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Resumen

Las acridinas y azepinas son conocidas por su actividad anticancerigena es por ello que se
tomaron como modelo para desarrollar nuevos compuestos con posible actividad anticancerigena.
Se propuso una serie de nuevos compuestos a partir de la funcionalizaciéon del compuesto 7-(R-
fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4) y a partir de su estudio
tedrico de docking en ADN, topoisomerasa Il y CDK-1, se identificé que aquellos que presentan
una mayor afinidad al ADN son los compuestos que presentan mayor numero de anillos
aromaticos en su estructura y grupos funcionales que puedan formar interacciones por puente de
hidrégeno en el sitio activo. En este trabajo se presentan también los avances rumbo a la sintesis
de los compuestos que presentan la mayor posibilidad de funcionar como farmacos

anticancerigenos.
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1.Introduccion

Uno de los problemas de salud mas serios hoy en dia es el cancer. Aun cuando se ha logrado un
gran progreso en el entendimiento bioquimico, no se ha logrado combatir por completo esta
enfermedad. Las alternativas para su tratamiento incluyen operaciones, radioterapia,
inmunoterapia y quimioterapia. Sin embargo, para algunos tipos de cancer la Unica terapia efectiva
es la quimioterapia, en la cual se distribuyen farmacos anticancerigenos a través del sistema

circulatorio, que llegan hasta las células cancerosas adondequiera que se hayan propagado. [

De entre los compuestos organicos que han sido estudiados por su potencial como
farmacos anticancerigenos destacan las acridinas y sus derivados. Derivados como la amsacrina
o la acridina carboxamida (DACA) han logrado combatir exitosamente varios tipos de cancer,
gracias a que las acridinas presentan actividad como intercalantes en el ADN o bien inhibiendo a
las enzimas topoisomerasas, cinasas dependiente de ciclina (CDKs) y telomerasas. @ Por otra
parte, las azepinonas y sus derivados también han sido estudiados desde hace varios afios como
agentes anticancerigenos. Diferentes azepinas han logrado, ademas de eliminar células
cancerosas, disminuir el crecimiento de tumores y controlar la metastasis al actuar como
inhibidores de CDKs, de histonas deacetilasas y de tubulina. [ Existen diversos métodos
enfocados al disefio y sintesis de nuevas acridinas y azepinonas. Ambos compuestos
heterociclicos son de gran interés farmacolégico, por lo que comprender y mejorar su actividad
anticancerigena, asi como el disefio de nuevos derivados y la optimizacién de su sintesis, es de

gran relevancia para la quimica organica medicinal.

Una herramienta complementaria a la sintesis organica y al disefio de farmacos son los
meétodos computacionales de modelado molecular. Con técnicas como el acoplamiento molecular
o docking es posible predecir la afinidad y actividad de un posible farmaco sobre un blanco
bioldgico (enzimas, hormonas, ADN), esto facilita la busqueda sistematica de sustancias con
mayor potencia medicinal y menor toxicidad. ¥ EI docking aplicado a los farmacos
anticancerigenos ha permitido comprender mejor sus mecanismos de accién y optimizar la

blusqueda de nuevos farmacos viables.
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En este trabajo se estudié el impacto que tiene la funcionalizacion de una serie de derivados
de benz[c]acridinonas en su actividad biologica. Para ello se llevé a cabo el estudio teorico de
docking con estos compuestos como intercalantes en fragmentos de ADN, como inhibidores de
la enzima topoisomerasa Il y como inhibidores de CDK-1. Se analizaron los aspectos estructurales
y los grupos funcionales que les permiten obtener una mejor afinidad en el sitio activo de los tres
blancos biolégicos, logrando obtener compuestos activos en mas de un sitio biolégico y con una
mayor posibilidad de funcionar exitosamente como farmacos anticancerigenos. Posteriormente
se desarrollaron los primeros pasos de sintesis para obtener aguellos compuestos que resultaron

mas prometedores en el estudio tedrico.

2.Antecedentes

El cancer es una de las causas principales de muerte alrededor del mundo. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, en 2012, hubo 14 millones de casos nuevos y 8,2 millones de
muertes relacionadas con el cancer. Segun los datos obtenidos en el 2013, el INEGI la reporto
como la tercera enfermedad que causa mas muertes en México. El principal problema es que el
cancer no es una enfermedad aislada, sino un grupo de enfermedades relacionadas que afectan
diferentes érganos y sistemas del cuerpo. Esto causa una anormal e incontrolada division celular,
frecuentemente de forma més acelerada que la mayoria de las células normales en el cuerpo.
Una de las principales alternativas para su tratamiento es la quimioterapia, que consiste en
administrar un farmaco que detenga o disminuya el crecimiento acelerado de las células
cancerosas. 1 Hay en el mercado una gran diversidad de farmacos antineoplasicos, sin embargo,
el reto principal del disefio de nuevos farmacos anticancerigenos es encontrar una molécula

estable, especifica, efectiva, de bajo costo y con minimos efectos secundarios.
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2.1 Intercalantes de ADN

Debido al papel del ADN en el control de las funciones celulares, es considerado un excelente
objetivo para el tratamiento del cancer y demas enfermedades genéticas. Por otro lado, debido a
la gran rapidez con la cual las células cancerigenas proliferan, la gran mayoria de los farmacos
contra el cancer se dirigen al ciclo celular. Algunos de estos farmacos son pequefias moléculas
gue se unen a la doble cadena del ADN, esta union puede ocurrir a través de tres vias principales:
union al surco, intercalacion entre dos pares de bases y formando un enlace covalente o de
coordinacion a las bases. Ademas, un Unico compuesto puede mostrar mas de un modo de unién

a la hebra de ADN (por ejemplo, la intercalacion y el enlace covalente). !

La intercalacién es uno de los métodos de union de pequefias moléculas arométicas al
ADN, consiste en su insercion entre dos pares de bases adyacentes en la cadena de ADN, esta
uniodn puede presentar interacciones adicionales en los surcos. Una insercion de este tipo requiere
una abertura entre los pares de bases, lo que se traduce en la formacion de un bolsillo hidrofébico.
La insercion de la mayoria de los intercalantes se produce en el sitio de intercalacién de CG. Los
intercalantes de ADN, por lo general, contienen un sistema poliaromético planar que forma
interacciones 11- 1T con las dos bases que se encuentran en el costado de la cadena, se cree que
estas interacciones pueden ser la principal fuerza directriz que da lugar a la union de intercalacion.
Otras interacciones que contribuyen a la formacion de los complejos intercalante-ADN son las
fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno y las interacciones de transferencia de carga.
Varios intercalantes sintéticos tienen carga positiva debido a la contribuciéon que tiene la fuerza

electrostatica a la energia de union. 58]

La union de los intercalantes a la molécula de ADN conduce a cambios conformacionales
en su estructura, incluyendo la abertura de las bases adyacentes a la cadena y el alargamiento y
desenrollamiento del giro helicoidal. Estos cambios estructurales afectan las funciones biologicas
del ADN, incluyendo la inhibicion de la transcripcion, replicacion y procesos de reparacion del
ADN, haciendo de ese modo a los intercalantes potentes mutagenos y potenciales farmacos

antitumorales. 571
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2.2 Las acridinas como farmacos anticancerigenos

La acridina es un compuesto organico formado por dos ciclos aromaticos de carbono y un
heterociclo con un nitrogeno. Este compuesto cuya formula es CisHgN presenta una estructura
plana. Las acridinas son aquellos compuestos que contienen en su estructura este triciclo

aromético (Fig. 1).

Fig. 1 Acridina CisHgN

Las acridinas y los compuestos derivados de ellas son reconocidos agentes
anticancerigenos, pero ademas presentan diferentes formas de actividad biologica. Son utilizados
como farmacos anti-bacteriales, anti-protozoarios, anti- VIH y como tratamiento contra la malaria.
Las acridinas son utilizadas como quimioterapéuticos debido a su estabilidad quimica y bioldgica,
un gran numero de ellas tanto de origen natural como sintético han sido probadas como agentes
anticancerigenos, pero hasta ahora son pocos los compuestos que han sido considerados para

pruebas clinicas y aprobados para la quimioterapia (Fig.2). 2813l
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Fig.2 Acridinas que presentan actividad anticancerigena.

Gracias a sus caracteristicas quimicas, las acridinas pueden intercalarse en las cadenas
de ADN y ARN afectando procesos metabolicos esenciales en las células. EI mecanismo de
accion de la intercalacién de estos compuestos se basa en la interaccion con los pares de bases
de las cadenas de los acidos nucléicos. Las acridinas tienen una estructura plana heterociclica y
poliaromatica que les permite embonar en la brecha entre dos cadenas de polinucleétidos, de
manera que interfieren con los procesos de division celular. Es esta propiedad de intercalarse con
el ADN, asi como la fuerza y la cinética de esta union, lo que les confiere actividad antitumoral
(Fig.3y 4). 2714

Sin embargo, se sabe que los derivados de acridinas perturban la funcion de las células
cancerosas al disminuir la actividad de varias enzimas que son cruciales para el buen
funcionamiento celular, como las topoisomerasas [, las telomerasas 16, las cinasas
dependientes de ciclina [*], también al interactuar con el proteasoma inhibiendo calpaina, tripsina,
catepsina B y quimotripsina 8 y al inducir la produccion de proteina p53[°, una proteina

supresora de tumores.
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Fig. 4 Diagrama de las interacciones - m aromaticas y por puente de hidrégeno de la acridina DACA con un
fragmento de ADN. PDB: 367D

Las ADN topoisomerasas son enzimas involucradas en la regulacién del super
enrollamiento de ADN. Las topoisomerasas tipo 1 modifican el grado de super enrollamiento del
ADN catalizando la ruptura transitoria en una sola hebra y permitiendo que la cadena sana pase
a través de la cadena unida a la enzima, resultando asi en la relajacion del DNA. Por otro lado,
las topoisomerasas tipo 2 realizan cortes en ambas hebras y luego unen los extremos separados
de forma que pueda relajarse la cadena de ADN. Ambas actividades son necesarias durante la
transcripcion, la replicacién del ADN y la condensacion de cromatina. Derivados de acridina como

las anilinoacridinas, imidazoacridonas y las acridin-4-carboxamidas interfieren con las actividades
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de las topoisomerasas. 15181 En especial la amsacrina (Fig. 2) es utilizada como farmaco en el
tratamiento de leucemia. 211 DACA (Fig. 2) es otro derivado de acridina que inhibe a ambas
topoisomerasas | y II. 2921 | a interaccion de estos farmacos con las topoisomerasas es debido a
los sustituyentes laterales, estos influencian las propiedades inhibitorias, por lo que se concluye
gue la activacion de los anillos aromaticos es esencial para aumentar la actividad anticancerigena

de este tipo de compuestos (Fig.5y 6).

1
NHCO,Me
N

Jol ¥ X
HN NHCO,Et SN HN
O N/ O = G
- e
N CHj NH/\/NMEQ N

APA R1 = OCHg; R2 =H; R3 =H; R4 = NH2

Rz
CH,OH R Ra
R4
0
Fig. 5 Acridinas con actividad inhibitoria de la enzima topoisomerasa.

H,N

Fig. 6 Estructura cristalina de la amsacrina como intercalante de ADN en complejo con topoisomerasa ll,
diagrama de interacciones de la amsacrina con ADN.
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Actuando como intercalantes en el ADN, disminuyendo diferentes actividades enzimaticas, o bien
inhibiendo a las topoisomerasas, las acridinas y sus derivados tienen diferentes moléculas blanco
que perturban la funcion de las células en tumores cancerosos. Debido a este gran potencial como
farmacos anticancerigenos es que continta el desarrollo de moléculas similares en busqueda de

mejores resultados.

Dentro de los analogos importantes de las acridinas, se encuentran las benzoacridinas y

sus derivados (Fig. 7) cuyo esqueleto esta formado por cuatro heterociclos aromaticos.

J CC
e
CLC g

Fig. 7 Benz[a]acridina y benz[c]acridina

.

M

Por sus caracteristicas se espera que tengan una actividad bioldgica similar a las acridinas, sin
embargo, son pocos los estudios con respecto a su posible actividad anticancerigena. Moléculas
con estructuras parecidas como las isoquinolinoacridinas y las benzoacronicinas (Fig.8) han
presentado actividad antitumoral en células de cancer de pulmén y de leucemia. 1221 En particular
algunas benzo[c]acronicinas y benzo[a]acronicinas (Fig.8) presentan una mayor actividad (ICso =
6.7 yM y 0.7 uM) que la acronicina (ICso = 23 pM), en este ejemplo se observa que un sistema de

anillos aromaticos extendido puede mejorar la actividad anticancerigena. 2!
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Fig.8 Estructura de la isoquinolino[4,5-bclacridina (A), acronicina (B), Benzo[C]acronicina (C) y

Benzo[A]acronicina (D).

Otra molécula con estructura similar a las benzoacridinas es la berberina (Fig.9), un
alcaloide de isoquinolina de origen natural presente en hierbas orientales. Ha sido utilizada
ampliamente en la medicina China, entre otras cosas, por sus propiedades antineoplasicas que
incluyen unién al ADN y ARN, induccién a apoptosis, detencidén del ciclo celular, inhibicion de
migracion celular, inhibicion de topoisomerasas y telomerasas, activacion de proteina p53 vy
activacion de reguladores autofagicos.’>?4 La berberina ha demostrado su actividad
anticancerigena en células de carcinoma hepatico, cancer de pulmon, leucemia y en estudios in

vivo disminuyendo tumores mamarios en ratones. [2526]

Especificamente algunos derivados de benz[a]acridinas (Fig.9) han demostrado unirse al ADN y
actuar como inhibidores de topoisomerasas ?"], mientras que otros derivados de benz[c]acridinas
unidos a un atomo de platino han mostrado actividad citotoxica en células de pulmén cancerigenas
(Fig. 9). 28
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Fig.9 Estructura de la berberina (E), derivado de benz[aJacridina (F) e hibrido de platino-benz[c]acridina (G).

A pesar de la poca informacién sobre benzoacridinas y su potencial como farmacos, estos
primeros estudios arrojan resultados positivos que nos indican su posible actividad biolégica. Por
lo que es relevante continuar el disefio de nuevos farmacos anticancerigenos tomando como

partida sus caracteristicas quimicas.

2.3 Cinasas dependientes de ciclina (CDKSs)

Como se menciono anteriormente, la mayoria de los farmacos anticancerigenos se dirigen al ciclo
celular ya que este es un proceso vital en el cuerpo que controla la division celular y asegura la
correcta duplicacion del material genético. En las células cancerigenas este proceso no funciona

con normalidad, lo que provoca que las células proliferen sin control. [t

Las cinasas dependientes de ciclina (CDKs) son un grupo de enzimas cinasas de
serina/treonina cuya funcion es regular la transicion a través de las fases GO, G1, S, G2 y M del
ciclo celular. Se ha observado que el funcionamiento aberrante de estas enzimas esta
directamente ligado al desarrollo de patologias cancerigenas. Es por ello que son consideradas
potenciales blancos farmacoldgicos para agentes anti-cancerigenos. [29

Las CDKs se activan a partir de la union con una ciclina especifica y se encargan de la
fosforilacion de los intermediarios esenciales para la progresién del ciclo celular. Catalizan la
transferencia de un grupo fosfato de su sustrato, ATP, a una cadena lateral de aminoacidos de

proteinas encargadas del control de la transcripcion y de la progresion del ciclo celular (Fig.10).3%
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Fig. 10 Reaccion de fosforilaciéon catalizada por complejo CDK/ciclina

Las CDKs son reguladas a partir de la presencia de las ciclinas para asegurar que el ciclo celular
proceda en el orden correcto. Por ejemplo, las ciclinas de la familia D forman complejos con las
CDKs 4 y 6 durante la fase G1, la ciclina E se compleja con la CDK2 en la etapa tardia G1, la
ciclina A se une a la CDK2 en la fase S y la ciclina B se compleja con la CDK1 en la fase tardia
G2/M (Fig. 11). 29

Dentro de la célula existen mecanismos que inhiben la actividad de las CDKs y que
funcionan como puntos de control, ya que es importante inhibir estas enzimas y detener el ciclo
celular cuando la célula detecta dafios en el ADN. 31 os inhibidores de las cinasas dependientes
de ciclina (CDI) se dividen en dos familias que actian por diferentes mecanismos al inhibir las
CDKs. La familia INK4 formada por las proteinas p15, p16, p18 y p19 se unen a la CDK4 y CDK6
e impiden que se forme el complejo con la ciclina D. Por otra parte, la familia CIP/KIP a la que
corresponden las proteinas p21, p27 y p57 se unen a la mayoria de los complejos CDK/ciclina,
insertdndose en el sitio de unién del ATP, no permitiendo la entrada de este al sitio activo (Fig.
11). 8233]

Se ha encontrado que en las células cancerosas las familias de CDI se encuentran mutadas
u omitidas de manera que estas ceélulas no cuentan con mecanismos de regulacion en el ciclo
celular. 13334 Esta es la razon por la que desde hace unos afios se ha tomado como modelo el
mecanismo de regulacion de los CDI para proponer nuevos farmacos que inhiban a las enzimas

CDKs, con el propésito de controlar la proliferacion de las células de cancer.
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Fig. 11 Ciclo celular con los complejos CDK/ciclinay con los inhibidores INK4 y CIP/KIP en los puntos donde

es conocido que estos actian. 3536

2.4 Azepinas como farmacos anticancerigenos

Las azepinas son heterociclos insaturados de 7 miembros en los cuales uno de los atomos de
carbono ha sido sustituido por un atomo de nitrégeno. En diferentes compuestos se puede
encontrar este heterociclo unido a otros heterociclos o anillos aromaticos, como es el caso de las
benzoazepinas, benzodiacepinas, benzoazepinonas o las pirrolazepinonas (Fig.12).

Las azepinas han sido de interés farmacoldgico desde hace algunos afios, debido a que la
flexibilidad del anillo de siete miembros permite a los grupos funcionales localizados en el
esqueleto de azepina colocarse en diferentes posiciones. Esto incrementa la posibilidad de formar
puentes de hidrégeno y otro tipo de interacciones con un blanco biolégico, que no seria posible

formar con un anillo de cinco o seis miembros. Bl
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Fig. 12 a) Azepina b) Estructuras generales de analogos de azepina biol6gicamente activos. [

Este tipo de compuestos han presentado actividad como antimicrobiales [¥7], antivirales 28],
anestésicos [, antidepresivos, ansioliticos % y antiepilépticos 1 entre otros. Sin embargo, los
derivados de azepinas, especialmente las azepinonas, han destacado también por su potencial

actividad como farmacos anticancerigenos (Fig. 13).
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Fig. 13 Azepinonas con actividad anticancerigena.

Existen distintos mecanismos por los cuales las azepinonas combaten el cancer, siendo el
mas importante y estudiado como inhibidores de CDK. Este tipo de compuestos actian como
competidores del ATP uniéndose al sitio catalitico en las cinasas (Fig. 14). Las azepinonas se
unen al sitio de unién del ATP principalmente por interacciones hidrofébicas y por puentes de
hidrogeno con la cinasas. El grupo carbonilo y el grupo amino de la leucina 83 en las CDKs

participan como aceptor y donador de enlaces-H respectivamente, mientras que el grupo carbonilo

23



del glutamato 81 participa como aceptor de enlaces-H (Fig. 15). [*?l Esta interaccion se favorece
en el caso de las azepinonas como la kenpaulona (Fig. 13) donde el grupo carbonilo y el grupo
N-H en el anillo de azepina forman puentes de hidrégeno con el residuo Leu83 de las cinasas. 3
De igual manera para las pirrolazepinonas como la hymenialdisina (Fig.13) el grupo N-H del indol
junto con el carbonilo de la azepina forman puentes de hidrégeno con la Leu83 mientras que el

grupo N-H de la azepina interacciona con Glu81. [*4]

Las azepinonas y sus derivados han demostrado ser valiosos agentes anticancerigenos no
solo por inhibir enzimas CDK, sino también al ser inhibidores de otras proteinas cinasas, de
tubulina, de Ras, de Ftasa, de GGtasa y de histona deacetilasa. También promueven la apoptosis
y son moduladores hormonales. ¥l Es por ello que continuar la exploracion de nuevas estructuras

gue contengan el anillo de azepinona es de gran interés para la quimica organica medicinal.

