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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de muerte a nivel mundial con
8.2 millones de decesos en el 2012." A pesar de los diversos avances en areas como la
bioquimica y la medicina, que han permitido el conocimiento de la patologia a un nivel
molecular, aun no se cuenta con un tratamiento de tipo quimioterapéutico que logre
erradicar la enfermedad sin la presencia de efectos secundarios y el desarrollo de
quimiorresistencia.

La escasa selectividad y alta toxicidad de los actuales tratamientos quimioterapéuticos se
debe a que, generalmente, estos actuan en algun punto del ciclo celular, por lo que células
con alta tasa de proliferacién son susceptibles a la accion de estos agentes externos. Por
este motivo, la busqueda de nuevas moléculas, mas efectivas y seguras, se ha enfocado
preferentemente en modificaciones estructurales de farmacos en actual uso clinico, es
decir, modificaciones racionales en la estructura molecular de dichos compuestos y su
posterior evaluacion biolégica. Un ejemplo de ello es la amsacrina o m-AMSA, la 9-
anilinoacridina mejor conocida en el tratamiento del cancer, que estabiliza el complejo de
ruptura ADN-Topoisomerasa Il, pero cuyo uso clinico se ha limitado por la presencia de
efectos secundarios y problemas de quimiorresistencia.? Recientemente, se han disefiado
moléculas bioisésteras de la amsacrina, tal es el caso de los derivados de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina reportados por Lira-Rocha y colaboradores,? los cuales han
mostrado valores de citotoxicidad incluso mejores que el compuesto de referencia. Sin
embargo, reportes recientes indican que el mecanismo de acciéon de esta clase de
derivados no es comun, a pesar de su capacidad de intercalacion al ADN.*

En vista de lo anterior y considerando que actualmente son conocidos los elementos
estructurales de la amsacrina que inhiben la accién de esta enzima y que son capaces de
conducir a apoptosis,® surgié el interés por disefiar nuevos agentes citotdxicos basados en
el nucleo de tiazolo[5,4-b]quinolina que podrian compartir dicho mecanismo de accion.
Para lo cual, el presente trabajo se enfoca al disefo, sintesis y evaluacién bioldgica de
nuevos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con diversos sustituyentes de
naturaleza polar unidos al grupo 4’-amino de la anilina, los cuales carezcan de
restricciones conformacionales, incrementen el parametro de logP y la solubilidad acuosa
con grupos amino terciarios terminales susceptibles de ionizacién. Lo anterior a fin de
conocer los requerimientos estructurales que mejoren la actividad citotdxica. Aunado a lo
anterior, los estudios de acoplamiento molecular permitiran conocer los requerimientos
estructurales que mejoren la actividad biolégica de este tipo compuestos con la posible
diana farmacoldégica.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo a las
cifras reportadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 14 millones de personas
fueron diagnosticadas con cancer y alrededor de 8.2 millones murieron de este
padecimiento en el 2012. En México, el cancer constituye la tercera causa de muerte
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes mellitus.®

El cancer es el resultado de mutaciones en el ADN cromosomico, las cuales pueden ser
propiciadas por factores externos (tabaco, alcohol, agentes quimicos, agentes infecciosos
y radiaciones) asi como por factores internos (hormonas, mutaciones heredables y
mutaciones que ocurren en el metabolismo).” La patologia se caracteriza por la
proliferacion descontrolada de células neoplasicas, las cuales tienden a migrar a tejidos
circundantes.

2.2. Tratamiento del cancer

El tratamiento del cancer depende de la naturaleza de éste y de su estado de proliferacion.
En la actualidad se emplean, principalmente, la cirugia, terapia de radiacién y
quimioterapia, en combinacion o de forma independiente.

2.3. Quimioterapia

Desde su introduccion en los afios 40 hasta nuestros dias, en la actualidad hay mas de
100 farmacos autorizados para el tratamiento del cancer (Grafico 1).8

30
20

10

1971-1975
1976-1980
1981-1985

1986-1990
1991-1995
1996-2000
2001-2004

Grafico 1. Numero de compuestos aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer durante el periodo
1971-2004.
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La quimioterapia involucra el uso de compuestos que matan a las células tumorales,
inhibiendo algunos de los mecanismos implicados en la divisién celular.® Sin embargo, uno
de los principales problemas asociados es la toxicidad no especifica, dado que los
procesos que controlan la proliferacion celular son comunes en células normales como en
células cancerosas. A pesar de esto, se puede observar una mayor selectividad hacia las
células con cancer, debido a su alta tasa de proliferacion celular y a su capacidad
defectuosa para reparar los dafios del ADN después del dafio infligido. 0 1

Entre los blancos moleculares principales para el tratamiento del cancer se encuentran el
ADN vy las enzimas relacionadas con el ciclo celular como las ADN-topoisomerasas.?

2.4. EI ADN como diana bioldgica

La interaccién del ADN con algun agente quimico afecta el reconocimiento de enzimas
nucleares como las polimerasas, factores de transcripcién y topoisomerasas, lo que
generalmente tiene repercusiones a nivel del ciclo celular.

Los modos de union de moléculas con el ADN pueden ser de forma covalente o no
covalente. Un ejemplo de la union covalente es la union cruzada ADN-ADN (A), mientras
que la interaccion con el surco mayor o menor de la doble hélice (B) y la intercalacion (C),
son ejemplos de uniones no covalentes (Figura 1).1% 13

Union cruzada Union al surco mayor y Intercalacion
menor
A B Cc

Figura 1. Ejemplos de modos de unién covalente (A) y no covalente (B y C) con el ADN.
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2.5. Agentes intercalantes del ADN

La intercalacion en el ADN se puede definir como el proceso por el cual aquellos
compuestos, que contengan sistemas policiclicos aromaticos o heteroaromaticos, se
insertan entre los pares de bases adyacentes, de forma paralela o perpendicular al eje de
la doble hélice, con el incremento de distancia entre las bases de 3.4 a 6.8 A.'* Un ejemplo
de compuestos intercalantes se presenta en la Figura 2.

b
H,N N NH,

- HCI

Proflavina Daunomicina

Figura 2. Interacciones no covalentes con el ADN. A) Intercalacion paralela de la proflavina. B) Intercalacion
perpendicular de la duanomicina.

La estabilidad del compuesto intercalante esta mediada por interacciones no covalentes
como fuerzas de van der Waals, interacciones -1 y puentes de hidrogeno. Al respecto,
las cadenas laterales de las moléculas intercalantes juegan un papel importante en la
estabilizacién y especificidad en los surcos del ADN y en otros casos mantienen una
interaccién con alguna enzima nuclear, como es el caso de las ADN-topoisomerasas.'®

2.6. ADN-topoisomerasas

La viabilidad del material genético en términos de organizacidn, empaquetamiento y
accesibilidad, es crucial para las células. Durante los procesos del ADN (replicacion,
transcripcion, recombinacion, reparacion, segregacion de los cromosomas, etc.), su
topologia cambia considerablemente e inevitablemente pueden formarse nudos debido al
super-enrollamiento de la cromatina.
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La topologia del ADN es modulada por enzimas conocidas como ADN-topoisomerasas,
mediante la ruptura transitoria de la cadena de desoxirribosa-fosfato de una o ambas
hebras. Existen dos tipos generales de estas enzimas (1 y Il), que se han clasificado en al
menos 5 subtipos, dependiendo del modo en que realizan su actividad catalitica (Figura
3):16.17

A, lla, 1IB IB, IC 0]
- B —
O\ / /—‘// \O
Q ¢! O\H Base )
Base (0] O Base
) koﬁ
0]
o., Mg o.,

Figura 3. Clasificacion de enzimas ADN-topoisomerasas de acuerdo a su mecanismo de accion.

2.7. ADN-topoisomerasas Il

En los organismos vertebrados existen dos tipos de topoisomerasas Il, a y B, que
presentan un 70% de homologia. Las enzimas topoisomerasas |l estan constituidas por
dos homodimeros en los que se reconocen tres dominios; en el primero se encuentra una
region de union al ATP, en el segundo se localiza el residuo activo de tirosina y el tercero
(Dominio C), es una region variable entre las diferentes especies, cuya funciéon no ha sido
esclarecida, aunque se ha sugerido que participa en el reconocimiento de la topologia del
ADN (Figura 4).3

A pesar de la similitud estructural, estas enzimas presentan patrones de expresion vy
funciones celulares diferentes; la isoenzima lla es esencial para las células en
proliferacion, donde su concentracion aumenta dramaticamente durante la fase G2 y M del
ciclo celular, por lo cual se cree que es indispensable en los procesos de replicacion del
ADN y en la segregacion de los cromosomas.
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Dominio de unién al
ADN
Dominio de ATPasa

Dominio C

Figura 4. Dominios de ADN-topoisomerasa II.

La concentracion de la isoforma |I es independiente el estado proliferativo y el ciclo
celular, aunque evidencia reciente sugiere un papel importante en el desarrollo neuronal.
Ademas, la enzima |l no puede compensar la pérdida de la enzima lla, lo que sugiere
roles celulares Unicos e independientes.?

El ciclo catalitico de la enzima puede ser descrito en cinco pasos y se ilustra en la Figura
5:

Union al ADN v del ATP
Ruptura del ADN

Translocacion

Religacion
Liberacion del ADN

Figura 5. Ciclo catalitico de la enzima ADN-topoisomerasa Il.

a) Unién al ADN y del ATP. La afinidad y la actividad catalitica esta dada por el estado
topolégico del ADN, ya que la enzima reconoce preferentemente regiones
enrolladas (Segmento G). Dos moléculas de ATP se unen a los dominios de unién
de ATP al igual que una segunda hebra de ADN (segmento T).
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b) Ruptura del ADN. En dicho proceso participan dos iones de Mg?* que mantienen
interacciones con residuos conservados en el sitio activo de la proteina. La base y
el acido son desconocidos, pero se ha postulado que son moléculas de agua
asociadas al ion Mg?*. Los residuos de tirosina que forman el enlace covalente con
el ADN son Y805 y Y821 para la isoenzima lla y 113, respectivamente (Figura 6).

TIaR713
NH TIBR729

A

H2N/@\I\‘1H2
o) 2.0 Base I\I/Igz”‘r Base
TllaD545 \[¥§ o o o TIleR804
TIIBD561 10 3 TIIBR820
Q O-+—P—0
5'\O/P\/O Ac.do_‘H/\ “’." Cl) """"" (J; 2f) W
0. : B
'. AN N
THaH759 N’ ‘:M92+ ' H 2 H
TIBH775 ;{g//éz_\ R R AV
N) Olo ./ ! 5 ; O)\—’ : Base
=4 1 9.0
AR
TlloaD543 THa Y805
TIIBD559 THaD541 TIIRY821

TIPD557

Figura 6. Mecanismo de accion de la enzima ADN-topoisomerasa |l humana.

¢) Translocacidén. En este paso una molécula de ATP es hidrolizada, lo cual provoca
la translocacion del segmento T a través del segmento G roto.

d) Religacién. En este paso se establece un equilibrio ruptura-unién de las hebras.

e) Liberacion del ADN. La hidrdlisis de la segunda molécula de ATP permite la
liberacién del acido nucleico.
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Las condiciones que incrementan la concentracion de estos complejos topoisomerasa y
ADN conduce a eventos mutagénicos que culminan en muerte celular. Varios farmacos en
el mercado actuan por dicho mecanismo, incrementando los complejos de ruptura ADN-
topoisomerasa, y son conocidos como venenos de topoisomerasa |l (Topo I/l poisons)."®

Las interacciones que median la actividad de estos compuestos con la enzima engloban
interacciones polares, hidrofébicas y de tipo -1 con el ADN.'® 20 Ejemplos de estos
farmacos se muestran en la Figura 7.

0 0
OH |

Etopodsido Doxorubicina

OH

O:©/NH R o un >N

HN

L OGN

O N/ R O HN\/\NJ/
H

m-AMSA Mitoxantrona R = OH

Ametantrona R=H
Figura 7. Compuestos inhibidores de topoisomerasa Il.

2.8. m-AMSA

La m-AMSA o amsacrina es la 9-anilinoacridina mas conocida en el tratamiento del cancer.
Clinicamente es empleada en el tratamiento de la leucemia aguda, asi como en el linfoma
de Hodgkin y no-Hodgkin, que incrementa la concentracion de los complejos de ruptura
ADN-topoisomerasa |l promoviendo el desacoplamiento entre los residuos cataliticos clave
(extremo 3’-OH vy enlace fosfotirosilo) por al menos 6.9 A y que posteriormente induce
muerte celular por apoptosis.?°


https://en.wikipedia.org/wiki/%C3%85
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Estructuralmente, la amsacrina esta compuesta por una acridina que se intercala entre los
pares de bases del ADN y un sustituyente anilino con un grupo metoxilo en posicion 3 y
una sulfonamida en posicién 1, que se proyectan hacia el surco menor del ADN e
interaccionan con la enzima, como lo confirma la estructura cristalografica del complejo
ternario (Figura 8).3

Pro455
o Mﬁ;; lle454
fiNH N}%
H
O
Gly504 - o HN /’2 Ala521
O~__NH H
jT/ 0 N}K
HN o e
e ..
) ) Glu522

Arg503

HN + Region intercalante
»=NH,
*H,N'

Figura 8. Esquema de las interacciones intermoleculares entre la m-AMSA y el complejo ADN-
topoisomerasa |1B.

En un estudio conformacional se observé que el grupo 3’-metoxilo restringe la rotacion del
anillo de anilino en una orientacién favorable, ya que la presencia de dicho sustituyente en
la posicidon 2’ respecto a la sulfonamida (0-AMSA) incrementa el numero de conférmeros
y disminuye la actividad antitumoral, aunque incrementa la capacidad de intercalacion en
el ADN (Figura 9). Ademas, la remocion del anillo de anilino de la acridina provoca una
disminucién en la afinidad por el complejo ADN-topoisomerasa Il en un rango de 100
veces.?0
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m-AMSA

o-AMSA

Figura 9. Analisis conformacional de los derivados m-AMSA y 0o-AMSA. Conférmeros de menor energia + 5
kcal/mol.

Con esto se postula que la afinidad y especificidad de analogos de amsacrina, como un
agente inhibidor de la enzima topoisomerasas Il, estan centradas en la sustitucion del anillo
de anilina, mientras que la capacidad de intercalacién en el ADN se aprovecha para
aumentar la afinidad por el complejo de ruptura ADN-Topo II.

En vista del éxito de esta molécula, se han preparado una larga serie de analogos (Figura
10), cuyos objetivos principales son aumentar la afinidad por el ADN, mejorar la solubilidad
acuosa, aumentar el valor de pKa del atomo de nitrdgeno de la acridina con grupos
electrodonadores en el anillo de anilino, que mejoren las propiedades de biodisponibilidad
y aumenten el tiempo de vida media.® Adicionalmente, se han reportado otros problemas
del tratamiento con amsacrina como la iniciacion de canceres secundarios, debido a la
induccioén de la ruptura del ADN por la interaccién con cobre, produciendo radicales libres,
formacion de aductos con péptidos y proteinas con grupos sulfuro y recientemente,
problemas de quimiorresistencia a la amsacrina.?’
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Figura 10. Analogos de m-AMSA que inhiben la actividad de ADN-topoisomerasa Il.

Como alternativa, recientemente han surgido analogos bioisostéricos a las 9-
anilinoacridinas en los que se reemplaza el nucleo de acridina por un nuevo sistema
triciclico, por ejemplo, los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, los cuales han mostrado
resultados prometedores.?? 23

2.9. Derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

El primer reemplazo isostérico de un anillo de benceno por un anillo de tiazol en la acridina
para generar el sistema de tiazolo[5,4-b]Jquinolina fue inicialmente descrito para la
obtencién de potenciales agentes antiespasmadicos, precursores de cianinas simétricas,
antiinflamatorios y pruebas de fluorescencia (Figura 11). 24-26

LI
N5 S,/'

Nucleo de acridina Nucleo de tiazoloquinolina

Figura 11. Reemplazo isostérico para la obtencién del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina.

11
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En 1997 Alvarez-lbarra describié la sintesis y evaluacién in vitro de derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina como potenciales agentes antitumorales. De este estudio se
derivaron tres caracteristicas que deben cumplirse para asegurar una buena actividad
citotoxica: una densidad de carga positiva en posicion 7, un sustituyente de
dialquilaminoalquilamino con un valor de pKa entre 7.5-10 en el amino terciario y
flexibilidad conformacional en la cadena (Figura 12).27

OH H‘N/\/N\/

RmN* - RCK\/EN*
SNH N N sMe
N7 S < N~ S

6b R=Me, pKa8.4
6c R=F, pKa 8.3

Figura 12. Derivados con buena actividad citotéxica (Clso < 6 uM) reportados por Alvarez-Ibarra.
2.10. Derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina

Recientemente, en el grupo de trabajo de Lira-Rocha se han preparado compuestos
hibridos de las 9-anilinoacridinas y los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, generando un
gran numero de derivados, algunos de los cuales han mostrado citotoxicidad en lineas
tumorales humanas. 4 28

La hipdtesis de que los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina son compuestos
bioisésteros de la m-AMSA ha sido ampliamente estudiada. Los estudios conducidos al
respecto son la capacidad de intercalacion en el ADN e inhibicidn de Topo Il in vitro e in
Vivo.

2.10.1. Ensayo de intercalacién en el ADN.

En los derivados de acridina, la intercalacion al ADN es el primer acontecimiento para la
serie de eventos que desencadenan la citotoxicidad de estos compuestos. En el caso de
los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, el ensayo de intercalacion en el ADN, por
desplazamiento de bromuro de etidio, demostré la capacidad intercalante de estos
compuestos, como previamente lo habia indicado su estudio in silico. ?° Los resultados se
presentan en la Tabla 1.

12
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Tabla 1. Valores de citotoxicidad y constantes aparentes de desplazamiento de bromuro de etidio de
compuestos de tiazolo[5,4-b]quinolina.

R1

3
H. /( j\
N R?

5

x—N
\ R3
Crry-

Act. Citotoxica (Clso, uM) Intercalacion ADN
R’ R? R® HelLa SW480 SW620 K-562 Qs02 Qmax®
7i H H SMe >80 > 80 >80 79.45 13.62 + 4.64 0.2987 £ 0.03
10g H H E 15.96 37.7 21.6 16.8 52.46 + 14.08  1.7428 + 0.1769
7t NH2 H SMe >80 >80 >80 >80 6.96 + 2.095 0.5861 + 0.04

7v. NHAc H SMe >80 >80 >80 >80 18.447 + 8.97 1.0781+ 0.1982
Tu NHz CH:OH SMe >80 >80 >80 >80 22.64 £6.207  1.2804 + 0.1418
m-AMSA 9.5 27.7 16.7 19.9 N.D. N.D.

ICs0 (uM), concentracion del compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular determinado con el ensayo de MTT a
48 h. E = NH(CH2)2NEt2. @ Concentracion para disminuir el 50% de la fluorescencia del bromuro de etidio (nM). ® Unién
maxima al ADN. + Desviacion estandar. N.D. No determinada.

