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RESUMEN

Introduccidén: Hoy en dia la microscopia de fluorescencia es uno de los métodos de eleccion
para el estudio de las células y sus componentes debido a su selectividad, al realce de su
contraste y a ser una técnica menos destructiva; sin embargo, los fluorocromos mds
comunes empleados para esta técnica, tienen como desventaja principal el ser agentes
genotoxicos y mutagénicos potenciales, como el bromuro de etidio, el naranja de acridina
y la quinacrina. Por ello se ha hecho un esfuerzo en afios recientes para poder obtener
fluorocromos menos toxicos y de menor costo, algunos de los cuales se desarrollan en el
Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(FESC).

Objetivo: Realizar la sintesis y caracterizacion fisicoquimica de los compuestos LQM 103,
107, 112, 115 y 123, derivados de la familia de los isoxazoles 5-sustituidos, y evaluar su
posible uso como colorantes fluorescentes en técnicas citogenéticas.

Meétodo: Sintesis de los compuestos a evaluar: mediante una reaccion de ciclizacion-

adicion y la reaccion de Henry. Caracterizacion de los compuestos: cdlculo de rendimiento,

solubilidad, punto de fusion y propiedades organolépticas. Determinacion estructural de

los compuestos: mediante espectrometria de masas (MS), resonancia magnética nuclear

de protén (RMN-'H) y de carbono (RMN-3C) y espectroscopia de infrarrojo (IR). Evaluacién
del potencial uso como fluorocromo: tinciones de frotis sanguineos con micronucleos,

laminillas con cromosomas de ratén y en muestras de dcido desoxirribonucleico (DNA)
corrido en electroforesis en gel de agarosa; para su posterior observacion al microscopio.

Resultados y Discusion: La ruta de sintesis empleada para obtener los compuestos
evaluados, dio en promedio un rendimiento mayor al 85% utilizando las condiciones aqui
descritas, ademds de ser compuestos insolubles en agua y con alta solubilidad en
Dimetilsulfoxido (DMSO) y dcido acético. Los compuestos obtenidos mediante la ruta de
sintesis utilizada son efectivamente los propuestos tedricamente, ya que sus espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Infrarrojo (IR) y Espectrometria de Masas (MS)
muestran sefiales caracteristicas de los grupos y los dtomos de carbono e hidrégeno que
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componen a dichos compuestos. En lo que respecta a la evaluacion de su uso como
fluorocromos, no se encontrd que alguno de ellos tuviera afinidad por el DNA presente en
forma de cromosomas, micronucleos y DNA “desnudo” en las técnicas citogenéticas
evaluadas. Esto ocurrid debido a que se deben cumplir ciertas caracteristicas estructurales
en las moléculas que fungen como colorantes fluorescentes, siendo las principales: (a)
poseer grupos amino u otro grupo que contenga hidrégenos para lograr una interaccion
por puentes de hidrégeno, (b) que pueda ser ionizado, preferentemente en su forma
cationica o en su defecto, si es un colorante que tiene un mecanismo intercalante, (c) que
sea una sal de sodio y (d) que posea una molécula rigida.

Conclusion: Se sintetizaron compuestos 5-sustituidos derivados del 3,5-dimetil 4-nitro
isoxazol mediante una ciclizacion-conjugacion de una dicetona e hidroxilamina; los cudles
debido a la fluorescencia que presentan cuando se observan bajo luz ultravioleta (UV) y
otras propiedades estructurales, se probaron como posibles fluorocromos en técnicas
citogenéticas. El resultado de las pruebas de microntcleos, cromosomas y DNA “desnudo”
no mostraron el efecto que se esperaba, es decir, la interaccion o el intercalamiento de
estos compuestos con el DNA con el fin de observar el efecto fluorescente tras esta
interaccion.




INTRODUCCION

Debido a su selectividad, al realce de su contraste y a ser una técnica menos destructiva,
hoy en dia la microscopia de fluorescencia es uno de los métodos de eleccion para el
estudio de las células y sus componentes, a través de imdgenes de alta calidad, y es un
procedimiento estdndar para estudiar los procesos biolégicos de células normales y
patoldgicas, compartimentos subcelulares o moléculas especificas dentro de la célula, a
través de un proceso relativamente sencillo: introduciendo fluorocromos especificamente
dirigidos a las biomoléculas de interés (Ishikawa, H. et al. 2012).

En afos recientes, se ha dado mucha mds atencion al desarrollo y la aplicacion
microscépica de métodos fluorescentes DNA-selectivos para estudios celulares y de
biologia molecular, citoquimica del DNA, y bandeo cromosdémico, técnicas mediante las
cuales la Citogenética cumple su objetivo principal: estudiar la estructura y el
comportamiento cromosdmico. Estos estudios se realizan a través de cultivos celulares que
permiten obtener células en division activa para su posterior andlisis y observacion al
microscopio. (Herrera, J. 2007).

De esta forma, una gran variedad de fluorocromos que abarcan prdcticamente toda la
gama del espectro luminoso (desde el infrarrojo hasta el ultravioleta) se han desarrollado y
colocado en el mercado; cada uno con el fin de diferenciar cierto tipo de bandas en los
cromosomas (bandeo cromosomico), marcar especificamente el DNA en sus diferentes
estructuras (cromosomas, cadenas sencillas de DNA (ssDNA), la doble cadena de DNA
(dsDNA), etc.); asi como ser menos toxicos, que se requiera una menor concentracion para
observar la fluorescencia, entre otras caracteristicas. (Herrera, J. 2007).

Sin embargo, algunos de los fluorocromos disponibles en el mercado, contintian teniendo
como desventaja principal el ser agentes genotdxicos y mutagénicos potenciales, como es
el caso de los colorantes mds comunmente utilizados: bromuro de etidio, naranja de
acridina y quinacrina (fluorocromos intercalantes), solo por mencionar algunos. De forma
general, cuando estos colorantes se intercalan con la molécula de DNA, provoca un ligero
desenrrollamiento de ésta; dicha modificacion provoca cambios a nivel de pares de bases o
estructura, tales como un desplazamiento del marco de lectura, trascendiendo a nivel del
proceso de transcripcion, replicacion y reparacion del DNA (Martin, R. et al. 2005), (Resch
U. et al. 2008), (Matselyukh, B. et al. 2005).




Debido a la gran desventaja que representa la toxicidad de estos compuestos, se han
desarrollado diversas estrategias para sintetizar nuevos compuestos que presenten las
mismas caracteristicas fluorescentes, pero con menor actividad toxica; asi como obtener
compuestos que permitan distinguir partes especificas dentro de los cromosomas.
(Stockert, J. et al. 2005).

Persiguiendo el objetivo anterior, en el Laboratorio de Quimica Medicinal se ha llevado a
cabo la sintesis y caracterizacion de compuestos etiquetados como familia LQM 100, los
cuales son derivados del isoxazol, se ha elegido este compuesto heterociclico debido a que
en el mercado existen compuestos que contienen dentro de su estructura este anillo y que
poseen un sistema conjugado, como es el caso de las familias fenil oxazol (POPOP) y
amarillo oxazol (YOYO), y que debido a sus propiedades fluorescentes se decidio investigar
su potencial uso como colorantes fluorescentes que puedan aplicarse a las técnicas
citogenéticas de rutina. De esta forma, se pretende obtener nuevos compuestos que
tengan mejores ventajas como colorantes fluorescentes, asi como bajo costo de
fabricacidn y bajo nivel téxico.




OBJETIVOS

- Objetivo General

v Realizar la sintesis y caracterizacion fisicoquimica de los compuestos LQM 103,
107, 112, 115 y 123, derivados de la familia de los isoxazoles 5-sustituidos, y
evaluar su posible uso como colorantes fluorescentes en técnicas citogenéticas.

- Objetivos Particulares

v’ Sintetizar, purificar y caracterizar mediante las técnicas espectroscopicas: IR,
RMN™C, RMN'H y espectrometria de masas los isoxazoles LQM 103, 107, 112,
115y 123.

v' Evaluar la capacidad de tincién fluorescente de estos compuestos sobre DNA,
nucleos celulares y cromosomas, mediante espectroscopia de fluorescencia para
determinar si hay interaccion entre los compuestos y el DNA.




MARCO TEORICO

1. Citogenética

Actualmente es posible la deteccion del Sindrome de Down o el Sindrome de Turner en los
fetos (solo con una muestra sanguinea), o la deteccion de algunos tipos de cdnceres de
alta incidencia en la actualidad: mama y pulmodn, gracias a la implementacion de la
fluorescencia en el drea de la citogenética. Por ello, la gran importancia de estudiar e
implementar nuevas herramientas a la citogenética. (Gray, J. et al. 1992)

La citogenética es la rama de la genética que tiene por objeto el estudio de la estructura y
el comportamiento cromosomico. Estos estudios se realizan a través de cultivos celulares
que permiten obtener células en division activa para su posterior andlisis y observacion al
microscopio. (Herrera, J. 2007).

Con el fin de poder diferenciar a los cromosomas de otros componentes celulares, se
crearon colorantes que mediante distintos mecanismos, son afines y especificos al DNA.
Posterior a ello, se logré un mayor avance en el drea, cuando se aprovecharon por vez
primera las caracteristicas y cualidades fluorescentes de algunos compuestos, que fueron
utilizados como marcadores (sondas) especificos del DNA e inclusive para diferenciar cierto
tipo de bandas en los cromosomas (bandeo diferencial). Ademds, las nuevas innovaciones
técnicas de la microscopia confocal y de epifluorescencia, asi como el desarrollo de
componentes Opticos de excelentes caracteristicas, mejoraron de manera decisiva el
desempefio de los antiguos microscopios. (Herrera, J. 2007).