Fig. 14 a) Complejo de ciclina A (naranja), CDK-2 (morado) y ATP (verde)
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Fig. 15 Sitio activo de CDK-2 con ATP, puentes de hidrégeno con residuos GLU81 y LEU83 (verde). PDB:1FIN

2.5 Docking, modelado molecular

Los métodos computacionales aplicados al descubrimiento y a la sintesis de nuevos farmacos
han tenido un reciente crecimiento, ya que han sido empleados para identificar y optimizar las
partes activas de un farmaco, asi como para estudiar el acoplamiento de diversas moléculas en
el sitio activo de un receptor. El proceso de docking en las proteinas, hormonas o acidos nucleicos
tiene dos principales objetivos: el modelado estructural preciso y la prediccion correcta de la
actividad de un compuesto, lo cual implica la prediccion acertada de la conformaciéon y la

orientacion del ligando dentro de un sitio de unién especifico.

El docking es un proceso de mdltiples pasos en el cual cada paso introduce uno 0 mas
grados de complejidad. El proceso comienza con la aplicacidn de algoritmos de acoplamiento que
introducen a las moléculas en el sitio activo (posing), debido a la gran cantidad de grados de
libertad conformacional que presentan las moléculas, es necesario aplicar un muestreo de grados
de libertad, que debe de contener la suficiente precision, para identificar cual es la conformacién
estructural de la molécula que se adapta mejor a la estructura del receptor y debe de ser lo
suficientemente rapido para permitir la evaluacion de miles de compuestos en un plazo de tiempo
corto. Los algoritmos de acoplamiento se complementan con funciones de puntuacion (scoring),
que estan disefladas para predecir la actividad biologica de los compuestos evaluando las

interacciones entre los compuestos Yy los sitios activos de las proteinas. Las primeras funciones
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de puntuacién evalian cémo se ajusta el compuesto en cuanto a los calculos de tamafio y
complementariedad electrostatica. Posteriormente los conférmeros son reevaluados utilizando
sistemas de puntuaciéon mas complejos (ranking). Se busca estimar la energia libre de union de
la forma mas exacta posible, con un tratamiento mayor de las interacciones electrostaticas, de

Van der Waals y la inclusion de al menos un efecto de solvatacion o entropico. 4]

Existen tres métodos diferentes para encontrar la pose de un ligante dependiendo del tipo
de algoritmo utilizado: los métodos sistematicos (construccién gradual, busqueda conformacional,
bases de datos), los métodos aleatorios o estocasticos (Monte Carlo, algoritmos genéticos,
busqueda tabu) y los métodos de simulacion molecular (dinamica molecular, minimizacién de

energia).

En los métodos sistematicos los algoritmos de busqueda conformacional utilizan una
construccion progresiva del ligante en el sitio activo. Esto consiste en dividir el ligante en el nucleo
y las cadenas laterales con enlaces rotatorios. El nlcleo es colocado en el sitio activo,
progresivamente se agregan las cadenas laterales y se evaluan los grados de libertad rotacional.
En los métodos estocasticos los algoritmos operan realizando cambios aleatorios de
conformacion, traslacion y rotacion en los ligantes, por cada cambio se evalla la energia del nuevo
ligante, si esta solucion es mejor, se evalla con una funcidon de probabilidad de Boltzman, si
resulta ser un minimo el nuevo ligante se acepta. Se repite este proceso hasta obtener el nimero
de configuraciones deseadas. En los métodos de simulacion molecular lo mas comun es utilizar
dinamica molecular, esta consiste en resolver la segunda ley de Newton F=ma, donde F es la
fuerza ejercida sobre una particula, m es su masa y a su aceleracién. La fuerza de cada atomo
se calcula con los cambios de la energia potencial entre las diferentes posiciones. La integracion
de las ecuaciones de movimiento F=m(d.r/dt?) da como resultado una trayectoria que describe las

aceleraciones (a=dV/dt), velocidades (v=dr/dt) y posiciones de los &tomos en funcion del tiempo.

En cuanto a las funciones de puntuacion actualmente se utilizan tres tipos: las que se basan
en campos de fuerza, las funciones empiricas y las funciones basadas en el conocimiento. Las
funciones de puntuacién utilizadas en los programas de docking asumen y simplifican las

evaluaciones de los complejos que modelan, con el fin de disminuir costos y tiempo de computo,
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es por ello que no describen por completo los fendémenos fisicos que determinan el reconocimiento
molecular. Por ejemplo, los acontecimientos de unién de los ligantes son impulsados por una
combinacion de efectos entrépicos y entalpicos, sin embargo, la mayoria de las funciones de
puntuacion actuales estan mucho mas enfocadas en calcular los efectos entalpicos y no los

entrépicos.

Ademéas de los problemas asociados con las funciones de puntuacion, existen otras
complicaciones que hacen que sea dificil predecir con exactitud las conformaciones mas estables
para la union y la actividad del compuesto, estas incluyen entre otras, la resolucion limitada de los
datos cristalogréficos, la flexibilidad inherente de estos y la participacion de moléculas de agua en
las interacciones proteina-ligante.*®461 No obstante, el docking a partir de un calculo rapido
permite evaluar largas listas de compuestos y proponer hipotesis estructurales sobre como los
ligantes interaccionan con un receptor bioldgico, ahorrando tiempo y dinero en la optimizacion de

farmacos. 47

2.5.1 Docking en ADN

El estudio de los complejos ADN-ligante ofrece informacion del mecanismo de accion de los
farmacos anticancerigenos, de las interacciones quimicas de los carcindogenos que provocan los

dafios en el ADN y ayuda al disefio racional de nuevos farmacos. 48l

Se han realizado un pequefio numero de estudios de docking en ADN, sin embargo, la
mayoria de los métodos de conexion existentes se parametrizan empleando los complejos
proteina-ligando. 8 Es importante en los estudios de docking con ADN, conocer el modo de union
de los ligantes (union al surco o intercalacion), debido a que en la mayoria de los softwares de
docking el receptor (ADN) permanece rigido y solo el ligante es flexible. Los intercalantes generan
una brecha en el ADN, por lo que si un ligante que es conocido como intercalante se evalla en

un receptor de ADN que no contiene una brecha se obtienen resultados erréneos. 549

El docking se ha utilizado para modelar al inhibidor de la topoisomerasa I, campotecina, en
el complejo de ADN-topoisomerasa |. Esto con el fin de explicar las interacciones presentes y el
mecanismo de inhibicion de esta enzima. Para ello se utilizé un método de programacion evolutiva

y dindmica molecular AMBERSG6. [

27



A partir del docking de cuadruplex de ADN se han logrado disefiar nuevas acridinas
trisustituidas que funcionan inhibiendo a la enzima telomerasa. Utilizando el programa INSIGHT
Il se calcularon las energias de unién y se predijeron nuevos derivados de acridina selectivos con

una potente actividad inhibitoria para la enzima telomerasa (Fig. 16). 51

Fig. 16 Complejo de cuadruplex de ADN con Acridinas 3,6,9 trisustituidas. Y

Con el docking se han estudiado las interacciones que presentan hibridos de acridinas-
porfirinas a modo de intercalantes en hebras de ADN. 52 Utilizando el programa AUTODOCK se
observd que los complejos de porfirina-acridina pueden interaccionar con hebras de ADN por
medio de surcos menores y por uniones intercalantes, la interaccion se estabiliza por el anillo de
porfirina unido al ADN a través del surco menor, asistido ademas por el grupo acridina del
compuesto. (Fig. 17) El aspecto mas importante de las interacciones intercalantes en las hebras
de ADN es que las uniones al surco menor prefieren las regiones ricas en AT, mientras que las

uniones por intercalacion prefieren las regiones de la hebra rica en GC.
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Fig. 17 Docking realizado para hibridos de acridinas-porfirinas con ADN.

Actualmente las simulaciones de docking en acidos nucleicos se pueden realizar en
distintos programas como lo son: AUTODOCK [484953] MOE B4561 GOLD B7, GLIDE B,
SURFLEX [B3ly HEX [4958] En este trabajo se utilizaran los programas MOE y Molecular Forecaster

para evaluar las interacciones ADN-ligante.

Molecular Operating Environment (MOE) 9 es un software desarrollado por Chemical
Computing Group para el desarrollo de la quimica medicinal. En este programa se puede realizar
docking de pequefias moléculas en sitios de union macromoleculares. Tiene disponible distintos
algoritmos de posing, funciones de puntuacion y campos de fuerza de mecanica molecular con
los cuales se pueden realizar las simulaciones y obtener la energia de la pose de un ligante en el

sitio de unién en kcal/mol.

El método en MOE de posing Triangle Matcher es un algoritmo semi-sistematico que genera las
poses de los ligantes a partir de alinear tripletes de atomos del ligante con tripletes de esferas alfa
gue representan sitios de empaquetamiento en el sitio del receptor. La funcién de scoring London
dG 6% estima la energia libre de la pose de un ligante en el sitio de uniéon tomando en cuenta las
imperfecciones geométricas, la entropia rotacional y traslacional y la suma de las energias de la
flexibilidad del ligante, de los enlaces de hidrégeno y de solvatacion. Finalmente, la funcién de
refinamiento GBVI/WSA 61 estima la energia de las poses de los ligantes considerando campos
de fuerza, las energias electrostaticas, la energia de contribucion del solvente, las fuerzas de van

der Waals y el area de superficie expuesta.
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Molecular Forecaster 2 es otro software desarrollado por Molecular Forecaster Inc en la
Universidad de McGill, con el cual es posible realizar docking flexible de pequefias moléculas en
proteinas y ADN con moléculas de agua removibles. Solamente cuenta con un algoritmo de
posing evaluado por varias funciones de scoring, al final se obtiene la mejor pose calculada para

el ligante y su energia de unién en kcal/mol.

Forecaster utiliza el programa FITTED 2.6[6364 para realizar el docking, éste es un método
estocastico que consiste en una busqueda de farmacoforos y un algoritmo genético
Lamarckiano/Darwininano. Este algoritmo genera aleatoriamente las poses de los ligantes y elige
a los mejores, tomando en cuenta que los grupos funcionales reactivos en el ligante empalmen
con los sitios reactivos en el receptor, aproximandolos a partir de esferas traslapadas. Toma en
cuenta también la flexibilidad en las cadenas laterales de las proteinas, la torsién angular de los
ligantes, el esqueleto de la proteina y las posiciones de las moléculas de agua describiéndolos
como genes en un cromosoma. Este se optimiza y se calcula la energia potencial del complejo
con los operadores de evolucion utilizando los campos de fuerza AMBER/GAFF. Se seleccionan
las mejores poses con la funcion de scoring Rankscore 5. %] Esta funcion combina los términos
de campos de fuerza (electrostéaticos, de van der Waals, los enlaces de hidrogeno utilizando
AMBER/GAFF), los términos de solvatacion (con el método GB/SA [¢6]) y un término de la entropia
del ligante. Este ultimo considera los enlaces rotatorios dependiendo de su polaridad y entorno

guimico en la proteina.

Con base en la informacion recopilada, es posible decir que el docking es una herramienta
atil para el disefio de nuevos farmacos anticancerigenos, del cual se puede hacer uso para
mejorar la actividad bioldégica de moléculas con potencial farmacolégico como lo son las
benzoacridinas y las azepinas. Posteriormente se puede llevar a cabo la sintesis y evaluacion

bioldgica de los compuestos evaluados y propuestos como viablemente activos.

2.6 Sintesis y funcionalizacion de Benzoacridinas

Para llevar a cabo la sintesis de benzoacridinas existen varios métodos reportados. Los métodos
lineales generalmente parten de la condensacion de un acido o-cloro benzoico con una

naftilamina, para posteriormente ciclar el acido naftilantraciclico obtenido con POCIs. [67:68] Sin
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embargo, los métodos con reacciones multicomponente que utilizan condensaciones en un solo

paso han teniendo particular éxito en los ultimos afios.

2.6.1 Reacciones Multicomponente

Las reacciones Multicomponente (RMC) son aquellas en que tres o mas reactivos dan lugar a un
nuevo producto en un solo paso de sintesis. Estas reacciones se pueden llevar a cabo en sélido
o en disolucién y con frecuencia se utilizan catalizadores que facilitan el acoplamiento de dos
componentes durante la reaccidn. En este tipo de reaccion los componentes pueden condensarse
de manera concertada o por un mecanismo en diferentes etapas, lo importante es que el producto
se obtenga en un solo paso. Los mecanismos suelen ser similares a los de reacciones de dos
componentes. ¥ En el caso ideal, las reacciones secundarias son equilibrios reversibles,
mientras que solo la formacion de los productos ocurre en un paso irreversible. Es por ello, que
las RMC conducen a un producto con mayor rendimiento y pureza en comparacion con las sintesis

lineales. [7°]

Las RMC son consideradas una estrategia superior de sintesis debido a que economizan
tiempo, esfuerzo y reactivos. Son flexibles, atbmicamente econdémicas, eficientes, selectivas y
ecoldgicas. %72 Las RMC han sido utilizadas sobre todo para disefiar nuevas rutas de sintesis
rapida de heterociclos. I3l Las RMC son una gran herramienta para generar bibliotecas de
compuestos activos biolégicamente, basadas en una estructura comun, en teoria cualquier
reactivo de la reaccion puede ser variado independientemente de los otros, lo que genera

compuestos con una diversidad proporcional al nimero y disponibilidad de los reactivos. [6°70

Algunos ejemplos de reacciones multicomponentes son: la reaccidon de Hantzsch "4 (4
componentes) que condensa un aldehido, dos B-cetoésteres y amoniaco para la sintesis de
piridinas; la reaccion de Biginelli ’® (3 componentes) que condensa un aldehido, un B-cetoéster y
urea para la obtencion de dihidropirimidonas; la reacciéon de Mannich [l (3 componentes) que
condensa un aldehido no enolizable, una amina y un carbonilo enolizable para compuestos
aminometilados y la reaccion de Ugi-Domling ['l de 7 componentes, que combina la reaccion de
Asinger (3 componentes) con la reaccion de Ugi (4 componentes) para formar tioheterociclos
(Esq. 1).
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Esquema 1. Ejemplos de Reacciones multicomponentes.

La construccion de benzoacridinas ha sido posible por medio de una RMC condensando
dicetonas ciclicas, naftilaminas y un aldehido. ['8-8% Mas especificamente, para la sintesis de los
derivados 7-aril-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-onas se reporta la
condensacion de 5,5-dimetilciclohexano-1,3-diona, 1-naftilamina y un aldehido en etanol o
benceno calentando a reflujo (Esq. 2). 81 Esta reaccion se ha optimizado al agregar catalizadores

como L-prolina ["1 o bien utilizando irradiacién con microondas. (2
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Zang [ y sus colaboradores reportaron la sintesis de estos compuestos, utilizando como
catalizador cloruro de estafio dihidratado bajo irradiacion de ondas ultrasénicas a temperatura

ambiente, obteniendo muy buenos rendimientos y los menores tiempos de reaccion.

CHO NH;
0
+ + —_—
1 2 ¢
3
R= H, 2-MeO, 4-MeO, 2-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 4-NO,, 4-Br,
2-OH, 4-OH, 3-MeO-2-OH, 3-MeO-4-OH

Esquema 2. Sintesis de 7-aril-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-onas

2.6.2 Reacciones de aromatizacion en heterociclos

Las tetrahidrobenzo[c]acridinonas obtenidas (4) presentan la reactividad caracteristica de
compuestos similares como las 1,4-dihidropiridinas. Este tipo de compuestos son susceptibles a
la aromatizacion llevando a cabo una oxidacion en el heterociclo, para formar

dihidrobenzo[c]acridinonas y obtener un sistema poliaromético.

Las reacciones de aromatizacién para derivados de 1,4-dihidropiridinas se han llevado a
cabo bajo diferentes metodologias y variados agentes oxidantes (Esq. 3). Tales como perclorato
férrico y acido acético 84, oxigeno molecular en presencia de carbén activado 8%, utilizando
diéxido de magnesio y microondas a 100°C [ con peroxomonosulfato de potasio (oxone) y
catalizadores Mn(lll)-salofen 87, utilizando peréxido de hidrégeno, urea y anhidrido maléico [©8],
con Si02/P20s y SeO2> como agente oxidante a 40°C 189 y nitrato de guanidinio con silica sulfdrica

acida. 9
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Esquema 3. Oxidacion de 1,4-dihidropiridinas

Especificamente para este tipo de compuestos (4) Cortés By sus colaboradores reportan
la reaccion de oxidacién de 4 para obtener 7-aril-10,11-dihidro-10,10-dimetil-benzo|[c]acridin-
8(9H)-onas (5), utilizando acido acético y anhidrido crémico en agitacion a temperatura ambiente
(Esq. 4). Guzak ®%'y su grupo reportan la oxidacién de benzofenantrolinas que son sistemas
similares a las benzoacridinonas, con nitrito de sodio y acido acético en agitacion a temperatura

ambiente.

CrO4/AcOH
ﬁ

40min.

R=H, 2-MeO, 4-MeO, 2-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 4-NO,, 4-Br.

Esquema 4. Oxidaciéon para obtener los compuestos 7-aril-10,11-dihidro-10,10-dimetil-

benzo[c]acridin-8(9H)-onas.

Esta reaccion de aromatizacion en los compuestos estudiados puede ser relevante para
incrementar su actividad como farmacos anticancerigenos. Se ha observado que los sistemas
poliaromaticos al tener una mayor densidad electrénica y menor flexibilidad interaccionan mejor

intercalandose al ADN. 2]
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2.6.3 Reacomodo ciclohexanodiona-fenol

Continuando con la busqueda de compuestos completamente aromaticos se propone aromatizar
el ultimo anillo alquilico, para lo cual es de gran utilidad el reacomodo de las ciclohexanodionas
para obtener fenoles.

Al tratar las ciclohexanodionas con anhidrido acético y acido (usualmente &cido sulfdrico o
p-toluensulfénico) se obtienen los acetatos de fenol correspondientes a través de una migracion
[1,2], seguido de una hidrdlisis basica o acida se obtienen los fenoles (Esq. 5). El grupo que migra
puede ser metilo, fenilo, ciclopentilo o ciclohexilo. Esta migracion ocurre aun cuando las dienonas
estan fusionadas a un anillo de benceno. 2 La fuerza motriz de esta reaccion es la construccion
de un anillo aromatico en el producto. [ Dado que esta reaccion ocurre via un estado de
transicion con un carbocatién, la regioselectividad esta controlada principalmente por factores
electrénicos y no por los factores estéricos. ElI producto que se obtiene depende
mecanisticamente de la estabilidad en el carbocation final, por lo que se puede predecir el
resultado evaluando la estabilidad relativa de los carbocationes que se forman en el reacomodo.®4

OH
0 O R OH OH
H* or hv . H*, R, R R
R
R” R R R
Esquema 5. Reacomodo dienona-fenol.

De manera similar a las dienonas, las ciclohexanodionas pueden ser aromatizadas para
obtener dihidroxibencenos. En el caso de la 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona a través de una
migracion [1,2] de metilo se puede obtener el producto 4,5-dimetil-1,3-dihidroxibenceno (10), esta
reaccion se puede llevar a cabo en anhidrido acético, atmésfera inerte y acido sulfurico a reflujo,
seguido de una hidrdlisis.’®>%] Métodos mas recientes reportan la obtencion del 4,5-
dimetilresorcinol (10) utilizando &cido sulfarico y anhidrido trifluoroacético (TFAA) a reflujo %, o

bien yodo y trimetilortoformiato (TMOF) en agitacion a temperatura ambiente (Esq. 6).11%0
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Esquema 6. Aromatizacién de 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona.

2.6.4 Sintesis de lactamas

Otra estrategia para funcionalizar un compuesto e incrementar los grupos farmacoéforos, es por
medio de una expansion en los anillos que adicione nuevos grupos funcionales. En el caso de los
compuestos 4 esto es posible mediante la formacién de una lactama en el anillo alquilico, esto
permitiria la formacién de nuevas interacciones con blancos biolégicos como la CDK’s. Para llevar
a cabo la formacién de lactamas a partir de una ciclohexanona, la reaccion de Schmidt Uy |a

transposicion de Beckmann 192 son los protocolos mas comunes y favorables.

