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1. INTRODUCCION

En términos generales, el cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células que puede aparecer en cualquier parte del cuerpo e invadir
otros puntos del organismo.l* En fechas recientes su incidencia y mortalidad han
aumentado de manera muy homogénea alrededor del mundo debido al crecimiento
demografico, el envejecimiento poblacional, el estilo de vida y la exposicion a
factores de riesgo.

Actualmente, existen diversas alternativas en la medicina contra el cancer,
tales como cirugia, quimioterapia, radioterapia y, mas recientemente, la
inmunoterapia. De entre éstas, la quimioterapia es el tratamiento de primera linea
en la mayoria de los casos. Sin embargo, la escasa selectividad y alta toxicidad de
los farmacos ya existentes, ha llevado a la busqueda, desarrollo y optimizacion de

compuestos mas efectivos y seguros.

Con el objetivo de encontrar alternativas mas seguras, en afios recientes el
grupo de trabajo de Lira-Rochalf-®l ha descrito la sintesis y evaluacion citotoxica in
vitro de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina que surgen de la combinacion
del patron estructural observado en la amsacrina (m-AMSA) — un farmaco usado
en el tratamiento de leucemia — y el reemplazo bioisostérico de un benceno por un
tiazol en el nucleo de acridina (Figura 1), observando que la presencia de cierto tipo

de sustituyentes puede modular la actividad mencionada.

H (0]
/O N\S//
//\
(@)
HN
N
(T + LD
N N

9-anilinoacridina (m-AMSA) Tiazolo[5,4-b]quinolina  g_apijlinotiazolo[5,4-b]quinolina

Figura 1. Derivados hibridos de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.
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Asimismo, como parte del estudio de estos compuestos, se han venido

implementando modelos in silico, tales como estudios QSAR, modelado y
acoplamiento molecular, que han permitido establecer relaciones estructura-
actividad para predecir la unidon con la diana molecular y la optimizacion de las
propiedades moleculares asociadas con la citotoxicidad.

Bajo esta perspectiva, en el presente trabajo se pretende sintetizar,
caracterizar y evaluar in silico las propiedades electronicas y el modo de union de
un nuevo grupo de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina que presenten un
grupo bencilamino p-sustituido en las posiciones 3’ y 4’ del anillo de anilino, con la
finalidad de establecer parametros estructurales que contribuyan a la optimizacion

de la actividad citotoxica de esta familia de compuestos.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Generalidades del Cancer

La palabra «Céncer» tiene su origen etimol6gico en el término griego Kapkivog
(karkinos) que significa “cangrejo”, fue utilizado por Hipdcrates, en el siglo IV a.C.,
para referirse a lesiones ulcerosas cronicas que se extendian progresivamente por
los tejidos semejando patas de cangrejo, sin embargo, no hacia alusion a lo que hoy

en dia conocemos como tal.l

A través de los afos, el Cancer se ha ido redefiniendo constantemente en
funcion del entendimiento logrado por los avances a nivel genético y bioquimico. La
OMS lo define como un término genérico para designar a un amplio grupo de
enfermedades que puede afectar cualquier parte del organismo; éste se caracteriza
por la pérdida en el control del crecimiento y division celular, que se extiende mas
alla de los limites habituales y puede invadir tejidos adyacentes o propagarse a otros
organos, mediante un proceso denominado metastasis, que es la principal causa de

muerte por cancer. [’} [8
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Figura 2. Incidencia y mortalidad a nivel mundial de los 5 tipos de cancer mas comunes
en 2020 (ambos sexos y todas las edades).[!%
De acuerdo con las estadisticas globales del cancer (GLOBOCAN), su
incidencia y mortalidad han aumentado de manera rapida y homogénea alrededor

del mundo. S6lo durante 2020 se registraron 19.3 millones de casos nuevos y 10
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millones de defunciones a causa de este padecimiento (Figura 2) y se estima que
para 2040, haya un aumento substancial del 49.7% en el numero de casos debido
al crecimiento y envejecimiento poblacional, los cambios en el estilo de vida y a la

exposicion a factores de riesgo. 19

En el caso de México, en 2021 los tumores malignos se posicionaron como
la cuarta causa de muerte, s6lo por debajo de la enfermedad por coronavirus
(COVID-19), las enfermedades cardiovasculares y la diabetes miellitus.*l Es
importante sefalar que la alta prevalencia de factores de riesgo, aunado a una
transicion hacia el envejecimiento de la poblacién, podria generar en los proximos
afios un aumento acelerado en el niumero de casos, lo que representarian un gran

desafio para la salud publica. 2 [13]

2.2. Proceso carcinogénico

Se conoce como carcinogénesis al proceso por el cual se generan neoplasias o
tumores, que son crecimientos celulares anormales e incontrolados que pueden
volverse paulatinamente mas graves.!*¥ En otras palabras, es el proceso por el cual

las células adquieren caracteristicas malignas o propias del cancer.

Una neoplasia es considerada maligna cuando desarrolla hiperplasia
patolégica, que es el aumento incontrolado de la cantidad de células, asi como otras
modificaciones cualitativas como metaplasia, displasia y anaplasia, que
corresponden a la presencia de tipos celulares diferentes a los de un tejido dado,

anormalidades morfoldgicas e incompleta diferenciacion celular.[*5!

El proceso carcinogénico involucra multiples etapas. Si bien las alteraciones
genéticas y epigenéticas son esenciales, por si solas no son suficientes para causar
cancer. El entorno influye fuertemente en su comportamiento, supervivencia,
proliferacion y ganancia de malignidad.*® De acuerdo con lo anterior, el proceso
carcinogénico puede dividirse en tres fases operacionales principales: iniciacion,

promocion y progresion (Figura 3).
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Figura 3. Fases operacionales y eventos relacionados en el proceso carcinogénico.

Durante la fase de iniciacion, un agente externo, conocido como carcinégeno,
interactda con las células y tiene el potencial de generar mutaciones en genes que
le confieren a la célula la capacidad de crecimiento autdbnomo y pueden
desencadenar una division incontrolada.l'” [*8] Este proceso puede ocurrir en
cuestion de horas o dias, no obstante, las células iniciadas pueden permanecer

latentes incluso por afos.!*l

Cuando las células iniciadas adquieren ventajas de crecimiento, frente a las
células circundantes, debido a la presencia de agentes que brindan el entorno
adecuado para la supervivencia y proliferacion, se habla de la fase de promocion,
en la cual la tasa de mutaciones aumenta, produciendo una mayor poblacién de

células que tienen el potencial de adquirir caracteristicas malignas.[*4: [16]. [19]

Finalmente, en la fase de progresion se forma la neoplasia que puede
expresar el fenotipo maligno. En este punto, debido a la gran acumulacién de
mutaciones, las células tumorales adquieren, segun lo sefialado por Hanahan y
Weinberg?%, ciertos rasgos distintivos que les brindan ventajas bioquimicas y
metabdlicas, volviéndolas mas resistentes y capaces de invadir otros tejidos a través

del proceso de metastasis (Figura 4).
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Figura 4. Rasgos distintivos de las células cancerosas.

2.2.1. Tipos de cancer

Dependiendo del tejido que originara el tumor, el cancer puede clasificarse en
diferentes tipos: (1) carcinomas, cuando se originan en el tejido epitelial que
conforma las superficies de los érganos y revestimientos glandulares; (2) sarcomas,
gue corresponde a tejidos blandos o conectivos, como fibroblastos, huesos,
musculos y adipocitos; (3) cancer hematopoyético, que involucran células del
sistema inmunoldgico e incluye diferentes tipos de linfomas, leucemias, mielomas y
melanomas; (4) cancer germinal, cuando tiene origen en las génadas; y (5) cancer
relacionado al sistema nervioso central o neuro-ectodérmico, que involucra al

cerebro y la médula espinal. 1291 [7]

2.3. Diagndéstico y tratamiento

Dado que la mayoria de los tumores tienden a presentar signos clinicos
inespecificos debido al alto grado de mutaciones, para el diagndstico del cancer se
emplea una amplia gama de procedimientos y pruebas, entre las que se encuentran
las técnicas de imagen (ultrasonido, resonancia magnética de imagen vy
tomografias), la examinacion morfolégica de biopsias del tejido afectado, pruebas

inmunoldgicas y otros analisis de laboratorio. ]
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Con el apoyo de los procedimientos ya mencionados, es posible conocer el
tamafio, ubicacion y el grado de irrupcién de la neoplasia; lo cual permite determinar
el estadio del cancer que proporciona informacién sobre el prondstico clinico del

paciente e influye directamente en la eleccion del tratamiento méas adecuado.*

Actualmente, existen diversas alternativas de tratamiento, tales como cirugia,
radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal y otras terapias
complementarias. El objetivo de todas ellas es la eliminacion, destruccion o
inhibiciébn del crecimiento de las células cancerosas y, dependiendo de las

circunstancias, pueden ser ocupadas de forma Unica o combinada.

2.3.1. Quimioterapia

La Quimica ha jugado un papel fundamental en la terapia contra el cancer, a través
del descubrimiento, desarrollo y uso de farmacos que destruyan o limiten la
proliferacion de células tumorales. Sus origenes se remontan a 1940, con el uso de
mostazas nitrogenadas que mostraron un marcado nivel de regresion en células

tumorales de pacientes con linfoma.?4

La mayoria de los compuestos quimioterapéuticos actian inhibiendo
mecanismos implicados en la division celular, sin embargo, su accion afecta por
igual a las células normales, lo que los vuelve inespecificos al generar varios efectos
secundarios. A pesar de lo anterior y debido al actual incremento en la incidencia
del cancer, los quimioterapéuticos siguen siendo ampliamente usados, incluso a
pesar del desarrollo de terapias mas especificas, ya sea como adyuvantes en

terapias localizadas o en esquemas combinatorios.??

2.4. Farmacos citotdxicos

Dentro de los farmacos contra el cancer se identifican principalmente tres tipos: los
citotoxicos, los hormonales y los agentes biotecnolégicos, siendo los primeros los
mas comunmente utilizados, cuyo mecanismo de accion es la interrupcion del ciclo

celular que lleva a la apoptosis.
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Por lo general, estos farmacos son clasificados de dos maneras: por su
especificidad en el ciclo celular, basdndose en los momentos en que son activos, o
por sus dianas biolégicas. Dentro de esta ultima clasificacion se encuentran: los
antimetabolitos, los agentes de unién a tubulina y aquellos compuestos que

interaccionan y dafian el DNA por diferentes vias.[??: [23]

2.4.1. Antimetabolitos

Esta familia de farmacos es una de las mas antiguas dentro de los farmacos
anticancerigenos. Su mecanismo de accién se basa en la interferencia con vias
biosintéticas esenciales, ya que son analogos de metabolitos generados

naturalmente en la sintesis de DNA y RNA.[22: [24]

Estos compuestos pueden actuar ya sea por competicion por los sitios
cataliticos de enzimas o por incorporacion en los acidos nucleicos modificando su
funcién normal y desencadenando el proceso apoptoético (Figura 5). Debido a su
mecanismo de accion, los antimetabolitos tienen alta especificidad por la fase S del
ciclo celular, lo que les brinda cierta selectividad por las células cancerosas debido
a sus altas tasas de replicacion.?4
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Figura 5. Tipos y ejemplos de antimetabolitos.
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2.4.2. Farmacos de unién a tubulina

Los microtlbulos son estructuras diméricas filamentosas de a y B tubulina que
participan en la formacién del huso mitotico durante la division celular. Su formacion
esta dada por un equilibrio dinamico con dimeros libres de tubulina que se unen
reversiblemente permitiendo su elongacion o contraccién. Los farmacos que actiian
por esta via generan la disrupcién de este equilibrio al detener la mitosis, y pueden
clasificarse como agentes desestabilizadores cuando inhiben la polimerizacién o

estabilizadores cuando la estimulan.