2. Técnicas citogenéticas

B 2.1. Microniicleos

La prueba de microntcleos es una prueba de evaluacion genotdxica que permite evaluar el

potencial mutagénico de los compuestos quimicos en breve tiempo. Este tipo de ensayo
resulta de gran utilidad porque permiten detectar mutaciones génicas, aberraciones
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cromosomicas, dafio primario a la estructura del DNA, transformaciones celulares u otras
afectaciones, los cuales son inducidos por compuestos quimicos o fisicos que abundan en el
ambiente. Ademds, esta prueba es de caracter obligatorio para compuestos de nueva
sintesis. (Arencibia, D. et al. 2003).

El ensayo de micronucleos puede llevarse a cabo “in vivo” o “in vitro”. En este trabajo, la
prueba que se llevo a cabo fue de forma in vitro. La presencia de los microntcleos, que son
fragmentos de cromosomas retardados que asumen gradualmente la morfologia de un
nucleo en interfase con la excepcion de que son mds pequenos que el nucleo principal
formados por la pérdida de los centrémeros y/o pérdida de cromosomas completos que
son incapaces de viajar con el resto de los cromosomas a través del huso mitdtico, a los
polos del nucleo celular durante la anafase de la division celular (Arencibia, D. et al. 2003),
se puede evaluar en sangre periférica evaluando eritrocitos o en médula osea, evaluando a
los reticulocitos.

La técnica “in vivo” evaluando eritrocitos es fdcilmente reproducible y es mds fdcil
detectar la presencia de los microntcleos, debido a que los eritrocitos son células
anuceladas. (Arencibia, D. et al. 2011).

Por lo general en los estudios de genotoxicidad “in vivo” se utilizan sustancias mutagénicas
conocidas, dentro de las mds utilizadas se encuentra la ciclofosfamida, para inducir la
formacion de los micronucleos (Arencibia, D. et al. 2011), como se realizo en este trabajo.
La ciclofosfamida al ser activada por el sistema de enzimas microsomales hepdticas se
convierte en acroleina y fosforamida, dos potentes sustancias alquilantes del DNA. Al
reaccionar con el DNA, los agentes alquilantes forman unos puentes que impiden la
duplicacion del mismo, o provocan errores en este proceso, y, en su defecto, provocan la
muerte de la célula. (Lieberman, A. et al. 2008)

I 2.2. Preparaciones cromosomicas

Como se menciono anteriormente, actualmente es posible detectar algunas enfermedades
genéticas como el Sindrome de Down cuando las mujeres aun estdn embarazadas, o la
deteccion de algunos tipos de cdnceres de alta incidencia en la actualidad: mama y
pulmdn (Gray, J. et al. 1992). Esto se logra observando los cromosomas obtenidos de
diversas muestras de los sujetos en estudio, para posterior a un tratamiento obtener
laminillas con cromosomas o preparaciones cromosomicas.
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El propdsito de esta técnica es observar la forma peculiar de “X” de los cromosomas,
fijados en laminillas de vidrio, que después de un tratamiento con colorantes fluorescentes,
pueden ser vistos al microscopio y observar regiones en particular o un realce en la
estructura cromosomica, esto en funcion del colorante utilizado. (Mahieu, L. et al. 2010).

Es sabido que durante la transicion de interfase a mitosis, los territorios cromosdomicos de
la interfase se reorganizan y condensan en la simbdlica forma X de los cromosomas. La
compactacion de la cromatina ocurre en varios ordenes de magnitud, ocupando para
revelar los diferentes aspectos de su organizacion distintos métodos, como se muestra en
la Figura 1 (Flors, C. et al. 2011), donde se puede apreciar que para el estudio del DNA es
su forma mds compactada (cromosoma) se emplea la Microscopia de Fluorescencia,
motivo que sustenta porque se utilizé este método para evaluar los compuestos de la
familia LQM 100.

:3< Cromosoma Mitético 3 Microscopia de
.o Fluorescendia
",‘J -~ .
\ Umite de difraccion
g \\(C"\p(\"("‘\"i‘\ el andamio Cromosomico s
Microscopia de

/ Huminacidn Estructurada
,l Estructuras de orden Superior (Sim)

Yot Sy "IQ)J%(W£~M“W) §
z
3

Al (A ¥i\
A\ LV R rm‘
o &,

('/f ) :m_hmx |

Figura 1. Métodos microscopicos empleados en el estudio de los diferentes niveles de
organizacion de un cromosoma.
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I 2.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Esta técnica es un modo efectivo para el estudio del DNA, obtenido mediante diferentes
vias de extraccion y amplificado o no, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Mediante la electroforesis se puede estudiar la integridad del DNA obtenido,
separar el DNA en fragmentos de distinto tamafio o comprobar simplemente la presencia
de esta macromolécula en una muestra. (Lee, P. et al. 2012).

Para llevar a cabo esta técnica, se pueden utilizar geles de agarosa o de poliacrilamida
como plataforma para el corrimiento de la electroforesis; en este caso se utilizo como
plataforma geles de agarosa, donde se colocan las muestras que se desean evaluar y
posteriormente, mediante la aplicacion de un campo eléctrico dentro de la camara de
electroforesis, el DNA comenzard a migrar al dnodo, debido a que el DNA posee una carga
negativa proveniente del grupo fosfato. (Lee, P. Y. et al 2012).

Después de determinado tiempo, cuando se considere que se ha llevado a cabo una
excelente separacion, las moléculas de DNA pueden visualizarse bajo la luz UV después de
ser tefiidos con un colorante apropiado, generalmente fluorescente. (Lee, P. Y. et al 2012).

Es aqui, donde se propone la utilizacion de los compuestos LQM 103, 107, 112, 115y 123
como colorantes fluorescente.

3. Microscopia de Fluorescencia

I 3.1. Fluorescencia

El fendmeno de fluorescencia es un proceso luminiscente en el cual, de forma general, una
sustancia susceptible absorbe luz para después re-emitir luz (fotones) desde estados
electronicos excitados después de un tiempo dado. Este proceso luminiscente puede ser
generado a través de la excitacion por mecanismos fisicos, mecdnicos o quimicos.
(Ishikawa, H. et al 2012), (Sugden, J. K. 2004).

En la Figura 2, se muestra de manera esquemdtica el principio de la fluorescencia, donde,
utilizando un modelo cldsico de Bohr, se aprecia la absorcion de un cuanto de luz (azul) que
causa que un electron se mueva a un orbital de mayor energia. Después de permanecer un
tiempo determinado en ese “estado excitado”, que representa el tiempo de vida de

~13~




fluorescencia, el electron regresa a su orbital original y el fluorocromo disipa el exceso de
energia (AE) emitiendo un foton (verde):

Estado Basal Estado excitado Estado Basal

Figura 2. Representacion esquemdtica del Principio de la Fluorescencia

De una forma mds completa, la fluorescencia se puede explicar mediante un diagrama de
Jablonski que se muestra en la Figura 3, en donde se observa que un electron abandona el
estado fundamental GS, (singulete electréonico) cuando un cuanto de luz (un unico foton)
es absorbido y se muda a un estado excitado mayor, se relaja rdpidamente a un estado
excitado vibracional mds bajo (linea naranja) y de este modo pierde energia. Cuando
regresa al estado fundamental, disipa la energia restante emitiendo un fotén con una
longitud de onda mds larga, es decir, emision de fluorescencia. (Ishikawa, H. et al 2012).

Cuando el electrén finalmente regresa al nivel de menor energia (el estado fundamental
GS,) originado por, un cuanto de luz (fotdn) es emitido con una longitud de onda mayor, lo
cual es una transicion permitida desde que el espin es retenido. En muchos fluorocromos,
la emisidon de fotones es producida por una transicion 7z* o n-7* dependiendo de cudl
requiera la menor energia para que ocurra la transicion. (Ishikawa, H. et al 2012).
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Figura 3. Diagrama de Jablonski. (Tomado de Ishikawa, H. et al 2012)

La irradiacion de una muestra fluorescente con luz de distintas longitudes de onda dentro
del espectro UV-Visible, genera numerosas transiciones permitidas que pueblan los
distintos niveles energéticos vibracionales de los estados excitados, algunos de los cuales
tienen una mayor probabilidad de ocurrir que otros y en conjunto forman el espectro de
absorcion de la muestra fluorescente, ejemplo de este tipo de espectros es el que se
muestra en la Figura 4. (Ishikawa, H. et al 2012), (Sugden, J. 2004).
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Figura 4. Espectro tipico de absorciéon/excitacion y emision

Debido al decaimiento de energia interna en los niveles del estado excitado y puesto que la
longitud de onda varia inversamente con la energia radiante, la emision de fluorescencia
generalmente ocurre a longitudes de onda mds largas y concomitantemente menor
energia que la luz usada para excitar al fluorocromo, siempre que un unico fotdn esté
involucrado durante la excitacion. De esta forma, los fluorocromos no solo tienen un
espectro de excitacion caracteristico, sino también un espectro de emision caracteristico
que son dependientes de su configuracion vibracional especifica y sus propiedades.
(Ishikawa, H. et al 2012).

