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LISTA DE ABREVIATURAS.

AM1: Austin Model 1.
A-549: Linea Celular de Carcinoma de Pulmon.
CCF: Cromatografia de Capa Fina.

Clso: Concentracion Inhibitoria 50, concentracion necesaria para inhibir el 50% del
crecimiento celular.

C-33: Linea Celular Cervical.

DFT: Toeria de funcionales de la densidad, en ingles.
DMF: N’ N’-dimetil formamida.

&: Desplazamiento Quimico (en ppm).

DTi 1: Topoisomerasa tipo |.

DTi 2: Topoisomerasa tipo Il.

EDG: Grupo electrodonador, en ingles.

EM: Espectrometria de Masas.

EWG: Grupo electroatractor, en ingles.

HF: Hartree-Fock.

HSAB: Acidos y bases duros y blandos, en ingles.
FAB: Bombardeo Réapido de Atomos, en ingles.

HBA: Aceptor en la formacion de enlaces de hidrogeno, en ingles.
Hela: Linea Celular Cervical.

HOMO: Orbital molecular mas alto ocupado, en ingles.
HT-29: Linea Celular de Tumor de Colon Humano.
hTER: Region molde de ARN de la enzima Telomerasa.
hTERT: Subunidad catalitica de la enzima Telomerasa.
IE: Impacto Electronico.

IR: Infrarrojo.

J: Constante de Acoplamiento (en Hz).

K-562: Linea celular de leucemia mielégena humana.

logP: Logaritmo del coeficiente de particion.




LUMO: Orbital molecular mas bajo desocupado, en ingles.
[M*]: 16n Molecular.

[MH]: 16n Pseudomolecular.

m-AMSA: Amsacrina.

m/z: Relacién masa-carga.

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.

pClso: Logaritmo inverso de la concentracion inhibitoria 50.
PhNCS: Isotiocianato de fenilo.

PME: Potencial molecular electrostatico.

PPA: Acido Polifésfirico.

PSA: Area polar superficial, en ingles.

P-338: Linea Celular de neoplasma linfatico murino.
QSAR: Relacion quantitativa estructura-actividad, en ingles.
R:.: Factor de retencion.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

SW-480: Linea celular de cancer colorectal.

SW-620: Linea celular de cancer colorectal.

TEA: Trietilamina.

THF: Tetrahidrofurano.

TMS: Tetrametilsilano.

TTA’s: Agentes dirigidos a telémero.

x: Electronegatividad.
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RESUMEN

El cancer representa un grave problema de salud publica en México como en el mundo entero,
dada su gran incidencia y mortalidad en la poblaciéon en general. Lo anterior justifica los esfuerzos
enfocados en la blsqueda de nuevas entidades quimicas con actividad antineoplasica. A este
respecto, las moléculas de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina son una opcioén tanto interesante como
prometedora para su estudio, puesto que varios de los miembros de esta familia sintetizados por Lira-
Rocha y colaboradores han mostrado tener actividad citotdxica sobre diversas lineas celulares
humanas. De igual manera se ha encontrado que el patron de sustitucion, particularmente en posicion
2 del sistema, repercute de manera notable en la actividad de dichas moléculas. Es por ello, que en el
presente trabajo se derivd una nueva serie homéloga superior de compuestos de esta familia
(serie 2-4), en los cuales se lleva a cabo la incorporacion de una cadena del tipo
azacicloalquilalquilamino en posicion 2, en una de las cuales se reduce la basicidad del nitrégeno 3
presente en la cadena lateral determinando el efecto de esta modificacién sobre la actividad
citotéxica. Por otra parte se determind la importancia del patron de sustituciébn en posicion 2 del
sistema de tiazoloquinolina sobre la actividad citotdxica. Para la evaluacién de esta actividad biol6gica
se empled un modelo de citotoxicidad en panel de cuatro lineas celulares (K-562 leucemia humana
mielogena, HelLa cancer cervicouterino, SW-480 y SW-620 adenocarcinoma colorrectal), utilizando un
ensayo dosis-respuesta gradual mediante el método MTT modificado realizando las determinaciones
a 48 horas de exposicion in vitro.

Con el proposito de establecer la existencia de algunos pardmetros comunes o diferencias
entre los compuestos con mayor citotoxicidad y aquellos con poca o nula actividad, se estudiaron
mediante modelado molecular los compuestos sintetizados en el presente trabajo asi como algunos
derivados de la serie homologa inferior, todas ellas como entidades aisladas. El andlisis de relacion
estructura-actividad mostré6 que los valores adecuados de la energia de los orbitales frontera
(particularmente el orbital LUMO), la magnitud y orientacion del momento dipolar asi como el
coeficiente de particion (log P), son parametros que modulan la actividad citotoxica de dichos
compuestos.

Si bien todos los compuestos sintetizados presentaron buena actividad biol6gica, en
comparacion con el compuesto de referencia (m-AMSA), es evidente que la incorporacién de un anillo
del tipo y-lactdmico en la cadena lateral, reduce sensiblemente la actividad, esto debido a la baja
basicidad del nitrégeno anular lo que limita su capacidad de establecer interacciones de tipo
electrostatico con la hipotética diana bioldgica. Lo anterior hace destacar la importancia del nitrégeno
B como punto farmacoforico en la actividad de este tipo de sustancias.

Por otro lado los compuestos con mayor actividad biol6gica, fueron aquellos con un centro
guiral y que se presentan como mezcla racémica. Si bien es cierto que la resolucién del racemato y la
determinacion de actividad de las formas homoquirales queda pendiente, se plantea una hip6tesis de
la posible interaccion de ambos enantidmeros con el hipotético sitio de accion.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios se han revertido los principales tipos de enfermedades en México, de
epidemioldgicas a padecimientos cronico-degenerativos tales como la diabetes, el céancer,
hipertensién y cardiovasculares, entre otras. Particularmente, el cancer constituye un problema de
salud publica en nuestro pais, se encuentra entre las primeras cinco causas de muerte seguln
estadisticas de la Secretaria de Salud.' Si bien no existe una definicion concreta, J. Ewing lo ha

definido como “un desarrollo de tejido hereditariamente alterado, relativamente auténomo”.?

Entre los tratamientos empleados en la terapia contra el cancer se encuentran:
e Cirugia.
¢ Radioterapia.
e Terapia inmunoldgica.
e Terapia génica.
e Quimioterapia.

Gracias a los avances de la quimioterapia en los ultimos 30 afios se ha podido progresar de
manera por demas sustancial en el tratamiento de los pacientes con cancer. Desde la década de los
50’s del siglo XX, cuando se empezaron a usar, el numero de agentes quimioterapéuticos ha
aumentado notablemente. La meta de la quimioterapia es eliminar a todas las células cancerosas
hasta la remisién de la enfermedad o hasta un punto en el que su avance se detiene.

Sin embargo, la quimioterapia tiene algunos inconvenientes:

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

2) Resistencia de las células cancerosas a los quimioterapicos iniciales o bien estas llegan a
desarrollarla en etapas posteriores del tratamiento.

3) Los quimioterapicos no son selectivos y afectan también a las células sanas. A pesar de que
las células neoplasicas difieren de las células normales en sus requerimientos nutrimentales,
desafortunadamente no difieren lo suficiente en el aspecto biol6gico y bioquimico. Las células
mas afectadas son las que también se dividen rapidamente como las del foliculo piloso, el
tracto gastrointestinal y la medula 6sea, ocasionando efectos secundarios al paciente. El tipo y
la intensidad de los efectos secundarios dependera del farmaco y el paciente.

Lo anterior se ve reflejado en una baja eficacia del tratamiento y una pobre calidad de vida con
beneficios minimos para los pacientes.

Para solucionar estos problemas, la investigacion en quimioterapia se enfoca en descubrir y
disefar sustancias que incrementen el nimero de farmacos para combatir la enfermedad, que tengan
mayor selectividad sobre las células tumorales, reduciendo con ello el nimero de efectos colaterales
y mejorando las probabilidades de remision. Una de las formas de obtencion de nuevos farmacos se
basa en la modificacion estructural de una molécula patron con el fin de optimizar su actividad
farmacologica. Este proceso de busqueda suele ser mas productivo debido a que existe una gran
probabilidad de que una molécula, obtenida por modificacion estructural de una molécula patrén,
presente actividad farmacol6gica; ademas, ofrece ventajas econémicas, ya que tanto los métodos de
sintesis como de ensayos farmacologicos de analogos, seran semejantes a los utilizados en la
molécula patrén; incluso si no llegan a conseguirse analogos mas activos, se pueden obtener datos
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INTRODUCCION

gue permitan una correlacion estructura-actividad que permita avanzar en la deteccion de grupos
farmacoféricos esenciales para la actividad bioldgica.

En los dltimos afios el grupo de trabajo de Lira-Rocha y col.**® combinaron el patrén
estructural de las 9-anilinoacridinas con el nucleo de tiazolo[5,4-b]quinolina (isosteros, en los cuales
un anillo de benceno es sustituido por un anillo de tiazol), explorando ampliamente el patron de
sustitucion de la posicion 2 y 9 del sistema triciclico originando una nueva familia de derivados
hibridos los cuales han mostrado buena actividad sobre diversas lineas celulares cancerosas
(Esquema 1).
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Esquema 1. Generacidon de los derivados hibridos 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina 2 sustituidos,
por Lira-Rochay col.

Por otro lado, es factible que esta clase de compuestos sea evaluada sobre otro tipo de dianas
farmacoldgicas relacionadas con este padecimiento, con el fin de esclarecer su mecanismo de
accion. Por ejemplo, recientemente se ha reportado, la actividad de los derivados de acridina como
inhibidores de la enzima telomerasa, que es la enzima que sintetiza el ADN telomérico y, por tanto,
controla la sintesis de los telémeros, por lo que juega un papel importante en el proceso de
inmortalizacion de las células.”®? Asi mismo se ha podido demostrar que la telomerasa esta sobre-
expresada en muchos tipos de tumores malignos, no asi en los tejidos somaticos normales. El estudio
de la regulacién de la longitud de los telémeros y de la actividad de la telomerasa ha permitido
comparar dos fendbmenos bioldgicos diferentes y fundamentales, como lo son la senescencia y el
cancer, por lo que el telémero y la telomerasa podrian constituir un blanco atractivo para el desarrollo
de nuevos agentes antitumorales.

Considerando lo anterior, en el presente trabajo, nos propusimos sintetizar, evaluar la
actividad citotoxica, realizar los estudios de modelado molecular (obtenciéon del conférmero mas
estable, propiedades electrostéticas, descriptores QSAR y superficies de propiedades electronicas),
establecer una relacion estructura-actividad preliminar de un nuevo grupo de derivados 2 sustituidos,
manteniendo la cadena lateral pero anclando el nitrégeno terminal (B) en un anillo de 5 o0 6 miembros.

Asi mismo, teniendo en cuenta que la basicidad del nitrégeno B es importante en la actividad
de este tipo de compuestos, se propuso una serie de compuestos en donde esté forma parte de un
anillo del tipo y-lactamico y observar si este factor también influye sobre la actividad bioldgica.
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ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES.
2.1 CANCER.

Los términos cancer, neoplasia, y malignidad son usualmente utilizados alternativamente en la
literatura técnica y popular. La familia de enfermedades llamada cancer es mejor definida por cuatro
caracteristicas que describen como se comportan las células cancerosas, en comparacién con sus
contrapartes normales:

1) Clonalidad: en la mayoria de los casos, el cancer se origina de una sola célula que
prolifera en una copia de células malignas.

2) Autonomia: el crecimiento no es regulado correctamente por las influencias
bioquimicas y fisicas normales en el ambiente.

3) Anaplasia: hay una carencia de la coordinacién normal en la diferenciacién celular.

4) Metastasis: las células cancerosas desarrollan la capacidad para el crecimiento y la
difusién a otras partes del cuerpo (invasién a otros tejidos).

La carcinogénesis es el proceso que lleva, mediante mutaciones genéticas, al desarrollo del
cancer y puede dividirse en; iniciacion, promocién y progresion.'®***? La iniciacién involucra un
cambio genético irreversible; la promocién un aumento en la proliferacién de las células, y la
progresion, es la acumulacién de mutaciones que llevan a la adquisicion de un fenotipo maligno o
invasivo (Figura 1).
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis

En el tratamiento del cancer, son utilizadas gran variedad de estrategias terapéuticas, entre
las que se incluyen; cirugia, radioterapia y la quimioterapia.’* No obstante, estos tratamientos poseen
la gran desventaja de provocar diversos efectos adversos. Como ha sido mencionado, la principal
caracteristica de esta enfermedad, es la rapida proliferacion de los tejidos afectados, esta
caracteristica juega un rol importante en el tratamiento, dado que la mayoria de los agentes
quimioterapéuticos basan su mecanismo de accion en la interferencia de la proliferacion celular, por
tanto se trata de atacar mayoritariamente a las células cancerosas, que se encuentran en una division
celular incontrolada. Por otro lado, existen tejidos celulares normales, que poseen esta caracteristica
de gran proliferacion. Asi pues casi todos los agentes quimioterapéuticos disponibles en la actualidad
tienen serios efectos colaterales, por que afectan directamente estas células normales de crecimiento
rapido. Pocas categorias de medicamentos de uso comudn tienen un indice terapéutico mas estrecho
y una mayor probabilidad de ocasionar efectos adversos dafiinos que los que muestran los farmacos
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antineoplasicos.'? Los efectos colaterales incluyen pérdida del cabello, esterilidad, destruccién del
epitelio intestinal e inmunosupresion.'#*3

Con el propdsito de disminuir los efectos secundarios, se hace un esfuerzo por obtener
farmacos que sean mas especificos y menos toxicos. Una forma de hacerlo es la maodificacion
estructural de una molécula patrén para optimizar su actividad farmacolégica. Este proceso de
bldsqueda suele ser mas productivo, debido a que existe una gran probabilidad de que una molécula,
obtenida por modificacion estructural a partir de una molécula patrén, presente actividad
farmacoldgica; ademas, ofrece ventajas econémicas, ya que tanto los métodos de sintesis como de
ensayos farmacol6gicos de analogos, seran semejantes a los utilizados en la molécula patron; incluso
si no llegan a conseguirse analogos mas activos, se pueden obtener datos que permiten realizar una
correlacion estructura-actividad, que permita avanzar en la deteccion de grupos farmacoéforos,
esenciales para la actividad farmacoldgica.

Las células tumorales tienen ciertas diferencias respecto de las células normales. Esta es una
caracteristica importante para el establecimiento de dianas para tratar la enfermedad. Algunas de
estas diferencias son:*!

e Alteraciones observadas in vitro:

Cambios citologicos: aumento del numero y/o tamafo del nucleo. Formacién de “clusters” de
células

v’ Alteracién en el crecimiento celular: disminucién de la sensibilidad a los factores que detienen
el crecimiento celular; perdida de la adhesién; perdida en el control del ciclo celular,
resistencia a la apoptosis

Cambios en la estructura y funcionalidad de la membrana celular
Pérdida de las interacciones en la matriz extracelular

Pérdida en la respuesta a agentes que inducen la diferenciacion celular

RN NN

Mecanismos de transduccion de sefnales afectados

Alteraciones observadas in vivo

Incremento de la expresion de oncogenes debido a alteraciones en los cromosomas
Pérdida de las proteinas producto de los genes supresores de tumores

Alteracién en los patrones de mutilacion de ADN

Sobreproduccién de los factores de crecimiento

Incremento en los niveles de las proteinas implicadas en la sintesis de acidos nucleicos

Produccién de antigenos oncofetales

D N N N N N NN

Capacidad para evitar la respuesta inmune del hospedero

La etiologia del cancer no es del todo clara, sin embargo se sabe que existen varios factores
que pueden “disparar” el padecimiento:*®

e Predisposicion genética

e Carcinogénesis quimica
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e Desajuste hormonal
e Radiacién
e Accion fisica

e Virusy parésitos

2.2 TERAPIA CITOTOXICA DEL CANCER.

Una de las dificultades principales en el tratamiento del cancer, radica en la eliminacién de
todas y cada una de las células tumorales, ya que si esto no se logra, una sola célula que no sea
eliminada puede dar origen a la reaparicion del tumor. Los farmacos citotoxicos ejercen
selectivamente sus efectos sobre células que estan en proceso activo de division y proliferacion. El
objetivo terapéutico de la quimioterapia es obtener mayor efecto sobre las células cancerosas que
sobre las células normales. La mayor parte de los quimioterapéuticos citotdxicos inhiben uno o mas
procesos celulares implicados en la division y proliferacion celular (Figura 2). Las células cancerosas
disponen de menos medios para iniciar y mantener mecanismos de reparacion después de la
exposicion a un agente citotoxico y, por ello, tienen menos posibilidad de supervivencia después del
dafio infligido por la quimioterapia.

e —— —— — —— —— — — — —

— e — — - i 3 i .
tesis de RNA R i B i ;'1% ﬁ ATt e

Figura 2. Mecanismos y sitios de accién de quimioterapicos utilizados en neoplasias. PALA: N-
fosfonoacetil-L-aspartato; TMP: timidinmonofosfato."

Algunos tejidos normales también poseen poblaciones celulares que se dividen rapidamente,
en particular las células de la luz intestinal y de la médula 6sea. Estos tejidos tienden a ser mas
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sensibles a la quimioterapia. La actuacién de citotoxicos sobre tejidos normales, con un ciclo celular
rapido, permite explicar algunos de los efectos secundarios que con frecuencia aparecen con las
pautas quimioterapéuticas, pero no todos ellos.

La ventaja de la quimioterapia citotoxica es que generalmente se puede administrar por via
sistémica para tratar canceres avanzados y tumores que todavia estdn en una fase inicial.
Actualmente se investigan nuevos quimioterapéuticos citotoxicos que evaden los mecanismos de
resistencia habituales y actan especificamente sobre células cancerosas, al tiempo que minimizan
los efectos adversos generalmente asociados con esta clase de farmacos.

2.3. DIANAS EN LA QUIMIOTERAPIA DEL CANCER.

Los agentes terapéuticos antidiana pueden actuar sobre un proceso biolégicamente activo
(habitualmente, pero no necesariamente, una Unica molécula) preferiblemente central, de una via
importante de la tumorogénesis. La diana sobre la que ejercen su accién debe ser medible en la
clinica y correlacionarse con el beneficio clinico cuando la terapia se administra. Las caracteristicas
fundamentales que debe tener una proteina diana incluyen la expresién Unica (o activacion) de la
misma en el tumor pero no en los tejidos sanos y que ésta confiera una ventaja selectiva de
crecimiento a las células tumorales. El objetivo de la terapia dirigida es la inhibicién de la funcion,
supresion del fenotipo transformado y la interrupcion de la progresion tumoral sin efectos adversos
que afecten a las células normales. Por ello requiere una valoracion clinica, que a su vez requiere la
estrecha colaboracion de cientificos de laboratorio, oncélogos y patélogos.*®

Aunque los agentes citotoxicos para el tratamiento del céncer, tradicionalmente se han
clasificado por su mecanismo de accion, también pueden ser clasificados por el sitio de accion al cual
van dirigidos. De manera general se pueden agrupar en cuatro categorias:

e enzimas especificas
¢ microtUbulos (inhibidores de la mitosis)
e receptores de hormonas y factores de crecimiento

e Aacidos nucléicos.

2.3.1. ACIDOS NUCLEICOS.

Dentro de esta categoria los agentes pueden clasificarse de acuerdo a la manera en que se
unen al ADN, ya sea de manera covalente (agentes alquilantes) o no covalente (ya sea al surco
menor o por intercalacion) y también aquellas que tienen como diana el ADN telomérico (ligandos G-
4).

-Unién covalente: este tipo de farmacos, son fundamentalmente compuestos electréfilos
alquilantes que atacan preferentemente a un tipo de base, generalmente una base purica, formando
una unién irreversible. Los radicales alquilicos cedidos por compuestos de este tipo se unen con el
nitrégeno en posiciébn 7 de las moléculas de guanina del ADN, de esta forma producen su
desorganizacion estructural e incluso la formacidon de puentes entre cadenas proximas de dichas
moléculas (cross linking). Un ejemplo de ellos lo representan las mostazas nitrogenadas
(B-haloalquilaminas), entre otros (Figura 3). Algunos de los inconvenientes de dichos farmacos se ha
resuelto incorporando croméforos acarreadores que se unen al ADN por intercalacion.?’

& 6



ANTECEDENTES

o) Cl o Cl
HOJ\(\Q’N HOJ\/\/\@N
NH, R (-
Metalfan Cl Crorambucilo Cl
o
1
N
N Cl g U UAY 2
clI \{(\/ o © S
o
Carmustina Bisulfan

Figura 3. Agentes alquilantes usados en el tratamiento de Leucemia.

-Unién al surco menor: la union al surco menor del ADN por parte de estos agentes es
estabilizada a través de puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas y fuerzas de van der
Waals, tienen alta selectividad por secuencias especificas de ADN, aunque preferentemente se unen
a secuencias ricas en adenina-timina (A-T). Varias sustancias de este tipo poseen en sus estructuras
sistemas heterociclicos de 5 0 6 miembros unidos por enlaces amida y con grupos basicos que se
encontrarian en su forma protonada a pH fisiolégico.*’

-Unién por intercalacién: la intercalacién involucra la insercién de una molécula plana entre
los pares de bases. Aunque la intercalacion se ha asociado con sistemas policiclicos, intercalantes
atipicos que carecen de sistemas fusionados empiezan a ser reconocidos (Figura 4). Normalmente la
presencia de grupos basicos, catiénicos o electrofilicos es necesaria para que tengan actividad
antitumoral y a sus estructuras se han incorporado grupos reactivos para unirse de manera covalente
al ADN o cationes metalicos que inducen la ruptura hidrolitica o fotolitica de la cadena de fosfatos.?

Figura 4. A) Unién al ADN a través del surco menor. B) Unién por intercalacion al ADN.

2.4. AGENTES INTERCALADORES AL ADN

En 1947, Michaelis hizo notar la posibilidad de los ligandos de ADN como posibles
quimioterapéuticos y mas adelante Kirk, Rauen y Goldberg, examinando la estructura y las
interacciones de la actinomicina D con los &cidos nucleicos, visualizaron el potencial del ADN como
posible diana para detener el metabolismo celular al interrumpir la replicacion y/o la transcripcion.?

Las propiedades citotdxicas observadas para los agentes que se unen al ADN llevaron al uso
extensivo de estos compuestos como agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de muchos
padecimientos, incluyendo el céancer; entre los mas empleados se encuentran los agentes
intercaladores. Estos son compuestos planos, aromaticos o heteroaromaticos (Figura 5), capaces de
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incorporarse entre las bases apareadas, desorganizando la forma de doble hélice, puesto que la
incorporacion del agente intercalador modifica la geometria de la doble hélice, lo que impide la
replicacibn 'y la transcripcion. Esta interaccion modifica las propiedades quimicas vy
espectrofotométricas del intercalador, fundamentalmente sus espectros de absorcion electrénica, y se
traduce generalmente en cambios de conformacion en el ADN que interfieren en la accion de enzimas
gue se unen al mismo, fundamentalmente topoisomerasas y polimerasas. La interaccion suele ser el
primer paso de una serie de eventos que terminan por dafiar al ADN por diversos mecanismos,
fundamentalmente alterando las interacciones con las enzimas anteriormente mencionadas.

Figura 5. Intercaladores al ADN. Figura 6. Surco mayor y menor en el ADN.

Agentes intercaladores clasicos como el bromuro de etidio, la poliflavina, acridina o el naranja
de acridina (Figura 7), fueron los primeros en ser estudiados. Lerman®® observé que cuando se
agregaba alguno de estos compuestos a una solucion de ADN habia un marcado cambio en la
viscosidad y coeficiente de sedimentacion del ADN, lo que lo llevo a establecer que un cierto cambio
estructural era promovido por este tipo de sustancias a través del mecanismo de intercalacion
formandose un complejo entre el ligando y el ADN.

La primera caracterizacion de este tipo de complejo fue presentada por Waring usando
espectroscopia UV, al observar que cuando se afiadia bromuro de etidio a la solucién de ADN se
registraba un cambio en el espectro de absorcion de este Ultimo. Otros compuestos con actividad
biol6gica como la actinomicina D o la antraciclina, mostraron tener un comportamiento semejante.

~
H,N N NH,

Poliflavina

Bromuro de etidio Naranja de acridina

Figura 7. Agentes intercaladores clasicos.
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El proceso de intercalacion inicia con la transferencia del ligante de un ambiente acuoso a una
zona hidrofébica en los surcos del ADN (Figura 6), este proceso puede ser considerado como
favorable debido a la naturaleza no polar del ligando. Posteriormente el ADN sufre un reacomodo
pasando a un estado de transicion donde las bases se separan 3.4 A para formar la cavidad donde se
insertara el ligando. Una vez que esté se ha insertado la formacién de los complejos de intercalacion
es reversible, siendo la fuerza impulsora para su uniébn una combinacion de interacciones
electrostaticas, de van der Walls y complejos de transferencia de carga (rn-stacking), asi como
enlaces de hidrogeno y factores de tipo entrépico. Estos agentes son cromoéforos planos con
deficiencia electronica (electréfilos) con cadenas laterales polares las cuales pueden interactuar con
los grupos fosfato del ADN.

De manera general los compuestos intercaladores que se usan en la practica clinica poseen
estructuras mas complejas que el bromuro de etidio o la acridina (Figura 8). Ademas de poseer un
cromoforo policiclico plano, la incorporacion de sustituyentes al ndcleo aroméatico tiene influencia en la
geometria del complejo resultante o en la selectividad del ligando por ciertas secuencias de bases,
estos grupos pueden ser tan simples como grupos metilo, metoxilo y halégenos 0 mas complejos
como secuencias de aminoacidos o azucares, los cuales repercuten en la actividad bioldgica.

~
) L :
_ O~
HOYT—H N O~ N
Amsacrina
Daunorrubicina Asulacrina

Figura 8. Agentes intercaladores al ADN usados en la préactica clinica.

Por otra parte se ha observado que la actividad antineoplasica de los intercaladores al ADN no
se encuentra mediada Unicamente por su capacidad de incorporarse entre los pares de bases del
ADN.* Un claro ejemplo se presenta al realizar la comparacién de la actividad de la amsacrina o
m-AMSA respecto de su is6mero posicional 0-AMSA (Figura 9). Este ultimo posee una afinidad 10
veces mayor que la amsacrina por el ADN, sin embargo ésta tiene mayor actividad citotoxica que su
isébmero. La principal diferencia radica en que la m-AMSA es capaz de afectar la actividad enzimética
de la ADN topoisomerasas Il. Las ADN topoisomerasas catalizan la unién y ruptura transitoria de las
hebras de ADN, las de tipo | se unen sélo a una hebra mientras que las de tipo Il tienen la capacidad
de unirse a ambas hebras. Estas enzimas controlan el superenrollamiento y son necesarias para
reparar los “nudos” formados durante el proceso de enrollamiento o la topologia del ADN que ha sido
afectada por exposicion a algun xenobiético.
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Figura 9. Amsacrinay su isémero posicional: o-AMSA.