Se ha identificado que la interaccion con tubulina puede darse en tres sitios
de union principales: el de los alcaloides de la Vinca, el del taxol o el de la colchicina;
los cuales se han nombrado de acuerdo con sus ligandos mas conocidos, sin

embargo, en ellos pueden interactuar otros analogos o derivados (Figura 6). 2%
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OCH;
OH

OCH.
Combrestatina A-4
Figura 6. Sitios de unién a tubulina y ejemplo de compuestos que actian por esta via.

2.4.3. Farmacos que interaccionan con DNA

Los farmacos que atacan al DNA constituyen una de las mas grandes e importantes
familias de compuestos en la quimioterapia contra el cancer. Su mecanismo de
accién consiste en interferir con la replicacion y, de acuerdo con la manera en que

lo hace, se clasifican en diferentes grupos.




ANTECEDENTES W
——

2.4.3.1. Alquilantes

Los agentes alquilantes son compuestos electrofilicos altamente reactivos que
tienen la capacidad de transferir grupos alquilo a una biomolécula. La union de estos
compuestos se da principalmente a nivel de DNA, sin embargo, pueden interactuar

también con grupos nucleofilicos presentes en otros componentes celulares. 28!

La mayoria de las alquilaciones ocurren en las bases nitrogenadas y pueden
presentarse en una sola o en ambas hebras de DNA, generando alteraciones como
el desapareamiento de nucledtidos, la fragmentacién de la cadena o el impedimento
de su separacion (Figura 7) que en conjunto evitan el proceso de replicacion y

transcripcion, principalmente durante las fases Gi1 y S del ciclo celular.?”]

———— — —
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Figura 7. Diferentes tipos de union y ejemplos de agentes intercalantes.

2.4.3.2. Agentes de unién al surco menor e intercalantes

Existen dos maneras principales en que ciertas moléculas pueden interactuar con
el DNA de manera reversible: la unién al surco menor o la intercalacion, entre los

pares de bases (Figura 8).

10
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Figura 8. Interacciones reversibles con DNA.

Debido a caracteristicas propias del surco menor, a este sitio pueden unirse
moléculas pequeiias que generalmente presentan alta especificidad por secuencias
ricas en Adenina y Timina impidiendo la sintesis de DNA y RNA al evitar la accion
de la polimerasa correspondiente. Algunos ejemplos son miembros de las familias

de la antraciclina, bleomicina, mitomicina, y alcaloides tetrahidroisoquinolinicos.!?8l

Por otro lado, los agentes intercalantes son moléculas con sistemas planos
poliaromaticos (o cromoforos) que se insertan entre pares de bases y cuyo acomodo
genera distorsiones que ocasionan interferencia en el reconocimiento y funcién de
proteinas asociadas. Algunos ejemplos de este tipo de agentes son los derivados

de elipticina, actinomicina, antraciclinas y acridinas.[?% 130

2.4.3.3. Antibioticos antitumorales

La busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento contra el cancer condujo al
descubrimiento de una serie de compuestos con actividad antimicrobiana que
inhiben ademas la proliferacion celular y que han demostrado ser clinicamente Utiles
en el tratamiento de algunos tumores. Dentro de este grupo de compuestos se
encuentran miembros de las familias de la antraciclina, bleomicina, actinomicina,
mitomicina y acido auredlico; los cuales en su mayoria fueron aislados de diferentes
especies de Streptomyces.? Sus mecanismos de accién son variados e incluyen
la intercalacion, entrecruzamiento y alquilacion de cadenas de DNA, asi como la

inhibicion o alteracion de la funcién de algunas enzimas relacionadas. 32

11
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Figura 9. Ejemplos de Antibi6ticos antitumorales.

2.4.3.4. Inhibidores de latopoisomerasa

Las topoisomerasas son enzimas esenciales que regulan la topologia del DNA
resolviendo el superenrollamiento. Los antitumorales que actlan por esta via
pueden dividirse en: inhibidores, que detienen el proceso catalitico de la enzima,
pero no interfieren con la estabilidad del complejo enzima-DNA; y venenos que
interaccionan con el complejo, estabilizandolo y convirtiendo a la enzima en un
agente que dafa el DNA, al promover la generacion de rupturas y fallas que
ocasiona la muerte celular. Dentro de esta familia de compuestos se encuentran
derivados de indocarbazol, indoisoquinolinas y fenantridinas que actiuan sobre el

tipo |, y derivados de acridina, antraciclina y etopésido que acttian sobre el tipo 11.13%
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Figura 10. Ejemplos de farmacos que inhiben las topoisomerasas.
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2.5. Busqueday desarrollo de nuevos farmacos

El descubrimiento de farmacos y el desarrollo de medicamentos es un proceso
complejo (Figura 11). Inicia con la investigacién exhaustiva de una enfermedad y la
identificacion de una o varias dianas moleculares, asi como la de compuestos
bioactivos. Posteriormente, los compuestos seleccionados son evaluados en
ensayos biologicos y pruebas clinicas para finalmente ser aprobados con fines

terapéuticos.

I. Descubrimiento y optimizacién Il. Desarrollo

Identificacion
de Hits y
leads

Identificacion
VAL E]]
de la diana

Fase
Clinica ll

Evaluacion
preclinica

Investigacion Optimizacion

Fase
Clinica Il

'
lIl. Mercado |
Fase Aprobacion
Clinica IV regulatoria

Figura 11. Etapas principales en el desarrollo de un medicamento.

Dentro de este proceso, la Quimica Farmacéutica juega un papel importante
ya que es una ciencia multidisciplinaria que se encarga del descubrimiento,
desarrollo, identificacion y entendimiento del mecanismo de accién de compuestos
biologicamente activos a nivel molecular, teniendo como objetivos la basqueda y
mejora de farmacos, asi como el entendimiento de los procesos causales de las

enfermedades.34

El papel que juega la Quimica Farmacéutica en el desarrollo de
medicamentos ocurre principalmente en las primeras etapas. En la fase de
descubrimiento, permite la eleccion de la diana biolégica, asi como la identificacién
de nuevos compuestos que interactien con ésta, los cuales, si muestran actividad
significativa, seran llamados hits. Posteriormente, en la fase de optimizacion, se
ocupa de mejorar compuestos activos de manera que tengan propiedades
farmacéuticas mas atractivas, tales como aumento en la potencia, mayor
selectividad y baja toxicidad, para ser considerados leads (lideres o cabeza de

serie).[33l [34]
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Dentro de este proceso existen cinco estrategias principales que permiten la
identificacion y obtencion de hits y/o leads 5

1. Disefio de andlogos: Sintesis de nuevas moléculas que presenten similitud
guimica y/o farmacologica a partir de un farmaco conocido.

2. Cribado sistemético: Determinacion del potencial farmacolégico de un
grupo de moléculas en diversos ensayos biol6gicos que imiten un estado
patoldgico determinado.

3. Aprovechamiento de informacion bioldgica: Estudio del efecto bioldgico
provocado por alguna sustancia (etnofarmacologia, efectos secundarios y
reposicionamiento de farmacos).

4. Disefio planificado y racional: Disefio de farmacos a un nivel mas
especifico, basado en el conocimiento molecular y estructural de una diana
seleccionada.

5. Aplicacion de métodos computacionales: Aplicacion del conocimiento
sobre las dianas moleculares y las nuevas tecnologias para asistir el
descubrimiento de moléculas que pueden interactuar fisica y funcionalmente

con ellas.

2.5.1. Disefio de Farmacos Asistido por Computadora (DiFAC)

El disefio de farmacos asistido por computadoras conjunta multiples estrategias
cuanticas y quimico-moleculares que permiten, mediante la aplicacion de métodos
computacionales, el descubrimiento, el disefio, el desarrollo y la optimizacion de

nuevos agentes terapéuticos, asi como el reposicionamiento de farmacos.[3 [36] [37]

Las estrategias del DiIFAC se dividen en dos vertientes principales: El disefio
basado en la estructura (del receptor), que hace uso del conocimiento de la
estructura quimica y tridimensional de la macromolécula con la que interactia el
farmaco; y el disefio baso en el ligando, que se centra en el estudio de la
estructura de moléculas con actividad biologica. La eleccibn del método
computacional dependera de la informacién que se tenga de la estructura del

ligando y/o receptor, pudiendo incluso hacer uso de ambas estrategias. (38 [39]

14
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Sin embrago, es importante sefalar que la aplicacion de métodos
computacionales no asegura la unién ligando-receptor, por lo que solo deben
considerarse como una herramienta mas que asiste en el disefio y desarrollo de

farmacos.

2.6. Topoisomerasas

Las topoisomerasas son enzimas que regulan procesos que requieren acceso a las
secuencias de nucleétidos, como la replicacién y transcripcion celular, ya que
poseen la capacidad de cortar, reorganizar y volver a ligar hebras de DNA para
modificar su topologia, lo que las vuelve blancos moleculares importantes para
farmacos anticancerigenos.% En el caso de los humanos, el genoma codifica para

tres tipos de topoisomerasas: IA, 1B y 1IA.[B0 [41]

El mecanismo de accion de las topoisomerasas del tipo | (TI) ocurre por la
ruptura de una hebra de DNA que permite el paso de la otra a través de ésta (TIA)
o la rotacion controlada a través de la hebra intacta (TIB), para posteriormente

generar la religacion de la hebra escindida (Figura 12).142

Topoisomerasa Tipo IA
Andamio

Dominiode
escision

Dominiode Ruptura y paso
escision de hebra

Topoisomerasa Tipo IB

]A Rotacién controlada

Ruptura

———————————

Figura 12. Mecanismo de las topoisomerasas | humanas.

Por otro lado, las topoisomerasas de tipo Il (TIIA), son homodimeros que
rompen ambas hebras de un diplex de DNA (segmento G o puerta) permitiendo el
paso de otro (segmento T o transportado) a través de la apertura generada. Su
mecanismo requiere la presencia de iones Mg?* e hidrélisis de ATP y puede

resumirse en 6 etapas principales (Figura 13):
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Unién del segmento G de DNA a la enzima en el dominio de escision.

Uniéon de dos moléculas de ATP generando en la enzima un cambio
conformacional que permite la captacién del segmento T.

Escision de las hebras del segmento G y formacién del “complejo escindido”
via transesterificacion magnesio-dependiente entre un residuo de tirosina y los
enlaces fosfodiéster del DNA.

Paso del segmento T a través de la ruptura generada y su liberacién en el otro
extremo de la enzima.

Religacion de las hebras del segmento G.

Liberacion del segmento G tras la hidrélisis de ambas moléculas de ATP, dando
como resultado una molécula de DNA quimicamente inalterada, pero con una

topologia diferente.[40-142]

Segmento T
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Figura 13. Mecanismo de la topoisomerasa Il humana y sus puntos de inhibicion
farmacologica.
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2.7. Derivados de Acridina

La acridina es un compuesto heterociclico que se caracteriza por su estructura plana
formada por dos anillos de bencenos fusionados a una piridina central. Sus
derivados fueron utilizados inicialmente como colorantes y pigmentos, sin embargo,
en la actualidad son conocidos como uno de los més viejos y exitosos grupos de
agentes bioactivos, ya que poseen diversas actividades terapéuticas tales como
antibacterianos, antihelminticos, insecticidas, fungicidas, antiinflamatorios y

anticancerigenos. 34l

2.7.1. Amsacrina

Dentro de los derivados de acridina, las 9-anilinoacridinas son compuestos
ampliamente estudiados, en particular la Amsacrina o0 m-AMSA (Figura 14), ya que
es el primer intercalante sintético sometido a pruebas clinicas por su actividad
antineoplasica, y que actualmente es utilizado en el tratamiento de leucemia

mieloide y leucemia linfocitica en adultos.

