otro lado, las estructuras de anillo
condensado como los heterociclos de cinco miembros, por lo regular no son
fluorescentes, sin embargo tienen un potente efecto de fluorescencia cuando se
acoplan a un sistema aromatico(Beriman, 1971;. Reiser et ai, 1972). La
condensacion de anillos bencénicos para dar nucleos heterociclicos, da como
resultado un aumento en la absortividad molar de la banda de absorcion. En estas
estructuras el tiempo de vida del estado excitado es mas corto, y la fluorescencia
se presenta (Skoog, 2008). Por tanto la fluorescencia de los compuestos LQM
105, 108, 114, 120 Y 120 es explicada ya que todos presentan una molécula de
benceno unido al anillo del isoxazol, y si los comparamos con el 3,5
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dimetilisoxazol y el 3,5 dimetil 4-nitroisoxazol, se puede observar que estos no
fluorescen bajo luz ultravioleta.

Antes de realizar las pruebas se analizaron las caracteristicas quimicas que
presentaban los compuestos sintetizados, para saber como deben de ser
manejados, por ejemplo sabemos que tienen caracter basico debido al par de
electrones localizados en el nitrogeno del anillo que no participan en el sistema
aromatico (Paquette, 2011), con esto sabemos que puede ser atomo protonable y
asi obtener un valor de pka que nos permita saber a qué pH aproximado tenemos
a los compuestos LQM 100 en su forma de sal (solubles en medio acuoso). Los
pka’s fueron calculados tedricamente con el software ACD/labs, y los resultados
obtenidos fueron negativos para todos los compuestos, lo que nos hizo pensar en
que la solubilidad en un medio acuoso era muy dificil, porque para formar la sal
correspondiente de cada isoxazol se tiene que protonar el nitrégeno y esto seria a
pH muy acido. Por lo tanto las sales que se forman en condiciones acidas suelen
disociarse con facilidad (Paquette, 2011), esto sucedidé cuando al adicionar 4cido
aceético glacial a los compuestos, estos se disolvian, sin embargo cuando se
adiciona agua los compuestos precipitan. De acuerdo a la tabla 2 de resultados se
puede ver que todos los compuestos a excepcion del LQM 120, son insolubles en
agua, pero solubles en DMSO vy algunos en acetonitrilo, por ello se decidio utilizar
dimetil sulfoxido (DMSO) como disolvente para realizar las pruebas de evaluacion
como posibles colorantes fluorecentes.

Los resultados obtenidos de la prueba de micronucleos y de preparaciones
cromosodmicas obtenidas de médula 6sea de raton fueron negativos ya que no se
observo fluorescencia sobre estas. Esto puede ser debido a lo siguiente:

Un punto importante, que influyd en las técnicas utilizadas para la evaluacion de
los colorantes fue la solubilidad de los compuestos, porque el medio que se utiliza
generalmente en las técnicas citogenéticas es acuoso, por ejemplo no fue posible
utilizar soluciones amortiguadoras, porque al agregar éstas se precipita el
compuesto y al observar al microscopio de fluorescencia se observan cristales de
los compuestos precipitados sobre la laminilla.

Otro dato importante a analizar, es la estructura quimica de la molécula ya que
nos proporciona datos muy importantes. Actualmente los fluorocromos
comercializados se encuentran en su forma de sal. Las moléculas generalmente
son catidnicas y su estructura es rigida, todo esto permite la unién del fluorocromo
al ADN, ademas ya que el ADN tiene carga negativa los fluorocromos catiénicos
van a tener mayor afinidad hacia este.
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La ultima prueba que se realizo fue electroforesis en gel de agarosa, se hicieron
diversas pruebas para saber cual seria la via més 6ptima para realizar la tincion:

Cargar la muestra de ADN junto con el colorante en el poso del gel: esto género
gue se precipitara el compuesto disuelto previamente en DMSO en el posillo, esto
es debido a que tanto el buffer como el ADN estan preparados en medio acuoso.
Por lo tanto se decidio que la tincién se tendria que hacer utilizando como medio
DMSO. El procedimiento fue el siguiente: después del corrimiento del gel con la
muestra de ADN, este se enjuagé con DMSO para quitar el exceso de buffer
utilizado para la electroforesis, posteriormente el gel se colocaba en un recipiente
gue contenia a la solucién del compuesto LQM y se dejaba de 5 a 10 minutos,
transcurrido el tiempo retirar el gel del recipiente para quitarle el exceso de
solucion y finalmente verlo en el transiluminador. Este procedimiento nos dio
mejores resultados en cuanto a que se observaba fluorescencia y el compuesto se
distribuia en todo el gel; sin embargo el compuesto volvié a precipitar debido a que
el gel de agarosa es preparado con un buffer que es acuoso, en las imagenes de
los geles se puede ver que algunos fluorescen pero esto es debido a las
moléculas de los compuestos que estan precipitadas dentro del gel.