La reaccién de Schmidt involucra al acido hidrazéico o bien una azida alquilica que
reacciona con un electréfilo. Este electréfilo puede ser un acido carboxilico para obtener aminas,
un aldehido para obtener nitrilos y formamidas o bien una cetona para obtener amidas. Todas
estas reacciones parten de una adicion nucleofilica de la azida al electréfilo en cuestion.
Normalmente es catalizada en medio acido, dénde se forman los iones syn- y anti-iminodiazonio,
seguido de un reacomodo dénde ocurre la migracion del sustituyente anti-, todo esto promovido
por la pérdida favorable de nitrégeno. 1% En el caso de la reaccion de Schmidt para cetonas, con
acido hidrazoico el mecanismo involucra un paso intermediario donde ocurre una deshidratacion.
El resultado final del proceso en todos los casos es la insercion de un NH entre un carbonilo y un
grupo R. [1%4 Con esta reaccion se logra el corte de un enlace carbono-carbono y la formacion de
un enlace carbono-nitrégeno (Esq. 7).
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Esquema 7. Reaccion de Schmidt para cetonas.

Las ventajas de este método con respecto a otros es que la transformacion ocurre en un solo
paso. Sin embargo, las condiciones son mas drasticas ya que se requieren fuertes acidos de
Lewis o fuertes acidos préticos. Cuando se utiliza un medio &cido no es posible aislar el isocianato.
En algunos casos se presenta la reaccién secundaria de formacion del nitrilo, entre otras

reacciones que pueden ocurrir con moléculas labiles en acido. 1%

Se ha observado que en cetonas asimétricas es posible obtener la mezcla de isémeros, aunque
en cetonas alquilicas y arilicas, el grupo arilo es el que generalmente migra frente al nitrégeno,
excepto cuando el grupo alquilo es voluminoso. Cuando esta reaccion se lleva a cabo en cetonas
ciclicas es posible obtener la lactama. (9] Esta reaccion se ha llevado a cabo en presencia de
manera clasica con azida de sodio y &cido sulfurico, con acido polifosférico 1%y con TiCls. [103]
Otra variacién utiliza p-toluensulfonato de piridinio, con trimetilsilil azida para formar el silil enol

éter de la cetona ciclica y con luz UV fotoliza el producto para obtener la lactama. [1°7]

Con la transposicion de Beckmann [102 es posible obtener amidas a partir de una cetona,
cuando ésta es una cetona ciclica se obtiene una lactama de manera similar a la reaccion de
Schmidt. En primer lugar, debe construirse una oxima, para ello se utiliza hidroxilamina en
presencia de una base. Posteriormente la oxima es tratada con un acido de Lewis, un acido

prético o anhidridos de &cido y a través de un reacomodo se obtiene una amida (Esq.8).
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Para realizar esta reaccion se han utilizado diferentes reactivos como PCls, acido sulfurico, acido
formico, SOCIy, silica gel, POCIs, BiCls y acido polifosforico entre otros. En el caso de las cetonas
ciclicas es posible convertirlas en lactamas en un solo paso utilizando NH20OHSO20H vy &cido
férmico. Al igual que en la reaccién de Schmidt para las cetonas alquilicas y arilicas, es

generalmente el grupo arilo el que migra. 1199

HO @
\ H,0. ) _ _
N \ N
| H* N ® /
C — || ) — > R C=—=N R —= C@:N H,O
R PN / 0
R R'
R
R /R' R R’ O
C—/—N — > \C:N/@ Tautomerismo )L R’
@/ Transferencia / \ —_— R N/
H,O de Proton HO ’ - |

H

Esquema 8. Transposicion de Beckmann

Ambas reacciones han sido utilizadas para la construccién de compuestos similares a 4 y
5, como lo son las pirroloazepinonas y las benzoazepinonas. Para llevar a cabo esta sintesis se
ha utilizado la reaccion de Schmidt con trimetilsilil azida en acido trifluoroacéticol’8l y TMSNs en

FeClI3. 1% También se ha utilizado la transposicion de Beckmann con NH2OH y acido clorhidrico

seguido de acetato de sodio y acido polifosférico. [110]
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3. Definicion del proyecto

3.1 Objetivo general

Proponer una serie de nuevos compuestos a partir de la funcionalizacion de la molécula 7-
(R-fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4) y encontrar a través de
su estudio teodrico de docking, aquellos compuestos que presenten una mayor posibilidad de ser
farmacos anticancerigenos inhibiendo la enzima topoisomerasa Il, la enzima CDK-1 e
intercalandose en el ADN. Posteriormente explorar la sintesis de aquellos compuestos que

resulten mas prometedores.

3.2 Objetivos Particulares

1) Utilizar dos programas (MOE y FITTED) para realizar el docking con los compuestos
propuestos y medir su interaccion con hebras de ADN, con la enzima topoisomerasa Il y la
enzima CDK-1, con el fin de comparar los resultados en ambos programas y predecir con

mayor precision los compuestos con mayor actividad bioldgica.

2) Desarrollar una metodologia optimizada de sintesis para obtener los compuestos 7-(R-
fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4) y 7-(R-fenil)-10,10-
dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (5).

R= H, 2-Cl, 4-Cl, 2-OCH3;, 4-OCH3;, 2-NO,, 4-NO,, 2-OH, 4-OH, 2-OH(3-OCH3), 4-OH(3-OCH3).
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3) Explorar la reaccién de aromatizaciébn de cetonas ciclicas para obtener los nuevos
compuestos 7-(R-fenil)-9,10-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol (6), 7-(R-fenil)-10,11-
dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol (7), 7-(R-fenil)-9,10-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (8) y
7-(R-fenil)-10,11-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (9).

R=H, 2-Cl, 4-Cl, 2-OCH3, 4-OCH3;, 2-NO,, 4-NO,, 2-OH, 4-OH, 2-OH(3-OCH5), 4-OH(3-OCH,).

4) Explorar la reaccion Schmidt para llevar a cabo la construccion de lactamas y asi obtener
los nuevos compuestos 7-R-fenil-11,11-dimetil-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-azepino[4,3-
b]benzo[h]quinolin-8-ona  (10), 7-(R-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-
azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona (11), 7-R-fenil-11,11-dimetil-9,10,11,12-tetrahidro-
8H-azepino[4,3-b]benzo[h]quinolin-8-ona  (12) y 7-R-fenil-11,11-dimetil-8,10,11,12-
tetrahidro-9H-azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona (13).
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R=H, 2-Cl, 4-Cl, 2-OCH;, 4-OCH3, 2-NO,, 4-NO,, 2-OH, 4-OH, 2-OH(3-OCH3;), 4-OH(3-OCH,).

3.3 Hipotesis

1) Los compuestos 4 y 5 tienen en su estructura una cetona ciclica que puede aromatizarse
para formar los productos 6, 7, 8 y 9. Un sistema coplanar extendido de anillos aromaticos
unidos mejorard las interacciones con el ADN y por ende la actividad anticancerigena en
estos compuestos.

2) Los compuestos 4y 5 tienen en su estructura un anillo de 6 miembros que puede expandirse
para formar una lactama y dar lugar a los compuestos 10, 11, 12 y 13. Un sistema extendido
de heterociclos unidos con grupos funcionales biol6égicamente activos en otros blancos
biolégicos como las azepinonas, incrementara la actividad anticancerigena en estos

compuestos.

3.4 Estrategia sintética

La estrategia planteada para desarrollar este estudio fue dividida en 3 partes:

1. La funcionalizacién del compuesto inicial 4.
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2. El estudio de docking de los compuestos propuestos y la seleccion de aquellos con
mayor posibilidad de actividad anticancerigena.
3. La exploracion de las sintesis de los compuestos seleccionados.
Parte 1.

Se selecciond un compuesto inicial que cumpliera con las caracteristicas necesarias para
presentar actividad biologica. Esto quiere decir, que en su estructura estuvieran presentes
grupos funcionales clave para las interacciones con enzimas y con el ADN. También se
consideré que fuera una molécula de facil obtencion sintética y que fuera posible incrementar
su actividad biolégica al agregar nuevos grupos funcionales en su estructura. El compuesto 4
fue seleccionado como compuesto inicial. Este compuesto tiene un esqueleto de anillos
alquilicos y aromaticos, tiene en su estructura una parte alquilica, y los grupos funcionales
cetona y N-H del heterociclo. Ademas de un sustituyente fenilo que sale del esqueleto principal.
Los anillos aromaticos en el esqueleto son importantes para intercalarse en el ADN, los
sustituyentes laterales son importantes para la interaccibon con enzimas como las

topoisomerasas y los grupos funcionales para interaccionar con otros blancos bioldgicos.

Partiendo de este compuesto se propusieron 3 modificaciones en su estructura que
pudieran incrementar su actividad como farmaco anticancerigeno. La primera consiste en
agregar grupos funcionales en el anillo sustituyente, de manera que pueda formar otro tipo de
interacciones mas alla de la parte central del esqueleto. La segunda consiste en aumentar la
aromaticidad y planaridad del compuesto, aumentando el nimero de anillos aromaticos en el
esqueleto de la molécula. Y la dltima consiste en utilizar el grupo cetona para dar lugar grupos
funcionales méas reactivos como alcoholes, aminas o amidas que incrementen las
interacciones con el ADN o bien con otro tipo de enzimas como la CDK’s. Se propusieron 9

compuestos. (Esq. 9)

Parte 2.
Consiste en la seleccion de los compuestos con mayor posibilidad de actividad
anticancerigena a partir de las energias de unién y poses del ligante calculadas en los
receptores elegidos durante el estudio de docking. Los receptores elegidos fueron ADN, la

enzima topoisomerasa Il y la enzima CDK-1.
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R= H, 2-Cl, 4-Cl, 2-OCHj,
4-OCH;, 2-NH, 4-NH, 2-
NO,, 4-NO,, 2-OH, 4-OH,
2-OH(3-OCHy),
4-OH(3-OCHj).

Esq.9 Funcionalizacién del compuesto 4 a partir de anillos aromaticos y grupos funcionales
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Parte 3.

Se presentan las rutas sintéticas propuestas para obtener todos los compuestos, aunque la

exploracion sintética estara enfocada a aquellos compuestos que resultaron mas prometedores

en el analisis de docking.

Esq. 10 Ruta de sintesis lineal propuesta para la construccion de los compuestos 8y 9.

N ‘
oy, L
0 - > OH OH
e Z 3 /_lR
N ~ %
6 7

Esq. 11 Ruta de sintesis lineal propuesta para la construccion de los compuestos 6y 7.

Partiendo de la materia prima 4 se puede obtener el compuesto 5 con una oxidacion que aromatice
el heterociclo central. A continuacion, con una transposicion [1,2] de metilo se propone obtener
los isémeros 8 y 9 (Esq.10). Debido a que hay dos posiciones hacia las cuales puede ocurrir la
migracion del metilo, se deben estudiar si hay condiciones que nos permitan favorecer el
regiocontrol. Se propone que a partir del compuesto 4, si se realiza la transposicion directamente,
se obtengan los isébmeros 6 y 7 (Esq. 11). Para estudiar las condiciones en que se lleva a cabo
esta transposicion se pueden estudiar los intermediarios presentes en la reaccion de

aromatizacion de la 5,5-dimetilciclohexano-1,3-diona (Esq.6).
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0 OH
Esqg. 6 Aromatizacion de 5,5-dimetilciclohexano-1,3-diona.

Nuevamente partiendo de la materia prima 4 se puede obtener el compuesto 5 con una oxidacion
que aromatice el heterociclo central. A continuacion, con una reaccion de Schmidt se propone
expandir el anillo de la ciclohexanona para formar una lactama y obtener los isémeros 12 y 13. La
reaccion de Schmidt puede dar como resultado dos productos en diferentes proporciones por lo
gue es importante estudiar si hay condiciones que nos permitan favorecer el regiocontrol. Se

propone que a partir del compuesto 4, si se realiza la expansion directamente, se obtengan los

isdbmeros 10y 11 (Esqg. 13).

Esq. 13 Ruta de sintesis lineal propuesta para la construccion de los compuestos 10y 11.
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4. Resultados y discusion

4.1 Resultados del estudio de Docking

Utilizando el programa Molecular FORECASTER 2014 y el programa Molecular Operating
Environment (MOE) 2015.1001 se realiz6 el docking de los compuestos 4-13 con sus diferentes
sustituyentes (H, OCHs, OH, CI, NH, Br, NOz, (OH)(3-OCHz3)) (Esq.1). Se analiz6 cuales de estos
140 compuestos presentan una mayor afinidad al ADN, actuando como intercalantes, cuales de
ellos presentan interacciones con la enzima topoisomerasa Il y cuales de ellos podrian ser
inhibidores de la enzima CDK-1. Para ello se utilizaron los archivos PDB 1D37, correspondiente
a media hebra de ADN con un farmaco intercalante, el PDB 4G0U, correspondiente al complejo
de la enzima humana topoisomerasa Il con ADN y con el inhibidor amsacrina y el PDB 5HQO

correspondiente al complejo de la enzima humana CDK1-ciclina B con un inhibidor.

Primeramente, se realizé el autodocking con el ligante especifico de cada estructura cristalina
estudiada en cada uno de los programas. El resultado obtenido se determiné como el 100% de
afinidad y contra este valor fueron comparados los scores de los compuestos analizados.
Posteriormente se analizaron las interacciones entre el receptor y cada uno de los ligantes
utilizando el visualizador Discovery Studio 4.5. A continuacion, se presentan los compuestos con
mejores resultados de score para cada familia en cada una de las estructuras cristalinas
analizadas, asi como el analisis de las interacciones presentes en los sitios activos. Se explicaran

los resultados para cada receptor con el programa que ofrecié mas informacion para cada caso.
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11: 2-OH-3-OCH,
12: 4-OH-3-OCH,
13: 2-NH
14: 4-NH

Esquema 14. Estructuras en las cuales se realiz6 el docking.
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1D37: Media hebra de ADN con un farmaco intercalante

En la Tabla 1 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 1D37 utilizando el programa Molecular
Forecaster. Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la hebra
de ADN.

De manera general se identificaron los sustituyentes que mejoran la afinidad de los compuestos
al ADN. Especificamente los grupos funcionales NO2, OH, OCHz y NHz2, es decir, aquellos grupos
gue pueden formar interacciones por puente de hidrégeno. Por el contrario, valores bajos de
afinidad se obtienen cuando no hay ningun sustituyente presente o cuando estos no pueden
formar puentes de hidrégeno como es el caso de Cly Br. Es también importante mencionar que
con los sustituyentes en posicién 2 se obtienen valores mayores de afinidad ya que los grupos
gue pueden formar puentes de hidrégeno se encuentran lo suficientemente cerca de las bases

nitrogenadas.

Se observo que los compuestos con el anillo heterociclico aromatizado (5, 8, 9) tienen una mejor
afinidad al ADN. Sin embargo, para el caso de las azepinonas (12,13) esto no se cumple. Los
compuestos derivados de 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (5) y de
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7-(R-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona (11)

son los que presentan mayor afinidad y una menor energia de union a la hebra de ADN.

Tabla 1. Resultados de docking en Molecular Forecaster para el PDB 1D37, resaltado en

color naranja los valores mayores de % afinidad y score.

Compuesto Score %Afinidad | Compuesto Score %Afinidad
Autodock -23.091 100.00
4.11 (2-OH)(3-OCHs) | -15.975 69.18 | 5.6 (2-NO) -17.23 74.62
4.6 (2-NO2) -15.479 67.03 | 5.9 (2-OH) -15.984 69.22
4.7 (4-NO») -15.239 66.00 | 5.2 (2-OCHa) -15.705 68.01
6.10 (4-OH) -15.395 66.67 | 8.6 (2-NO2) -17.094 74.03
6.3 (4-OCH3) -15.299 66.26 | 8.11 (2-OH)(3-OCH3) | -14.968 64.82
6.11 (2-OH)(3-OCHs) | -14.619 63.31 | 8.2 (2-OCH3) -14.925 64.64
7.14 (4-NH>) -14.45 62.58 | 9.6 (2-NO2) -15.952 69.08
7.6 (2-NO2) -13.443 58.22 | 9.7 (4-NO2) -14.381 62.28
7.3 (4-OCH3) -12.967 56.16 | 9.11 (2-OH)(3-OCH3) | -14.332 62.07
10.2 (2-OCH3) -15.667 67.85 | 12.11 (2-OH)(3-OCH3) | -15.64 67.73
10.7 (4-NO) -14.065 60.91 | 12.2 (2-OCHs) -15.484 67.06
10.14 (4-NH>) -14.006 60.66 | 12.9 (2-OH) -13.516 58.53
11.9 (2-OH) -18.754 81.22 | 13.11 (2-OH)(3-OCH3) | -15.838 68.59
11.6 (2-NO2) -16.924 73.29 | 13.2 (2-OCHs) -14.681 63.58
11.12 (4-OH)(3-OCHgs) | -14.961 64.79 | 13.13 (2-NH>) -14.191 61.46

A continuacion, se presenta el andlisis detallado de los sitios activos y las interacciones del

receptor 1D37 con los 10 compuestos con sustituyente 2-NOa.
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Compuesto 4.6 7-(2-NO2-fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

Este compuesto solamente presenta interacciones -1 (morado) entre los 2 anillos aromaticos
del ligante y los anillos aromaticos de la guanina y la citosina, teniendo distancias entre 3.75 —

5.17 A. Se observa al grupo NO2 interaccionando con una molécula de H20 cercana al sitio

activo.

Compuesto 5.6 7-(2-NO»-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

Este es el segundo compuesto que presenté una mejor afinidad en la hebra de ADN, presenta
interacciones -1 (Mmorado) entre los 3 anillos aromaticos del ligante y los anillos aromaticos de
la guanina y la citosina, teniendo distancias entre 3.75 — 5.00 A. Presenta también interacciones

m-alquilo (lila) entre los metilos y metilenos del ciclo no aromatico del ligante y los anillos
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aromaticos de los nucleétidos, teniendo distancias entre 4.09- 5.42A. A diferencia del compuesto
anterior, en éste se observé una fuerte contribucion de las interacciones de puente de hidrogeno
NO-HN (verde) de 2.91 Ay 2.98 A entre la guanina y el grupo NO2 del ligante, estas son posibles
gracias al angulo de 180° del anillo sustituyente que acerca el grupo NO2 a la guanina permitiendo

esta interaccion.

Compuesto 6.6 7-(2-NO2-fenil)-9,10-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol

ZT

OH NO>

En este compuesto se observan las interacciones 11-1 (morado) de 3 anillos aromaticos de a 3.78-
5.34 A con la guanina y citosina. Sin embargo, la parte central del anillo heterociclico solo presenta
interacciones Tr-alquilicas (lila) de 3.63-4.46 A, a pesar de tener un grupo NH capaz de formar
interacciones por puente de hidrégeno, estas no se presentan. A diferencia de los compuestos 4,
gue tampoco tienen el anillo heterociclico aromatico, en estos compuestos si se observa que el
grupo NO2 forma un puente de hidrogeno (verde) de 3 A, ya que el anillo lateral aromaético fija la
posicién y el angulo del sustituyente R-fenil suficientemente cerca para que se lleve a cabo la
interaccion. Sin embargo, solamente se forma 1 puente de hidrégeno, lo cual explicaria porque

los compuestos 5 presentan una mejor afinidad con el ADN que los compuestos 6.
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Compuesto 7.6 7-(2-NO2-fenil)-10,11-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol

En este compuesto se observa que la parte central del anillo heterociclico presenta interacciones
mr-alquilicas (lila) de 3.63-4.46 A, el grupo NH no presenta ninguna interaccion. Se observa al igual
que en los compuestos 5, la formacion de dos puentes de hidrégeno de 2.9y 2.94 A con el grupo
NO:2 y la guanina. También estan presentes las interacciones 11-11 (morado) de 3 anillos aromaticos
de 4.02-5.69 A con la guanina y citosina, éstas tienen una distancia mayor que las que presentan
los compuestos 5 y 6, debido a que el espacio ocupado por el metilo en posicion 11 aleja al
intercalante del sitio activo. Este desplazamiento del intercalante, junto con la perdida de la
interacciéon -1 mas corta en el heterociclo explicaria que el compuesto 5 tuviera una mejor

afinidad al ADN.