De manera general, los resultados de intercalacion muestran que los derivados con un
grupo metiltio en posicion 2 del nucleo triciclico presentan los valores mas bajos de Qso,
es decir, tienen mayor afinidad por el ADN, aunque esto no correlaciona con su actividad
citotoxica.30

En el caso del derivado con una cadena de dietilaminoetilamino en posicion 2 (10g),
compuesto con mejor actividad citotdxica, éste se une a mas sitios del ADN pero con
menor especificidad y afinidad. Se ha propuesto que la buena actividad citotéxica de este
derivado es debido a la intercalacidon en el ADN y a la interaccion de un oxigeno del grupo
fosfato del ADN con el hidrogeno del amino terciario de la cadena alifatica, al encontrarse
ionizado a pH fisioldgico, a través de la formacion de un puente salino.?

2.10.2. Inhibicion de la actividad de ADN-Topoisomerasa Il (ensayo in vitro).

Este ensayo consiste en la decatenacion de ADN circular (KDNA) por la enzima Topo Il en
presencia de algun agente inhibidor. Las moléculas de ADN resultantes son analizadas a
través de una electroforesis en gel de agarosa, y la actividad se calcula como el porcentaje
de kDNA convertidas a moléculas individuales,3' confirmando de esta manera la capacidad
de inhibicion de la enzima por estos compuestos. En el caso de los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina los resultados de esta evaluacion se presentan en la Tabla 2.

13
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Tabla 2. Actividad inhibitoria (Clso, yM) sobre ADN-topoisomerasa |l de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina
y m-AMSA como referencia.

Compuesto Clso (UM) 7p
7p 12.27 £ 0.28 R’ R'= $NMe
7t 16.74 £ 0.14
v 29.56 + 6.21 R?=  +SMe
7u 18.04 + 1.66 HN \ Me
10g 168.90 £ 6.07 = Y—R? R'= £
11c 40.95 + 8.66 NT S /a
m-AMSA  9.94+0.51 R?= %_N{-I_/_ N

Citotoxicidad 7p (Clso, células HeLa) = 46.22 uM, 11¢ (Clso, células HelLa) = 7.46 uM. + Desviacion estandar.

La conclusion de este estudio es que los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina pueden no
presentar el mismo mecanismo de accion que la m-AMSA, o su capacidad para ingresar
al interior de la célula es limitada. Lo anterior debido a que el compuesto 7p presentd un
valor de inhibicién cercano al compuesto de referencia, sin embargo, presenta baja
citotoxicidad; mientras que el compuesto 11¢, mas citotoxico que 7p, fue cuatro veces
menos potente que la m-AMSA como inhibidor de la Topo Il.

2.10.3. Inhibicién de la actividad de ADN-topoisomerasa Il en células HelLa (ensayo
in vivo).

Debido a que no se observd una correlacion entre los resultados del ensayo in vitro y la
citotoxicidad de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, posiblemente por la presencia de
otras variables como permeabilidad y metabolismo de los compuestos, a fin de descartar
el mecanismo de accion propuesto para este grupo de compuestos, se realizo la
evaluacion de la inhibicion ADN-topo Il in vivo (linea celular HelLa).

Este ensayo mide la estabilizacion de complejos de ruptura entre el ADN gendmico y las
ADN-Topoisomerasas inducido por farmacos como el etopésido y la m-AMSA in vivo. El
método implica la separacion fisica de los complejos ADN/enzima de la proteina libre,
seguido de la utilizacion de anticuerpos para detectar DTi unida al ADN, permitiendo de
esta forma la cuantificacion de los complejos covalentes (Figura 13).%2
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1
R CN

D3CLP R'=CI,R?=H
D4CLP R'=H, RZ=Cl

m m O O W »

Proteina soluble ADN de alto PM

Figura 13. Deteccion de aductos de topoisomerasa II-ADN en células HelLa. (A) Vehiculo, (B) etéposido, (C)
m-AMSA, (D) D3CLP, (E) D4CLP, (F) 16g.

Mientras que los compuestos empleados como controles positivos, el etoposido y la
amsacrina, carriles B y C, respectivamente, estabilizan los complejos ternarios ADN-
topoisomerasa ll-inhibidor, los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina no forman estos
aductos, carriles D, E y F, por lo que aparentemente éstos no actuan por dicho mecanismo
[32]. Estos resultados complementan los hallazgos realizados por Gonzalez-Sanchez, |.,
et al, en los que se encontré que el analogo D3CLP induce muerte celular por apoptosis
sin arresto del ciclo celular, via la activacion de efectores de caspasas.3?

En un intento por disefar sustancias que compartan el mismo mecanismo de accion,
Martinez-Vazquez sintetiz6 un nuevo grupo de compuestos, los cuales presentan una
cadena de dialquilaminoalquilamino, sustituyente que al encontrarse en posicién 2 o 9 del
sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina ha conducido a compuestos con buena citotoxicidad,
pero enlazado al anillo de anilino a través de un grupo carbonilo, como grupo espaciador.3*
La actividad citotoxica de estos derivados fue de buena a moderada y se presenta en la
Tabla 3.

15
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Tabla 3. Actividad citotéxica de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina reportados por Martinez-Vazquez y
la amsacrina (Clso, yM) a 48 h de tratamiento.

R1
3 2 O o
R ?J\ N
4 A N/\/ <~
H
HN
Xx—N i
\>_S B 77)LN/\/\N/\
N/ S \ H N
Compuesto R! R? HelLa SW480 SW620 K-562

Va A H 17.41£399 1284 +3.25 1272+193 11.39%2.06
Vb H A 13.1+3.74 8.47 £+ 2.08 16.4 £ 4.04 8.05+ 1.99
Vc B H 12.09+298 11.84+285 16.56+3.41 10.99+2.74
Vd H B 978+245 13.94+2.08 1573+4.61 10.17 +3.91
Amsacrina 984 +262 19.75+366 16.73+3.75 14.63+4.20

+ Desviacion estandar

Se debe considerando que en esta serie de compuestos el grupo amino en la sustitucion R' y
R? no se encuentra directamente unido al anillo de anilino, requerimiento que podria ser
importante para la generacion de buenos agentes inhibidores de esta enzima, aunado a la
capacidad de intercalacion, como se ha propuesto recientemente.3

Los resultados de los estudios de relacién estructura quimica-actividad bioldgica y los
ensayos farmacodinamicos de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina han
conducido a la formulacion de una nueva interrogante: jcuales son los requerimientos
estructurales del anillo de anilino que permiten la inhibicién de la enzima ADN-Topo II1?,
para lo cual primero se tienen que sintetizar los compuestos y evaluar su citotoxicidad, lo
cual constituye el tema central del presente proyecto y que se discute con mayor detalle
en el apartado siguiente. De resultar activos los nuevos compuestos, en otra etapa de la
investigacion, se determinara si son capaces de inhibir in vivo la ADN-topoisomerasa Il.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, sin embargo, los
actuales tratamientos quimioterapéuticos presentan dos problemas principales: efectos
adversos y quimiorresistencia. Una de las estrategias mas empleadas para la obtencion
de moléculas con mayor selectividad y potencia hacia células tumorales, es la modificaciéon
de una molécula patron. Bajo esta perspectiva se disefaron los derivados de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, bioisdsteros de la amsacrina. Esta estrategia involucra que
los derivados obtenidos comparten el mismo mecanismo de accién, sin embargo, los
estudios farmacodinamicos indican que esto no es asi.3? 33

En un intento por disefar sustancias que compartan el mismo mecanismo de accion,
intercalacion en el ADN e inhibicion de la enzima topoisomerasa Il, el presente trabajo se
describe el disefo, la sintesis, el estudio de acoplamiento molecular y la evaluacion
citotoxica in vitro de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con un sustituyente
(dialquilamino)alquilamino,  (azacicloalquil)alquilamino,  hidroxialquilamino o  2-
(dietilamino)alcoxi en posiciones 3’ o0 4’ del anillo de anilina, lo que permitira conocer los
requerimientos estructurales para la generacién de buenos agentes citotdxicos bajo la
hipétesis de actuar como agentes inhibidores de la enzima ADN-topoisomerasa Il.

17
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4. HIPOTESIS

>

Si al igual que en la amsacrina, la presencia de un grupo amino secundario en
posicion 4’ en los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina es importante para
la actividad citotoxica, entonces los compuestos presentaran actividad citotoxica
similar al compuesto de referencia.

Si al realizar un reemplazo isostérico del grupo amino a por un atomo de oxigeno
la actividad citotoxica disminuye, entonces, la presencia de un grupo donador de
puente de hidrégeno en dicha posicion es un requisito farmacoférico para la
actividad citotdxica de este grupo de sustancias.

La generacion de la serie homologa superior de derivados de 4’-N,N-

dialquilaminoetilamino y 4’-[2-(1-azacicloalquil)etilamino]-9-anilino-2-
metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina, esto es, a derivados de 4’-N,N-
alquilaminopropilamino y 4’-[2-(1-azacicloalquil)propilamino]-9-anilino-2-

metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina, brindara compuestos con mayor actividad citotéxica
sobre lineas celulares tumorales.

Si la basicidad del grupo amino terciario (nitrogeno ) es importante como punto
farmacoférico en la actividad citotoxica de este tipo de compuestos, entonces, la
reduccién de la basicidad o la eliminacion de dicho grupo funcional disminuira la
actividad citotéxica de este tipo de compuestos, lo cual se evaluara preparando la
correspondiente amida y los derivados con el grupo hidroxialquilamino.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar la influencia de diversos sustituyentes en el anillo de anilina sobre la actividad
citotoxica de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

5.2. Objetivos particulares

>

Sintetizar 15 nuevos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con sustituyentes
de (dialquilamino)alquilamino, (azacicloalquil)alquilamino, hidroxialquilamino y 2-
(dietilamino)etoxi en las posiciones 3’ 0 4’ del anillo de anilina.

Determinar la actividad citotoxica de los derivados propuestos en cuatro lineas
celulares tumorales.

Realizar estudios de modelado molecular de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina como entidades aisladas, las cuales incluyen: obtencién del conférmero
mas estable, descriptores QSAR vy superficies de propiedades electronicas,
empleando métodos semiempiricos y funcionales de la densidad.

Establecer modelos matematicos de la relaciéon estructura quimica-actividad
citotdxica para este tipo de compuestos.

Proponer un modo de union de los compuestos obtenidos con la posible diana
biologica (topoisomerasa II3-ADN) realizando estudios de acoplamiento molecular.
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RESULTADOS Y DISCUSION
6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Sintesis quimica

La ruta general de sintesis para la obtencion de nuevos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
blquinolina (IVa-IVi) se muestra en el Esquema 1.

O
o | _ ; O y i N
HN™ ™S

S

. 5,

IVa R'=H,R2=A IVi R'=H,R?=J
IVb R'=H,R?=B IVj R'=H,R?=K
IVce R'=H,R?2=C IVk R'=L,R%=H ! l"'
IVd R'=H, R2=D IVI R'=H, R2=L R?
IVe R'=H,R2=E IVm R'=H,R?2=M HN _ ol
IVf R'=H,R?=F IVh R'=N,R2=H v
IVg R'=H,R2=G IVAi R'=H,R2=N ©\)\/EN\>—S D N\>—S
IVh R'=H,R2= | NS NS
v 1l
[ H H \ H H ( H
A %N\/\,\‘j/ B g N ~UNC C  uNo~ NS D N~ N~ E %N\/\NQ

H H H H (o
F ELN\/\/NQ G ?{N\/\I\O Z’ZN\/\/'\O J kN\/\/N\) K %NQ*NG

H
L aNeSon M %N~ OH N 7{0\/\,?/

Esquema 1. Ruta general de sintesis. Reactivos y condiciones de reaccion: (i) 1a. TEA/CSz, CHCIs, 1b.
Me2S0;4, t.a. 2a. K2COs, acetona, 2b. Mel. (ii) -BuOK/THF anhidro, -75 °C; CeHs-NCS, -75°C — T. amb. (iii)
PPA/POCI3, 130-135°C. (iv) Anilina/AcOH, 120°C, 8h o Anilina/n-BuOH/H* cat., 6-8 h.

La preparacion del sistema triciclico (lll) se llevd a cabo siguiendo la metodologia
previamente reportada, a partir del clorhidrato de glicinato de etilo y sin modificaciones.*!
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RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que las anilinas de interés no son compuestos comerciales fue necesaria su
preparacion, para lo cual inicialmente se preparé el correspondiente compuesto nitrado,
donde se evaluaron cuatro metodologias, debido a la naturaleza de los sustituyentes de
interés (Esquema 2).

A
12 R=A
R 1b R=B
/©/ 1c R=C
O2N 1d R=D
1¢ R=E

Pd(AcO),| 1,4-Dioxano ﬂ
D CSZCO3 Atm. N2 B

r R ( HCI

3' X =4'-
, CI/\/N\/ 4 X _4 F R
4 Amina /©/
- —_—
O,N O,N DMSO O,N

X =4
Ruphos Amina

X = OH
K,CO; 100 °C
1n R=3"-N DMF 12 R=A 1f R=F
80 °C - _
1 R =4-N CuO 1 mol %| X = 4" 1b R=B 1g R=G
MeCN HZNN_ i 1c R=C 1h R =
Atm. N, (GFOH n=1, id R=D 1 R=J
e R=E 1j R=K
3 R
& 1k R=3'-L
Cc 11 R=4-L
O2N im R=4-M
H H \ H H g H
‘ " O
F %N\/\/NQ G %N\/\'\O | %N\/\/I\O J %N\/\/N\) K %NC>7N<j
o)
H H o
L 75—N\/\OH M giN\/\/OH N % \/\'Tl/

Esquema 2. Ruta general de sintesis de los compuestos 1a-1i.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Inicialmente se ensayaron condiciones organometalicas (A), empleando paladio y un
ligante organico, el compuesto 2-diciclohexilfosfino-2',6'-diisopropoxibifenil (RuPhos), con
rendimientos de reaccion superiores al 90 %, aunque unicamente se logré la obtencion de
los intermediarios 1a-1e.

Posteriormente, se decidié emplear una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica (B)
para la obtencion de 1a-1j, debido a que las condiciones de reaccion son menos sensibles
al ambiente, y los tiempos de reaccion mas cortos, comparadas con las condiciones A.
Dicha reaccion se realizé empleando el compuesto p-fluoronitrobenceno y la amina
correspondiente en sulféxico de dimetilo, en tiempos de reaccion de 1-2 horas y con
excelentes rendimientos (80-98%), debido al efecto desactivante del grupo nitro en
posicion para.

La obtencién de los intermediarios con un sustituyente hidroxialquilamino (1k-1m), se llevo
a cabo a través de una reaccion tipo Ullmann (C) con el derivado m- 6 p-yodonitrobenceno
y el aminoalcohol correspondiente en acetonitrilo, catalizada por CuO, en tiempos de
reaccion de 4-8 horas y con rendimientos de reaccion excelentes (95-98%).

Finalmente, la obtencion de los intermediarios con un sustituyente 2-(dietilamino)etoxi (1n
y 1f) se llevo a cabo a través de una reaccion tipo Williamson (D) con el p- 6 m-nitrofenol
y el cloruro de alquilo correspondiente, K2CO3 y DMF a 100°C, en tiempos de reaccién de
4—6 horas y con buenos rendimientos de reaccién (93-95).

Las constantes espectroscdpicas y espectrométricas de los compuestos 1a-1i se reportan
en las referencias descritas,*>** por lo que a continuaciéon solo se presenta su
caracterizacion fisica (Tabla 4):

Tabla 4. Propiedades fisicas de los compuestos 1a-1i.

Clave Nombre Apariencia % R Rf P.F.(°C)

1a N',N'-Dimetil-N*-(4-nitrofenil)etano-1,2-diamina Liquido 80 0.22 -
amarillo

1b  N',N'-Dimetil-N?-(4-nitrofenil)propano-1,3-diamina Solido 98 0.26  40-45
amarillo

1c N',N'-Dietil-N*(4-nitrofenil)etano-1,2-diamina Liquido 88 0.67 -
amarillo

1d N',N'-Dietil-N?-(4-nitrofenil)propano-1,3-diamina Liquido 92 0.40 -
amarillo
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Clave Nombre Apariencia % R Rf P.F.(°C)

1e 4--Nitro-N-[2-(pirrolidin-1-il)etil]lanilina Liquido 95 0.42 -
amarillo

1f 1-[3-((4-Nitrofenil)amino)propil]pirrolidin-2-ona Sdlido 85 0.63 106-107
amarillo

19 4-Nitro-N-[2-(piperidin-1-il)etil]anilina Liquido 93 0.31 -
amarillo

1h 4-Nitro-N-[2-(piperidin-1-il)propil]anilina Liquido 95 0.34 -
amarillo

1i N-(3-Morfolinopropil)-4-nitroanilina Solido 88 0.53 63-64
amarillo

1j 1-(4-Nitrofenil)-4-(pirrolidin-1-il)piperidina Solido 80 0.27 116-117
amarillo

1k 2-[(3-Nitrofenil)amino]etanol Liquido 95 042 -
amarillo

11 2-[(4-Nitrofenil)amino]etanol Liquido 98 0.53 110-111
amarillo

1m 3-[(4-Nitrofenil)amino]propan-1-ol Sdlido 97 040 152

café

1n N,N-Dietil-2-(3-nitrofenoxi)etan-1-amina Liquido 95 0.49 -
naranja

1 N,N-Dietil-2-(4-nitrofenoxi)etan-1-amina Liquido 93 0.47 -
amarillo

R sistema IV, Tabla 12.

Por otro lado, la reduccién de los intermediarios nitrados al amino derivado
correspondiente se llevé a cabo con Hz2, Pd/C, y metanol como medio de reaccién, a
temperatura ambiente para los derivados meta sustituidos durante 0.5—-1 h y a 60°C para
los analogos para sustituidos por 1 h. Los rendimientos de reaccion obtenidos son de
buenos a excelentes (85-98%), sin embargo, las anilinas preparadas se emplearon
inmediatamente, ya que son compuestos inestables. Las constantes espectroscépicas y
espectrométricas de los compuestos 2a-2i se reportan en las referencias descritas,*2-44
por lo que a continuacién soélo se presenta su caracterizacion fisica:
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Tabla 5. Propiedades fisicas de los compuestos 2a-2i.

Clave Nombre Apariencia %R R¢

2a N'-[2-(Dimetilamino)etil]fenil-1,4-diamina Liquido 94 0.372
purpura

2b N'-[3-(Dimetilamino)propil]fenil-1,4-diamina Liquido 98 0.202
purpura

2c N'-[2-(Dietilamino)etil]fenil-1,4-diamina Liquido 91 0.20%
purpura

2d N'-[3-(Dietilamino)propillfenil-1,4-diamina Liquido 85 0.22°
purpura

2e N'-[2-(Pirrolidin-1-il)etil]fenil-1,4-diamina Liquido 93  0.30°
purpura

2f 1-[3-((4-Aminofenil)amino)propil]pirrolidin-2-ona Liquido 95 0.49°
purpura

29 N’-[2-(Piperidin-1-il)etillfenil-1,4-diamina Liquido 95 0.40°
purpura

2h N'-[3-(Piperidin-1-il)propillfenil-1,4-diamina Liquido 98 042°
purpura

2i N’-(3-Morfolinopropil)fenil-1,4-diamina Liquido 95 0.65°
purpura

2j 4-[4-(Pirrolidin-1-il)piperidin-1-ilJanilina Liquido 95 041°
purpura

2k 2-[(3-Aminofenil)amino]etanol Liquido 89 0.262
purpura

2| 2-[(4-Aminofenil)amino]etanol Liquido 90 0.19°
purpura

2m 3-[(4-Aminofenil)amino]propan-1-ol Liquido 93 0.33°
purpura

2n 3-[2-(Dietilamino)etoxi]anilina Liquido 90 0.552
amarillo

2i 4-[2-(Dietilamino)etoxilanilina Liquido 97 0.322
amarillo

a Sistema Il, b Sistema I, ¢ Sistema IV (Tabla 12).