2.5. ADN TOPOISOMERASAS.

Las ADN Topoisomerasas (DTi) son las enzimas encargadas de dar al ADN el
superenrollamiento necesario para que el empaquetamiento y cualquier proceso cromosémico tengan
lugar sin tensiones. También, en forma inversa, son capaces de retirarlo cuando es necesario
desanudar el ADN y adicionalmente, promover la separacién de los duplex hijos previa a la divisién
celular, proceso conocido como decatenacién. Las topoisomerasas son proteinas ubicuas, todos los
organismos Vvivos las presentan y muestran una notable conservacién evolutiva debido al papel critico
gue cumplen. Su mecanismo basico se basa en la separacion transitoria (mellado-resellado) de las

hebras de la doble hélice. En funcion de la manera de cumplir con dicho mecanismo estas enzimas
se agrupan en dos tipos o familias (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de Topoisomerasas.?’l

Familia 1A IB 1A 11B
Estructura Monémero Monémero Tetramero Tetrdmero
Cofactor metalico (Mg“") Si No Si Si
Requerimientos de ATP No No Si Si
Ruptura de hebra Una Una Ambas Ambas
Polaridad del corte 5 3 5 5
fosfodiester
Numero de enlaces y sentido* +1 +/- varios +/- 2 +/- 2
Sensibilidad a farmacos** Camptotecinas o? Podofilinas a?
Quinolonas
Amsacrina
Ejemplos procariotas topo Iy llI v-topo | DNA girasa, topo IV topo IV
Ejemplos eucariotas Girasa reversa h-topo | topo Il

* Modificacién del n de enlace por cada ciclo catalitico: + supergiro positivo; - supergiro negativo. ** Las camptotecinas
(topotecan) y las podofilofilinas (etopésido, tenip6sido) actlian sobre topoisomerasas procariotas y eucariotas, por ello se usan
como antineoplasicos. En cambio las quinolonas exhiben selectividad hacia las procariotas.

Su actividad las hace esenciales para los procesos tales como la duplicacion de ADN, la
transcripcion y recombinacién, asi como en la condensacion y segregacion de los cromosomas, dicho

de otra manera, estas enzimas son indispensables para la supervivencia celular.
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La familia | (DTi 1) comprende proteinas monoméricas que producen la separacion transitoria
de una sola cadena sin gasto energético. Ello permite el paso de una hebra sobre la otra del
duplex o bien el giro libre de la cadena cortada para reducir tensiones. Con ellas, el nimero de
enlace aumenta una vez o se reduce-aumenta n veces, si se trata del paso de hebra o del giro
libre respectivamente.

La familia Il (DTi 2) comprende proteinas tetraméricas que catalizan la separacion transitoria
de las dos cadenas de manera concertada con gasto de energia, promoviendo el paso a
través de ella de otra parte del ADN antes del cierre. Ello genera el supergiro negativo o
positivo propio del empaquetamiento o de la relajacion decatenacion. Con ellas, se produce
una modificacion de dos veces el numero de enlace.

Fue en la década de 1980 que se descubrié que las DTi 2 representaban una diana primaria

para algunos farmacos citotdxicos. EI mecanismo de accion de estos farmacos es particularmente
especial, puesto que en lugar de impedir que las DTi 2 cumplan con su ciclo catalitico, las
transforman en toxinas letales que dafian al ADN* y posteriormente promueven la apoptosis.

2.5.1. MECANISMO DE ACCION DE LA DTi 2.

La actividad enzimética de las ADN topoisomerasas tipo Il, se puede describir en seis pasos **

(Figura 10):

1.

Union al ADN. Reconocimiento de la secuencia de corte ricas en G-C. La interaccion es
gobernada por dos propiedades de la doble hélice;

Secuencias especificas son reconocidas por la DTi 2.

La estructura topoldgica. Las DTi 2, son capaces de distinguir la topologia del ADN, en otras
palabras, distinguen las regiones superenrolladas de las relajadas, interactuando
preferentemente con las primeras.

Formacion del complejo previo a la translocacion. Formacién de un complejo transitorio entre
la enzima y el ADN en el que la enzima genera la ruptura de la doble hebra. Durante el corte
se da la formacion de un enlace éster entre un grupo hidroxilo de tirosina de la enzima y el
grupo fosfato en 5 del ADN.

Translocacién. La DTi 2 experimenta un cambio conformacional que conduce a un paso de
una doble hélice de ADN a través del corte transitorio formado en el paso anterior. En este
paso se incorpora ATP, lo cual “dispara” la translocacion.

Post-translocacién. En este punto, se establece un equilibrio ruptura-unién de las hebras
similar al sucedido en el paso 2.

Hidrolisis de ATP. La hidrolisis de ATP promueve la separacion del complejo ADN-Enzima.

Reciclaje de la enzima.
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Figura 10. Ciclo catalitico de las ADN topoisomerasas tipo 2.

2.6. TELOMEROS Y TELOMERASA.

Los telébmeros son estructuras nucleoproteicas especializadas que constituyen las
extremidades de los cromosomas y cuya longitud predice la capacidad replicativa de las células. Su
funcion principal es la de proteger los fragmentos terminales de los cromosomas de una degradacion
no programada o de eventos de fusién. En células somaticas normales los telomeros sufren un
acortamiento progresivo, eventualmente se presenta una etapa de cese de la proliferacion y
consecuentemente estas células tienen un tiempo de vida finito. En contraste, los telomeros de
células tumorales no son acortados durante la division celular, lo que conlleva a un proceso efectivo
de inmortalizacion en estos tipos celulares. En los humanos, el ADN del telémero esta constituido por
repeticiones hexaméricas del tipo TTAGGG, *#?* |as cuales estan repetidas entre 150 y 2000
veces, encontrandose mayor numero de repeticiones en el 3’ terminal, el cual finaliza en repetidos de
cadena simple, haciendo a esta porcién mas larga que la hebra complementaria 5’-terminal. Las
repeticiones hexaméricas que se encuentran en cadena simple, permiten al ADN telomérico adoptar
estructuras secundarias muy particulares debido a la interaccion de los grupos guaninas a través de
enlaces de hidrogeno. Estas estructuras se denominaron tetrameros G, debido a que estan
involglcrados cuatro grupos de guanina, los cuales pueden interaccionar intra o inter cadena (Figura
11).

La telomerasa es una enzima con actividad de transcriptasa reversa que actla sobre el ADN
telomérico. Controla la sintesis de los telomeros y el proceso de elongacion de los mismos, por lo que
juega un papel importante en la inmortalizaciéon celular en los procesos neoplasicos. Los métodos
empleados para cuantificar esta enzima son reproducibles, seguros y semicuantitativos, y han
permitido mostrar que la telomerasa es sobre-expresada en muchos tipos de tumores malignos, no
asi en los tejidos somaticos normales. El estudio de la regulacién de la longitud de los telémeros y de
la actividad de la telomerasa ha permitido comparar dos fendmenos biologicos diferentes y
fundamentales, como lo son la senescencia y el cancer, por lo que el telomero y la telomerasa
podrian constituir un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales.
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Figura 11. Posibles configuraciones intramoleculares (tetrdmeros G), formadas en el ADN telomérico de
humanos.

La teldbmerasa esta constituida por varias subunidades, necesarias para formar la holoenzima,
formada principalmente por una subunidad catalitica (hTERT) y una subunidad de ARN (hTR), esta
enzima a su vez necesita de la formacién en el ADN telomérico de la estructura de tetrameros G para
poder anclarse a los telémeros y de esta manera llevar a cabo la elongacion de los mismos (Figura
12).** Este papel es el responsable del mantenimiento de longitud del telémero en mas de 80% de
todos los tipos de cancer, y no se expresa en el normal somatico.

Enlace sustrato ADN, con el ancla b Elongacidn del extremo 3" del sustrato por adicidn de nuclectidos
RMP v el molde de RNA reconocimiento del 5terminal.
N , .
]
{ 5 mmmmmmu/
II 3 -CCAAT r ——ARDCCCARDC - \‘
1) Y A"
5 -GETTAGEETTAGGATTAGESTTASESTTAG ! —, ~ -'\
3 -CCAAT b ——AAUCCCARDC -~ ™, 5 - ~
( \ E -
.l\
5 GGWIGG@TMGMMTTHGGMLGW .,
3 -CCRAT ) —— aapcccaame-T 5

Comienzo de la segunda ronda de adicidn de
nucleotides. que resulta en un proceso repetitivo

de adicidn sin control. ) ) c
Translocacion Enzima Sustrato
5 -GETTAGGETTAGEETTAGGETTAGGETTAR GETTAG —
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Figura 12. Modelo del alargamiento progresivo del ADN telomérico por la telomerasa. Este proceso requiere varios
pasos, como se ilustra en la figura. (a) Primero, el ADN telomérico es reconocido por la ribonucleoproteina
telomerasa (RNP) y se une a la subunidad RNA de la telomerasa. (b) Se adicionan los nucleétidos en la direcciéon 3’
de ADN telomérico. (c) La telomerasa se transloca y reposiciona en un extrema 3’ para su elongacion. (d) Se
inicia otraronda de adicién de nucleétidos.

Su potencial como una diana anti-cancer ha sido demostrada en varios estudios, usando
mutantes dominantes para la expresion de esta enzima. En estos estudios, se ha observado una

=] 13




ANTECEDENTES

inhibicién de la actividad de la telomerasa por medio del bloqueo del tetrAmero G, formado por los
telomeros, impidiendo la interaccion de la telomerasa con dichas estructuras, de igual manera su
actividad decae cuando no es expresado el gen que codifica para la formacion de la subunidad
catalitica de la enzima o bien se presenta una hiperalquilacién de la subunidad de RNA de la misma.
Esta enzima presenta una gran variedad de mecanismos posibles de inhibicion:

1) Inhibicion por blogueo del sitio catalitico hnTERT.

2) Bloqueo de la hebra molde de RNA (hTER), que es el segmento que sirve como molde
para la ulterior sintesis y elongacion del ADN telémerico.

3) Mutacién en el dominio ARN y disrupcion entre las interacciones con la subunidad
catalitica.

4) DNA telémerico como sustrato, bloqueo del tetrdmero G. Ligando G-4

Diversos estudios han demostrado que la mejor manera de bloquear la accion de la
telomerasa, es mediante el bloqueo del tetrdmero mediante ligandos G-4, esto da pauta a una
estabilizaciéon de la conformacién por parte de la hebra doble de ADN, bloqgueando de manera
efectiva el sitio de accién de la enzima (Figura 13). El bloqueo se da por medio de diversos agentes
guimioterapéuticos, principalmente derivados de acridinas, y constituye una nueva estrategia en el
tratamiento de esta enfermedad, ya que recientes estudios han demostrado que es la mas efectiva
para bloquear la accién de la telomerasa, dado que en procesos neoplasicos, se puede presentar un
mecanismo alterno de alargamiento del telémero, independiente a la accién de la telomerasa, pero
que no es efectivo cuando se bloquea el acceso al tetramero G.**

Estructura secundaria de los telomeros (neoplasias)

D AL F AL LD
dfidafiadgida

Apertura de las dos Hebras

Figura 13. Interaccién de los ligandos G-4 con el tetramero de Guanina en el telémero. A) Modelo de
anclaje alternado arriba-abajo. B) Modelo de anclaje todos arriba.”*

2.7. DERIVADOS DE ACRIDINA.

Los derivados de acridina, se introdujeron en la terapéutica en el siglo XIX como agentes
antipalidicos y posteriormente, se comenz6 el uso de la proflavina y la aminacrina como
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antibacterianos. Si bien diversas acridinas poseen diferentes caracteristicas quimicas y biolégicas,
comparten en comun su afinidad por el ADN lo que determind que se consideraran como tratamiento
contra el cancer.

Hacia la década de 1960 Cain y col.*® estudiaron las sales bis-cuaternarias de algunos

heterociclos que mostraron efectividad experimental en leucemia. Buscando elucidar las
caracteristicas estructurales responsables de la actividad y basdndose en compuestos del tipo
ftalanilidas (Figura 14), sintetizaron nuevas sales bis-cuaternarias (Figura 15) y plantearon que los
requisitos incluian la presencia de 3 anillos aromaticos y una total planaridad del sistema.

N HN NN
. H
Isoftaloil o =
! HN R

|{l+
> S $o!
N)\@\ N NH
NH
0 Sal bis-cuaternaria

Figura 14. Ftalanilidas. Figura 15. Sal cuaternaria de amonio.

Los resultados obtenidos sugirieron que este tipo de compuestos probablemente actuaban
sobre la doble hélice de ADN. Paralelamente se observé una correlacion lipofilia-actividad, % sin
embargo no fue posible establecer un patrén que orientara a la generacion de nuevos compuestos.
Hacia 1970 Cain® observé que un factor limitante en la penetracién celular de los farmacos, era la
concentracion de especies neutras y que las sales cuaternarias poseian una naturaleza hidrofilica,
por lo que prepararon el compuesto 9-(4’-aminoanilino)acridina (Figura 16). A partir de este
compuesto se realizaron estudios para demostrar los requerimientos estructurales asociados a la
actividad de este tipo de compuestos y plantearon que se requeria la existencia de 3 anillos
aromaticos y una total planaridad. La eliminacion de uno de los anillos bencénicos termind en
compuestos inactivos, con lo que se demostré la importancia del sistema triciclico.?

> 34
NH2
gl
HN
8 9 1
O
6 7~ 3
5 N 4

Figura 16. 9-(4-aminoanilino)acridina.

Las variaciones en los sustituyentes en el anillo de anilina de la posicion 9, arrojaron
resultados que permitieron concluir que la presencia de grupos electrodonadores favorecian la
actividad. Con estos resultados se obtuvieron derivados diaminados (resultando quimicamente
inestables) y con grupos sulfonamida en posicion 4’ (Figura 17) los cuales resultaron ser activos en
lineas celulares de leucemia.
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NH,
NH, N, O
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~
N NT
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(A

Figura 17. (A) Derivado diaminado. (B) 9-(4-metilsulfonanilida-amino)acridina (AMSA).

Posteriormente, se vio que al afiadir un grupo metoxilo en 2’ (amsacrina, m-AMSA, Figura 18),
se incrementaba la actividad micromolar 6.7 veces con respecto de AMSA. Dicha diferencia se
explicé al demostrar que la actividad in vivo de AMSA decaia rapidamente debido a la reaccién con
los tioles del hospedero (metabolismo por glutatién), mientras que en la amsacrina el grupo metoxilo
disminuye la reaccion por efectos estéricos.

Figura 18. Amsacrina (m-AMSA).

Fue en 1982 que Cain, Hansch y col.*’ realizaron un analisis QSAR con 776 derivados de

9-anilinoacridinas utilizando parametros lipofilicos, electronicos y estéricos como descriptores
moleculares, complementados posteriormente por Gao y col.*® obteniéndose principalmente tres
conclusiones importantes:

1. Presencia de grupos electrodonadores en el anillo de anilina. Esto puede asociarse a las
interacciones que ocurren en el sitio de accién, ya sea mediante la unién del nacleo de
acridina al ADN (modificando el pKa del nitrégeno de la acridina), o de la union del anillo de
anilina a la enzima (por patrones especificos de densidad electronica). Por el contrario la
presencia de grupos electroatractores disminuye la actividad.

2. Factor hidrofébico. Aparentemente este parametro carece de importancia, lo que llama la
atencion puesto que en la mayoria de los modelos QSAR en sistemas bioldgicos es
importante, aunque no hay que perder de vista el hecho que un sistema poliaromatico planar
€s necesario pues este sistema es de naturaleza hidrofébica.

3. Un efecto estérico negativo sobre la actividad biol6gica. Esto puede relacionarse con el sitio
de accion de este tipo de compuestos, lo que sugiere que estd implicado un receptor de
naturaleza proteica.
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De esta manera la estructura del farmacéforo para la amsacrina y agentes intercaladores, via
la formacién de un complejo ternario (ADN-Ligando-Enzima), presenta una region intercaladora al
ADN vy otro de interaccion con la enzima DTi 2 y el surco menor (Figura 19).

EDG

0]
.z (@) NHfS'\ Int .z I .
Union al surco menor -~ 0o nteraccion con ia enzima

|
S
Parte intercaladora g N I Regidn hidrofébica

Figura 19. Farmacoforo postulado para agentes intercaladores. EDG: grupo electrodonador.

Surgido de estos estudios sobre los requerimientos moleculares para mejorar la actividad
antitumoral de los derivados de acridina, conjuntamente con el esclarecimiento de la intima relacion
gue posee el desarrollo del cancer con la actividad de la enzima telomerasa y su mecanismo de
accion, en afios recientes se han desarrollado derivados de carboxamidoacridinas que aunque no
tienen a la DTi 2 como principal diana enzimatica, son los llamados agentes dirigidos a telomeros
(TTAs, Telomere Targeting Agents)® o ligandos G-4. Estos agentes tienen la capacidad de ligarse a
los segmentos de ADN telomérico conocidos como cuartetos G inhibiendo de manera indirecta la
actividad de la telomerasa (seccion 2.6). El prototipo de este tipo de compuestos esta representado
por BRACO19, para el cual se han reportado sus requerimientos estructurales para la inhibicién de la
telomerasa (Figura 20).

Formacion de puentes de Grupo protonable en
hidégeno intramolecular O ~ posicion 4'

(\H HIN / \ Anillo  protonable
NT de 5 miembros

0 m.; X o| °N
| ~
NH N

BRACO19

"NH

Longitud optima de Ila
cadena: 3 atomos de carbono

Figura 20. Requerimientos estructurales en TTAs.

2.8. BIOISOSTERISMO.

Una técnica de apoyo que resulta de interés en la obtencion de derivados bioactivos, es la
aplicaciéon del concepto de bioisosterismo. Inicialmente fue un concepto puramente quimico, en un
intento de aplicar a las moléculas el hecho de que en el caso de los atomos, una distribucion
electronica similar conduce a propiedades fisicoquimicas similares.

Langmuir en 1919, estudio el comportamiento quimico y la reactividad de determinados
compuestos que tenian atomos o0 grupos con el mismo numero de electrones de valencia
(isoelectronicos), como el nitrégeno y el monoéxido de carbono, creando el concepto de isosterismo
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para definir a atomos o moléculas organicas o inorganicas que poseen el mismo namero y/o arreglo
de electrones y propiedades fisicoquimicas semejantes (densidad, constante dieléctrica, solubilidad,
etc.).* Erlenmeyer® propuso expandir el concepto de isosterismo para incluir ciertos grupos
aparentemente muy diferentes, pero que en la practica poseen propiedades semejantes. La similitud
de propiedades fisicas entre el benceno y el tiofeno, llevo asi mismo a proponer la existencia de un
isosterismo entre el grupo vinilo y el a&tomo de azufre. Pensando en la utilizacion del isosterismo como
criterio de preparacion de analogos en el disefio de farmacos. Friedman* propuso llamar Bioisosteros
a “aquellos compuestos que cumplan alguna de las definiciones de isosterismo y posean el mismo
tipo de actividad biolégica agonista o antagonista”. Thonrber** propuso ampliar el término de
Bioisésteros, definiéndolos como “grupos de atomos o moléculas que tienen propiedades fisicas y
guimicas semejantes; y que producen efectos fisiologicos aproximadamente similares”.

El Bioisosterismo es una estrategia de la Quimica Farmacéutica que se emplea en el disefio
racional de nuevas moléculas bioactivas, mediante la modificacion dirigida de compuestos “lideres”,
obteniéndose asi agentes cuya accion es idéntica a los compuestos tomados como modelo, mas
seguros y clinicamente mas eficaces.** Los compuestos lideres, deben ser de una estructura quimica
y mecanismo de acciébn muy bien conocido, si es posible a nivel de interaccion topoldgica con el
receptor. Asi como también sus propiedades fisicoquimicas las cuales regulan su biodisponibilidad y
efectos secundarios.*

El uso del bioisosterismo en el disefio de farmacos nos permite mejorar la actividad
farmacoldgica, obtener selectividad para un determinado receptor, reduccion de efectos adversos, e
incluso optimizar la farmacocinética del compuesto lider, minimizando los esfuerzos de trabajo
sintético y evaluacion biologica. Por otro lado, se requiere de un conocimiento previo de los
parametros fisicos, quimicos, electrénicos y conformacionales que resultaran del remplazo a fin de
poder predecir los posibles efectos farmacoldgicos. Los aspectos mas relevantes a considerar son:

e Tamario, volumen y distribucion electronica de los atomos involucrados en el reemplazo y su
efecto en la polarizabilidad y conformacion molecular.

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

e La reactividad quimica de los grupos funcionales o las subunidades bioisostéricas,
principalmente para poder predecir los productos de biotransformacién y su relevancia en el
perfil toxicolégico.

e La capacidad de formar puentes de hidrogeno inter o intramoleculares que pudieran alterar la
conformacion de la molécula u otros parametros fisicoquimicos.

2.9. DERIVADOS DE TIAZOLQ[5,4-b]QUINOLINA.

Los compuestos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas son isésteros del nucleo de acridina
(Figura 21), se trata de igual manera de sistemas triciclicos poliaromaticos totalmente planares, en los
cuales se ha realizado la modificacion isostérica de un anillo de benceno por un anillo de tiazol. Este
tipo de derivados ya han sido reportados con anterioridad en la literatura, aunque no con mucha
frecuencia y se han reportado como potenciales antiespasmaddicos, antiinflamatorios y
antioxidantes.*

Considerando este principio, fue en 1997, cuando Alvarez-lbarra y col.® sintetizaron y
evaluaron la actividad citotoxica de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina sustituidos en posicion 2 6 9
con grupos N’,N-dialquilaminoalquilamino y variando el sustituyente en posicion 7, mostrando
algunos de éstos una interesante actividad (Tabla 2) sobre las lineas celulares ensayadas (P-338:
neoplasma linfatico murino; A-549: carcinoma de pulmoén humano; HT-29: tumor de colon humana).
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Figura 21. Isosterismo entre el nicleo de acridina (A) y el de tiazolo[5,4-b]quinolina (B).

Tabla 2. Datos de actividad biolégica de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas.®

R,
Rs NN
S | S\>_R1
Sustituyente Actividad Biolégica Clgo (uM)
Compuesto R; R, R; Linea Celular
P-388 A-549 HT-29
A SO,Me OH H 324 324 324
B SO,Me OH Me >60.4 >60.4 >60.4
C SO,Me OH F 6 6 6
D a OH H 5.76 7.22 7.22
E o OH Me 3.3 5.6 3.3
F a OH F 1.65 2.9 5
G SMe B H 6 6 6
H SMe B Me 54 54 54
I SMe Y H 12.1 12.1 12.1

o =—-NH(CH;),NEt, p = —NH(CH,)3;NEt, y = —-MeN(CH,):NMe,, Clso = Concentracidon del compuesto que
inhibe el 50% del crecimiento celular.

En estos estudios se observd que aquellos compuestos con una cadena de
N’,N-dietiletilendiamino mostraban buena actividad citotoxica (Figura 22). Con estos resultados se
desprendié que es importante para la actividad de este tipo de compuestos: una densidad de carga
positiva inducida por el sustituyente del carbono en la posicién 7, una cadena flexible en la posicién
2 6 9 con dos nitrégenos alcalinos con pKa en un rango de 7.5-10.3
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Figura 22. Derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con actividad citotoxica.
Reportados por Alvarez-lbarra.

Estudios posteriores sobre el potencial molecular electrostatico (PME) de compuestos con
capacidad de interactuar con el ADN, con y sin actividad citotdxica, se encontré que era necesaria la
presencia de regiones adicionales de isopotencial, en comparacion de con las moléculas que
carecian de actividad citotoxica.***4+*°

Recientemente se han reportado derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina con diferentes
modificaciones estructurales con el fin de incrementar la actividad biol6gica. A este respecto Lira-
Rocha y col.*>® combinaron el patrén estructural de las 9-anilinoacridinas con el ntcleo de tiazolo[5,4-
b]quinolina (Figura 23), originando un novedoso grupo de sustancias, y explorando ampliamente el
patron de sustitucion en posicion 2 del sistema, asi como la sustitucion en el anillo de anilina, las
cuales han mostrado buena actividad citotoxica sobre diversas lineas celulares cancerosas (Tabla 3).

Ve

e
N

9-anilinoacridina (amsacrina).

AN | :
N S 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

tiazolo[5,4-b]quinolina.

Figura 23. Generacién de los derivados hibridos de tiazolo[5,4-b]quinolina, por Lira-Rochay col.
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Tabla 3. Datos de actividad biolégica de derivados de tiazolo[5,4-b]quinolinas. Reportados por

Loza Mejiay col. °

R3
Ry
HN
Ry N
R
N~ S
Sustituyente Actividad Biol6gica (Clsy uM)
Compuesto R, Rz Rs R Hela svb-izseg Ci\lj\;?ézo K-562
7a F SMe H H >80 >80 >80 >80
7b F SMe CN H >80 >80 >80 55,36
7c F SMe OMe H 15,8 13,7 12,2 n.p.
7d F SMe H CN >80 >80 >80 n.p.
e F SMe H OMe >80 >80 >80 54,91
7f H SMe CO,Et H >80 >80 >80 >80
79 H SMe COMe H >80 >80 >80 >80
7h H SMe OXM H 34,2 37,3 39,4 32,8
7i H SMe H H >80 >80 >80 >80
7j H SMe CN H 7,75 28,68 43,75 8,01
Tk H SMe OMe H 25,34 66,65 26,58 22,17
71 H SMe Cl H 69,37 >80 >80 80,26
m H SMe H CN >80 >80 >80 >80
m H SMe H OMe >80 >80 >80 77,2
70 H SMe H Cl >80 >80 >80 79,45
I4¢) H SMe NMe H 46,22 >80 >80 46,85
7q H SMe (CO)Et H 21,69 13,6 19,72 12,54
r H SMe CF; H 43,34 65,13 62,28 67,06
7s H SMe OH H >80 >80 >80 >80
Tt H SMe NH, H >80 >80 >80 >80
7u H SMe NH, B >80 >80 >80 >80
v H SMe NHAC H >80 >80 >80 >80
8a H PIP o o >80 >80 >80 >80
8b H MPZ o o >80 >80 >80 >80
8c H MOR o o >80 >80 >80 >80
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Sustituyente Actividad Bioldgica (Clso uM)
Compuesto R, R, Rs Ry Linea Celular
8d H PIP H H >80 >80 >80 >80
8e H MPZ H H 60,7 41,8 >80 73,01
8f H MOR H H >80 >80 >80 >80
10a H E CN H 13,33 13,10 14,62 12,48
10b H E Cl H 9,12 14,33 17,78 12,19
10c H E OMe H 19,2 11,5 20,0 23,5
10d H E H CN 15,18 14,18 16,49 8,36
10e H E H Cl 10,16 12,56 12,20 7,26
10f H E H OMe 13,60 12,04 16,30 10,87
10g H E H H 15,96 37,7 21,6 16,8
1la H P H H 6,27 6,90 16,56 7,52
11b H P CN H 19,21 11,53 19,65 12,88
11c H P Cl H 7,46 7,91 10,17 9,84
11d H P CN 24,18 22,70 29,15 12,88
1le H P H Cl 8,82 4,92 7,48 3,36
Amsacrina 9,5 27,7 16,7 19,9

a=-Cloro en posicidn 9, en sustitucién del anillo de anilina, B=-5-CH,OH, E=-NH(CH)),NEt,, P=-
NH(CH,)sNEt,, PIP=-1-piperidinil, MPZ=-4-metilpiperazinil, MOR=-1-morfolinil, OXM=-C(NOH)Me, n.p=no
probado, Clsgc=Concentracion del compuesto que inhibe el 50% del crecimiento celular.