Por dltimo tenemos el caso del LQM 120 los resultados fueron diferentes en
comparacién con los otro 4 compuestos. Este compuesto es mas soluble, porque
éste no precipita cuando se adiciona agua, esto ayudé mucho a realizar la prueba
de electroforesis porque se mantuvo disuelto. Se obtuvieron resultados favorables
en la electroforesis utilizando las dos modificaciones.

Cuando se adicion6 el colorante junto con la muestra se ADN se observé la
marca del colorante sobre el gel, sin embargo este no se unié al ADN por que el
buffer de corrimiento que sirve como referencia para saber hasta donde corre el
ADN se encontraba mas alejado. Que no se une a ADN también se puede
corroborar con las laminillas de cromosomas, las cuales no se tifieron.

También se observé que el LQM 120 tefiia todo el gel, y esto fue cuando se
realiz6 la prueba enjuagando y tifiiendo el gel con DMSO. Por ultimo otra
caracteristica que tiene este compuesto es que a diferentes pH’s cambia de color,
en medio &cido (acido acético glacial) el color de la solucién es amarilla, en medio
basico ( buffer de boratos pH=10) el color es rojo y en medio neutro (buffer de
fosfatos pH= 7) el color es anaranjado. Ademas se observo que tefia los
eritrocitos, pero no lo hacia diferencialmente. Todas las propiedades mencionadas
anteriormente se deben al sustituyente hidroxilo que se encuentra en posicién orto
+del benceno. El fenol como grupo funcional le confiere acidez al isoxazol, por eso
la molécula tiene dos pka. Por lo tanto el compuesto LQM 120 es una fuente
potencial para nuevo usos.
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7.- CONCLUSIONES

Se sintetizaron los compuestos LQM 105, 108, 114, 120 y 122. Apartir de la
condensacion-ciclizacion de la hidroxilamina y la 2,4 pentadiona para
posteriormente nitrarla y finalmente realizar la sustitucion en posiciéon 5 con
diversos aldehidos aromaticos. Asi mismo se optimizaron las condiciones de
reaccion empleando como catalizadores &cido acético glacial y piperidina que
ayudaron a incrementar el rendimiento, en comparacién con los métodos
convencionales, y se utiliz6 como fuente de energia luz infrarroja que ayudo a
disminuir el tiempo de reaccion. Por lo tanto el método de sintesis empleado es
econdmico, rapido y seguro.

Se caracterizaron los compuestos LOQM 105,108 y 114 mediante técnicas
espectroscopicas IR, RMN3C y RMN'H

Se evaluaron los compuestos sintetizados en técnicas empleadas en citogenética,
prueba de microndcleos, preparaciones cromosomicas y electroforesis en gel,
encontrando que los compuestos sintetizados no se unen a ADN. Sin embargo el
LOQM 120 puede ser utilizado como un indicador de pH, por sus diferentes
coloraciones que presenta cuando es puesto en diferentes pH’s.
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8.- PROSPECTIVAS

El presente trabajo realizado servird para poder seguir sintetizando nuevas
moléculas.

A los compuestos de la serie LQM 100 se les pueden realizar cambios
estructurales que permitan mejorar sus propiedades y su utilizacion como posibles
fluorocromos.

Un cambio sugerido es la reduccion al grupo nitro del anillo de isoxazol, lo que
posiblemente genere cambios en sus propiedades quimicas. Para el LQM 120 que
tiene 2 grupos nitro, la estequiometria para la reduccion seria 2:1. Con estas
modificaciones se espera que mejore su solubilidad, y por tanto que se puedan
utilizar en técnicas con medios acuosos, ademas de que el grupo amino puede
permitir una mejor interaccion con las moléculas de ADN formando puentes de
hidrogeno.

Ademas se pueden realizar estudios in silico para saber que moléculas pueden
interaccionar con el ADN.
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10.- ANEXOS
Espectros de IR, 'HRMN y 3C RMN de los compuestos sintetizados.