Compuesto 8.6 9,10-dimetil-7-(2-NO2-fenil)- benzo[c]acridin-8-ol
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Este es el compuesto que tuvo la tercera mejor afinidad en la hebra de ADN, presenta
interacciones -1 (morado) entre los 4 anillos aromaticos del ligante y los anillos aromaticos de
la guanina y la citosina, teniendo distancias entre 3.68 — 4.98 A. No presenta ninguna interaccion
m -alquilo, esto debido a que los metilos se encuentran coplanares a los anillos aroméaticos y
guedan muy alejados de los pares de bases. Se observé una fuerte contribucién de las
interacciones de puente de hidrégeno NO-HN (verde) de 3.02 Ay 3.09 A entre la guanina y el
grupo NO: del ligante. Se esperaria que este compuesto al tener mas interacciones 1-1 tuviera
una mejor afinidad por el ADN, sin embargo, se observa que justamente es por la presencia de
estas interacciones a lo largo de toda la molécula, que el anillo sustituyente y el grupo NO:2 se
desplazan del centro de la guanina, lo que lleva a interacciones de puente de hidrégeno mas
alejadas. Esto en cambio no ocurre en los compuestos 5, donde la primera interaccion 1T-11 se da
en el heterociclo que es colocado justo en el centro de la guanina, por lo que se acorta la distancia

de las interacciones por puente de hidrégeno.

Compuesto 9.6 10,11-dimetil-7-(2-NO2-fenil)- benzo[c]acridin-8-ol

OH NO,

Este compuesto presenta interacciones 1-1 (morado) entre los 4 anillos aromaticos del ligante y
los anillos aromaticos de la guanina y la citosina, teniendo distancias entre 3.88 —5.37 A, de nuevo
se observa que estas interacciones estan mas separadas por la presencia del metilo en posicién
11. De hecho, este metilo se encuentra suficientemente cerca de las bases nitrogenadas de
manera que presenta también interacciones -alquilo, aun cuando los metilos se encuentran

coplanares a los anillos aromaticos, los &tomos se encuentran separados entre 3.86 y 4.79 A. Se
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observé de forma similar al compuesto 5 una fuerte contribucion de las interacciones por puente
de hidrogeno (verde) de 3.00, 3.24 y 2.95 A entre la guanina y el grupo NO2del ligante, pero estas
interacciones se encuentran mas distanciadas por la posicién del metilo, lo que explica que el

compuesto 5 presente una mejor afinidad.

Compuesto 10.6  11,11-dimetil-7-(2-NO2-fenil)-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-azepino[4,3-
b]benzo[h]quinolin-8-ona

Como se puede observar, este tipo de compuestos no se intercala en el ADN, la molécula se
coloca de forma lateral presentando interacciones 11- alquilicas y de puente de hidrégeno. Es
posible que al solamente contar con dos anillos aromaticos estos no ofrezcan suficientes
interacciones 11- 1 para colocar a la molécula entre los pares de bases. Si bien hubo compuestos
de esta familia que si se intercalaron, la mayoria encontr0 una mejor energia al colocarse
lateralmente. Un comportamiento similar se observa en algunos compuestos 4, lo cual coincide

con que sean compuestos con pocos anillos aromaticos.
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Compuesto 11.6  7-(2-NO»>-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-azepino|[3,2-

b]benzo[h]quinolin-9-ona

En este compuesto se observan solamente dos interacciones -1 (morado)de 3.88 y 3.94A y dos
interacciones de puente de hidrogeno (verde) de 2.94A. Este tipo de compuestos, como por
ejemplo el 11.9, también presenta enlaces de puente de hidrégeno muy cortos (2.1 A) con la
citosina inferior y el NH del heterociclo central, asi como interacciones con el H20 en la parte del
anillo de la lactama. Esta familia de compuestos presento las mejores afinidades al ADN, si bien
esto puede deberse a la afinidad que presenta con las aguas presentes en el sitio activo y no tanto
por sus interacciones con el ADN. Esto puede ser benéfico para aumentar la solubilidad del
producto en medio acuoso y que el transporte en la célula sea mas eficiente, pero no tan favorable

para permanecer en el sitio activo.
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Compuesto 12.6 11,11-dimetil-7(2-NO2-fenil)-9,10,11,12-tetrahidro-8H-azepino[4,3-

b]benzo[h]quinolin-8-ona

En este compuesto se observan las interacciones 11-11 de los tres anillos arométicos con las bases
nitrogenadas de 3.68-4.83 A. Se observa también un puente de hidrégeno con el grupo NO2 de
3.37 A. Hay también la participacion de las interacciones mr-alquilicas entre los metilos y las bases
nitrogenadas de 4.93-5.05 A. El anillo de la lactama presenta interacciones con el H-O(azul). Los
compuestos de esta familia se colocan al revés de los anteriores, dejando en la abertura mayor el
anillo de la lactama, lo cual se refleja en las distancias mayores de las interacciones importantes

como el puente de hidrégeno, esto explicaria porque obtienen bajas afinidades con el ADN.
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Compuesto 13.6 11,11-dimetil-7-(2-NO2-fenil)-8,10,11,12-tetrahidro-9H-azepino[3,2-b]

benzo[h]quinolin-9-ona

Los compuestos 12 y 13 tienen afinidades muy similares. En estos compuestos se observan las
interacciones 11-17 de los 3 anillos aromaticos con las bases nitrogenadas de 3.67-4.94 A. Hay dos
puentes de hidrogeno con el grupo NO2 de 2.98 y 3.03 A. Hay también interacciones Tr-alquilicas
entre los metilos y las bases nitrogenadas de 4.60-4.73 A. Al igual que los compuestos 12, los
compuestos de esta familia se colocan al revés, dejando en la abertura mayor el anillo de la
lactama, lo cual se refleja en las distancias mayores de las interacciones importantes como el

puente de hidrégeno.

Compuesto 5.7 7-(4-NO2-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

2N
S
7
XN

pd
o
N

Es importante resaltar que cuando el sustituyente se encuentra en la posicion 4, no es posible que

interaccione con las bases nitrogenadas para formar puentes de hidrogeno.
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Compuesto 5.9 7-(2-OH-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

OH

Es también importante mencionar que dependiendo el sustituyente seran los puentes de
hidrogeno que se formen. En el caso de los sustituyentes NO2 y OCHs, forman 1 o 2 puentes de
hidrogeno con los NH de la guanina. En cambio, los sustituyentes OH, NH2 y 2-OH(3-OCHzs)
forman puentes de hidrogeno con el N o el C=0 de la citosina.

En la Tabla 2 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 1D37 utilizando el programa MOE.
Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la hebra de ADN.

Los valores de score obtenidos en diferentes programas no son comparables debido a que cada
programa utiliza diferentes algoritmos y métodos para calcularlos. En cuanto a las poses de los
ligantes en el sitio activo, no hay mucha similitud entre los dos programas. Por otro lado, los
resultados de afinidad si lo son y tanto en MOE como en el programa Forecaster coinciden que
las mejores afinidades se obtienen con los compuestos derivados de 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-
10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (5).

En ambos programas también coincide que los compuestos con pocos anillos arométicos como
los compuestos 4, 7 y 10 se coloquen no entre los pares de bases, sino a lo largo de la cadena
de ADN. Esto nos ofrece gran informacidn con respecto a cuales deben ser las caracteristicas de
un farmaco intercalante, con solamente dos anillos unidos y aun cuando sean 3 anillos, pero estos

no se encuentren unidos entre si, es probable que no se intercalen en el ADN correctamente.
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Tabla 2. Resultados de docking en MOE para el PDB 1D37, resaltado en color naranja los

valores mayores de % afinidad y score.

Compuesto

Score %Afinidad | Compuesto Score %Afinidad

Autodock -8.016 | 100

4.12 (4-OH)(3-OCHs3) | -6.975 87.02 | 5.12 (4-OH)(3-OCHs) | -7.281 90.82
4.3 (4-OCHp3) -6.823 85.12 | 5.3 (4-OCHza) -7.008 87.42
4.4 (2-Cl) -6.730 83.96 | 5.14 (4-NH>) -6.9754 87.01
6.11 (2-OH)(3-OCHs) | -6.699 83.57 | 8.12 (4-OH)(3-OCHp3) -6.702 83.61
6.4 (2-Cl) -6.502 81.11 | 8.6 (2-NOy) -6.664 83.13
6.7 (4-NO2) -6.492 80.98 | 8.3 (4-OCHpg) -6.628 82.68
7.9 (2-OH) -6.512 81.23 | 9.6 (2-NOy) -6.798 84.81
7.10 (4-OH) -6.458 80.55 | 9.2 (2-OCHa) -6.765 84.38
7.12 (4-OH)(3-OCHs) | -6.437 80.30 | 9.3 (4-OCHs) -6.601 82.34
10.12 (4-OH)(3-OCHzs) | -6.884 85.87 | 12.12 (4-OH)(3-OCHs) | -6.839 85.31
10.3 (4-OCHj) -6.877 85.78 | 12.11 (2-OH)(3-OCHs) | -6.836 85.28
10.11 (2-OH)(3-OCH3) | -6.875 85.76 | 12.4 (2-Cl) -6.465 80.65
11.12 (4-OH)(3-OCHs) | -7.039 87.81 | 13.6 (2-NO3) -6.998 87.30
11.13 (2-NH2) -6.971 86.96 | 13.10 (4-OH) -6.583 82.12
11.11 (2-OH)(3-OCHjs) | -6.760 84.33 | 13.13 (2-NH>) -6.494 81.01

Se observa en ambos programas que la afinidad mejora en los compuestos oxidados 5, 8, 9, pero
no es igual para el caso de las azepinonas 12 y 13 que tienen mejor afinidad al no estar oxidadas.
Igualmente, en los dos programas se observa que los compuestos 10 no se intercalan
correctamente y en el caso de los compuestos 11 la afinidad mejora por el puente de hidrégeno

alrededor de 2-2.5 A, que forma el NH del heterociclo central con la citosina inferior.
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Finalmente, en ambos programas se observé que la afinidad mejora considerablemente con los
grupos funcionales NO2, OH, OCHs y NH, aquellos grupos que pueden formar interacciones por

puente de hidrégeno ya sea con la citosina o guanina.

4G0OU: complejo de la enzima humana topoisomerasa Il con ADN y con el inhibidor

amsacrina

En la estructura cristalina con el ligante amsacrina se observan en el sitio activo solamente
interacciones -1 (morado) con el ADN. Con la topoisomerasa Il el ligante forma puentes de
hidrogeno (verde) con el residuo glutamato 522 y arginina 503, presenta interacciones alquilicas

(lila, blanco) con la lisisna 505, la glicina 504 y la arginina 503.

En la Tabla 3 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 4GOU utilizando el programa MOE.
Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la hebra de ADN.

Nuevamente se identificdé que los grupos funcionales NO2, OH, OCHz y NH, pueden formar
interacciones por puente de hidrogeno que mejoran la afinidad de los compuestos al ADN y a la
enzima topoisomerasa Il. Contrariamente a los resultados con la estructura cristalina anterior, en
este docking se obtuvieron mejores resultados con los sustituyentes en posicion 4, esto debido a

las interacciones de puente de hidrégeno que se forman con la topoisomerasa |l.
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Tabla 3. Resultados de docking en MOE para el PDB 4G0U, resaltado en color naranja los

valores mayores de % afinidad y score.

Compuesto Score  %Afinidad | Compuesto Score %Afinidad

Autodock

-9.556 100

4.3 (4-OCHs) -9.427 98.65 | 5.12 (4-OH)(3-OCH3) | -9.314 97.47
4.12 (4-OH)(3-OCH3) | -9.334 97.67 | 5.7 (4-NOy) -9.308 97.41
4.8 (4-Br) -9.204 96.31 | 5.3 (4-OCHba) -9.132 95.56
6.12 (4-OH)(3-OCH3) | -9.755 102.08 | 8.7 (4-NO») -10.159 106.31
6.6 (2-NO2) -9.455 98.95 | 8.12 (4-OH)(3-OCHz) | -10.004 104.69
6.7 (4-NO2) -9.137 95.61 | 8.11 (2-OH)(3-OCHs) | -9.828 102.84

7.12 (4-OH)(3-OCHgs) | -9.726 101.77 | 9.12 (4-OH)(3-OCHs) -9.778 102.32

7.7 (4-NO») -9.123 95.47 | 9.7 (4-NO>) -9.776 102.30
7.6 (2-NO») -9.106 95.29 | 9.11 (2-OH)(3-OCHs) | -9.588 100.34
10.6 (2-NO2) -9.214 96.42 | 12.11 (2-OH)(3-OCHz) | -9.639 100.87
10.3 (4-OCHs) -9.145 95.69 | 12.9 (2-OH) -9.205 96.32
10.8 (4-Br) -9.130 95.54 | 12.12 (4-OH)(3-OCH3) | -9.163 95.88
11.2 (2-OCHs) -8.706 91.10 | 13.12 (4-OH)(3-OCH3) | -9.667 101.16
11.6 (2-NO2) -8.684 90.88 | 13.11 (2-OH)(3-OCH3) | -9.663 101.12
11.9 (2-OH) -8.624 90.24 | 13.7 (4-NO2) -9.579 100.24

Se observo que los compuestos con el anillo heterociclico aromatizado (8, 9, 12 y 13) tienen una
mejor afinidad al ADN. Se obtuvieron afinidades mayores al 100% en los compuestos con mayor
namero de anillos aromaticos (6, 7, 8, 9, 12 y 13). Los compuestos derivados de 7-(R-fenil)-9,10-

dimetil-benz[c]acridin-8-ol (8) y 7-(R-fenil)-10,11-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (9) son los que
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presentan mayor afinidad y una menor energia de union a la hebra de ADN y la enzima

topoisomerasa Il.

A continuacion, se presenta el analisis detallado de los sitios activos y las interacciones del

receptor 4GOU con los 10 compuestos con sustituyente 4-vainillina o (4-OH)(3-OCHg).

Compuesto 4.12 7-((4-OH)(3-OCHpg)-fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-

ona

Este compuesto presenta interacciones 1-1 (morado) solamente entre los 2 anillos aromaticos
del ligante y los anillos aromaticos de la adenina, la timina, la guanina y la citosina, teniendo
distancias entre 3.24 — 5.80 A. Se observa al grupo OH en el anillo sustituyente formando un
puente de hidrégeno (verde) con la arginina 503 de 2.86A y de igual forma al NH del heterociclo
de 2.76A. Hay interacciones alquilicas (lila) entre los metilos y la isoleucina 506 de 4.33 y 5.03A.
Se observa que solo la mitad de la molécula correspondiente a los anillos aromaticos se intercala

en el ADN, mientras que los anillos alquilicos salen para interaccionar con la enzima.
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Compuesto 5.12  7-((4-OH)(3-OCHs)-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

En este compuesto se observa que la adicion de un anillo aroméatico sitta a la molécula
completamente entre los pares de bases e incrementa la afinidad. Se observan las interacciones
-1 (morado) entre los 3 anillos aromaticos del ligante y 2 bases nitrogenadas (adenina y
guanina), teniendo distancias entre 3.05-5.94 A. Presenta también interacciones 1 -alquilo (lila)
entre los metilos y metilenos del ciclo no aromatico del ligante y las otras 2 bases en el ADN
(timina y citosina), teniendo distancias entre 3.45- 5.23A. El grupo -OCHs interacciona con la
guanina a 3.32 A, incrementando la afinidad del compuesto como intercalante. A diferencia del
compuesto anterior, este compuesto presentd interacciones con mas residuos de la enzima. Se
observaron interacciones 1r-alquilicas con la arginina 503 y C-H con la glicina 504 y la lisina 505.
Se observé solamente una interaccion de puente de hidrogeno OH-O=C (verde) de 2.65 A entre
el OH del anillo sustituyente y el glutamato 522, la pérdida de un puente de hidrogeno podria

explicar la menor afinidad de los compuestos 5 con respecto a los compuestos 4.
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Compuesto 6.12 7-((4-OH)(3-OCHa)-fenil)-9,10-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol

En este compuesto se observan las interacciones 1r-11 (morado) de 3 anillos aromaticos de 3.35-
5.40 A con las 4 bases nitrogenadas (ATCG). La parte central del anillo heterociclico y los metilos
presentan interacciones t-alquilicas (lila) de 3.46-4.70. El grupo NH del heterociclo interacciona
con un agua en el centro activo a 1.89 A. A diferencia de los compuestos 4 que tampoco tienen el
anillo heterociclico aroméatico, en estos compuestos si se observa que el compuesto se intercala
entre las 4 bases nitrogenadas y a diferencia de los compuestos 5 presenta interacciones 1-1T con
todas ellas, lo cual incrementa la afinidad. El anillo sustituyente presenta interacciones de puente
de hidrégeno (verde), en el grupo OH con la arginina 503 y con una base nitrogenada de 3.08 y
2.67 A, se forma otro puente de hidrégeno entre el OH en posicion 8 y un nucleétido de 2.04 A.

Se observaron interacciones 1-alquilicas con la arginina 503 y C-H con el glutamato 522.
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Compuesto 7.12  7-((4-OH)(3-OCHs)-fenil)-10,11-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol

OH

En este compuesto se coloca una posicion muy similar a su isobmero 6 por lo que presenta
practicamente las mismas interacciones. Se observa que la parte central del anillo heterociclico y
los metilos presentan interacciones mr-alquilicas (lila) de 3.30-4.87 A. También estan presentes las
interacciones -1 (morado) de 3 anillos aromaticos de a 3.40-5.13 A con las 4 bases nitrogenadas.
El anillo sustituyente presenta interacciones de puente de hidrogeno (verde) el grupo OH con la
arginina 503 y con una base nitrogenada de 2.90 y 2.57 A, se forma otro puente de hidrégeno
entre el OH en posicién 8 y un nucledtido de 1.93 A. Se observaron interacciones Tr-alquilicas con
la arginina 503. A diferencia de su isbmero no presentd interacciones con el glutamato 522. Se
observd también que este isomero debido al espacio ocupado por el metilo en posicion 11 aleja
al intercalante del sitio activo, lo cual se comprueba con el aumento en la interaccion con el agua
a2.03 A
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Compuesto 8.12 9,10-dimetil-7-((4-OH)(3-OCHzs)-fenil)- benzo[c]acridin-8-ol

Este es el compuesto que presentd la mejor afinidad en la hebra de ADN y la enzima
topoisomerasa superando incluso al ligante original. Presenta interacciones 1-1r (morado) entre
los 4 anillos aromaticos del ligante y las 4 bases nitrogenadas, teniendo distancias entre 3.31 —
5.95 A. Presenta interacciones 1 -alquilo (lila) entre los metilos coplanares y la timina y citosina
de 3.38-3.86 A. Se observé una fuerte contribucion de las interacciones de puente de hidrégeno
(verde) del OH en posicion 8 con las bases inferiores de 2.98 y 3.12 A, asi como con la arginina
503 de 1.97 A. En el anillo sustituyente el OH forma un puente de hidrégeno de 1.93 A con el
glutamato 522, hay una interaccién 1r-alquilica con la arginina 503 y el metilo interacciona con la
lisina 505. Presenta interacciones casi con los mismos residuos que la estructura original, ademas
de sumar las interacciones t-alquilicas y de puente de hidrégeno con el ADN que seguramente

son las que incrementan la afinidad con respecto al inhibidor amsacrina.
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Compuesto 9.12 10,11-dimetil-7-((4-OH)(3-OCHa)-fenil)- benzo[c]acridin-8-ol

OH

~

OH

Al igual que su anélogo no oxidado, este compuesto se coloca en una posicion muy similar a su
isbmero 8, presentan afinidades similares en la hebra de ADN y la enzima topoisomerasa
superando también al ligante original. Presenta interacciones 1-1m (morado) entre los 4 anillos
aromaticos del ligante y las 4 bases nitrogenadas, teniendo distancias entre 3.53 — 5.78 A.
Presenta interacciones T -alquilo (lila) entre los metilos coplanares y la timina y citosina de 3.26-
4.36 A. En el anillo sustituyente el OH forma un puente de hidrogeno de 2.28 A con el glutamato
522 y el metilo interacciona con la lisina 505. A diferencia de su isbmero presenta interacciones
de puente de hidrégeno (verde) del OH en posicion 8 solamente con la arginina 503 de 1.94 Ay
no presenta las interacciones t-alquilicas. Esto debido a la presencia del metilo en posicion 11

gue aleja al intercalante del sitio activo.
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Compuesto 10.12  11,11-dimetil-7-((4-OH)(3-OCHzs)-fenil)-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-

azepino[4,3-b]benzo[h]quinolin-8-ona

=]=Tev".