Un analisis exhaustivo de los datos de actividad citotéxica de los compuestos reportados en la
tabla anterior, permiti6 obtener algunas conclusiones en cuanto a los requerimientos estructurales
necesarios para buena actividad de este conjunto de analogos:

1. Laincorporacion de heterociclos saturados en posicion 2, no es benéfico para la actividad.

2. El valor del coeficiente de particion (logP) es crucial para la actividad (a mayor logP mayor
actividad).®*°

3. La incorporacion de grupos electroatractores en el anillo de 9-anilino aumenta la actividad (la
posicion 3’ se ve favorecida). Aceptor en la formacion de puentes de hidrégeno (HBA).

4. Sustituyentes del tipo dietilaminoalquilamino en posicién 2 aumentan la actividad biolégica,
siendo importante la longitud de la cadena pero no decisiva, en este caso entre mayor sea la
longitud mayor la actividad mostrada. Lo anterior se puede explicar, dado una mayor facilidad
de atravesar membranas biologicas debido a las diferentes conformaciones posibles de la
cadena alifatica y a una mayor facilidad de interaccién con la diana bioldgica.

5. Otro punto a considerar es la basicidad del grupo amino de la cadena lateral. En ambos casos
existe un amino terciario que se presume que a pH fisiol6gico estara en su forma protonada y
gue la misma este interactuando con el hipotético sitio de accién.

La actividad citotoxica de estos compuestos esta intimamente ligada a la estructura molecular,
en 2009 Loza-Mejia y col.® realizaron el modelaje molecular y andlisis de relacién estructura-actividad
citotéxica de los compuestos citados en la Tabla 3, obteniéndose los siguientes resultados:
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o En el andlisis conformacional los compuestos muestran una disposicion oblicua del anillo de
anilino, orientado hacia el tiazol, en relacién con el nucleo triciclico.

e Todos los compuestos parecen comportarse como electréfilos, puesto que los valores
energéticos del LUMO fueron negativos. Por el contrario, los pares de bases del ADN han
demostrado que actdan como donadores de electrones.

e En el caso de los derivados alquilicos, se pueden formar especies catidnicas debido a las
propiedades béasicas de la cadena lateral, que pueden interactuar con el esqueleto de fosfato,
lo que facilita la intercalacion con el ADN. Esta ultima interaccién se ha demostrado que se
producen en compuestos similares y fue sugerido por Loza-Mejia con base en resultados
previos (Figura 24).

Figura 24. Propuesta de Interaccion electrostatica con los grupos fosfato del ADN.

Puesto que el momento dipolar describe la distribucién de carga en una molécula y de alguna
manera muestra un resumen de los efectos electrénicos que participan en reconocimiento molecular
es importante su andlisis. Mas aun con intercaladores de ADN, una correlacion directa entre sus
valores momento dipolar y la citotoxicidad ha sido encontrada. A este respecto en este trabajo se ha
encontrado que:

e Un grupo nitrilo o un atomo de cloro aumenta la magnitud del momento dipolar cuando se
coloca en la posicién 4’ que cuando se coloca en posicion 3'.

e Latendencia opuesta se observa para el grupo metoxilo.

e Para los compuestos con un sustituyente dialquilaminoalquilamino, la incorporacién de grupos
electroatractores (EWG), aumentd la magnitud del momento dipolar.

e La sustitucion del grupo metiltio en posicion 2 con un residuo dialquilaminoalquilamino también
dio lugar a un momento dipolar mayor, y la incorporacion de un heterociclo saturado redujo
ligeramente su magnitud.

Sin embargo, las variaciones en la direccion del momento dipolar pueden ser de mayor
importancia, y con base en la direccibon momento dipolar, los compuestos se pueden subdividir en
cuatro grupos principales con relacion a su actividad citotoxica (Tabla 4 y Figura 25).
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Tabla 4. Compuestos agrupados en funcion de la orientacién del vector de momento dipolar y la Clsg
(uM) promedio para la linea celular HeLa, por Loza-Mejia 'y col.’

ty
7

"'E-QNH___ I

W+z
NN J

110
Grupo A Promedio Grupo B Promedio Grupo C Promedio Grupo D Promedio
(direccion 10)  Clso (uM)  (direccion 7)  Clgg (uM) (direccion 3’) Clso (uM) (direccion 4°) Clso (M)
7h, 7i, 7k, 71, >80 7a, 7c, 7e,8a, >80 7j, 79, 7r. 24.2 7b, 7d, 7f, 79, >80
7n, 70, 7s, 7t, 8b, 8d, 8e, 8f, 7m, 8c
Tu, 7v 10b, 10c, 10e,
10f, 10g, 11a, 10a, 10d 14.2
1lc, 11e
11b, 11d 21.7

log (1/1C,)

C D

Figura 25. Agrupamiento de los compuestos reportados por Loza-Mejia, segun su orientacion del vector
de momento dipolar. Los grupos B y D, comprenden los compuestos con mayor actividad.

El analisis QSAR de este estudio permitio derivar dos ecuaciones de correlacion significativas,
una para la linea celular K-562 (Leucemia humana mielégena):

log(1/Clsp)=1.14576*LUMO+0.13084*(-momento dipolar) -0.59538 (n=19; r’=0.850; F=45.583)

]
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De donde se hace evidente la presencia de dos subgrupos de compuestos (Figura 26), uno
gue comprende los derivados con grupos dialquilaminoalquilamino y otro que engloba aquellos con
metiltio en posicién 2.

Predicted x Observed
/

observed

Figura 26: Grafico de actividad observada vs. Calculada con la ecuacion para K-562, por Loza-Mejia, se
observa la presencia de dos subgrupos de compuestos, abajo los compuestos con el grupo
alquilamino, arriba el grupo metiltio en posicién 2.

Para los compuestos con grupos dialquilaminoalquilamino los factores hidrofébicos parecen
ser importantes, puesto que los compuestos con un logP mayor, independientemente de la
orientacion del vector del momento dipolar, se encuentran entre los méas activos; para desarrollar un
estudio QSAR-2D, varios descriptores representantes de tamafio, electronicos y lipofilicos fueron
utilizados, pero so6lo una ecuacion satisfactoria fue encontrada para estos compuestos:

HeLa: 10g(1/Clso) = - 0.01964 PSA - 0.19409 (n = 10; r? = 0.740; F = 24.541)

Dado que el PSA (area polar superficial) es un parametro de correlacion, un factor importante
para la actividad de estos compuestos radica en su capacidad para atravesar membranas biologicas
ya que el PSA correlaciona fuertemente con la permeabilidad a las membranas biolégicas.

Considerando la importancia que muestra el patrén de sustitucion en posicion 2 del sistema,
en estudios recientes han sintetizado y evaluado compuestos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]
quinolina, en donde si bien se mantiene la cadena alquilica lateral, se ancla el nitr6geno terciario en
un anillo de cinco o de seis miembros (para determinar si él factor clave sobre la actividad es debido a
la cadena lateral o al heterociclo saturado), asi mismo se realiza la remocion del sustituyente,
estudiando la repercusién de dichos cambios sobre la actividad biolégica (Tabla 5).
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Tabla 5. Clsg (uM)* de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, y amsacrina como referencia.

ANTECEDENTES

47,48,49

Ry
R,
HN
N
. D—Rs
N S
Sustituyente Actividad Bioldgica (Clsg uM)
Compuesto R R, Rs Linea Celular
Hela SW-480 SW-620 K-562
Via H H A 27.81(1.18) 29.10(3.81) 31.58(1.86) 24.11 (4.9)
Vib Cl H A 14.64 (1.99) 15.42(0.53) 14.37 (1.59) 5.69 (1.68)
Vic H Cl A 17.46 (3.31) 26.51(4.59) 13.47(0.68) 19.48 (0.46)
Vila H H A 32.28(0.73) 26.70(3.81) 20.13(1.31) 21.25(2.19)
Vilb Cl H B 12.06 (0.95) 12.75(0.63) 18.12(2.15) 10.62(2.99)
Vllc H Cl B 14.42 (2.04) 18.42(1.17) 11.60(0.98) 7.38 (3.51)
FIR1 H H B SA NT SA SA
FIR2 Cl H H SA NT SA SA
FIR3 H Cl H SA NT SA SA
FIR4 CN H H SA NT SA SA
FIR5 H CN H SA NT SA SA
FIJR6 Me H H 27.2 (6.29) NT 73.6 (3.23) 23.6 (1.81)
FIJR7 H Me H 85.8 (4.72) NT 83.2 (3.09) 41.5 (3.39)
FIR8 OMe H H 30.8 (2.28) NT SA 41.8 (2.72)
FIR9 H OMe H SA NT SA 33.7 (3.61)
Amsacrina (m-AMSA) 9,5 27,7 16,7 19,9
= _NH/\/NO B= _NH/\/O

*Clsp uM concentracidon necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular. SA: sin actividad, NT: no
evaluados. Desviacion estandar entre paréntesis.

Si bien la actividad en los derivados de azacicloalquilalquilamino no mejora con respecto de
los derivados alquilicos la actividad de estos se mantiene, no observandose diferencia
estadisticamente significativa con respecto al tamafio del anillo y teniendo menor actividad aquellos
compuestos en donde no existe sustituyente alguno en la anilina. Lo anterior hace patente la
necesidad de la cadena alquilica y un sustituyente en al anillo de anilino, puesto que, como se explico
previamente, la incorporacion directa del heterociclo saturado abate sensiblemente la actividad.

Aquellos compuestos en donde se practica la remocion del sustituyente, no poseen buena
actividad citotoxica sobre las lineas celulares ensayadas en comparacion con el compuesto de
referencia (m-AMSA). Llama la atencién que un analisis al microscopio de las células tratadas con
estos compuestos (aumento 10X), revela un evidente cambio en la morfologia celular cuando son
comparadas con células sin tratamiento (control) y con otras tratadas con compuestos mas citotéxicos
(Figura 27 y 28).
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Figura 27. Cultivos celulares control SW-480 vistos al microoscopio.

A B

Figura 28. Cultivos SW-480 a 48 h. de tratamiento concentracion 90uM.
A) Compuesto ViIb. B) Compuesto FIR6.

Lo anterior hace suponer que aquellos compuestos en donde no existe sustituyente en
posicion 2, actian por un mecanismo de accion diferente, en el quizds esté involucrada la inhibicion
enzimatica que provoque alteraciones a nivel de citoesqueleto induciendo un “arresto” en alguna fase
del ciclo celular e inhibiendo la proliferacién.*

Considerando los resultados de todos los estudios anteriores referentes a las variaciones
estructurales en la posicion 2 del sistema de 9.anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, en los que la
incorporacion de una cadena de N’,N*-dietilaminoetilamino o N’,N*-dietilaminopropilamino incrementa
sensiblemente la actividad citotoxica, que la incorporacion de un heterociclo saturado o un hidrégeno
da por resultado analogos inactivos y que cuando se conserva la cadena pero se ancla el nitrégeno
terminal en un anillo saturado (Tabla 5), la actividad no se mejora, pero tampoco se pierde, y tomando
en cuenta que en el caso de los derivados con cadenas alquilicas la derivacion de la serie homologa
superior rinde un incremento en la actividad, resulta interesante la aplicacion de esta estrategia en
derivados con sustituyentes 2-(azacicloalquilamino)etilamino y observar cémo afecta dicho cambio
sobre la actividad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como se ha mencionado con anterioridad, de los derivados sintetizados por Alvarez-lbarra y
col. sustituidos en posicion 9 y 2 con sustituyentes alquildiamino asi como de los derivados hibridos
reportados por Lira-Rocha y Loza-Mejia, se obtienen varias conjeturas importantes. En primer lugar y
la mas evidente es la aparente necesidad de la incorporacién de cadenas de alquildiamino en
posicion 2 del sistema. Segundo, si bien es cierto que realizando incorporacién de heterociclos
saturados (morfolina, piperazina y metilpiperazina) en posiciébn 2 resulta una perdida en de la
actividad (Tabla 5). Analizando estos resultados se puede ver que el compuesto menos activo es el
TSG2, en cambio el mas activo es el TSG6 a esa concentracion. Por otro lado es importante resaltar
la diferencia en la actividad biologica presentada entre el compuesto TSG3 y TSG6 ambos
compuestos con el mismo sustituyente heterociclico en posicion 2 del sistema, sin embargo
claramente el compuesto TSG6 mas activo. De lo anterior se desprende la aparente importancia de la
presencia del grupo anilino en posicion 9 para la actividad biolégica.

Tabla 6. % de inhibicién de crecimiento a 80uM mediante ensayo MTT. *°

Cl HN :

CT % C X
NS NS
TSG1 X=0 TSG4 X=0
TSG2 X=CH, TSG5 X=CH,
TSG3 X=N-CH, TSG6 X=N-CH,
Compuesto Linea celular
MCF-7 K-562
TSG1 26.29 33.73
TSG2 15.75 19.31
TSG3 35.55 30.30
TSG4 35.73 38.83
TSG5 18.74 25.8
TSG6* 72.18 73.01

*Clso pM, Unico compuesto con valor obtenido mediante una curva dosis-respuesta gradual.

Tercero. La remocidn del sustituyente en 2, ocasiona una caida de actividad, sin embargo, por
el analisis al microscopio de las células tratadas con estos compuestos se aprecia un cambio
evidente en la morfologia celular con respecto del grupo control (Figura 29), lo que sugiere un
mecanismo de accion diferente y deja patente la importancia de practicar rutinariamente este analisis
a fin de no pasar por alto pistas que permitan obtener informacion acerca de las alteraciones
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ocasionadas por la accién de los compuestos lo que puede ayudar a elucidar mejor el mecanismo de
accion.

Figura 29. Cultivos celulares SW-480. Izquierda celulas del grupo control. Derecha celulas tratadas con
FIR6 90uM.

Cuarto. ElI anclaje del nitrégeno terminal en los compuestos derivados de
2-(azacicloalquil)etilamino aparentemente no mejora la actividad, pero esta es conservada, en
relacién a su contraparte alquildiamino. No existe diferencia estadisticamente significativa respecto
del tamafio del anillo. Los derivados mas activos fueron aquellos que presentan un sustituyente en el
anillo de anilina no teniendo importancia evidente la posicion, poniendo de manifiesto que la
necesidad de dicho sustituyente.

Quinto, se ha observado que los derivados homdlogos superiores presentan una mayor
actividad puesto que el cambio del sustituyente N’N-dietilaminoetilamino a N'N*-
dietilaminopropilamino rinde un incremento en la citotoxicidad (Figura 30).

R
4 /]
HNT X HNT
NN -, N
A\ A\
« NN T N LSS
Actividad Citotoxica (++). Actividad Citotoxica (++++).

Figura 30. Incremento de la actividad citotéxica al derivar la serie homologa superior en aquellos
compuestos con sustituyente dietilaminoalquilamino en posicién 2.

A partir de esta serie de estudios queda claro que una manera de modular la actividad de los
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina asi como su aparente mecanismo de accién, es realizando
variaciones estructurales, principalmente en la posicion 2 del sistema. Tomando como plataforma
todo lo anterior se propone la generacion de la serie homdéloga superior de derivados de 2-[2-(1-
azacicloalquil)etilamino]-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, esto es, a derivados de 2-[3-(1-
azacicloalquil)propilamino]-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina y analizar su repercusion sobre la actividad
biologica (Figura 31).
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R R
=z /| = /|

AN HNT
e d = OO

A\ A\
< NN — . S>\NH’V\N
NT S N

Actividad Citotoxica (++). Actividad Citotoxica ( ¢? ).

Figura 31. Derivacion de los homélogos superiores de 2-[(azacicloalquil)alquilamino]-9-anilinotiazolo
[5,4-b]quinolina.

Por otro lado, considerando la importancia del nitrégeno terciario como punto farmacoférico en
la actividad biolégica de este tipo de compuestos, se propuso la sintesis de una serie de derivados en
donde dicho nitrdgeno forma parte de un anillo del tipo y-lactamico, de los cuales, bajo este precepto,
se espero una caida en la actividad debido a la baja basicidad del nitrégeno lactamico lo que conlleva
a una poca posibilidad de interacciones electrostaticas con la hipotética diana bioldgica (Figura 32).

OH
0-P=0
O_
e "o
HN
x—N o)
A\ ﬁ |
2 S>\NH'\\/”\N+ 0-P=0
/ e) o—
H o]
(A) k %
OH
OH
0-P=0
O_
e e
HN
X

N B Q

P >\NH\\/\N 0-P=0

N~ TS o)
7

0
(B) O k %

Figura 32. (A) Interaccion electrostatica por parte del nitrégeno B, con los grupos fosfato del ADN.

(B) Ausencia de interaccion del nitrogeno B, con los grupos fosfato, por la presencia del grupo
carbonilo.

Ahora bien de los estudios QSAR sobre la actividad citotéxica de las 9-anilinotiazolo[5,4-b]
quinolina realizados por Loza-Mejia y col. se han podido derivar 2 ecuaciones de correlacion donde
se hace patente la importancia de parametros como el coeficiente de particion (logP), el momento
dipolar tanto en magnitud como en direccion y los orbitales frontera (principalmente el LUMO). Por
esta razon se propone realizar estudios de modelado molecular de los compuestos proyectados

=] 30




iR
o

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

tratando de encontrar una ecuacién de correlacion que pueda describir los factores estructurales
importantes para la actividad bioldgica de estos compuestos. Lo anterior realizado con diferentes
métodos de estructura electronica (AM1, HF/6-31 G* y DFT B3LYP/6-31 G*), con objeto de poder
realizar una comparacion de los resultados obtenidos y determinar cual método explica mejor lo
observado experimentalmente.




HIPOTESIS

4. HIPOTESIS.

La generacién de la serie homoéloga superior de derivados de 2-[2-(1-azacicloalquil)etilamino]-
9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, esto es, a derivados de 2-[3-(1-azacicloalquil)propilamino]-9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolina brindard compuestos con mayor actividad citotoxica sobre lineas
tumorales.

Si la basicidad del nitrégeno B es importante como punto farmacoférico en la actividad de este
tipo de compuestos, entonces, la reduccion de la misma reducird la actividad citotdxica de este tipo
de compuestos, lo cual se puede lograr interconvirtiendo la amina a la correspondiente amida.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General

Determinar la influencia de los pardmetros electrénicos e hidrofébicos de los sustituyentes en
la actividad citotoxica de los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina 2 sustituidos con grupos
azacicloalquilalquilamino

5.2. Objetivos Particulares

1. Sintetizar derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con diversos sustituyentes en el anillo
de anilino y en posicién 2 del triciclo (Figura 33).

R R
N 3 N Y3
4 N O Z N
N N
~ | >\NH/\/N ~ | >\NH’V\|\O
N~ S N~ S
1a R=4'-CN 2a R=3'-Cl
1b R=4'-OMe 2b R=4'-Cl
2¢ R=3'-CN
2d R=4'-CN
2e R=3'-OMe
2f R=4'-OMe
R R
//| 4 = /| 4
N X3 N X3
4 N Z N
N N
N s>\NHV\N h s A SXNHV\NQ
N N
VY
O/
3a R=3'-Cl 4a R=3'-Cl
3b R=4'-Cl 4b R=4'-Cl
3c R=4'-CN 4c R=3'-CN
3d R=3'-OMe 4d R=4'-CN
3e R=4'-OMe 4e R=3'-OMe
4f R=4'-OMe

Figura 33. Nuevos compuestos a sintetizar.
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Caracterizar los derivados obtenidos mediante pardmetros fisicos, espectrométricos y
espectroscopicos.

Realizar estudios de modelaje molecular de los derivados proyectados, los cuales incluyen:
obtencion del conférmero mas estable, optimizacion de la geometria de equilibrio, asi como el
célculo de los descriptores QSAR.

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

Una vez obtenidos los datos de actividad citotéxica de los compuestos sintetizados, establecer
las relaciones estructura-actividad cualitativa y cuantitativa para este tipo de compuestos.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS.
6.1. PARTE QUIMICA.

6.1.1. PARTE SINTETICA.

La formacién del sistema triciclico puede racionalizarse de cuatro formas respecto a la
formacion de los anillos B y C, las cuales se ilustran en la Figura 34. La ruta IV para la formacién del
anillo B fue inicialmente propuesta por Alvarez-lbarra,® en esta se utiliza como precursor del sistema
al 4-(etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol, esta fue modificada y se utiliza en esta tesis, tal
como se describe en la figura 35.

? ;
N z
| \—sH \>
N~ ClI

A-B- (v)
H o /
0) | A-(B)-C
300
S

A-B-(C) N 1
0 an H  a@c NH, O
N Y
| N—z D

H
Figura 34. Andlisis retrosintético de la formacion del nuicleo de tiazolo[5,4-b]quinolina.

o) o) o)
+- i | i |
e
\
NH )\s

S<

Cl
iii N .
©\)I S—s i1 1) TEA, CS,, (CHy),. 2) K,CO;, CH|
\N S \ ii: t-BUOK, PhNCS.

iii: PPA / POCI,

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

Para la obtencion del compuesto | se modificé la técnica usualmente empleada y se realizo la
adaptacion de la metodologia empleada por Almerico y colaboradores® logrando buenos resultados
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al incrementar el rendimiento de un 45% a un 85%, a partir del clorhidrato de glicinato de etilo. La
preparacion de los compuestos Il y Il se realiz6 segun esta reportado en la literatura sin
modificaciones. La caracterizaron se realiz6 mediante cromatografia en capa fina y punto de fusion

comparativos.>?

A partir del compuesto lll, que es un compuesto clave, la obtencién del resto de los
intermediarios asi como de las moléculas finales proyectadas se realiz6 como se indica en el
esquema general de sintesis de la figura 36.

O
Lowra

O e
/\OJ\/NYS\ —-“

O

/\O / N
92% S 90% NH S»\S
I \
11
R R 72% | iii
Ry Ry
HN HN Cl
oz N O v 4 N iv = N
[ >S5 - I >s = — I >-s
> S O \N S \ \N S \
N 92-95% 89-95%
\% A% 1]
Va R,=Cl, R,=H IVa R,=Cl, R,=H
Vb R,=H, R,=Cl IVb R,=H, R,=CI
Ve R,=CN, R,=H IVe R,=CN, R,=H
vd R,=H, R,=CN IVd R,=H, R,=CN
Ve R,=OMe, R,=H IVe R,=OMe, R,=H
vi Vf R,=H, R,=OMe IVf R,=H, R,=OMe
60-70%
laR,=H, R=CN,R,=A  3a R,=Cl, R,=H, R,=C
R, | N A 1 1b R;=H, R,=OMe, R;=A 3b R,=H, R,=Cl, R,=C
R, 2aR,=Cl, R=H,R;=B  3c R,=H, R,=CN, R,=C
2b R;=H, R,=CI, R,;=B  3d R,=OMe, R,=H, R,=C
—NH "N g _ “H. R.= S _
HN 2¢ R;=CN, R,=H, R,=B  3e R,=H, R,=OMe, R,=C
N 2d R,=H, R,=CN, R;=B  4a R,=Cl, R,=H, R,=D
[ S>—Rs 2e R,=OMe, R,=H, R,=B  4b R,=H, R,=Cl, R,=D
N TSN
N7 TS —NH N~ C 1 2fR,=H, R,=OMe, R,=B  4c R,=CN, R,=H, R,=D
4d R,=H, R,=CN, R,=D
L NS~ D 4eR,=OMe, R,=H, R,=D
4f R,=H, R,=OMe, R,=D
o

i: 1) TEA, CS,, (CH,),SO,. 2) K,CO,, CH,l. ii: t-BUOK, PhNCS. iii: PPA/POCI,. iv: H,N-C,H,-R, MeOH/HCI reflujo. v: AcOH,

Na,W0,.2H,0, H,0,.

vi: Amina, DMF, t.a. 30min.

Figura 36. Esquema general de sintesis para la obtencion de los derivados de
2-[(azacicloalquil)alquilamino]-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.
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Llama la atencibn que para la incorporacion de las diferentes anilinas al compuesto
9-clorotiazolo[5,4-b]quinolina, s6lo se obtenga un Unico producto (reaccion en posicion 9), pues esta
molécula posee dos sitios susceptibles de sufrir reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica
(SNA), las posiciones 2 y 9. Este fendmeno se ha explicado hasta el momento en términos de la
teorfa de Pearson® de acidos y bases duros y blandos (HSAB) (Figura 37).

Cl
P N
O X

Zona blanda. Reacciona con bases blandas Zona dura. Reacciona con bases duras
{aminas aromaticas). {aminas alifaticas).

Figura 37. Explicacion de acuerdo a HSAB, de las zonas de reaccién.

Ahora bien un andlisis tedrico de los estados de transicion del ataque nucleofilico por parte de
anilinas a ambos sitios propensos a reaccionar (realizado con el programa Spartan '08®, con un
método semiempirico y utilizando el protocolo de busqueda sistemética), ha mostrado que
energéticamente es mas favorable el ataque sobre la posicion 9 del nicleo, que sobre la posicion 2
(Figura 38), lo que esta en concordancia con la teoria de HSAB.

127 Kcal/mol

144 Kcal/mol

Figura 38. Valores energéticos de los estados de transicién para la reacciéon del compuesto Ill con
anilina. (A) Sobre la posicién 9. (B) Sobre la posicion 2.