Empleando el intermediario lll y la anilina adecuadamente sustituida (2a-2i), se obtuvieron
los nuevos derivados IVa-IVi, por desplazamiento del atomo de cloro de la posicion 9 del
sistema triciclico. A pesar de que el compuesto lll posee dos sitios susceptibles de sufrir
reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr), las posiciones 2 y 9, la
monitorizacion de las reacciones indico la formacion de un solo producto, cuya estructura
fue confirmada mediante analisis espectroscopicos y espectrométricos, confirmando la
sustitucion en la posicion 9. Este comportamiento se ha explicado en términos de la teoria
de Pearson de &cidos y bases, duros y blandos (HSAB) (Figura 14).4°
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Figura 14. Zonas susceptibles a un ataque nucleofilico de acuerdo a la teoria de HSAB.

La incorporacion de las anilinas, previamente sintetizadas, se realizé empleando AcOH
glacial como medio de reaccién o n-BuOH vy catalisis acida en algunos casos. Las
condiciones previamente reportadas en nuestro grupo de trabajo [4], n-BuOH/H*, sdlo
fueron funcionales para la obtenciéon de los derivados IVk-IVm, caracterizados por
presentar un sustituyente hidroxialquilamino en posicién 3’ o0 4’, con rendimientos de
reaccion de moderados a buenos (68-92 %).

Sin embargo, para el resto de los derivados, las condiciones de n-BuOH/H* no fueron
efectivas para la obtencion de los compuestos de interés. Después de un estudio de las
condiciones de reaccion que permitieran la obtencion de estos derivados se determiné que
el uso de AcOH como medio de reaccion favorece la incorporacién de las anilinas
diversamente sustituidas, en tiempos de reaccion cortos y de buenos a excelentes
rendimientos de reaccion. Este medio de reaccion se ha reportado ampliamente para la
incorporacion de anilinas sustituidas tanto con grupos electrodonadores como
electroatractores a sistemas heterociclicos (purinas y pirimidinas) con buenos
rendimientos de reaccion y tiempos cortos de reaccion.*®

Una posible explicacion a este hecho es que el acido acético favorece la incorporacién de
la anilina al promover la protonacion del nitrégeno de la quinolina, provocando una mayor
deficiencia electrdnica sobre el carbono ipso al cloro del compuesto lll, lo que se refleja en
una mayor susceptibilidad al ataque del nucledfilo, mediado por un proceso de adicion-
eliminacion.*” Aunque en este medio de reaccion las anilinas disminuyen su nucleofilia,
por protonacion del grupo amino, se puede considerar que existe un equilibrio del estado
ionizado y neutro de la molécula como se ilustra en el Esquema 3. La formacion del
derivado de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina desplaza el equilibrio de la anilina a su forma
neutra, lo que permite su reaccién con el sustrato activado.
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Esquema 3. Intermediarios propuestos en la reaccion SnAr en AcOH como medio de reaccion.

Esta metodologia, a diferencia de las alternativas organometalicas que frecuentemente
tienen la desventaja del empleo de reactivos caros, condiciones de reaccibn mas
especiales y procesos largos de purificacion de los productos [35], ofrece varias ventajas
como la facil eliminacion del acido acético al finalizar la reaccion y las condiciones de
reaccion suaves, no sensibles al ambiente.

El tratamiento de la mezcla de reaccion resultante consistié en ajustar el pH de la mezcla
de reaccion a neutro con una solucion de NaOH 10% y posteriores extracciones con
EtOAc. La fase organica se concentrd a presion reducida y el aceite amarillo obtenido se
tratdé con éter isopropilico frio, observandose la formacion de sélidos amarillos que se
purificaron por recristalizacion o, en algunos casos, por columna cromatografica. Por otro
lado, el trabajo de reaccién para los derivados IVk-IVm fue mas simple, ya que al finalizar
la reaccidn se observo la presencia de un precipitado en el medio de reaccién, el cual se
colecto por filtracion al vacio y el residuo se lavé con EtOAc caliente. Los productos finales
se obtuvieron como sélidos amarillos amorfos, con puntos de fusién por debajo de 185°C.
Los rendimientos de reaccion exhiben un amplio intervalo debido a que el crudo de la
reaccion fue muy complejo y, en ocasiones, requirié el uso de cromatografia en columna,
siendo éstos de muy buenos (90-98%) a regulares (76-86%), presentandose los mas
bajos, 42 y 55 %, para los derivados IVe y IVj, respectivamente, dada la dificultad de su
purificacion por recristalizacion.
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6.2. Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica.

La elucidacion estructural de todos los nuevos compuestos se realizé mediante el analisis
de sus espectros de Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN 'H) y
Espectrometria de Masas (EM). La presencia de patrones caracteristicos permitié la
caracterizacion estructural de los compuestos y la asignacion de las sefiales encontradas.
Los espectros de las estructuras novedosas se encuentran en el Anexo I. La numeracion
correspondiente al sistema de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina se muestra a continuacion
(Figura 15):

Figura 15. Numeracion empleada para la asignacion de las sefales del sistema 9-anilino-2-
metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina.

6.2.1. Espectroscopia de infrarrojo

Esta técnica fue de utilidad para confirmar la presencia de los grupos funcionales
presentes en las sustancias obtenidas. La incorporacion de la anilina en la posicién 9 se
verificd por la presencia de una banda alrededor de 3400-3250 cm™' que corresponde a
las vibraciones de estiramiento N-H presentes en las aminas secundarias de las moléculas
y por la presencia de una banda en 757 cm-! de la vibracién C-S del grupo metiltio de la
posicion 2, ademas de otras bandas atribuibles a las cadenas incorporadas (vibraciones
de estiramiento simétrico y/o asimétrico C-H) en el anillo de anilino entre 3000-2850 cm-'.
Una banda ancha alrededor de 3338 cm™' que indica la presencia de un grupo -OH y a
1115-1172 cm™ en los derivados IVk-IVm. Adicionalmente, se observé la presencia de
bandas aromaticas en 1620-1470 cm-'.

6.2.2. Espectroscopia de RMN-'H

La asignacion de las sefiales de los espectros de RMN 'H se realizd con base en sus
desplazamientos quimicos, el desdoblamiento de la sefal, a la obtencién de las constantes
de acoplamiento y en algunos casos a la comparacion con reportes previos.*?® Se pudo
establecer el siguiente patron de sefales para el sistema de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
en CDCIs como solvente:
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H-7, senal doble de doble de doble (J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz), entre 7.12-7.18 ppm.

H-6, senal doble de doble de doble (J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz), entre 7.53-7.58 ppm.

H-8, senal doble de doble (J = 8.4, 1.4 Hz), entre 7.72-7.76 ppm.

H-5, senal doble de doble (J = 8.6, 1.3 Hz), entre 7.91-7.94 ppm.

La sefal del H del grupo amino que une al anillo de anilino con el sistema triciclico (Ar-HN-
Ar) se observa como una sefal simple ancha entre 7.40-7.41 ppm.

H-2' y H-6’, sefal doble de doble (patrén AA’XX’), entre 7.00-7:04 ppm.

H-3' y H-5’, sefal doble de doble, entre 6.59-6.64 ppm.

Grupo metiltio: sefial simple entre 2.73-2.75 ppm.

6.3. Espectroscopia de resonancia magnética homonuclear (NOESY)

Para la asignacion inequivoca de los protones de los nuevos compuestos, se realizé el
experimento NOESY de los derivados IVc y IVi. Lo anterior también a reserva de la
naturaleza del sustituyente en el anillo de anilina, (dialquilamino)alquilamino y
(azacicloalquil)alquilamino, del cual no se cuenta con informacién previa que auxilie con la
caracterizacion del resto de los derivados. A continuacion, se describe la asignacion de los
protones de acuerdo a las correspondientes correlaciones a través del espacio 'H -'H
NOESY para los derivados IVc y IVi.

6.3.1. 9-[4-(2-(N,N-Dietilamino)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVc)

Para el derivado IVc en su espectro NOESY (Figura 16) se observa una senal amplia a
7.41 ppm, caracteristica de un protén unido a heteroatomo, que fue asignada a Ar-NH-Ar,
la cual correlaciona con una sefial a 7.72 ppm que corresponde al proton H-8 del nucleo
triciclico. También se observa una interaccién del proton Ar-NH-Ar con una senal a 7.02
ppm, la que a su vez muestra interaccién con la sefal a 6.60 ppm de los protones 3’y 5,
por lo que dicha senal corresponde a los protones 2’ y 6’ del anillo de anilina. Los protones
2’ y 6’ muestran una interaccion con las sefiales a 7.72 del protén 8, lo cual esta en
concordancia con lo observado en el estudio de modelado molecular, es decir, el fenilo
esta en una relacion oblicua respecto al sistema triciclico orientado hacia el anillo
bencenoide (11 = 77.49°). La asignacion del protén H-5 a 7.93 ppm es correcta, ya que
dicha sefal interacciona con el protén H-6 a 7.54 ppm, misma que interacciona con el
proton H-7 a 7.14 ppm, y observandose en el espectro de proton como una sefal doble de
doble con una constante de acoplamiento orfo y meta.

28



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 16. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVc. Ampliacion zona aromatica (400 MHz,
CDCla).

Por lo tanto, la asignacién de los protones del sistema triciclico de campo bajo a campo
alto en CDCIs como disolvente, se observa en el siguiente orden: H-5, H-8, H-6 y H-7. Es
importante mencionar que esta asignacion difiere con lo previamente reportado de H-8, H-
5, H-6 y H-7 en DMSO-ds [4, 41]. Lo anterior se puede atribuir a un efecto de proteccion
del anillo de la anilina sobre H-8, debido a la orientacion oblicua que guarda aquel con
respecto al sistema triciclico.

La asignaciéon de los protones de la zona alifatica (Figura 17) es la siguiente: la sefal a
3.18 ppm, que se observa como una sefal triple, corresponde a los protones A, ya que es
la sefial mas desprotegida en la zona alifatica, ademas de que interacciona con los
protones 3’ y 5’ del anillo de anilina y con los hidrogenos B, sefial ubicada a 2.76 ppm, sin
embargo, dicha sefal no presenta efecto NOE ni acoplamiento con la sefial a 4.57 ppm
del hidrogeno de la amina secundaria, como se podria suponer.
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La sefial a 2.64 ppm interacciona con la sefal triple a 1.08 ppm de los grupos metilo, por
lo que dicha sefal corresponde a los hidrogenos C. Por otra parte, se observa una
correlacion de los grupos metilo D a 1.08 ppm con la sefal a 6.60 ppm de los protones 3’
y 5’ del anillo de anilina. Los protones A también tienen un efecto NOE con los protones
de los grupos metilo.
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Figura 17. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVe. Ampliacién zona alifatica (400 MHz, CDCls).

Lo anterior apoya la propuesta de Lopez-Rodriguez para los derivados con un sustituyente
N, N-(dialquilamino)alquilamino en posicion 2 del nucleo triciclico, en la que se plantea que
este tipo de cadenas adoptan una conformacion de “escorpion” (ver seccion 6.6.1.)
mediante un puente de hidrogeno intramolecular entre la amina terciaria y el hidrégeno de
la amina secundaria.*
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6.3.2. 9-[4-(Morfolin-4-il)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVi)

Para el derivado Vi el experimento NOESY (Figura 18) muestra una sefial amplia a 7.41
ppm caracteristica de un protdn unido a heteroatomo que fue asignada a Ar-NH-Ar, la cual
correlaciona con una sefal a 7.73 ppm que por su vecindad corresponde al proton H-8 del
nucleo triciclico. También se observa una interaccion del protén Ar-NH-Ar con una sefal a
7.00 ppm, la que a su vez muestra interaccion con la sefial a 6.56 ppm de los protones 3’
y &’ por lo que dicha sefal corresponde a los protones 2’ y 6’ del anillo de anilina.

2’y6 3y¥d

Ar-NH-Ar

r7.32
r7.4

r7.5

r7.6

r7.7

r7.8

r7.9

Figura 18. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVi. Ampliacién zona aromatica (400 MHz,
CDCls).

Los protones 2’ y 6’ muestran una interaccion con las sefales a 7.73 del proton 8, lo cual
esta en concordancia con lo observado en el estudio de modelado molecular, es decir, una
relacién oblicua del anillo de anilina respecto al sistema triciclico (ver seccién 6.6.1.2.). La
asignacion del proton H-5 a 7.93 ppm es correcta ya que dicha sefal interacciona con el
proton 6 a 7.55 ppm, misma que interacciona con el proton 7 a 7.14 ppm, y observandose
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en el espectro de protbn como una sefal doble de doble con un acoplamiento orto y meta.
Por lo tanto, la asignacion de los protones del sistema triciclico de campo bajo a campo
alto en CDCIs se observa en el siguiente orden: H-5, H-8, H-6 y H-7, patron de
desplazamiento similar al observado en el derivado IVi.

La asignaciéon de los protones de la zona alifatica (Figura 19) es la siguiente: la sefal a
3.77 ppm, que se observa como una sefal triple, corresponde a los hidrégenos E, sefal
mas desprotegida en la zona alifatica por encontrarse a al atomo de oxigeno, dicha sefal
interacciona con la sefial multiple a 2.54 ppm que integra para 6 hidréogenos de los protones
CyD.
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Figura 19. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVi. Ampliacion zona alifatica (400 MHz, CDClIs).
La senal triple a 3.21 ppm también interacciona con la sefial multiple y ademas muestra
un efecto NOE con los protones 3’ y 5, por lo que se ha asignado a los hidrogenos A. Sin
embargo, dicha sefial no presenta efecto NOE ni acoplamiento con la sefal a 4.60 ppm

del hidrégeno de la amina secundaria, al igual que el derivado IVc. La senal a 2.73 ppm
corresponde al grupo metiltio y no muestra interacciones NOE.
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La senal a 1.85 ppm interacciona con la sefial multiple y con la seial triple a 3.21 ppm
(hidrégenos A) y que se observa como una sefal quintuple, corresponde a los hidrogenos
B. La conformacion tipo escorpién queda confirmada por la interaccion de los hidrogenos
E con la sefal de los protones 3’ y 5’ del anillo de anilino.

Lo anterior nos permite proponer que el resto de los derivados con sustituyentes
(dialquilamino)alquilamino y (azacicloalquil)alquilamino también presentan esta
conformacién tipo escorpion causada por la formacién de un puente de hidrégeno
intramolecular, como ya se menciono.

6.3.3. Compuestos IVk, IVl y IVm

Para la asignacion inequivoca de las sefiales de RMN-'H de los compuestos IVk, IVl y IVm
se obtuvo el espectro de RMN 'H con intercambio de D20 y el espectro de correlacion
NOESY del compuesto IVI, en sulféxido de dimetilo deuterado.
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Figura 20. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVI. Ampliacién zona aromatica (400 MHz, DMSO-
ds).
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La sefal a 10.02 ppm, que se asignd al hidrogeno Ar-NH-Ar, desaparece al afadir D20,
por lo que éste se encuentra unido a heteroatomo, ademas dicha senal tiene un efecto
NOE con el proton 8 del sistema triciclico y con los protones del anillo de anilino (Figura
20), que no seria posible observar con el hidrogeno del grupo amino en posicion 4’
inclusive su aspecto es de una sefal simple fina, lo que indica que no tiene acoplamiento
con algun protén vecino. La asignacion también se realizé conforme a reportes previos de
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina analizados en DMSO-de, donde el orden en
que aparecen los protones del sistema triciclico es H-8, H-5, H-6, H-7, de campo bajo a
campo alto, y que coincide con la asignacién para el compuesto IVI como se puede
observar en el espectro NOESY. El patron de una para sustitucidn no se observa como el
tipico AA’-BB’.

Los hidrogenos, del grupo amino de la posicién 4’ (Ar-HN-CH2) y del grupo hidroxi. se
observan como una sefal ancha entre 4.00-5.5 ppm, la cual integra para dos protones y
desaparece por intercambio con D20 (Figura 21). Ademas, dicha sefal no se observa en
el espectro NOESY.

H-2’, H-3’, H-5’, H-6’ -SMe

B A
H-8 H-6
H-7
Ar-NH-Ar
J’L J N Ar-HN-CH,, -OH UL
A . ! . )

B

» > K
IORS:
A

g NS
: ©\)N\//ES\>_S\
___“VJ"LMA\ AL

T T T T T T T
).2 98 86 84 80 78 76 72 7056 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.2 2.4
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) del compuesto IVI. Espectro 1: intercambio con D20.
Espectro 2: sin intercambio con D20.
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Por otro lado, el metileno B se asigno a la sefial triple entre  3.62-3.65 ppm debido al
efecto de desproteccién causado por el atomo de oxigeno sobre dichos protones
desplazandose la sefial a campo mas bajo que la otra sefal triple del metileno A.
Finalmente, los protones del grupo metiltio aparecen como una sefal simple a 2.41 ppm
que presentan interaccion con los protones del anillo de anilino (Figura 22).

H-2’, H-3’, H-5’, H-6’ -SMe
B
A
-SMe !
/} ,{7.14,2.41) Q412413 ¢ |
23
7.14,3.24 3.24,3.24
A A } {3.24 k i
,(7.14,3.64} 13.64,3.64% {3.64,3.23}
B il
H-2’, H-3’, H-5°, H-6’

{7.15,7.14}
{7.10,7.14}

T T T L T T L T T L T T T L T T L T T L T T T T L T T L
7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4
f2 (ppm)

Figura 22. Espectro de correlacion NOESY del compuesto IVI. Ampliacién zona alifatica (400 MHz, DMSO-
ds).

La informacién de la caracterizacion del compuesto IVI permitid la asignacion de las
sefiales de RMN 'H de los compuestos IVk y IVm. La Tabla 9 muestra la variacion de las
sefiales de acuerdo al sistema de sustitucién, la multiplicidad de las senales y las
respectivas contantes de acoplamiento.
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6.4. Espectrometria de masas

Los espectros fueron obtenidos por Bombardeo de Atomos Rapidos (FAB), utilizando
como matriz alcohol 3-nitrobencilico o por impacto electréonico (IE). En los espectros de
masas, se pudo verificar que el peso molecular corresponde al de las estructuras
propuestas, observandose principalmente la especie [M*] o [MH"] (ion cuasi-molecular).
Debido a la técnica por la cual fueron obtenidos algunos compuestos (FAB), IVc y IVi, se
obtuvo poca informacidén concerniente a los patrones de fragmentacién. En la Tabla 6 se
muestran los datos de la espectrometria de masas de los compuestos IVa-IVi.