0 3.2. Microscopio de Fluorescencia y Fluorocromos

El primer microscopio de fluorescencia fue desarrollado a principios del siglo XX. En 1904,
August Kéhler construyé un microscopio con iluminacion UV para Zeiss Optical Works en
Jena, Alemania, en el cual él utilizé una lampara de cadmio como fuente de luz. Sin
embargo, fue Oskar Heimstédt quien desarrolld el primer microscopio de fluorescencia en
1911, con el cual, estudié la auto-fluorescencia en compuestos inorgdnicos y orgdnicos.
(Ishikawa, H. et al 2012).

Sin embargo, esos microscopios de fluorescencia prematuros sufrieron de muchos
inconvenientes, incluido el hecho de que las fuentes de luz en ese tiempo no tenian el
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suficiente poder para excitar los fluorocromos a las velocidades suficientemente altas y
que la separacion efectiva de la sefial de fluorescencia de la luz de excitacion era dificil de
lograr. Para obtener la sefial suficiente, Heimstédt tuvo que confiar en la iluminacion de
campo-oscuro, la cual aseqguraba que solo una limitada cantidad de luz excitadora entraria
en el lente del objetivo, pero esto fue un método técnicamente desafiante y ciertamente no
conveniente para el desarrollo de la microscopia de fluorescencia como una herramienta
de uso principal. La invencion del microscopio de epi-fluorescencia, cuya anatomia se
muestra en la Figura 5, en 1929 por Philipp Ellinger y August Hirt fue un paso determinante
para lograr esta meta. (Ishikawa, H. et al 2012).

Detector

M

-
| g I Condensor
L

& Objective

Emission { lE Absorpnon
h.veL h. Vm

Spemmen

Figura 5. Anatomia de un microscopio de epi-fluorescencia
(Tomado de Ishikawa, H. et al 2012)

En esta configuracion, la iluminacion y la deteccion toman lugar de un lado de la muestra,
la luz emitida por la fuente (light source) es reflejada en un filtro de excitacion (excitation
filter) la cual posteriormente choca en un espejo (dichroic mirror) que dirige la luz hacia la
muestra. De esta forma se asegura que solo la luz emitida y excitatoria reflejada en la
muestra alcance el objetivo (condensor and objective), que resulta en una sefal
significativamente mejorada captada por el filtro de emision (emission filter) y que puede
ser observada por un detector (detector), como una cadmara digital.
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En los 1930’s el austriaco Max Haitingen y otros desarrollaron la técnica de “fluorescencia
secundaria” en la cual, las muestras eran sistemdticamente tefidas con colorantes
fluorescentes, inicialmente para hacer muestras bioldgicas débilmente autofluorescentes
V4

mds visibles. Haitingen también fue el primero en introducir el término “fluorocromo
para estas tinciones fluorescentes. (Ishikawa, H. et al 2012).

En los inicios de 1940, Albert Coons desarrollé la técnica de anticuerpos marcados con
colorantes fluorescentes. Esto fue un gran progreso, ya que permitia marcar proteinas
especificas y estructuras subcelulares y como resultado hizo visibles estas estructuras
moleculares con un contraste y una resolucion nunca antes vistas. Desde aquellos primeros
experimentos, la tincion con anticuerpos con marcadores fluorescentes secundarios se ha
convertido en un método estdndar en la investigacion bioldgica y biomédica, y en
diagndstico clinico para muestras fijas, incluyendo tejidos y células simples. Ademds se
logrd un incremento significativo en la sefial de fluorescencia con estos fluorocromos sobre
la débil autofluorescencia endégena de especies bioldgicas. (Ishikawa, H. et al 2012).

La falla en la capacidad de excitacion fue resuelta con el desarrollo de Idseres en los 1960°s
basados en los fundamentos tedricos de Einstein con respecto a la emision estimulada por
Gould, Schawlow y Maiman. Los ldseres ofrecen: un alto grado de coherencia temporal y
espacial, lo que significa que la difraccion monocromdtica limitada y el rayo coherente
pueden ser enfocados en un pequefio punto, logrando una muy alta irradiacion local.
Ademadas, esto vuelve posible la separacion efectiva de sefiales utilizando filtros apropiados
y espejos dicroicos (filtros de interferencia especializados que selectivamente permiten el
paso de la luz en un rango particular de longitudes de onda, mientras reflejan otras
longitudes de onda cuando se situan en el camino de luz en un dngulo de 45°). (Ishikawa,
H. et al 2012).

Hoy en dia, la microscopia de fluorescencia es el método de eleccion para obtener
imdgenes de células vivas y es un procedimiento estdndar para estudiar el proceso
bioldgico-celular de células simples normales y patoldgicas, compartimentos subcelulares
o poblaciones de células, introduciendo fluorocromos especificamente dirigidos a las
biomoléculas de interés. La mayor de las ventajas es que la microscopia de fluorescencia
provee informacion con resolucion espacio-temporal y es, generalmente, menos
destructiva comparada con otras técnicas para obtener imdgenes (ej. Microscopia
electrénica). (Ishikawa, H. et al 2012). (Sugden, J. 2004).

A modo de resumen, Lo que hace a la microscopia de fluorescencia una gran y especifica
herramienta para el andlisis y la visualizacion celular y molecular, esencialmente es su
selectividad y el realce de contraste. Mientras la selectividad es lograda
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predominantemente a través de métodos de marcaje anteriormente mencionados, el
aumento en el contraste es realizado por el mismo microscopio. Los microscopios
modernos de fluorescencia pueden maximizar la recoleccion de la luz fluorescente emitida,
mientras minimiza la recoleccion de la luz de excitacion incidente. Asi, una de las
principales ventajas de la microscopia de fluorescencia es el dramdtico aumento en la
sefial de las moléculas marcadas y las moléculas en contra de un campo oscuro- andlogo a
las estrellas en el cielo en una noche oscura que no son visibles durante el dia. (Ishikawa,
H. etal 2012). (Sugden, J. 2004).

Los compuestos fluorescentes (fluorocromos) que son usados en la investigacion para
marcar componentes especificos de células vivas son comunmente llamados sondas. Las
sondas son frecuentemente utilizadas en células cultivadas. La microscopia de
fluorescencia provee mayor deteccion sensible de las sondas que la microscopia de luz
ordinaria porque los objetos tenidos son fuentes de luz que resaltan en un fondo oscuro
(idealmente negro). (Kiernan, J. 2006).

La mayoria de los colorantes no entran en células vivas; aquellos que lo hacen son
cationicos y moderadamente lipofilicos, con pequefios o medianos sistemas conjugados,
colorantes sin afinidad fuerte por las proteinas o por los lipidos de la membrana celular.
Dentro de la célula un fluorocromo puede acumularse en organelos particulares como el
nucleo, la mitocondria o los lisosomas. (Kiernan, J. 2006).

Los colorantes anidnicos generalmente no penetran células vivas, son repelidos tal vez por
los aniones de la glicoproteina en la superficie exterior de la membrana celular. Los
cationes de colorantes de moléculas largas son también excluidos. Si la membrana celular
se vuelve porosa, como en las células muertas, los colorantes anidnicos y cationicos
grandes penetran y se unen a las proteinas o a los dcidos nucleicos. (Kiernan, J. 2006).

Los ésteres carboxilicos de algunos colorantes anionicos fluorescentes no presentan carga
y son lipofilicos; estos compuestos tipicamente tienen grupos fendlicos acetilados y grupos
carboxi acetoximetilados. (Kiernan, J. 2006).

Algunos compuestos fluorescentes usados con este propdsito tienen una cadena lateral
clorometil o clorobencil que reacciona con los grupos hidroxilo, tiol o amino (OH, SH o NH,)
y ancla el colorante a las proteinas citoplasmdticas. El fluorocromo intracelular es
frecuentemente aquel cuyo color emitido cambia con el potencial de hidrogeno (pH) o con
las fluctuaciones de concentracion de un ion significativo biologicamente como el potasio,
calcio o magnesio, exhibiendo cambios sensitivos potenciales en sus emisiones. (Kiernan, J.
2006).
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La principal desventaja de cualquier marca fluorescente es que podria eventualmente
cambiar, perdiendo su fluorescencia principalmente como consecuencia de la exposicion a
la radiacion UV y visible. Para examinar las preparaciones por microscopia de
fluorescencia es necesario iluminar brillantemente a una longitud de onda cercana al
madximo de absorcion del fluorocromo. La desaparicion puede ser retardada adicionando
sustancias al medio de montaje. Los aditivos mds comunes son 2-mercaptoetanol, propil
galato y p-fenilendiamina. (Kiernan, J. 2006).

Finalmente, es importante destacar que en la actualidad existe una gran diversidad de
fluorocromos que prdcticamente cubren la mayoria de las longitudes de onda del espectro
UV-Visible, cada uno de ellos tiene un espectro de excitacion caracteristico, los cuales de
forma muy compacta, se muestran en la Figura 6. (Ishikawa, H. et al 2012).
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4, Isoxazoles

Los isoxazoles son compuestos heterociclicos que tienen un gran numero de aplicaciones y
han demostrado ser muy versdtiles como bloques de construccion en sintesis orgdnica.
Poseen un amplio rango de actividades bioldgicas, dentro de las cuales se incluyen
propiedades farmacoldgicas tales como: analgésico, antiinflamatorio (Madhavi, K. et al.
2010) y antibacterial. Ademds, algunos derivados de los isoxazoles muestran propiedades
agroquimicas, es decir, actividad herbicida y fungicida y tienen aplicaciones como
pesticidas e insecticidas. Los isoxazoles también han sido usados como colorantes, aceites
eléctrico aislantes, lubricantes de alta temperatura y los poliisoxazoles tienen aplicacion
como semiconductores. (Pinho e Melo, T. 2005).