Las reacciones de aminas alifaticas sobre dicho nucleo generan como producto de reaccion
Gnicamente la sustitucién en la posicion 2, que igualmente se explica con la teoria HSAB. En este
trabajo dicha reaccién se practicO sobre el sistema previamente sustituido con la anilina
correspondiente. Es de llamar la atencion que la reaccion procede casi inmediatamente a temperatura
ambiente, caso contrario de las anilinas en donde se hace necesario el uso de largos tiempos de
reaccion (6-8 horas) y calentamiento a reflujo. Tratando de explicar lo anterior se realizé un analisis
de los estados de transicion de la reaccion de sustitucion con aminas alifaticas (Figura 39). El analisis
de las energias en el estado de transicion, corrobora lo observado experimentalmente desde que
estas son muy grandes para la sustitucion con anilinas y aproximadamente la mitad para la
sustitucion realizada con aminas alifaticas.
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78.26 Kcal/mol

Figura 39. Estado de transicion para lareaccion del compuesto V con una amina alifatica.
3-(1-piperidinil)propilamina.

6.1.2. ANALISIS ESPECTROSCOPICO.

La elucidacién estructural de todos los compuestos novedosos se realiz6 mediante el analisis
de sus espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de proton (RMN *H) vy
espectrometria de masas (EM). En estos espectros se observd la presencia de patrones
caracteristicos que permitieron la identificacion de los compuestos y la asignacion de las sefiales
encontradas.

La numeracion correspondiente de las estructuras se muestra a continuacion (Figura 40):

5' 5'
6' 4 6' 4'
1 1
/( js' B /( js'
g HN™ . N g HN %
7 NN E O 7 N F D C
A\ N A\
6 ~ |S>\NH\/ B 6 ~ |S>\NH/V\N B
N 2 D C N 2 E
5 5 C A
B
Serie 1 Serie 2
5' 5
3 3
HN
8 > A g HN >
NOQR WP OO0 TOERLS
S NH >"N7ONB 6 S NHY\NOB
5 E 5 2 Y
5 c o7 A
Serie 3 Serie 4

Figura 40. Numeracion y nomenclatura empleada en la asignacion de sefiales.
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El andlisis de los espectros de IR permitié la identificacion de bandas caracteristicas de los
grupos funcionales, que fueron Utiles para confirmar la incorporacion de los sustituyentes proyectados
tanto en la posicion 9 (anilina con grupos metoxilo, nitrilo y &tomo de cloro), como en la posicion 2
(aminas secundarias y terciarias). Se observan bandas alrededor de 3200-3300 cm™ que
corresponden a aminas aromaticas y en 2900-3150 cm™ bandas correspondientes a la frecuencia de
vibracion del estiramiento del enlace C-H aromatico, asi como las sefiales caracteristicas de cadenas
alquilicas. Esta informacion se encuentra resumida en la seccion 7.

Espectrometria de masas: Todos los espectros fueron determinados por Bombardeo Rapido
de Atomos (FAB, en inglés), y utilizando como matriz alcohol 3-nitrobencilico. En la mayoria de los
casos el pico base correspondié al ion molecular (M* 6 M"+1), que para todos los casos estuvo en
concordancia con el peso molecular de la estructura propuesta. Debido a la técnica empleada, la
informacion acerca del patron de fragmentacion de los compuestos fue limitada, observandose
principalmente perdidas de M*-98 (serie 1y 2), M*-112 (serie 3) y M*-98 (serie 4). Algunos patrones
de fragmentacidn generales se muestran mas adelante (Figuras 41-44).
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Figura 41. Patrén de fragmentacion propuesto paralos compuestos de la serie 1.
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Figura 42. Patrén de fragmentacion propuesto paralos compuestos de la serie 2.
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Figura 43. Patron de fragmentacion propuesto paralos compuestos de la serie 3.
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Figura 44. Patrén de fragmentacion propuesto paralos compuestos de la serie 4.

La asignacion de las sefales de los espectros de RMN 'H, se realiz6 con base en el
desplazamiento quimico de las sefiales, la obtencion de las constantes de acoplamiento y por
comparacion con reportes previos.”” Para el caso de los protones aromaticos, se pudo establecer el
siguiente patrén de sefiales:

e Las sefiales de los protones del anillo de anilina tienen un desplazamiento variable debido a la
presencia de los diferentes sustituyentes en él.

e Las sefales de los protones del sistema tiazolo[5,4-b]quinolina, aparecen en el siguiente
orden, de campo bajo a campo alto:

- H-7, sefial doble de doble de doble (J=8.0, 8.0, 4.0 Hz).
- H-6, sefal doble de doble de doble (J=8.0, 8.0, 4.0 Hz).
- H-5, sefial doble de doble (J=8.0, 4.0 Hz).
- H-8, sefial doble de doble (J=8.0, 4.0 Hz).

e La sefal del grupo amino que une al anillo aroméatico con el sistema triciclico se observa como
una sefal sencilla, y su desplazamiento quimico esta ampliamente influenciado tanto por el
sustituyente en el anilino como por el disolvente en el que se analizaron las muestras, que en
este caso fue dimetilsulfoxido (DMSO-ds), la sefial aparece, por lo general de 8.5 a 9 ppm.

En lo que se refiere a la asignacion de las sefiales de la zona alifatica, la resolucion de las
mismas fue baja, lo que no facilito la asignacion de todas estas sefiales, esto se puede atribuir a los
equilibrios conformacionales que pueden establecer los sistemas anulares saturados (ver seccion 7).

6.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA.

Los datos de actividad citotoxica fueron obtenidos mediante el método MTT con lineas
celulares SW-620, SW-480 (adenocarcinoma colorrectal), HeLa (cancer cervicouterino) y K-562
(leucemia humana mielogena).** Los valores de Cls, (M) se determinaron a 48 horas de exposicion
in vitro. Los resultados representan el promedio de 3 experimentos independientes + la desviacion
estandar, fueron obtenidos a las concentraciones analizadas (1, 10, 30, 60 y 100 uM). El valor de Cls,
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se obtuvo mediante analisis de correlacion no lineal. Los valores de actividad citotéxica se muestran

enla Tabla 7.

Tabla 7. Clso (uM) de los compuestos novedosos (series 1-4), y amsacrina como referencia*

R

//|4-
N 3

QLU S
A\
~ | >\NH\/N
N S

1a R=4'-CN
1b R=4'-OMe
R R R
HNT 3 HNT 3 HNT 3
=z N = N % N
N N\ N
—a O//
2a R:3‘-CI 3a R=3'-ClI 4a R=3-ClI
2b R=4"Cl 3b R=4'-Cl 4b R=4'-Cl
2c R:SI-CN 3c R=4'-CN 4c R=3'-CN
2d R=4-CN 3d R=3-OMe 4d R=4"-CN
2e R=3-OMe 3e R=4"-OMe 4e R=3-OMe
2 R=4-OMe 4f R=4-OMe
Compuesto SW-620 SW-480 HelLa K-562
1a 16.4 (5.71) 26.1 (4.96) 25.06 (4.21) 125 (5.01)
1b 16.23 (5.08) 28.2 (7.3) 22.7 (3.6) 9.05 (3.62)
2a 46.3 (10.07) 45.8 (6.65) 56.27 (7.42) 51.3 (4.9)
2b 15.2 (3.15) 16.62 (3.69) 10.89 (2.31) 9.23 (2.65)
2¢ 23.8 (2.95) 25.9 (4.55) 21.32 (2.51) 17.4 (3.6)
2d 11.8 (3.42) 19.1 (3.25) 10.21 (1.62) 15.4 (2.54)
2e 14.5 (5.63) 13.7 (1.93) 16.94 (3.95) 20.9 (27.1)
2f 38.3 (7.28) 35.9 (6.32) 36.88 (3.74) 29.2 (7.2)
3a 6.72 (2.53) 9.65 (0.92) 6.1 (1.79) 5.02 (2.01)
3b 9.26 (1.79) 11.2 (3.21) 7.54 (2.67) 8.17 (2.8)
3c 16.73 (5.6) 15.9 (4.7) 10.3 (2.05) 6.67 (2.18)
3d 9.62 (1.29) 15.7 (2.96) 10.71 (3.07) 16.2 (3.09)
3e 34.7 (12.9) 30.18 (5.7) 25.9 (2.97) 21.8 (5.28)
4a NT NT 39.3 (3.01) 345 (5.2)
4b 75.9 (2.31) SA SA SA
4c 76.6 (9.2) 70.54 (12.1) 75.5 (6.9) 72.82 (11.1)
4d NT NT 70.1 (3.7) 63.8 (1.6)
4e SA SA 85.62 (11) 78.4 (4.99)
4f NT NT 76.7 (5.1) 69.4 (2.75)

*Clsp pM concentracion necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular. SA: sin actividad, NT: no
evaluados. Desviacion estandar entre paréntesis.
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Como puede apreciarse de los datos de la tabla anterior, la mayoria de los compuestos
sintetizados mostraron buena actividad biologica frente a las lineas celulares ensayadas en
comparacion con el compuesto de referencia, siendo los més activos aquellos que se presentan como
mezcla racémica y con menor actividad aquellos en donde el nitrégeno terciario forma parte de un
anillo y-lactdmico. Un andlisis mas a fondo por linea celular permite determinar ciertas relaciones
estructurales, en los cuales se incluyen compuestos de series homdlogas inferiores previamente
reportados (Tabla 4, seccion 2, series VI y VII).*’

6.2.1. ANALISIS AL MICROSCOPIO.

Se realizaron observaciones al microscopio con el objetivo 10X (aumento total 100), de las
células presentes en los cultivos celulares, tanto de las células control como de las células tratadas
con los compuestos sintetizados a las concentraciones evaluadas (1, 10, 30, 60 y 100 uM), después
de 48 horas de tratamiento. Lo anterior con el fin de analizar la presencia de cambios a nivel
morfolégico de las células con tratamiento y corroborar visualmente, en su caso, la muerte de las
mismas.

Tanto las células sin tratamiento alguno como las células con el vehiculo (DMSO de 0.1 a
0.4%) utilizado para analizar los compuestos, muestran una morfologia circular en algunos casos
(dependiendo de su orientacion), son poco densas, presentan bordes lisos y muestran de igual
manera formas alargadas con extremos cénicos (Figura 45). El tono y el color de las imagenes
cambian pues no todas las muestras analizadas se observan con el mismo filtro de luz y de
intensidad.

Figura 45. Morfologia de las células control SW-620. Objetivo 10X.

Las células tratadas con el compuesto 2a (medianamente activo, representativo de la serie 2),
no muestran cambios evidentes en cuanto a la morfologia, pero se pueden apreciar bordes
ligeramente irregulares (“rugosidades”), aparentemente con mayor densidad y presentan disminucion
de volumen (Figura 46). Al aumentar la concentracidbn del compuesto se presenta una notable
reduccion del nimero de células. Este compuesto inhibe desde 30 uM pero a 60 y 100 uM inhibe
notoriamente mejor que 4a, se aprecia un precipitado, aunque escaso y en aguja. No obstante que se
ha observado que la solubilidad de los compuestos es factor importante, no siempre es el caso pues
aun con precipitado algunos compuestos resultaron muy activos.
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Figura 46. Cultivo celular SW-620, tratado con el compuesto 2a. Objetivo 10X.

3a Compuesto muy activo. Se puede observar una ausencia casi total de precipitacion en
todas las concentraciones evaluadas, la inhibicién se mostr6 entre 1 y 10 uM, desde 10 uM ya no se
perciben células integras solo fragmentos de ellas, que en funcion de la concentracion se hacen cada

vez mas pequefos. De igual manera se aprecian bordes “rugosos” y aumento de la densidad en las
células (Figura 47).

Figura 47. Cultivo celular SW-620, tratado con el compuesto 3a. Objetivo 10X.

4b Compuesto moderadamente activo. Ademas de las caracteristicas mencionadas para los
compuestos anteriores, no se observa ningun cambio evidente en la morfologia celular. Este
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compuesto, desde la concentraciéon de 30 uM, inhibe en nimero a las células y se notan éstas en
pequefios fragmentos, a 60 uM se nota mas dafio celular y un precipitado leve con aspecto grumoso
gue a 100 uM es abundante. A una concentracion de 60 y 100 uM se encuentran muchas células
pero el precipitado no permite observarlas de manera clara (Figura 48).

A SO W, AN

{ i ‘ —‘ ‘ o . mrf

g o Rend)

‘ A o =5 N \NGW

HN %’5 ,f.-~15,‘.‘r}i:(1 ,'{’;\‘?‘

s » i~ (L8 !

= N j} A AN (j)‘ LA

| N b PANVRONL I ‘ - gﬁ

N NH "N " /N7 @y & |

S D0, Y

N -\Q ~ Q(_; "Q ,7 -~ €

4b / 6\\\@ . \_‘ » oi ’ ‘ 1

© A n @7a S N ﬂ;ﬁ”c 5?&"
R T R
NS O w8 he . Rayea
e WP OE g g e
R B VPSRN
i‘m"- )7 B R tol 4N T A N e LT
AN IR S <> | é.‘ ’ O e ,“_%\{
@ c [~A WY 2] 9 P s /\

A§"" £y 2 ,:".. nd o Q‘ ) “‘

B _’ T80 M LT ?@pM‘ 100 uM

Figura 48. Cultivo celular SW-620, tratado con el compuesto 4b. Objetivo 10X.

Un aspecto interesante que surgio a raiz de este analisis, fue la deteccidén, en algunos casos,
de cristales del compuesto evaluado a ciertas concentraciones, o que nos proporcioné mayor
informacion para realizar el analisis de relacién estructura-actividad y que mas adelante se discute.

6.2.2. CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES.

6.2.2.1. SW-620 (adenocarcinoma colorrectal).

Un analisis minucioso permite afirmar que los compuestos mas activos, son aquellos
pertenecientes a la serie 3 (Tabla 7, Grafico 1), donde todos los compuestos evaluados mostraron
buena actividad con respecto del compuesto de referencia m-AMSA. Dentro de esta serie, el
compuesto mas activo es el 3a al analizar su isémero de posicion, el compuesto 3b, ambos resultaron
practicamente igual de activos (ambos mas activos que la referencia), no encontrandose una
diferencia significativa en cuanto a la posicion de este sustituyente (cloro, electronegativo). Por otro
lado, cuando el sustituyente en el anillo de anilina es modificado por uno de caracter electrodonador,
como lo es el grupo metoxilo, se observa una enorme diferencia de actividad entre los isbmeros
posicionales 3’ y 4’, viéndose favorecida la posicién 3’ por un factor de cuatro. Puesto que el grupo
metoxilo funciona como un aceptor de puentes de hidrégeno, la posicion de este tipo de
sustituyentes es crucial porque dichas interacciones son direccionales, por lo tanto la posicion de
sustitucién puede brindar selectividad, al facilitar las interacciones con el sitio blanco.

=] 45



%=

ANALISIS DE RESULTADOS
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Grafico 1. pClso uM, de los compuestos novedosos y analogos previamente reportados
(Tabla 4, series VI y VII). Adenocarcinoma colorrectal SW-620.

En el caso de un grupo electroatractor, como lo es el nitrilo, sélo se pudo evaluar el compuesto
con la sustitucién en 4’ de la serie 3 y aunque su actividad es moderada, fue similar a la del
compuesto de referencia. Entonces, resultaria interesante determinar la actividad de su isémero
posicional para averiguar, si al igual que su contraparte electrodonadora, existe una preferencia de
posicion, lo cual llevaria a pensar que aquellos sustituyentes con habilidad para formar puentes de
hidrogeno, ya sea como aceptores o donadores, son factores de peso sobre la actividad citotoxica.

Para las demas series de compuestos (sin centros asimétricos), e incluyendo algunos
previamente reportados (serie VI y VII, Tabla 4), resulta que los compuestos con mayor actividad son
aguellos que incorporan un atomo de cloro, no encontrdndose diferencia en la posicién del mismo
para la serie VI y VII pero para la serie 2 es evidente la diferencia en la actividad respecto de la
posicién siendo favorable la posicion 4’ sobre la 3’ por un factor de 2.5. Sin embargo, cuando se hace
el intercambio por sustituyentes con capacidad de formar puentes de hidrégeno, una vez mas, se
hace evidente que la posicién es un factor a considerar, siendo favorable la posicion 4’ para grupos
electroatractores (EWG) y la posicion 3’ para grupos electrodonadores (EDG), ambos por un factor de
2.5. Resulta interesante que esto sucede de la misma manera en la serie analizada con anterioridad
(serie 3) y es comun con otras lineas celulares, proporcionando informacién sobre los requerimientos
estructurales que rigen la actividad de estos compuestos.

Los compuestos pertenecientes a la serie 4, resultaron muy poco activos, e inclusive a
algunos no se les pudo determinar el valor de Clsg a las concentraciones evaluadas; lo que si se
determind, en general, es que todas son muy similares en actividad, al parecer no importando el tipo
de sustituyente, ni la posicion del mismo. Lo anterior conduce a proponer que un factor determinante
en la actividad citotoxica de los compuestos aqui presentados lo dicta la basicidad del nitrogeno
terminal mas que el tipo y posicion del sustituyente incorporado en el anillo de anilina, esta propuesta
es apoyada por los datos previamente reportados para los compuestos Vla y Vlla (Tabla 4), que no
poseen ningun tipo de sustituyente en el anilina de anilina y no obstante esto resultan mas activos
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que los de la serie 4 reportada en este trabajo para cualquier linea celular y cualquier tipo de
sustituyente en 3’ 0 4'.

6.2.2.2. SW-480 (adenocarcinoma colorrectal).

Los resultados para esta linea celular se esquematizan a continuaciéon (Gréafico 2),
representados como el logaritmo inverso de Cls, uM. Estos resultados siguen de manera general la
misma tendencia que los expuestos anteriormente para la linea celular SW-620, algo que no es de
extrafiar pues ambas son de adenocarcinoma colorrectal y es de esperarse resultados semejantes en

lineas celulares similares.
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Gréfico 2. pClso uM, de los compuestos novedosos y analogos previamente reportados
(Tabla 4, series VI y VII). Adenocarcinoma colorrectal SW-480.

Los compuestos de la serie 1, ambos presentan actividad muy similar aunque su naturaleza
electronica es contraria, no pudiéndose evaluar el efecto de sus isémeros posicionales por falta de los
mismos. No se aprecia una clara relacion entre la actividad citotoxica y la longitud de la cadena como
se esperaba (serie VII, Tabla 4, serie 1 y serie 2) por los reportes previos.

6.2.2.3. HeLa (cancer cervicouterino).

Resultados similares son observados para esta linea celular cuando son analizados la
naturaleza y posiciones favorecidas de los sustituyentes (Tabla 7, Gréfico 3), presentdndose como
mas activos aquellos con sustituyentes electronegativos (-Cl) y electroatractores (-CN) en posicion 4’

del anillo de anilina.
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Grafico 3. pClsp uM, de los compuestos novedosos y analogos previamente reportados
(Tabla 4, series VI y VII). Cancer cervicouterino Hela.

Incluso para los compuestos de la serie 4, que habian mostrado nula actividad en las lineas
analizadas con anterioridad, el compuesto clorado posee actividad moderada y si bien la actividad de
los demas derivados es pobre, es sensiblemente mayor a las lineas de adenocarcinoma colorrectal,
esta observacion nos permite afirmar que la linea de cancer cervicouterino HeLa es mas sensible que

las de colon a las concentraciones evaluadas.

6.2.2.4. K-562 (leucemia humana mielogena).

Los resultados para esta linea celular son presentados en las Tablas 4 (series VIy VII) y 7
(compuestos novedosos), asi como en el Gréafico 4. Si bien las tendencias en cuanto los requisitos
estructurales son las mismas, con el andlisis de los resultados obtenidos es posible apreciar que
todos los compuestos evaluados (tanto los sintetizados en este trabajo como los previamente
reportados), presentan su maximo de actividad sobre esta linea celular mas que con cualquier otra de
las ensayadas, incluso con varios compuestos mas activos que la referencia, y otros tantos con

actividad comparable.
La evidencia de que la linea de leucemia humana mielogena K-562 resulta particularmente

sensible a los compuestos que fueron evaluados en el presente trabajo, concuerda con lo descrito
previamente en la literatura para algunos derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina.>®
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Grafico 4. pClso uM, de los compuestos novedosos y analogos previamente reportados
(Tabla 4, series VI y VIl). Leucemia humana mielogena K-562.

Es importante notar y recordar en este punto, algunos antecedentes histéricos del surgimiento
y planeacién de los compuestos sintetizados en este trabajo, los cuales en un inicio surgieron por la
implementacién de la estrategia de reemplazo bioisostérico, tomando como ndcleo base a la acridina
y posteriormente con la incorporacién de un anillo de anilina apropiadamente sustituido en la posicién
9 de dicho sistema, rindiendo derivados analogos a la amsacrina.

Todo lo anterior con el objeto de resaltar el hecho de que la acridina fue, en su momento, un
compuesto ampliamente usado en la clinica (reemplazado en la actualidad de manera paulatina por
moléculas mas activas y con menor toxicidad), y que la principal afeccion en la que se usaba era en
los casos de cancer de medula 6sea, leucemia, por su gran efectividad sobre este tipo de cancer y
gue es precisamente en dicha linea en donde estos nuevos derivados son mas activos, lo cual hace
suponer y refuerza las suposiciones iniciales de que el mecanismo de actuacion, probablemente, sea
el mismo para estos compuestos. Para finalizar este punto, es conveniente destacar que si bien lo
anterior parece indicar el mismo mecanismo de accion, la forma de interaccionar con la diana puede
ser diferente ya que en los derivados de 9-anilinoacridina los grupos incorporados en la anilina
responsables de la actividad son electrodonadores y para los derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]
guinolina son del tipo electroatractores.

De todos los andlisis realizados con anterioridad se han generado varias conclusiones
preliminares importantes que son resumidas a continuacion:

e Los compuestos més activos fueron aquellos con un centro asimétrico.

e No es posible definir una relacion evidente de incremento de actividad al derivar la serie
homéloga superior como se esperaba y como se habia observado en estudios previos, pero
es cierto que la actividad se mantiene.
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e Tanto la solubilidad como el coeficiente de particion (logP), son cruciales en la actividad de
este tipo de compuestos.

e La basicidad del nitrégeno terminal es crucial, incluso mas que la sustitucion en el anillo de
anilina. Los compuestos de la serie 4, son un claro ejemplo.

e Sustituyente en el anillo de anilina. Los mas favorecidos son los electronegativos y
electroatractores. La habilidad de formar enlaces de hidrégeno es importante.

e Patron de sustitucion. Se prefiere la posicién 3’ para EWG y 4’ para EDG.

o Lalinea K-562 resultd ser la mas susceptible al efecto de los compuestos evaluados.

Una plausible explicacion a la mayor actividad de los compuestos con un centro quiral es que
éstos pueden interactuar de manera especifica con otra entidad disimétrica, como lo es el ADN, esto
debido a su naturaleza helicoidal. La disimetria del ADN llevaria a la formaciéon de complejos del tipo
diasterémero al interactuar con el compuesto quiral y se sabe que esta interaccién, puede “disparar”
en un sentido negativo o positivo los procesos de un sistema biolégico.

Dado que los compuestos que se presentan como mezcla racémica resultaron ser los mas
activos, es indudable la necesidad de realizar la resolucion de la mezcla racémica y la determinaciéon
de su actividad bioldgica en su forma homoquiral; por otro lado y puesto que existe evidencia de que
este tipo de compuestos actdan a nivel del ADN, y teniendo en cuenta que ésta es una molécula
disimétrica (puesto que tiene las hebras en antisentido), se plantea aqui la hip6tesis de una posible
interaccion por parte del racemato con el ADN, es decir, que cada enantibmero interactué con una
hebra en direcciéon antiparalela y por ende la actividad biol6gica observada se deba a ambos
enantiomeros. No obstante, lo anterior s6lo quedara demostrado realizando la experimentacion y en
su caso, determinar cual es el eutobmero y el distbmero.

6.3. MODELADO MOLECULAR.

Se llevé a cabo el analisis conformacional de las moléculas propuestas y algunas previamente
reportadas mediante un protocolo de blusqueda sistematica utilizando el campo de fuerza de Merck
(MMFF94), rotando todos los enlaces sp® cada 15°. La determinacion del conférmero mas estable se
llevé a cabo con base en la energia y la distribucion de Boltzman. Una vez realizado lo anterior, se
optimizé la geometria del conférmero mas estable mediante un método semiempirico AM1, uno
ab initio HF/6-31 G* y uno de funcionales de la densidad DFT/B3LYP 6-31 G* y se calcularon los
descriptores QSAR para todas las moléculas. La distribucién electrénica calculada fue usada para
generar las correspondientes superficies de energia potencial electrostatica.

6.3.1. ANALISIS CONFORMACIONAL.

En cuanto a la conformacién obtenida en todos los casos el anillo de anilina guarda una
relacion préacticamente ortogonal con respecto del nucleo triciclico, con una ligera orientacion hacia el
anillo bencenoide del sistema (Figura 49), de manera similar a lo reportado con anterioridad en la
literatura.®
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Figura 49. Conformacion del anillo de anilina.

En lo que respecta a la conformacion de la cadena lateral, cabe sefialar que todos los
compuestos analizados, con excepcién de los de la serie 4 (excepto 4a y 4b), presentan una
conformacion que hemos denominado de “escorpidn” o “gancho”. Lo anterior resulta interesante
puesto que un analisis preliminar sobre las geometrias del conférmero mas estable, permite la
agrupacién de las moléculas en dos categorias. 1) Aquellas moléculas que adquieren la conformacion
definida como de “escorpion” y 2) moléculas que no presentan dicha conformacion (Figura 50). Se ha
encontrado una relacién de la actividad citotdéxica con esta conformacion, siendo los compuestos mas
activos aquellos que adquieren la conformacién de “escorpion”. Este hecho hace resaltar la
importancia que posee la conformacion adquirida por la molécula con relacién a su capacidad para
internalizarse a través de las membranas, a la célula y llegar a interaccionar con su diana biologica.

(o8]

I o o o - - -

Figura 50. Conformaciones de la cadena lateral, A y B representan a los compuestos con buena
actividad citotéxica, conformacion de “escorpion”. C) compuestos con poca o nula actividad citotéxica,
no existe un patron evidente en la conformacién de la cadena lateral.
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6.3.2. ANALISIS DE ESTRUCTURA ELECTRONICA.

Se obtuvieron los siguientes parametros:

Energia.

Energias de orbitales frontera (HOMO y LUMO).
Momento dipolar.

Area superficial.

Volumen.

Area Polar Superficial (PSA):

Log P (Ghose-Crippen).

Ovalidad.

. Dureza.

10. Electronegatividad.

11. Graficos de isopotencial del potencial molecular electrostatico (PME).

CoNooRrWNE

6.3.2.1. AM1.

En la Tabla 8, se muestran los pardmetros 1-10 enlistados en el punto anterior, para cada uno
de los compuestos obtenidos por el método de célculo semiempirico AM1.