Como se puede observar, este tipo de compuestos no se intercala en el ADN, la molécula se
coloca de forma lateral presentando interacciones - alquilicas con la topoisomerasa Il. La parte
gue interacciona con el ADN es la del anillo sustituyente. Similar a los resultados obtenidos en la
otra estructura cristalina, al solamente contar con dos anillos aromaticos estos no ofrezcan
suficientes interacciones 11- 11 para colocar a la molécula entre los pares de bases. Si bien hubo
compuestos de esta familia que si se intercalaron, la mayoria encontr6 una mejor energia al

colocarse lateralmente.
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Compuesto 11.12  7-((4-OH)(3-OCHzs)-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-

azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona

Al igual que su isémero 10, este tipo de compuestos no se intercala en el ADN correctamente, la
molécula se coloca de forma lateral presentando interacciones 11- alquilicas con la topoisomerasa
Il. La parte que interacciona con el ADN es la del anillo sustituyente donde los grupos OH y OCHs
forman puentes de hidrégeno con las bases. De nuevo, la falta de anillos aromaticos no permite
la intercalacion en el ADN.

Compuesto 12.12 11,11-dimetil-7((4-OH)(3-OCHzs)-fenil)-9,10,11,12-tetrahidro-8H-

azepino[4,3-b]benzo[h]quinolin-8-ona
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En este compuesto se observan las interacciones 11-11 de los tres anillos aromaticos con
solamente 3 bases nitrogenadas de 3.57-5.66 A. El incremento en el nimero de anillos aromaticos
hace que el compuesto se intercale en el ADN. El anillo de la lactama presenta interacciones Tr-
alquilicas de 3.14-4.24 A. El anillo de la lactama presenta interacciones de puente de hidrégeno
(verdes) con la arginina 503 de 2.65 Ay el OH en el grupo sustituyente con el glutamato 522 de
1.82 A.

Compuesto 13.12 11,11-dimetil-7-((4-OH)(3-OCHa)-fenil)-8,10,11,12-tetrahidro-9H-

azepino[3,2-b] benzo[h]quinolin-9-ona

Este compuesto presentd la tercera mejor afinidad y las interacciones que presenta son similares
a las de los compuestos 8 y 9. Se observan las interacciones 1-1T de los tres anillos aromaticos
con solamente 3 bases nitrogenadas de 3.48-5.84 A. El anillo de la lactama presenta interacciones
mr-alquilicas de 3.28-4.84 A. El anillo de la lactama presenta interacciones de puente de hidrégeno
(verdes) con timina de 2.49 A y el OH en el grupo sustituyente con el glutamato 522 de 2.38 A.
Hay también interacciones alquilicas (blanco) con la glicina 504 y la lisina 505 y tr-alquilicas con

la arginina 503.
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Compuesto 8.9 9,10-dimetil-7-(2-OH-fenil)- benzo[c]acridin-8-ol

OH

En el caso de los compuestos con el grupo sustituyente en posicion 2, no presentan
interacciones con la topoisomerasa Il y en el caso de los compuestos con el heterociclo

aromatico tampoco presentan interacciones con el ADN.

En la Tabla 4 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 4GO0U, utilizando el programa Molecular
Forecaster. Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la hebra
de ADN.

Como ya se mencioné anteriormente, los valores de score obtenidos en diferentes programas no
son comparables, debido a que cada programa utiliza diferentes algoritmos y métodos para
calcularlos. Por otro lado, los resultados de afinidad silo son y, tanto en MOE como en el programa
Forecaster, se incrementd la afinidad de los compuestos en comparacién con la estructura
cristalina anterior, pero solamente en MOE se obtuvieron afinidades mayores al 100%. Para
ambos programas las mejores afinidades se obtienen con los compuestos derivados de 7-(R-
fenil)-9,10-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (8). Y aunque en el programa Forecaster no destaca el
isémero (9), si lo hacen los derivados de 7-(R-fenil)-10,11-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol
(7). En cuanto a las poses de los ligantes en el sitio activo, para esta estructura cristalina, si hay

una gran similitud entre los dos programas.
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naranja los valores mayores de % afinidad y score.

Tabla 4. Resultados de docking en Forecaster para el PDB 4G0U, resaltado en color

Compuesto Score %Afinidad ‘ Compuesto Score %Afinidad
Autodock -25.073 100.00

4.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.097 88.13 | 5.12 (4-OH)(3-OCHs) | -23.228 92.64
4.7 (4-NO2) -20.844 83.13 | 5.13 (2-NH2) -20.253 80.78
4.3 (4-OCHs) -20.795 82.94 | 5.10 (4-OH) -19.362 77.22
6.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.004 87.76 | 8.7 (4-NO2) -23.971 95.60
6.3 (4-OCHs) -21.157 84.38 | 8.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.873 91.23
6.9 (2-OH) -20.999 83.75 | 8.10 (4-OH) -22.142 88.31
7.7 (4-NO) -23.583 94.06 | 9.14 (4-NHy) -22.46 89.58
7.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.846 91.12 | 9.11 (2-OH)(3-OCHs) | -22.399 89.34
7.11 (2-OH)(3-OCHs) | -22.552 89.95 | 9.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.088 88.09
10.7 (4-NO) -21.986 87.69 | 12.14 (4-NH>) -21.985 87.68
10.13 (2-NHy) -20.039 79.92 | 12.11 (2-OH)(3-OCHs) | -21.425 85.45
10.12 (4-OH)(3-OCHgs) | -19.417 77.44 | 12.7 (4-NO2) -19.027 75.89
11.12 (4-OH)(3-OCHs) | -24.055 95.94 | 13.13 (2-NH2) -23.239 92.69
11.3 (4-OCHa) -24.043 95.89 | 13.12 (4-OH)(3-OCHs) | -22.165 88.40
11.10 (4-OH) -22.762 90.78 | 13.10 (4-OH) -21.483 85.68
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Se observa en ambos programas que, en general, la afinidad mejora en los compuestos oxidados
5, 8,9, 12 y 13. También coinciden en que los compuestos con pocos anillos aromaticos, como
los compuestos 4, 5, 10 y 11, no se colocan entre los pares de bases como intercalantes, sino a
lo largo de la cadena de ADN interaccionando principalmente con la topoisomerasa. Es por ello
gue a pesar de los buenos resultados de afinidad obtenidos por los compuestos 11, estos no
pueden ser considerados como buenos farmacos intercalantes. Esta informacion coincide con los
resultados de la estructura 1D37, en ambos analisis se demuestra que son necesarios al menos
3 anillos aromaticos en la estructura de un compuesto para que pueda intercalarse en el ADN. Si

estos anillos se encuentran unidos entre si, la afinidad del compuesto incrementa.

Finalmente, en ambos programas se observé que la afinidad mejora considerablemente con los
grupos funcionales NO2, OH, OCHs y NH, aquellos grupos que pueden formar interacciones por
puente de hidrégeno con las bases nitrogenadas y con la topoisomerasa Il, para lo cual es
fundamental que los sustituyentes se encuentren en posicion 4. De una manera similar el grupo
OH en posicion 8 de los compuestos 6,7,8, y 9; asi como la amida en los compuestos 12y 13 es

fundamental para las interacciones con el ADN y la topoisomerasa |l.
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PDB 5HQO0: Complejo de la enzima humana CDK1-ciclina B-CKS2 con un inhibidor

En la estructura cristalina con el inhibidor se observan en el sitio activo interacciones 1r-alquilicas
(lila) con los residuos valina 18, isoleucina 10, alanina 31, leucina 125, valina 64 y alanina 145. La
interaccion mas importante y fundamental para llevar a cabo la inhibicién de esta enzima es el
puente de hidrogeno (verde) de 2.92 A con el residuo leucina 83. Es importante también para

otros inhibidores de enzimas similares la interaccion con el residuo glutamato 81.

En la Tabla 5 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 5HQO utilizando el programa Molecular
Forecaster. Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la
enzima CDK-1.

Se identifico que los grupos funcionales NO2, OH, OCHs y NHz, son importantes para formar
interacciones por puente de hidrégeno y mejorar la afinidad de los compuestos con la enzima
CDKZ1. No hubo una preferencia por la posicion de estos sustituyentes. No se observé tampoco

que el niumero de anillos arométicos influyera en la energia de score.

Los compuestos derivados de 11,11-dimetil-7-(R-fenil)-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-
azepino[4,3-b]benzo[h]quinolin-8-ona (10) son los que presentan mayor afinidad y una menor

energia de unidn a la enzima CDK-1. Sin embargo, este tipo de compuestos no presenta la
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interaccion de puente de hidrogeno con la leucina 83, por lo que no pueden ser considerados

como inhibidores. Solamente el compuesto 5.10 presento esta interaccion.

Tabla 5. Resultados de docking en Forecaster para el PDB 5HQO, resaltado en color naranja

los valores mayores de % afinidad y score.

Compuesto Score %Afinidad | Compuesto Score %Afinidad

Autodock -26.418 | 100.00

4.8 (4-Br) -16.751 | 63.41 5.10 (4-OH) -18.858 | 71.38
4.13 (2-NH2) -15.748 | 59.61 5.12 (4-OH)(3-OCH3) | -16.147 | 61.12
4.14 (4-NH2) -15.696 | 59.41 5.11 (2-OH)(3-OCH3) | -15.253 | 57.74
6.3 (4-OCH3) -16.631 | 62.95 8.7 (4-NO2) -17.892 | 67.73
6.9 (2-OH) -15.486 | 58.62 8.14 (4-NH2) -15.948 | 60.37
6.11 (2-OH)(3-OCH3) | -15.391 | 58.26 8.6 (2-NO2) -15.94 | 60.34
7.7 (4-NO2) -19.725 | 74.67 9.7 (4-NO2) -18.283 | 69.21
7.12 (4-OH)(3-OCH3) | -17.449 | 66.05 9.10 (4-OH) -16.768 | 63.47
7.9 (2-OH) -17.414 | 65.92 9.14 (4-NH2) -16.526 | 62.56
10.12 (4-OH)(3-OCH3) | -19.833 | 75.07 12.7 (4-NO2) -18.374 | 69.55
10.11 (2-OH)(3-OCH3) | -18.683 | 70.72 12.11 (2-OH)(3-OCH3) | -16.409 | 62.11
10.10 (4-OH) -18.517 | 70.09 12.14 (4-NH2) -16.045 | 60.74
11.7 (4-NO2) -18.93 | 71.66 13.10 (4-OH) -17.179 | 65.03
11.12 (4-OH)(3-OCH3) | -17.511 | 66.28 13.11 (2-OH)(3-OCH3) | -16.91 | 64.01
11.3 (4-OCH3) -17.012 | 64.40 13.5 (4-Cl) -16.902 | 63.98

A continuacion, se presenta el andlisis detallado de los sitios activos y las interacciones del

receptor 5SHQO con 3 compuestos representativos.
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Compuesto 10.12 11,11-dimetil-7-((4-OH)(3-OCH?3)-fenil)-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-

azepino[4,3-b]benzo[h]quinolin-8-ona

Este compuesto presento la menor energia de score en la enzima CDK-1, pero no presenta la
interaccion con la leucina 83. De hecho, se puede ver que interacciona con residuos distintos a
los del inhibidor de la estructura cristalina. Hay tres interacciones de puente de hidrégeno (verde)
con el glutamato 51 de 2.61 A, con la lisina 33 de 2.88 A y con un residuo importante para la
inhibicion de estas enzimas, el glutamato 81 de 2.25 A. Hay interacciones m-alquilicas (lila) con
los residuos isoleucina 10, fenilalanina 82, alanina 31, leucina 135, valina 18, alanina 145 y lisina

33. Y una interaccion t-anidnica (naranja) con la asparagina 146.
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Compuesto 11.7 7-(4-NO2-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-azepino([3,2-

b]benzo[h]quinolin-9-ona

Este compuesto presento la tercera mejor energia de score en la enzima CDK-1, tampoco
presenta la interaccion con la leucina 83. En el sitio donde se coloca este residuo se puede ver
gue interacciona con residuos distintos a los del inhibidor de la estructura cristalina y con residuos
similares, esto indica que esta cercano al sitio activo, pero es probable que no actie como
inhibidor. Hay dos interacciones de puente de hidrogeno (verde) con la asparagina 146 de 3.00 A
y con la isoleucinal0 de 2.23 A. Hay interacciones m-alquilicas (lila) con los residuos isoleucina
10, alanina 31, leucina 135, valina 18, alanina 145 y lisina 33. Y una interaccion 1r-1r (morado) con

la fenilalanina 80.
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Compuesto 5.10 7-(4-NOz-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona

Este compuesto presentd la cuarta menor energia de score en la enzima CDK-1 y es el Unico
compuesto que presenta la interaccion de puente de hidrogeno con la leucina 83 de 2.01A. De
hecho, se puede ver que interacciona con casi todos los residuos del inhibidor de la estructura
cristalina. Hay interacciones tr-alquilicas (lila) con los residuos isoleucina 10, fenilalanina 80,
alanina 31, leucina 135, valina 18, alanina 145, tirosina 15, valina 64 y lisina 33. Este compuesto

si podria actuar como inhibidor de la enzima CDK-1.

En la Tabla 6 se presentan los mejores resultados obtenidos de score y porcentaje de afinidad
para cada familia de compuestos evaluados en el PDB 5HQO utilizando el programa MOE.

Resaltado en color naranja se encuentran los valores mas altos de afinidad a la enzima CDK-1.

Al igual que el programa Forecaster, se observd que los grupos funcionales NO2, OH, OCHs y
NHz, son importantes para formar interacciones por puente de hidrégeno y mejorar la afinidad de
los compuestos con la enzima CDK1. No hubo una preferencia por la posicion de estos
sustituyentes.
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Tabla 6. Resultados de docking en MOE para el PDB 5HQO, resaltado en color naranja los

valores mayores de % afinidad y score.

Compuesto Score %Afinidad | Compuesto Score %Afinidad

Autodock -8.420 100

4.7 (4-NO2) -8.007 95.10 | 5.2 (2-OCH3) -7.881 93.60
4.3 (4-OCH3) -7.981 94.79 | 5.7 (4-NO2) -7.876 93.54
4.11 (2-OH)(3-OCH3) | -7.927 94.16 | 5.12 (4-OH)(3-OCH3) | -7.857 93.32
6.12 (4-OH)(3-OCH3) | -8.357 99.26 | 8.11 (2-OH)(3-OCH3) | -8.099 96.20
6.7 (4-NO2) -8.156 96.87 | 8.7 (4-NO2) -7.778 92.38
6.3 (4-OCH3) -8.124 96.49 | 8.6 (2-NO2) -7.776 92.36
7.12 (4-OH)(3-OCH3) -8.814 104.69 | 9.2 (2-OCH3) -7.910 93.95
7.14 (4-NH2) -8.243 97.90 | 9.12 (4-OH)(3-OCH3) | -7.887 93.67
7.11 (2-OH)(3-OCH3) | -8.228 97.73 | 9.14 (4-NH2) -7.880 93.59
10.3 (4-OCH3) -8.469 100.58 | 12.11 (2-OH)(3-OCH3) | -8.281 98.36
10.11 (2-OH)(3-OCH3) | -8.142 96.70 | 12.3 (4-OCHB3) -8.099 96.20
10.6 (2-NO2) -8.114 96.37 | 12.7 (4-NO2) -7.931 94.20
11.12 (4-OH)(3-OCH3) | -8.423 100.05 | 13.12 (4-OH)(3-OCH3) -8.381 99.55
11.7 (4-NO2) -8.387 99.61 | 13.11 (2-OH)(3-OCH3) | -8.244 97.91
11.3 (4-OCH3) -8.380 99.53 | 13.10 (4-OH) -7.972 94.68

En MOE si se observd que los compuestos con el heterociclo no aromatico (4, 6, 7, 10 y 11)

favorecian una menor energia de score.

En MOE los compuestos derivados de 7-(R-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-
azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona (11) son los que presentan mayor afinidad y una menor

energia de union a la enzima CDK-1. Pero al igual que en Forecaster, este tipo de compuestos
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no presentan la interaccion de puente de hidrégeno con la leucina 83, por lo que no pueden ser

considerados como inhibidores. Solamente el compuesto 7.7 presento esta interaccion.

A continuacion, se presenta el analisis detallado de los sitios activos y las interacciones del

receptor 5SHQO con 3 compuestos representativos.

Compuesto 10.3 11,11-dimetil-7-(4-OCHs-fenil)-7,9,10,11,12,13-hexahidro-8H-azepino[4,3-

b]benzo[h]quinolin-8-ona

Este compuesto presentd la segunda menor energia de score en la enzima CDK-1, pero no
presenta la interaccion con la leucina 83. El sitio donde se coloca esta alejado del sitio activo, se
puede ver que interacciona con residuos distintos a los del inhibidor de la estructura cristalina.
Hay dos interacciones de puente de hidrégeno (verde) con el glutamato 12 de 3.01 A, con la
isoleucina 10 de 3.00 A. Hay interacciones Tr-alquilicas (lila) con los residuos valina 165, valina
18, alanina 145, asparagina 86, tirosina 15 y lisina 33. También hay interacciones TT-anionicas

(naranja) con la asparagina 146 y la lisina 130.
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Compuesto 11.12  7-((4-OH)(3-OCHs)-fenil)-11,11-dimetil-7,8,10,11,12,13-hexahidro-9H-

azepino[3,2-b]benzo[h]quinolin-9-ona

Este compuesto presento la tercera mejor energia de score en la enzima CDK-1, tampoco
presenta la interaccion con la leucina 83. En el sitio donde se coloca este residuo es distinto al
sitio activo por lo que es probable que no actie como inhibidor. Hay una interaccion de puente
de hidrégeno (verde) con la glutamina 132 de 1.92 A. Hay interacciones m-alquilicas (lila) con los
residuos valina 165 y valina 18. También hay interacciones 1r-anidnicas (naranja) con la

asparagina 146 y la lisina 130. Y una interaccion 1r-11 (morado) con la tirosina 15.
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Compuesto 7.7 7-(4-NO--fenil)-10,11-dimetil-7,12-dihidrobenz[c]acridin-8-ol

ZT

OH

NO,

Este compuesto no destaca entre las menores energias de score obtenidas en el docking
realizado en MOE para la enzima CDK-1, tiene 91.42% de afinidad. Sin embargo, es el unico
compuesto que presenta la interaccion de puente de hidrégeno con la leucina 83 de 3.10 A,
presenta otro puente de hidrégeno de 2.23 A con la serina 84. Hay interacciones tr-alquilicas (lila)
con los residuos isoleucina 10, alanina 31, leucina 135 y lisina 89. También hay interacciones -
aniénicas (naranja) con la asparagina 86. Este compuesto si podria actuar como inhibidor de la
enzima CDK-1.

En ambos programas los compuestos con afinidades mayores fueron los que contenian el anillo
con la lactama (10 y 11), lo cual coincide con la hipotesis inicial de que este tipo de estructura
interacciona favorablemente con la enzima CDK-1. Pero al ahondar en las posiciones de estos
compuestos se observd que estos no se colocaban en el sitio activo de la enzima, por lo que no

pueden ser considerados como posibles inhibidores de CDK-1.
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En general se observé que la mayoria de los compuestos analizados no se colocan en el sitio
activo, sino un poco mas afuera y alejado de él. Esto puede deberse entre otras cosas al tamafio

de las moléculas y a la planaridad y rigidez en su estructura.

Solamente dos compuestos interaccionaron adecuadamente en el sitio activo, el compuesto 5.10
(Forecaster) es el que interacciona con los mismos residuos que el inhibidor ya conocido en el
mismo lugar que este. Por otro lado, el compuesto 7.7 (MOE) presenta dos interacciones de
puente de hidrégeno en residuos muy cercanos al sitio activo lo cual incrementa la afinidad en
este. Este resultado no coincidié para ambos programas, ademas de que ningln otro compuesto
similar a ellos mostrd las mismas interacciones, por lo que es dificil de asegurar que alguno de

ellos funcionard como inhibidor de la enzima CDK-1.