- B
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responsable de la union a DNA via \

intercalacion, mientras que la porcion Figura 14. Amsacrina

debido a la formacion de un complejo

H

/

anilino, conformada por un grupo 4'-metansulfonamida-m-anisidina, se orienta hacia

el surco menor y actia como un veneno para la enzima al estabilizar el complejo
escindido que evita la religaciéon del DNA en el proceso catalitico y ocasiona la

muerte celular.45-47]

Sin embargo, a pesar de sus efectos positivos en la terapia, se ha detectado
la presencia de algunas reacciones adversas, tales como mielosupresion,
hiperbilirrubinemia, nduseas, estomatitis y cardiotoxicidad, razén por la cual se han
buscado y desarrollado gran variedad de nuevos analogos que mejoren la actividad

y disminuyan los efectos no deseados.
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2.8. Derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina

Dentro del disefio de analogos de moléculas bioactivas es comun realizar
modificaciones estructurales que permitan mejorar la potencia, la duracién y la
naturaleza de sus efectos farmacoldgicos, tales como el reemplazo de algin
hidrégeno por un sustituyente o el reemplazo de uno o varios atomos por otros que

presenten propiedades fisicoquimicas similares (isosterismo).

En este sentido, los isosteros son grupos de a&tomos cuyas capas periféricas
de electrones pueden ser consideradas idénticas y presentan similitud en sus
propiedades fisicoquimicas. Por otra parte, cuando el término se extiende y es
empleado para designar modificaciones en atomos de una molécula bioactiva, sin
obedecer necesariamente a reglas estéricas o electronicas, pero que mantienen la

actividad bioldgica deseada, se introduce el término bioisosterismo. 8->

Con base en este principio, en 1997 Alvarez-lbarra y colaboradores!
realizaron el reemplazo bioisostérico de un anillo de benceno por uno de tiazol en
el nucleo de acridina, dando origen a derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina (Figura
15) que fueron evaluados in vitro contra tres lineas celulares tumorales: neoplasia
linfoide de ratén (P-388), carcinoma pulmonar (A-549) y adenocarcinoma colorrectal
humano (HT-29).

H NN
OH N N N N

RZ (§_ N\
SCH
i | R L ° 3 $-S0,CH;
F—} \>7R1 NN
HyC—} N S /~ N\ \\
N N—
(. \_/ J

Figura 15. Derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina reportados por Alvarez-Ibarra.

Las moléculas evaluadas presentaron en algunos casos buena actividad

citotoxica y, de dichos resultados, se dedujeron tres caracteristicas estructurales de
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importancia para la actividad antitumoral: la presencia de un grupo electroatractor
en la posicion 7, asi como la de una cadena lateral en la posicion 2 0 9 que presente

dos nitrégenos basicos y libertad conformacional.

A partir del trabajo anterior, Lira-Rocha y colaboradores estudiaron y
compararon las propiedades electrostaticas de dichos compuestos con las 9-
anilinoacridinas (m-AMSA)E], observando que la combinacion de ambas estructuras
podria dar origen a derivados con potencial actividad antitumoral, las 9-
anilinotiazolo[5,4-b]quinolinas, que al ser evaluadas in vitro presentaron notable

actividad citotoxica frente algunas lineas celulares tumorales humanas.

En afos recientes este grupo de trabajo ha descrito y evaluado la actividad
antitumoral de un amplio nimero de moléculas derivadas de este nucleo (Figura
16), explorando cambios en el patron y tipo de sustitucion de las posiciones 2y 7
del triciclo, asi como de diversas posiciones en el anillo anilino, con la finalidad de

analizar la influencia que esto genera sobre la actividad biologica. 4} [5) [52-[55]

—H
R=H, CI, CH;3, OH, OCHs;, CF3,
NH5, NO,, NHAc, NHCH3, CN, —SCH
CO,CH,CHs, CO,CH3, CH,OH 3
Mono y disustituido / \
( - y /\) N ¢ X=CHj,, O, NCH,
g_N\/\N
i —N
H
k J
3 R S~
2= ‘ 4 _H N
H— I N T SNy
F_ 7 9 H \
| A \/N\ )
n=1,2
CH0— = /\S: _N/\/\N/\
N H \\/(CHZ)n
_H n=1,2
\\/(CH2)n

Figura 16. Derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina sintetizados y evaluados por Lira-
Rocha y colaboradores.
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Las moléculas mostradas en la figura anterior fueron evaluadas en lineas
celulares de cancer cérvico-uterino (HelLa), cancer de colon (SW480 y SW620) y
leucemia mieloide (K526) mostrando notable actividad antitumoral, incluso mayor
gue la m-AMSA en algunos casos. De acuerdo con los resultados de estos estudios,
se ha llegado a las siguientes conclusiones respecto a los requerimientos

estructurales necesarios para una buena actividad citotoxica:

a) La ausencia de sustituyente en la posicién 2 no es favorable para la actividad
bioldgica. 8]

b) La presencia de una cadena de N,N-dietilaminoalquilamino favorece la
actividad citotoxica independientemente si ésta se encuentra en la posicion
2 del triciclo o en algun lugar del anilino.[“: 521, (541 [57]

c) La presencia de grupos electroatractores en la posicion 7 del nucleo resulta
favorable para la actividad. 2 (58]

d) Sustituyentes electroatractores o donadores de puentes de hidrégeno en las
posiciones 3’ y 4’ del anilino resultan de interés para la actividad, siendo la
posicion 3’ la mas favorecida. 4 [54]. [59]

e) Un patron de disustitucion en el anillo anilino es favorable para la actividad,
siempre y cuando los sustituyentes sean electroatractores y se acomparien

de una amina alifatica en posicion 2. [l [53]
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en el grupo de trabajo de Lira-Rocha se han reportado numerosos
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina que han puesto de manifiesto su
potencial accion antitumoral y han establecido una serie de caracteristicas
estructurales necesarias para tal efecto. Sin embargo, estudios recientes de biologia
molecular sobre células HelLa tratadas con D3CIP, uno de los compuestos mas

activos reportados hasta la fecha (Figura

17), mostraron que este tipo de derivados, a /@\
HN Cl /

pesar de la semejanza estructural, no N\_
comparten el mismo modo de accion que su N N\>7Né_/7
analogo la m-AMSA, ya que no se observo N

la estabilizacion del complejo con la Topo I, ‘ Figura 17. D3CIP

ni la intercalacion eficiente con el DNA. 69

Considerando lo anterior, se han buscado estrategias que permitan redirigir
la accidn de los derivados hacia la diana propuesta originalmente, tomando como
referencia una serie de requerimientos propuestos, tales como la presencia de un
nucleo aromatico policiclico que se intercale con el DNA y sustituyentes que se
orienten hacia el surco menor y permitan la interaccion con ciertos aminoacidos en

el sitio de escision generado por la enzima (Figura 18). [61]

— Sitio de union — Surco Menor ~

& @ =
o=s5=0

PE522) G478 e ] N

: @@ @ @ oj@/”“
HO 0 o i " i

N g e
Enlace N N Enlace =
fosfodiéster N o / ) fosfodiéster
escindido \ / N/ intacto \N
Q778
m-AMSA

e

Sitio de union — Surco Mayor

Figura 18. Sitio y modo de unién de farmacos con accion sobre la topoisomerasa |l.
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Por tal motivo, en el presente trabajo se disefid un nuevo grupo de moléculas
con las que se pretende lograr una unidn selectiva con la Topoisomerasa |l,
tomando como base la 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina unida a un grupo metiltio en
la posicion 2 y un bencilamino p-sustituido en las posiciones 3’ 0 4’ del anilino. Este
disefio considera observaciones hechas en estudios previos que indican la
importancia bioactiva de sustituyentes con atomos formadores de puentes de
hidrogeno en el anilino 462 asi como la presencia del metiltio para una mayor

afinidad y selectividad en la intercalacion con el DNA. ¢l

Ademas, existe evidencia que indica que la presencia de un bencilamino en
analogos de etoposido (Figura 19), un farmaco que posee el mismo mecanismo y
sitio de union que la m-AMSA, favorecié la actividad citotoxica.!®! Por lo cual, resulta
de interés evaluar si la incorporacion de este tipo de sustituyente en el nucleo de
tiazolo[5,4-b]quinolina favorece la actividad antitumoral via interaccion con el blanco

molecular propuesto.
3 2'

R
R’Vof%ﬁ\ ®_\
HO OH0

NH
4 <°]@ﬁ’\
o] o]
. \g mmp < : \g

HaCO OCH; HaCO OCH;
OH OH

il

Figura 19. Reemplazo bioisostérico en el etopédsido.
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4. HIPOTESIS

La incorporaciéon de un bencilamino en las posiciones 3’ y 4’ del anillo anilino de
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina, generard compuestos con potencial actividad
citotdxica, via interaccién selectiva con la topoisomerasa Il, ya que la presencia de
un grupo amino permitird la interaccion con la diana molecular de manera similar a
la m-AMSA.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivos generales

Sintetizar y caracterizar nuevos derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina, asi
como determinar, mediante modelado y acoplamiento molecular, la influencia que

genera la incorporacion de un bencilamino en las posiciones 3’ y 4’ del anillo anilino.

5.2. Objetivos particulares

e Sintetizar y caracterizar por meétodos espectroscopicos 6 nuevos
derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina con un grupo bencilamino en
las posiciones 3’ y 4’ del anillo anilino.

e Realizar estudios de modelado molecular de los derivados propuestos
gue permitan la determinacion de propiedades electrénicas relacionadas
con la posible actividad biologica.

e Establecer, mediante estudios de acoplamiento molecular, el modo de

unién tedrico de los ligandos con la diana biol6gica aparente.
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6. METODOLOGIAS
6.1. Sintesis quimica

La ruta sintética seguida para la obtencion de los compuestos propuestos se ilustra

en el Esquema 1.

S S
| 1l 1

3'HN 3N
) /@4' /@4
f HN e HN
HN - S 2
R N R N
N N \>_
\>—SCH ©\)I \>—SCH3 @ﬁj: SCH3
CﬁNIS ’ N/ S N/ S

Vi3, Vi4 V3, V4 V3, IV4
Vida: R=H Vida: R=H V3a: R=H V4a: R=H
VI3b: R=ClI Vidb: R=ClI V3b: R=Cl V4b: R=Cl
VI3c: R=O0OCH; Vidc: R =O0CH; V3c: R=O0CH3 V4c: R=O0CH;

Esguema 1. Ruta general de sintesis de derivados bencilamino.
Condiciones de reaccion: (a) 1) TEA, CS;, CHal, 40°C; 2) K,COs3, CHsl, 40 °C. (b) t-BuOK,
PhNCS, -75°C. (c) PPA, POCIs, 130-135°C. (d) HCI 10%, aminoacetanilida, 100°C. (e)
NaH, Haluro de bencilo, 0°C. (f) H,SO4 10%, 105°C.

6.1.1. Reactivos y equipos

Todas las materias primas utilizadas en la sintesis de los intermediarios y los
productos finales fueron adquiridas comercialmente en grado reactivo a través de
Sigma-Aldrich®. Por otro lado, la caracterizaciéon de los intermediarios, previamente
reportados, se realiz6 por comparacion contra una muestra analitica mediante

cromatografia en capa fina (CCF) y determinacién del punto fusion.

La determinaciéon de los puntos de fusién de los diferentes derivados se

efectud en un aparato de Fisher-Johns y no estan corregidos.
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La evaporacion de disolventes se realizé6 empleando un rotaevaporador IKA
HB10 Basic conectado a una bomba de vacio Vacuubrand PC 101 NT. Mientras
qgue para la destilacién a presion reducida se utilizé6 una bomba de vacio FECISA
FE-1405 con capacidad maxima de 0.1 mmHg.

Por otro lado, la caracterizacion de los productos finales se realizé mediante
técnicas espectroscopicas con el apoyo de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM:

e Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-'H): Se empledé un
espectrometro Varian VNMRS (9.4 T, 400 MHz) utilizando Tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna y dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como
disolvente.

e Espectroscopia de Infrarrojo (IR): Los espectros se obtuvieron mediante un
espectrofotometro de FTIR/FIR Spectrum 400 de Perkim-Elmer, utilizando la

técnica de Refractancia Total Atenuada (ATR) con unidades en cm™,

6.1.2. Cromatografia

El avance de las reacciones se monitore6 via analisis por CCF siguiendo técnicas
convencionales utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice 60 F2ss €
indicador UV (Aldrich®), las cuales fueron reveladas por medio de una lampara de

luz ultravioleta (A = 254 y 365 nm) y vapores de yodo.