Tabla 8. Descriptores moleculares calculados mediante el método semiempirico AM1 para los
compuestos analizados.

Compuesto E E HOMO E LUMO Dipolo Area Volumen
(kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol) (debye) (A2 (A3)
Via 119.72 -187.75 -18.95 4.03 413.16 398.26
Vib 112.78 -190.61 -20.68 451 428.48 411.66
Vic 112.43 -190.22 -21.36 3.94 428.54 411.66
Vlla 111.2 -187.73 -18.93 3.8 428.81 414.9
Vilb 104.25 -190.6 -20.66 4.31 444.16 428.3
Vilc 103.91 -190.21 -21.35 3.82 444.22 428.3
la 141.79 -194.08 -24.25 5.07 450.19 434.55
1b 73.91 -184.86 -18.51 3.52 458.6 442.21
2a 98.22 -189.17 -19.25 4.63 461.5 446.43
2b 97.86 -188.82 -19.95 4.39 461.5 446.41
2c 136.92 -191.77 -21.13 5.94 467.48 452.69
2d 135.7 -192.72 -22.88 5.75 467.51 452.68
2e 67.16 -187.16 -18.85 4.15 476.13 460.43
2f 67.92 -183.72 -17.18 4.04 475.93 460.36
3a 96 -189.14 -19.31 4.55 477.91 464.16
3b 95.65 -188.81 -20.01 4.32 477.94 464.15
3c 133.49 -192.68 -22.94 5.69 483.93 470.41
3d 64.95 -187.13 -18.9 4.07 492.53 478.15
3e 65.71 -183.74 -17.22 4.00 492.39 478.09
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Compuesto E E HOMO E LUMO Dipolo Area Volumen

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (debye) (A2 (A3

4a 70.49 -189.58 -19.26 6.74 447.26 432.65

4b 70.12 -189.35 -19.98 5.98 447.29 432.65

4c 113.04 -193.7 -23.28 4.58 456.14 439.2

4d 112.43 -196.52 -26.95 4.15 459.49 439.51

4e 41.83 -192.98 -23.79 3.63 460.42 446.64

4f 42.43 -187.86 -21.77 3.07 467.51 447.06

Compuesto PSA DUREZA LogP
(A?) OVALIDAD (kcal/mol) (Ghose-Crippen) X

Via 39.4769 1.578 84.40 4.55 0.16
Vib 39.4938 1.601 84.96 5.11 0.17
Vic 39.4942 1.601 84.43 5.11 0.17
Vila 39.2862 1.594 84.40 4.97 0.16
Viib 39.2939 1.616 84.97 5.52 0.17
Viic 39.2923 1.617 84.43 5.52 0.17
la 54.7060 1.623 84.92 5 0.17
1b 46.5017 1.634 83.18 4.84 0.16
2a 36.9490 1.634 84.96 5.8 0.17
2b 36.9459 1.634 84.44 5.8 0.17
2c 52.3836 1.64 85.32 5.28 0.17
2d 52.3243 1.64 84.92 5.28 0.17
2e 44.0979 1.651 84.16 5.12 0.16
2f 44.1601 1.651 83.27 5.12 0.16
3a 36.8936 1.648 84.92 6.12 0.17
3b 36.8935 1.649 84.40 6.12 0.17
3c 52.2680 1.654 84.87 5.6 0.17
3d 44.0352 1.666 84.12 5.44 0.16
3e 441126 1.665 83.26 5.44 0.16
4a 47.9290 1.617 85.16 4.49 0.17
4b 47.9258 1.617 84.68 4.49 0.17
4c 67.5427 1.632 85.21 3.96 0.17
4d 68.4024 1.644 84.785 3.96 0.18
4e 60.1391 1.629 84.595 3.8 0.17
af 60.4964 1.653 83.045 3.8 0.17

a) Andlisis de los Orbitales frontera HOMO y LUMO.

Se ha postulado la existencia de varias fuerzas estabilizadoras (van der Walls, puentes de
hidrégeno, fuerzas electrostéticas, complejos de transferencia de carga e interacciones de orbitales

frontera)® de los complejos formados por moléculas antineoplasicas con el ADN. En particular, se ha
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sugerido una interaccién entre el orbital HOMO de los pares de bases del ADN con el orbital LUMO
del ligante. Es por esto que se decidid estudiar lo anterior a partir de los valores energéticos y la
distribucion de los orbitales frontera de los compuestos sintetizados.

Analizando los datos de la Tabla 8, se observa que los valores de los orbitales frontera HOMO
y LUMO, no muestran una gran variacion a lo largo de toda la serie de compuestos. Al analizar los
graficos de los orbitales HOMO se observo la localizacion de los mismos a lo largo del sistema
triciclico y sobre el anillo de anilina, en lo que respecta la cadena lateral sélo el nitrbgeno secundario
unido a la posicion 2 muestra alguna contribucion. (Figura 51). No se observan cambios significativos
en la contribucién de los diferentes tipos de compuestos, mas bien son cambios discretos regidos por
el tipo de sustituyente presente en el anillo de anilina.

3c Af

Figura 51. Graficos del HOMO de los compuestos Vla, 1b, 3c y 4f.

Como se esperaba, los valores energéticos de los orbitales HOMO y LUMO estan
relacionados con la naturaleza del sustituyente incorporado en el anillo de anilino, puesto que se han
encontrado valores menores para aquellos compuestos con grupos electroatractores en las
posiciones 3’ y 4’ como se recopila en la Tabla 8.

En el caso de los orbitales LUMO, éstos se localizan en el sistema triciclico, a diferencia de su
contraparte HOMO, no existe una marcada contribucién por parte del anillo de anilino (Figura 52).
Esto resulta importante de considerar puesto que podria existir cierta relacion entre este parametro y
la afinidad de los compuestos por el ADN. Puesto que las energias para estos orbitales son negativas
y se centran en el sistema triciclico, este tipo de compuestos pueden considerarse como electréfilos
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y, Ya que los pares de bases nitrogenadas que conforman al ADN se comportan como un nucledfilos,
es factible que se establezcan complejos de transferencia de carga por traslape de orbitales entre en
ADN vy estos compuestos. Sin embargo al no observarse una diferencia significativa, se hace
necesario considerar otros factores para establecer una relacion con la afinidad por el ADN o con su
actividad citotoxica.

Figura 52. Graficos del LUMO de los compuestos Vlic, 2c¢, 3d y 4d.

Para ambos orbitales frontera analizados, se observa cierta asimetria a la largo del sistema
triciclico, si esta caracteristica le confiere cierta afinidad por el sitio receptor, que se especula que es
el ADN, es algo que aun no se sabe pero que deberia de tomarse en cuenta en estudios futuros.

b) Potencial Molecular Electrostatico.

Respecto del PME es posible detectar varias zonas en donde éste se circunscribe (zonas
calientes), principalmente sobre aquellos atomos electronegativos como lo son los nitrégenos, tanto
de la quinolina como del tiazol y en menor grado los de la anilina y de la cadena lateral (Figura 53).
Ademas, estas zonas cambian segun sea el tipo de sustituyente enlazado en el anillo de anilina, esto
resulta importante puesto que estas zonas pueden dar informacion de los puntos en la molécula que
tendrian interaccion con el receptor via fuerzas electrostaticas. De manera similar, se puede observar
que a lo largo del sistema triciclico no existe acumulacion de carga, una vez mas este sistema puede
funcionar como aceptor de electrones en interacciones de transferencia de carga, se ha especulado
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gue la acumulacion del potencial sobre el nitrégeno juega un papel importante en el reconocimiento y
direccionalidad de dichas interacciones.

4a 3d

Figura 53. Representacion grafica del PME de los compuestos Via, 1a, 3d y 4a.

Los graficos de isopotencial muestran de manera méas clara las zonas electronegativas
presentes en las moléculas, y se puede observar que existen principalmente cinco zonas
conservadas en todos los compuestos: 1) el nitrégeno de la quinolina; 2) el nitrégeno del anillo de
tiazol; 3) el nitrégeno de la posicion 9; 4) el nitrégeno de la posicion 2; 5) el anillo bencenoide de la
quinolina (Figura 54). El estudio de estos gréficos radica en que se pueden establecer regiones de la
molécula que pueden participar en posibles interacciones “de no enlace” a larga distancia con ciertas
regiones complementarias del supuesto sitio receptor.

Aungue estas regiones se conservan a lo largo de todos los compuestos y las variaciones son
discretas y resultan del sustituyente en posiciéon 3° o 4’, es oportuno destacar que, para los
compuestos de la serie 4, existe ademas una zona del potencial muy marcada en el anillo lactamico,
ubicado en el oxigeno de la amida, esto es importante por el hecho que resultan ser los compuesto
con poca o nula actividad citotoxica, lo que podria explicarse considerando las diferencias observadas
en el gréafico de isopotencial por dos razones principales:

1. Lareduccion de la electronegatividad del nitrégeno anular, dado que ésta se ve disminuida en
el isopotencial, lo que puede evitar que este se protone y por tanto no logré interaccionar de la
misma manera que los demas compuestos.
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2. Laacumulacién de carga por efecto del grupo carbonilo, es una zona de isopotencial adicional
gue no existe en las demas series de compuestos, lo que ocasiona una reduccién en la
basicidad del nitrdgeno y por tanto este no podra protonarse tan facilmente para interaccionar
con el sitio de accién. Esto a su vez podria ocasionar una repulsion de carga con el sitio de
accion. Se ha observado que lo anterior, repercute a su vez en la conformacion de dichos
compuestos, en lo que respecta a este andlisis estas son las Unicas diferencias que fue
posible establecer como explicacion de la diferencia de actividad, sin embargo, parecen no ser
suficientes.

Figura 54. Graficos de Isopotencial (-83.68 KJ/mol) de los compuestos 1b, 2b, 3c, y 4f.

c) Magnitud y vector del momento dipolar.

Puesto que el momento dipolar 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 es importante su analisis. Sobre todo con intercaladores de ADN, ya que una correlacion
directa entre sus valores del momento dipolar y la citotoxicidad fue reportada en 2009 por Loza-Mejia
y col.® para derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.

El andlisis del momento dipolar para los compuestos sintetizados reveld que el sustituyente en
posicion 3’ 6 4’ es el principal factor que repercute sobre la magnitud del mismo, encontrandose que
los grupos electroatractores provocan un aumento del dipolo y observandose un mayor incremento
cuando estos se localizan en la posicion 3. El efecto contrario ocurre con los grupos
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electrodonadores. Sin embargo, las diferencias observadas, en cuanto a la magnitud, no
correlacionan con la actividad citotoxica observada; sélo en el caso de los compuestos de la serie 4
se observa que aquellos con un elevado momento dipolar fueron los mas activos dentro de esa serie,
pero al incluir a todos los compuesto se observa que algunos de los més activos poseen magnitudes
menores a los anteriormente citados. Dadas estas ambigledades entre las magnitudes del dipolo y la
actividad y puesto que la correlacién del dipolo con las caracteristicas electrénicas de la molécula
poseen ademas cierta orientacion se decidio realizar el andlisis del vector del momento dipolar
(Figura 55).

Figura 55. Orientacion del momento dipolar de algunos compuestos analizados. Vic, 1b, 2c y 4d.

Una vez realizado este analisis, fue posible clasificar a los compuestos en dos grupos de
acuerdo a la orientacion del vector de su momento dipolar, de esta manera observamos una
correlacion con la orientacion y la actividad citotéxica de los compuestos (Figura 56).

Figura 56. Agrupacion de los compuestos, segun la orientacion del vector de momento dipolar.
A) Compuestos de las series VI, VI, 1, 2, 3, 4ay 4b. B) Compuestos inactivos 4c, 4d, 4e y 4f.
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6.3.2.2. HF.

En la Tabla 9 se listan los resultados de los parametros calculados para los compuestos
analizados mediante el método ab initio HF/6-31 G*.

Tabla 9. Descriptores moleculares calculados mediante el método ab initio HF/6-31 G* para los
compuestos analizados.

Compuesto E (kcal/mol) E HOMO E LUMO Dipolo Area Volumen

(kcal/mol) (kcal/mol) (debye) (A2 (A3
Via -951471.83 -170.22 57.46 4.79 408.11 393.22
Vib -1239436.19 -174.15 54.14 5.64 423.79 406.85
Vic -1239436.2 -174.03 53.74 5.09 423.84 406.86
Vila -975970.28 -170.25 57.49 4.74 423.2 409.72
Vilb -1263934.64 -174.15 54.13 5.63 438.83 423.34
Viic -1263934.65 -174.03 53.74 5.1 438.89 423.35
la -1033536.88 -179.61 48.29 7.19 444.49 429.31
1b -1047430.32 -167.95 60 4.87 453.14 436.56
2a -1288429.32 -172.43 55.46 6.05 456.7 441.4
2b -1288429.33 -172.35 55.05 5.82 456.75 441.41
2c -1058029.72 -175.29 52.98 7.95 462.07 447.3
2d -1058031.64 -177.77 49.71 8.13 462.33 447.36
2e -1071926.57 -168.69 56.71 5 470.05 454.46
2f -1071924.93 -166.32 61.34 5.15 470.96 454.61
3a -1312921.76 -172.45 55.45 6.02 473.63 459.12
3b -1312921.77 -172.37 55.03 5.8 473.68 459.12
3c -1082524.08 -177.76 49.71 8.08 479.24 465.07
3d -1096419.01 -168.67 56.69 5.02 486.97 472.17
3e -1096417.37 -166.33 61.34 5.21 487.88 472.32
4a -1310202.67 -172.03 56.07 8.39 442.69 427.63
4b -1310202.69 -172.04 55.57 7.39 442.72 427.63
4c -1079798.42 -177.83 50.97 6.99 453.83 434.26
4d -1079799.69 -182.96 44.94 7.27 454.68 434.29
4e -1093696.25 -174.68 51.82 3.19 461.14 441.41
4f -1093693.82 -171.12 57.34 3.3 463.36 441.5
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Compuesto PSA DUREZA LogP
(A?) OVALIDAD  (kcal/mol) (Ghose-Crippen) X
Via 36.3984765 1.572 113.84 4.55 0.09
Vib 36.4027576 1.596 114.145 511 0.1
Vic 36.4116906 1.596 113.885 511 0.1
Vila 36.2604673 1.586 113.87 4.97 0.09
Vilb 36.2481353 1.609 114.14 5.52 0.1
Vlic 36.2593704 1.61 113.885 5.52 0.1
la 51.3725145 1.615 113.95 5 0.1
1b 43.0319761 1.628 113.975 4.84 0.09
2a 33.8015903 1.629 113.945 5.8 0.09
2b 33.8142306 1.629 113.7 5.8 0.09
2c 48.9263091 1.634 114.135 5.28 0.1
2d 48.9203121 1.634 113.74 5.28 0.1
2e 40.3990713 1.644 112.7 5.12 0.09
2f 40.6040601 1.647 113.83 5.12 0.08
3a 33.8385898 1.646 113.95 6.12 0.09
3b 33.8511888 1.646 113.7 6.12 0.09
3c 48.9578309 1.651 113.735 5.6 0.1
3d 40.4249031 1.661 112.68 5.44 0.09
3e 40.6328215 1.663 113.835 5.44 0.08
4a 45.6665118 1.613 114.05 4.49 0.09
4b 45.6716533 1.613 113.805 4.49 0.09
4c 65.7721389 1.636 114.4 3.96 0.1
4d 65.6524602 1.636 113.95 3.96 0.11
4e 57.2133759 1.645 113.25 3.8 0.1
af 57.404152 1.653 114.23 3.8 0.09

a) Analisis de los orbitales frontera HOMO y LUMO.

Los datos recopilados en la Tabla 9 muestran que no existen variaciones en cuanto a los
valores energéticos de los orbitales frontera HOMO y LUMO. Sin embargo, para este método de
calculo, encontramos que los valores energéticos para el LUMO de todos los compuestos, si bien son
bajos, estos son positivos por lo que su capacidad como aceptores de electrones se vera disminuida,
no obstante lo anterior, esto dependera del valor energético del HOMO de la estructura con la que se
quiera presentar la interaccion para definir si es posible o no llevar a cabo el traslape de orbitales.

Los mapas de distribuciéon de los orbitales frontera, muestran distribuciones asimétricas en
ambos casos a lo largo del triciclo; para el caso del HOMO (Figura 57), se localizan zonas adicionales
sobre el anillo de anilino que no estan presentes en el LUMO (Figura 58).
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Viic

Figura 57. Graficos del HOMO de los compuestos Vlic, 2a, 3ey 4f.

Figura 58. Gréaficos del LUMO de los compuestos Vlic, 2b, 2c y 4a.
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Una vez mas esto da informacién acerca del posible mecanismo de accion, pues se encuentra
ampliamente reportada la necesidad de sistemas poliaromaticos con al menos tres anillos, totalmente
planares para la actividad de estos compuestos, y que es precisamente este sistema el que le permite
interaccionar con el ADN. Dado que el orbital LUMO esta localizado a lo largo del sistema
poliaromatico esto ofrece gran capacidad para interaccionar, via complejos de transferencia de carga
o traslape de orbitales, con las bases del ADN.

b) Potencial Molecular Electrostatico.

Los mapas de PME muestran como se ha venido observando, las zonas calientes de la
molécula localizadas sobre &tomos electronegativos, pero es de llamar la atencion que en este caso
la concentraciéon de las zonas calientes también se observa a lo largo del sistema aromético de la
molécula (Figura 59), esto puede ser consecuencia de los valores energéticos de los orbitales
frontera.

3e
Figura 59. Mapas de PME de los compuestos Vla, Vic, 3a, y 3e.

El isopotencial mantiene una intima relaciébn con las posibles zonas importantes para la
interacciones electrostéaticas entre ligando-receptor. Para las moléculas analizadas su distribucion se
ve afectada por el tipo de sustituyente presente en el anillo de anilina (Figura 60), observandose las
siguientes tendencias: grupos electroatractores lo polarizan hacia si mismos, por el contrario los
grupos electrodonadores generan acumulacion del isopotencial sobre el anillo de anilina, lo que
podria ser un factor que se refleje sobre la actividad, ya que de manera general los sustituyentes
electrodonadores mostraron ser los menos activos.
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Figura 60. Gréaficos de Isopotencial (-83.68 KJ/mol) de los compuestos Vlla, 2a, 3e, y 4e.

¢) Magnitud y vector del momento dipolar.

De manera general, la orientacion es practicamente paralela al nucleo triciclico,
encontrandose ligeras desviaciones en funcién del tipo de sustituyente anclado en el anillo de anilina,
es decir cuando no existen sustituyentes o estos son electrodonadores, el momento dipolar se orienta
ligeramente hacia el nudcleo triciclico; mientras que cuando se incorporan sustituyentes
electroatractores el dipolo sufre una ligera desviacion hacia el anillo de anilina (Figura 61y 62).

Figura 61. Direccién del momento dipolar de algunos compuestos analizados. Vlay la.

=] 63



|
|
&

ANALISIS DE RESULTADOS

i

Figura 62. Orientacion del vector de momento dipolar en relacién con el sustituyente en el anilino.

Al parecer de entre todos los pardmetros obtenidos mediante el modelado molecular, la
orientacion del vector de momento dipolar parece ser el que mejor correlaciona con la actividad
citotéxica, puesto que es posible agrupar a los compuesto segin su orientacién, en aquellos que
resultaron activos y los que no lo fueron (Figura 63).

Figura 63. Agrupacion de los compuestos, segln la orientacién del vector de momento dipolar.
A) Compuestos de las series VI, VI, 1, 2, y 3. B) Compuestos inactivos 4c, 4d, 4e y 4f.
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6.3.2.3. DFT.
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En la Tabla 10, se recopilan los valores de los descriptores moleculares calculados para los
compuestos analizados mediante teoria de los funcionales de la densidad con un funcional hibrido
B3LYP y una base doble Z con funciones polarizadas 6-31 G*.

Tabla 10. Descriptores moleculares calculados por medio de DFT B3LYP/6-31 G* para los compuestos

analizados.
Compuesto E (kcal/mol) E HOMO ELUMO  Dipolo Area  Volumen
(kcal/mol)  (kcal/mol) (debye) 32 (A3

Via -956426.51 -116 -26.12 5.44 410.84 396.78
Vib -1244827.74 -120.46 -29.48 6.45 426.41 410.46
Vic -1244827.48 -119.7 -29.7 5.82 426.52 410.49
Vlla -981100.77 -115.52 -25.81 5.45 426.19 413.48
Vilb -1269501.97 -120.3 -29.32 6.58 441.9 427.13
Vlic -1269501.75 -119.3 -29.44 6.04 441.95 427.16
la -1038986.13 -125.34 -35.62 8.35 447.14 433.01
1b -1052963.81 -112.45 -23.8 5.14 456.21 440.55
2a -1294173.05 -117.58 -27.2 7.25 459.49 445.19
2b -1294172.93 -117.56 -27.77 6.88 459.54 445.15
2c -1063655.72 -121.13 -30.15 9.48 464.67 451.04
2d -1063655.72 -121.13 -30.15 9.48 464.67 451.04
2e -1077636.38 -112.78 -24.98 5.87 473.05 458.42
2f -1077634.83 -109.71 -21.77 5.56 473.68 458.58
3a -1318841.68 -117.6 -27.19 7.24 476.72 463.09
3b -1318841.53 -117.29 -27.67 6.87 476.58 463.00
3c -1088326.06 -123.01 -33.65 9.52 481.92 468.94
3d -1102304.97 -112.81 -24.96 5.88 490.19 476.29
3e -1102303.43 -109.72 -21.81 5.61 490.93 476.51
4a -1315967.38 -118.19 -27.52 9.01 444.84 431.21
4b -1315967.42 -118.01 -28.02 8.09 444.89 431.23
4c -1085444.21 -125.06 -33.36 7.75 456.82 438.19
4d -1085445.15 -129.23 -39.12 7.05 458.01 438.22
4e -1099425.93 -120.04 -31.31 3.32 463.52 4455
4f -1099423.51 -115.93 -27.27 3.26 466.85 445,72
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Compuesto PSA LogP
DUREZA
(A2 OVALIDAD  (kcal/mol) (Ghose-Crippen) X
Via 36.0738418 1.573 44,94 4.55 0.11
Vib 35.9943845 1.596 45.49 511 0.12
Vic 35.9484213 1.597 45 511 0.12
Vila 35.6089091 1.588 44.855 4.97 0.11
Vilb 36.0835805 1.611 45.49 5.52 0.12
Vlic 35.9250849 1.611 44,93 5.52 0.12
la 51.2864525 1.615 44.86 5 0.13
1b 43.1753851 1.629 44.325 4.84 0.11
2a 32.8444194 1.63 45.19 5.8 0.12
2b 33.0809446 1.63 44.895 5.8 0.12
2c 48.2208264 1.634 45.49 5.28 0.12
2d 48.2208264 1.634 45.49 5.28 0.12
2e 39.7408081 1.645 43.9 5.12 0.11
2f 39.7402561 1.647 43.97 5.12 0.1
3a 32.9211559 1.647 45.205 6.12 0.12
3b 33.0536148 1.647 4481 6.12 0.12
3c 48.2127658 1.651 44.68 5.6 0.12
3d 39.8042765 1.662 43.925 5.44 0.11
3e 39.7981133 1.664 43.955 5.44 0.1
4a 44.7934081 1.612 45.335 4.49 0.12
4b 447037209 1.612 44,995 4.49 0.12
4c 66.2947531 1.637 45.85 3.96 0.13
4d 66.1676457 1.642 45.055 3.96 0.13
de 57.7272053 1.643 44.365 3.8 0.12
af 57.8751646 1.654 44.33 3.8 0.11

a) Andlisis de las geometrias de equilibrio.

Un analisis de las geometrias de equilibrio calculadas para este método, revel6 un aspecto
importante que no se habia observado con los estudios anteriores sobre estas moléculas, esto es, se
puede identificar claramente la formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular en aquellas
moléculas con una cadena lateral en la que se incorporan tres atomos de carbono, con una
conformacion de “escorpion” (Figura 64), si bien esta conformacion habia sido observada
previamente con los otros métodos de calculo, no se ponia de manifiesto la formacién del enlace de
hidrogeno por otra parte, en las moléculas sintetizadas en este trabajo, esta interaccion solo se
observa en aquellos compuestos con buena actividad citotoxica, por lo que para la serie 4 (con el
anillo lactdmico) unicamente es evidente en dos de las moléculas, que resultan ser las Unicas de

]
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dicha serie que presentan una actividad citotoxica moderada en comparacién con el compuesto de
referencia (M-AMSA). Lo anterior a su vez repercute en las zonas de distribucién de los mapas de
isopotencial como se discutira mas adelante.

Figura 64. Geometrias de equilibrio calculadas por DFT, para los compuestos 2a, 3c, 3e y 4f. Las
moléculas que presentan un enlace de hidrogeno intramolecular son representativos de los compuestos
mas activos.

b) Andlisis de los Orbitales frontera HOMO y LUMO.

Lo méas destacado de este calculo son las energias negativas para el orbital LUMO de las
moléculas, de esta manera pueden ser consideradas como electrofilos; para identificar las zonas de
mayor contribucion a este efecto mas adelante se realiza el andlisis de los mapas de los orbitales
frontera.

La distribucion de los orbitales del LUMO (Figura 65), se encuentra centrada a lo largo de el triciclo
principalmente y puede verse que resulta asimétrica, circunscrita hacia el anillo bencenoide de el
sistema.
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Figura 65. Graficos de LUMO de los compuestos 2b y 4d.

En lo que respecta al HOMO (Figura 66), de igual manera se observa una distribucién
asimétrica a lo largo del nucleo de tiazolo[5,4-bJquinolina y en este caso la distribucién también se
encuentra localizada sobre el anillo de anilina de la posicién 9.

Via 3c

Figura 66. Graficos de HOMO de los compuestos Vlay 3c.

De manera general para los orbitales HOMO y LUMO, se aprecia que los valores energéticos
se encuentran intimamente relacionados con la naturaleza del sustituyente en el anillo de anilina,
valores menores corresponden a aquellos compuestos con grupos electroatractores en posicion 3’ 6

4.
c) Potencial Molecular Electrostatico

Los estudios realizados por Medhi y col.®® sugieren que aunque la cadena lateral es
importante para determinar la selectividad de los compuestos por ciertas secuencias del ADN,
variaciones en el PME pueden afectar la afinidad. En general, se ha observado que las zonas de bajo
potencial favorecen la interaccion con el ADN, una vez mas los complejos de transferencia de carga
juegan un rol importante en dichas interacciones. Los compuestos analizados poseen sus zonas de
bajo potencial concentradas a lo largo del sistema triciclico, en la zona plana de la molécula, con
ligeras concentraciones sobre los elementos mas electronegativos resultando esenciales dichas
zonas para formar interacciones que estabilicen la union ligando-ADN (Figura 67).
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Vic

Figura 67. Mapas de PME de los compuestos Vic y 2e.