Tabla 6. Espectrometria de masas (IE) de los derivados IVa-IVii

IVa IVb IVc Ivd IVe IVF IVg IVh
. 409 423 437 451 463 463
(M7 (40) (100) (23) (62) 435(48) 400 449.(20) 100
[PB] 58 423 86 74 84 463 08 463
IVi IVj IVk VI IVm IVn IVA
. 465 475 382 382 396
(M7 (91) (100) (58) (48) (100) 438 (14) 438 (8)
[PB] 154 475 351 351 396 86 86

(Abundancia relativa, %)

En el Esquema 7 se presenta el posible patrén de fragmentacion de los compuestos Ve,
IVl y IVA.

" HN/©/
XN x—N N L+J
©\)I\>—S\ L» ©\)I\>_S\ - > \>_S\ — '|\|l
N~ S N N~ S

Ve [MH*] m/z = 438, 31% M7} miz = 437, 23% miz = 86, 100%

H H |
N +e +
Qe Ly o
HN HN HN
XN de x—N N
O 2o OO0 — 0T
N S N S \ N/ IS \
o+
vI [M ]miz =382, 48% m/z = 351,

100%

Esquema 7. Patrén de fragmentacion propuesto para los derivados IVc, IVl y IVA.
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6.5. Evaluacion de la actividad citotoxica

La actividad citotoxica de los derivados obtenidos se determiné mediante el método
colorimétrico de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), el cual permite conocer la cantidad de células viables después de someter una
muestra de cultivo celular a la sustancia que se desea analizar-3¢

El ensayo se realiz6 a 48 horas de exposicion in vitro con las lineas celulares K-562
(leucemia mielégena humana), HelLa (cancer cervicouterino), SW620 y SW480
(adenocarcinoma colorrectal). Los valores de Clso (UM) se obtuvieron mediante analisis de
correlacion no lineal que representan el promedio de tres experimentos independientes +
desviacién estandar, utilizando concentraciones de 1, 10, 30, 60 y 100 uM de los derivados
sintetizados. Asimismo, se empled el compuesto m-AMSA como compuesto de referencia.

Los valores de actividad citotoxica de los compuestos obtenidos se muestran en la Tabla
7.

Tabla 7. Actividad citotoxica (Clso, uM) de los compuestos sintetizados a 48 h de tratamiento.

Compuesto HelLa K562 SW 480 SW620
IVa 9.36 £ 1.80 8.65+2.10 11.65+0.95 767+19
IVb 10.64 £+ 2.43 7.98+2.10 17.72 + 1.83 9.77 £ 1.41
Ve 9.95+2.18 9.42 £1.04 10.22 £ 2.52 11.62 + 3.53
Ivd 10.24 £ 2.04 9.42+1.40 13.62 + 2.80 9.24 £ 1.36
IVe 6.3+1.22 5.02+1.46 6.78 £ 1.03 7.41+£0.92
IVf 20.2+2.76 16.89 + 3.47 26.44 + 3.21 30.62 £ 1.99
IVg 8.01 £1.89 6.06 £ 1.02 9.01 £1.33 9.7+210
IVh 9.21+£1.09 8.45+0.98 14.26 £ 2.10 8.35+2.07
Vi 20.77 £ 3.8 14.99 + 3.87 18.4 £ 3.37 25.18 +5.93
IVj N/A N/A N/A N/A
IVk 99.61 £ 14.83 59.65 £ 10.60 N/A N/A
VI N/A N/A N/A 95.84 £ 13.07
IVm N/A 89.67 £ 20.6 N/A 84.07 £ 12.91
IVn 11.23 £ 2.89 10.62 + 1.26 19.3+£4.10 12.03+2.78
IVii 10.85+ 2.17 8.87 £1.31 14.8 £ 2.47 11.55+23

Amsacrina® 14.64 8.33 ¢ 9.25+2.01 12.07 £ 2.63

Amsacrina 4.87 +0.88 3.22+1.20 4.06 + 1.01 3.43 +£0.31

Clso = concentracion necesaria para inhibir el 50% de crecimiento celular (ensayo de MTT).
1 Desviacion estandar. N/A, No activo a la maxima concentracion ensayada.

a Citotoxicidad del compuesto de referencia para IVe, IVi y IVk-IVm.
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Debido a que la evaluaciéon de la actividad citotoxica fue realizada en dos etapas fue
necesario la obtencién del indice de citotoxicidad relativo a la amsacrina para fines
comparativos, el cual se define de la siguiente manera:

Cl;o amsacrina
IC =

~ Clso compuesto

En el Grafico 2 se presentan los valores de IC para las cuatro lineas celulares evaluadas.
Un valor mayor de 1 indica que el compuesto es mas activo que la amsacrina.

I T T
10 F = =i e e e e e e e e e e e e e i m i i i
Q
R T I ..................................................
OO'J' h' L I' 1 II' Il hl “- PR -Il .l II' h' “‘
IVa Vb IVc IVd Ve IVf Ivg IVvh Vi IVj IVk VI IVm IVn IVA
Hela K-562 SW620 SwW480

Grafico 2. indice de citotoxicidad relativo a la amsacrina (IC) de los compuestos sintetizados.

Como puede observarse en el Grafico 2, con excepcion de los derivados IVf, IVj y IVk-
IVm, todos los compuestos sintetizados mostraron actividades citotéxicas de buenas a
moderadas. El compuesto mas activo en todas las lineas celulares es el derivado V¢, con
un sustituyente de (dietilamino)etilamino y actividades citotoxicas superiores a la
amsacrina en las lineas celulares HeLa y SW620.

Asimismo, el anclaje del grupo amino terciario es bueno para la actividad cuando la

distancia entre los nitrégenos a y B es de dos metilenos (IVe, IVg), aunque en la mayoria
de los casos el homologo superior mostré menor actividad.
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El reemplazo de un anillo de piperidina (IVh) por un anillo de morfolina (IVi) incrementa la
actividad, lo cual podria explicarse por la formacion de un posible puente de hidrégeno con
la diana bioldgica o al aumento del area polar superficial.

Los compuestos con un grupo hidroxialquilamino (IVk, IVl y IVm) son poco activos o
inactivos a la maxima concentracion ensayada, lo cual podria estar relacionado con su
incapacidad de ionizarse a pH fisioldgico, aunado a su baja solubilidad en agua, como se
observo durante su obtencion.

Para conocer la influencia de la basicidad sobre la actividad citotoxica se determinaron los
valores de pKa de los compuestos que presentan un grupo amino terciario terminal
(nitrégeno B), en el programa MarvinSketch 16.11.7., los cuales se graficaron vs. los
valores de indice de citotoxicidad relativo a la amsacrina en la linea celular HelLa. En el
grafico 3, se observa que no existe una relacion directamente proporcional entre el valor
de pKa del grupo amino terciario terminal y la citotoxicidad de los compuestos, ya que
mientras el compuesto IVj presenta el valor mas alto (pKa 10.11), este es inactivo a la
maxima concentracion ensayada, por lo cual la libertad conformacional en dicha zona de
la molécula es un factor importante para la citotoxicidad.
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0.9 e C
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0.7
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8.9 9.1 9.3 9.5 9.7 9.9 10.1 10.3

IC

(418

pKa
Grafico 3. Relacion entre el valor del pKa y el indice de citotoxicidad relativo a la amsacrina en la linea
celular Hela.

Finalmente, los compuestos IVn y IViA muestran actividades de buenas a moderadas lo
que podria indicar que también un grupo aceptor de enlace hidrégeno, como lo es el
oxigeno, en posicion 3’ 0 4’ podria ser un requerimiento estructural para una adecuada
interaccion ligando-receptor. En este caso el derivado para sustituido muestra una
actividad citotoxica ligeramente superior que su isémero de posicién.
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Por otro lado, los compuestos del presente trabajo son mas activos en la linea celular
Hela, lo cual difiere con lo reportado en estudios previos, donde los compuestos han sido
mas citotdxicos en la linea celular K-562.# %° Respecto a las lineas celulares de cancer de
colon, se observa mayor actividad citotoxica hacia la linea celular SW620 por parte de los
derivados con sustituyentes libres en el nitrégeno (3. La linea celular SW620 proviene del
cancer primario de colon de células SW480 que hizo metastasis a nddulos linfaticos, previo
al inicio de la quimioterapia. También se caracteriza por ser mas tumorigénica, metastasica
y tener menor susceptibilidad a la induccién de apoptosis.*® La susceptibilidad de ambos
tipos de células por cambios en su morfologia (SW480-epiteliales y SW620-fibroblasticas)
para este tipo de compuestos es algo que aun no se sabe, pero que podria ser un factor a
considerar en estudios posteriores.

6.6. Modelado molecular

El efecto farmacoldgico de un farmaco que interacciona con su diana biologica esta
mediado por dos caracteristicas principalmente, afinidad y especificidad. La informacion
que codifica la afinidad y especificidad esta contenida en la estructura quimica del ligado
y su sitio de unidon complementario en el receptor. Al respecto, se ha demostrado que la
basicidad de la cadena lateral es importante, mas no determinante, para la actividad
citotdxica, ya que cuando dicha propiedad disminuye, los compuestos son menos activos.*
57 Esto condujo a proponer que a pH fisioldgico la forma protonada de la amina terciaria es
la especie quimica responsable de su comportamiento farmacolégico. Lo anterior se ilustra
en el siguiente diagrama de predominio de especies para el compuesto IVc (Figura 23),
calculado con MarvinSketch 16.11.7., donde se observa que a pH fisiolégico (pH 7.4) la
especie predominante es aquella con el nitrégeno de la amina terciaria ionizado.

) g
+n2\) + N
e "
4 5
pH % (1) % (2) % (3) % (4) % (5)
7.40 0.72 99.24 0.01 0.00 0.00

Figura 23. Diagrama de abundancia (%) vs. pH para el compuesto IVc.
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Por este motivo, se realizé el modelado molecular de los compuestos como moléculas en
su forma ionizada, por calculos de funcionales de la densidad (RB3LYP 6-31G*), para
revelar algunos factores electrénicos y geométricos involucrados. Para este propdsito se
llevaron a cabo calculos computacionales de las moléculas de la Figura 24 con el software
Spartan'10®, tal como se describe en la seccién 6.5.

H
N

HN/©/ +Nop

X N\>_S — @

+ / \
N~ S \ —NH O
n=1,2 n=1,2
IVa-IVi IVj IVK-IVm
'NH +
. NH.”
30 -

o)
N/\Mn
H
HN HN
ps oY
\ S \ S
©\):Es>_\ NG s>_\

n=1,2

IVn-IVia Va-Vd

Figura 24. Compuestos analizados computacionalmente. IVa-IVi son compuestos sintetizados en el
presente trabajo, Va-Vd son compuestos previamente reportados.

6.6.1. Analisis conformacional

Se realizé el analisis conformacional por un protocolo de busqueda sistematica utilizando
el campo de fuerza MMFF. De reportes previos se sabe que el grupo metiltio se mantiene
coplanar al anillo de tiazol en las conformaciones de menor energia,?® por lo que se decidié
mantenerlo fijo en esta posicion y rotar los otros enlaces sp® cada 30°. Las moléculas con
un grupo amino terciario terminal se consideraron como compuestos ionizados.
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La determinacién del conformero mas estable se llevd a cabo con base en la energia y la
distribucion de Boltzmann. Posteriormente, se optimizé la geometria del conformero mas
estable mediante un método semiempirico AM1, ademas de un método cuantico de
funcionales de la densidad (RB3LYP 6-31G) y se calcularon los descriptores QSAR
(HOMO, LUMO, dipolo, PSA, Ovalidad, Log P, etc.). La distribucion electronica calculada
fue usada para generar las correspondientes superficies de energia potencial
electrostatica.

Para conocer la orientaciéon del anillo de anilina con respecto al sistema triciclico se

midieron los angulos diedros 11y T2 que describen los diedros C8a, C9, N, C1'y C9, N, C1’
y C2’, respectivamente; cada uno de los cuales se roté 30° (Figura 25).

t1 — 3' R
2' 4
fy m— @
HN™

8a l9
x—N
H—s
Z \
N S

Figura 25. Angulos diedro para el analisis conformacional.

El valor del angulo diedro 11 para los derivados IVa-IVi y Va-Vd engloba valores entre 59
a 78°, ligeramente menor al valor del compuesto de referencia. Por otro lado, el valor de
T2 en los compuestos sustituidos en la posicion 3’, IVkK y IVn, es 1.09 y 0.82
respectivamente, lo que indica que el anillo de anilino esta ortogonal al nucleo ftriciclico,
mientras que en los derivados sustituidos en posicién 4’ esta entre -18 y -21°, y que
coincide con lo observado en los experimentos NOESY, respecto a la relacion oblicua que
guarda el anillo de anilina con el nucleo triciclico en estos derivados (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de los angulos diedros 11y T2

Compuesto T1(°) T2(°) Compuesto T1(°) 12(°)
IVa 77.80 -18.80 IVk 66.30 1.09
IVb 78.41 -19.98 VI 59.01 17.05
IVe 77.49 -18.17 IVm 61.44 16.06
ivd 78.42 -20.71 IVn 66.16 0.82
IVe 77.40 -18.14 IVi 73.42 -15.19
IVf 78.97 -20.40 Va 75.21 -12.26
IVg 77.30 -18.94 Vb 72.53 -14.19
IVh 77.29 -18.72 Ve 74.90 -13.16
IVi 77.00 -18.68 vd 76.79 -18.17
IVj 77.46 -20.41 m-AMSA 110.27 -6.44
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6.6.1.1. Derivados de 9-[(4-(2-N,N-dialquilamino)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-
b]quinolina y 9-[4-(2-(1-azacicloalquil)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina.

La relacion oblicua que guarda el anillo de anilina y el sistema triciclico de los derivados
4’-sustituidos, anteriormente mencionada, se ilustra en la Figura 26 para los derivados con
una cadena de etil (IVa, IVc, IVe y IVg), asi como la conformacion que adopta la cadena
de la posiciéon 4’.

Distancia; 2.44-2.49 A Conformacion sinclinal

Figura 26. Conformacion del anillo de anilina y de la cadena en su posicion 4’ de los derivados IVa, IVc, IVe
y IVg.

Ademas, se ha reportado que la capacidad de una sustancia para atravesar las
membranas biologicas y ejercer su efecto biolégico puede estar en funcidn de su
conformacién. Con esto en mente, es importante sefnalar que todos los compuestos,
presentan una conformacion sinclinal de la cadena lateral (Figura 27), que en la literatura
cientifica se ha denominado de “gancho” o de “escorpion”, siendo bioldégicamente mas
activas aquellas moléculas que presentan dicha disposicion espacial al vacio.* Sin
embargo, no resulta realista asumir que los ligandos siempre se unen al receptor en sus
conformaciones de minima energia ya que la energia libre de asociacién generalmente
supera la energia necesaria para que el ligando sufra un cambio conformacional.

Ty — H R\*/R
R —H H N—H
+ | .
\\//E@ H N@
N/H H | \H
i

Figura 27. Angulos diedro T3 y T4 de la cadena alifatica etilo para los derivados IVa, IVc, IVe y IVg.
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Dicha conformacion se encuentra favorecida por la presencia de un puente de hidrégeno
intramolecular entre los nitrégenos de la cadena, lo que causa que el angulo diedro T3,
representado en la Figura 30, adquiera valores entre -78° y -89°C y el angulo diedro T4,
con valores entre -41 y -44°.

6.6.1.2. Derivados de 9-[4-(2-(N,N-dialquilamino)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-
blquinolina y 9-[4-(2-(1-azacicloalquil)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina.

Todos los derivados con una cadena de grupo propilo (IVb, IVd, IVf, IVh y IVi), presentan
la conformacién de “escorpion”, anteriormente descrita, excepto el compuesto IVf. Esta
conformacién se estabiliza por la formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular que
conduce a la formacion de un anillo de seis miembros (Figura 28), resaltando la
importancia de la basicidad del nitrégeno 3, ya que el derivado IVf al contener un grupo
amida terminal con una conformacion diferente y que se ve reflejado en los valores que
adquieren los angulos diedros 13y 14, 170.11° y 174.10°, respectivamente.

IVd (Distancia: 1.96 A) IVF

Figura 28. Conformacion del anillo de anilina y de la cadena en su posicion 4 de los derivados IVd y IVF.
6.7. Analisis de las propiedades electronicas y descriptores QSAR.

En el presente estudio resultan de particular importancia las propiedades electrostaticas,
como los mapas de potencial molecular electrostatico y sus descriptores QSAR, debido a
que en reportes previos de modelos QSAR de este tipo de compuestos la actividad
citotéxica se ha explicado en términos de algunos de estos descriptores.* 2° Para ello se
empled el método de los funcionales de la densidad electronica (DFT), nivel B3LYP y 6-
31G* como base.
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La eleccion del método se basa en que, generalmente, los calculos del funcional de la
densidad dan geometrias moleculares precisas con 6-31G* o bases mayores; por otra
parte, los métodos semiempiricos dan usualmente longitudes y angulos de enlaces
satisfactorios, pero los resultados no son tan precisos como los resultados ab initio o DFT
con una base de tamafio adecuado.

Empleando el método anterior se obtuvieron los siguientes parametros:
» Energia de formacion
Energias de orbitales frontera (HOMO y LUMO).
Momento dipolar
Area molecular
Volumen molecular
Area polar superficial (PSA)
Ovalidad
Log P (Ghose-Crippen).
Gréficos de isopotencial del potencial molecular electrostatico (PME).

YV VVVYVYVYYYVY

Dichas propiedades se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Descriptores moleculares calculados mediante el método cuantico DFT B3LYP 6-31G*.

E E Momento Volumen PSA
E (au) (HOMO) (LUMO) dipolar (A%) (A?) Ovalidad LogP
(eV) (eV) (Debye)
IVa -1884.59 -7.39 -3.48 27.38 412.03 43.16 1.61 4.76
IVb  -1923.91 -7.46 -3.52 25.64 429.54 38.90 1.62 5.04
IVc  -1963.22 -7.34 -3.45 25.76 449.05 42.43 1.65 5.43
Ivd -2002.54 -7.49 -3.56 23.06 465.55 38.83 1.65 5.71
IVe -1962.01 -7.32 -3.44 26.24 437.48 43.51 1.63 5.07
IVf  -2075.42 -7.53 -5.49 20.32 457.74 53.47 1.64 4.59
IVg -2001.34 -7.31 -3.43 25.22 454.10 43.15 1.64 5.49
IVh  -2040.74 -7.41 -3.51 23.05 471.73 39.29 1.66 5.77
IVi -2076.54 -7.45 -3.53 23.06 477.20 46.93 1.65 4.64
IVj -2078.74 -7.15 -3.24 31.79 480.23 35.24 1.66 6.16
IVk -1825.48 -5.23 -1.65 3.79 365.75 56.92 1.55 4.59
IVI -1864.79 -5.27 -1.59 2.45 384.26 55.75 1.58 4.87
IVm -1864.79 -4.79 -1.18 7.35 384.54 49.32 1.57 4.87
IVh  -1983.12 -7.98 -4.08 14.48 445.24 35.15 1.65 5.81
IV  -1983.09 -7.30 -3.39 28.14 445.74 37.46 1.65 5.81
Va  -2076.58 -7.69 -4.00 18.12 469.37 51.18 1.67 5.08
Vb  -2076.60 -7.53 -3.82 24.27 469.21 49.80 1.67 5.08
Ve  -2115.98 -7.73 -3.91 15.75 487.70 50.55 1.70 5.57
vd -2115.91 -7.48 -3.64 24.27 486.82 49.53 1.68 5.57
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A continuacién, se describen algunos parametros analizados y las diferencias y similitudes
entre los diferentes compuestos. En el Anexo Il, se muestran las imagenes de todos los
compuestos analizados, y para fines explicativos, en este apartado solo se muestran
algunos ejemplos representativos.