10.1.- Espectros del LQM 102
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Figura 20. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 102. En el espectro podemos observar las siguientes
bandas que representan los principales grupos funcionales del compuesto LQM 102: C-sp3 (2870 cm™ ), C=C
(1602.58 cm™ ), NO2 (1500, 1359 cm™ )
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Figura 21. Espectro de *H RMN del compuesto LQM 102. *H RMN (CDClz) : & (ppm) 2.816 ( 3H,s, CHs); 2.55
(3 H,s,CHs)
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Figura 22. Espectro de 3C RMN del compuesto LQM 102. 13C RMN (CDCls) : & (ppm) 172.37 (C=0); 155.97
(C=N); 77.88 (C=NO2); 14.30 (CH3); 14.30 (CH3).
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10.2.- Espectros del LQM 105
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Figura 23. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 105. C-aromatico (2161.9-1680 cm™ ), C=C (1621.2 cm-
1), NO2 (1508,1378.5 cm™ ), C-Br (824.5cm™ )
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Figura 24. Espectro de *H RMN del compuesto LQM 105. *H RMN (DMSO): &(ppm) 7.32-7.8 ( 4H,m,Ar.);
5.25 (1H,d,CH.); 5.04 ( 1H,d,CH.); 2.33 ( 3 H,s,CH3)
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Figura 25. Espectro de 3C RMN del compuesto LQM 105. 3C RMN (DMSO): d(ppm) 157.1 (C=N); 156.3
(C=0); 137.02 (C=C); 133.02 (=C-C-Ar); 132.2 (C-Ar.); 131.27 (C-Ar.); 130.94 (Br-C-Ar.); 130.3 (C=C.);
112.27 (C=NO2); 11.84 (CHsa).
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10.3.- Espectros del LQM 108
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Figura 26. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 108. C-aromatico (2000-1650 cm), C=C (1601cm™ ),

NO2 (1557,1358.8 cm™? ), C-Cl (816.67cm™ )
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Figura 27. Espectro de *H RMN del compuesto LQM 108. *H RMN (DMSO): &(ppm) 7--7.8 ( 4H,m,Ar.); 5.3

(1H,d,CH.); 5.1 ( 1H,d,CH.): 2.33 ( 3 H,s,CHa)
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Figura 28. Espectro de 3C RMN del compuesto LQM 108. 3C RMN (DMSO): d(ppm) 167.08 (C=N); 157.06
(C=0); 136.45 (-C-Ar.); 134.67(C=C.); 134.05 (CI-C-Ar.); 131.6(C-Ar.); 131.09 (C-Ar.) ; 124.12 (=C-C-Ar);
112.24 (C=NO2); 11.83 (CHa).
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10.4.- Espectros del LQM 114
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Figura 29. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 114.

C-sp3 (2919.3 cm ), C-aromatico (2050-1650 cm™
), C=C (1601cm™ ), NO2 (1505,1374 cm™ )
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Figura 30. Espectro de 'H RMN del compuesto LQM 114. 'H RMN (CDCls) : & (ppm) 7.55-7.2 (4H,m,Ar.); 5.3
(1H,d,CH.); 5.1 ( 1H,d,CH.); 2.4 ( 3 H,s,CH?3); 2.6 ( 3 H,s,CH?3)
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Figura 31. Espectro de **C RMN del compuesto LQM 114. 13C RMN (CDCls) : d (ppm) 167.5 (C=N); 156.24
(C=0); 142.29 (-C-Ar.); 137.38(C-Ar.); 135.09 (C=C); 130.64 (C-Ar.) ; 129.8 (C-Ar); 127.84 (C=C); 110.47

(C=NO2); 11.86 (CHs) ; 21.45 (CHa).
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10.5.- Espectro de infrarrojo del LQM 120

Figura 32. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 120. OH (3671.9), C-sp3 (2941.4cm™ ), C-aromatico
(2522-1600 cm! ), C=C (1612.2cm* ), NO2 (1569.2 ,1345.6 cm™ )

10.6.- Espectro de infrarrojo del LQM 122

Figura 33. Espectro de infrarrojo del compuesto LQM 120. C-sp3 (2946.5 cm™ ), C-aromatico (2300-2600 cm™!
), C=C (1620.8cm™ ), NO2 (1505.78 ,1360 cm™ )
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