En conclusién, con los resultados obtenidos con los dos programas de docking en las tres
estructuras cristalinas, se observé que, de acuerdo a la hip6tesis propuesta en este trabajo, los
compuestos con mayor namero de anillos aromaticos son aquellos que tienen una mejor afinidad
al ADN como lo son los compuestos 8 y 9. Se identific6 que son necesarios al menos 3 anillos
aromaticos en una molécula para colocarse adecuadamente como intercalante en la cadena de
ADN, sobre todo considerando las interacciones que puedan ocurrir con las enzimas que
desempeiian una funcion sobre el ADN como lo son las topoisomerasas, polimerasas, helicasas,

etc.

Uno de los factores mas importantes que mas contribuye a la afinidad de las moléculas tanto al
ADN como a las enzimas son los grupos funcionales situados en el anillo sustituyente NO2, OH,
OCHs y NH, ya que pueden formar interacciones por puente de hidrégeno en el sitio activo. En el
caso de los intercalantes se identifico6 que los sustituyentes en posicién 2 favorecen las
interacciones con las bases nitrogenadas del ADN. Pero en la posicion 4 favorecen las
interacciones con la enzima topoisomerasa Il y posiblemente también con otras enzimas con
funciones en el ADN. De manera similar el grupo OH en posicion 8 de los compuestos 6-9 o la
amida de los compuestos 10-13 incrementan las interacciones con el ADN.

El otro factor importante es el impedimento estérico, se observé que, por ejemplo, en el caso de
los compuestos 7 y 9, la presencia de un metilo en posicién 11 disminuye la cercania con las
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bases nitrogenadas, mientras que sus isomeros 6 y 8 con el metilo en posicion 9 aumentaba la

afinidad al poder adentrarse mas al sitio activo.

Contrario a lo que se esperaba en la hipoétesis de este trabajo, los compuestos con un anillo de
lactama (10-13) en su estructura, no presentaron actividad como inhibidores de CDK-1 al no
interaccionar con el sitio activo de esta enzima. Sin embargo, si se quisieran realizar mas
investigaciones sobre farmacos con dos blancos biolégicos el compuesto 5.10 y sobretodo el
compuesto 7.7 pueden servir como farmacos modelo, ya que ambos presentaron buena actividad

como posibles intercalantes de ADN, inhibidores de topoisomerasa Il e inhibidores de CDK-1.

Tomando en cuenta solamente la actividad como intercalantes de ADN e inhibidores de
topoisomerasa Il, ambos programas de docking coinciden que los mejores compuestos son el 8.7

y 8.12, a los cuales seria de gran interés evaluar su actividad biolégica.

A) Compuesto 8.7 (4-NOy) B) Compuesto 8.12 (4-OH) (3-OCHy)

En rosa la pose obtenida por Forecaster y en amarillo la pose obtenida en MOE.

En cuanto al desempefio de los programas de docking, en general los resultados de afinidad
coinciden y la informacion que se obtuvo de ambos programas fue complementaria para llevar a

cabo el andlisis. Realizar el docking con los mismos compuestos en 3 estructuras distintas,
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permitié evaluar las funciones de estos en diferentes escenarios biolégicos, logrando asi obtener
mayor informacion de su posible actividad biologica.

Las poses obtenidas para los compuestos en estos programas no coincidieron para los PDB 1D37
y 5HQO, pero para el PDB 4G0OU se obtuvieron practicamente las mismas poses en todos los
ligantes. Se obtuvo informacién mas detallada del programa Forecaster para las estructuras
pequefias como lo es el PDB 1D37, pero para estructuras grandes como el PDB 4G0U fue con el

programa MOE que se obtuvo mayor informacion.

4.2 Resultados experimentales

4.2.1 Construccion de los compuestos 4: 7-(R-fenil)-7,10,11,12-

tetrahidrobenz[c] acridin-8(9H)-ona.

EtOH/SHC 120H20

u.s., 3h

R=H, 2-MeO, 4-MeO, 2-ClI, 4-Cl, 2-NO,, 4—N02, 4- 4
Br, 2-OH, 4-OH, 3-Me0O-2-OH, 3-Me0-4-OH

Esquema 2. Sintesis de compuestos 7-(R-fenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona.

Para la primera parte de la sintesis propuesta, la primera reaccion implicaba la construccién de
las tetrahidrobenz[c]acridinas 4, para lo cual se propuso llevar a cabo una reaccién

multicomponente de condensacion utilizando dimedona, a-naftilamina y diferentes benzaldehidos.
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Esta reaccion ha sido reportada con anterioridad bajo distintas condiciones, se probaron algunas
de ellas con el fin de tener una metodologia optimizada para obtener la materia prima de las
sintesis subsecuentes en el menor tiempo de trabajo y con los mayores rendimientos. El resumen

de los experimentos efectuados se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7. Experimentos para la sintesis de 4.

Caso Catalizador Condiciones  Tiempo de Rendimiento Notas
Reaccién

1B | Ninguno Reflujo 100°C  4-6 h 60% Se complica trabajar la
reaccion.

27| L-prolina Agitacion 25 °C  3-4 h 85-90%

383 | SnClx:2H20 Sonicacion 3h 95-99%

4 L-prolina Sonicacién 4 h 70% Se complica trabajar la
reaccion.

5 L-prolina 'y Sonicacion 2.5h 95-99% Precipitado a los 45min.

SnClz2:2H20

Estas metodologias se realizaron con benzaldehido y 4-OCHs benzaldehido.

Primeramente, se descartaron los casos 1 y 4 debido a los bajos rendimientos obtenidos y a la
dificil separacion del producto y el medio de reaccion. Para aislar el producto en ambos casos fue
necesario extraerlo con bastantes lavados de Acetato de Etilo, mientras en las demas
metodologias el producto fue facilmente aislado por una filtracién. Se esperaba que la prolina en
sonicacion incrementara los rendimientos, pero al contrario de esto, se obtuvieron rendimientos
menores. Es posible que debido a las altas temperaturas que se obtienen con las ondas

ultrasoénicas la prolina se descomponga antes llevar a cabo la catalisis.

Se observé que al utilizar un catalizador el tiempo de reaccién disminuye considerablemente,
ademas de que las condiciones necesarias para obtener el producto son mas suaves. Tanto la L-
prolina como el cloruro de estafio Il facilitan la adicion del aldehido a la dimedona, pero no
interfieren con el segundo paso de la adicion de la naftilamina. Esto se observa con mayor énfasis

en el caso 5 donde se utilizaron ambos catalizadores y a los 45 minutos precipité un sélido,
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posiblemente este primer intermediario. Mientras que en los demas experimentos la precipitacion

de este solido se observaba alrededor de las 2 horas de reaccion.

Los mejores rendimientos y los menores tiempos se obtuvieron con la metodologia 5, no obstante,
se decidio utilizar la metodologia 3, ya que se ahorraba 1 catalizador y se obtenian los mismos

rendimientos en tiempos similares.

La condensacion de la dimedona, el benzaldehido y la a-naftilamina es lograda entre 2 y 4 horas
al utilizar el catalizador SnCl.. Esta reaccion se llevd a cabo con 12 benzaldehidos: 2-ClI
benzaldehido, 4-Cl benzaldehido, 2-OMe benzaldehido, 4-OMe benzaldehido, 2-NO:
benzaldehido, 4-NO2 benzaldehido, 4-Br benzaldehido, 2-OH benzaldehido, 4-OH benzaldehido,
o-vainillina, p-vainillina y benzaldehido. Para todos los compuestos se obtuvo un rendimiento entre
74-99%. Para purificar los compuestos obtenidos se intenté en un inicio por recristalizacién con
DMF-Dioxano, agua-acetona, etanol y etanol-agua, pero los rendimientos eran muy bajos.
Posteriormente se purifico por cromatografia en columna utilizando silica, pero las condiciones
acidas y oxidantes de la silica aromatizan el producto volviendo imposible la separacién. Por lo
que finalmente fue posible llevar a cabo la purificacion de estos compuestos por cromatografia en

columna utilizando alumina neutra, se obtuvieron en todos los casos soélidos blancos.

De manera general los productos presentan sefiales de IR (cm™) en: 3325-3290 correspondientes
al enlace N-H, 3080-3040 correspondientes al enlace C-H en los anillos aromaticos, 2960-2950
correspondientes al enlace C-H en los metilos, 2928-2925 correspondientes a los metilenos (C-
H), 1735-1700 correspondientes al doble enlace C=0 en la cetona ciclica, 1257-1259 del enlace
C-N correspondiente al heterociclo de nitrdgeno. Para RMN-H (ppm) presenta sefiales en: 0.99
(s, 3H) perteneciente a un CHs, 1.07 (s, 3H) perteneciente al otro CHs, 2.16-2.29 (dd, 2H)
perteneciente a un CHzde la cetona ciclica, 2.61-2.74 ( dd, 2 H) perteneciente al CHz de la cetona
ciclica, 5.17 (S, 1 H) perteneciente al CH del heterociclo central, 6.63-7.77 (m, 8H)
correspondiente a los hidrégenos aromaticos, 8.45 (d, 1H) correspondiente al H aromatico en

posicién 1y 9.26 (s, 1 H) perteneciente a NH.
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4.2.2 Construccion de los compuestos 5: 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-10,11-
dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona .

NaN02/H20
—>

AcOH
3-5°C

R=H, 2-MeO, 4-MeO, 2-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 4-NO,, 4-Br, 2-OH, 4-OH, 3-MeO-2-OH, 3-MeO-4-OH.

Esquema 4. Sintesis de 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-onas.

A continuacion, se realizd la aromatizacidon de los compuestos 4. Fue necesario un agente
oxidante para llevar a cabo la aromatizacién en estos compuestos, el mas comun y el Unico
reportado es el tribxido de cromo. Se buscaron nuevas propuestas con reactivos oxidantes que

fueran mas amigables con el ambiente, estas se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Experimentos para la sintesis de 5.

Caso Agente oxidante Condiciones  Tiempo de Rendimiento
Reaccion

1 [81] ‘ CrOs/AcOH 25°C 45-90 min 20-35%

2 ‘ MnSO4°H20/Oxone/H.0  25°C 1-4h NA

3 ‘ NaNO2/AcOH 3-5°C 1-2h 40-60%
Estas metodologias se realizaron con los compuestos 4.3 (4-OMe), 4.5 (4-Cl) y 4.7 (4-NOy).
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Cortés y sus colaboradores reportaron las condiciones del caso 1 con anterioridad, donde se
genera acido cromico in situ, este reactivo es un acido de Lewis y un poderoso oxidante. Bajo
estas condiciones se logré obtener los compuestos 5. Sin embargo, fueron necesarias grandes
cantidades de anhidrido cromico y se obtuvieron bajos rendimientos. Por otro lado, durante la
reaccion se generan residuos de cromo IV y Ill que tienen efectos negativos en los mantos

acuiferos, en los suelos y en grandes cantidades provocan dafios genéticos como el cancer.

Por estas razones es que se decidi6é probar otras alternativas para llevar a cabo la aromatizacion
de los compuestos 4. Para el caso 2 se utilizé sulfato de magnesio y Oxone en medio acuoso,
pensando en que estos reactivos son menos costosos y no dafian al medio ambiente.
Desafortunadamente, esta opcion fue descartada ya que no se obtuvo el producto bajo estas

condiciones.

Finalmente, se selecciond la metodologia 3, utilizando nitrito de sodio disuelto en agua y medio
acido fue posible aromatizar el heterociclo central en 2 horas a baja temperatura y agitacion y asi
obtener los compuestos 5. Con esta opcion se obtuvieron los mejores rendimientos y ademas se

utilizaron reactivos que no contaminan al medio ambiente.

Una vez optimizada la metodologia se llevé a cabo esta reaccion con todos los compuestos 4 con
sus diferentes sustituyentes. Los productos finales fueron purificados por cromatografia en

columna de silice y se obtuvieron sélidos cristalinos blancos en todos los casos.

En general, se obtuvieron los mejores rendimientos para los compuestos cuyo sustituyente en el
anillo aroméatico (R) se encuentra en posicion 4. Para explicar estos resultados se propone el

siguiente mecanismo de reaccion (Esq.15).

Como se observa en el mecanismo, es necesario que una base, en este caso el acetato abstraiga
el protén en la posicion 4 del heterociclo. Para los compuestos con un sustituyente en (R) en
posicion 2, el acceso al proton queda impedido por el sustituyente, dificultando que la base se
acerque al sitio reactivo. Es por ello que es necesario mas tiempo para efectuar la reaccion y se

obtienen menores rendimientos.
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Esq. 15 Mecanismo de reaccion de la aromatizacién de 4 con NaNO2/AcOH

De la familia de compuestos sintetizada, 5 de ellos, los compuestos 5.6 (2-NO32), 5.9 (2-OH), 5.10
(4-OH), 5.11 (2-OH-3-OCHs) y 5.12 (3-OCHzs-4-0OH) se reportan por primera vez en este trabajo.

Los productos fueron caracterizados por espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia de masas o
resonancia magnética nuclear de protén y carbono. De manera general los productos presentan
sefiales de IR (cm™) en: 3050-3070 correspondientes a los anillos aromaticos (C-H), 2955-2950
correspondientes a los metilos (C-H), 2933-2930 correspondientes a los metilenos (C-H) y 1685
correspondiente a la cetona ciclica (C=0). Para RMN-'H (ppm) presenta sefales en: 1.19 (s, 6H)
perteneciente a los dos CHs, 2.59 (s, 2H) perteneciente a un CHz de la cetona ciclica, 3.39 (s, 2
H) perteneciente al otro CH2 de la cetona ciclica, 7.04-7.87 (m, 9H) correspondiente a los

hidrogenos aromaéticos, 9.35 (m, 1H) correspondiente al H aromatico en posicion 1.

4.2.3 Exploracion encaminada a la construccion de los compuestos 8y 9.

Segun los resultados de docking los compuestos con mayor afinidad al ADN son los compuestos
8y 9, ya que estos tienen un esqueleto de anillos aromaticos completamente. Para sintetizarlos

se propuso partir de los compuestos 4 o0 5 y realizar una aromatizacién en el anillo de la
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ciclohexanona. Esto podria lograrse de manera similar a lo que se reporta para el caso de las

dicetonas ciclicas como lo es la dimedona.

Esq. 10 Ruta de sintesis lineal propuesta para la construccion de los compuestos 8y 9.

Se exploré esta reaccion con la 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona, que es una de las materias
primas para obtener 4, con la finalidad de obtener una metodologia optimizada y aislar los
intermediarios participantes. Esto nos permitiria dilucidar el mecanismo que se sigue en la
reaccion, ademas de conocer mejor las condiciones de la misma, todo esto con el objetivo de
proponer con bases sélidas las condiciones en las cuales se podria trasladar esta reaccion a los

compuestos 4 o 5.

OH
1 .HzSO4/ACzo
2. NaOH
OH

3a 3b

Esquema 6. Aromatizacién de 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona.

La aromatizacion de la dimedona 3a para obtener el compuesto 4,5-dimetil-1,3-dihidroxibenceno

se realiz6 de acuerdo a tres metodologias, estas se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Experimentos realizados para la sintesis de 3b.

Caso Reactivos Condiciones Tiempo de Rendimiento
reaccion
1 [96] H2S04/Ac20 Reflujo 100°C 3h 80%
2 [99] H2SO4/TFAA Reflujo 100°C 12h 50%
3 1100] TMOF/I2 Agitacién a 25°C  6h Mezcla de
productos.

Se llevo a cabo la aromatizacion del anillo de la cetona ciclica, utilizando &cido sulfarico, anhidrido
aceético y calentamiento a reflujo Para obtener el producto 4,5-dimetil-1,3-diacetoxibenceno (3e).

Posteriormente se realiz6 una hidrélisis y se obtuvo el producto 3b con 80% de rendimiento.

Se probaron otras dos alternativas buscando obtener mejores rendimientos. Las condiciones del
caso 2 parecian una buena opcion, ya que la hidrdlisis se realizaba en el mismo medio de reaccion
sin necesidad de trabajar la reaccion. Sin embargo, con esta metodologia se obtuvo un menor
rendimiento y el tiempo de reaccion se incrementaba bastante. Se intentaron las condiciones del
caso 3, utilizando trimetilortoformiato y yodo, se esperaba obtener el producto 4,5-dimetil-1,3-
dimetoxibenceno que después se hidrolizaria para obtener a 3b. Esta opcion fue descartada ya
que se obtenia ademas del producto deseado la a-yodocetona, [*%% |o que disminuia el rendimiento

de la reaccion.

Para profundizar el estudio de esta reaccion y poder proponer un mecanismo, se llevé a cabo la
metodologia 1 y se lograron separar algunos de los intermediarios formados. Para aislar los
intermediarios en la reaccién se tomaron alicuotas durante el transcurso de ésta. Se observo la
precipitacion de un solido a los 20 minutos después de la adicion del acido sulfarico, este solido
fue filtrado y analizado 3e. Se control6 el avance de la reaccion cada media hora, se observo la
formacion de un subproducto mayoritario a las 2h de haber comenzado la temperatura de reflujo,
este fue separado por cromatografia en columna 3c. Finalmente, antes de realizar la hidrolisis se

separo el compuesto 4,5-dimetil-1,3-diacetoxibenceno 3d.

Una vez separados, se caracterizaron el producto final y los intermediarios:
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HsC OH

OH Compuesto 3b: 4,5-dimetil-1,3-dihidroxibenceno

En el espectro de IR (cm™) se observé la banda caracteristica del enlace O-H en 3406, la banda
del estiramiento C-H aromético en 3074, la banda del estiramiento C-H para los metilos en 2928,
y la banda para el enlace C-O en fenoles en 1203. El espectro de RMN-H* (ppm) presenta sefiales
en 2.07 perteneciente al metilo en posicién 4 (s, 3H), en 2.21 perteneciente al metilo en posicion
5 (s, 3H,), en 4.72 correspondientes a los OH (s, 2H), y en 6.20 (d, 1H) y 6.27 (d, 1H),

pertenecientes a los hidrogenos aromaticos. El espectro de masas indic6 el ion molecular en 138.

s//o
O// T~O0H

Compuesto 3c: acido 4,4,-dimetil-2,6-dioxociclohexano-1-sulfénico

Este intermediario se caracteriz6 por RMN-H* (ppm) en dos disolventes. En CDClz se observe la
sefal en 1.15 (s, 6H) correspondiente a los dos metilos, la sefal en 2.41 (s, 4H) correspondiente
a los metilenos, la sefal en 5.97 (s, 1H) correspondiente al metino y en 8.35 (s,1H)

correspondiente al OH.
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OH

H H
0

PN

HsC o) CHj
CHs Compuesto 3d: 5-hidroxi-2,3-dimetilfenil acetato

El espectro de IR (cm™) presenta la banda caracteristica del enlace O-H en 3396, la banda de los
aromaticos no se observa porque la banda del OH es muy ancha y la cubre, se observa la banda
del enlace C-H de metilos en 2925, la banda para ésteres en 1756 (C=0), y las bandas para los
enlaces C-O en 1206 (fenol), 1127 y 1072. El espectro de RMN-H? (ppm) presenta una sefial en
1.98 (s, 3H) perteneciente al metilo en posicién 2, en 2.24 (s, 3H) perteneciente al metilo en
posicion 3, en 2.31 (s, 3H) perteneciente al acetato y en 6.56 (d, 1H) y 6.38 (d, 1H)
correspondientes a los hidrogenos aromaticos. El Espectro de Masas indicé el ion molecular en
180.

CHs

0 Compuesto 3e: 4,5-dimetil-1,3-diacetoxibenceno

En el espectro de IR (cm™?) se identificé la banda en 2932, correspondiente al enlace C-H de los
metilos, en 1758 correspondiente a los carbonilos (C=0) y las bandas correspondientes a los
enlaces C-O de los ésteres en 1185, 1120, 1074 y 1021. En el espectro de RMN-H! (ppm) se
identificod la sefial en 2.09 (s, 3H), correspondiente al metilo en posicion 4, en 2.31 (s, 3H)
correspondiente al metilo en posicién 5, en 2.33 (s, 3H) correspondiente al acetato en posicién 1,
en 2.36 (s, 3H) correspondiente al acetato en posicion 3, y en 6.86 (d, 1H) y 6.74 (d, 1H)
correspondientes a los hidrégenos aromaticos. El espectro de masas mostré el ion molecular en
222.
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Tomando en cuenta los intermediarios aislados se propone el siguiente mecanismo para la

reaccion de aromatizacion de la dimedona (Esq. 16).