La caracteristica clave de estos heterociclos es que poseen las tipicas propiedades de un
sistema aromdtico pero contienen un enlace nitrdgeno-oxigeno débil que, bajo ciertas
condiciones de reaccion, particularmente en condiciones de reduccion o en condiciones
bdsicas, es un sitio potencial de escision del anillo. Por ello, los isoxazoles son
intermediarios muy utiles, dado que es fdcil romperlos cuando es necesario, para formar
derivados complejos funcionales. La apertura del anillo proporciona compuestos
disfuncionales, llamados 1,3-dicarbonil-enaminocetonas, y-amino alcoholes, oximas a,8-
insaturadas, B-hidroxinitrilos o B6-hidroxicetonas; por ello los isoxazoles pueden ser
considerados formas enmascaradas de esas unidades sintéticas. Consecuentemente, los
isoxazoles se han convertido en una importante herramienta de sintesis. (Pinho e Melo, T.
2005).

La construccion del anillo isoxazol puede lograrse por distintas rutas sintéticas. Sin
embargo, las dos rutas mayormente empleadas son la cicloadicion 1,3-dipolar de alquenos
y alquinos con dxidos de nitrilo y la reaccion de hidroxilamina con un componente de tres
dtomos de carbono, cémo las 1,3-dicetonas o una cetona a,B-insaturados, ésta ultima fue
la empleada durante el desarrollo de este trabajo, para obtener los compuestos deseados.
(Pinho e Melo, T. M. V. D. 2005).

Ademds de los usos antes mencionados de estos compuestos, en el Laboratorio de Quimica
Medicinal se ha observado que debido a las propiedades estructurales que poseen estas
moléculas y tras observar pequefias muestras de ellos bajo la luz de una ladmpara UV,
presentan propiedades fluorescentes; por ello se ha decido investigar su potencial uso
como colorantes, que pueden ser aplicados en técnicas de identificacion citogenética.
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Actualmente en el mercado existen diversas opciones de colorantes que pueden emplearse
para las técnicas descritas en el apartado “2. Técnicas Citogenéticas”, sin embargo, la
mayoria de ellos posee alguna desventaja, la principal: son agentes genotoxicos y
mutagénicos potenciales, como es el caso de los colorantes mds comunmente utilizados:
bromuro de etidio, naranja de acridina y quinacrina (pertenecientes a los fluorocromos
intercalantes), solo por mencionar algunos. (Matselyukh, B. et al 2005) Debido a lo
anterior, con la evaluacion de estos nuevos compuestos sintetizados (a la que se llamo
serie LQM 100) se pretende contar con nuevos compuestos que ofrezcan mejores ventajas
como colorantes fluorescentes, asi como bajo costo de fabricacion y bajo nivel toxico.

5. Determinacion estructural de compuestos orgdnicos mediante técnicas
espectroscdpicas y espectrometria de masas

En el siglo XIX y a principios del XX la determinacién de la estructura de un compuesto
organico era un proceso dificil que consumia mucho tiempo, pero ahora estan disponibles
técnicas poderosas que simplifican enormemente el problema. (McMurry, J. 2008). A
continuacion se describen brevemente las cuatro técnicas utilizadas en la caracterizacion
de los compuestos que se han sintetizado y el tipo de informacidn que cada una de ellas

nos puede brindar.

I 5.1. Espectrometria de Masas (MS)

La espectrometria de masas es una técnica para medir la masa molecular de una
molécula. Ademds, con frecuencia es posible obtener informacion acerca de las moléculas
al medir las masas de los fragmentos producidos cuando se rompen las moléculas.

El espectro de masas de un compuesto se representa tipicamente como una grdfica de
barras con las masas (valores m/z) en el eje x, y la intensidad, o abundancia relativa de los
iones de cierta relacion m/z que llega al detector en el eje y. Al pico mds alto que se le
asigna una intensidad del 100%, se llama pico base, y el pico que corresponde al radical
catidn sin fragmentar se llama pico principal o ién molecular (M").
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‘ 5.1.1- Interpretacion de los espectros de masas

¢Qué tipos de informacion podemos obtener de un espectro de masas? Ciertamente la
informacion mds obvia es la masa molecular, el cual puede ser invaluable por si mismo.
Conocer la masa molecular permite limitar enormemente las opciones de la formula
molecular.

El espectro de masas de un compuesto también sirve como un tipo de “huella digital
molecular”. En una manera unica, cada uno de los fragmentos de un compuesto orgdnico
depende de su estructura, y es pequeia la probabilidad de que dos compuestos tengan
espectros de masas idénticos.

También es posible derivar informacion estructural acerca de una molécula interpretando
su patrdn de fragmentacion, la cual ocurre cuando el radical cation de alta energia sale
despedido por la ruptura espontdnea de un enlace. Uno de los dos fragmentos retiene la
carga positiva y corresponde a un carbocation, mientras que el otro fragmento es un
radical neutro.

I 5.2. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Como su nombre lo indica, la espectroscopia de infrarrojo utiliza la region infrarroja (IR)
del espectro electromagnético, la cual es util de los 4000 a 400cm™. En este rango, todas
las moléculas tienen una cierta cantidad de energia y estdn en movimiento constante. Sus
enlaces se estiran y se contraen, los dtomos se mueven hacia atrds y hacia adelante y
ocurren otras vibraciones moleculares. A continuacion se muestran algunos tipos de estas
vibraciones:

-\

39

Estiramiento Estiramiento Doblamiento Doblamiento fuera
simétrico antisimétrico en el plano del plano

Figura 7. Distintos tipos de vibraciones detectadas por un espectrofotometro de IR.

Cuando se irradia una molécula con radiacion electromagnética, la energia se absorbe si la
frecuencia de la radiacion coincide con la frecuencia de la vibracion. El resultado de esta
absorcion de energia es una amplitud incrementada por la vibracion; en otras palabras, el
“resorte” que conecta los dos dtomos se estira y se contrae un poco mds. Dado que cada
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frecuencia absorbida por una molécula corresponde a un movimiento molecular especifico,
podemos encontrar que tipos de movimientos tienen una molécula midiendo su espectro
enel IR.

‘ 5.2.1. Interpretacion de espectros de infrarrojo

Al interpretar estos movimientos, podemos encontrar qué tipos de enlaces (grupos
funcionales) estdn presentes en la molécula. La mayor parte de los grupos funcionales
tienen bandas de absorcion en el IR caracteristicas que no cambian de un compuesto a
otro. Al aprender en dodnde ocurren las absorciones caracteristicas de los grupos
funcionales, es posible obtener informacion estructural de los espectros de IR.

Como se muestra en la Figura 8, es de ayuda recordar la posicion de las absorciones de IR
especificas para dividir la region IR de 4000 a 400cm™ en cuatro partes:

1) La region de 4000 a 2500cm’™ corresponde a absorciones ocasionadas por los
movimientos de estiramiento de los enlaces sencillos nitrégeno-hidréogeno, carbono-
hidrégeno y oxigeno-hidrégeno (N-H, C-H y O-H).

1) La region de 2500 a 2000cm™ es donde ocurre el estiramiento de los enlaces triples, y
los enlaces metino y ciano (C=Cy C=N) absorben aqui.

1) La region de 2000 a 1500cm-1 es donde absorben los enlaces dobles (C=0, C=N, y C=C).

IV) La regidn por debajo de los 1500cm-1 es la porcidon de huella digital del espectro de IR.
Una gran cantidad de absorciones debido a que aqui ocurre una variedad de vibraciones
de enlaces sencillos carbono-carbono, carbono-oxigeno, carbono-nitrégeno y carbono-
halégeno (C-C, C-O, C-N y C-X).

100 T T T
| | |
= 80 | | |
< 5 | | c=0 |
S 60 | C=N | |
| | = | : "
g O—H | B | C=N . Region de huella digital
€ 40 I c=C | I
e =7 | | iy [
= 20+ | | |
| | |
0 | 1 1
—rrr—rr1rt——rr————t——e—— . . T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm ™)

Figura 8. Las cuatro regiones del espectro infrarrojo
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I 5.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética complementa a las técnicas antes descritas
“mapeando” la estructura carbono-hidrégeno de una molécula. En conjunto, la
espectrometria de masas, el IR y la RMN hacen posible determinar las estructuras de
moléculas muy complejas.

Varios tipos de nucleos atémicos se comportan como si estuvieran girando alrededor de un
eje. Debido a que tienen carga positiva, estos ntcleos giratorios actuan como pequefios
imanes en forma de barra e interactuan con un campo magnético externo (By). No todos
los nicleos actiian de esta manera, pero afortunadamente, el protén (*H) y el nucleo **C
tienen momento magnético.

En ausencia de un campo magnético externo, los espines de los ntcleos magnéticos se
orientan al azar; sin embargo, cuando se coloca una muestra que contienen estos ntcleos
entre los polos de un imdn poderoso, los nucleos adoptan orientaciones especificas. Un
ndcleo de 'H o °C girando puede orientarse de tal manera que su propio campo magnético
pequeio se alinea con (paralelo a) (rojo) o contra (antiparalelo a) (azul) el campo externo;
sin embargo, las dos orientaciones no tienen la misma energia y probablemente no son
iguales. La orientacion paralela es ligeramente menor en energia por una cantidad que
depende de la fuerza del campo magnético, haciendo que este estado de espin esté muy
ligeramente favorecido sobre la orientacion paralela.