Asimismo, la purificacibon de algunos derivados se realiz6 mediante
cromatografia de liquidos, empleando una columna de vidrio y gel de silice con un
tamafio de poro de 60 A y malla 70-230. Las mezclas de disolventes empleadas

como fase mévil para ambos casos se sefialan a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Sistemas de elucion empleados en el analisis cromatografico.

Sistema Mezcla de disolventes Proporcion
I Hexano — Acetato de Etilo 8:2
Il Cloroformo - Metanol 95:5
[l Cloroformo - Metanol 99.5:0.5
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6.1.3. Obtencién de derivados bencilaminicos

6.1.3.1. N-[(Etoxicarbonil)metil]iminoditiocarbamato de dimetilo (I)
') 0]
O C82 CH3| H CH3|
_ : N _S
)J\/K‘Hsc' > EO N\H/S\ — EtoJ\/ Y ~
EtO CHCI3, TEA Acetona, K,CO; s
S | ~
En un matraz de tres bocas acondicionado con termémetro, refrigerante y agitacion
mecanica, se adicionaron 50 g (0.355 mol) de Clorhidrato de glicinato de etilo y 200
mL de cloroformo, cuya suspensién se mantuvo en agitacion vigorosa hasta
disolucion completa. Posteriormente, con ayuda de un embudo de adicién, se
incorporaron 100.0 mL (0.709 mol) de Trietilamina y 21.6 mL (0.355 mol) de

Disulfuro de carbono, calentando la mezcla a 40°C durante 1 hora.

Transcurrido ese tiempo, se adicionaron lentamente 22 mL (0.355 mol) de
Yoduro de metilo manteniendo el calentamiento por 1 hora, tras lo cual se dejo
enfriar a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién fue lavada con aguay la fase
organica se concentro a presion reducida obteniendo un aceite de color amarillo
paja, el cual fue disuelto en 300 mL de acetona y vertido nuevamente en el matraz

de tres bocas acondicionado como se indicé anteriormente.

A la mezcla anterior se adiciond, por goteo, una solucion de 49 g (0.355 mol)
de Carbonato de potasio en 45 mL de agua y 22 mL (0.355 mol) de Yoduro de
metilo, la reaccion se calent6 a 40°C durante 3 h, para posteriormente dejar enfriar
a temperatura ambiente y agitar de manera constante durante 18 h. A continuacion,
se elimind la acetona por destilacién a presion reducida, obteniéndose un aceite de
coloracion ambar, al cual fue lavado mediante extracciones con cloroformo y agua.
Finalmente, se concentro la fase organica y el aceite resultante se destil6 a presion
reducida recuperando la fraccion que destil6 a 130°C, obteniéndose 70.0 g (0.338
mol, 95.2%) de un aceite incoloro (Compuesto I) que se torna amarillo al contacto

con la luz y tiene un Rf de 0.48 (Sistema I).
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6.1.3.2. 4-(Etoxicarbonil)-5-(fenilamino)-2- (metiltio)tiazol ({0))

o 07

THFanh, t-BuOK*

En un matraz de tres bocas, acondicionado con un termdémetro para bajas
temperaturas, condiciones anhidras y bajo atmésfera de nitr6geno, se suspendieron
6.34 g (0.055 mol) de tert-Butéxido de potasio en 200 mL de Tetrahidrofurano
anhidro. La mezcla se sometio a agitacion magnética y se enfrio a -75°C en un bafio
de hielo seco y acetona. Una vez alcanzada la temperatura, con ayuda de una
canula, se adicionaron por goteo 8 g (0.038 mol) del compuesto | disuelto en 10 mL
de Tetrahidrofurano anhidro y se mantuvo en agitacion a esa temperatura durante
90 min. Posteriormente, se afiadieron 4.8 mL (0.038 mol) de fenilisotiocianato en 10
mL de Tetrahidrofurano anhidro, manteniendo las mismas condiciones de agitacion

y temperatura durante 50 min.

Una vez transcurrido el tiempo sefialado, se retir0 el sistema de enfriamiento
y se observo la formacion de un precipitado amarillo al alcanzarse -10°C. La
suspension formada, se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 16 h, tras
lo cual, fue vertida lentamente en 1.5 L de agua con agitacion constante, que
promovio la formacion de un precipitado blanco que fue separado por filtracion al
vacio y se recristalizo de etanol, obteniéndose 10.91 g (0.037 mol, 95.9%) del

compuesto Il, que present6 un punto de fusién de 79-80°C y R¢ de 0.42 (Sistema ).
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6.1.3.3. 9-Cloro-2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolina (l11)

(0]
NYSCH:’, Cl
g0’ { POCI, N
HN — > H—scH,
S

PPA Z
Il N
1]

En un matraz de fondo redondo, acondicionado con refrigerante y trampa para
gases con hidroxido de sodio, se colocaron 0.71 g de Acido Polifosférico, 2.94 g
(9.98 mmol) del compuesto Il y 3.0 mL (29.96 mmol) de oxicloruro de fosforo. La
mezcla se agito y calento a reflujo (130-135°C) durante 4 h. Trascurrido ese tiempo,
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron lentamente 10 mL de etanol

frio, observandose la formacion de un precipitado amarillo oscuro.

Posteriormente, la suspension formada se vertié sobre 100 mL de agua, se
llevé a neutralidad con bicarbonato de sodio y el sdlido formado se separ6 por
filtracion a vacio. Finalmente, el crudo recuperado se suspendio en metanol caliente
y se aislo por filtracion al vacid, obteniéndose 1.90 g (7.13 mmol, 71.4%) de un
sélido color crema (Compuesto 1ll) con punto de fusion de 156-159°C y Rr de 0.55

(Sistema ).
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6.1.3.4. Obtencion de derivados de 9-[(N-acetil-3/4-amino)anilino]-2-metiltio
tiazolo[5,4-b]quinolina (1V)

o)
0 3'HN—<
3HN—< 4
Cl 4
HN
x—N H,oN
—_—

H—scH, N
N NMP, HCI 10%, LiCl P \>—scH3
1 NT S

V3, IV4

En un matraz de fondo redondo acondicionado con refrigerante, se adicionaron 500
mg (1.87 mmol) del compuesto 1ll, 6.0 mL de N-metilpirrolidona, 1340 puL de HCI
10% y se agitd vigorosamente durante 30 min. A continuacion, se agregaron 2.81
mmol de la aminoacetanilida con el patron de sustitucion deseado, 25 mg de cloruro
de litio y se calentdé a 100°C hasta consumo total de las materias primas.
Posteriormente, se enfrio a temperatura ambiente y se vertié sobre 60 mL de una
mezcla agua-hielo observandose la formaciéon de un soélido que se separd por
filtracion. Finalmente, el sélido recuperado se suspendio en tolueno, se llevd a

ebullicién y se recolecto por filtracion al vacio.

N-(3-[(2-(Metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (I1V3)

/@\ J§ Se obtuvieron 580 mg (1.52 mmol, 81.3%) de un sdlido
HN N~ "0 amarillo claro, con punto de fusion de 209-210°C y Rs

m%_sws de 0.37 (Sistema II).
N

L. J

N-(4-[(2-(Metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (1V4)

-

H o | se obtuvieron 612 mg (1.61 mmol, 85.9%) de un sdlido
/©/ \f naranja opaco, con punto de fusion de 218-219 °C y Rs
HN

N de 0.35 (Sistema II).
TN
N/ S>—SCH3

(. /
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6.1.3.5. Obtencién de derivados de 9-[(N-acetil-N-bencil-3/4-amino)anilino]-2-
metiltiotiazolo[5,4-b]quinolina (V)

(0] ‘<
3 HN4<
4' 1]
/@ 4 V3a: R=H
HN /@AX HN V3b: R=Cl
R X =Cl/Br V3c: R =0CH;
—_—

SCHj3 \ SCH V4db: R =CI
N DMF, NaH 7 . Vdc: R =OCH,

V3, IV4 V3, V4

En un matraz de fondo redondo, bajo condiciones anhidras y atmoésfera de
nitrogeno, se suspendieron 1 mmol del compuesto IV3 o IV4 y 1.5 mmol de hidruro
de sodio en 5 mL de dimetilformamida. La mezcla se enfrio a 0°C en un bafio de
hielo-sal y se agitd vigorosamente durante 2.5 h. Trascurrido este tiempo, se
adicionaron por goteo 2 mmol del haluro de bencilo correspondiente disuelto en 1
mL de dimetilformamida, manteniendo las condiciones de temperatura durante 4 h.
Posteriormente, se retird el sistema de enfriamiento y se agitd a temperatura
ambiente durante 12 h. Finalmente, se vertié la mezcla en 60 mL de una mezcla
agua-hielo obteniéndose un sélido que se colect6 por filtracion al vacio y se purifico

por cromatografia en columna haciendo uso del sistema Ill como eluyente.

N-Bencilo-N-(3-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolin-9-il) [ o |
amino]fenil)acetamida (V3a) ©/\NJ\
Se obtuvieron 174 mg (0.369 mmol, 36.9%) de un sélido /@

amarillo brillante con punto de fusion de 215-216°C y Rs N
de 0.44 (Sistema II). P V—scH,

N-(4-Clorobencilo)-N-(3-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b] /@/\NJ\

guinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (V3b)

Se obtuvieron 169 mg (0.335 mmol, 33.5%) de un sélido HIN
N
amarillo brillante con punto de fusién de 253-255°C y R @i \>—SCH3
N

de 0.40 (Sistema II).
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N-(4-Metoxibencilo)-N-(3-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]
guinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (V3c)

Se obtuvieron 154 mg (0.307 mmol, 30.7%) de un soélido
amarillo brillante con punto de fusion de 209-211°C y Rf
de 0.42 (Sistema lII).

N-Bencilo-N-(4-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]quinolin-9-il)
amino]fenil)acetamida (V4a)

Se obtuvieron 181 mg (0.384 mmol, 38.4%) de un sélido
amarillo brillante con punto de fusion de 210-212°C y R
de 0.37 (Sistema lI).

N-(4-Clorobencilo)-N-(4-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]

guinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (V4b)

Se obtuvieron 180 mg (0.356 mmol, 35.6%) de un solido
amarillo brillante con punto de fusién de 248-250°C y Rt
de 0.35 (Sistema ll).

N-(4-Metoxibencilo)-N-(4-[(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]

guinolin-9-il)amino]fenil)acetamida (V4c)

Se obtuvieron 136 mg (0.273 mmol, 27.3%) de un sélido
amarillo brillante con punto de fusion de 188-190°C y Rf
de 0.40 (Sistema ll).

) ®

H,CO
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6.1.3.6. Obtencién de derivados de 9-[(3/4-bencilamino)anilino]-2-metiltio
tiazolo[5,4-b]quinolina (VI)

R zN 3'HN

4' 4 Vi3da: R=H

VI3b: R=Cl
HN HIN Vi3c: R =OCH;

—_— N R Vi4a: R=H

X

N R 1,50, 10% \>—SCH3 Vidb: R =Cl

P H—SCH; o Ps Vidc: R =OCH,
N vz va VI3, Vi4
3

En un matraz de fondo redondo acondicionado con refrigerante, se suspendieron
0.425 mmol del compuesto V (V3a-c o V4a-c) en 6.0 mL de acido sulfurico al 10%
y 2 mL de etanol. La mezcla se agitd vigorosamente y se calento a reflujo (105°C)
hasta consumo completo de la materia prima. Posteriormente, se enfri6 a
temperatura ambiente y se vertié sobre 80 mL de agua ajustando el pH a neutralidad
con bicarbonato de sodio. El solido formado se separé por filtracion al vacio y se
purific6 con etanol caliente, conservandolo en un frasco ambar y atmosfera de

nitrégeno debido a su rapida descomposicion.