La distribucion de la densidad de carga en los mapas de isopotencial molecular muestra la
presencia de tres I6bulos a lo largo del triciclo, concentrados en el atomo de nitrégeno central; el
nitrégeno del anillo de tiazol, y el anillo bencenoide. Respecto del resto de las zonas de potencial,
éstas se encuentran localizadas en los demas atomos electronegativos de las diferentes moléculas
(Figura 68).

Figura 68. Mapas de Isopotencial (-83.68 KJ/mol), para los compuestos Vlla, 2b, 4ay 4d.
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Un aspecto notable y que se especula que es consecuencia de la formacion del puente de
hidrégeno intramolecular, es que para los compuestos de las series 2-3, que poseen tres atomos de
carbono en la cadena lateral, la concentracion de densidad electronica sobre el nitrégeno aliciclico
desaparece en aquellos que forman el puente de hidrégeno. Una posible explicacion a este
comportamiento es que dicha acumulacién de carga podria ser distribuida a lo largo del enlace de
hidrogeno formado.

d) Magnitud y orientacion del vector de momento dipolar.

Como ya se mencion0, se ha reportado que el momento dipolar tiene una participacion
importante en la afinidad por los sitios de unién al ADN®, por lo que es importante considerarlo en este
estudio. En los compuestos analizados, fue posible clasificar de manera similar al estudio con el
método HF, a los compuestos en dos grupos dependiendo la orientacién de su vector de momento
dipolar y se observé que esto correlacionaba en buena medida con la actividad citotdxica (Figura 69).
Dado que en todos los compuestos con buena actividad citotéxica, comparados con la referencia
(m-AMSA), el vector de momento dipolar es practicamente paralelo al sistema poliaromético, surge la
interrogante de si este factor es decisivo en cuanto a la direccionalidad de la interaccion con el sitio
blanco, via interacciones dipolo-dipolo complementarias, esto resulta muy interesante para ser
analizado en estudios futuros.

Figura 69. Grupos de compuestos segln la orientacion de su vector de momento dipolar, los
compuestos del grupo A poseen mayor actividad citotdxica.

De manera general y para los compuestos de las series 1-3, la orientacion es practicamente
paralela al nucleo triciclico, encontrandose ligeras desviaciones en funcion del tipo de sustituyente
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presente en el anillo de anilina, es decir cuando no existen sustituyentes o0 estos son
electrodonadores en posicién 4’, el momento dipolar se orienta ligeramente hacia el nucleo ftriciclico,
caso contrario sucede cuando se localizan en posicion 3’; mientras que cuando se incorporan
sustituyentes electroatractores en 4’ el dipolo sufre una ligera desviacion hacia el anillo de anilina, el
efecto contrario se observa cuando la sustitucion es 3’ (Figura 70). Esto se puede racionalizar con
base en una ligera competencia o cooperatividad (sustraccion o adicién vectorial, de los momentos
dipolares locales generados por cada &tomo y su contribucibn al momento dipolar total de la
molécula), entre los sustituyentes del anillo de anilina y el atomo de nitrégeno central del nlcleo de
tiazolo[5,4-b]quinolina. Mientras que los grupos electrodonadores aumentan la densidad electrénica
hacia el anillo de anilina, lo cual aumenta la densidad en la zona cercana al nucleo triciclico, los
grupos electroatractores lo atraen hacia ellos mismos lo que surte el efecto contrario, disminucion de
la densidad electronica en el sistema triciclico y orientacion del momento dipolar hacia la parte “norte”
de la molécula.

Figura 70. Orientacion del vector del momento dipolar en relacion con el sustituyente en el anilino.
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Un anadlisis comparativo de los métodos de calculo empleados en el analisis de estructura
electrénica y las superficies de energia potencial electrostética, no muestra diferencias sensibles
respecto de las geometrias de equilibrio obtenidas, la orientacién del vector de momento dipolar y las
principales zonas de concentracion del potencial molecular electrostatico; s6lo son apreciables
diferencias discretas en los mapas de isopotencial, pues las concentraciones de éste sobre el anillo
bencenoide presenta diferencias menores, principalmente en AM1 respecto de HF y DFT. Otra
diferencia que pudo ser observada al respecto es la region de isopotencial presente en el nitrdgeno
aliciclico, que en los mapas obtenidos por DFT desaparece. Si bien es cierto que los valores
numeéricos para todos los descriptores de tipo electrénico calculados difieren de un método a otro, es
posible observar tendencias, similares en los tres métodos, que para el andlisis que se desea realizar
son de utilidad.

La unica diferencia significativa entre los métodos empleados es la presencia de un puente de
hidrogeno intramolecular en las geometrias de equilibrio calculadas con DFT, lo que también conlleva
a la desaparicion del I6bulo de potencial electrostatico presente en el nitrdgeno aliciclico que se
observa con los otro métodos; este punto no hubiese sido notado con los otros métodos empleados y
es informacioén valiosa puesto que se ha observado que compuestos con conformaciones similares
suelen presentar una mejor permeabilidad a través de membranas.

6.4. RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (QSAR).

Con la intencién de establecer relaciones cuantitativas estructura-actividad citotoxica (QSAR
por sus siglas en inglés) se analizaron los descriptores moleculares obtenidos en los estudios de
modelado molecular (Tablas 8, 9 y 10), mediante el programa Build QSAR ®>' para cada linea celular
evaluada.

Se analizaron todos los pardmetros obtenidos en funcién de la actividad citotoxica expresada
como pClsy (log 1/Clsp). Se plantearon posibles ecuaciones mediante el protocolo de busqueda
sistemdtica, realizando primeramente el célculo de la matriz de correlacién de los descriptores para
determinar cudles de ellos eran colineares y realizar simplificaciones al modelo, posteriormente se
acotaron las condiciones mediante el nimero de pardmetros utilizados para formular las ecuaciones
(1, 2, 3, 4 y 5), asi mismo que cumplieran con una correlacién entre variable menor a 0.3 y un
coeficiente de correlacion (r?) mayor a 0.70. Los compuestos de la serie 3, que son aquellos que se
evaluaron como mezcla racémica no se incluyeron en este estudio.

6.4.1. HelLa, cancer cervicouterino.

Las ecuaciones de correlaciébn encontradas para esta linea celular se muestran a
continuacion, junto con sus respectivos parametros estadisticos de regresion lineal multiple que
representan:

n= numero de observaciones.

r= coeficiente de correlacion mdltiple.

s= estimacion del error estandar.

F= prueba de Fisher con 95 % de confianza.

Q%= coeficiente cuadrado de prediccion de correlacion.
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SPRESS= prediccion del error estandar de la suma de cuadrados residual

Para los parametros calculados mediante el método semiempirico de estructura electrénica
AM1, se lograron obtener principalmente dos ecuaciones que satisfacian los requisitos impuestos:

pClso= -0.01371(0.04994)L UMO+0.02287(+0.12194)DIPOL O -0.00335(+0.00608)VOLUMEN
+0.38509(+0.19277)LogP -2.25564(3.036814).......... (ec.1)
(n=019; r=0.797; s=0.209; F=6.112; Q*=0.417; SPRESS=0.264)

La correlacion de la actividad observada vs. la actividad pronosticada, se muestra en el
Grafico 5.

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

’ T ’ ’ i ’ ’ i T i T T ’ T T ’ T ’ ’ i ’ i ’
EE:] 18 A7 1.6 -15 1.4 13 42 11
Actividad observada

Gréfico 5. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa, obtenida con la ecuacién 1.

Resulta evidente, al observar el grafico existen tres compuestos que se encuentran fuera de
los limites, pero en particular el compuesto 2a se encuentra muy por encima, cuando éste es excluido
del andlisis la ecuacion generada mejora sensiblemente:

pCls = -0.01214(+0.02715)L UMO +0.01600(0.06634)DIPOLO -0.00203(+0.00334)VOLUMEN
+0.47406(+0.10965)L0gP -3.16499(+1.683566).......... (ec. 2)
(n=018; r=0.946; s=0.113; F=27.738; Q°=0.449; SPRESS=0.258)
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Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada
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Gréfico 6. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa, obtenida con la ecuacién 2.

La inclusion del PSA en la ecuacion de correlacion, no mejora de manera sensible los
pardmetros de regresion, pero se puede observar que de igual manera correlacionan.

pClso = -0.02213(+0.10294)LUMO + 0.02903(+0.14278)DIPOLO -0.00242(0.01164)VOLUMEN
-0.00456(0.04809)PSA +0.33900(+0.52578)LogP -2.42011(+3.610504).......... (ec. 3)
(n=019; r=0.798: s=0.216; F=4.563; Q>=0.361; SPRESS=0.287)

El grafico 7, muestra la correlaciéon obtenida por medio de la ecuacién 3 para la actividad
observada vs. la actividad pronosticada.

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

-1.05
.11
445
=12
1.25
1.3
.35

Actividad pronosticada
in

’ T ’ ’ i ’ ’ i T i T T ’ T T ’ T ’ ’ i ’ i ’
18 1.8 A7 1.6 -1.5 1.4 -1.3 12 -1
Actividad observada

Gréfico 7. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa, obtenida con la ecuacién 3.
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Una vez més el compuesto 2a se encuentra por encima de los limites aceptables, por lo que
se excluye y se vuelve a calcular la ecuaciéon de correlacion:

pCls, = -0.03272(+0.05439)L UMO +0.03095(+0.07526)DIPOLO +0.00026(0.00621)VOLUMEN
-0.01115(+0.02546)PSA +0.36273(+0.27725)LogP -3.58085(+1.948933)........... (ec. 4)
(n=018; r=0.950; s=0.113; F=22.191; Q>=0.282; SPRESS=0.307)

Evidentemente los parametros de regresion mejoran de manera drastica cuando el compuesto
2a es excluido del andlisis, el grafico 8 muestra la correlacion de la actividad observada contra la
pronosticada para la ecuacion 4.

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

‘IU. T T T
18 A7 -1.6 -1.5 -1.4 -1.3 -1.2 -1.1

.................. Actividad observada

Gréfico 8. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa, obtenida con la ecuacién 4.

Ahora bien, es claro en los graficos que se encuentran dos grupos de compuestos, los que
poseen buena actividad relativa y aguellos menos activos, que como era de esperarse, comprenden a
los compuestos del grupo 4, los que poseen un anillo y-lactamico.

Ademas, si analizamos los valores de los coeficientes para cada descriptor resulta que aquel
gue posee mas significancia es el asociado al logP, si se grafica el valor de pCls, en funcién de este
descriptor nos encontramos con la siguiente correlacion (Gréafico 9):
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Grafico 9. Actividad observada contra logP calculado (Ghose-Crippen).

Se aprecia claramente gue los compuesto inactivos poseen un valor de logP menor a cuatro,
aparentemente la actividad esta guiada por su capacidad para atravesar membranas biolégicas.

Ecuaciones y parametros de regresion sumamente similares fueron obtenidos cuando dicho
analisis se realiz6 con los descriptores obtenidos mediante el método HF/6-31G*.

pCls = -0.00666(+0.03268)L UMO +0.00683(x0.08766)DIPOLO -0.00328(+0.00622)VOLUMEN
+0.37389(+0.18043)L0gP -1.53472(+3.149857).......... (ec. 5)
(n=019; r=0.795; s=0.210; F=6.022; Q*=0.415; SPRESS=0.264)

Eliminando el compuesto 2a del analisis:

pClso = -0.00832(+0.01770)LUMO -0.00145(+0.04754)DIPOLO -0.00187(+0.00340)VOL UMEN
+0.47008(+0.10362)LogP -2.43975(x1.735667) .......... (ec. 6)
(n=018; r=0.946; s=0.113; F=27.722; Q°=0.575; SPRESS=0.227)

Cuando se incorpora en andlisis de regresion lineal multiple el &rea polar superficial, se
obtiene la siguiente ecuacién para los descriptores calculados con el método basado en la funcién de
onda:

pClso = -0.01126(+0.05550)LUMO +0.01207(+0.10412)DIPOLO -0.00221(+0.01214)VOLUMEN
-0.00521(+0.04968)PSA +0.30818(+0.65383)LogP -1.22489(+4.415882) .......... (ec. 7)
(n=019; r=0.796; s=0.217; F=4.501; Q*=0.359; SPRESS=0.287)

Una vez mas si dejamos fuera al compuesto 2a, los parametros de correlacibn mejoran
sensiblemente:
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pClso = -0.01954(+0.02904)LUMO +0.01114(+0.05420)DIPOLO -0.00078(+0.00641)VOLUMEN
-0.01269(+0.02600)PSA +0.31191(+0.34034)LogP -1.70222(+2.304943) .......... (ec. 8)
(n=018; r=0.951; s=0.112; F=22.589; Q?=0.559; SPRESS=0.240)

Unicamente, una ecuacion adicional surgi6 en este caso que fue considerada como
satisfactoria, obteniéndose los mejores parametros de regresion, la prediccidbn se muestra en la
gréfica 10:

pClso = +0.02767(+0.10409)DIPOL O +0.00147(+0.01284)VOLUMEN -0.01741(+0.04669)PSA
+0.15587(+0.63165)L0gP +15.27023(+27.61656)ELECTRONEGATIVIDAD
-3.67368(+4.257138) .......... (ec. 9)

(n=019; r=0.815; s=0.208; F=5.156; Q>=0.383; SPRESS=0.282)

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

-1.8 -1.8 -1.7 -1.6 -1.5 -1.4 -1.3 -1.2 -1.1

Actividad observada

Grafico 10. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa, obtenida con la ecuacidon 9.

Una vez mas se aprecia en el grafico la poca correlacion que demuestra el compuesto 2a,
excluyéndolo nuevamente, se obtiene una mejor ecuacion de correlacion:

pClso = +0.02133(£0.05537)DIPOLO +0.00175(x0.00683)VOLUMEN -0.01383(+0.02485)PSA
+0.28543(+0.33908)LogP +11.39532(+14.74718)ELECTRONEGATIVIDAD
-4.14590(+2.269337) .......... (ec. 10)

(n=018; r=0.953; s=0.110; F=23.781; Q*=0.635; SPRESS=0.219)




:t."g‘c .
?éim@ ANALISIS DE RESULTADOS
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Grafico 11. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea HelLa,
obtenida con la ecuacion 10.

En vista de que es claro (segun lo analizado hasta el momento), de que el compuesto 2a no
se ajusta por completo a las ecuaciones de correlacion y puesto que es el Unico que posee este tipo
de desviacién, en adelante se practica un célculo de correlacion adicional excluyendo a este
compuesto.

Una vez mas, las ecuaciones obtenidas mediante el uso de los descriptores calculados con
teoria de funcionales de la densidad, dan por resultados ecuaciones equivalentes a las anteriormente
encontradas con el uso de los descriptores calculados por medio del método semiempirico y el
basado en la funcion de onda.

Ecuaciones obtenidas con los descriptores obtenidos mediante DFT:
pClso = -0.00025(+0.03300)LUMO +0.01608(+0.07714)DIPOLO -0.00336(+0.00627)VOLUMEN
+0.35214(+0.20986)LogP -1.81836(+3.255447) .......... (ec. 11)
(n=019; r=0.793; s=0.211; F=5.935; Q*=0.411; SPRESS=0.265)
Excluyendo 2a:
pClso = -0.00318(+0.01830)LUMO +0.00744(+0.04282)DIPOLO -0.00189(x0.00351)VOLUMEN
+0.45708(+0.12255)LogP -2.96132(+1.851592) .......... (ec. 12)
(n=018; r=0.943; s=0.116; F=26.083; Q*=0.558; SPRESS=0.231).
Incorporando en la ecuacion el area polar superficial (PSA):
pClso = -0.00765(+0.06344).UMO +0.00950(+0.09171)DIPOLO -0.00517(+0.01385)VOLUMEN

-0.00797(x0.05379)PSA +0.45297(+0.71450)LogP -1.60667(+3.676199) .......... (ec. 13)
(n=019; r=0.795; s=0.218; F=4.463; Q*=0.346; SPRESS=0.290)
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Eliminando a 2a:

pClso = -0.00851(+0.03572)LUMO +0.01174(+0.05084)DIPOLO -0.00066(+0.00787)VOLUMEN
-0.00534(+0.03026)PSA +0.39079(+0.39677)LogP -3.11665(x2.120398) .......... (ec. 14)
(n=018; r=0.944; s=0.120; F=19.523; Q?=0.539; SPRESS=0.246).

Los parametros que mejor correlacionan con la actividad de los compuestos analizados sobre
esta linea celular, son principalmente cinco:

¢ LUMO, de forma negativa en todas la ecuaciones, lo cual quiere decir que a menor energia de
este orbital, la actividad se vera incrementada, lo que estd de acuerdo con lo anteriormente
planteado sobre la interaccién con el ADN.

¢ Volumen, en la mayoria de las ecuaciones encontradas, este parametro actda de forma
negativa, lo que nos hace pensar que entre menor sea el volumen de la molécula esta sera
mAas activa, situacion que se encuentra intimamente ligada con la conformaciéon adquirida y
con el paso a través de las membranas.

o LogP. De forma positiva, es decir a mayor logP mayor actividad, este hecho debe de tomarse
con precaucion en un ulterior disefio de compuestos que se pretenda sean mas activos, pues
es cierto que se predice que a mayor valor del coeficiente de particion se tendra mayor
actividad, pero esto puede ocasionar problemas de solubilidad, como ya se expuso con
anterioridad.

e PSA, entodos los casos este parametro tiene una correlacién negativa. Esto es moléculas con
un valor elevado de PSA tendran menor actividad, como aquellos con el anillo lactamico. Esto
era de esperarse pues se encuentra ampliamente reportado que el PSA se encuentra
intimamente ligado con la permeabilidad y que moléculas con valores elevados de este
descriptor poseen poca permeabilidad celular.®®

e Dipolo. La mayor parte de las ecuaciones en donde esta presente, correlaciona de manera
positiva, pero como se comentd anteriormente (seccién 6.3.3.1), parece que es MAas
importante la orientacion y sentido del vector que la propia magnitud.

En vista de que es evidente la equivalencia en las ecuaciones de correlacién para los tres
métodos de calculo empleados, puesto que las tendencias descritas con anterioridad para los
descriptores calculados son similares para ellos, en adelante sélo se mostraran las ecuaciones de
correlacion con los mejores parametros de correlacion, haciendo hincapié en que la diferencia es
minima en cuanto a las encontradas con los otros métodos de calculo.

6.4.2. SW-620, adenocarcinoma colorrectal.

Para esta linea celular la mejor ecuacién obtenida fue utilizando los descriptores moleculares
calculados con el método ab initio HF/6-31 G*:

pCls = -0.01953(+0.16507)DIPOLO -0.04259(+0.05927)PSA -0.11367(+0.71122)LogP
+9.53997(+12.53467)OVALIDAD +46.92977(+32.96008)ELECTRONEGATIVIDAD
-17.29167(+17.482855) .......... (ec. 15)

(n=016; r=0.868; s=0.174; F=4.567; Q>=0.131; SPRESS=0.373).

La prediccion lograda con esta ecuacion se muestra en el grafico 12.
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Gréfico 12. Actividad observada vs. Act. pronosticada en la linea SW-620, obtenida con la ecuacién 15.

Si eliminamos al compuesto 2a, obtenemos la siguiente ecuacion, lo que da por resultado un
mejor ajuste:

PClso= -0.02296(0.13349)DIPOLO -0.03179(x0.04891)PSA +0.07974(+0.60125)LogP
+7.24550(+10.34605)OVALIDAD +36.82314(+28.18559)ELECTRONEGATIVIDAD
-14.35792(+14.383381) .......... (ec. 16)

(n=015; r=0.920; s=0.139; F=7.382; Q>=0.220; SPRESS=0.313).

El grafico 13 muestra la correlacion obtenida al realizar este ajuste.

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

Actividad observada
Grafico 13. Actividad observada vs. Act. pronosticada en la linea SW-620, obtenida con la ecuacion 16.

=] 80



ANALISIS DE RESULTADOS

Por un lado, llama la atencién que en la mejor ecuacion encontrada para esta linea celular los
parametros del dipolo y el logP (principalmente este ultimo), tengan una contribucion negativa a la
actividad, pues esto indica que a mayor valor de los mismos, la actividad sera menor y se ha venido
observando lo contrario en muchos casos. Por otro lado, podria pensarse que esta contribucion
negativa a la actividad se presenta cuando se tienen valores muy elevados, pues el coeficiente
asociado a los mismos no tiene mucho peso en la ecuacion. En segundo lugar, cuando se excluye al
compuesto 2a, si bien los parametros de regresibn mejoran, existe un cambio en el signo del
coeficiente asociado al coeficiente de particion pues cambio de negativo a positivo al dejar fuera a un
compuesto. Se debe tomar en consideracion lo anterior si es que se desea usar esta ecuacion para
predecir actividades y realizar en consecuencia un andlisis mas a fondo.

Los coeficientes con mayor peso para esta linea celular, ademas de los ya mencionados, son:

e Ovalidad. Esta intimamente asociado a la forma de la molécula, es decir a la conformacion de
la misma.

e Electronegatividad. Lo que habla de las propiedades electronicas de la molécula, pardmetros
importantes en las interacciones electrostaticas con el sitio blanco.

Por el valor de los coeficientes, estos dos ultimos descriptores parecen tener gran peso en la
determinacion de la actividad, pero si tomamos en cuenta que los valores numéricos de los mismos
son generalmente bajos, menores a 1 para la electronegatividad, la incidencia de los mismos sobre la
actividad se reduce. Ademas, las desviaciones asociadas a los coeficientes son muy elevadas, una
vez mas esto se tiene que tomar con mesura.

6.4.3. SW-480, adenocarcinoma colorrectal.

Correlaciones obtenidas con los parametros calculados por HF/6-31G*. Se presentan
resultados muy similares a los obtenidos para la otra linea celular de adenocarcinoma colorrectal
evaluada (SW-620). A continuacion se muestra la ecuacion generada, la correlacién de la misma se
presenta en el grafico 14.

pClso = -0.01482(+0.06779)L UMO +0.01421(0.01420)VOLUMEN -0.05542(+0.04941)PSA
-0.45864(0.77363)LogP +38.38292(+31.79394)ELECTRONEGATIVIDAD
-4.84595(+6.784253) .......... (ec. 17)

(n=015; r=0.846; s=0.142; F=3.350; Q*=0.239; SPRESS=0.232)

Eliminando al compuesto 2a del analisis, obtenemos la siguiente ecuacion y el respectivo
gréafico de correlaciéon de la actividad observada experimentalmente contra la actividad pronosticada
(Grafico 15):

pCls = -0.02361(+0.04433)L UMO +0.01177(x0.00935)VOLUMEN -0.04762(+0.03244)PSA
-0.32056(0.50967)LogP +24.04735(+22.60417)ELECTRONEGATIVIDAD
-3.39197(+4.499568) .......... (ec. 18)

(n=014; r=0.940; s=0.090; F=8.798; Q>=0.326; SPRESS=0.304)
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Grafico 14. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea SW-480,
obtenida con la ecuacion 17.

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

Actividad observada

Grafico 15. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea SW-480,
obtenida con la ecuacién 18.

En esta ocasion se hace presente una vez mas la electronegatividad, aunque con las mismas
caracteristicas que las ecuaciones anteriormente mencionadas. El orbital LUMO sigue apareciendo
como uno de los parametros importante, asi como el logP aunque una vez mas de manera negativa y
con el coeficiente ocupando el segundo lugar en prioridad.
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El volumen, en este caso posee una contribucion positiva, lo cual es de extrafiar pues esto
significaria que a mayor volumen molecular se tendria una mayor actividad, y es bien sabido por las
reglas de Lipinski®® que entre mas grande sea una molécula es mas dificil que logre internalizarse en
la célula blanco.

6.4.4. K-562, leucemia humana mielégena.

La mejor ecuacion de correlacion fue obtenida mediante pardmetros obtenidos con funcionales
de la densidad y se muestran a continuacion junto con sus respectivos graficos de correlacion de
actividad pronosticada (Graficos 16 y 17):

pCls = -0.01600(+0.07567)L UMO +0.02165(0.10939)DIPOLO -0.01142(+0.01652)VOLUMEN
+0.02340(+0.06416)PSA +0.71204(+0.85225)LogP -0.29813(+4.384959) .......... (ec. 19)
(n=019; r=0.785; s=0.260; F=4.189; Q*=0.286; SPRESS=0.354)

Eliminando el compuesto 2a:

pClso = -0.00134(+0.05202)LUMO +0.01925(+0.07404)DIPOLO -0.00657(+0.01147)VOLUMEN
+0.00911(+0.04407)PSA +0.64531(+0.57784)LogP -1.91858(+3.088084) .......... (ec. 20)
(n=018; r=0.911; s=0.174; F=11.699; Q°=0.576; SPRESS=0.275)

Actividad observada vs. Actividad pronosticada

Actividad pronosticada

Actividad observada

Gréfico 16. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea K-562,
obtenida con la ecuacion 19.
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Gréfico 17. Actividad observada vs. Actividad pronosticada en la linea K-562,
obtenida con la ecuacién 20.

De manera contraria a lo obtenido en la linea celular anterior, el volumen tiene una
contribucién negativa a la actividad, como era de esperarse. En esta linea celular se mantiene la
presencia de los pardmetros que se han venido observando. Los descriptores principales vienen
representados por el LUMO, PSA y por el logP, lo que una vez mas hace patente la importancia de,
primero, tener la capacidad de llegar al sitio de accion por parte del ligando y segundo, tener la
capacidad de establecer interacciones con el dominio adecuado en el receptor.

Con el andlisis conjunto de las correlaciones encontradas en este estudio, surgen de manera
inmediata algunos aspectos importantes:

e Los tres métodos empleados para el célculo de los descriptores resultan ser equivalentes,
desde que las ecuaciones encontradas son practicamente equivalentes.

e EIl Unico compuesto para el cual no se observa una correlacion adecuada es el 2a, en todos
los andlisis y para todas las lineas celulares evaluadas se encuentra fuera de los limites de
confianza; cuando es eliminado, los parametros de regresion mejoran sensiblemente.

o Evidentemente se observa la existencia de dos subgrupos de compuestos, aquellos con nula
actividad, y los compuestos citotoxicos.

e Los pardmetros de correlacion son descriptores de tamafio y lipofilia, indicando que la
actividad de estos compuestos se encuentra intimamente ligada con su capacidad de
internalizarse a la célula y para ejercer su efecto farmacolégico.

e EI PSA, correlaciona casi siempre de manera negativa, pues esta ligado con la capacidad de
atravesar membranas.
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Los subgrupos de compuestos que han sido observados, se encuentran relacionados
intimamente con el valor del coeficiente de particion.