(a) b)

8

Figura 9. Orientacion de los espines magnéticos por influencia de By

Si ahora se irradian los nucleos orientados con radiacion electromagnética y ocurre una
inversion del espin, se dice que los nucleos magnéticos estdn en resonancia con la
radiacion aplicada.
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La frecuencia exacta necesaria para la resonancia depende de la fuerza del campo
magnético externo y de la identidad de los nucleos. Si se aplica un campo magnético muy
fuerte, es mayor la diferencia de energia entre los dos estados de espin y se requiere
radiacion con mayor frecuencia (mayor energia) para invertir el espin. Si se aplica un
campo magnético mds débil, se requiere menos energia para efectuar la transicion entre
los estados de espin nucleares.

Los nucleos de 'H y de B3¢ no son los unicos en cuanto a su capacidad para exhibir el
fenémeno de RMN. Todos los nucleos con un numero impar de protones, y todos los
nucleos con un numero impar de neutrones muestran propiedades magnéticas sin
embargo, estos dos son los mds utilizados, puesto que las moléculas orgdnicas estdn
constituidas en su mayoria por dtomos de carbono e hidrégeno.

En un espectro de RMN, el eje horizontal muestra la fuerza del campo efectivo sentida por
los nucleos, y el eje vertical indica la intensidad de absorcion de la energia de rf; cada sefial
en el espectro corresponde a un nucleo de H o de Pc quimicamente distinto en la
molécula.

5.3.1. Desplazamiento quimico

Los espectros de RMN se representan en grdficas que muestran la fuerza del campo
aplicado que aumenta de izquierda a derecha; por tanto, la parte izquierda de la grdfica es
el lado de menor campo o campo bajo, y la parte derecha es el lado de mayor campo o
campo alto. Los nucleos que absorben en el lado de campo bajo de la grdfica requieren
una fuerza de campo menor para la resonancia, lo que significa que tienen relativamente
menos proteccion. Los nucleos que absorben en el lado de campo alto requieren una fuerza
de campo mayor para la resonancia, lo que significa que tienen relativamente mds
proteccion. La posicion en la grdfica en la cual absorbe un ntcleo se llama desplazamiento
quimico.

5.3.2. RMN-13C

Esta técnica hace posible contar el numero de dtomos de carbono diferentes en una
molécula. Los factores que determinan los desplazamientos quimicos son complejos, sin
embargo, una tendencia es que se afecta el desplazamiento quimico de un carbono por la
electronegatividad de los dtomos vecinos, absorbiendo a campo bajo (a la izquierda) de los
carbonos de alcanos tipicos. Debido a que los dtomos electronegativos atraen electrones,
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los apartan de los dtomos de carbono vecinos, ocasionando que se desprotejan esos
dtomos y se pongan en resonancia en un campo menor.

La determinacion derivada de esta técnica es extraordinariamente util para la
determinacion de la estructura; no sélo podemos contar el numero de dtomos de carbono
distintos en una molécula, sino que también podemos obtener informacion acerca del
ambiente electronico de cada carbono e incluso podemos encontrar cuantos protones
estdn unidos a cada uno.

5.3.3. RMN-'H

Debido a que cada hidrégeno electrénicamente distinto en una molécula tiene su propia
absorcion unica, un uso de esta técnica es encontrar cudntos tipos de hidrégeno
electronicamente no equivalentes o diferentes estdn presentes.

1 s . ~ . ’
En un espectro de RMN-"H, el drea bajo cada seiial es proporcional al nimero de protones
que ocasionan esa sefial; al medir electronicamente, o al integrar, el drea bajo cada sefial,
es posible medir el numero relativo de los diferentes tipos de protones en una molécula.
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HIPOTESIS

“Si los compuestos de la familia LQM 100 presentan afinidad por el DNA en su forma
desnuda, contenido en microntcleos o condensada en forma de cromosomas, entonces se
podrd observar esta afinidad mediante la fluorescencia emitida por la union entre los
compuestos de la serie LQM 100y el DNA en un microscopio de fluorescencia”
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METODOS

A) Sintesis quimica

B - 3,5 dimetilisoxazol (LQM 101)

Para formar la estructura base (3,5 dimetilisoxazol) de los compuestos evaluados se llevo a

cabo una condensacion-ciclizacidn, utilizando 2,4 pentanodiona y cloruro de hidroxilamina.
Algunas referencias mencionan que adicionando dcido acético a esta reaccion se mejora el
rendimiento para obtencidn del 3,5 dimetilisoxazol (Avila, G. et al. 2009). Para que la
reaccion se lleve a cabo se colocd a reflujo (aproximadamente 45 -60 minutos) utilizando
luz infrarroja y se siguiod la cinética de formacion del isoxazol mediante cromatografia en
capa fina. Una vez terminada la reaccion, el matraz se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se procedio a neutralizar la mezcla de reaccion con hidréxido de sodio, tras la
neutralizacion se observan dos fases, estas se extrajeron con acetato de etilo realizando un
total de tres extracciones. Los extractos orgdnicos se reunieron y se eliminé el agua con
sulfato de sodio anhidro para su posterior concentracion. El concentrado obtenido es el 3,5
dimetilisoxazol, el cual es un liquido de color dmbar y olor caracteristico.

III- 3,5 dimetil 4-nitroisoxazol (LQM 102)

Se peso una muestra del concentrado anteriormente obtenido y se colocé en un bafio de

hielo con agitacion. Posteriormente se adiciond gota a gota dcido sulfurico, al terminar, se
adiciond gota a gota dcido nitrico; esta mezcla se dejo agitar 30min para la posterior
adicion de dcido sulfurico. Después de esta ultima adicion se dejo agitando la mezcla de
reaccion 12hrs. Transcurrido el tiempo de reposo, se agrego hielo a la mezcla de reaccion
para favorecer la precipitacion. Cuando se formd una gran cantidad del precipitado, éste
se separo por filtracion a vacio, haciendo tres enjuagues con agua destilada. El precipitado
se recristalizé con acetato de etilo.

IIII— Compuestos LQM 103, 107,112,115y 123

Para obtener cada uno de estos compuestos, se utilizé el 3,5 dimetil 4-nitroisoxazol que fue

disuelto en etanol junto con un aldehido de eleccion (p-hidroxialdehido,
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o-clorobenzaldehido, 2,4-dimetil benzaldehido, 4-fenoxi benzaldehido y teraftaldehido,
respectivamente). Para favorecer la reaccion de conjugacion que debe llevarse a cabo, se
adiciond piperidina. La mezcla de reaccion se puso a calentar a reflujo utilizando luz
infrarroja; alrededor de 45 min-1 h, se observé un precipitado en el matraz. Después se
enfrio el matraz a temperatura ambiente, el precipitado se recupero filtrando a vacio
enjuagando con etanol tres veces. Posteriormente se determind su pureza mediante

cromatografia en capa fina, si el compuesto no estaba puro, se recristaliza con cloroformo
o acetato de etilo, segun sea el caso.

B) Caracterizacion

A los compuestos sintetizados, se les analizaron sus propiedades organolépticas y se
llevaron a cabo pruebas de solubilidad, se determind su punto de fusion utilizando
capilares abiertos y se corroboré su estructura por medio de técnicas espectroscopicas: IR
con el espectrémetro Nicolet iS10 FT-IR de la marca Thermo Scientific®; RMN™C y RMN'H

utilizando DMSO o cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente y Espectrometria de
Masas (MS).

C) Evaluacion de la fluorescencia

I I- Técnica de Micronticleos

Para llevar a cabo esta técnica, se administré ifosfamida (60mg/kg) a dos ratones, esta
sustancia permitird la formacion de micronucleos. A las 48h, se obtuvo sangre periférica de
cada ratén, mediante un corte en la parte distal de la cola con previa analgesia topica de
la zona. Cada gota obtenida de dicho corte, se colocd sobre un portaobjetos y se realizo el
frotis. Los frotis se dejaron secar brevemente para posteriormente fijarlos con metanol frio
durante 10min.
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I 1I- Preparaciones cromosémicas de médula de raton

A los mismos animales de la técnica de micronucleos se les administro colchicina al 0.04%
(7.55ug/g peso), después de media hora de administracion de la ifosfamida. Pasadas 2h de
la administracion, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajo el fémur.
Al fémur se le cortaron las epifisis y con una jeringa se enjuagd el interior del hueso con
solucién de cloruro de potasio (KCl) a 37°C para extraer células de la médula. Una vez
obtenidas las células de la médula, se colocé a 37°C durante media hora y posteriormente
se le adicioné solucidn fijadora metanol:dcido acético 3:1. Tras la primera adicion de
solucidn fijadora, se centrifugd la mezcla y se hicieron tres lavados y tres centrifugaciones
con solucion fijadora. Después de la ultima centrifugacion, se dejan unos cuantos mL de la
solucidn y se resuspendio la médula. El paquete celular se goted sobre un portaobjetos. Las
laminillas se fijaron con calor.

I 11I- Electroforesis de DNA sobre geles de agarosa

Se preparé un gel de agarosa al 1%, pesando este polvo en una balanza analitica y
disolviéndola en agua caliente, sobre la cdmara electroforética, utilizando un peine con 10
pozos. Una vez gelificado, se dividio el gel en tres partes. En cada parte se colocaron en dos
pozos las muestras de DNA (5uL), etiquetadas como muestra S y 3 de concentracion
22.36ng/ug y 29.63 ng/ug respectivamente, previamente mezcladas con buffer de carga
(2uL). Dispuestas todas las muestras, se corrio el gel a 120V por 25min. Al término de la
electroforesis se observo el gel en un transiluminador y se observo la integridad del DNA.