3C
0 0 0 OAc
H o OAc )}\—\)J\ - OAc o
// > (0] 0 k S//
SN /S\OH -2 OAc V4 / onc
y J 3 S
0] O o ° // \OH oAc ©
)1\% o
O‘/ H - SO,
OAc X OAc -~
OAc N - OAc
- -
B S—
| OAC OAc i
OAc
3e

Esq. 16 Mecanismo para la aromatizacion de 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona.

Al haber un exceso de anhidrido acético los enoles se forman al acetilarse las cetonas, pero es
posible también formar el enol simplemente protonando las cetonas, lo que daria lugar al
compuesto 3d. Kablaoui [ habia propuesto un mecanismo sobre esta reaccion donde el acido
sulfarico se adicionaba entre los metilos y una cetona. Al obtenerse el intermediario 3c se descarta
este mecanismo y se confirma que éste se adiciona entre las dos cetonas ya que esta posicion

es la que presenta los hidrégenos mas acidos.

El objetivo de este estudio de exploracion fue poder proponer un mecanismo mas acertado de
esta reaccion en los compuestos 5. El primer problema que surge es que la acidez de los metilenos
en el compuesto 5 es menor al de la dimedona, esto nos lleva a pensar que tal vez el anhidrido
aceético no sea capaz de abstraerlos. El segundo problema que se presenta en este caso, es elegir
gue protones son mas acidos, los que se encuentran en el carbono a al anillo aromatico o los del

carbono a al carbonilo y por ende es dificil predecir hacia donde ocurriria la migracién del metilo.
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Sin embargo, al desarrollar el posible mecanismo en ambas posiciones en una se obtiene como
intermediario un carbocatién bencilico secundario y en la otra un carbocation vinilico (Esq. 17).
La estabilidad del carbocation bencilico nos lleva a pensar que ésta seria la posicion hacia donde

migraria el metilo, por lo que se espera obtener en mayor proporcion el compuesto 9.

Carbocation vinilico

| =
™
o

H,S0,
AcO,

SOzH —~.

N
OAc
OAc
o Carbocatién bencilico

Esqg. 17 Mecanismo propuesto para la reaccion de aromatizacion en los compuestos 5.

4.2.4 Exploracion encaminada a la construccién de los compuestos 12y 13.

De acuerdo con los resultados del docking, los compuestos 12 y 13 con un anillo de lactama y
todos los demas anillos de la molécula aromaticos, son buenas opciones como farmacos

anticancerigenos debido a su actividad en el ADN.

Para empezar a explorar la sintesis de estos compuestos, se propuso la reaccion de Schmidt para
construir el anillo de lactama en la materia prima 4. Se esperaba obtener una mezcla de los
isdmeros 10 y 11, con una mayor proporcién del compuesto 11 ya que en las cetonas ciclicas
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asimétricas normalmente se prefiere la migracion arilica o del carbono a mas sustituido frente al

nitrogeno. Si este paso funcionaba bien, se procederia a aromatizar el heterociclo central o bien

intentar esta reaccion directamente en los compuestos 5 y asi obtener los compuestos 12 0 13.

Esq. 12 Ruta de sintesis lineal propuesta para la construccion de los compuestos 12y 13.

Como primera opcion se utilizaron las condiciones originales de esta reaccion con azida de sodio
y acido sulfarico en calentamiento. Se obtuvo un solo producto con 30% de rendimiento, y a
diferencia de lo que se esperaba, el producto obtenido fue 13. Es decir, en un solo paso se
aromatizé el compuesto y se formo la lactama. Esto resulta ser muy favorable ya que se ahorra

un paso de la metodologia propuesta originalmente (Esq. 18).

Esq. 18 Sintesis de 11,11-dimetil-7-fenil-8,10,11,12-tetrahidro-9H-azepino[3,2-b]benzo[h] quinolin-

9-ona.

Buscando incrementar el rendimiento de la reaccién, se propusieron otras dos metodologias con
condiciones mas suaves, utilizando acidos mas débiles o bien con menor temperatura de reaccion.

Los experimentos realizados se detallan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Experimentos para la sintesis de 13.

Casos Reactivos Condiciones Tiempo de Rendimiento
reaccion
1 [101 | NaNs/H2S04 Reflujo 100°C 1-2h 30%
2  NaNs/TFA/CHCIs Agitacion 25°C  12h Producto 5
3 | NaN3/H2SO4/CHCl3 Agitacion 25°C  4h 50%

Para el caso 2 se utilizé acido trifluoroacético en cloroformo y agitacién. Tras 12 horas de reaccion
se observo la formacién de un producto que no era el esperado. Se obtuvo el compuesto 5, bajo
estas condiciones se habia aromatizado el heterociclo solamente y no hubo formacion de la
lactama. Es posible que esto se deba al acido utilizado, el TFA al ser un &cido mas débil no pudiera
protonar la cetona y formar el carbocation sobre el cual se realizaria la expansion de Schmidt. Por
otro lado, el obtener el producto 5 nos rectificaba que en medio acido y en presencia de la azida
de sodio era posible llevar a cabo la aromatizacién de 4. El mecanismo que se propone para esta
reaccion es similar al propuesto anteriormente para la reaccion con NaNO:z y explicaria porque en

el caso 1 y 3 se obtuvieron los compuestos 13 no solo con la lactama sino también con el

heterociclo aromatizado.

Esq. 19 Mecanismo propuesto para la aromatizacion con NaNsz en medio acido.




Se decidi6 entonces regresar al acido sulfdrico, pero esta vez utilizando como disolvente
cloroformo y solamente en agitacion a temperatura ambiente (caso 3). Tras 4 horas de reaccion
se obtuvo nuevamente el producto 13, logrando incrementar el rendimiento a 50%. Después de
purificar por columna de cromatografia el producto, se obtuvo un soélido blanco que fue

caracterizado por RMN y EM.

Con el espectro de resonancia se comprobd que el isbmero obtenido era 13, ya que ambas
sefales para los metilenos en 2.04 (s, 2H) y 2.95 (s, 2H) y la sefal para el enlace N-H en 10.06
(s, 1H) fueron todas singuletes. De haberse obtenido el isbmero 12 la sefial del metileno
adyacente al N-H y la sefial del enlace N-H presentarian multiplicidad al acoplamiento. Esto
coincide con lo esperado inicialmente, ya que este isdbmero es el resultado de la migracion arilica
en la transposicién de Schmidt, normalmente este isbmero se obtiene en mayor proporcion debido
a que el anillo aromatico estabiliza la carga positiva de los iones nitrilio en los intermediarios.
Ademas de que normalmente se prefiere la migracién del carbono a mas sustituido, ya que cuando

se forma el ion diazonioiminio este se orienta hacia el sustituyente menos voluminoso.

Esta reaccion se llevé a cabo con el compuesto 4.3 cuyo sustituyente es 4-OCHgs, se observé que
durante la reaccién este fue hidrolizado y al final se obtuvo el compuesto 13.10 con el sustituyente
4-0OH, la sefal para el metoxilo no se presenta en el espectro de RMN y se comprob6 con la
espectroscopia de masas al obtener el ion molecular 384. Con la metodologia presentada, se
espera poder obtener la familia de compuestos 13 con los diferentes sustituyentes en el anillo

aromatico R.
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5. Conclusiones

Se propuso una serie de nuevos compuestos a partir de la funcionalizacién del compuesto 7-(R-
fenil)-10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4) y a partir de su estudio
tedrico de docking en tres diferentes receptores se identificoO que los que presentan una mayor

afinidad al ADN son los compuestos 8 y 9.

A partir del estudio de docking se encontré que los factores que contribuyen a la afinidad de las
moléculas tanto al ADN como a las enzimas son: la presencia de grupos funcionales que puedan
formar interacciones por puente de hidrogeno en el sitio activo, el nimero de anillos aromaticos
en la molécula y la posicion de los sustituyentes ya que algunas posiciones favorecen las
interacciones con el sitio activo por la cercania, mientras en otras el impedimento estérico aleja

a las moléculas del sitio activo.

Contrario a lo que se esperaba en la hipétesis de este trabajo, los compuestos con un anillo de
lactama en su estructura (10-13) no presentaron actividad como inhibidores de la enzima CDK-1.

Tomando en cuenta solamente la actividad como intercalantes de ADN e inhibidores de
topoisomerasa Il, los compuestos 8.7 y 8.12 presentan la mayor posibilidad de funcionar como

farmacos anticancerigenos.

Se logré optimizar obteniendo buenos rendimientos la sintesis de los compuestos 7-(R-fenil)-
10,10-dimetil-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4) y 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-10,11-

dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (5), se sintetiz6 una familia de 12 compuestos para cada uno.

Se exploré el mecanismo de la reaccion de aromatizacion de cetonas ciclicas logrando aislar
algunos intermediarios claves para estudiar el mecanismo de reaccién. Se propuso una
metodologia para obtener los compuestos 7-(R-fenil)-9,10-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (8) y 7-(R-
fenil)-10,11-dimetil-benz[c]acridin-8-ol (9).

Utilizando las condiciones de la reaccion de Schmidt se sintetiz6 el compuesto 7-OH-fenil-11,11-
dimetil-8,10,11,12-tetrahidro-9H-azepino[3,2-blbenzo[h]quinolin-9-ona  (13.10) logrando la
expansion del anillo y la aromatizacion del heterociclo en un solo paso a partir de la materia prima

4.3. Con la metodologia propuesta se espera poder obtener la familia de compuestos 13.
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6. Seccion Experimental

6.1 Metodologia de los calculos teoricos

El estudio de docking se llevé a cabo en dos programas: Molecular Forecaster suite 2014
(FITTED Front-end v. 2.0) y Molecular Operating Environment (MOE 2015.10). Los receptores
utilizados en ambos programas fueron descargados de Protein Data Bank. Se utilizaron los
archivos PDB 1D37 correspondiente a media hebra de ADN con un farmaco intercalante, el PDB
4G0OU correspondiente al complejo de la enzima humana topoisomerasa Il con ADN y con el
inhibidor amsacrina y el PDB 5HQO correspondiente al complejo de la enzima humana CDK1-

Ciclina B con un inhibidor.

Molecular Forecaster

Los ligantes se dibujaron en ChemBioDraw Ultra y utilizando el programa Molecular Forecaster
se prepararon para el docking con el procedimiento preestablecido en el programa
(CONVERT/SMART). A las estructuras cristalinas en formato PDB se afiadieron los hidrogenos y
se optimizaron igualmente con el procedimiento preestablecido (PREPARE/PROCESS). Para
realizar el docking se utiliz6 FITTED v. 2.0 y se seleccion6 la opcion de docking a pequefias
moléculas con ADN o proteinas segun fuera el caso. Para todos los célculos se tomaron en cuenta
las aguas cristalogréficas, seleccionando un docking flexible y no covalente. Se seleccionaron 3
corridas para cada ligante tanto de optimizacion como de docking. En todos los casos se validé
el procedimiento realizando el auto-docking con el ligante propio de cada estructura cristalina
confirmando que el ligante y la pose del docking coincidieran en un rango menor a 2 A.

Del resultado obtenido para cada compuesto se seleccion6 la mejor pose tomando como criterio
la menor energia (U=kacl/mol) de cada optimizacion y el Score obtenido de esta posicion del
ligante se comparé con el resto de los ligantes evaluados. Se calcul6 el porcentaje de afinidad
para cada ligante evaluado comparando el score calculado con el score obtenido del ligante
original de cada estructura cristalina. Para cada caso se evaluaron las interacciones de los

ligantes en el sitio de union con el receptor utilizando el visualizador Discovery Studio 4.5 Client.
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Moe

Los ligantes fueron construidos en MOE utilizando Builder Tool y se minimizé su energia (Amber
12:EHT). Las estructuras cristalogréaficas en formato PDB fueron procesadas utilizando Quickprep,
que se encarga de corregir errores en la proteina, afiadir hidrégenos y calcular las cargas
parciales. Se eliminaron todas las aguas exceptuando aquellas cercanas al sitio activo. El sitio
activo fue definido en el caso de los PDB 1D37 y 5HQO a 4.5 A del ligante en cada estructura
cristalina. En el caso del PDB 4GOU el sitio activo fue definido a 9 A del ligante. El estudio de
docking se llevd a cabo utilizando el procedimiento preestablecido con el algoritmo de posing
Triangle Matcher y la funcion de scoring London dG. Las poses finales fueron reevaluadas con
Induced Fit utilizando la opcién de las cadenas laterales flexibles y la funciéon de scoring
GBVI/WSA dG.

En todos los casos se validé el procedimiento realizando el auto-docking con el ligante propio de
cada estructura cristalina confirmando que el ligante y la pose del docking coincidieran en un
rango menor a 2 A.

Del resultado obtenido para cada compuesto se seleccion6 la mejor pose tomando como criterio
la menor energia de score (U= kcal/mol) de cada optimizacion. El Score obtenido de esta posicion
del ligante se compard con el resto de los ligantes evaluados. Se calcul6 el porcentaje de afinidad
para cada ligante evaluado comparando el score calculado con el score obtenido del ligante
original de cada estructura cristalina. Para cada caso se evaluaron las interacciones de los
ligantes en el sitio de unién con el receptor utilizando en MOE los mapas de interacciones en 2D

y el visualizador Discovery Studio 4.5 Client.

6.2 Metodologia Experimental
Los reactivos utilizados fueron adquiridos con proveedores comerciales (Sigma Aldrich, Merck, JT

Baker).

Los disolventes Hexano y Acetato de etilo fueron utilizados previamente tratados con hidréxido de

sodio y carbonato de potasio respectivamente y posteriormente destilados.
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Las cromatografias en columna se realizaron usando gel de silice Merck F250 o bien Oxido de

aluminio neutro JT Baker.

El avance de las reacciones se monitored por cromatografia en capa fina con cromatofolios
(Merck, grosor 200um, en soporte de aluminio); utilizando mezclas eluyentes de Hexano y Acetato

de etilo. Como revelador se utilizé luz UV.

Las reacciones en sonicacion se realizaron en un barfio ultrasénico Branson 1510 R-MT con una

frecuencia de 40kHz.
Los puntos de fusion fueron determinados con un aparato Melt-Temp Il y no estan corregidos.

Los espectros de RMN fueron obtenidos en un espectrémetro Varian VNMRS-400 para C'3y en
un espectrofotbmetro Varian 400-MR para H! en soluciones de cloroformo deuterado o

dimetilsulféxido deuterado, utilizando tetrametilsilano como estandar interno.

Los espectros de IR fueron determinados en un espectrofotometro de FITR Perkin Elmer-
Spectrum RXI con un rango de 4000 a 400 cm™ y con una resolucién espectral minima de 0.8 cm-

1 mediante una reflectancia total atenuada.

Los espectros de masas se obtuvieron con un espectrometro de masas Leco Pegasus 4D.

Modelo general de sintesis para los compuestos 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-
7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona (4)

EtOH/SnClonzo
u.s., 3h

R=H, 2-MeO, 4-MeO, 2-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 4-N02, 4- 4
Br, 2-OH, 4-OH, 3-MeO-2-OH, 3-MeO-4-OH

Esquema 2. Sintesis de compuestos 7-(R-fenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenz[c]acridin-8(9H)-ona.
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En un matraz pera de 100mL se disolvieron dimedona (1mmol), a-naftilamina (1 mmol) y el
benzaldehido correspondiente (1 mmol) en 10mL de etanol. Se adicion6 (SnClz2:2H20) (0.2 mmol),
la mezcla fue irradiada durante 3 0 4 h en un bafio ultrasoénico. El avance de la reaccion se control6
por cromatografia en placa fina. Al terminar la reaccién se afiadieron 15 mL de agua con hielo. El
sélido amarillo precipitado se filtrd. El producto se purifico por cromatografia de columna utilizando
alumina y una mezcla de eluyentes Hexano: Acetato de etilo por gradientes, empezando en 90/10

hasta 80/20, obteniendo un sélido cristalino amatrillo tenue.

Tiempo de Punto de
Compuesto Sustituyente R . Rendimiento ,

reaccion (h) fusion (°C)
4.1 H 3 99.2% 258-260
4.2 2-OMe 4 95.2% 263-265
4.3 4-OMe 3 96.6% 210-212
4.4 2-Cl 3 91.2% 265-267
4.5 4-Cl 2 95.7% 285-288
4.6 2-NO2 4 98.7% 228-230
4.7 4-NO2 3 98.9% 281-283
4.8 4-Br 4 74.3% 274-276
4.9 2-OH 3 96.7% 219-221
4.10 4-OH 4 94.5% 283-285
4.11 2-OH(3-OCHpg) 3 94.7% 297-299
4.12 4-OH(3-OCHpg) 3 92.3% 270-272

Datos espectroscépicos:

Compuesto 4.1. IR (ATR, cm™): 3293, 3058, 2955, 2925, 1708, 1567, 1489, 1366, 1259, 754, 698;
RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 0.98 (s, 3H, CHs), 1.06 (s, 3H, CHs), 2.14-2.24 (dd, 2H, CH»), 2.62-
2.75 (dd, 2H, CH>), 5.19 (s, 1 H, CH), 6.51-7.69 (m, 9H, Ar-H), 7.80 (d, 1H, Ar-H), 8.46 (d, 1H, Ar-
H), 9.23 (s, 1H, NH); EM (IE) 70eV: 353 m/z (19%), 351 (100%), 322 (35%), 295 (65%), 276 (63%),
267 (52%).
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Compuesto 4.2. IR (ATR, cml): 3331, 3061, 2956, 2853, 1688, 1597, 1516, 1489, 1385, 1242,
1150, 1027, 751; RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 0.97 (s, 3H, CHs), 1.06 (s, 3H, CHa), 2.20-2.31
(dd, 2H, CHy), 2.63-2.78 (dd, 2H, CHy), 3.86 (s, 3H, CH30), 5.63 (s, 1 H, CH), 6.50-7.61 (m, 8H,
Ar-H), 7.76 (d, 1H, Ar-H), 8.42 (d, 1H, Ar-H), 9.14 (s, 1H, NH); EM (IE) 70eV: 383 m/z (8%), 381
(12%), 350 (100%), 276 (16%).

Compuesto 4.3. IR (ATR, cm-l): 3348, 3002, 2956, 2869, 1590, 1493, 1372, 1252, 1174, 1036,
831, 808, 766, 748; RMN-H! (400MHz, DMSO-ds): 0.99 (s, 3H, CHs), 1.07 (s, 3H, CHa), 2.02-2.25
(dd, 2H, CH2), 2.61-2.74 (dd, 2H, CHz), 3.69 (s, 3H, CH30), 5.15 (s, 1 H, CH), 6.71-7.69 (m, 8H,
Ar-H), 7.79 (d, 1H, Ar-H),8.45 (d, 1H, Ar-H), 9.22 (s, 1H, NH).

Compuesto 4.4. IR (ATR, cml): 3209, 3059, 2957, 2869, 1716, 1586, 1494, 1369, 1250, 1148,
1035, 748; RMN-H?! (400MHz, DMSO-de): 0.96 (s, 3H, CHa), 1.06 (s, 3H, CHa), 2.14-2.27 (dd, 2H,
CH2), 2.65-2.77 (dd, 2H, CHz), 5.72 (s, 1 H, CH), 6.54-7.76 (m, 8H, Ar-H), 7.87 (d, 1H, Ar-H), 8.44
(d, 1H, Ar-H), 9.23 (s, 1H, NH); EM (IE) 70eV: m/z 387 (3%), 351 (30%), 350 (100%), 276 (14%),
265 (16%), 207 (64%).

Compuesto 4.5. IR (ATR, cml): 3333, 3065, 2958, 2871, 1603, 1570, 1489, 1372, 1260, 1148,
1089, 1013, 756; RMN-H! (400MHz, DMSO-ds): 0.99 (s, 3H, CHs), 1.09 (s, 3H, CHa), 2.06-2.24
(dd, 2H, CHz), 2.61-2.73 (dd, 2H, CHz), 5.24 (s, 1 H, CH), 6.84-7.72 (m, 8H, Ar-H), 7.81 (d, 1H, Ar-
H), 8.36 (d, 1H, Ar-H), 9.27 (s, 1H, NH); EM (IE) 70eV: m/z 387 (4%), 389 (8%), 327 (32%), 281
(20%), 253 (26%), 149 (100%), 135 (74%).