Ni-Bencilo-N3-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b] ( )
guinolin-9-il)benceno-1,3-diamina (VI3a) /@\
HN N

Se obtuvieron 145 mg (0.339 mmol, 79.7%) de un H/\©
N
CLx
N

sélido cristalino amarillo brillante con punto de
fusion de 178-179°C y R de 0.67 (Sistema II).

N-(4-Clorobencilo)-N3-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)benceno-1,3-diamina (VI3b) @\
HN N

Se obtuvieron 141 mg (0.304 mmol, 71.5%) de un : .J\.\ N HA©\C|
—
N

sélido amarillo opaco con punto de fusién de 208-

210°C y Rrde 0.69 (Sistema Il). L J
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N-(4-Metoxibencilo)-N3-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)benceno-1,3-diamina (VI3c)

No fue posible su aislamiento.

N!-Bencilo-N*-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-b]
qguinolin-9-il)benceno-1,4-diamina (Vi4a)

Se obtuvieron 154 mg (0.358 mmol, 84.3%) de un
solido cristalino naranja brillante con punto de
fusion de 202-204°C y R¢ de 0.58 (Sistema II).

N!-(4-Clorobencilo)-N*-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)benceno-1,4-diamina (VI4b)

Se obtuvieron 158 mg (0.342 mmol, 80.5%) de un
sélido color naranja opaco con punto de fusion de
158-160°C y Rf de 0.60 (Sistema ).

N-(4-Metoxibencilo)-N*-(2-(metiltio)tiazolo[5,4-
b]quinolin-9-il)benceno-1,4-diamina (Vl4c)

No fue posible su aislamiento.

Vs
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6.2. Estudios computacionales

Con el objetivo de determinar la influencia que generaria la presencia de diferentes
sustituyentes en la porcion bencilamino, en los estudios in silico se propuso una

ampliacién a esta familia de compuestos, como se indica a continuacion en el

Esquema 2.
4 A
Compuestos inicialmente propuestos
3 HN Vida: R=H Vida: R=H
4' Vi3b: R=ClI Vi4db: R =ClI
VI3c: R=0CH; VI3c: R=O0CHj;
HN
Ampliacion
N R
A N VI3d: R =CH Vi4ad: R =CHj
SCHj 3 . _
g Vi3e: R=CN Vide: R=CN
N VI3f: R =CF, VI4f: R =CF;
Vi3g: R =Br Vidg: R =Br
\§ J

Esquema 2. Ampliacidén propuesta para los estudios in silico.

6.2.1. Modelado Molecular

Los estudios de modelado molecular se realizaron en un PC con 8.0 GB de memoria
RAM, utilizando el programa SPARTAN’10, versiéon 1.1.0. Las moléculas fueron

construidas a partir de fragmentos convencionales y se pre-optimizé su geometria.

Se realiz6 un analisis conformacional

HN )
/3'/ 15° utilizando MMFF como campo de fuerza y
4'
/@ haciendo rotaciones en todos los enlaces de
HN
30° =

libre giro de la molécula como se muestra en el

N N\ Esquema 3. El conformero mas estable se eligio

N/ g 60°\ tomando en consideracion su valor energético y

. /

Esquema 3. Rotaciones asignadas su distribucion de Boltzmann (menor energia y

para el andlisis conformacional. mayor abundancia).

Finalmente, se optimizé la geometria de los conféormeros elegidos y se
calcularon propiedades electrénicas y descriptores QSAR utilizando un método

semiempirico PM6.
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6.2.2. Acoplamiento molecular

Para los estudios de acoplamiento molecular automatizado (Docking), se utilizé el
programa AutoDock 4, version 1.5.6, en una PC con 8.0 GB de memoria RAM y
sistema operativo Windows 10. El receptor y los ligandos empleados fueron
preparados de acuerdo con protocolos convencionales, como se detalla a

continuacion.

e Macromolécula: Se eligi6 como blanco molecular el complejo ternario TIIB-
DNA-m-AMSA, el cual fue descargado del Protein Data Bank (PDB ID:4G0U).
Su preparacion consistidé en eliminar manualmente las moléculas de agua,
los iones Mg?* y los ligandos de m-AMSA, empleando el programa PyMol,
version 2.3.0. Posteriormente, en la interfaz ADT, se fusionaron los
hidrogenos no polares, se corrigieron sitios de protonacion y se calcularon
cargas parciales utilizando el método Gasteiger.

e Ligandos: Fueron construidos y se optimizd6 su geometria usando el
programa SPARTAN’10 de acuerdo con la metodologia sefialada en la
seccion 6.2.1. Después, con ADT se identificaron y seleccionaron los

enlaces rotables y se asignaron cargas Gasteiger.

El acoplamiento realizado fue de tipo semi-flexible (ligando con libre movimiento
y proteina rigida) considerando una rejilla de busqueda de 60x50x40 unidades de
0.375 A centrada en las coordenadas del sitio de union de la m-AMSA. Se utiliz6 un
algoritmo de busqueda genético de tipo Lamarkiano con una poblacion de 150, 5
millones de evaluaciones, 50 corridas y un nimero maximo de generaciones de
27000. La seleccién del mejor modo de union de cada molécula se efectud
considerando la conformacion energéticamente mas favorable del conjunto o cluster

mas abundante, cuya visualizacion se realizé utilizando el programa PyMol.

Asimismo, se llevé a cabo la validacion del método de acoplamiento mediante
re-docking o reproduccién del modo de union del ligando co-cristalizado (m-AMSA),
para poder calcular y comparar el valor de la desviacién cuadratica media (RMSD)

de las posiciones atomicas de la molécula.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Sintesis quimica

La sintesis de los derivados de interés se realizé siguiendo la ruta que se muestra
en el Esquema 1 (seccion 6.1). Para lo cual, en la obtencion del sistema triciclico
se siguieron, sin modificaciones, metodologias previamente reportadas a partir del
glicinato de etilo,®@ mientras que, para la preparacion de los derivados de
bencilamino y sus intermediarios, se propusieron dos rutas posibles a partir de dos
diferentes tipos de anilinas: aminoacetanilidas para la ruta 1 y fenilendiaminas

protegidas con BOC para la ruta 2 (Esquema 4).

N—SCH 3 rie IV i | serie V 3 3 R :
B S% 2 | serie ; - \%SCHS :
m ' | : BOC 1
! 3'HN—BOC | 3
1 /@4, ; /@ serie VI
? SN L o :
Ruta 2 _ S\%SCHs 1 \%SCHS, | Hidrdlisis/Desproteccion
i N ' ' ,

|
! ‘
' Incorporacion de anilina | P
" i N-alquilacion

Esguema 4. Rutas propuestas para la obtencion de derivados bencilamino y sus
intermediarios.

Para ambas rutas se proyectd la realizacion de tres pasos analogos que
corresponden a la incorporacién de la anilina al sistema triciclico, después una N-
alquilacién y, finalmente, una hidrdlisis o desproteccion. Las dos rutas fueron
evaluadas, sin embargo, la ruta 2 resultd no ser efectiva (como se mencionara mas
adelante), por lo que se opté por seguir la ruta 1 que mostroé resultados mas
favorables. Asimismo, la elucidacion estructural de los compuestos aislados se

realiz6 mediante analisis espectroscopico, como se describira en la seccién 7.2.
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7.1.1. Derivados de 9-[(N-acetil-3/4-amino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]
quinolina (IV3y 1V4)

En la sintesis de los derivados de la serie IV se realizd la incorporacion de la
aminoacetanilida con el patron de sustitucion deseado por desplazamiento del
atomo de cloro en el triciclo via Sustitucién Nucleofilica Aromatica (SnAr) de tipo

adicion-eliminacion catalizada por acido.

Inicialmente, se us6 n-butanol, DMF y DMSO como medio de reaccién, de
acuerdo a lo reportado en trabajos previos del grupo de investigacion, 15 54 sin
embargo, su utilizacion genero la aparicion de numerosas impurezas detectadas
mediante CCF, razon por la cual se opto por la utilizacion de NMP, cuyo uso se ha
reportado para la incorporaciéon de anilinas en derivados de 9-cloroacridina,® y

gue en este caso disminuy6é de manera significativa el nUmero de impurezas.

Es importante sefialar que el compuesto Il posee dos sitios susceptibles a
las reacciones de SNAr: las posiciones 2 y 9. No obstante, en la reaccion se presento
la formacion de un Unico producto mayoritario, cuyo analisis espectroscopico revelo
gue corresponde al producto de sustitucion sobre la posicion 9. Esta selectividad
entre una posicion u otra se ha explicado previamente en términos de la teoria de
acidos y bases duras y blandas (HSAB), ya que la posicion 2 se comporta como un
acido duro, mientas que la posicion 9 se comporta como un acido blando, siendo
esta Ultima mas susceptible al ataque nucleofilico por parte de las aminas

aromaticas. (Esquema 5).[°]

Cl
XN
,>>—SCH3
=
N S
Zona blanda Zona dura
Reacciona con bases blandas Reacciona con bases duras
Aminas aromaticas Aminas alifaticas

Esquema 5. Zonas susceptibles a reacciones de SnAr de acuerdo con la teoria HSAB.

Asimismo, la presencia catalitica de acido resulta importante en esta

reaccion, ya que promueve la protonacion de nitrégeno quinolinico, lo que permite
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la “desproteccion” por deficiencia electronica del carbono ipso al atomo de cloro

generando una mayor susceptibilidad al ataque de las anilinas en esta posicion.

En los primeros ensayos realizados en este estudio para la incorporacion de
las aminoacetanilidas, se presentaron tiempos de reaccion prolongados (18-24 h) y
el consumo incompleto de las materias primas, por lo que se opt6 por adicionar LiCl
con la finalidad de desplazar el equilibrio hacia la formacién de productos al
aumentar en el medio la cantidad de iones cloruros que son liberados resultado del
desplazamiento del atomo de cloro en el mecanismo de adicion-eliminacion. El
resultado de esta modificacién fue una disminucion importante de los tiempos de

reaccion (8-10 h) y el consumo completo de las materias primas.

El tratamiento de reaccion consistio en verter en agua la mezcla de reaccion
ajustando el pH a neutralidad con NaHCOg3, el solido formado se recolectd por
filtracion al vacio y se purificé por extraccion solido-liquido con tolueno, obteniendo

rendimientos buenos, cuya caracterizacion fisica se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion fisica de los derivados de la serie 1V.

Comp. %R Ri2 P.F.(°C) Aspecto _— 2
. . 4'
V3 81.3 0.37 209-210 Solido amarillo
claro HN
AN N\
V4 859 0.35 218-219 Sdlido naranja P »—SCHs
opaco N~ S

%R: Rendimiento; P.F.: Punto de fusion; 2 Sistema |l

Por otra parte, como se sefialé previamente, en la propuesta de la ruta 2 se
contemplé el acoplamiento de anilinas protegidas con BOC, para lo cual se
evaluaron las mismas condiciones utilizadas en la ruta 1. Sin embargo, a pesar de
presentar tiempos de reaccion mas cortos (5-6 h), se obtenian bajas cantidades del
supuesto producto y se observaban numerosas impurezas en el analisis por CCF,
asi como una rapida descomposicién, ya que el sélido adquiria una coloracion

oscura a los pocos minutos de su aislamiento.
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Con el objetivo de mejorar la sintesis y lograr la obtencion de estos
compuestos, se realizaron modificaciones a las condiciones de reaccién como se
indica en el Esquema 6. No obstante, se siguieron presentando los inconvenientes
mencionados o el nulo avance en la reaccién en algunos casos, razén por la cual,
aunado al alto costo de las anilinas protegidas, se decidié descartar esta ruta

sintética como alternativa para la obtencién de los derivados de interés.