6.7.1. Analisis de la magnitud y direccion del vector del momento dipolar.

El momento dipolar, que es la primera derivada de la energia en presencia de un campo
eléctrico, describe la distribucion de carga en una molécula y de alguna manera muestra
un resumen de los efectos electrénicos que participan en el reconocimiento molecular,
sobre todo con intercaladores del ADN.*° Este parametro fisicoquimico también se ha
relacionado con la capacidad de un compuesto para atravesar la membrana bioldgica.?®
En virtud de lo anterior, se decidié tomar en cuenta tanto la magnitud, como la direccion
que adquiere el vector del momento dipolar.

El analisis del momento dipolar para los compuestos sintetizados revel6 que el vector esta
orientado hacia el atomo de nitrégeno de la quinolina, con una ligera desviacién hacia el
anillo de tiazol, como se muestra en la Figura 29 para el compuesto IVe. Sin embargo, no
se observa una correlacion entre la direccion del vector de momento dipolar y la actividad
citotoxica.

\

Ve

Figura 29. Orientacién del vector de momento dipolar del compuesto IVe.

La magnitud del vector del momento dipolar puede ser considerado como un patrén de
correlacion dentro de las moléculas sintetizadas con la actividad biolégica en virtud de que
los compuestos con los valores mas bajos (Tabla 13), derivados con un sustituyente
hidroxialquilamino (IVk-IVm), no son activos a la concentracién maxima ensayada.
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6.7.2. Analisis de los orbitales frontera HOMO y LUMO.

El proceso de intercalacion involucra una serie de interacciones entre el agente
intercalante y el ADN, entre las que se encuentran las interacciones de los orbitales
moleculares frontera, HOMO y LUMO,?° por lo que fue importante calcular el valor de
energia de dichos orbitales moleculares. En las moléculas analizadas, los mapas de
distribucion de los orbitales HOMO se ubican a lo largo del nucleo de tiazolo[5,4-
b]quinolina y el nucleo de anilino (Figura 30).

Ve

Figura 30. Distribucién de los orbitales HOMO del compuesto IVc.
En los derivados con un grupo hidroxialquilamino (IVk-IVm) el orbital HOMO se localiza

principalmente en el anillo de anilino, pero también sobre el nucleo triciclico, sin embargo,
dichos derivados no fueron activos a la maxima concentracion ensayada (Figura 31).

VI

Figura 31. Distribucion de los orbitales HOMO del compuesto IVI.
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En estudios previos, se ha demostrado que la interaccion con el ADN, mediante el proceso
de intercalacion, es uno de los factores, aunque no determinante, que rigen la actividad
citotdxica de este tipo de compuestos. 3'- %0 Varios reportes indican que dicho proceso es
energéticamente favorecido por el traslape del orbital LUMO del agente intercalante con el
orbital HOMO de los pares de bases del ADN. 5152

Esta interaccion se favorece cuando la magnitud de dicho orbital presenta valores mas
negativos, es decir, los compuestos son mejores aceptores de electrones. Lo anterior se
cumple para los derivados IVKk-IVm, compuestos inactivos o muy poco activos, los cuales
presentan los valores mas altos para este orbital, reduciendo su capacidad de intercalacion
con el ADN, y en consecuencia su citotoxicidad.

Para los orbitales LUMO, se observa que éstos se localizan en el sistema triciclico, y no
existe marcada contribucion por parte del anillo de anilino (Figura 32). La ubicacion del
orbital LUMO sobre el sistema triciclico brinda informacion sobre el probable mecanismo
de accién de estas sustancias, que, como ya se menciond, se ha propuesto que es por
intercalaciéon con el ADN.%8

IVc

Figura 32. Distribucion del orbital LUMO de compuesto IVc.

Este fendmeno estabiliza la formacion de complejos de transferencia de carga o traslape
de orbitales, los cuales interfieren con procesos metabdlicos esenciales del ADN. A nivel
farmacoldgico, la intercalacion del sistema de tiazolo[5,4-b]quinolina colocaria el
sustituyente de anilino hacia alguno de los surcos del ADN. La proyeccion del sustituyente
hacia el surco menor favoreceria la interaccion con la posible diana, ADN-topoisomerasa
Il, como ocurre con la m-AMSA.3
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Otros dos parametros relevantes del proceso de intercalacion y su efecto a nivel bioldgico
son: la afinidad y cinética de la union. De la serie de compuestos analizados se observa
que los derivados con cadenas de (dialquiamino)alquilamino y (azacicloalquil)alquilamino
presentan valores mas bajos de energia del orbital LUMO, es decir, mayor afinidad, que
los derivados con sustituyentes de hidroxialquilamino, los cuales son compuestos inactivos
(Tabla 13). Ademas, la ionizacion del amino terciario posiblemente aumenta la cinética de
la unién con el ADN, como se ha reportado en compuestos catidénicos, donde la velocidad
de asociacion es usualmente muy rapida; esencialmente por difusién controlada. 4°

En todos los compuestos se observa que la distribucion del orbital LUMO no es simétrica
(Anexo Il). Si esta asimetria le confiere selectividades diferentes por ciertas secuencias
del ADN, es algo que aun no se sabe. Sin embargo, la sola existencia del orbital en
sistemas policiclicos fusionados no es la unica condicidon que confiere citotoxicidad a esta
clase de derivados, ya que mientras que, en derivados de acridina, el factor de
intercalacion es un pre-requisito para la actividad antitumoral de estos compuestos, existen
otros farmacos, como el etopdsido, el cual no se intercala entre las pares de bases del
ADN, pero que también es capaz de estabilizar los complejos de ruptura ADN-
topoisomerasa II. 53

6.7.3. Potencial Molecular Electrostatico (PME)

Estudios realizados por Medhi y colaboradores® sugieren que las interacciones
electrostaticas entre un agente intercalante y las pares de bases del ADN, dependeran de
si la distribucidn de carga en el intercalante es complementaria al potencial generado por
las pares de bases, por lo que los mapas de potencial molecular electrostatico son de
utilidad para estudiar dicha interaccion. Ademas, la cadena lateral del sistema triciclico es
también importante para determinar la estabilizacion y especificidad por cierto tipo de
bases.

El analisis de los mapas de isopotencial permite generalizar la existencia de ciertas zonas
donde se concentra la densidad electronica de los compuestos. Las zonas ricas en
electrones se ubican en la periferia de los atomos de nitrégeno del triciclo, en el atomo de
nitrogeno de la posicion 9 en los compuestos con un sustituyente
(dialquilamino)alquilamino, (azacicloalquil)alquilamino y (dietilamino)alquilalcoxi (Figura
33).
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IVe \|

Figura 33. Mapas del potencial molecular electrostatico a un isovalor de -20 A/Bohr para algunos de los
compuestos estudiados.

Previamente, se reportdé que la presencia de la cadena lateral en el sistema de
tiazoloquinolina, incrementa la densidad electronica en las regiones anteriormente
descritas, como se puede apreciar en los derivados IVk-IVm, con un sustituyente de
hidroxialquilamino. Por otro lado, en el resto de los derivados con un grupo amino terciario,
la densidad electronica sobre el nitrogeno y oxigeno unido al anillo de 9-anilino es
practicamente nula, al nivel energético mostrado. Lo anterior se explica debido a que la
carga se encuentra localizada en el puente de hidrogeno intramolecular.

6.7.4. Analisis del area polar superficial (PSA)

El area polar superficial, definido como la superficie molecular que es polar, es, junto con
el coeficiente de particion octanol-agua, uno de los parametros mas importantes para
caracterizar las propiedades de absorcidn y distribucién de farmacos. Este descriptor
engloba las caracteristicas de puentes de hidrégeno, polaridad molecular y solubilidad, las
cuales juegan un papel muy importante en el transporte a través de membrana.>®

El PSA se ha identificado como uno de los mejores parametros para la prediccion de la
absorcion intestinal (permeabilidad pasiva); compuestos con un PSA < 60 A2 se absorben
mas del 90%, mientras que con un valor de PSA > 140 A2 se absorben menos del 10%.5°
Todos los compuestos del presente trabajo tienen valores de PSA menores a 60 A2 (Tabla
13), por lo que serian buenos candidatos, en principio, para administrarse por via oral.
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Comparando los valores de PSA de los compuestos obtenidos, dependiendo del
sustituyente incorporado en el anillo de anilino, no se observan diferencias apreciables, sin
embargo, el derivado con una cadena de propilo y un anilllo de pirrolidinona (IVf) y los
derivados con un grupo hidroxialquilamino (IVk-IVm) presentan los valores mas altos de
PSA en un rango de 49 a 57 A2. Estos derivados no son compuestos activos por lo que se
infiere que el PSA puede ser un factor importante para la actividad citotoxica de estas
moléculas.

6.7.5. Analisis de logP

El logP es un parametro muy utilizado en la obtencion de modelos matematicos de
correlacion entre la estructura quimica y la actividad biolégica (QSAR) al relacionarse con
la capacidad de los compuestos para atravesar las membranas bioldgicas.® Este
parametro, junto con el PSA y la masa atomica, se emplean para la caracterizacion de
compuestos y sus propiedades de absorcidn por difusion pasiva (Regla de Lipinski, “regla
de los 5”). Compuestos con buena absorcion por difusion pasiva deberan tener valores de
logP menores a 5. Los compuestos del presente trabajo no muestran diferencias
considerables en los valores de logP y el rango de valores obtenido es de 4.59 a 5.81, lo
que en permitiria la llegada de los compuestos a su sitio de accion, es decir, el nucleo de
la célula.

6.8. Relacion cuantitativa estructura quimica-actividad biolégica (QSAR)

Con el propésito de establecer modelos de la relaciéon cuantitativa estructura-actividad
citotdéxica, se analizaron los descriptores moleculares obtenidos de los estudios de
modelado molecular (Tabla 13), para cada linea celular evaluada.

En este analisis se consideraron los valores del indice de citotoxicidad relativo a la
amsacrina (IC) de los compuestos sintetizados a fin de realizar la normalizacién de los
valores de citotoxicidad, asi como los de la serie V, los cuales habian sido obtenidos en
un estudio previo. Los compuestos que no fueron activos a la maxima concentracion
ensayada fueron excluidos del estudio.

A continuacioén, se indican las ecuaciones de correlacion para cada linea celular con sus
respectivos parametros estadisticos de regresion lineal multiple, los cuales son:

n = numero de compuestos.

R? = coeficiente de correlacion cuadrado mdltiple.

s = error estandar de la estimacion.

F = prueba de Fischer con 95 % de confianza.

Q? = coeficiente cuadrado de prediccion de correlacion.
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6.8.1. Linea celular HelLa

El grupo de compuestos activos en esta linea celular fue disminuido a un total de 13,
después de la eliminacién de tres valores atipicos: IVc, IVf y IVk. A partir de la matriz de
correlacion se determind que el volumen molecular, el area superficial, la ovalidad y la
masa molecular, son descriptores colineales, asi como el HOMO, LUMO y momento
dipolar lo son entre si.

De esta manera se obtuvo la siguiente ecuacion:

IC = 1.2672 (4.2261) Ovalidad - 0.0217 (0.0168) PSA — 2.4145 (6.6081) (ecuacién 1)
(n=13, R?=0.6032, s = 0.120, F = 7.60, Q2 = 0.327)

Este modelo de cuatro variables independientes formalmente satisface el limite aceptado
de n>4k, donde n es el numero de compuestos y k el numero de descriptores. En primer
lugar, el valor de R? indica que el modelo reproduce parcialmente la respuesta del grupo
de entrenamiento, al ser un valor cercano a la unidad, sin embargo, no es un parametro
que represente la calidad predictiva del modelo.

Por otro lado, el parametro estadistico Q?, que resulta de la validacion interna del modelo,
es considerado, en algunos estudios QSAR, como un criterio de que el modelo es
predictivo cuando su valor es mayor a 0.5.38 En nuestro caso, dicho parametro es cercano
a lo reportado, aunque se requiere de la evaluacion externa del modelo para asegurar su
predictibilidad.

La ecuacion 1 esta formada por dos descriptores, ovalidad y PSA. Estudios QSAR previos,
basados en el nucleo de tiazolo5,4-bquinolina, han reportado el descriptor PSA como un
elemento importante en la actividad citotoxica de esta serie de compuestos en la linea
celular HeLa.* %" Este descriptor, del cual se hablo anteriormente, contribuye de forma
negativa al indice de citotoxicidad como se observa en la ecuacion 1. Esto se observa en
los derivados poco activos o inactivos, IVfy IVk-IVm, los cuales presentan los valores mas
altos de este parametro.

El descriptor de ovalidad muestra la evaluacion de la forma geométrica de la molécula,
siendo igual a 1 para una esfera y se relaciona con la capacidad de solvatacién de una
molécula en un ambiente acuoso, particularmente para hidrocarburos no polares.>” El
volumen molecular esta implicitamente contenido en este descriptor, por o que, mientras
mayor sea el término de ovalidad, mayor sera el volumen molecular, y diferente la forma
geométrica del compuesto de la forma esférica. Lo anterior explica la alta correlacion entre
ambos descriptores (0.915).
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En el grafico 4 se muestra la correlaciéon obtenida de la ecuacién 1 para la actividad
pronosticada vs la actividad observada.

Grafico 4. Actividad pronosticada vs actividad observada en la linea Hela, obtenida de la ecuacion 1.

Los compuestos con los cuales se genero la ecuacion 1 presentan, como caracteristica en
comun, la capacidad de ionizacién del nitrégeno 3 a pH fisiologico.

6.8.2. Linea celular K562

Se obtuvo la siguiente ecuacion:

IC = 8.1804 (14.4180) Ovalidad + 0.0356 (0.0380) PSA - 0.3038 (0.5370) NH (ecuacion 2)
- 14.1676 (23.4062)
(n =15, R2=0.662, s = 0.331, F = 7.175, Q? = 0.276)

Como en el caso de la linea celular Hela, el parametro R? indica que el modelo explica la
actividad de los compuestos empleado para su obtencion. Sin embargo, el valor de Q? es
menor a lo reportado de 0.5.

El descriptor que mayor contribucion presenta al valor del indice de citotoxicidad es el PSA,
debido a que, a diferencia de la ovalidad, los valores de este parametro son superiores a
35 A2 Asimismo, este descriptor es importante considerando el tipo de linea celular
presente, leucemia mieldgena croénica, la cual se cultiva en suspensién, por lo que
compuestos mas polares seran mas solubles en este medio acuoso, requerimiento
indispensable para la absorcion de un compuesto.
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El descriptor NH es un descriptor topologico que indica la presencia de un grupo amino
directamente unido al anillo de anilino en posicion 4’, adquiriendo valores de 0 0 1. En la
ecuacion 2 se observa que la presencia de un grupo amino directamente enlazado al
anilino es desfavorable para el valor de IC. El grafico 5 muestra la correlacién obtenida de
la ecuacion 2 para la actividad pronosticada vs. la actividad observada.

Grafico 5. Actividad pronosticada vs actividad observada en la linea K562, obtenida de la ecuacion 2.

Asimismo, se observan dos grupos de compuestos, ubicandose los compuestos
previamente reportados por Martinez-Vazquez (IVa-Vd) en el grupo con mayor indice de
citotoxicidad.

6.8.3. Linea celular SW480
Se obtuvo la siguiente ecuacion:

IC =9.4807 (18.7359) Ovalidad + 0.0517 (0.0494) PSA - 0.4407 (0.6979) (ecuacion 3)
NH

- 16.9154 (30.4158)

(n=15,R?2=0.678, s =0.430, F = 7.730, Q% = 0.330)

Los descriptores de la ecuacién 3 que predicen el indice de citotoxicidad relativo son los
mismos que para la ecuacion 2 por lo que valores grandes de ovalidad y PSA son
benéficos, ademas la presencia del grupo amino directamente unido al anillo de benceno
contribuye de forma negativa. Asimismo, se observan dos grupos de compuestos en el
grafico 6 de la actividad pronosticada vs. la actividad observada.
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Grafico 6. Actividad pronosticada vs actividad observada en la linea SW480, obtenida de la ecuacion 3.
6.8.4. Linea celular SW620

Se obtuvo la siguiente ecuacion:

ICx = 3.0120 (4.8355) Ovalidad - 0.4137 (0.4144) LUMO + 0.0475 (0.0173) (ecuacién 4)
PSA - 7.9375 (7.0702)
(n =13, R?=0.913, s = 0.122, F = 31.550, Q2 = 0.659)

A diferencia de las ecuaciones anteriores, la ecuacion 4 incluye un descriptor diferente,
LUMO, del cual se hablé en el apartado 7.7.2. y que se ha reportado en estudios QSAR

previos. 4 %7 El grafico 7 muestra la correlaciéon obtenida de la ecuacion 4 para la actividad
pronosticada vs. la actividad observada.

Grafico 7. Actividad pronosticada vs actividad observada en la linea SW620, obtenida de la ecuacién 4.
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6.9. Estudios de acoplamiento molecular (docking)

A pesar de que recientemente se reporté la estructura cristalografica del complejo ADN-
topoisomerasa lIB-amsacrina, los estudios de acoplamiento molecular con dicha
macromolécula no han sido objeto de gran interés y, por lo tanto, los estudios de docking
conducidos en el presente trabajo se pueden considerar novedosos. Ademas, la
inconsistencia entre los resultados de la evaluacidon de la actividad de la enzima ADN-
topoisomerasa Il in vitro e in vivo,3'-33 justifica el estudio de acoplamiento molecular de los
compuestos de este proyecto en dicho complejo molecular.

6.9.1. Validacion

Como parte de la validacion de cualquier metodologia de docking es fundamental la
reproduccion del modo de unién del ligando en la macromolécula donde esta co-
cristalizado, para lo cual se calcula el valor de la desviacion de la raiz cuadrada media
(RMSD, por sus siglas en inglés). Programas que son capaces de reproducir el modo de
unién del ligando con un valor de RMSD por debajo de la 1.5 o 2 A, dependiendo del
tamafio del ligando, son considerados efectivos.%® El valor obtenido de RMSD para m-
AMSA es de 0.0 A, lo cual comprueba la efectividad del programa ADT en reproducir el
modo de union de la molécula endégena (Figura 34).

Figure 34. Modos de unidon de m-AMSA co-cristalizada (verde) y del estudio de docking (amarillo), RMSD
igual a 0.0 A. Interacciones polares con Arg503 y Glu522 se indican con lineas discontinuas.
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De esta manera, la informacion obtenida sobre los requerimientos estructurales que
conduzcan a moléculas con mejor interaccion con el complejo ADN-topoisomerasa |1
podra ser considerada relevante.