El valor de la energia del LUMO, es un factor de correlacién ligado con la capacidad de
interaccion con los pares de bases del ADN.

El coeficiente de particion (logP), resulta el pardmetro con mayor peso en la correlacion con la
actividad citotdxica, resulta interesante llevar a cabo trabajos futuros el célculo de este
pardmetro con diferentes métodos ademas del empleado en este trabajo (Ghose-Crippen). Es
posible que la equivalencia de las ecuaciones de correlacion generadas, con los diferentes
métodos de estructura electronica empleados para el célculo de los descriptores, sea debido a
gue el de logP es el mismo en todos los casos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL.

7.1. REACTIVOS Y EQUIPO.

Las materias primas utilizadas en la obtencién de todos los intermediarios, asi como de los
compuestos finales, se adquirieron comercialmente en grado reactivo. La caracterizacion de los
intermediarios previamente reportados se realiz6 por comparacion de sus puntos de fusion y
mediante cromatografia en capa fina comparativa con una muestra analitica mostrando concordancia
con lo reportado en la literatura.

Para la evaporacion de los disolventes empleados, se utiliz6 un evaporador rotatorio marca
Biichi modelo RE 111. En la destilacion a presion reducida se empleé una bomba para vacio marca
FECISA, modelo FE-1405 con capacidad maxima de 0.1mm Hg. Los puntos de fusién reportados se
determinaron mediante un aparato Fischer-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de RMN 'H; asi como la preparaciéon de las muestras para el andlisis de
Resonancia Magnética Nuclear de Liquidos, el ajuste del equipo y la adquisicion del nicleo de
Hidrégeno, se realiz6 en un aparato Varian VxR-300S (300MHz), en el laboratorio de Resonancia
Magnética Nuclear de la Unidad de Servicios Analiticos para la Investigacién (USAI), de la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Los desplazamientos quimicos
estan reportados en ppm (8) y las constantes de acoplamiento (J) se reportan en Hertz (Hz). La
multiplicidad de las sefiales se expresa como: s=singulete; sa=sefial amplia; c=sefial cuadruple;
d=sefial doble; dd=sefial doble de doble; ddd=sefial doble de doble de doble; t=sefial triple; g=sefal
quintuple; m=sefial multiple. Se utilizé6 tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como
disolvente dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds).

Los espectros de Infrarrojo (IR), fueron determinados en un equipo Nicolet FT5SX en pastilla
de KBr. Las unidades se reportan en cm™.

Los espectros de masas, fueron determinados por medio de impacto electrénico (IE), en un
espectrometro JEOL JMS-AX505 y por Bombardeo de Atomos Répidos (FAB), en un espectrometro
de masas JEOL Sx102, empleando para el ensayo FAB, alcohol 3-nitrobencilico como matriz, el i6n
molecular se indica como [M*]. La nomenclatura se indica como m/z = masa/carga, con su respectivo
% de Abundancia Relativa (% AR).

7.2. CROMATOGRAFIA

Para la separacion por cromatografia en columna se empleé gel de silice Merck 60 malla
70-230. Por otro lado, los analisis cromatograficos se llevaron a cabo en capa fina analitica siguiendo
las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice (Aldrich) con
indicador de UV y espesor de 0.2mm. Para la visualizacion de las placas se emple6 una lampara de
luz UV.

Tabla N. 11. Sistemas de elucién empleados.

SISTEMA MEZCLA DE DISOLVENTE PROPORCION.

| Hexano/Acetato de Etilo 1:1
1 Hexano/Acetato de Etilo 7:3
11l Hexano/Acetato de Etilo 8:2
v Cloroformo/Metanol 8:2
\Y Cloroformo/Metanol 9:1
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7.3. PARTE QUIMICA

Los compuestos propuestos fueron obtenidos mediante la siguiente ruta sintética:
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/\OJ'K/N\\rS\
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92% S 90%
|
Rl Rl
R, Ro
HN HN
> N O Y, N iv
l \>—S— - | \>—S -
>~ K 3 N
N~ S O N7 TS
92-95% 89-95%
\Vj v
Va R,=Cl, R,=H IVa R,=Cl, R,=H
Vb R;=H, R,=CI IVb R;=H, R,=Cl
Vc R;=CN, R,=H IVe R;=CN, R,=H
Vd R;=H, R,=CN Ivd R;=H, R,=CN
Ve R,=OMe, R,=H IVe R;=OMe, R,=H
Vf R,=H, R,=OMe IVf R,=H, R,=OMe
60-70%
O la R,=H, R,=CN, R,=A
A _ — —
Ry NG 1b R,=H, R,=OMe, R,=A
R, 2a R,=Cl, R,=H, R,=B
2b R,=H, R,=Cl, R,=B
L NH "N B _ _ -
HN 2¢ R,=CN, R,=H, R,=B
AN 2d R,=H, R,=CN, R,=B
[l >—Rs 2e R;=OMe, R,=H, R,=B
= '\/\ * C
N~ S —NH N 2f R;=H, R,=OMe, R,=B
—NHV\;D D
o)

O
\
NH S)\s
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72% iii

N
[ >-s
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3a R,=Cl, R,=H, R,=C
3b R,=H, R,=Cl, R,;=C
3¢ R,=H, R,=CN, R,=C
3d R,=OMe, R,=H, R,=C
3e R,=H, R,=OMe, R,=C
4a R,=Cl, R,=H, R;=D
4b R,=H, R,=Cl, R,;=D
4¢ R,=CN, R,=H, R;=D
4d R,=H, R,=CN, R,=D
4eR,=OMe, R,=H, R,=D
4f R,;=H, R,=OMe, R,=D

i: 1) TEA, CS,, (CH,),SO,. 2) K,CO,, CH,l. ii: t-BuOK, PhNCS. iii: PPA/POCI,. iv: H,N-C,H,-R, MeOH/HCI reflujo. v: AcOH,
Na,W0,.2H,0, H,0,. vi: Amina, DMF, t.a. 30min.

Figura 71. Esquema general de sintesis para la obtencion de los derivados de
2-[(azacicloalquil)alquilamino]-9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.
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7.4. SINTESIS Y DESCRIPCION

7.4.1. N-[(Etoxicarbonil)metilliminoditiocarbamato de dimetilo (1)

0 0 0
+ . 1)TEA/CS, 1) K,CO,
NN Cl S /\OJ\/NHT]/S\ e /\OJ\/NYS\
2) (CH,),SO, I 2) CH,| !

~

no aislado |

En un matraz de tres bocas, acondicionado con termémetro, refrigerante y embudo de adicién,
se mezclaron 200mL de cloroformo con 50g (0.361mol) de clorhidrato de glicinato de etilo, la
suspension se agitd vigorosamente hasta disolucion total. Posteriormente se adicionaron 83.5mL
(0.75mol) de trietilamina, seguida de la adicién de 21.6mL (0.361mol) de disulfuro de carbono, la
mezcla de reaccién se calentdé a 40°C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, al embudo de
adicion, se transfiri6 mediante una canula, 34mL de sulfato de dimetilo (0.353mol). Se mantuvo a
reflujo durante 1 hora mas y se dejé enfriar a temperatura ambiente.

La solucion resultante se lavé con agua destilada, posteriormente se concentré6 a presion
reducida la fase organica obteniéndose un aceite amarillo el cual fue disuelto en 300mL de acetona. A
la solucion amarilla resultante, se le agregaron lentamente una solucién de 48g de carbonato de
potasio en 38mL de agua, seguida de la adicién de 22mL de yoduro de metilo (0.353mol). La reaccién
se calenté a 40°C, manteniendo un reflujo suave durante 3 horas, después de lo cual se retiré el
calentamiento dejando enfriar la mezcla a temperatura ambiente y continuando la agitacion durante
18 horas. Transcurrido este tiempo se eliminé la acetona a presién reducida, obteniéndose un aceite
con coloracion ambar. Dicho aceite se purificd por destilacién a presién reducida, colectandose la
fraccion que destilé entre 145-160°C. Se obtuvieron 68g (0.328mol) (90.9%) de un aceite incoloro con
un R de 0.4 (sistema ll, tabla 11), que se torna amarillo con la exposicién a la luz.

7.4.2. 4-(Etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2-(metiltio)tiazol (II)

O

N
S
/\oy\&ﬁ/ N
1) t-BuO” K* / THF anh. S

o)
/\OJ\/N\ S< HN
L

e
2) PhNCS @
~N

En un matraz de tres bocas, Ace tipo Europeo, acondicionado con termometro para bajas
temperaturas, embudo de adicién, condiciones anhidras y atmosfera de nitrégeno, se mezclaron
6.34g de ter-butdxido de potasio (56.6mmol) en 200mL de tetrahidrofurano anhidro. La suspension
formada se enfri6 a -75°C mediante un bafio de hielo seco-acetona. Al embudo de adicién se
transfirio, mediante una canula, una solucién de 8.0g del compuesto | (38.64mmol) en 25mL de THF
anhidro, la cual se adicioné por goteo a la suspension de ter-butéxido de potasio, manteniendo la
temperatura a -75°C. Terminada la adicién, la solucién amarillo-naranja resultante, se agité durante
90 minutos a la misma temperatura. A continuacion se transfirié al embudo de adicion una solucién de
4.8mL de isotiocianato de fenilo (38.64mmol) en 15mL de THF anhidro y se adicioné por goteo,
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cuidando que la temperatura se mantuviera a -75°C. Se dejo6 agitar durante 50 minutos mas y se retird
el sistema de enfriamiento. Cuando la temperatura se acercé a -10°C, se formé un precipitado
amarillo. La suspension formada se dejé en agitacion durante 16 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, la suspension se vertio lentamente sobre 1600mL de agua con agitacion
constante, formandose un precipitado blanco-rosado el cual se separd y secé por filtracion al vacio. El
crudo de recristalizé de etanol obteniéndose un soélido cristalino blanco el cual se separé y secé por
filtracién al vacio. Se obtuvieron 10.4g (35.37mmol, 91.5%) del compuesto Il (Lit. 90%) con un punto
de fusion de 80°C y un R; de 0.57 (sistema I, tabla 11).

7.4.3. 9-Cloro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (lll)

O

N
/\oy\&ys\ cl
S 1. POCI, / PPA NN
HN > | O—s
@ A 130-135°C S st N

En un matraz de fondo redondo de una boca, acondicionado con refrigerante y trampa de
humedad, se colocaron 8.94g (30mmol) del compuesto Il, se adicionaron 2.18g de acido polifosférico
(18mmol) y 6mL de oxicloruro de fésforo (23.4mmol). La mezcla de reaccién se calentd, con agitacion
constante hasta alcanzar un reflujo suave (130-135°C), el cual se mantuvo por cuatro horas.
Después de lo cual se dejo enfriar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente, posteriormente se
agregaron 15mL de etanol frio. Al disolverse el aceite obtenido, precipité un solido color naranja; la
suspension se vertié sobre 100mL de agua y se neutralizé con una solucién saturada de bicarbonato
de sodio. El precipitado amarillo-café se separ6 por filtracién al vacioé y se sec6 por succion. El crudo
se suspendié en metanol, se calentd ligeramente con agitacion durante 5 minutos y se filtr6 para
obtener 5.21g (19.5mmol, 64.5%) del compuesto Il (Lit. 60.3%), con un punto de fusiéon de 160°C y
un R de 0.65 (sistema |, tabla 11).

7.4.4. Método general para la obtencion de derivados de 9-anilino-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]
guinolina.

3,
gars 3-Cl (IVa)
cl HN 4'-Cl (IVb)
3'-CN (IVc)
N 1. MeOH / HCI N =
N \ yz \ '
N TS 3'-OMe (IVe)
2 g 4'-OMe (IVf)
i HN" N7 \Y

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante se suspendieron
1.33g (5mmol) del compuesto Il en 15mL de metanol y se afiadieron 6 gotas de &cido clorhidrico
concentrado, la mezcla se agito por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregaron 10mmol de la
anilina con el patron de sustitucion deseado, y se calentd la mezcla de reaccion a reflujo durante 8
horas. La mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente. Se eliminé el metanol a presion
reducida. El residuo se suspendié en 50mL de agua y se ajust6 el pH a 8 con carbonato de sodio al
10%, precipitando un sélido que se filtré al vacio, se lavd con agua destilada y se seco por succion.
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Los productos obtenidos fueron comparados por CCF con una muestra de referencia de
acuerdo al método reportado ***2

7.4.4.1. 9-[(3-Clorofenil)amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IVa)

materias primas el compuesto Il (1.33g, 5mmol) y 3-cloroanilina (3mL,
10mmol), se obtuvieron 1.62g (90.5%) de un solid6 amarillo ocre del

N compuesto IVa, con un R de 0.64 (sistema lll, tabla 11) y un punto de fusion
N \>_S de 185-187°C, el producto obtenido se comparé por CCF con una muestra de
—
N

/@\ Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 7.4.4, y utilizando como
HN o]

g~ "\ referencia de acuerdo al método reportado. ****

materias primas el compuesto Il (1.33g, 5mmol) y la 4-cloroanilina (1.28g,
10mmol), se obtuvieron 1.6g (89.6%) de un solidé amarillo que corresponde al

N compuesto Vb, con un Ry de 0.51 (sistema lll, tabla 11) y un punto de fusion
= \>—S de 183-185°C, el producto obtenido se compard por CCF con una muestra de
~

N

OCI Usando el procedimiento descrito en la seccion 7.4.4., y utilizando como
HN

S \ referencia, sus constantes espectroscopicas se reportan en la referencia

descrita. %%°2

7.4.4.3. 9-[(3-Cianofenil)amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IVc)

5mmol) y 3-aminobenzonitrilo (1.2g, 10mmol) como materias primas, se
obtuvieron 1.66g (95.3%), de un sélido amarillo claro que corresponde al

N compuesto 1Vc, con un R de 0.3 (sistema lll, tabla 11) y un punto de fusién de
N \>—S 210-212°C, el producto obtenido fue comparado con una muestra de
\
N

Z~g referencia. °*?

/@\ Siguiendo la descripcién de la seccion 7.4.4., usando el compuesto 11l (1.33g,
HN CN

IVc
7.4.4.4. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IvVd)

partir de 1.33g (5mmol) del compuesto Il y 1.19g (10mmol) de 4-
aminobenzonitrilo, siguiendo el procedimiento descrito en el punto 7.4.4., con

un R=0.3 (sistema Ill, tabla 11) y un punto de fusién de 186-189°C. El
= N roducto obtenido fue comparado mediante un andlisis de cromatografia en
N \
S

capa fina comparativa con una muestra de referencia.*®>?

OCN Se obtuvieron 1.58g (90.7%) del compuesto IVd como un sélido amarillo, a
HN

N
IvVd
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7.4.4.5. 9-[(3-Metoxifenil)amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IVe)

materias primas el compuesto Il (1.33g, 5mmol) y m-anisidina (4.5mL,
13mmol), se obtuvieron 1.61g (92%) de un solidé amarillo canario del

N compuesto Ve, con un R de 0.48 (sistema lll, tabla 11) y un punto de fusion
= | \>_S de 175-179°C, el producto obtenido se compar6 por CCF con una muestra de
NS

N

/@\ Mediante el procedimiento descrito en la seccion 7.4.4, utilizando como
HN o~

S \ referencia de acuerdo al método reportado.

7.4.4.6. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (IVf)

(sistema ll1, tabla 11) y un punto de fusién de 205-207°C haciendo reaccionar,
mediante el procedimiento descrito en el punto 7.4.4., 1.33g (5mmol) del

N compuesto Il y 1.23g (10mmol) de p-anisidina. Un analisis por cromatografia
=z | \>_S en capa fina comparativa con una muestra de referencia **, revelo que el
NS

N

OO\ Se obtuvieron 1.59g (92%) de un sélido amarillo oscuro con un R=0.51
HN

producto obtenido corresponde al compuesto IVf.

7.4.5. Método general para la obtencion de derivados de 9-anilino-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]
guinolina.

3 3 .
p |4 _ |4 3'-Cl (Va)
—7R —R 4'-Cl (Vb)
HNT X HNT o R = 3'-CN (Vc)
N 1. AcOH / Na,W0O,.2H,0 N ~  4'-CN (Vd)
A\ A\ — '
_ >—S\ > _ >—S\\ 3'-OMe (Ve)
N" S 2. H,0 NS T 4'-OMe (Vf)
IVa-IVf \Y;

En un matraz de fondo redondo de una boca acondicionado con refrigerante de aire, se
suspendieron 1.5mmol del compuesto IV (IVa-IVf) con el patron de sustitucion deseado, en 5mL de
acido acético glacial, enseguida se adicionaron 20mg de tungstato de sodio dihidratado. La
suspension se dejo en agitacion durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se adicionaron, por
goteo, 3mL de perdxido de hidrogeno al 30%, la reacciébn se agito vigorosamente a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La suspension formada se vertié sobre 50mL de una mezcla agua-hielo
con agitacion constante. El precipitado formado se separé por filtracion, se lavé con agua destilada y
se secO por succion.
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7.4.5.1. 9-[(3-Clorofenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Va)

Cl Empleando como materia prima 540mg del compuesto IVa (1.5mmol), se llevé

a cabo el procedimiento descrito en la seccion 7.4.5. Se obtuvieron 445mg

(1.1mmol, 95.1%) de un solidé amarillo oscuro que corresponde al compuesto

HN Va, con un punto de fusién de 221-224°C y un R; de 0.56 (sistema I, tabla 11).

El producto obtenido se compar6 por CCF con una muestra de referencia, sus
©\)j:'\'\>gs _constantes espectroscopicas se reportan en la referencia descrita. ***
~ AN
N

7.4.5.2. 9-[(4-Clorofenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Vb)

Cl Mediante el procedimiento descrito en la seccion 7.4.5., utilizando como

materia prima 543mg (1.5mmol) del compuesto Vb, se obtuvieron 433mg

Q/ (2.1mmol, 92.6%) de un solido naranja, como el compuesto Vb, el cual
HN presenta un punto de fusién de 260-265°C y un R=0.58 (sistema I, tabla 11),

N9 el producto obtenido se compar6 por CCF con una muestra de referencia de
_ »—57" acuerdo al método reportado. >
NS O
Vb

7.4.5.3. 9-[(3-Cianofenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Vc)

materia prima 450mg (1.3mmol) del compuesto IVc, se obtuvieron 470mg

(2.2mmol, 95.6%) de un sdlido naranja claro, como el compuesto Vc, el cual

N O presenta un punto de fusién de 255-257°C y un R=0.40 (sistema |, tabla 11),

~ | \>_“S/ el producto obtenido se compard por cromatografia en capa fina comparativa
\N S ‘D con una muestra de referencia, sus constantes espectroscopicas se

50,52
Vc

/@\ Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 7.4.5., utilizando como
HN CN

encuentran descritas en la literatura.
7.4.5.4. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Vd)

CN
O Se obtuvieron 462mg (93.4%, 1.2mmol) de un sélido ligeramente naranja con
HIN un R=0.46 (sistema I, tabla 11) y un punto de fusién de 274-278°C haciendo
— N O _ reaccionar mediante el procedimiento descrito en el punto 7.4.5., 450mg
« | \>—$\ (2.3mmol) del compuesto IVd. Una andlisis por cromatografia en capa fina
N~ S O comparativa con una muestra de referencia **°?, revelo que el producto
vd obtenido corresponde al compuesto Vd.
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7.4.5.5. 9-[(3-Metoxifenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Ve)

HN/©\O/ Siguiendo la descripcion de la seccion 7.4.5., usando el compuesto Ve
(530mg, 1.5mmol) como materia prima, se obtuvieron 500mg (86.6%) de un

= | N\ Q, _ solido amarillo oscuro que corresponde al compuesto Ve, con un R; de 0.43

S S>_S“o (sistema I, tabla 11) y un punto de fusién de 215-217°C, el producto obtenido

N fue comparado con una muestra de referencia.

Ve

7.4.5.6. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-(metilsulfonil)tiazolo[5,4-b]quinolina (Vf)

o. Empleando como materia prima 530mg del compuesto IVf (1.5mmol), se
O ™ llevé a cabo el procedimiento descrito en la seccién 7.4.5. Se obtuvieron
HN 528mg (1.4mmol, 91.3%) de un solid6 amarillo oscuro correspondiente al
compuesto V£, con un punto de fusién de 225-227°C y un R; de 0.46 (sistema

= N\ O, _ |, tabla 11). El producto obtenido se compar6 por CCF con una muestra de

“ | S>_S\b referencia, sus constantes espectroscopicas se reportan en la referencia

N 50,52

\i

descrita.

7.4.5. Método general para la obtencion de derivados de 2-[(1-azacicloalquil)alquilamino]-9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas.

En un matraz de fondo redondo de una boca, se suspendieron 0.6mmol del compuesto V (Va-
Vf), con el patron de sustituciéon deseado, en 5mL de N’N-dimetilformamida, dejando en agitacién a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo se adicion6 por goteo 1.6mmol de
la 3-(1-azacicloalquil)alquilamina correspondiente, la mezcla de reaccion se agito vigorosamente a
temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion se vertié sobre 50mL de una mezcla
agua-hielo formandose un precipitado el cual se separd por filtracion al vacio y se lavé con agua
destilada. El sélido aislado se purific6 mediante cromatografia en columna abierta de gel de silice
(sistema de elucién V, tabla 11), el desarrollo de la columna se sigui6 mediante andlisis por
cromatografia en capa fina analitica (sistema de elucion 1V, tabla 11). Las fracciones de composicién
semejante se juntaron y se concentraron a presion reducida.

7.4.5.1. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-[1-(2-aminoetil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (1a)

CN Aspecto: Sélido color amarillo claro.
Rendimiento: 145mg (56.4%, 3mmol).
Q/ R¢: 0.65 (sistema IV, tabla 11).
HIN Punto de fusién: 89-90°C
= N IR (KBr, cm™): 3462 (-NH); 3240, 3061, 3026 (-CH); 2217 (-CN);
_ \>\NH\/N 1599, 1558, 1515, 1377 (aromaticos); 757 (-CS).
N RMN *'H (400 MHz, DMSO-d¢) § ppm: 1.30-1.35(sm, 2H) A; 1.39-
la 1.46(sm, 4H) B; 2.09-2.20(sa, 4H) C; 2.20-2.27(t, J=8Hz, 2H) D;
2.30-2.40(sm, 2H) E; 6.74-6.86(dd, J=8Hz, 2H) H-2’, H-6’; 7.20-
7.25(dd, 2H) H-3’, H-5; 7.50(t, J=8Hz, 1H) H-7; 7.60 (t, J=8Hz, 1H) H-6; 7.88-7.96(d, J=8Hz, 1H) H-8;
8.04-8.14(d, J=8Hz, 1H) H-5; 8.45-8.54(t, J=8Hz, 1H) H-2; 9.30(s, 1 H) H-1".
EM (FAB, m/z): 429 (M*+1, 80%).

=] 93
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7.4.5.2. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-[1-(2-aminoetil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (1b)
0]
~
O Aspecto: Sélido color amarillo.
HN Rendimiento: 160mg (73%, 0.4mmol).

N R¢: 0.63 (sistema IV, tabla 11).
= BN O Punto de fusion: 84-86°C
S-S NH > IR (KBr, cm™): 3205 (-NH); 2931 (-CO); 1598, 1559, 1508, 1495

(aromaticos); 757 (-CS).
1b RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) § ppm: 1.30-1.35(sa, 2H) A; 1.40-
1.50(sm, 4H) B; 2.20-2.40(sm, 6H) C, D; 3.30-3.45(sa, 2H) E;
3.68(s, 3H)-OCHjs; 6.80(dd, J=8, 8Hz, 4H) H-2’, H-3', H-5’, H-6’; 7.35(t, J=8Hz, 1H) H-7; 7.50(t, J=8Hz
1H) H-6; 7.79(d, J=8Hz, 1H) H-8; 8.04(d, J=8Hz, 1H) H-5; 8.13(sa, 1H) H-2; 8.31(s, 1 H) H-1".
EM (FAB, m/z): 434 (M*+1, 100%).

7.4.5.3. 9-[(3-Clorofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2a)
/@\ Aspecto: Sélido color amarillo claro.
HN cl Rendimiento: 170mg (62.6%, 0.3mmol).

N R:: 0.7 (sistema IV, tabla 11).
Z BN Punto de fusién: 105-106°C
S-S NH\/\O IR (KBr, cm™): 3330 (-NH); 1587, 1546, 1487, 1455 (aromaticos);
817 (-CCl); 778 (-CS).

2a RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 1.13-1.50(sa, 8H) A, B, D ;
2.25-2.30(sa, 6H) C, E; 2.35-2.40(sa, 2H) F; 6.65-6.80(sm, 3H) H-
4, H-5', H-6; 7.15(t, J=8Hz, 1H) H-2’; 7.45(t, J=8Hz, 1H) H-7; 7.55(t, J=8Hz, 1H) H-6; 7.85(d, J=8Hz,
1H) H-8; 8.15(d, J=8Hz, 1H) H-5; 8.35(sa, 1H) H-2; 8.80(sa, 1H) H-1".

EM (FAB, m/z): 452 (M*+1, 100%)

7.4.5.4. 9-[(4-Clorofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2b)
Cl
Q/ Aspecto: Sélido color café.
HN Rendimiento: 215mg (79.2%, 5mmaol).

R:: 0.55 (sistema IV, tabla 11).
= | N\>\ Punto de fusién: 94-97°C
N S NH\/\I\O IR (KBr, cm™): 3136, 3023 (-NH); 3074, 2982 (-CH); 1587, 1533,
N 1500, 1439, 1341 (aromaticos); 863, 888 (-CCl); 777 (-CS).
2b RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) § ppm: 2.95(sa, 2H) A; 3.15(sm,
4H) B; 3.25(sm, 2H) D; 3.95(sa, 4H) C; 4.85(sm, 4H) E, F; 8.14(d,
J=8Hz, 2H) H-2’, H-6"; 8.75(d, J=8Hz, 2H) H-3', H-5’; 9.05(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 9.50(ddd,
J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6: 9.35(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8; 9.68(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-5; 10.05(t,
J=8Hz, 1H) H-2; 10.31(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 452 (M*+1, 8%)

7.4.5.5. 9-[(3-Cianofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2c)
/@\ Aspecto: Sélido blanco.
HN CN Rendimiento: 98mg (36.9%, 2mmol).

N R:: 0.7 (sistema IV, tabla 11).
= BN Punto de fusién: 120-122°C
S-S NH\/\I\O IR (KBr, cm™): 3198, 3018 (-NH); 2852, 2932 (-CH); 2227 (-CN);
o 1598, 1581, 1559, 1496, (aromaticos); 759 (-CS).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 1.30-1.35(sm, 2H) A; 1.39-
1.45(sm, 4H) B; 1.60-1.65(q, J=8Hz, 4Hz, 2H) E; 2.15-2.25(sm,
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6H) C, D; 3.15-3.20(sm, 2H) F; 715-7.20(sm, 3H) H-4', H-5', H-6"; 7.30(t, J=4Hz, 1H) H-2"; 7.45(ddd,
J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.55(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.85(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8;
8.15(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.45(sa, 1H) H-2; 8.99(s, 1H) H1'.