NMP, HCI 10%, LICI s/

31HN~BOC 100°C /\
4 .
DMSO, HCI 10%, LiCl
. X 3'HN—BOC
H,N 100°C 4
n-BUOH, HCI 10%, LiCl
+ ] 100°C 7N HN
NMP, K,CO3, LiCl X N
Cl 120°C N \>—SCH
N n-BUOH, p-TSOH, LiCl \ NPS 3
. /N
\>—SCH3 100°C
S n-BuOH, TEA, LiCl W
N 75

120°C
Esguema 6. Condiciones de reaccion evaluadas para la incorporacion de anilinas
protegidas.
7.1.2. Derivados de 9-[(N-acetil-N-bencil-3/4-amino)anilino]-2-metiltiotiazolo

[5,4-b]quinolina (V3a-c y V4a-c)

La incorporacién de la porcion bencilica en los compuestos de la serie V se realizé
por N-alquilacion de las amidas en los compuestos V3 y IV4, mediante una reaccion
de tipo Sn2 en medio basico y la utilizacion de disolventes polares aproéticos. Bajo
estas condiciones, se espera que la base desprotone a la amida y que el anion
formado ataque nucleofilicamente el carbono de los haluros de bencilo, dando como

resultado el producto de sustitucién correspondiente.

Inicialmente se evaluo el uso de K.CO3 en DMF, o acetona, y condiciones de
calentamiento suaves (50-70°C), de acuerdo a metodologias reportadas en la
literatura.!®°! (6] Sin embargo, trascurrido un par de horas se observé, al monitorear
por CCF, el consumo completo del haluro de bencilo y un muy bajo consumo de las
amidas. Una explicacion para ello radica en el caracter de base débil del K.CO3z que

no permite la desprotonacion eficiente de las amidas y cuyo equilibro acido-base
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genera en el medio iones hidroxilo que pueden atacar mas rapido al haluro, llevando

a la formacion del alcohol bencilico correspondiente.

Considerando lo anterior, se decidid utilizar NaH en THF a temperatura
ambiente para la formacion del anion. No obstante, se obtuvieron incontables
subproductos en el monitoreo por CCF, los cuales pudieron ser ocasionados por la
inestabilidad del anién formado y la baja polaridad del disolvente. Por lo cual, se
remplazé el THF por DMF y se efectud la reaccion a baja temperatura,”! obteniendo
como resultado una disminucién en el nUmero de impurezas, el consumo total de la
materia prima, asi como la formacion de un producto mayoritario, detectado por
CCF, cuyo posterior analisis espectroscopico permitio corroborar que se trataba de

los compuestos de interés.

Una vez terminada la reaccion, la mezcla fue vertida en agua obteniéndose
un solido amarillo opaco u ocre que se recolectd por filtracion y cuya purificacion
resulté compleja, ya que, debido a la cantidad de las impurezas, fue necesario el
uso de cromatografia en columna, obteniéndose bajos rendimientos en todos los

casos. La Tabla 3 muestra la caracterizacion fisica de los derivados de esta serie.

Tabla 3. Caracterizacion fisica de los derivados de la serie V.

Comp. %R Ri2 P.F.(°C) Aspecto 0
V3a | 369 044 215-216 Solido amarillo 3N
brillante 4
V3b | 335 040 253-255 Solido amarilio HN
brillante N R
\
V3c | 30.7 042 209-211 Solido amarillo z S>_ —
brillante N
. . V3, V4
Vda | 384 0.37 210-212 Solido amarillo
brillante V3a: R=H
V3b: R=ClI
V4b | 356 0.35 248-250 Solido amarillo V3e: R=0CH;
brillante Vda: R=H
Vdb: R =ClI
Vic | 27.3 040 188-190 Solido amarillo Véde: R=0OCHs
brillante

%R: Rendimiento; P.F.: Punto de fusion;  Sistema Il
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7.1.3. Derivados de 9-[(3/4-bencilamino)anilino]-2-metiltiotiazolo[5,4-b]
qguinolina (VI3a-c y Vl4a-c)

Para la obtencion de los productos finales, fue necesario la remocion del acetilo
presente en los derivados de la serie V mediante una hidrolisis de amida. De
acuerdo con la literatura, esta reaccion requiere condiciones fuertes debido a la gran
estabilidad de estos derivados carbonilicos, por lo cual se emplean disoluciones de
acidos y bases fuertes y calentamiento prolongado. En condiciones basicas, la
hidrdlisis resulta del ataque nucleofilico del ion hidroxilo a la amida, mientras que en
condiciones &cidas implica el ataque por parte de una molécula de agua a la amida

protonada (Esquema 7).[681: [69]

Hidrolisis basica

o} . H,0 ?‘ o)
M+ Na" oH R—NHR —— J + RNH,
R™ "NHR' OH R” 0
Hidrélisis acida
O HoSO4 H\O+ H,0 OH o)
L I > R—-NHR — T+ RNey
R NHR' R NHR' OH,* R OH

Esquema 7. Hidrdlisis 4cida y basica de amidas.

Con la finalidad de encontrar el procedimiento mas favorable en la obtencion
de los derivados bencilaminicos, se evaluaron ambas condiciones, utilizando a
reflujo hidroxido y carbonato de potasio en etanol, para la hidrélisis basica, y acido
sulfurico al 10%, para la hidrélisis acida, conforme a procedimientos reportados para

hidrolisis de amidas sustituidas.[661-168]

En el caso de la hidrdlisis béasica, el procedimiento consistié inicialmente en
agitar a reflujo los derivados de la serie V con K2COs en etanol. Trascurridos varios
dias se observo el practicamente nulo avance de la reaccion, al monitorear por CCF,
debido a lo débil de la base utilizada. En vista de lo anterior, se remplazé la base
por KOH manteniendo las condiciones de calentamiento a reflujo, observando en
esta ocasién la formacién de un Unico producto, pero el consumo incompleto de la

materia prima aun cuando habian trascurrido un par de dias, por lo cual se
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realizaron mas ensayos aumentando la cantidad de base, hasta lograr un consumo

mayoritario de la materia prima.

No obstante, al aislar el producto obtenido y analizarlo por espectroscopia,
se observo que existia aun la presencia del acetilo y en su lugar se perdia el metiltio
de la posicion 2 del triciclo. Este resultado puede explicarse por dos razones:

e La primera es que en la hidrélisis basica de amidas, el intercambio de
oxigenos puede ser mas rapido que la salida del amino cargado
negativamente, ya que éste es un mal grupo saliente en comparacion con los
grupos hidroxilos, lo cual puede desplazar facilmente el equilibrio hacia
reactivos.[69 [70]

e La segunda razon, es por lo explicado previamente en la seccion 7.1.1 en la
gue se sefialan las zonas del triciclo susceptibles a experimentar reacciones
de SnAry el caracter de 4cido duro de la posicion 2 que la vuelve mas reactiva

ante el atague de bases duras como lo es el hidroxilo.

Con base en lo anterior, se concluye que el uso de condiciones basicas no
resulta favorable para la remocién del grupo acetilo ya que promueven mas la SnAr

en la posicion 2 del triciclo que la hidrélisis de las amidas.

Por otro lado, para la hidrolisis acida, se agitaron a reflujo los derivados de la
serie V en presencia de H.SO4 al 10% y etanol, para mejorar la solubilidad de éstos
en el medio. Dichas condiciones resultaron favorables, ya que, trascurridas algunas
horas, al monitorear en CCF, se observd el consumo de la materia prima y la
formacion de un unico producto, cuya estructura se corroborg posteriormente por

analisis espectroscopico.

Una vez terminada la reaccion, la mezcla se vertid en agua y se llevo a
neutralidad con NaHCOg3, observandose la formacion de un solido que se recuperé
por filtracion al vacio y se purific6 mediante extracciones solido-liquido con etanol
caliente, obteniendo buenos rendimientos. Sin embargo, es importante sefialar que

los compuestos aislados muestran cierta “inestabilidad” ya que a los pocos minutos
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de ser purificados aparecen nuevas impurezas en el analisis por CCF, producto de
su posible oxidacion o descomposicién, razén por la cual fueron preservados en
atmosfera de nitrégeno. A continuacioén, en la Tabla 4, se muestra la caracterizacion

fisica de los derivados obtenidos.

Tabla 4. Caracterizacion fisica de los derivados de la serie VI.

3'HN
Comp. %R Ri?2  P.F.(°C) Aspecto 4
Vida | 79.7 067 177-179 Solido cristalino a
amarillo brillante N R
. . H—SCH;
VI3b | 715 0.69 208-210 Solido amarillo NE S
opaco VI3, Vi4
Vida | 843 058 202-204 Solido cristalino Vi3a: ReH
naranja brillante Vi3b: R=Cl
Sélid i Vi4a: R=H
Vi4b 80.5 0.60 158-160 0llao naranja Vi4db: R =Cl
opaco

%R: Rendimiento; P.F.: Punto de fusion; 2 Sistema |l

Como puede verse en la Tabla 4, el aislamiento de los derivados que poseen
un grupo metoxilo (VI3c y Vl4c) no fue posible, puesto que el sélido recuperado
mostraba una mayor inestabilidad al poco tiempo de su aislamiento, la cual se veia
reflejada en la aparicion de incontables impurezas al analizar por CCF. Ademas, su
posterior analisis espectroscopico reveld que, bajo las condiciones de reaccion
utilizadas, se escindia tanto el acetilo como la porcion bencilica, dejando

Unicamente el amino aromatico que se sabe es mas reactivo e inestable.

Una posible explicacion a dicho comportamiento podria estar sustentada en
observaciones reportadas en sustratos bencilicos, los cuales pueden experimentar
una solvolisis caracteristica de una reaccion Sny1, promoviendo la eliminacion del
grupo bencilo como un cation bencilico, ya que se ha comprobado que éste, a pesar
de ser un catidon primario, presenta estabilidad por resonancia que lo vuelve
susceptible a este tipo de reacciones con velocidad similar a la de sustratos
secundarios, sobre todo cuando existe una solvatacién por parte del disolvente.

Ademas, la presencia de sustituyentes electrodonadores en el anillo aromatico en

43



RESULTADOS Y DISCUSION w
—

posiciones meta o0 para, pueden aumentar la estabilidad del catiébn bencilico

activando alin mas al sustrato. 71173

Con base en lo mencionado, tras haberse hidrolizado la amida, la
polarizacion del enlace entre el metileno a del bencilo y el amino seria incrementada
por la presencia del disolvente polar prético (etanol y agua), generando la formacién
del cation bencilico que seria facilmente estabilizado por el efecto electrodonador
del metoxilo, para posteriormente sufrir el ataque por parte del disolvente, dando
como resultado el alcohol o éter correspondiente (Esquema 8). Cabe mencionar,
gue este fendmeno podria ocurrir también en los otros derivados bencilaminicos, no
obstante, la ausencia de sustituyentes o la presencia de grupos electroatractores
(como el CI) no favorecerian la estabilidad del cation y, por tanto, la sustitucion no

procederia de forma eficiente u ocurriria en menor proporcion.

e )

OCH _ -
3 och, |® OCH,
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Esquema 8. Solvdlisis de los derivados VI3c y Vl4c.
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7.2. Analisis espectroscopico

La elucidacion estructural de los compuestos de las series IV, V y VI se realiz6
mediante andlisis espectroscépico de Infrarrojo (IR) y de Resonancia Magnética
Nuclear de proton (RMN-!H), en el que la deteccion de patrones caracteristicos
permitié la identificacion y asignacién de las sefiales encontradas. Los espectros de

las moléculas aisladas se muestran en el anexo |.

7.2.1. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Mediante espectroscopia de IR se identificaron sefiales caracteristicas que
permitieron la identificacion de los grupos funcionales presentes en los derivados
aislados. Entre estas sefales, se encuentra la presencia de bandas alrededor de
3400-3250 cm™* que corresponden al estiramiento N-H de las aminas secundarias,
asi como una banda cerca de 770-750 cm debida al estiramiento S-C del metiltio
gue confirman la incorporacion de la anilina en posicién 9. Otras sefiales notables,
son el estiramiento del carbonilo alrededor de 1700-1650 cm™ en moléculas que
poseen amidas, asi como los estiramientos y torsiones simétricas y asimétricas del

enlace C-H de carbonos saturados y aromaticos.

En la Tabla 5 se muestran a manera de resumen las bandas en el espectro
IR de los derivados de la serie IV, destacando la presencia de bandas asociadas a

la amida (estiramientos y torsiones N-H, C-N y bandas del grupo carbonilo).