6.9.2. Derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina

El disefio de compuestos mas potentes y especificos se enfoca principalmente en el
acoplamiento entre el ligando y la enzima. Una molécula que permanece unida por un
largo tiempo a su diana bioldgica y la activa o inactiva por un periodo largo de tiempo,
puede ser administrada en menores dosis. Ademas, una sustancia que es disefada para
acoplarse de manera perfecta con un sitio de unién particular de una proteina, es menos
probable que interactué con otra macromolécula; por lo tanto, la sustancia deberia
minimizar interacciones no deseadas (promiscuidad molecular) y, con ello, los efectos
secundarios. Bajo esta perspectiva, se realizé el estudio de acoplamiento molecular para
elucidar algunos de los factores electrénicos y topologicos de la interaccién ligando y la
posible diana bioldgica.

El estudio de acoplamiento molecular de los derivados IVa-IVe, IVg-IVj, IVn-IVih y Va-Vd
se llevo a cabo con los compuestos en estado ionizado, considerando que a pH fisiolégico
son las especies que predominan. La eleccion del modo de union del compuesto en el sitio
de accion se realizoé considerando la energia libre de union (AG) y el tamafio de cluster y
los resultados se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Energia libre de unién y tamario de clister para los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.

IVa IVb V¢ Ivd Ve IVF IVg IVh IVi IVj
AG 707 -745 -637 -684 -760 617 752 812 -7.44 827
(kcal/mol) (8) () (2) ®) (1) (4) (6) (6) (4) (4)
IVK IV  IVm  IVn Vi Va Vb Ve vd AMSA
AG -857 -7.70 -7.70 -671 -790 -7.38 -820 -7.14 -7.93  -7.41
(kcal/mol) (4) (®) (®) (®) (4) (®) ) (4) (6) (2)

(Tamano de cluster/20)
Va-Vd son compuestos previamente reportados [34].

Todos los compuestos presentan valores de energia libre negativos, es decir, la interaccion
con el complejo Topo IIB-ADN es favorable. El rango de valores obtenido oscila entre -6.17
y -8.57 kcal/mol. Sin embargo, no se observa correlacion entre el estudio de acoplamiento
molecular y la evaluacion citotoxica, es decir, la interaccion de los compuestos IVj y IVk-
IVm con la posible diana farmacoldgica es energéticamente posible, sin embargo, son
derivados poco activos o inactivos, mientras que el compuesto Ve, derivado mas activo,
no presenta el valor de AG mas negativo.
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Lo anterior confirmaria lo previamente reportado,?’-3® donde los compuestos de 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina no inhiben la accion catalitica de esta enzima o debido a otros
factores como solubilidad, paso a través de membranas celulares y/o metabolismo.

Las principales interacciones observadas son interacciones 1-1T con las pares de bases
adyacentes (intercalacion paralela al ADN), puentes salinos entre el grupo amino
cuaternario y los oxigenos de los grupos fosfato del ADN y en algunos casos puentes de
hidrégeno con algunos residuos de la enzima. Sin embargo, mientras que en la
m-AMSA el grupo anilino se proyecta hacia el surco menor del ADN, en los derivados de
tiazolo[5,4-b]quinolina, la orientacion es hacia el surco mayor del ADN, excepto en el
derivado IVd (Figura 35), el cual mantiene dos interacciones con el complejo ADN-enzima,
equivalente a la amsacrina en el residuo de Glu522 aunque su actividad citotéxica es
menor. Por otro lado, los compuestos que mantienen interacciones tipo puente de
hidrogeno con residuos de la enzima son IVf, IVi, IVI y IVm y la Arg 820, y IVj y IVm con
Ser 818 (Figura 35).

ivd IVm

Figura 35. Modos de union de los compuestos IVd y IVm en el sistema Topo II[3-ADN.

A diferencia de los derivados con un grupo hidroxialquilamino (IVk-IVm), compuestos no
citotoxicos, los compuestos IVa, Ve, IVg, IVh, IVi, IVn, IVi y IVb interaccionan con uno
de los oxigenos del grupo fosfato unido a la citosina 11 y los derivados IVb, IVe, IVn y Va
con el oxigeno del grupo fosfato de la adenina 12, a través de la formacion de un puente
salino (Anexo Il), interacciones que podrian ser importantes para la actividad citotdéxica de
este tipo de analogos.
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En la Tabla 11 se presentan las interacciones polares previamente mencionadas:

Tabla 11. Interacciones polares de los compuestos de la serie IVy V.

Interaccién polar

Interaccion polar

IVa PO4 (C11) y NH (a) IVK 06 (G13) y -OH
PO4 (A12) y NH (B) H7 (G13) y OH
06 (G7) y NH (a).
IVb PO4s (A12) y NH (B) (\| Arg 820, H41 (C11) y OH
IVc PO4 (C11) y NH (a) IVm Arg 820 y OH
06 (G13) y NH (9-anilino) Ser 818 y -OH
ivd Glu 522 y NH (a, B) IVn PO4s (C11) y *NHR>
O4-desoxirribosa (G13) y 9-NH H7 (A12) y Ar-O
06 (G13) y 9-NH
IVe PO4s (A12) y NH (B) IVi PO4s (C11) y *NHR>
06 (G13) y 9-NH. 06 (G13) y 9-NH
IVf Arg 820 y O=CN (B) Va PO4s (A12) y NH (B)
H7 (A12) y N (1). 06 (G13) y 9-NH
H7 (A12) y O=CNH
IVg PO4 (C11) y NH (B) Vb PO4 (C11) y NH (B)
06 (G13) y 9-NH H41 (C11) y O=CNH
IVh PO4 (C11) y NH (B) Vc PO4 (C11) y NH (B)
IVi PO4 (C11) y NH (a) vd PO4 (C11) y NH (B)
Arg 820 y O (morfolina) 06 (G13) y 9-NH
H41 (C11) y O=CNH
IVj Ser 818 y NH (B) Amsacrina Glu 522 y NHSO:Me

Arg 503 y 9-NH

Aunque se confirmo tedricamente que los compuestos de la serie IV y V forman complejos
energéticamente favorables con el complejo ADN-topoisomerasa |13, son necesarios mas
estudios como la inhibicion de la enzima in vivo por parte de los compuestos mas activos
y algunos inactivos que confirmen la propuesta de mecanismo de accion. Sin embargo, los
compuestos aqui presentados deben de ser considerados en estudios posteriores para la
optimizacibn de su actividad citotéxica y la evaluacion de sus propiedades
farmacocinéticas.
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7. CONCLUSIONES

» Se sintetizaron quince nuevos compuestos de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, cuya
caracteristica estructural principal es la presencia de un grupo amino sustituido
unido directamente al anillo de anilino.

» El analisis de la actividad citotdéxica de estos compuestos permite concluir que la
incorporacion de sustituyentes flexibles del tipo (dialquilamino)alquilamino,
(azacicloalquil)alquilamino y (dietilamino)etoxi en el anillo de anilino mejora la
actividad citotoxica de esta clase de compuestos, siendo el factor de longitud y el
patron de sustitucion, 3' o 4’, importantes mas no criticos. Sin embargo, la
incorporacion de sustituyentes hidroxialquilamino (IVk-IVm), independientemente
de la posicién, 3’ 0 4’, y la preparacion de la correspondiente amida (IVf) conduce
a compuestos inactivos o poco activos, o que pone de manifiesto la importancia de
la basicidad del nitrgeno terciario en la cadena terminal para conferir actividad
citotdxica a este tipo de compuestos.

» El remplazo isostérico del grupo amino a por un atomo de oxigeno en el anillo de
anilino mantiene la actividad citotéxica en los compuestos de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina confirmando la hipétesis de que la presencia de un grupo donador de
puente de hidrégeno en posicidn 3’ 0 4’ es un requisito farmacoférico para la
actividad citotéxica de estos compuestos.

» El estudio de modelado molecular revel6 los siguientes aspectos:

- El estado de protonacion de las moléculas sintetizadas es un factor importante
que determina la conformacion de la cadena lateral, debido a la presencia de
interacciones intramoleculares.

- El hecho de que el orbital molecular LUMO esté centrado en el triciclo revela
que la intercalacion entre las pares de bases del ADN puede contribuir en el
proceso de interaccion ligando-receptor.

» El andlisis QSAR indicé que los descriptores ovalidad, PSA y LUMO, son los
parametros de mayor contribucién a la actividad citotéxica, lo que podria indicar que
la actividad de estos compuestos esta relacionada con su capacidad de ingresar a
la célula, intercalacion al ADN y polaridad.

> El estudio de acoplamiento molecular demostré que, asumiendo que el complejo
topoisomerasa II[B—ADN es la diana biolégica de estos compuestos, la interaccion
de las moléculas del presente estudio esta mediada por la formacion de puentes de
hidrogeno e intercalacion en el ADN.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

8.1. Reactivos y equipo

Todas las materias primas utilizadas en la sintesis se adquirieron comercialmente en grado
reactivo. Los compuestos intermediarios fueron caracterizados por punto de fusion y CCF
comparativa con base en datos previamente reportados.* 27

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

Para la evaporacidon de los disolventes, se utilizé un evaporador rotatorio IKA, modelo
Basic 10. En la destilacién a presion reducida se usé una bomba de vacio marca Felisa,
modelo FE-1405 con capacidad maxima de 0.1 mmHg.

Los espectros de Infrarrojo se registraron en un espectrofotdmetro de FT-IR/FT-FIR
Spectrum 400 de PerkinElmer, mediante la técnica de Reflectancia Totalmente Atenuada
(ATR) con un accesorio universal ATR Sampling de PerkinElmer y las unidades se
reportan en cm".

Los espectros de RMN 'H se realizaron en un equipo Varian-MR (400 MHz), en el
Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los desplazamientos
quimicos estan dados en ppm (0) y las constantes de acoplamiento (J) se reportan en
Hertz (Hz). La multiplicidad de las senales se expresa como s: sefial simple, d: sefial doble,
t: senal triple, c: sefial cuadruple, q: sefal quintuple, sa: sefial simple ancha, ta: senal triple
ancha, dd: sefal doble de doble, ddd: sefial doble de doble de doble, dt: sefial doble de
triple, m: sefal multiple. Se utilizdé tetrametilsilano (TMS) como referencia interna,
cloroformo deuterado (CDCIs) y sulfoxido de dimetil deuterado (DMSO-ds) como
disolventes.

Los espectros de masas fueron determinados por medio de la técnica de Impacto
Electrénico (IE) y Bombardeo Rapido de Atomos (FAB) con iones de cesio, empleando
alcohol 3-nitrobencilico como matriz y de baja resolucién, en un espectrometro: MStation
y Thermo-Electron (modelo DFS), respectivamente. El ion molecular se muestra como
[M*]. La nomenclatura se indica como masa/carga (m/z), con su respectivo porcentaje de
abundancia relativa (% AR).
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Para las cromatografias en columna se emple6 gel de silice 60 (malla 70-230, Aldrich).
Los analisis cromatograficos se efectuaron en capa fina analitica siguiendo técnicas
convencionales y utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice 60 F2s4 (Aldrich)
con indicador de UV y espesor de 0.2 mm. Para la visualizacién de las placas se empled
una lampara de luz UV y exposicion a vapores de yodo.

Tabla 12. Sistemas de eluciéon empleados en CCF.

Mezcla de disolventes Proporcion Mezcla de disolventes Proporcion
| Hexano/Acetato de etilo 7:3 ]} Cloroformo/Metanol/NHsOH 8:2:0.1
Il Cloroformo/Metanol/NHsOH 7:3:0.1 IV Cloroformo/Metanol/NHsOH 9:1:0.1

8.2 Sintesis quimica
N-(Etoxicarbonilmetil)iminoditiocarbamato de dimetilo (1) 4!

') Para la preparacion del compuesto I, en un matraz de tres
o~ J\/N S bocas, acondicionado con termémetro, refrigerante y embudo
(@) \\( ™ de adicién, se mezclaron 200 mL de CHCIz y 50 g (0.361 mol)
S de clorhidrato de glicinato de etilo, la suspension se agitd
vigorosamente empleando agitacion mecanica.
Posteriormente, se adicion6 83.5 mL (0.75 mol) de EtsN, seguida de la adicion de 21.6 mL
(0.361 mol) de CS2; la mezcla de reaccion se calenté a 40°C durante 1 hora. Transcurrido
este tiempo, se transfirieron mediante una canula, al embudo de adicién, 34 mL (0.359
mol) de (CH3)2S04. Se mantuvo con calentamiento durante 1 hora mas y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. La disolucion resultante se lavdé con agua destilada y la fase
organica se concentrd a presion reducida obteniéndose un aceite amarillo, el cual fue
disuelto en 300 mL de acetona. A la disolucion amarilla resultante, se le agregdé lentamente
una disolucién de 50 g de K2CO3 en 38 mL de agua, seguida de la adicién de 22.3 mL de
Mel (0.353 mol). La reaccion se calenté a 40°C, manteniendo un reflujo suave durante 3
horas, después de lo cual se retird6 el calentamiento dejando enfriar la mezcla a
temperatura ambiente y continuando la agitaciéon durante 18 horas. Transcurrido este
tiempo, se elimind la acetona a presion reducida, obteniéndose un aceite con coloracion
ambar. Dicho aceite se purificd por destilacion a presion reducida, colectandose la fraccion
que destilo entre 145-160°C. Se obtuvieron 68 g (0.328 mol) correspondiente al 90.9% de
un aceite incoloro con un Rr de 0.4 (sistema |, Tabla 4), que se torna amarillo con la
exposicion a la luz.
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4-Etoxicarbonil-5-fenilamino-2-metiltiotiazol (I1) 4!

0 Para la preparacion del compuesto Il, en un matraz de tres bocas,
Ace tipo Europeo, acondicionado con termometro para bajas

/\O)KLN t t budo de adicién, condiciones anhidras
\ \>/3\ emperaturas, .em u : y
S atmosfera de nitrégeno, se mezcl6 6.34 g de t-BuOK* (56.6mmol)
HN en 200 mL de THF anhidro. La suspension formada se enfrié a -
75°C mediante un bafo de hielo seco-acetona. Al embudo de
adicién se transfirid, mediante una canula, una disolucion de 8.0 g
del compuesto | (38.64 mmol) en 25 mL de THF anhidro, la cual
se adiciono gota a gota a la suspension de {-BuO-K*, manteniendo la temperatura a -75°C.
Terminada la adicion, la solucion amarillo-naranja resultante, se agité durante 90 minutos
a la misma temperatura. A continuacion, se transfirié al embudo de adicién una disolucion
de 4.8 mL de isotiocianato de fenilo (38.64mmol) en 15 mL de THF anhidro y se adicioné
gota a gota, cuidando que la temperatura se mantuviera a -75°C. Se dejo agitar durante
50 minutos mas y se retiro el sistema de enfriamiento. Cuando la temperatura se acerco a
-10°C, se formd un precipitado amarillo. La suspension formada se dejé en agitacion
durante 16 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se vertio lentamente
sobre 1600 mL de agua con agitacién constante, formandose un precipitado blanco-rosado
el cual se separo y seco por filtracion al vacio. El crudo se recristalizé de EtOH, obteniendo
un sélido cristalino blanco que se separé y seco por filtracion al vacio. Se obtuvieron 10.4
g (35.37mmol, 91.5%) del compuesto Il con un punto de fusion de 80°C y un Rrde 0.57

(sistema |, Tabla 4).

9-Cloro-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (llI) 4!

cl Para la preparacion del compuesto lll, en un matraz de fondo
redondo de una boca, acondicionado con refrigerante y trampa de

O\)j:'\g_s humedad, se coloc6 2.94 g (10 mmol) del compuesto Il, se
N/ S \ adicionaron 710 mg de PPA y 3 mL de POCIs (11.7mmol). La
mezcla de reaccion se calentd a 130-35°C, con agitacién constante

por cuatro horas. Después de lo cual se dejo enfriar la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente, posteriormente se agrego lentamente10 mL de EtOH frio. Al disolverse el aceite
obtenido, precipitd un sdlido color naranja; la suspensién se vertié sobre 100 mL de agua
y se neutralizé con una disolucion saturada de NaHCOs. El precipitado color amarillo-café
se separo por filtracion al vacio y se seco por succion. El crudo se suspendié en MeOH,
se calentd ligeramente con agitacion durante 5 minutos y se filtré para obtener 1.6 g

(6mmol, 60%) del compuesto Il (Lit. 60.3%), con un punto de fusién de 160°C y un Rrde
0.65 (sistema |, Tabla 4).
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Procedimiento general de sintesis de los intermediarios nitrados (1a-1i).

Condiciones A. Para la preparacion de los compuestos 1a-1e, en un matraz de fondo
redondo de dos bocas previamente flameado y acondicionado con refrigerante se coloco
el compuesto nitrado (249 mg, 1 mmol), la amina alifatica correspondiente (1.3 equiv.), el
Cs2C0s3 (1.4 equiv.) y 2 mL de 1,4-dioxano anhidro; el sistema se purgd con nitrégeno. En
un segundo matraz de una boca previamente flameado se coloc6 1 mol % de acetato de
paladio y 2 mol % del compuesto 2-diciclohexilfosfino-2',6'-diisopropoxibifenil (Ruphos) y
se hizo pasar una corriente de nitrégeno durante 1 min, posteriormente se adicioné 1.5 mL
de 1,4-dioxano anhidro obteniendo una solucién ambar, la cual se agité durante 10 minutos
a temperatura ambiente y se transfirio al primer matraz a través de una canula. La reaccion
se coloco a reflujo durante 4 horas, tiempo en el cual se observé el consumo de la materia
prima (CCF, sistema V). Una vez fria la mezcla de reaccién, el contenido del matraz se
filtré a través de una cama de celita, el filtrado se extrajo con 20 mL de NaHCOs y acetato
de etilo (3x15 mL) y la fase organica se traté con Na2SO4 anhidro, se filtré y se eliminé el
disolvente a presién reducida obteniendo un aceite amarillo intenso. Los rendimientos de
reaccion fueron superiores al 90%. Los intermediarios obtenidos se caracterizaron por
apariencia y Rr.

Condiciones B. Para la preparacion de los compuestos 1a-1j, en un matraz de fondo
redondo de una boca y acondicionado con refrigerante, se colocdé el compuesto p-
fluoronitrobenceno (423 mg, 3 mmol), la amina alifatica correspondiente (1.3 equiv.) y 3
mL de DMSO. La mezcla de reaccion se coloco a reflujo durante 2 horas, tiempo en el cual
se observd el consumo de la materia prima (CCF, sistema 1V). Después de lo cual se
adicionaron 10 mL de agua destilada y se extrajo la fase organica EtOAc (3x5 mL). La fase
organica se traté con Na2SO4 anhidro, se filtrd y se eliminé el disolvente a presion reducida.
Los productos se purificaron con extracciones liquido-liquido con una solucion de HCI al
10% y EtOAc. Los intermediarios obtenidos se caracterizaron por apariencia y Rs.