I V- Tinciones fluorescentes

Se prepararon soluciones de distintas concentraciones de los cinco compuestos LQM 100
sintetizados, en DMSO. Se depositaron 30ulL de cada solucidon sobre las laminillas y frotis,
después de ello se colocé un cubreobjetos y se dejaron secar 5min en un lugar oscuro.
Transcurrido el tiempo se observé al microscopio de fluorescencia de la marca Accu—Scope®
y se obtuvieron imdgenes de lo observado con la cdmara Micrometrics 390CU® y el
Software Micrometrics® SE, acoplados al microscopio de fluorescencia.

Del mismo modo, una vez que los geles de agarosa fueron corridos en la cdmara de
electroforesis, se enjuagaron con DMSO para eliminar el exceso de buffer de corrimiento
que pudiera existir. Posterior a este enjuague (aproximadamente 5min) se colocd cada gel
en un recipiente de tamafio mediano y se vertid directamente una solucion al 0.1% del
compuesto a evaluar. Se dejo que tifiera por 10min y se enjuago nuevamente con DMSO,
para posteriormente observarlo en el transluminador.
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RESULTADOS

La primera parte de este trabajo consistio en la sintesis quimica de los compuestos que
tras ser observados bajo luz UV mostraron fluorescencia. Para ello, como se menciond
anteriormente, se necesitan dos pasos principales: una condensacion-ciclizacion y una
conjugacion. Los compuestos que fueron evaluados para el desarrollo de este trabajo,
fueron el resultado de ambas reacciones. Una vez purificados, se evaluaron sus
caracteristicas organolépticas, las cuales se muestran en la Tabla 1, donde cabe resaltar
que los cinco compuestos sintetizados, en efecto, presentan una fluorescencia particular
cuando fueron observados bajo luz UV. Asimismo, en la Tabla 1, se muestra el rendimiento
calculado de cada una de las reacciones efectuadas, resaltando, de forma general, que se
obtuvo un muy buen rendimiento con valores mayores al 85%. Ademds se presentan las
caracteristicas del compuesto LQM 102 (producto de la reaccion de condensacion-
ciclizacion), el cual es la base para la sintesis de los compuestos conjugados.

Tabla 1. Estructura, caracteristicas fisicas, rendimiento y peso molecular (PM) de los 5
compuestos evaluados.

Caracteristicas Rendimiento
Estructura

fisicas (%)

NO., ]
- Hojuelas blancas de
H4C N, — CHy olor caracteristico 90 142.11
\ (pdlvora)
N—O
MO, Ldminas pequeias

©H  de color anaranjado
HaC AN A . 92 246.22
fluoresce anaranjado

M—0 bajo luz UV

Cristales en forma de
aguja de color verde

claro 90 264.66
fluoresce verde bajo

luz UV
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Caracteristicas Rendimiento PM

Estructura

fisicas (%) (g/mol)
Cristales
amorfos de
color verde
89 258.27
claro
fluoresce verde

bajo luz UV

Cristales
amorfos de
MO color amarillo
2 / 94 322.31
-0 fluoresce
Ryt ™~ NS amarillo bajo

N—0 luz UV

Polvo
1glomerado de
s color amarillo
88 382.33
fluoresce
amarillo bajo

luz UV

Debido a que la gran mayoria de las pruebas citogenéticas que se efectuan en un
laboratorio, incluyendo las que fueron evaluadas en este trabajo, requieren el uso de agua
en alguno de sus pasos, y considerando que la solubilidad forma parte de la
caracterizacion fisicoquimica de los nuevos compuestos que se obtuvieron, se evalud la
solubilidad de cada uno de ellos en distintos solventes.

El primer solvente utilizado fue el agua, sin embargo tras evaluar la solubilidad en esta, se
observo que ninguno de los compuestos era soluble en ella. De este modo, se evalud su
solubilidad en otros disolventes; estos resultados se muestran en la Tabla 2, donde se
puede apreciar de forma importante que la mayoria de ellos es medianamente o talmente
soluble en DMSO, solvente que fue elegido como iddneo para utilizar en la evaluacion
posterior de estos compuestos.

Por otro lado, dentro de la misma caracterizacion de los compuestos, se determind el
punto de fusion mediante Fisher-Johns, que ademds sirve como un indicador de pureza,
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datos que de igual forma se muestran en la Tabla 2; en ellos se puede apreciar que los
intervalos de fusion de cada compuesto son muy cortos, por lo que se puede descartar la
presencia de impurezas en los compuestos evaluados.

Tabla 2. Punto de fusion y Solubilidad de los 5 compuestos evaluados.

Solubilidad

Lam Punto de Ac. Metanol/
fusion (°C) Metanol DMSO Agua/HCI o Acetonitrilo  Ac acético
Aceético
3:1
103 216-218 + At ; + ot Tt
107 162-164 - +++ - +++ +++ -
112 160-162 + ++ - ++ + +
115 136-138 ++ ot ; 4t ot ;
123 298-300 + ++ - - ++ -

Donde:
Simbolo Significado Simbolo Significado
- Insoluble ++ Medianamente soluble
+ Poco soluble +++ Totalmente soluble

Posterior a la caracterizacion fisicoquimica de los compuestos de la familia LQM 100, se
determind la estructura de dichos compuestos mediante las técnicas de espectroscopia de
IR, RMN de *>C y H, con el fin de corroborar que el compuesto obtenido sea el mismo que
aquel que fue disefiado antes de la sintesis, es decir, que sea la misma molécula objeto que
se habia planteado en un principio. En la Tabla 3, 4 y 5 se muestran las sefales
significativas que se pueden observar en los espectros de cada uno de los compuestos para
IR y RMN de Be y H respectivamente. Los espectros de los cuales fue obtenida la
informacion recopilada en las siguientes tablas, pueden verse en el apartado etiquetado
como Anexos.
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Tabla 3. Bandas caracteristicas en el espectro IR de los compuestos obtenidos

Compuesto LQM 102 103 107 112 115 123

Grupo funcional Banda (cm™)
-NO, 1359y 1500 1485-1516y 1352-1377
-C=C- 1602.5 1600-1633
-C=N- 1453.97
-CH; 1416.77 1415-1440
Carbonos aromdticos / 2000-1600
-Csp3-H 2870.69 2900-3000
-OH / 3215-3530 / / / /
-Cl / / 500-800 / / /
/- / / / 1000-1300 /

Tabla 4. Sefiales caracteristicas de RMN-"C de los compuestos obtenidos

Compuesto LQM 102 103 107 112 115 123
Tipo de Carbono Serial (bpm)
. o 14.3y
Metilo (anillo isoxazol) 11.9 - 11.5-13.5 -
Carbono cuaternario (C=N) FESEVAIEEE 156.47 155.79 156.21 -
Carbono cuaternario (C=0) FYZRE{EE 157.24 156.27 157.04 -
Carbono cuaternario (C-NO,) * - 114.56 110.66 110.22 -
Metilenos (C=C) / - -
i 128-137 125-142 119-143

Carbonos aromdticos / - -
Metilos (anillo bencénico) / - / 19.50y 21.57 / -
Carbonos aromdticos (O-Ph) / - / / 156-168 -
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Tabla 5. Sefiales caracteristicas de RMN-"H de los compuestos obtenidos

Compuesto LQM 102 103 107 112 115 123
Tipo de Hidrégeno Sefal (ppm)
. 2.55y
-CH3s (anillo isoxazol) 2.4 2.3 2.36 2.5 -
2.81
o 6.9-7y
-CH (grupo vinilo C=C) / 6.8-7.0 7.0-7.4 7.0-7.15 -
1.15-7.21
7.07-7.11
Protones bencénicos / 7.3-8.8 7.4-7.8 y 7.2-8 -
7.56-7.67
-OH * / / / / -
246y
-CH; (Anillo benceno -
3 (. ) / / 560 / /
Protones bencénico (O-Ph) / / / 7.2-8 / -

Descripcion Simbolo Descripcion
/ Grupo funcional no presente en la " Ausencia de la sefial en el
molécula espectro

- Espectro no disponible

Ademads, se obtuvo el espectro de masas sélo del compuesto LQM 103, el cual se muestra
en la Figura 10; en este espectro se puede observar que el pico base o ién molecular (M”)
tiene una relacion masa/carga (m/z) de 246.1, el cual corresponde con el peso molecular
calculado tedricamente para el compuesto en cuestion. Dentro de este espectro cabe
destacar el pico que tiene la relacion m/z de 200.1, el cual corresponde a la fragmentacion
tipica del grupo nitro, que, al observar la estructura del LQM 103, este compuesto posee.
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Figura 10. Espectro de Masas del compuesto LQM 103