Tabla 5. Bandas relevantes en espectros IR de los compuestos de la serie IV.

Frecuencia (cm™)

Comp. NH C-N c=0 C-H Aromaticidad s-C
Ar y amida Ary amida a sp?y sp® c=C

3277 (v); 1366, 1308- 1666 . oL/8-3116, 1612, 1453 (1), ;4

V3 1586 (9) 1266 (v) ) 2996-2842 (v); 1048-1001, 930, )
1474-1413 (9) 850, 765 (0)

3363, 3278 1366, 1324- 1657 3247-3068, . 1607, 1459(»); 749

V4 (v): 1593 (3) 1260 (v) ) 2916-2821 (v); 1059-1017, 913, )
’ 1447-1404 (5) 826, 765 (0)

v. Estiramientos; J: Torsiones.

45



RESULTADOS Y DISCUSION w
—

Asimismo, en la Tabla 6 se muestra el resumen de sefiales detectadas para

los derivados de la serie V, siendo destacable, en este caso, la disminucién en la

intensidad de las sefales asociadas al estiramiento NH, debido a la alquilacion de

la amida que pasa de ser secundaria a terciaria, las sefales del carbonilo, asi como

la presencia de bandas atribuibles a los sustituyentes presentes en la porcion

bencilica.

Tabla 6. Bandas relevantes en espectros IR de los compuestos de la serie V.

Frecuencia (cm™)

Comp. C-N C-H Aromaticidad Otras
N Ary amida =g sp?y sp? c=C ST pandas
_ ] 31423062, 1612, 1545(s):
V3a 3125680583’ 131720(;61?32 1?31 2023-2877 (v);  1073-1005, 961, 766 (v)
1485-1406 (5)  886-840 ()
, ] 3194-3062, 1609, 1551(v); _
v3b 3%;3 ((”5)) 1316275_;21?‘}1)9 1?35 2063-2884 (v);  1087-1007, 908, 761 (v) 7$2C('v)
1495-1407 (5)  853-803 ()
, 3191-3003, 1608, 1551-1511
vae | 3290 ((”5))’ 1317??611‘338' 1?37 2055-2832 (v):  (v); 1091-1006, 763 () 12%0@)
1492-1408 (5) 991, 906-807 (4)
, 3162-3057, 1611, 1547, 1508
vaa | 3222 ((”5))’ 131624601?3)2' 1?:;3 2925 (v): (v); 1072-062, 765 (v)
1492-1402'(5) 910, 887, 819 ()
_ ] 3174-3029, 1602, 1511 (v); _
Vab ?izs?éi ((‘(’5)) 1316;531?36 127)8 2028-2801 (v);  1086-997, 951, 753 (v) 7% f('v)
1490-1402 (5) 900, 841(5)
_ 3172-3004, 1600, 1548, 1512
vac | 82290 1368 1314- 1678 ;o905 5g33(y),  (v); 1081-996, 749 (v) . .O:C
1548 (9) 1301 (v) ) 1246 (v)

1491-1404 (o)

900, 839, 818 ()

y: Estiramientos; é: Torsiones.

Finalmente, las bandas detectadas para los compuestos de la serie VI se

muestran en la Tabla 7. Es importante notar para estos compuestos, la desaparicién

de la sefal del carbonilo como indicio de la hidrélisis de la amida, asi como la

presencia de bandas debidas al estiramiento NH del bencilamino.
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Tabla 7. Bandas relevantes en espectros IR de los compuestos de la serie VI.

Frecuencia (cm™)
Comp. C-H Aromaticidad Otras
N L sp?y sp? Cc=C Sl bandas
3190-3033, 1611, 1567 (v);
v3ag | 3468,3361 - 1398 5450 0877 (): 1046, 961,879 766 (v)
0):1566 3)  12940)  Jaen 106 (0 o
31803001, 1611, 1551 (v); _
vap | 34623346 1372- 5450 o886 (v);  1192-1013, 968, 763 (y)  o.C
0):1566 3)  12920)  Jy00 103 (o 256 ) 800 (v)
1621, 1550
3186-3028 » 1550,
34353300  1375- ' 1513 (v): 1072,
Vaa | (1562 (0) 1276 (v) aoer 2020 ((‘(’5))’ 1037, (9?3—824 757.(v)
5
3301-3032, 1609, 1552,
vap | 3417.38327 1371- 5994 0851 (v): 1510 (v): 1058- 760 (») OO
0):1589(0)  12380)  Ga08 1400 (o 075 817 (v)

v: Estiramientos; J: Torsiones.

7.2.2. Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-!H)

La caracterizacion de los derivados aislados se realizé por el analisis del tipo de

sefales y los desplazamientos quimicos observados en sus respectivos espectros

de RMN-'H; para la asignacién de sefiales se consideré el sistema de numeracién

indicado en el Esquema 9.

3' R 2" 3" R'
2' 4' 4V7
N R H TN
6' B NH
8 9 1’{ \f( H{
7 \ N 5 /A O
\>7S Serie IV Serie V Serie VI
6 ~ s as R'=H a: R'=H
5 b: R'=Cl b: R'=Cl
Cc: R'= OCH3

\

J

Esquema 9. Numeracion empelada en la asignacion de sefales de los derivados de las

series IV, V y VI.
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Resulta importante sefalar que, tal como se sefiala en reportes previos sobre
derivados de tiazolo[5,4-b]quinolina,® 21 |os protones del sistema triciclico
presentan un patron de sefiales caracteristico que se describe a continuacion de
manera general, de mayor a menor desplazamiento quimico, de acuerdo a lo

observado en los derivados de las series IV, Vy VI:

*H-8, sefal doble de doble entre 8.34-7.94 ppm que integra para un proton.

oH-5, sefial doble de doble entre 7.94-7.85 ppm que integra para un proton.

*H-6, sefial doble de doble de doble entre 7.73-7.60 ppm que integra para un proton.
*H-7, sefial doble de doble de doble entre 7.53-7.34 ppm que integra para un proton.
eH-A, sefial simple entre 2.79-2.43 ppm que corresponde al metiltio e integra para
3 protones.

Por otra parte, los protones correspondientes a la porcion anilino presentan
un desplazamiento variable en funcion de su patrén de sustitucion y los cambios en
el sustituyente dependiendo de la serie. Los derivados m-sustituidos presentan una
sefial doble de doble con constante de acoplamiento de baja magnitud que
corresponde a H-2’, una sefal triple para H-5’ y una sefial doble de doble tanto para
H-4’ como para H-6’. Mientras que para los derivados p-sustituidos, se observa la
presencia de dos sefiales doble de dobles correspondientes a H-2’/6’ y H-3'/5’ que
forman un sistema AA’BB’ generado por el plano de simetria debido al patron de

sustitucion.

En lo que respecta a la porcidon bencilica, destaca la presencia de una sefal
simple cerca de 5.52-5.30 ppm que corresponde a lo protones del metileno a (H-C),
asi como sefiales de desplazamiento variable que corresponden a la porcion
aromatica, en la que la presencia de sustituyentes en posicion 4” genera un sistema
de tipo AA'BB’.

En el caso de los derivados de las series IV y V, la presencia del grupo acetilo
genera una sefial simple (H-B) entre 2.03-1.88 ppm que integra para tres protones,
misma que no se observa en los derivados de la serie VI debido a la hidrélisis de

la amida.
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Finalmente, en lo que respecta a los protones unidos a nitrégeno, en los
derivados de las series IV y V, se aprecian una sefial fina entre 9.86-9.61 ppm que
integra para un protén y corresponde al amino que une la porcion anilino con el
triciclo, asi como otra cerca de 9.20 ppm correspondiente a la amida secundaria en
los compuestos de la serie IV. Mientras que los derivados de la serie VI presentan
Unicamente una sefial ancha cerca de 4.80 ppm que integra para dos protones, la

cual es atribuida tanto al amino del anilino como al del bencilamino.

Dicho comportamiento puede explicarse ya que los protones unidos a
nitrdgeno son intercambiables y susceptibles de formar puentes de hidrogeno, lo
cual puede modificar su desplazamiento. En el caso de los derivados de las series
IVy V la tasa de intercambio es rapida debido a las pocas interacciones que puede
generar el amino del anilino o la amida por efecto del grupo carbonilo, lo cual genera
una sefal fina, mientras que en los derivados de la serie VI, la presencia del
bencilamino, genera una tasa de intercambio mas lenta y la presencia de mas
interacciones que generan un ensanchamiento en la sefal, la cual puede ser casi

invisible en algunos casos.!"4: [75]

En las Tablas 8, 9 y 10 se muestran la asignacion de sefiales en la

elucidacion estructural de los derivados de las series IV, V y VI, respectivamente.

Tabla 8. Sefiales en RMN-'H de los compuestos de la serie IV (desplazamiento quimico,
tipo de sefial y constante de acoplamiento).

Compuesto RMN-'H (400 MHz, DMSO-d¢) &
NH-Ar 9.84 (s, 1H), NHCO 9.28 (s, 1H), H-8 8.34 (dd,
O\ A J=8.6, 1.3 Hz, 1H), H-5 7.92 (dd, J=8.5, 1.3 Hz, 1H), H-6
V3 HN & 7.72 (ddd, J=8.4, 6.7, 1.3 Hz, 1H), H-7 7.50 (ddd, J=8.3, 6.7,
X "{>_SCH 1.3 Hz, 1H), H-2’ 7.37 (t, J=2.1 Hz, 1H), H-6’ 7.26 (dd,
NS 3| J=7.3,1.7 Hz, 1H), H-5" 7.17 (t, J=8.0 Hz, 1H), H-4’ 6.75 (dt,
J=7.6, 1.2 Hz, 1H), H-A 2.47 (s, 3H), H-B 2.01 (s, 3H).
H
/@N\ro NH-Ar 9.86 (s, 1H), NHCO 9.22 (s, 1H), H-8 8.34 (dd,
J=8.7, 1.4 Hz, 1H), H-5 7.89 (dd, J=8.5, 1.3 Hz, 1H), H-6
V4 HN 7.70 (ddd, J=8.3, 6.7, 1.3 Hz, 1H), H-7/2'/6’ 7.53-7.45 (m,
— 3H), H-3'/5" 7.06 (dd, J=6.8, 2.0 Hz, 2H), H-A 2.43 (s, 3H),
2 3 H-B 2.03 (s, 3H).
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Tabla 9. Sefiales en RMN-H de los compuestos de la serie V (desplazamiento quimico,
tipo de sefial y constante de acoplamiento).

Compuesto

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) &

V3a

V3b

V3c

NH-Ar 9.63 (s, 1H), H-8 8.04 (dd, J=8.7, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.88 (dd,
J=8.4, 1.5 Hz, 1H), H-6 7.72 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-
7/2716” 7.52-7.45 (m, 3H), H-3"/5” 7.24 (t, J=7.4 Hz, 2H), H-6’/4”
7.20 — 7.13 (m, 2H), H-5’ 7.04 (t, J=8.2 Hz, 1H), H-2’ 6.80 (t, J=2.2
Hz, 1H), H-4’ 6.45 (ddd, J=8.3, 2.5, 0.9 Hz, 1H), H-C 5.36 (s, 2H),
H-A 2.76 (s, 3H), H-B 1.88 (s, 3H).

NH-Ar 9.61 (s, 1H), H-8 8.05 (dd, J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-5 7.86 (dd,
J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-6 7.73 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-
7/3”15” 7.56-7.46 (m, 3H), H-2”/6” 7.31 (dd, J=8.4, 2.0 Hz, 2H),
H-6’ 7.17 (dd, J=8.3, 1.7 Hz, 1H), H-5’ 7.04 (t, J=8.1 Hz, 1H), H-2’
6.78 (t, J=2.3 Hz, 1H), H-4’ 6.42 (dd, J=8.2, 2.5 Hz, 1H), H-C 5.32
(s, 2H), H-A 2.75 (s, 3H), H-B 1.88 (s, 3H).