Condiciones C. Para la preparaciéon de los compuestos 1k-1m, en un matraz de fondo
redondo de dos bocas se colocd 725 mg (3 mmol) del compuesto nitrado con el patron de
sustitucion respectivo, el aminoalcohol correspondiente (7.4 equiv.), CuO (1 mol%)y 3 mL
de acetonitrilo. La mezcla de reaccion se colocé a reflujo durante 10 h, tiempo en el cual
se observa el consumo de la materia prima (CCF, sistema IV). Ya fria la mezcla de
reaccion, se filtr6 sobre una cama de celita, la cual se lavd con diclorometano.
Posteriormente, el filtrado se concentré al vacio y al aceite marron obtenido se le
adicionaron 5 mL de una solucion de HCI al 10%, colocandose en agitacion durante 20
minutos. Se realizaron extracciones con CHCI3z (3x5 mL); la fase organica se desechd y la
fase acuosa se neutralizé con NaHCOs sodlido. Finalmente, se realizaron extracciones
adicionales con EtOAc (3x5 mL) y la fase organica se traté con Na2SO4 y concentrd al
vacio obteniendo un aceite amarillo.
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Condiciones D. En un matraz de fondo redondo de una boca y acondicionado con
refrigerante se colocé el compuesto m- 6 p-nitrofenol (417 mg, 3 mmol), el derivado clorado
671 mg (1.3 equiv.), K2COs (4.5 mmol) y 3 mL de DMF. La reaccion se calenté a 80°C
durante 6 horas, tiempo en el cual se observo el consumo de la materia prima (CCF,
sistema IV). Después de lo cual se adicionaron 10 mL de agua destilada y se extrajo la
fase organica con EtOAc (3x5 mL). La fase organica se traté con Na2SO4 anhidro, se filtrd
y se elimind el disolvente a presion reducida. Los intermediarios obtenidos se
caracterizaron por su apariencia y Ry.

Procedimiento general de sintesis para la obtencion de los derivados de anilina (2a-2h).

Para la preparacion de los compuestos 2a-2i, se disolvié el derivado correspondiente (1a-
1n) en 20 mL de MeOH y se transfirio al recipiente de hidrogenacion. Se adicioné el 10 %
en masa de Pd/C y 80 mL de MeOH. La mezcla de reaccién se hidrogena (H2,65 Ib/in?) a
temperatura ambiente, durante 1 h en el caso de los derivados con sustituyente en posicion
3’y a 60 °C durante 1h para los derivados 4’ sustituidos, tiempo en el cual se consume la
materia prima y se observa un cambio en la coloracion de amarillo a incoloro. La mezcla
de reaccion se filtré sobre una cama de celita y el filtrado se evaporoé al vacio. Debido a
que se ha reportado que las anilinas anteriores son compuestos sensibles a la oxidacion
se hicieron reaccionar inmediatamente después de su obtencion.

Metodologia general de sintesis de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina
(IVa-IVh).

Para la preparacion de los compuestos finales IVa-IVi, en un matraz de fondo redondo de
una boca, se suspendieron 266 mg (1 mmol) del compuesto Il en 3 mL de AcOH glacial.
La mezcla de reaccion se agitdé durante 15 minutos. Después de este tiempo se
adicionaron 1.3 mmol de la anilina correspondiente. La reaccion se colocé a reflujo durante
3-10 horas, obteniendo una solucion rojiza que se intensifica su coloracion con el
transcurso del tiempo. Al término de la reaccion (CCF, sistema lll) la mezcla de reaccion
fria se ajusto el pH a basico con solucion de NaOH al 10% y se extrajo con acetato de etilo
(3x5 mL); la fase organica de color amarillo se tratdé con Na2SO4 anhidro y se eliminé el
disolvente a presion reducida. Al crudo de reaccidn se le adicioné éter diisopropilico para
generar un sélido, el cual se purificd por recristalizacion o a mediante cromatografia en
columna abierta.
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9-[4-(2-(N,N-Dimetilamino)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVa).

o Se siguid la metodologia general, empleando el
b H ®  ©  compuesto lll (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé

! ~ N\ 7
2/©/ 'T‘ durante 5 horas. EI compuesto se purifico con lavados
HN 5 de éter diisopropilico caliente para rendir 397 mg (0.97

, : N ,Z mmol, 97 %) de IVa como un sélido color amarillo. Punto
P \>—S de fusién: 113-114 °C. Rr: 0.33 (sistemal lll, Tabla 4). IR
6 NTTS DN (ATR, cm™ espectro 1): 3372, 3180 (N-H), 2974, 2927,

5

2821, 2772 (C-H insat. y sat.), 1612,1569, 1513, 1475
(aromaticos), 1274, 1250 (=C-N), 1035 (C-N alifatico), 757 (C-S). RMN-'H (espectro 2,
CDCIs, 8): 2.29 (s, 6H) C; 2.58-2.61 (t, J = 6.0 Hz, 2H) B; 2.74 (s, 3H) SCHs; 3.16-3.18 (t,
J=6.6 Hz, 2H) A; 4.36 (s, 1H) a; 6.59-6.62 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-3’ y H-5’; 7.00-7.04 (d, J
=8.8 Hz, 2H) H-2' yH-6’; 7.14-7.18 (ddd, J= 8.4, 6.8, 1.3 Hz, 1H) H-7; 7.41 (s, 1H) ArNHAr;
7.53-7.57 (ddd, J= 8.4, 6.8, 1.3 Hz, 1H) H-6; 7.72-7.75 (dd, J = 8.7, 1.3 Hz, 1H) H-8; 7.92-
7.94 (dd, J = 8.7, 1.3 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro 3): 409 (M* 40%), 351
(M*-58,40%), 58 (M*-351, 100%).

9-[4-(3-(N,N-Dimetilamino)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVb).

D Se siguié la metodologia general, empleando el
| compuesto Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé
c N durante 6 horas. El compuesto se purificd con lavados
de éter diisopropilico caliente para rendir 389 mg (0.92

3 mmol, 92 %) de IVb como un sélido color amarillo. Punto

2 NH ¢ de fusion: 100-102 °C. Ry: 0.31 (sistema lll, Tabla 4). IR

/©/ (ATR, cm espectro 4): 3315, 3208 (N-H), 2943, 2784,

g HN . d 2764 (C-H insat. y sat.), 1609,1577, 1551, 1516, 1474

7 N (aromaticos), 1276, 1242 (=C-N), 1036 (C-N alifatico),
m S—s 753 (C-S). RMN-H (espectro 5, DMSO-Ds, 5): 1.63-
° NT S \ 1.70 (q, J = 7.0 Hz, 2H) B; 2.14 (s, 6H) D; 2.28-2.32 (t, J
5 =7.1Hz, 2H) C; 2.43 (s, 3H) -SCHs3; 3.01-3.04 (t, J= 6.9

Hz, 2H) A; 5.48 (s, 1H) a; 6.52-6.56 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-3' y H-5’; 6.94-6.97 (d, J = 8.8
Hz, 2H) H-2' y H-6’; 7.36-7.40 (ddd, J = 8.3, 6.7, 1.4 Hz, 1H) H-7; 7.62-7.66 (ddd, J = 8.3,
6.7, 1.3 Hz, 1H) H-6; 7.80-7.82 (dd, J = 8.6, 1.3 Hz, 1H) H-5; 8.28-8.31 (dd, J = 8.7, 1.4 Hz,
1H) H-8; 8.99 (s, 1H) NH-Ar. EM (IE, m/z, % AR., espectro 6): 423 (M*, 100%), 338 (M*-
85,70%), 58 (M*-365, 84%).
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9-[4-(2-(N,N-Dietilamino)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVc).

o  Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto

a L J ¢ 11(266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 4 horas.

X 3 HJ El compuesto se purificd con lavados de éter diisopropilico

/©/ o° caliente para rendir 423 mg (0.97 mmol, 97 %) de IVe como

s HNT s un solido color café. Punto de fusion: 108-109 °C. Rr: 0.32

; N (sistema IV, Tabla 4). IR (ATR, cm espectro 7): 3381,
6 ©\):[S\>_S\ 3197 (NH), 2965, 2820 (C-H insat. y sat.), 1687, 1600,
s N 1552, 1533, 1509 (aromaticos), 1253, 1163 (=C-N), 1049

(C-N alifatico), 749 (C-S). RMN 'H (espectro 8, CDCIs) &:
1.06-1.10 (t, J = 7.1 Hz, 6H) D; 2.62-2.67 (c, J=7.1 Hz, 4H) C; 2.73 (s, 3H) -SCHs3; 2.74-
2.78 (t, J=5.9 Hz, 2H) B; 3.17-3.20 (t, J = 5.8 Hz, 2H) A, 4.57 (s, 1H) a; 6.59-6.62 (d, J =
8.8 Hz, 2H) H-3’ y H-5’; 7.00-7.03 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-2' y H-6’; 7.12-7.17 (ddd, J = 8.3,
6.8, 1.3 Hz, 1H) H-7; 7.41 (s, 1H) NH-Ar-; 7.54-7.57 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H) H-6;
7.72-7.75 (dd, J = 8.7, 1.4 Hz, 1H) H-8; 7.91-7.94 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H) H-5. EM (FAB,
m/z, % AR., espectro 9): 438 (MH*, 31%), 437 (M*,23%), 86 (M* - 351, 100).

9-[4-(3-(N,N-Dietilamino)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVd).

E Se siguio6 la metodologia general, empleando el compuesto

D( Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 5 horas.

c N~ El compuesto se purifico con lavados de éter diisopropilico
AH/B caliente para rendir 415 mg (0.92 mmol, 92 %) de IVd como

3 un soélido color amarillo. Ri: 0.26 (sistema lIll, Tabla 4).

i©/NH ¢ Punto de fusion: 79-80 °C. IR (ATR, cm espectro 10):

N 3270 (NH), 2965, 2927, 2806 (C-H insat. y sat.), 1612, 1583,

, N 1551, 1514, 1496 (aromaticos), 1278, 1240 (=C-N), 1032
. ©\)I \>—S\ (C-N alifatico), 756 (C-S). RMN 'H (espectro 11, CDClI3) &:
. NT S 1.07-1.10 (t, J=7.1 Hz, 6H) E; 1.80-1.87 (q, J = 6.5 Hz, 6H)

B: 2.58-2.65 (q, J=6.9 Hz, 6H) Cy D; 2.75 (s, 3H) -SCHs;
3.19-3.21 (t, J = 7.3 Hz, 2H) A; 4.91 (s, 1H) a; 6.55-6.59 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-3' y H-5;
7.00-7.04 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-2' y H-6"; 7.13-7.17 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.41
(s, 1H) NH-Ar, 7.53-7.57 (ddd, J=8.2, 6.7, 1.4 Hz, 1H) H-6; 7.72-7.75 (dd, J = 8.6, 1.3,
0.6 Hz, 1H) H-8; 7.92-7.94 (dd, J = 8.6, 1.3, 0.6 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro
12): 451 (M*,62%), 74 (M*-377,100%), 55 (M*-396, 68%).
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9-[4-(2-(Pirrolidin-1-il)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVe).

D Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto I
O (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 5 horas. El
) . compuesto se purific6 por cromatografia en columna,
,\ﬁa empleando como fase movil una mezcla de
2/©/ cloroformo/metanol a gradiente, para rendir 239 mg (0.55
s HNT 7 mmol, 55 %) de IVe como un solido color amarillo. Rr: 0.39
7 O\)ﬁ:%_s (sistema lll, Tabla 4). Punto de fusién: 118-120 °C. IR (ATR,
6 s N cm™! espectro 13): 3271 (NH), 3030, 2958, 2925, 2686 (C-H
5 insat. y sat.), 1613, 1579, 1551, 1514, 1497 (aromaticos),
1277, 1243 (=C-N), 1038 (C-N alifatico), 757 (C-S). RMN 'H (espectro 14, CDCls) &
(ppm): 1.87-1.90 (q, J = 2.8 Hz, 4H) D; 2.69-2.75 (m, 7H) C y -SCH3; 2.87-2.90 (t, J= 5.8
Hz, 2H) B; 3.28-3.31 (t, J = 5.9 Hz, 2H) A, 4.59 (s, 1H) a; 6.61-6.64 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-
3’y H-5’; 7.00-7.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-2' y H-6’; 7.14-7.18 (ddd, J = 8.3, 6.8, 1.3 Hz, 1H)
H-7; 7.40 (s, 1H) ArNHAr; 7.54-7.58 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H) H-6; 7.75-7.73 (dd, J =
8.7,1.4 Hz, 1H) H-8; 7.92-7.94 (dd, J= 8.6, 1.2 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro
15): 435 (M* 48%), 436 (MH*, 12%), 351 (M*-84,22%), 84 (M*-351,100%).

C

A
3

5

9-[4-(3-(2-Oxo-pirrolidin-1-il)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[ 5,4-b]quinolina (IVf).

o. F Sesiguio la metodologia general, empleando el compuesto
. E} e (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 8 horas. El
o compuesto se purificé con lavados de éter diisopropilico

5 caliente para rendir 402 mg (0.87 mmol, 87 %) de IVf como

i@/NH * un solido color amarillo. Rt: 0.56 (sistema IV, Tabla 4). Punto

HN 5 de fusion: 162-163 °C. IR (ATR, cm! espectro 16): 3313,

, . N N 3127 (NH), 3042, 2922, 2861, 2825 (C-H insat. y sat.), 1645,
. e S\>_S\ 1615, 1575, 1552, 1535, 1459 (aromaticos), 1278, 1237 (=C-
5 N), 1049 (C-N alifatico), 758 (C-S). RMN 'H (espectro 17,

CDCl3) &: 1.79-1.86 (g, J = 6.5 Hz, 2H) B; 2.00-2.08(q, J = 7.6 Hz, 2H) E; 2.40-2.44 (t, J =
8.1, 2H) A; 2.75 (s, 3H) SCH3; 3.15-3.18 (t, J = 6.4 Hz, 2H) F; 3.38-3.43 (c, J = 6.8, 7.2,
6.4, 4H) C y D; 4.36 (s, 1H) o; 6.60-6.62 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-3' y H-5"; 7.01-7.03 (d, J =
8.4 Hz, 2H) H-2' y H-6"; 7.14-7.19 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.3 Hz, 1H) H-7; 7.43 (s, 1H) NH-Ar,
7.55-7.58 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.3 Hz, 1H) H-6; 7.73-7.76 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H) H-8; 7.93-
7.96 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro 18): 463 (M* 100%), 351
(M*-112,32%).
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9-[4-(2-(Piperidin-1-il)etilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVQ).

E Se siguiod la metodologia general, empleando el compuesto |l

O b (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 8 horas. El

N~ ¢ compuesto se purificd con lavados de éter diisopropilico

N caliente para rendir 413 mg (0.92 mmol, 92 %) de IVg como

% M un solido color amarillo. Rs: 0.40 (sistema IV, Tabla 4). Punto
2/©/ a de fusion: 152-153 °C. IR (ATR, cm espectro 19): 3341,
HN 5 3297 (NH), 2932, 2919, 2849, 2834, 2763 (C-H insat. y sat.),

AN 1614, 1592, 1525, 1496, 1470 (aromaticos), 1300, 1239 (=C-
6 D S\>—S\ N), 1029 (C-N alifatico), 762 (C-S). RMN 'H (espectro 20,
. N CDCls) &: 1.45-1.51 (q, J = 6.0 Hz, 2H) E; 1.62-1.67 (q, J =

5.7 Hz, 4H) D; 2.49 (m, 4H) C; 2.64-2.67 (t, J = 6.0 Hz, 2H) B;
2.74 (s, 3H) -SCH3; 3.19-3.22 (t, J = 6.0 Hz, 2H) A; 4.48 (s, 1H) -NH (a); 6.59-6.63 (d, J =
8.8 Hz, 2H) H-3' y H-5"; 7.0-7.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-2’ y H-6"; 7.14-7.18 (ddd, J = 8.4,
6.8, 1.3 Hz, 1H) H-7; 7.40 (s, 1H) ArNHAr; 7.53-7.57 (ddd, J = 8.4, 6.7, 1.4 Hz, 1H) H-6;
7.73-7.76 (dd, J = 8.7, 1.4 Hz, 1H) H-8; 7.92-7.94 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H) H-5. EM (IE,
miz, % AR., espectro 21): 449 (M* 20%), 98 (M*-351. 100%).

9-[4-(3-(Piperidin-1-il)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVh).

] Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto I

D (266 mg, 1 mmol). La reaccién se reflujo durante 8 horas. El

c O compuesto se purific6 con lavados de éter diisopropilico
caliente para rendir 439 mg (0.95 mmol, 95 %) de IVh como

> 2 NH un solido color amarillo. Rs: 0.31 (sistema IV, Tabla 4). Punto

/@ * de fusion: 60-61 °C. IR (ATR, cm™' espectro 22): 3352, 3273

. NS (NH), 3060, 3028, 2932, 2819 (C-H insat. y sat.), 1594, 1528,

! ©\)ﬁ:N\>_S 1496, 1471 (aromaticos), 1274, 1242 (=C-N), 1032 (C-N
° NS alifatico), 753 (C-S). RMN H' (espectro 23, CDCIs3) &: 1.47-

5

1.50 (q, J = 4.8 Hz, 2H) F, 1.63-1.68 (q, J = 5.6 Hz, 4H) E,
1.84-1.89 (q, J = 6.4 Hz) B, 2.48-2.54 (m) C y D, 3.18-3.22 (t, J = 6.4 Hz) A, 4.45 (s, 1H) -
NH (a); 6.55-6.59 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-3' y H-5’; 7.00-7.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-2' y H-6’;
7.13-7.17 (ddd, J = 8.4, 6.8, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.41 (s, 1H) ArNHAr; 7.53-7.57 (ddd, J = 8.4,
6.8, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.73-7.75 (dd, J = 8.6, 0.8 Hz, 1H) H-8; 7.91-7.93 (dd, J = 8.6, 0.8
Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro 24): 463 (M* 100%), 98 (M*-267, 44%).
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9-[4-(3-(Morfolin-4-il)propilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVi).

(\O Se siguio la metodologia general, empleando el compuesto |

c N\)E (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 8 horas. El

N compuesto se purific6 con lavados de éter diisopropilico

2 NH. caliente para rendir 455 mg (0.98 mmol, 98 %) de IVi como

2/@ un solido color amarillo. Rs: 0.50 (sistema IV, Tabla 4). Punto

s ANT de fusién: 120-121 °C. IR (ATR, cm™ espectro 25): 3415,

7 ©\)\/EN\>_S 3220 (NH), 3038, 2955, 2936, 2924, 2849, 2805 (C-H insat. y
6 NS sat.), 1612, 1575, 1549, 1515, 1472 (aromaticos), 1275, 1257

(=C-N), 1115 (C-0O), 1039 (C-N alifatico), 759 (C-S). RMN 'H
(espectro 26, CDCl3) &: 1.82-1.89 (q, J = 6.4 Hz, 2H) B; 2.53-2.58 (m, J = 6.8 Hz, 2H) C y
D; 2.74 (s, 3H) -SCHa; 3.20-3.23 (t, J = 6.4 Hz, 2H) A; 3.76-3.79 (t, J = 4.4 Hz, 4H) E; 4.60
(s, 1H) a; 6.55-6.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-3' y H-5"; 6.99-7.03 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-2' y H-
6; 7.13-7.17 (ddd, J = 7.2, 6.8, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.40 (s, 1H) ArNHAr; 7.53-7.57 (ddd, J =
7.2,6.8, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.72-7.74 (dd, J = 8.8, 1.2 Hz, 1H) H-8; 7.92-7.94 (dd, J = 8.4,
0.8 Hz, 1H) H-5. EM (IE, miz, % AR., espectro 27): 465 (M* 91%), 154 (M*-311,100%).