EM (FAB, m/z): 443 (M™+1, 70%).

7.4.5.6. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2d)

CN Aspecto: Sélido color crema.
Q/ Rendimiento: 180mg (67.7%, 4mmaol).
HN Rs: 0.68 (sistema IV, tabla 11).

Punto de fusion: 75-78°C
AN, IR (KBr, cm™): 3215, 3020 (-NH); 2929, 2852, 2767 (-CH); 2214
| >\NH\/\N (-CN); 1662, 1599, 1557, 1510, 1496 (aromaticos); 755 (-CS).
N7 7S Q RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1.30-1.35(sm, 2H) A; 1.39-
2d 1.45(sm, 4H) B; 1.60-1.65(q, J=8Hz, 4Hz, 2H) E; 2.15-2.25(sm,
6H) C, D; 3.15-3.20(sm, 2H) F; 6.80(d, J=8Hz, 2H) H-2, H-6"
7.45-7.55(sm, 3H) H-3', H-5", H-7; 7.59(sm, 1H) H-6; 7.90(d, J=8Hz, 1H) H-8; 8.05(d, J=8Hz, 1H) H-5;
8.55(sa, 1 H) H-2; 9.28(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 443 (M*+1, 95%).

7.4.5.7. 9-[(3-Metoxifenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2e)

Aspecto: Sélido color dorado.

Rendimiento: 225mg (83%, 5Smmol).
HN o~ Rf: 0.51 (sistema IV, tabla 11).
Punto de fusion: 135-137°C
NN IR (KBr, cm™): 3195 (-NH); 2930 (-OCHs); 1670 (-CO); 1594,
! S\>\NH\/\ 1559, 1491, 1414, 1400, 1374 (aromaticos); 758 (-CS).
N

'\O RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1.30-1.35(sm, 2H) A; 1.39-

1.45(sm, 4H) B; 1.60-1.65(q, J=8Hz, 4Hz, 2H) E; 2.15-2.25(sm,
6H) C, D; 3.15-3.20(sm, 2H) F; 3.60(s, 3H) —~OCHj3; 6.30(sa, 3H)

H-4', H-5', H-6"; 7.10(t, J=8Hz, 1H) H-2’; 7.40(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.60(ddd, J=8Hz, 4Hz,

8Hz, 1H) H-6; 7.80(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8; 8.00(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.50(s, 1 H) H-1’; 8.55(t,

J=8Hz, 1H) H-2.

EM (FAB, m/z): 448 (M*+1, 100%).

2e

7.4.5.8. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)piperidinil]tiazolo[5,4-b]quinolina (2f)

Aspecto: Sélido color amarillo.

N Rendimiento: 155mg (57.7%, 3mmol).
Rs: 0.48 (sistema IV, tabla 11).
HN Punto de fusion: 141-143°C
— N IR (KBr, cm™): 3210, 3029 (-NH); 2931 (-OCHjs); 1600, 1560,
D 1508, 1495, 1466 (aromaticos); 761 (-CS).
o DAV ( ); 761 (-CS)

'\O RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) & ppm: 1.30-1.35(sa, 2H) A;

1.45(sm, 6H) B, D; 1.60-1.65(q, J=8Hz, 4Hz, 2H) E; 2.25-2.30(sm,
4H) C; 3.15-3.20(sm, 2H) F; 3.67(s, 3H) —OCH3; 6.75(d, J=8Hz,

2H) H-2’, H-6' ; 6.85(d, J=8Hz, 2H) H-3", H-6"; 7.35(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.50(ddd, J=8Hz,

4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.80(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8; 8.00(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.15(t, J=4Hz, 1 H)

H-2; 8.20(s, 1H) H-1".

EM (FAB, m/z): 448 (M*+1, 100%).

2f
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7.4.5.9. 9-[(3-Clorofenil)amino]-2-{3-[(2R,S)-2-metilpiperidin-1-ilJpropilamino}tiazolo[5,4-b]
guinolina (3a)
Aspecto: Sélido color amarillo claro.
/@\ Rendimiento: 168mg (60%, 3mmol).
HN cl Rs: 0.74 (sistema IV, tabla 11).

Punto de fusion: 73-76°C
= N\ IR (KBr, cm™): 3210, 3186 (-NH); 3066, 2975 (-CH); 1601, 1585,
~ | >\NH’\/\N o 1559, 1489 (aromaticos); 840 (-CCl); 758 (-CS).
NT TS RMN *'H (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: [0.80(s); 0.90(s) ambas
3a para 3H] -CHjs; 1.10-1.65(sm, 7H) A, B, C, D; 1.90-2.00(sm, 1H) E;
2.15-2.20(sm, 2H) F; 2.55-2.70(sm, 3H) G, E; 3.15-3.25(sm, 2H)
H; 6.65-6.75(sm, 3H) H-4’, H-5’, H-6' ; 7.12(t, J=8Hz, 1H) H-2’; 7.45(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7;
7.55(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.85(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8; 8.05(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5;
8.40(sa, 1 H) H-2; 8.76(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 466 (M*+1, 100%).

7.4.5.10. 9-[(4-Clorofenil)amino]-2-{3-[(2R,S)-2-metilpiperidin-1-ilJpropilamino}tiazolo[5,4-b]
qguinolina (3b)
Cl Aspecto: Sélido color amarillo brillante.
Q/ Rendimiento: 147mg (52.5%, 3mmol).
HN R¢: 0.62 (sistema IV, tabla 11).

Punto de fusién: 85-88°C
NN IR (KBr, cm™): 3148, 3260 (-NH); 1600, 1585, 1559, 1489, 1374
o M ONN~—~, (arométicos); 830 (-CCl); 759 (-CS).
N~ ~S RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 6.85(d, J=16Hz, 2H) H-2,
3p H-6; 7.15(d, J=12Hz, 2H) H-3, H-5; 7.45(t, J=8Hz, 1H) H-7;
7.50(t, J=8Hz, 1H) H-6; 7.85(d, J=8Hz, 1H) H-8; 8.10(d, J=8Hz,
1H) H-5; 8.55(sa, 1 H) H-2; 8.76(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 466 (M*+1, 100%).

7.4.5.11. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-{3-[(2R,S)-2-metilpiperidin-1-il]propilamino}tiazolo[5,4-b]
qguinolina (3c)
CN Aspecto: Sélido color amarillo pélido.
/©/ Rendimiento: 137mg (50%, 3mmol).
HN R¢: 0.64 (sistema IV, tabla 11).

Punto de fusién: 72-75°C
= N\ IR (KBr, cm™): 3198 (-NH); 2213 (-CN); 1599, 1581, 1557, 1509,
- | >\NH\/\N % 1496 (aromaticos); 759 (-CS).
N7 TS RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 0.99(sa, 3H) —CHs; 1.20-
3c 1.25(sa, 3H) A, B; 1.45-1.75(sm, 7H) C, D, E, F; 2.70(s, 1H) E;
2.80(s, 1H) G; 3.25-3.45(sa, 3H) G, H; 6.80(d, J=8Hz, 2H) H-2’, H-
6’; 7.47-753(sm, 3H) H-3’, H-5, H-7; 7.58(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.88(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H)
H-8; 8.06(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-5; 8.62(sa, 1H) H-2; 9.31(s, 1 H) H-1".
EM (FAB, m/z): 457 (M*+1, 100%).

7.4.5.12. 9-[(3-Metoxifenil)amino]-2-{3-[(2R,S)-2-metilpiperidin-1-il]propilamino}tiazolo[5,4-b]
quinolina (3d)
Aspecto: Sélido color beige.
/@\ Rendimiento: 70mg (25.5%, 1.5mmol).
HN o~ Rs: 0.64 (sistema IV, tabla 11).
Punto de fusion: 75-77°C
NN IR (KBr, cm™): 3451, 3348 (-NH); 2997, 2219 (-OCH,); 1612,
~ | >\NH’\/\N ™ 1599, 1558, 1494 (aromaticos); 760 (-CS).
N RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 1.10-1.25(sm, 3H) —CHy;
3d

1.35-2.00(sm, 9H) A, B, C, D, E; 2.57-3.20(sm, 6H) F, G, H;
3.65(s, 3H) —OCHj; 6.35-6.45(sm, 3H) H-4’, H-5’, H-6"; 7.05(t,
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J=8Hz, 1H) H-2; 7.45(t, J=8Hz, 1H) H-7; 7.75(t, J=8Hz, 1H) H-6; 7.85(d, J=8Hz, 1H) H-8; 8.05(d,
J=8Hz, 1H) H-5; 8.50(s, 1H) H-1’; 8.56(s, 1H) H-2.
EM (FAB, m/z): 462 (M*+1, 45%).

7.4.5.13. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-{3-[(2R,S)-2-metilpiperidin-1-il]propilamino}tiazolo[5,4-b]
quinolina (3e)
O Aspecto: Sdlido color amarillo.
O Rendimiento: 135mg (48.74%, 3mmol).
HN Rs: 0.73 (sistema IV, tabla 11).

Punto de fusion: 89-93°C
= | N\>\ IR (KBr, cm™): 3348, 3211 (-NH); 2927, 2213 (-OCH,); 1612,
N S NH "N+ 1599, 1509, 1494 (aromaéticos); 760 (-CS).
N RMN *'H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: [0.95(s); 0.90(s) ambas
3e para 3H] —CHs; 1.15-1.20(sa, 2H) H; 1.35-1.40(sm, 1H) A; 1.40-
1.60(sa, 5H) C, D, B; 2.00-2.05(sa, 1H) B; 2.15-2.20(sa, 2H) F;
2.55-2.60(sa, 1H) E; 2.70(sa, 1H) E; 3.20(sa, 2H) G; 3.70(s, 3H) —OCHa;; 6.75(d, J=8Hz, 2H) H-2’,
H-6"; 6.85(d, J=8Hz, 2H) H-3’, H-5’; 7.05(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.50(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz,
1H) H-6; 7.80(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-8; 8.05(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.25 (s, 1H) H-1"; 8.35 (t,
J=4Hz, 1H) H-2.
EM (FAB, m/z): 462 (M*+1, 100%).

7.4.5.14. 9-[(3-Clorofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina (4a)

Aspecto: Sélido cristalino color blanco.
Rendimiento: 135mg (50%, 3mmol).
HN Cl

R¢: 0.48 (sistema IV, tabla 11).

_ N Punto de fusion: 114-115°C
N IR (KBr, cm™): 3288, 3023 (-NH); 2871, 1647 (-CO); 1611, 1593,
Sy | S>\NH\/\N

Q 1559, 1480 (arométicos); 845 (-CCl), 762 (-CS).
4a 7 RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 1.60(q, J=8Hz, 12Hz, 2H)
B; 1.85-1.90(sm, 2H) C; 2.15(t, J=8Hz, 2H) D; 3.14(t, J=8Hz, 2H)
E: 3.20(sm, 4H) A, F; 6.69-6.79(sm, 3H) H-4, H-5', H-6"; 7.15(t,
J=8Hz, 1H) H-2"; 7.45(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.55(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.85(dd,
J=4Hz, 8Hz, 1H) H-8; 8.05(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.43(t, J=8Hz, 1H) H-2; 8.79(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 452 (M*+1, 85%).

7.4.5.15. 9-[(4-Clorofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina (4b)

Cl Aspecto: Sélido color dorado claro.
Rendimiento: 150mg (55%, 3mmol).
HN R¢: 0.41 (sistema IV, tabla 11).

_ N Punto de fusién: 120-123°C
N\ IR (KBr, cm™): 3359 (-NH); 2875, 1661 (-CO); 1613, 1599, 1582,
\N | S>\NH\/\N

Q 1567, 1488 (aromaticos); 820 (-CCl); 760 (-CS).

RNM H (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 1.60-1.70(q, J=8Hz, 12Hz,
2H) B; 1.85-1.90(q, J=8Hz, 12Hz, 2H) E; 2.10-2.20(t, J=8Hz, 2H)
C: 3.10-3.25(sm, 6H) A, D, F; 6.75(d, J=8Hz, 2H) H-2’, H-6’; 7.45-
7.55(sm, 3H) H-3', H-5, H-7; 7.59(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 7.90(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-8;
8.05(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.55(t, J=8Hz, 1H) H-2; 9.29(s, 1H) H-1".

EM (FAB, m/z): 452 (M*+1, 100%).

4b o”
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7.4.5.16. 9-[(3-Cianofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina (4c)

/@\ Aspecto: Sélido blanco.
HN CN Rendimiento: 220mg (83%, 5mmol).

R¢: 0.36 (sistema IV, tabla 11).
N Punto de fusién: 110-111°C
| >\NH\/\N IR (KBr, cm™): 3198 (-NH); 2852, 1661 (-CO); 2227 (-CN); 1581,
N7 TS Q 1578, 1557, 1502 (aromaticos); 760 (-CS).
4c o” RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) § ppm: 1.65-1.70(q, J=8Hz, 8Hz, 2H)
B; 1.80-1.90(q, J=8Hz, 8Hz, 2H) E; 2.15-2.20(t, J=8Hz, 2H) C; 3.10-
3.15(t, J=8Hz, 2H) D; 3.15-3.25(sa, 4H) A, F; 6.35-6.45(sm, 3H) H-4’, H-5’, H-6’; 7.00-7.05(t, J=8Hz, 1H)
H-2’; 7.35-7.45(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-7; 7.50-7.60(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.80-7.85(dd,
J=4Hz, 8Hz, 1H) H-8; 7.95-8.00(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-5; 8.30-8.35(t, J=4Hz, 1H) H-2; 8.45(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 443 (M'+1, 30%).

7.4.5.17. 9-[(4-Cianofenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina (4d)
CN
Q/ Aspecto: Sdlido color blanco.
HN Rendimiento: 200mg (75%, 45mmol).

Rf: 0.57 (sistema IV, tabla 11).
= N\ Punto de fusién: 109-110°C
- | >\NH\/\N IR (KBr, cm™): 3346 (-NH); 2869, 2572, 1667 (-CO); 2212 (-CN);
N7 S Q 1600, 1566, 1520, 1502 (aromaticos); 751 (-CS).
4d 04 RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1.60-1.70(q, J=8Hz, 8Hz, 2H) B;
1.80-1.90(q, J=8Hz, 8Hz, 2H) E; 2.10-2.15(t, J=8Hz, 2H) C; 3.10-
3.15(t, J=8Hz, 2H) D; 3.15-325(sa, 4H) A, F; 6.75-6.80(d, J=8Hz, 2H) H-2’, HE’; 7.45-7.70(sm, 4H) H3’,
H-5', H-7, H-6; 7.85(d, J=8Hz, 1H) H-8; 8.05(d, J=8Hz, 1H) H-5; 8.50-8.55(t, J=4Hz, 1H) H-2; 9.28(s, 1H)
H-1'.
EM (FAB, m/z): 443 (M"+1, 95%).

7.4.5.18. 9-[(3-Metoxifenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina(4e)
/@\ Aspecto: Sélido color dorado claro.
HN o~ Rendimiento: 245mg (91%, 5.5mmol).

R¢: 0.44 (sistema IV, tabla 11).
= N\ Punto de fusion: 118-120°C
_ >\NH\/\N IR (KBr, cm™): 3252 (-NH); 3026, 3000 (-CH); 2934, 2869, 2834
N7 TS Q (-OCHg); 1708, 1664 (-CO); 1594, 1561, 1493, 1463, 1449
4e O¢ (aromaéticos); 763 (-CS).
RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1.65-1.70(q, J=8Hz, 8Hz, 2H)
B; 1.85-1.90(q, J=8Hz, 8Hz, 2H) E; 2.50-2.55(t, J=8Hz, 2H) C; 3.15(t, J=8Hz, 2H) D; 3.25(sa, 4H) A, F;
3.70(s, 3H) —OCHg3; 6.35(sm, 3H) H-4’, H-5’, H-6’; 7.00 (t, J=4Hz, 1H) H-2’; 7.40(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H)
H-7; 7.55(ddd, J=8Hz, 4Hz, 8Hz, 1H) H-6; 7.80(dd, J=4Hz, 8Hz, 1H) H-8; 8.00(dd, J=4Hz, 1H) H-5; 8.35(t,
J=8Hz, 1H) H-2; 8.45(s, 1H) H-1".
EM (FAB, m/z): 448 (M"+1, 100%).

7.4.5.19. 9-[(4-Metoxifenil)amino]-2-[1-(3-aminopropil)pirrolidin-2-ona]tiazolo[5,4-b]quinolina (4f)

@)
~
O Aspecto: Sélido color amarillo brillante.
HN Rendimiento: 179mg (66.7%, 3mmol).

Rf: 0.52 (sistema IV, tabla 11).

= N\ Punto de fusién: 115-117°C

| >\NH\/\N IR (KBr, cm™): 3430, 3363, 3237 (-NH); 3027, 2959 (-CH); 2929,
S Q 2848 (-OCHj); 1660 (-CO); 1552, 1506, 1493, 1464, 1450, 1440

Af O% (aromaticos); 762 (-CS).
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RMN H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1.55-1.65(sm, 2H) B; 1.85-1.90(sm, 2H) E; 2.15-2.20(sm, 2H) C;
3.10-3.25(sm, 6H) A, D, F; 3.65(s, 3H) —OCHg; 6.75(d, J=8Hz, 2H) H-2’, H-6"; 6.85(d, J=8Hz, 2H) H-3',
H-5"; 7.35(t, J=8Hz, 1H) H-7; 7.50(t, J=8Hz, 1H) H-6; 7.80(dd, J=8Hz, 4Hz, 1H) H-8; 8.00(dd, J=4Hz,
8Hz, 1H) H-5; 8.15(sa, 1H) H-2; 8.25(sa, 1H) H-1".

EM (FAB, m/z): 448 (M*+1, 100%).

7.5. MODELADO MOLECULAR.

7.5.1. ANALISIS CONFORMACIONAL Y CALCULO DE LAS PROPIEDADES ELECTRONICAS DE
LAS MOLECULAS AISLADAS.

Los estudios de modelado molecular se realizaron en una PC con 4GB de memoria en RAM,
utilizando el programa Spartan’08 ® *°. Las moléculas fueron construidas a partir de fragmentos
convencionales y se preoptimizé su geometria. Las moléculas fueron consideradas en su forma
neutra. El andlisis conformacional fue llevado a cabo utilizando como campo de fuerza al MMFF 94 de
Merck y un protocolo de blisqueda sistematico, todos los enlaces sp® presentes en la molécula fueron
rotados cada quince grados.

El conférmero mas estable fue elegido considerando la energia y la distribucién de Boltzman.
Las geometrias de los conférmeros mas estables fueron optimizadas utilizando los siguientes
métodos:

e Método semiempirico AM1
¢ Método ab initio HF/6-31 G*
e Funcionales de la densidad, DFT B3LYP/6-31 G*

Se calcularon las propiedades electrénicas, las cuales fueron usadas para generar las
correspondientes superficies de energia potencial electrostéatica.

7.6. CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES.

Los ensayos de citotoxicidad de los compuestos finales, fueron realizados en el departamento
de Biologia de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los efectos
citotoxicos de los derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina se determinaron en un panel de cuatro lineas
celulares diferentes, dos de adenocarcinoma colorrectal (SW-480 y SW-620), una de cancer
cervicouterino (HeLa) y una mas de leucemia humana mielogena (K-562) realizando un perfil dosis-
respuesta gradual (1, 10, 30, 60 y 100uM) mediante el método de determinacion MTT a 48 horas de
exposicion in vitro, expresandose como Cls,, que representa el promedio de tres experimentos
independientes + la desviacion estandar.

7.7. RELACION CUANTITATIVA ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (QSAR).

Una vez determinada la actividad citotdxica de los compuestos propuestos, se analizaron los
descriptores moleculares obtenidos en los estudios de modelado molecular mediante el programa
Build QSAR ® °’. Se analizaron todos los parametros obtenidos en funcién de la actividad citotoxica
expresada como pCls, (log 1/Clsp). Se plantearon las posibles ecuaciones mediante el protocolo de
bldsqueda sistematica, ensayando las condiciones de uno, dos, tres cuatro y cinco parametros para
formular las ecuaciones, acotando los valores de correlacidon entre las variables a un valor menor a
0.30 y un coeficiente de correlacion (r’) mayor a 0.70.
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8. CONCLUSIONES.

Se sintetizaron y caracterizaron, mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas, 19
derivados novedosos de 2-[(1-azacicloalquil)alquilamino]-9-anilinotiazolo[5,4-b]lquinolina y se
determind su actividad citotoxica en 4 lineas celulares tumorales, la mayoria de los compuestos
present6 buena actividad en las cuatro lineas en relacién al compuesto de referencia (m-AMSA).

Se logré determinar la importancia de la basicidad del nitrégeno aliciclico como un punto
farmacoférico en la actividad de este tipo de compuestos.

El andlisis de la actividad citotoxica observada para estos compuestos permitio definir algunas
caracteristicas estructurales:

e La presencia de grupos electroatractores (-Cl, -CN) en el anillo de anilina, de manera general,
favorece la actividad biolégica respecto a los grupos electrodonadores (-OMe).

e Existe influencia en cuanto a la posicion de sustitucion en el anillo de anilino, para grupos
electroatractores se ve favorecida la posicion 4’, por el contrario para los grupos
electroatractores la posiciéon 3’ favorece la actividad citotoxica.

e Es importante para la actividad la presencia de un grupo aceptor en la formacién de puentes
de hidrégeno en el anillo de anilina.

Los compuestos analizados como mezcla racémica, fueron los mas activos, es clara la
necesidad de realizar la resolucion de la mezcla racémica y la determinacion de su actividad biolégica
en su forma homogquiral y en su caso, determinar cual es el eutébmero y el distbmero.

En cuanto al analisis de modelado molecular fue posible establecer lo siguiente:

e La conformacion adquirida por los compuestos analizados, correlaciona ampliamente con la
actividad citotoxica observada para los mismos.

e La orientacion del momento dipolar permite establecer una correlacion con la actividad.

e Se hizo evidente la presencia de un puente de hidrégeno intramolecular en las geometrias de
equilibrio de algunos de los compuestos mediante el uso de funcionales de la densidad.

e Ademés de lo expuesto en el punto anterior, los métodos empleados para la estructura
electrénica parecen comportarse como equivalentes para este tipo de compuestos, puesto
gue los resultados obtenidos son similares.

Por medio del andlisis QSAR, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

¢ Fue posible establecer ecuaciones de correlacion en todas las lineas celulares ensayadas con
los descriptores utilizados.

e Los métodos empleados para calcular los descriptores moleculares resultaron practicamente
equivalentes.

e El compuesto 2a, es el Unico que no se ajusta adecuadamente a las ecuaciones de
correlacion generadas, puesto que en todos los andlisis y para todas las lineas celulares
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ensayadas queda fuera de los limites de confianza; cuando es omitido, los parametros de
regresion lineal multiple mejoran de manera sensible.

e Existen dos subgrupos de compuestos, los que presentan poca o nula actividad citotoxica, y
aqguellos con buena citotoxicidad comparados con el compuesto de referencia, situacion que
se encuentra ligada intimamente con el coeficiente de particion.

e Los parametros de correlacion son aquellos descriptores de tamafio y lipofilia, lo que indica
gue la actividad de estos compuestos se encuentra relacionada con su capacidad de
internalizarse a la célula.

e EI PSA, correlaciona casi siempre de manera negativa, pues esta ligado con la capacidad de
atravesar membranas.

e Los valores energéticos del orbital LUMO, llevan a especular sobre la capacidad de
interaccion por parte de estas moléculas con los pares de bases del ADN.

e Puesto que el coeficiente de particion (logP), resulta ser el parametro con mayor peso sobre la
correlacion con la actividad citotdxica, es interesante abordar en el trabajo futuro el calculo de
este parametro por diferentes métodos. Existe la posibilidad, que la equivalencia de las
ecuaciones generadas, con los métodos de estructura electrénica empleados en el calculo de
los descriptores moleculares, sea debido al valor de log P.

Las perspectivas del futuro trabajo, incluyen la sintesis de nuevos derivados que permitan
ampliar y confirmar los requerimientos estructurales sugeridos. El estudio del mecanismo de accion
citotéxica de estos compuestos. Ademas se espera realizar un analisis computacional de las
moléculas simulando, mediante la constante dieléctrica, el disolvente, asi como de las especies
protonada, con objeto de corroborar si efectivamente la conformacion adquirida es un parametro de
correlacion tan fuerte como se mostro en este trabajo.

Puesto que los compuestos mas activos fueron los presentados como mezcla racémica, se
plantea la resolucién de la misma y la determinacion de la actividad de los enantibmeros es su forma
homoquiral, y determinar si se ajustan a los modelos de correlacién encontrados en este trabajo.

Por otra parte la comentado en el punto anterior sugiere que quizas aquellos compuestos con
centros asimétricos interactian de manera selectiva con la diana biolégica, por lo que es interesante
abordar el estudio de compuestos con centros quirales y determinar la influencia que esto posee
sobre la actividad citotoxica.
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Espectro 36. RMN-'H (DMSO-dg) del compuesto 3d.
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Espectro 39. RMN-'H (DMSO-dg) del compuesto 3e.
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Espectro 42. RMN-'H (DMSO-d¢) del compuesto 3a.
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Espectro 45. RMN-'H (DMSO-dg) del compuesto 4b.
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=] 128




%T

100

45 |

40 |

35

30

25

20 |

0.0

\ /257245
i
|

o
HN

=
X
N

4d

N
\
| SX““““Q

Y,
O/

221209

520.65
1566.20

4000.0

©
o

(o)
(e)

-
o

D
o

(S
o

S
o

w
o

()
o

—
o

o

69

T
3600

98

100

T T
3200 2300

T
2400

T T
2000 1800

ANEXO A: ESPECTROS

751.20

' jLi\{

/
p

538.98

1600
cm-1

T
1400

T T T
1200 1000 800

Espectro 49. IR (pastilla KBr) del compuesto 4d.

154
136

155
165

185 257

200 300

330 358
8

443

442

444

441

359 440
i

523 552 577

o
HN

=
N\
N
4d
M* 442

647 667 693 757 803

87

N
\
SRS

Y,
o/

7

465.89

——
400.0

935

‘; i ‘“h “ I |
400

B
500 600

miz

700 800

Espectro 50. EM (FAB) del compuesto 4d.

\
900

129



Normalized Intensity
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Espectro 54. RMN-'H (DMSO-d¢) del compuesto 4e.
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