Una vez comprobado que la estructura de los compuestos sintetizados corresponde con la
que se habia planteado inicialmente, se procedid a evaluar su posible uso como colorantes
fluorescentes, aplicando dichos compuestos como colorantes en distintas pruebas
citogenéticas: Electroforesis de DNA en gel de agarosa, Prueba de microntcleos y
Laminillas con cromosomas de Médula Osea. A continuacién se muestran las imdgenes
obtenidas (Figuras 10, 11 y 12), en el caso de los geles de electroforesis, tras observar
dichos geles bajo la luz UV de un transluminador; en el caso de lo prueba de microntcleos
y las laminillas con cromosomas, se muestran las imdgenes captadas mediante la cdmara

del microscopio de fluorescencia utilizado.
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Figura 11. Geles de agarosa (1%) para electroforesis de DNA utilizando (A) Bromuro de
etidio, (B) LQM 103, (C) LQM 107, (D) LQM 112, (E) LQM 115 y (F) LQM 123 como
colorantes; eluidos a 120V, durante 30min, utilizando las muestras etiquetadas como Sy 3,

ambas con una concentracion de 22.36ng/ug y 29.63 ng/ug respectivamente.
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Figura 12. Laminillas de frotis sanguineo con microntcleos (40X) tefiidas con (A) Naranja
de Acridina, (B) LQM 103, (C) LQM 107, (D) LQM 112, (E) LQM 115 y (F) LQM 123. Los
microntcleos tienen la forma de pequefios puntos fluorescentes dentro del eritrocito, como
se puede apreciar en (A), dichos puntos fluorescentes no se observan en el resto de las
laminillas. En la laminilla etiquetada como (C) se observan, incluso, cristales de colorante
precipitados.
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Figura 13. Laminillas de médula ésea con cromosomas (40X) tefiidas con (A) Naranja de
Acridina, (B) LQM 103, (C) LQM 107, (D) LQM 112, (E) LQM 115 y (F) LQM 123. En todas las
laminillas se observa la presencia de cromosomas, sin embargo en ninguna de ellas, a
excepcion de (A), se aprecian tefiidos fluorescentemente.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La reaccidn que sirvio como base para llevar a cabo la sintesis de los compuestos de la
familia LQM 100, es la reaccion de Henry, la cual consiste de forma general en la
conjugacion de un compuesto carbonilico y un compuesto alquilnitro, para obtener la
formacion de un enlace carbono-carbono entre las moléculas conjugadas. La forma
esquemdtica de representar esta reaccion se muestra en la Figura 14. (Adamo, M. y cols.
2009).

U —_— - i L
N, " Ph” H Solvent, N S, Nog

o
F’h'j‘l

Figura 14. Reaccion de Henry

El resultado de la reaccion es una mezcla racémica de un compuesto con un grupo —OH y
otro con un doble enlace en lugar del grupo hidroxilo. El rendimiento y el favorecimiento
de la formacion de un solo producto en esta reaccion ésta en funcion del solvente y la base
utilizados como medio en la reaccidn. De esta forma, con el método utilizado se encontré
que utilizando como base piperidina y como solvente etanol, tras un tiempo promedio de
90 min de reflujo, el rendimiento de la reaccion fue mayor al 85% para los cinco
compuestos sintetizados y evaluados en este trabajo, favoreciendo de esta forma la
formacion del compuesto que posee un enlace vinilico entre el anillo isoxazol y el anillo
fenol del aldehido conjugado.

Para poder corroborar que el producto propuesto fue el obtenido, asi como corroborar que
los productos finales (LQM 103, 105, 107 112 y 123) fueron los esperados, después de su
purificacion y caracterizacion fisicoquimica, fueron obtenidos sus espectros de IR, RMIN-H,
RMN-¢, y en alguno de los casos MS (esto debido a la poca accesibilidad que se tiene a
los equipos), para corroborar que corresponden con los compuestos esperados
tedricamente.

Con base a la informacion contenida en las Tablas 4, 5 y 6 se puede afirmar que los
compuestos sintetizados son los que se esperaban obtener; asimismo, podemos decir que
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su sintesis se ve favorecida por el uso en la reaccion de la base: piperidina y utilizando
etanol como solvente.

Cabe destacar, como se puede ver en los espectros obtenidos (Ver Anexos) cuando es muy
poco el numero de acumulaciones (nt) que se deja una muestra en el espectrometro, la
relacion sefial/ruido es muy pobre, esto debido a la baja abundancia natural de Be (1.1%)
lo que significa que cualquier espectro de RMN individual es extremadamente “ruidoso”.
Esto es, las sefiales son tan débiles que estdn atestadas con ruido electrénico aleatorio de
fondo. Por lo que es recomendable que los ciclos sean los suficientes, hasta que la relacion
sefial/ruido mejore, y de esta forma poder asignar mds fdacilmente cada una de las sefiales
que se obtengan.

Después de haber corroborado que los compuestos obtenidos son los compuestos que se
esperaban, se llevaron a cabo las pruebas citogenéticas que nos permitieron evaluar si los
compuestos que se sintetizaron tienen afinidad por el DNA y, asimismo, si esta union sirve
como marcaje fluorescente del mismo.

En las pruebas citogenéticas que se realizaron se utiliza de forma ordinaria, como medio
de preparacion de distintas soluciones (incluidas las soluciones de colorante), el agua; sin
embargo, durante la sintesis, especificamente en el proceso de purificacion, se observé que
los compuestos que se habian sintetizado eran insolubles en la misma. Por tal motivo,
ademds de formar parte de la caracterizacion de cada compuesto, se probd la solubilidad
del compuesto en algunos otros solventes, como se muestra en la Tabla 2, encontrdndose
asi que el solvente mds adecuado y con opcion de no tener efectos sobre las laminillas, en
el que estos compuestos se disolvian en mayor medida era el DMSO. Se pensd en un
principio que este solvente podia intervenir de mala forma en alguna de las pruebas, en
especifico, en el andlisis de la integridad del DNA en geles de agarosa; para observar si
este solvente ejercia algun efecto en particular, se colocé una porcion de un gel de agarosa
al 1% en DMSO, y este se observd a distintos tiempos, encontrdndose asi que en tiempos
prolongados (mayor a 30min), los geles se adelgazaban, por lo que a la hora de la tincion
se dejo el gel bajo el colorante sélo 20min. Lo que provoco el adelgazamiento de los geles
es debido a que el DMSO solubiliza fuertemente a la agarosa, por lo tanto al estar en
contacto durante la tincion, la agarosa comienza a disolverse, provocando asi la
diminucidn de su tamafio. (Ling, H. et al. 2011).

A pesar de lo anterior, se realizaron algunos otros intentos para poder solubilizar estos
compuestos en agua; una de estas formas fue tratando de obtener la forma salina del
compuesto, tratdndolo con distintos tipos de dcidos desde dcido sulfurico, clorhidrico,
tartdrico, formico, entre otros; dando un resultado negativo. De igual forma, se
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prepararon soluciones buffer de distintos pH, pero el resultaron fue nulo también. Esto
ultimo ayudoé también a calcular tedricamente los pKa de los compuestos, estos fueron de
signo negativo, a excepcion del compuesto 103, cuyo grupo hidroxilo es el responsable del
pKa que tiene (9.4); ademds, este compuesto en particular, presenta distintos tipos de
coloraciones cuando el pH cambia, simulando un indicador de pH.

De esta forma, se evaluaron entonces los compuestos en tres distintas pruebas, con el fin
de probarlo en las distintas formas que se puede encontrar el DNA: de forma “desnuda”,
que se evalud con las tinciones sobre geles de agarosa; en forma de cromosoma, que se
evaluo mediante la tincion de cromosomas obtenidos de médula dsea de raton y
condensado sin forma peculiar dentro de la célula, que se evalué en la técnica de
micronucleos.

Con lo que respecta a la prueba de electroforesis de DNA sobre geles de agarosa, cuyos
resultados se muestran en la Figura 11, se puede observar que las bandas de DNA no son
perceptibles debido a que no fueron tefidas, es mds ni siquiera son apreciables al ser vistas
en el transluminador; lo que se aprecia fluorescente en los geles, es el compuesto evaluado
que precipité, a pesar de manejar ésta técnica con DMSO. Cabe la posibilidad que la
cantidad de agua con que se prepara el gel o el contenido acuoso del buffer de
corrimiento, facilitaron dicha precipitacion; esto también se trato de solucionar, evaluando
geles en los cuales se coloco el colorante directamente con la muestra en el pozo y los que
fueron tefiidos después de la corrida directamente en un recipiente con colorante, sin
embargo no se observo algun cambio importante, puesto que en ambos intentos, el
compuesto precipitaba. Otro factor que al final también pudo afectar sobre esta técnica es
el uso del DMSO el cual, a pesar de que se evaluo su efecto sobre el gel de agarosa, en
conjunto con el colorante pudiera crear interferencia y afectar directamente la muestra de
DNA.

Por otro lado, es bien sabido que los eritrocitos de los mamiferos no tienen nucleo, por lo
que si dentro del eritrocito se observan pequefios nucleos, estamos hablando de
microntcleos, estos microndcleos se forman mediante distintos mecanismos, pero se trata
de cromosomas o parte de ellos que quedan fuera del nucleo durante la mitosis (Zamora,
A. 2008); este nos sirvid de criterio para determinar la presencia o no de los mismos. Si
observamos la Figura 12, se aprecia que a pesar de la presencia de micronucleos, estos no
estdn tedidos de forma selectiva, impidiendo de cierta manera su observacion clara en el
frotis, como en el caso de la imagen de la Figura 12 (A), donde se aprecia un punto mds
brilloso en la imagen, que la naranja de acridina (afin al DNA) tifio.
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En lo referente a la evaluacion de la tincion de cromosomas, se puede apreciar en la Figura
13, que los cromosomas no se ven tefiidos en su totalidad o ciertas regiones especificas de
los mismos (bandas), como se puede apreciar en la Figura 13 (A), donde el naranja de
acridina tifid los cromosomas en su totalidad. Debido a los problemas de solubilidad y los
inconvenientes que durante la experimentacion se suscitaron, se decidio enjuagar las
laminillas, asi como no hacerlo y observar cada una al microscopio. Con lo anterior, se
observé que cuando las laminillas no se enjuagaban, habia cristales del compuesto,
ademds de que el campo se notaba muy saturado.