Compuesto 4.6. IR (ATR, cml): 3318, 3061, 2957, 2870, 1683, 1593, 1523, 1493, 1368, 1258,
1150, 756; RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 0.94 (s, 3H, CHa), 1.03 (s, 3H, CHa), 2.02-2.17 (dd, 2H,
CH2), 2.57-2.69 (dd, 2H, CHz), 5.84 (s, 1 H, CH), 6.61-8.07 (m, 8H, Ar-H), 8.51 (d, 1H, Ar-H), 9.30
(s, 1H, NH); RMN-C®3 (400MHz, DMSO-ds): 26.9, 29.6, 32.6, 35.0, 50.12, 108.0, 119.9, 121.8,
122. 8, 123.3, 123.7, 126.4, 126.5, 127.2, 127.7, 128.7, 131. 5, 131,8, 133.1, 133.5, 142.9, 148.1,
152.2, 193.8.
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Compuesto 4.7. IR (ATR, cml): 3323, 3077, 2952, 2928, 1734, 1589, 1492, 1382, 1337, 1258,
1149, 1060, 799; RMN-H! (400MHz, DMSO-ds): 0.96 (s, 3H, CHs), 1.07 (s, 3H, CHa), 2.07-2.27
(dd, 2H, CH2), 2.66-2.76 (dd, 2H, CH2), 5.40 (s, 1 H, CH), 7.26-7.23 (d, 1H, Ar), 7.45-7.61 (m, 6H,
Ar-H), 7.81-7.83 (d, 1H, Ar-H), 8.05-8.08 (d, 1H, Ar-H), 8.48-8.51 (d, 1H, Ar-H), 9.37 (s, 1H, NH):
EM (IE) 70eV: m/z 398 (28%), 367 (16%), 340 (20%), 276 (100%), 266 (19 %), 207 (18%).

Compuesto 4.8. IR (ATR, cml): 3329, 3060, 2957, 2870, 1731, 1598, 1568, 1486, 1371, 1259,
1148, 1009, 802, 755; RMN-H! (400MHz, DMSO-ds): 0.96 (s, 3H, CHz), 1.05 (s, 3H, CH3), 2.01-
2.24 (dd, 2H, CHz), 2.61-2.73 (dd, 2H, CH2), 5.19 (s, 1 H, CH), 6.83-7.56 (m, 8H, Ar-H), 7.81 (d,
1H, Ar-H), 8.43 (d, 1H, Ar-H), 9.27 (s, 1H, NH): EM (IE) 70eV: m/z 431 (70%), 429 (58%), 402
(18%), 375 (20%), 294 (38%), 276 (100%), 266 (52%), 297 (62%).

Compuesto 4.9. IR (ATR, cm): 3223, 3056, 2957, 2927, 1644, 1609, 1579, 1487, 1369, 1272,
1233, 1147, 1034, 846, 830, 800, 754; RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 1.0 (s, 3H, CHs), 1.07 (s,
3H, CHs), 2.04-2.27 (dd, 2H, CH>), 2.48-2.68 (dd, 2H, CH2), 5.84 (s, 1 H, CH), 6.56-7.86 (m, 8H,
Ar-H), 8.47 (d, 1H, Ar-H), 8.92 (d, 1H, Ar-H), 9.31 (s, 1H, NH), 13.03 (s, 1H, OH).

Compuesto 4.10. IR (ATR, cm): 3336, 3060, 2958, 2889, 1590, 1510, 1487, 1372, 1256, 1169,
1150, 1027, 770, 750; RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 0.99 (s, 3H, CHs), 1.07 (s, 3H, CHs), 2.06-
2.25 (dd, 2H, CH2), 2.60-2.74 (dd, 2H, CH2), 5.06 (s, 1 H, CH), 6.50-7.81 (m, 8H, Ar-H), 8.06 (d,
1H, Ar-H), 8.46 (d, 1H, Ar-H), 9.18 (s, 1H, NH).

Compuesto 4.11. IR (ATR, cml): 3378, 3053, 2956, 2926, 1716, 1632, 1581, 1517, 1462, 1367,
1268, 1183, 1084, 764, 740; RMN-H! (400MHz, DMSO-ds): 1.00 (s, 3H, CHa), 1.06 (s, 3H, CHa),
2.01-2.27 (dd, 2H, CH>), 2.48-2.66 (dd, 2H, CH2), 3.81 (s, 3H, OCH3), 5.55 (s, 1 H, CH), 6.51-7.52
(m, 8H, Ar-H), 7.86 (d, 1H, Ar-H), 8.01 (d, 1H, Ar-H), 8.48 (s, 1H, OH), 9.13 (s, 1H, NH).

Compuesto 4.12. IR (ATR, cm): 3329, 3053, 2955, 2940, 1596, 1511, 1490, 1371, 1259, 1148,
1123, 1032, 767; RMN-H! (400MHz, DMSO-de): 1.08 (s, 3H, CHs), 1.13 (s, 3H, CHa), 2.08-2.27
(dd, 2H, CHy), 2.67-2.80 (dd, 2H, CHz), 3.71 (s, 3H, OCHs), 5.13 (s, 1 H, CH), 6.89-7.61 (m, 8H,
Ar-H), 7.85 (d, 1H, Ar-H), 8.48 (d, 1H, Ar-H), 8.65 (s, 1H, OH), 9.25 (s, 1H, NH).
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Modelo general de sintesis para los compuestos 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-
10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-onas (5)

NaNO,/H,0
—>

AcOH
3-5°C

R=H, 2-MeO, 4-MeO, 2-Cl, 4-Cl, 2-NO,, 4-NO,, 4-Br, 2-OH, 4-OH, 3-Me0O-2-OH, 3-Me0-4-OH.

Esquema 4. Sintesis de 7-(R-fenil)-10,10-dimetil-10,11-dihidrobenz[c]acridin-8(9H)-onas.

En un matraz de fondo redondo de 20mL se disolvieron 0.1g (1Eq.) de 4 en 0.78mL de acido
acético, se coloco la disolucion en un bafio de hielo a 3-5°C en agitacion. Se adicionaron
lentamente 0.04g (2Eq.) de NaNO: disueltos en 0.33mL de agua. La mezcla se agité durante 2.5hr
a esta temperatura. Se monitoreo la reaccidn por cromatografia en placa fina, al término de esta
se afiadié agua fria. Se realizaron extracciones con 8 lavados de 5mL de Acetato de etilo, a la
fase orgénica se le realizaron 3 lavados con 5mL de una disolucion saturada de bicarbonato de
sodio y luego dos veces con 5mL de una disolucién saturada de cloruro de sodio. Se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentré el producto en el rotavapor obteniendo un aceite café. El
producto se purificé con una columna de cromatografia utilizando 10.5g silice utilizando como

eluyente Hexano: Acetato de etilo 90/10. Se obtuvo un sélido cristalino blanco en todos los casos.
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Compuesto Sustituyente R Rendimiento

5.1 H 50.1%
5.2 2-OCHs 25.1%
5.3 4-OCH3 60.1%
5.4 2-Cl 31.1%
5.5 4-Cl 58.2%
5.6 2-NO 40.1%
5.7 4-NO> 41.1%
5.8 4-Br 38.2%
5.9 2-OH 49.1%
5.10 4-OH 45.1%
5.11 2-OH(3-OCH3)  40.1%
5.12 4-OH(3-OCH3)  43.2%

Datos espectroscopicos:

Compuesto 5.1. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.20 (s, 6H, CH3s), 2.59 (s, 2H, CH>), 3.44 (s, 2H, CH>),
7.20-7.22 (m, 2H, Ar-H), 7.31 (d, 1H, Ar-H), 7.49-7.55 (m, 3H, Ar-H), 7.63 (d, 1H, Ar-H), 7.73-7.77
(m, 2H, Ar-H), 7.85 (m, 1H, Ar-H), 9.45 (m, 1H, Ar-H). RMN-C*3 (400MHz, CDCls): 28.4, 32.5, 48.3,
54.2,123.2, 123.9, 124.9, 125.7, 127.3, 127.4, 127.7, 128.12, 128.14, 129.5, 130.4, 134.2, 138.0,
160.5, 198.1.

Compuesto 5.2. IR (ATR, cm'): 3059, 2923, 2854, 1726, 1600, 1455, 1245, 1079, 757; RMN-H!
(400MHz, CDCls): 1.12 (s, 6H, CHs), 2.52 (s, 2H, CHz), 3.33 (s, 2H, CHz), 3.84 (s, 3H, OCH3),
6.87-7.81 (M, 9H, Ar-H), 9.33 (m, 1H, Ar-H).

Compuesto 5.3. IR (ATR, cml): 3373, 3066, 2950, 2933, 1693, 1547, 1288, 1240, 1033, 838, 803,
761; RMN-H? (400MHz, CDCls): 1.19 (s, 6H, CHa), 2.59 (s, 2H, CH2), 3.39 (s, 2H, CHa), 3.91 (s,
3H, OCHz), 7.04-7.87 (m, 9H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H); RMN-C3 (400MHz, CDCls): 28.4, 32.5,
48.5,54.4,55.3,113.6, 114.3, 123.5, 124.1, 125.2, 125.6, 127.1, 127.2, 127.6, 129.3, 129.5, 130.0,
130.6, 131.9, 134.2, 147.9, 149.9, 158.0, 160.5, 198.5. EM (IE) 70eV: m/z 381 (100%), 352 (21%),
325 (47%), 282 (27%).
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Compuesto 5.4. IR (ATR, cm™?): 3347, 3049, 2953, 2927, 1680, 1548, 1470, 1352, 1301, 1237,
1050, 800, 750, 641; RMN-H! (400MHz, CDClz): 1.19 (s, 6H, CH3), 2.59 (s, 2H, CH2), 3.42 (s, 2H,
CH2), 7.16-7.89 (m, 9H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H).

Compuesto 5.5. IR (ATR, cml): 3373, 3065, 2955, 2933, 1693, 1547, 1479, 1243, 1089, 837, 766;
RMN-H? (400MHz, CDCla): 1.19 (s, 6H, CHa), 2.58 (s, 2H, CHz), 3.40 (s, 2H, CH>), 7.13-7.87 (m,
9H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H); RMN-C'3 (400MHz, CDCls): 28.3, 32.5, 48.4, 54.2, 123.1, 123.5,
125.7, 127.3, 127.6, 127.7, 128.5, 129.5, 129.6, 130.5, 133.5, 134.2, 136.5, 148.6, 160.5, 198.2.
EM (IE) 70eV: m/z 385 (100%), 356 (36%), 329 (46%), 294 (38%), 266 (64%).

Compuesto 5.6. IR (ATR, cm): 3356, 3049, 2957, 2938, 1685, 1547, 1523, 1350, 1303, 1240,
1084, 763, 740; RMN-H* (400MHz, CDCla): 1.21 (s, 6H, CHs), 2.56 (s, 2H, CH2), 3.41 (s, 2H, CH2),
7.02-7.84 (m, 8H, Ar-H), 8.40 (m, 1H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H).

Compuesto 5.7. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.21 (s, 6H, CH3), 2.60 (s, 2H, CH>), 3.42 (s, 2H, CH>),
7.11-7.14 (d, 1H, Ar-H), 7.37-7.40 (m, 2H, Ar-H), 7.65 (d, 1H, Ar-H), 7.75-7.79 (m, 2H, Ar-H), 7.84-
7.89 (m, 1H, Ar-H), 8.40 (m, 2H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H); EM (IE) 70eV: m/z 396 (100%), 367
(30%), 340 (60%), 266 (64%).

Compuesto 5.8. IR (ATR, cml): 3373, 3064, 2954, 2930, 1694, 1547, 1479, 1285, 1242, 1078,
836, 764, 669; RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.19 (s, 6H, CHs), 2.59 (s, 2H, CHz), 3.39 (s, 2H, CH>),
7.07-7.88 (M, 9H, Ar-H), 9.40 (m, 1H, Ar-H).

Compuesto 5.9. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.21 (s, 6H, CHa), 2.70 (s, 2H, CH2), 3.57 (s, 2H,
CHa), 7.29-7.33 (m, 2H, Ar-H), 7.79-7.96 (m, 7H, Ar-H), 8.94 (s, 1H, OH), 9.70 (s, 1H, Ar-H). RMN-
C'3 (400MHz, CDCls): 28.3, 29.7, 33.1, 52.3, 125.6, 127.3, 127.9, 128.1, 146.8, 160.0, 196.4.

Compuesto 5.10. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.20 (s, 6H, CHs), 2.69 (s, 2H, CH>), 3.47 (s, 2H,
CH2), 7.77-7.94 (m, 9H, Ar-H), 8.94 (s, 1H, OH), 9.55 (s, 1H, Ar-H). RMN-C!3 (400MHz, CDCls):
28.4,33.1, 47.0,52.4, 124.9, 125.4, 125.6, 125.9, 127.3, 127.9, 129.4, 134.7, 135.5, 160.2, 198.2.

Compuesto 5.11. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.21 (s, 6H, CHs), 2.69 (s, 2H, CH>), 3.49 (s, 2H,
CHa), 7.78-7.95 (m, 9H, Ar-H), 8.89 (s, 1H, OH), 9.57 (s, 1H, Ar-H). RMN-C!3 (400MHz, CDCl3):
28.4,29.7, 33.1, 52.4, 125.6, 125.9, 127.7, 127.9, 128.1, 129.6, 130.0, 134.5, 135.0, 160.8.
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Compuesto 5.12. RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.39 (s, 6H, CHs), 2.67 (s, 2H, CH>), 3.34 (s, 2H,
CH2), 7.74-7.92 (m, 8H, Ar-H), 8.80 (s, 1H, OH), 9.37 (s, 1H, Ar-H). RMN-C!3 (400MHz, CDCls):
28.4,33.1,47.0, 52.5, 124.9, 125.5, 125.6, 125.9, 127.3, 127.9, 129.4, 130.5, 134.8, 135.5, 148.9,
160.2, 198.1.

Modelo general de sintesis para 4,5-dimetil-1,3-dihidroxibenceno

OH

1 .H2804/A02O
2. NaOH

OH

3a 3b

Esquema 6. Aromatizacién de 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona.

En un matraz de 25mL de fondo redondo, en atmdésfera de nitrégeno, se colocé 1 g de 5,5-dimetil-
1,3-ciclohexanodiona y se disolvié en 11 mL de anhidrido acético. Se adicionaron 0.420 mL (1.1
Eq) de acido sulfarico concentrado a temperatura ambiente. La mezcla se calentd a temperatura
de reflujo y se coloco6 en agitacion durante 3h. Al terminar la reaccion se adicionaron 20mL de
agua fria y se dejé en agitacion durante 30min. para destruir el anhidrido acético sobrante. Se
extrajo el producto con lavados de éter etilico (5x10mL), la fase organica se lavo con una
disolucién saturada de bicarbonato de sodio (5x5mL) y luego con una disolucién saturada de
cloruro de sodio (3x5mL). Se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré en el rotavapor
obteniendo un aceite café. El producto se purificd por cromatografia de columna con 10g de silice
utilizando un sistema de elucién de gradiente Hexano-Acetato de etilo 98/2 — 90/10. Se obtuvieron

1.279g (80%) del sdlido blanco correspondiente a 4,5-dimetil-1,3-diacetoxibenceno (3e).

110



Para la hidrdlisis se disolvieron 0.500g de 3d en 1ml de Etanol y se afiadieron 0.480g de NaOH
disueltos en 5ml de H20. La mezcla se agitd y calentd a temperatura de reflujo durante 2h. Al
finalizar la reaccion se afiadié agua con hielo y se neutralizé el medio con una disolucion 1:1 de
HCI. El producto se extrajo con lavados de éter dietilico (5x10ml), se seco sobre sulfato de sodio
anhidro y se concentrd el producto en el rotavapor. El producto se purificdé con una columna de
cromatografia con 10g de silice y utilizando como eluyente Hexano: Acetato de etilo 90/10 y 50/50.

Se obtuvo el producto 4,5-dimetilresorcinol (3b) con un 85% de rendimiento.

Para aislar los intermediarios en la reaccion se tomaron alicuotas mientras esta se llevaba a cabo.
En el caso del intermediario 3c, el acido 4,4,-dimetil-2,6-dioxociclohexano-1-sulfénico se obtuvo
separando el sélido precipitado a los 20 minutos después de la adicion del acido sulftrico. Para
obtener el intermediario 3d, 5-hidroxi-2,3-dimetilfenil acetato, se tomé una alicuota a las 2h de
haber comenzado la temperatura de reflujo y se purificé en una columna de cromatografia con

1.5¢g de silice y eluyente Hexano: Acetato de etilo 98/2.
Datos espectroscopicos:

Compuesto 3b: IR (ATR, cm™): 3406, 3074, 2928, 1712, 1642, 1370, 1203, 1076, 971, 803. RMN-
H! (400MHz, CDCls): 2.07 (s, 3H, CHa), 2.21 (s, 3H, CHs), 4.72 (s, 2H, OH), 6.20 (d, 1H, Ar-H),
6.27 (d, 1H, Ar-H); EM (IE) 70eV: m/z 138 (80%), 123 (100%), 109 (15%), 95 (15%).

Compuesto 3c: RMN-H* (400MHz, CDCls): 1.15 (s, 6H, CH3), 2.41 (s, 4H, CH>), 5.97 (s, 1H, CH),
8.35 (s,1H, OH). RMN-H* (400MHz, DMSO-ds): 0.98 (s, 6H, CH3), 2.24 (s, 4H, CH>).

Compuesto 3d: IR (ATR, cml): 3396, 2925, 1756, 1621, 1368, 1206, 1127, 1072, 1015, 886, 853;
RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.98 (s, 3H, CHs), 2.24 (s, 3H, CHa), 2.31 (s, 3H, OCOCH?3), 6.56 (d,
1H, Ar-H), 6.38 (d, 1H, Ar-H); EM (IE) 70eV: m/z 180 (18%), 138 (100%), 123 (85%), 109 (8%).

Compuesto 3e: IR (ATR, cm): 2932, 1758, 1185, 1120, 1074, 1021, 901; RMN-H! (400MHz,
CDCls): 2.09 (s, 3H, CHs), 2.31 (s, 3H, CHa), 2.33 (s, 3H, OCOCHs3), 2.36 (s, 3H, OCOCHs), 6.86
(d, 1H, Ar-H), 6.74 (d, 1H, Ar-H); EM (IE) 70eV: m/z 222 (6.5%), 180 (15%), 138 (100%), 123
(18%), 109 (4%).
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Modelo general de sintesis para el compuesto 11,11-dimetil-7-fenil-
8,10,11,12-tetrahidro-9H-azepino[3,2-b]benzo[h] quinolin-9-ona (13).

Esq. 18 Sintesis de 11,11-dimetil-7-fenil-8,10,11,12-tetrahidro-9H-azepino[3,2-b]benzo[h] quinolin-

9-ona.

En un matraz bola de 25ml se colocaron 0.1g del compuesto 4.3 y 0.035g de NaNsz (2eq), la mezcla
se disolvié en 5ml de CHCIs y se agité en un bafio de hielo. A continuacion, se afiadio 1ml (1eq)
de H2SO4 lentamente. Se colocd una trampa con NaOH. Se retir6 el bafio de hielo y se agito
durante 4 horas. Se control6 el avance de la reaccién con cromatografia en placa fina. Al término
de la reaccion se afiadieron 20ml de agua y se extrajo el producto con lavados de acetato de etilo
(8x10ml), luego se lavo la fase organica con disolucion saturada de bicarbonato de sodio (5x5ml)
para neutralizar. Y finalmente con disolucién saturada de cloruro de sodio (2x5ml). Se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentrd en el rotavapor obteniendo un sélido amarillo. Se purifico
el producto por cromatografia de columna utilizando 6xido de aluminio y un sistema de elucién en
gradiente Hexano-Acetato de etilo 90/10- 70/30. Se obtuvo un sdlido blanco cristalino con 50% de

rendimiento.

Datos espectroscopicos:

Compuesto 13.10 RMN-H! (400MHz, CDCls): 1.16 (s, 6H, CHs), 2.04 (s, 2H, CH2), 2.95 (s, 2H,
CH2), 7.68-8.03 (m, 9H, Ar-H), 9.16 (m, 1H, Ar-H). 10.06 (s, 1H, NH); EM (IE) 70eV: 355 (2%), 290
(52%), 247 (100%), 208 (24%), 180 (16%), 149 (40%).
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