9-[4-(4-(Pirrolidin-1-il)piperidin-1-il)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (1Vj).

, ¢ Se sigui6 la metodologia general, empleando el compuesto Il
B D (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 5 horas. El

¥ ACC( compuesto se purifico por cromatografia en columna,

i©/N empleando como fase mévii una mezcla de

, AN cloroformo/metanol a gradiente, para rendir 199 mg (0.42

7 ©\)\/EN\>_S mmol, 42 %) de IVe como un sdlido color amarillo. Rs: 0.33
6 NS N (sistema IV, Tabla 4). Punto de fusién: 105-106 °C. IR (ATR,

5

cm! espectro 28): 3198, 3163 (NH), 3048, 2963, 2809 (C-H
insat. y sat.), 1621, 1574, 1551, 1509, 1461 (aromaticos), 1271, 1213 (=C-N), 1038 (C-N
alifatico), 756 (C-S). RMN H' (espectro 29, CDClIs) &: 1.66-1.78 (m, 2H) D; 1.78-1.85 (m,
4H) E; 2.00-2.03 (m, 2H) D; 2.11-2.17 (m, 1H) C; 2.60-2.64 (m, 4H) B; 2.74 (s, 1H) -SCHs;
2.75-2.80 (m, 1H) A; 3.64-3.67 (ddd, J=12.8, 4.0 Hz, 1H) A; 6.88-6.91 (d, J = 9.2 Hz, 2H)
H-3’y H-5’; 7.03-7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H) H-2’ y H-6’; 7.17-7.21 (ddd, J = 7.2, 6.8, 1.6 Hz,
1H) H-7; 7.37 (s, 1H) ArNHAr; 7.55-7.60 (ddd, J = 6.8, 1.6 Hz, 1H) H-6; 7.73-7.75 (dd, J =
8.4, 0.8 Hz, 1H) H-8; 7.94-7.96 (dd, J = 8.8, 0.8 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, % AR., espectro
30): 475 (M*,100%), 404 (M*-71,92%), 350 (M*-125, 32%).
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9-[(3-(2-Hidroxietil)amino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVK).

Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto
[Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 5 horas.
El precipitado obtenido se purific6 con lavados de EtOAc
caliente para rendir 324 mg (0.85 mmol, 85 %) de IVk como
un solido color verde. Rs: 0.40 (sistema IV, Tabla 4). Punto
de fusion: 173-175 °C. IR (ATR, cm! espectro 31): 3388
(O-H), 3297, 3182 (NH), 2997, 2949, 2776, 2705 (C-H insat.
y sat.), 1623, 1598, 1572, 1536, 1478 (aromaticos), 1276,
1240 (=C-N), 1160 (C-O), 1046 (C-N alifatico), 752 (C-S).
RMN 'H (espectro 32, DMSO-des) &: 2.43 (s, 3H) —SCHs,

3.16-3.19 (t, J=5.6 Hz, 2H) A, 3.58-3.61 (t, J =5.6 Hz, 2H) B, 3.70-5.40 (sa, 2H) a y B,
7.23-7.27 (t, J = 8.0 Hz, 1H) H-2’, 6.80-6.86 (m, 1H) H-4’, H-6’ y H-5’; 7.58-7.62 (dd, J =
7.2, 0.8 Hz, 1H) H-7, 7.82-7.86 (ddd, J = 7.2, 0.8 Hz, 1H) H-6; 7.96-7.98 (d, J = 8.4 Hz,
1H) H-5, 8.51-8.53 (d, J = 8.3, 1H) H-8; 10.16 (s, 1H) —NH-Ar. EM (IE, m/z, % AR.,
espectro 33): 382 (M* 58%), 351 (M*-31,100%).

9-[(4-(2-Hidroxietil)amino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVI).

o4

3 H B
Qe
A
HN s P

8 6"
7 X N

CU-

6 N/ S \

5

Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto
[Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 3 horas.
El precipitado obtenido se purificé con lavados de EtOAc
caliente para rendir 259 mg (0.68 mmol, 68 %) de IVI como
un solido color amarillo. Rs: 0.69 (sistema IV, Tabla 4). Punto
de fusion: 183-185 °C. IR (ATR, cm™' espectro 34): > 3338
(O-H, banda ancha), 3338, 3200 (NH), 3072, 3028, 2857,

2773, 2685 (C-H insat. y sat.), 1622, 1609, 1575, 1546, 1525, 1499 (aromaticos), 1271
(=C-N), 1173 (C-O), 1045 (C-N alifatico), 751 (C-S). RMN 'H (espectro 35, DMSO-d¢) 5:
2.41 (s, 3H) —=SCH3, 3.22-3.25 (t, J = 5.4 Hz, 2H) H-a, 3.66-3.62 (, J = 5.4 Hz, 2H) H-B,
3.78-5.0 (sa, 2H) ay B, 7.09-7.17 (m, 4H) H-2", H-3", H-5', H-6’; 7.56-7.60 (m, 1H) H-7,
7.84-7.79 (m, 1H) H-6; 7.96-7.93 (d, J = 8.7 Hz, 1H) H-5, 8.52-8.49 (d, J = 8.7, 1H) H-8;
10.01 (s, 1H) —=NH-Ar. EM (IE, m/z, % AR., espectro 37): 382 (M* 58%), 351 (M*-31,

100%).
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9-[4-(3-Hidroxipropil)amino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVm).

5 Se sigui6 la metodologia general, empleando el compuesto

c OH Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 3 horas.

AH/B El precipitado obtenido se purificé con lavados de EtOAc

3 caliente para rendir 364 mg (0.92 mmol, 92 %) de IVm como

j@/NH ¢ un solido color amarillo. Rs: 0.69 (sistema IV, Tabla 4). Punto

HN 5 de fusion: 165-167 °C. IR (ATR, cm™ espectro 38): > 3339

. 8 \ NG' (O-H), 3339, 3170 (N-H), 3054, 2941, 2863, 2770, 2682 (C-H

A P \>—s\ insat. y sat.), 1608, 1574, 1535, 1519, 1478, 1458, 1428

NT 7S (aromaticos), 1272, 1257 (=C-N), 1172 (C-O), 1043 (C-N

alifatico), 755 (C-S). RMN 'H (espectro 39, DMSO-d¢) &:

1.75-1.82 (q, J = 6.6 Hz, 2H) B, 2.43 (s, 1H) -SCHs, 3.21-3.26 (t, J =7.5 Hz, 2H) C, 3.50-

3.55 (t, J=6.0Hz, 2H) A, 3.65-4.91(sa, 2H) ay B, 7.14-7.26 (m, 4H) H-2’, H-3’, H-5’, H-

6’, 7.55-7.60 (t, J=6.9Hz, 1H)H-7,7.79-7.82 (t, J=7.2 Hz, 1H)H-6, 7.92-7.95 (d, J=9

Hz, 1H) H-5, 8.46-8.49 (d, J =9.0 Hz, 1H) H-8, 9.91 (s, 1H) -NH-Ar. EM (lE, m/z, % AR.,
espectro 40): 396 (M* 100%), 351 (M*-45,44%).

5

9-[3-(2-(N,N-Dietilamino)etoxi)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVn).

D Se siguid la metodologia general, empleando el compuesto
Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujé durante 8 horas.

o N El compuesto se purificd con lavados de éter diisopropilico
i@ 8 caliente para rendir 332 mg (0.76 mmol, 76 %) de IVn como
un sélido color amarillo. Rs: 0.44 sistema |V, Tabla 4). Punto

HN de fusion: 70 °C. IR (ATR, cm™! espectro 41): 3354 (NH),

8 6
7 SN 3062, 2970, 2921, 2872, 2795 (C-H insat. y sat.), 1595, 1549,
6 N7 S>_S\ 1493, 1450 (aromaticos), 1267 (=C-N), 1193 (C-O), 1045 (C-
5 N alifatico), 766 (C-S). RMN 'H (espectro 42, CDCIs, d):

1.01-1.05 (t, J = 7.2 Hz, 6H) D; 2.56-2.62 (c, J = 7.2 Hz, 4H) C; 2.76 (s, 3H) -SCHs; 2.79-
2.83 (t, J=6.4 Hz, 2H) B; 3.94-3.97 (t, J = 6.4 Hz, 2H) A; 6.59-6.60 (t, J=2.4 Hz, 1H) H-
2’; 6.62-6.66 (dt, J = 5.2, 2.0 Hz, 2H) H-4' y H-6"; 7.15-7.19 (t, J = 8.0 Hz, 1H) H-5"; 7.27-
7.31 (ddd, J = 6.8, 1.2 Hz, 1H) H-7; 7.33 (s, 1H) NH-Ar-; 7.60-7.64 (ddd, J = 6.8, 1.6 Hz,
1H) H-6; 7.80-7.83 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H) H-8; 7.99-8.01 (dd, J = 8.4, 0.4 Hz, 1H) H-5.
EM (IE, m/z, % AR., espectro 43): 438 (M* 14%), 86 (M*-352, 100%).
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9-[4-(2-(N,N-Dietilamino)etoxi)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (IVA).

D Se sigui6 la metodologia general, empleando el compuesto

CLNJ Il (266 mg, 1 mmol). La reaccion se reflujo durante 6 horas.

N ol o\) . El compuesto se purificd con lavados de éter diisopropilico

/©/ A caliente para rendir 376 mg (0.86 mmol, 86 %) de IVn como

HN d un solido color amarillo. R: 0.55 (sistema lll, Tabla 4). Punto

Y s de fusion: 113 °C. IR (ATR, cm espectro 44): 3130 (NH),

6 ~¢ N\ 3037, 2969, 2926, 2862 2800 (C-H insat. y sat.), 1611, 1571,

5 1554, 1509, 1472 (aromaticos), 1281, 1239 (=C-N), 1172 (C-

0), 1039 (C-N alifatico), 756 (C-S). RMN-'H (espectro 45,

CDCls, 8): 1.06-1.10 (t, J = 7.2 Hz, 6H) D; 2.63-2.68 (¢, J=7.2 Hz, 4H) C; 2.74 (s, 3H) -

SCHs; 2.87-2.91 (t, J = 6.2 Hz, 2H) B; 4.03-4.07 (t, J= 6.4 Hz, 2H) A; 6.85-6.88 (d, J = 8.8

Hz, 2H) H-3' y H-5’; 7.05-7.08 (d, J = 8.8 Hz, 2H) H-2’' y H-6"; 7.18-7.22 (ddd, J = 7.2, 6.8,

1.2 Hz, 1H) H-7; 7.35 (s, 1H) NH-Ar-; 7.56-7.60 (ddd, J =7.2, 6.4, 1.2 Hz, 1H) H-6; 7.69-

7.71 (dd, J= 8.8, 0.8 Hz, 1H) H-8; 7.95-7.97 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H) H-5. EM (IE, m/z, %
AR., espectro 46): 438 (M* 8%), 86 (M*-352,100%).

8.3. Citotoxicidad en lineas celulares 3236

Los ensayos de citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas de los compuestos
sintetizados se realizaron en el Departamento de Biologia en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México, a cargo del M. en C. José Solano Becerra.
Los efectos citotdxicos de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina se determinaron
en un panel de cuatro lineas celulares: una linea celular cervical (HelLa), dos lineas
celulares de cancer colorrectal humano (SW620 y SW480) y una linea celular de leucemia
humana mielégena (K-562), realizando un perfil de dosis-respuesta gradual (1, 10, 30, 60
y 100 pM), mediante el método de determinacion de MTT a 48 h de tratamiento,
expresandose como Clso, que representa el promedio de tres experimentos
independientes +/- desviacion estandar.

8.4. Modelado molecular 37

Los estudios de modelado molecular se realizaron en una PC, con 4.5 Gb de memoria
RAM, utilizando el programa Spartan’ 10. Las moléculas se construyeron a partir de
fragmentos convencionales y se optimizé su geometria. Las moléculas IVa-IVj y IVA-IVn
se consideraron en su forma ionizada (seccion 7.6., Figura 26). El analisis conformacional
fue llevado a cabo utilizando MMFF como campo de fuerza. Todos los enlaces sp?
presentes en la molécula fueron rotados cada sesenta grados.
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PARTE EXPERIMENTAL

El conformero mas estable fue elegido considerando la energia y la distribucion de
Boltzmann. Las geometrias de los conférmeros mas estables fueron optimizadas con el
método de Funcionales de la Densidad Electronica, DFT B3LYP/6-31 G*. El célculo de
propiedades electronicas y la distribucion electrénica se requirié para generar los mapas
de energia del potencial molecular electrostatico y realizar el estudio QSAR.

8.5. Relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) 38

Se utilizaron los descriptores calculados en el estudio de modelado molecular (volumen
molecular, area superficial, ovalidad, masa molecular, HOMO, LUMO, momento dipolar,
log P y PSA) del conformero mas estable. Empleando el programa Build-QSAR ® se
generaron las correspondientes matrices de correlacion para cada linea celular evaluada.
La variable dependiente se consideré como el valor del indice de citotoxicidad relativo a la
amsacrina (/C). La condicion para la seleccion de los descriptores fue una correlacion no
mayor a 0.70 entre ellos, pero mayor a 0.6 con /C. Los modelos QSAR se generaron con
el método de regresion lineal multiple.

8.6. Estudio de acoplamiento molecular (Docking) 3°

Proteina. El complejo ternario ADN~Topoisomerasa |I~m-AMSA (PDB ID: 4G0U) fue
obtenido de Protein Data Bank, *° con una resoluciéon de 2.7 A. La preparacion de la
proteina consistié en eliminar manualmente las moléculas de agua, iones de Mg?* y
ligandos de m-AMSA. Se adicionaron los hidrégenos polares y se corrigieron los sitios de
protonacion. Las cargas atomicas parciales se calcularon usando el método de cargas de
Gasteiger y se guardoé en formato PDBQT empleando AutoDockTools-1.5.6 (ADT).

Ligandos. Se optimiz6 la geometria del conférmero de menor energia y mayor abundancia
de cada uno de los compuestos IVa-IVi, Va-Vd y m-AMSA empleando el modelo de
Funcionales de la Densidad RB3LYP/6-31G* del programa Spartan’ 10 y se guardd en
formato de archivo MOL2, asignando cargas electrostaticas. Empleando ADT, se detectd
la raiz de la estructura, se identificaron y visualizaron los enlaces rotables, se adicionaron
cargas Gastegier y se guardaron en formato PDBQT.

Docking. El acoplamiento molecular se llevé a cabo con el software AutoDockTools-1.5.6
[44] y la visualizacion se realizé en PyMol versién 1.8, en una PC con 4.5 Gb de memoria
RAM y sistema operativo Windows 10. Se consideraron todos los enlaces rotables de los
ligandos y la macromolécula como rigida. Se estableci6 una rejilla de 70x70x70 puntos
con un espacio de 0.375 A y se emplearon las coordenadas del sitio de uniéon de m-AMSA
para centrar la rejilla preestablecida.
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Se empled la funcidon de Energia Libre-Empirica y el Algoritmo Genético Lamarckiano
como el método de busqueda, con un total de 20 corridas, 2 500 000 evaluaciones y una
poblacién inicial de 150 conférmeros, dejando el resto de los parametros preestablecidos.
La exactitud del docking, representado como el parametro de “exhaustividad” fue fijado a
100. EI mejor modo de union de cada molécula se seleccion6 conforme al valor de energia
libre de unién (AG) y el tamafo del cluster y se guardd en formato PDB. Inicialmente se
realizo la validacion del modelo con la molécula de amsacrina y se obtuvo del valor de la
desviacién cuadrada media (RMSD, por sus siglas en inglés).

Programas empleados
» Spartan’10®
» AutoDockTools-1.5.6.

» PyMOL, Versién 1.8 Schrodinger.
» MarvinSketch 16.11.7.
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9. PERSPECTIVAS

» Realizar el ensayo de inhibicion de ADN-topoisomerasa Il in vivo de las moléculas

obtenidas.
» Evaluar la inhibicion de células no tumorales de los compuestos del presente

proyecto.
» Optimizar la actividad citotoxica del derivado IVe.
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Espectro 1. IR (RTA) del compuesto IVa.
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Espectro 2. Espectro RMN 'H del compuesto IVa (CDCls).
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Espectro 3. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVa.

Espectro 4. IR (RTA) del compuesto IVb.
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Espectro 7. IR (RTA) del compuesto IVe.
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Espectro 8. Espectro RMN 'H del compuesto IVc (CDCls).
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Espectro 10. IR (RTA) del compuesto IVd.
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P4

Espectro 13. IR (RTA) del compuesto IVe.
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Espectro 14. Espectro RMN 'H del compuesto IVe (CDCls).
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Espectro 16. IR (RTA) del compuesto IVF.
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P4

Espectro 19. IR (RTA) del compuesto IVg.
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Espectro 20. Espectro RMN "H del compuesto IVg (CDCls).
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Espectro 21. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVg.

Espectro 22. IR (RTA) del compuesto IVh.
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Espectro 23. Espectro RMN "H del compuesto IVh (CDCls).
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Espectro 24. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVh.
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Espectro 25. IR (RTA) del compuesto IVi.
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Espectro 26. Espectro RMN 'H del compuesto IVi (CDCls3).
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Espectro 27. Espectrometria de masas (FAB) del compuesto IVi (CDCls).

Espectro 28. IR (RTA) del compuesto IVj.
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Espectro 29. Espectro RMN 'H del compuesto IVj (CDCl3).
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Espectro 30. Espectrometria de masas del compuesto IVj (CDCls).
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Espectro 31. IR (RTA) del compuesto IVk.
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Espectro 32. Espectro RMN 'H del compuesto IVk (DMSO-Ds).
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Espectro 33. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVk.

Espectro 34. IR (RTA) del compuesto IVI.
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Espectro 35. Espectro RMN "H del compuesto IVI (DMSO-Dg).
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Espectro 36. Espectro RMN 'H del compuesto IVI (DMSO-Dg). Intercambio con D.O
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Espectro 37. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVI.
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Espectro 38. IR (RTA) del compuesto IVm.
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Espectro 39. Espectro RMN 'H del compuesto IVm (DMSO-Dg, 300 MHz).
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Espectro 40. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVm.
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Espectro 41. IR (RTA) del compuesto IVn.
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Espectro 42. Espectro RMN "H del compuesto IVn (CDCls).
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Ca23H26N40S;
P. M. 438.61

Espectro 43. Espectrometria de masas (IE) del compuesto IVn.

Espectro 44. IR (RTA) del compuesto IVi.
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Espectro 45. Espectro RMN "H del compuesto IVii (CDCls).
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Espectro 46. Espectrometria de masas del compuesto IViA (CDCls).
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ANEXO Il

ANEXO II
MODELADO MOLECULAR
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Il. Imagenes de los compuestos analizados como entidades aisladas.

I.1. Orientacion del momento dipolar
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11.1.3. Distribucion de los orbitales HOMO.
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11.1.4. Distribucion de los orbitales LUMO
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1.1.5. Mapas de Potencial Molecular Electrostatico
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11.2. Imagenes de los complejos topoisomerasa lIB-AND-Inhibidor.
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