Asi entonces, recapitulando el hecho de que los compuestos que se sintetizaron no fueron
capaces de tefir el DNA en sus diferentes presentaciones, se debe de forma mayoritaria a
problemas estructurales, puesto que en investigaciones que se han realizado (Stockert, J.
et al. 2005). (Kahne, D. 1995), se ha demostrado que los fluorocromos mds utilizados
(aquellos que se unen al surco menor del DNA rico en adenina-timina [A-T]) deben tener
ciertas caracteristicas: “(a) Estado catidnico, (b) forma no-rigida y arqueada, y (c) que
formen puentes de hidrogeno para los dtomos aceptores N3 y 02 de A y T,
respectivamente.” Sin embargo, en este mismo se explica que la capacidad de formar
puentes de hidréogenos con los dtomos entes mencionados es la caracteristica mds
importante: “Entre los pardmetros estructurales de los fluorocromos para DNA evaluados,
solo la formacion de puentes de H mostré una correlacion positiva. Otros pardmetros
como la carga eléctrica o la curvatura del ligando y su correspondencia cercana a la
curvatura del DNA, parecen ser irrelevantes al respecto, a pesar de que un estado cationico
y una curvatura adecuada para situar los adtomos de H ligantes en la posicion correcta para
formar enlaces de H fueron importantes prerrequisitos que fueron cumplidas por los
fluorocromos.” (Stockert, J. et al. 2005).

Lo anterior es debido al grupo amino que poseen algunos de estos colorantes como el
4’-6 diamidino 2-fenilindol (DAPI) y el Hoechst 33258, el cual favorece la formacion de
estos puentes de hidrogeno: “Entre todas las caracteristicas aqui contempladas, los
fluorocromos H-enlazantes (ej. Que contienen mayor numero de grupos N-H) estdn mds
cerca de encajar en el surco menor del DNA y formar enlaces de H con los pares de bases
AT. En contraste, el voluminoso grupo amino de la guanina en el par guanina-citosina (GC)
no permite la interaccion especifica de estos fluorocromos con el surco menor. En el caso
de los fluorocromos cationicos no H-enlazantes, parece Idgico el asumir que se unen al
DNA debido a fuerzas electrostdticas.” (Stockert, J. et al. 2005).

También se sabe que fluorocromos recientemente sintetizados que contienen el grupo
tiazol o oxazol en su estructura (similares al grupo isoxazol de los compuestos sintetizados
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para este trabajo) son intercalantes y no ligandos enlazantes del surco menor. (Stockert, J.
etal. 2005).

Ademds se ha propuesto, mediante estudios computacionales, una especie de plantilla que
reune caracteristicas “ideales” para nuevos fluorocromos que pretendan ser sintetizados
(Zasedatelev, A. S. 1991): “Los diagramas polares Ly, 17, (Figura 14) pueden ser usados
como un plantilla que determina las tres posiciones subsecuentes de los dtomos donadores
de H en la molécula del ligando. Cuando el dtomo de en medio es impuesto en el circulo,
los centros de ambos hidrégenos vecinos deben encajar o ajustarse a los pequefios
segmentos mostrados con lineas gruesas.

235°¢T,¢28"

WSAcL 5544

Figura 15. Diagrama Polar Ly, 15 que provee el plantilla util para revisar la posiciones de los
tres adtomos unidos a H subsecuentes.

De esta forma, los esqueletos pirrol-cetona (A) son bastante buenos, pero casi fuera del
limite inferior de los valores permitidos de L. Los esqueletos piridil-amino (B) claramente
demuestran una baja posibilidad de ser usado para disefiar futuros fluorocromos para
DNA. Asi, nuevos motivos estructurales se han sugerido (C, D), las cuales tienen una mejor
coincidencia con la plantilla. Por lo tanto estos motivos son mds adaptables a las
desviaciones locales de la conformacion real del DNA”, como se muestra en la Figura 15:
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Figura 16. Plantilla con posibles grupos capaces de interaccionar con el DNA
(A) y (B) isolexinas sugeridas anteriormente. (C) y (D) nuevos motivos estructurales.
Los circulos sombreados representan los dtomos donadores de puentes de hidrégeno
(nitrégeno u oxigeno).

Ahora bien, con lo que respecta a los fluorocromos intercalantes, se ha observado que “El
intercalamiento en el DNA no es especifico y es favorecido cuando las concentraciones del
fluorocromo son menores a las del DNA, ademds la rotacion restringida de la molécula
(especialmente de moléculas con anillos aromdticos) ayuda a diferenciar entre la forma
intercalada y la no intercalada {(...) El colorante oxazol amarillo (YO) y naranja tiazol (TO)
tienen interacciones no electrostdticas con el DNA, debido a su forma no plana que les
permite adaptarse mds fdcil al doblez de las pares de bases. Se demostré también que los
colorantes andlogos a la quinoleina tienen especificidad por las regiones ricas en GC y los
andlogos a la piridina tienen especificidad por AT.” (Petty, B. et al. 2000), (Stockert, J.et al.
1997), (Goodsell, D. et al. 1986).

De esta forma, reuniendo la informacion anterior, se puede decir que si se pretende
sintetizar nuevos compuestos cuyo fin sea unirse al DNA, se deben tomar los consejos aqui
mencionados: (a) poseer grupos aminos u otro grupo que contenga hidrogenos para lograr
entablar una interaccion por puentes de hidrégeno, (b) que puede ser ionizado,
preferentemente en su forma catidnica, o en su defecto, si es un colorante que se pensara
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tiene un mecanismo intercalante, (c) que sea un cation, y (d) una molécula rigida y asi
favorecer las interacciones electrostdticas con los grupos fosfato cargados negativamente
en el DNA o (e) que sea no plana para favorecer las interacciones no electrostdticas.

Finalmente, se sugiere que tomando en cuenta estas consideraciones, se realice un docking
“in sillico” para ver si las interacciones entre los nuevos compuestos a disefiar tienen una
interaccion con el DNA, utilizando como referencia uno de los colorantes comerciales
ampliamente utilizados; como se muestra en la Figura 16 donde se observa la interaccion
entre el colorante POPOP y el surco menor del DNA y que el ligando estd dentro del surco
en un segmento que contiene A-T. La curva cerca del eje vertical del DNA corresponde a los
hidrégenos de las adeninas.

Figura 17. Dibujo computacional de la posible union del compuesto POPOP en el surco
menor del DNA.
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CONCLUSION

Se sintetizaron compuestos 5-sustituidos derivados del 3,5-dimetil 4-nitro isoxazol
mediante una ciclizacion-conjugacion de una dicetona e hidroxilamina; los cudles debido a
la fluorescencia que presentan cuando se observan bajo luz UV y otras propiedades
estructurales, se probaron como posibles fluorocromos en técnicas citogenéticas.

El resultado de las pruebas de micronucleos, cromosomas y DNA “desnudo” no mostraron
el efecto que se esperaba, es decir, la interaccion o el intercalamiento de estos compuestos
con el DNA con el fin de observar el efecto fluorescente tras esta interaccion.

Los motivos por los cuales dicha afinidad no se observd, es debido a cuestiones
estructurales, ya que se ha observado que para que un compuesto que pretenda fungir
como colorante y tenga dfinidad por el DNA debe cubrir ciertas caracteristicas:

(a) Poseer grupos aminos u otro grupo que contenga hidrégenos para lograr entablar una
interaccion por puentes de hidrogeno

(b) Que puede ser ionizado, preferentemente en su forma cationica
En su defecto, si es un colorante que tiene un mecanismo intercalante:
(c) Que sea un cation

(d) Que sea una molécula rigida y asi favorecer las interacciones electrostdticas con los
grupos fosfato cargados negativamente en el DNA

(e) Que tenga estructura no plana para favorecer las interacciones no electrostdticas.
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PROSPECTIVAS

A partir de lo que se ha descrito a lo largo de este trabajo, para trabajos posteriores se
puede revisar las caracteristicas que deben tener, propiamente, las moléculas que se
pretenda deban tener afinidad por el DNA y en base a ello hacer un mejor disefio de
nuevas moléculas. Ademds, antes de llevar a cabo la sintesis, seria recomendable el
realizar un estudio “in sillico” de las moléculas propuestas, para confirmar asi su posible
actividad, de una forma tedrica.

Ademds, como se menciond en este trabajo, el colorante etiquetado como LQM 103
presentd distintas coloraciones cuando fue expuesto a pH diferentes (dcido, neutro,
bdsico), por lo que se podrian hacer estudios para poder proponer y utilizar dicho
compuesto como indicador de pH.

Finalmente, basados en los compuestos sintetizados y tratando de que dicho compuestos
adquieran ciertas caracteristicas para presentar afinidad por el DNA, puede llevarse a cabo
cierto tipo de reacciones que modifiquen la estructura ya establecida para darle a los
compuestos dicha propiedad; tal es el caso de reducir el grupo nitro de los compuestos, y
asi obtener un grupo amina que puede donar hidrogenos para establecer interacciones
puente de hidrédgeno con el DNA.
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