NH-Ar 9.61 (s, 1H), H-8 8.03 (dd, J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-5 7.86 (dd,
J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-6 7.71 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-7 7.48
(ddd, J=8.3, 6.8, 1.3 Hz, 1H), H-2"/6” 7.36 (dd, J=8.8, 2.4 Hz, 2H),
H-6’ 7.17 (dd, J=7.9, 1.9 Hz, 1H), H-5’ 7.04 (t, J=8.1 Hz, 1H), H-2’
6.81 (t, J=2.1 Hz, 1H), H-3"/5” 6.78 (dd, J=8.8, 2.4 Hz, 2H), H-4’
6.46 (dd, J=8.2, 2.4 Hz, 1H), H-C 5.29 (s, 2H), OCHs 3.66 (s, 3H),
H-A 2.79 (s, 3H), H-B 1.88 (s, 3H).

V4a

V4b

V4c

NH-Ar 9.73 (s, 1H), H-8 7.99 (d, J=8.5 Hz, 1H), H-5 7.88 (d, J=8.5
Hz, 1H), H-6 7.68 (td, J=6.8, 3.3 Hz, 1H), H-7/2/6” 7.51-7.40 (m,
3H), H-2°/6’ 7.32 (d, J=8.7 Hz, 2H), H-3"/5” 7.23 (t, J=7.5 Hz, 2H),
H-4” 7.14 (t, J=7.3 Hz, 1H), H-3'/5’ 6.68 (d, J=8.7 Hz, 2H), H-C
5.43 (s, 2H), H-A 2.71 (s, 3H), H-B 1.96 (s, 3H).

NH-Ar 9.71 (s, 1H), H-8 8.01 (dd, J=8.6, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.85 (dd,
J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-6 7.70 (ddd, J=8.3, 6.7, 1.4 Hz, 1H), H-3"/5”
7.51 (dd, J=8.4, 2.0 Hz, 2H), H-7 7.45 (ddd, J=8.3, 6.7, 1.3 Hz, 1H),
H-2'/6°/2”16” 7.33—7.28 (m, 4H), H-3'/5’ 6.67 (dd, J=9.2, 2.4 Hz,
2H), H-C 5.40 (s, 2H), H-A 2.71 (s, 3H), H-B 1.96 (s, 3H).

NH-Ar 9.71 (s, 1H), H-8 7.99 (dd, J=8.5, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.87 (dd,
J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-6 7.67 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-7 7.43
(ddd, J=8.3, 6.8, 1.3 Hz, 1H), H-2"/6” 7.36 (dd, J=8.6, 2.0 Hz, 2H),
H-2'/6’ 7.32 (dd, J=9.1, 2.2 Hz, 2H), H-3"/5” 6.77 (dd, J=8.6, 2.0
Hz, 2H), H-3’/5’ 6.69 (dd, J=9.1, 2.2 Hz, 2H), H-C 5.36 (s, 2H),
OCHs 3.65 (s, 3H), H-A 2.75 (s, 3H), H-B 1.96 (s, 3H).
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Tabla 10. Sefiales en RMN-'H de los compuestos de la serie VI (desplazamiento quimico,
tipo de sefial y constante de acoplamiento).

Compuesto

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds) &

HN:N
H

x>~ N
J_D)—SCH;
N~ S

VI3a

VI3b N H/\©\
O 50,0
NT S

H-8 7.99 (dd, J=8.5, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.94 (dd, J=8.6, 1.4
Hz, 1H), H-6 7.69 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-7/2”/6”
7.49-7.41 (m, 3H), H-3"/5” 7.22 (ddd, J=7.2, 6.0, 1.6 Hz,
2H), H-4” 7.13 (tt, J=7.3, 1.7 Hz, 1H), H-5’ 6.80 (t, J = 8.0
Hz, 1H), H-6’ 6.05 (ddd, J=7.9, 2.0, 0.9 Hz, 1H), H-4’ 6.00
(ddd, J=8.1, 2.4, 0.9 Hz, 1H), H-2’ 5.88 (t, J=2.2 Hz, 1H),
H-C 5.38 (s, 2H), NH 4.85 (s, 2H), H-A 2.78 (s, 3H).

H-8 8.00 (dd, J=8.6, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.91 (dd, J=8.6, 1.4

Hz, 1H), H-6 7.70 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-7/3”/5"

7.53-7.44 (m, 3H), H-2”/6" 7.29 (dd, J=8.4, 2.4 Hz, 2H),

H-5’ 6.79 (t, J=8.0 Hz, 1H), H-6’ 6.05 (ddd, J=8.0, 2.1, 0.9

Hz, 1H), H-4’ 5.97 (ddd, J=8.4, 2.4, 0.9 Hz, 1H), H-2’ 5.85

(t, J=2.2 Hz, 1H), H-C 5.33 (s, 2H), NH 4.86 (s, 2H), H-A
2.75 (s, 3H).

oy
Vid4a HN

N
V14b HNQ

H-8 7.95 (dd, J=8.6, 1.4 Hz, 1H), H-5 7.89 (dd, J=8.5, 1.3
Hz, 1H), H-6 7.60 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-2"/6”
7.40 (dd, J=8.2, 1.4 Hz, 1H), H-7 7.34 (ddd, J=8.6, 6.8, 1.3
Hz, 1H), H-3”/5” 7.21 (ddd, J=7.5, 6.8, 1.1 Hz, 2H), H-4”
7.12 (tt, J=7.3, 1.6 Hz, 1H), H-2’/6’ 6.65 (dd, J=8.4, 2.0 Hz,
2H), H-3'/5’ 6.41 (dd, J=8.4, 2.0 Hz, 2H), H-C 5.53 (s, 2H),
NH 4.78 (s, 2H), H-A 2.69 (s, 3H).

H-8 7.94 (dd, J=8.6, 1.2 Hz, 1H), H-5 7.90 (dd, J=8.6, 1.5
Hz, 1H), H-6 7.64 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), H-3"/5”
7.47 (dd, J=8.4, 2.0 Hz, 2H), H-7 7.38 (ddd, J=8.4, 6.8, 1.4
Hz, 1H), H-27/6” 7.29 (dd, J=8.4, 2.0 Hz, 2H), H-2'/6’ 6.66
(dd, J=8.8, 2.2 Hz, 2H), H-3’/5’ 6.56 (dd, J=8.8, 2.2 Hz,
2H), H-C 5.45 (s, 2H), H-A 2.68 (s, 3H).
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7.3. Estudios computacionales
7.3.1. Modelado molecular

El modelado molecular comprende el analisis cualitativo y cuantitativo de moléculas
basado en modelos tedricos que permiten explorar patrones estructurales y la
determinacién de propiedades fisicoquimicas que ayudan en el establecimiento y
comprensién de la relacion estructura-actividad de moléculas bioactivas, de manera
gue permite el desarrollo de hip6tesis, asi como la ampliacién e interpretacion de

datos experimentales.[6-178]

Por lo anterior, se realizaron estudios de modelado molecular de los
compuestos propuestos mediante un método semiempirico PM6, como se indico en
la seccidon 6.2.1, para investigar factores geométricos y electronicos que puedan

estar relacionados con la posible actividad biologica estudiada.

7.3.1.1. Analisis Conformacional

La geometria de una molécula determina muchas de sus propiedades fisicas y
guimicas, por lo que realizar una optimizacion de la geometria es el primer paso en
el estudio de una molécula utilizando técnicas computacionales.l”® Es por ello que
se realizdé un analisis conformacional de los ligandos en estudio, con el cual se
conoci6 la disposicion espacial que adopta la porcién anilino y bencilamino con
respecto al sistema triciclico, y que puede describirse en términos de sus angulos

diedros a, By v (Esquema 10), cuyos valores se indican en la Tabla 11.

Tabla 11. Valores de los angulos diedros a, Sy .

Comp. o B v Comp. a B v
VI3a -25.96°  -34.42° -178.18° Vlda -4.42° -79.09°  173.86°
VI3b -26.70°  -33.52° -177.69° V14b -6.09° -75.16°  161.48°
VI3c -25.67°  -34.87° -177.32° Vldc -4.32° -79.10°  177.07°
VI3d 25.61° 35.00°  177.89° Vi4d -4.72° -78.58°  -177.09°
VI3e 28.17° 37.67° -82.06° Vide -6.77° -74.18° -102.10°
VI3f -28.44°  -31.72° -101.53° V14f -8.02° -69.55°  101.59°
VI3g 26.82° 33.34°  175.54° Vl4g -1.29° -88.30°  103.69°
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De acuerdo con esta notacion, el angulo o

indica la direccion que adopta del anilino hacia

3' HNEY
algunas de las caras heterotdpicas del triciclo, las B 2//| T HE
cuales fueron definidas como la cara “anterior” o o H@\

Re y la cara “posterior” o Si (Esquema 11); R
mientras que los &ngulos By y brindan informacion
de la relacion que guardan el anilino con el triciclo | )

y el anilino con el bencilo respectivamente, y cuya  Esquema 10. Angulos diedros

. ., , _ ara el andlisis conformacional.
orientacion varia entre los compuestos sustituidos P

en 3’y los sustituidos en 4’

( ol ) En aquellos compuestos con un valor
NN y positivo en a, el anilino se orienta hacia la cara
P S\>*S Re, mientras que en aquellos que presentan un
N valor negativo la orientacion es hacia la cara Si.
Cara Re
En la mayoria de los casos, a excepcion de los
7 compuestos VI3d, VI3e y VI3g, el anilino se
\S_</N = orienta preferentemente hacia la cara Si, siendo
SN los compuestos sustituidos en 3’ aquellos que
Cara Si presentan una orientacion mas notoria (valor
\Esquema 11. Caras heterotépicafs mayor en el angulo a) en comparacion con los
de la tiazolo[5,4-b]quinolina. compuestos sustituidos en 4.

Por otra parte, se observa que los compuestos sustituidos en 3’, presentan
una magnitud en el angulo B, independientemente del signo, entre 31.72° y 37.67°,
lo cual indica que el anilino ocupa una posicion oblicua respecto al nucleo triciclico
con una ligera orientacion hacia la porcion bencenoide, lo cual coincide con lo
reportado previamente.®? Asimismo, el bencilo ocupa una orientacién transversal al
plano del anilino, que ademas resulta ortogonal al del triciclo, con excepcién de los
compuestos VI3e y VI3f que presentan ligeras variaciones al presentar valores que

difieren con la tendencia presentada en la magnitud del angulo vy.
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En lo que respecta a los compuestos sustituidos en 4’, el anilino se posiciona
casi de manera transversal al triciclo orientandose ademas hacia la porcion
bencenoide, presentando valores entre -69.55° y -88.30° en el angulo B, mientras
que el bencilo presenta una relacién similar a la observada en los derivados
sustituidos en 3’, ya que se orienta de manera transversal al plano del anilino, pero
permanece cuasi coplanar al plano del triciclo, con ligeras variaciones en la caso de
los derivados Vl4e, VI4f y Vi4g.

La conformacion adoptada por los derivados bencilamino se representa en
las Figuras 20 y 21, en las cuales se observan las tendencias generales que se
describieron previamente. Cabe sefalar que estas conformaciones corresponden
Unicamente a las de minima energia calculadas al vacio y no representan alguna

interaccion con el entorno.

(B)

Figura 20. Conformacion de minima energia de derivados bencilamino en 3'.
Vista lateral (A) y frontal (B) del compuesto VI3a.

(A) (B)

Figura 21. Conformacién de minima energia de derivados bencilamino en 4'.
Vista lateral (A) y frontal (B) del compuesto Vi4a.
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7.3.1.2. Andlisis de Propiedades Electronicas

Como se ha sefialado en reportes previos de modelos QSAR de este tipo de

compuestos, existe una estrecha relaciébn entre los parametros electrénicos y

estructurales de las moléculas con la actividad citotoxica reportada.®2: [541. [62]

Por tal motivo, se calcularon algunos descriptores moleculares tales como la

energia de formacion, la energia de los orbitales HOMO y LUMO, la magnitud y

orientacion del momento dipolar, el area polar superficial (PSA), el potencial

molecular electrostatico y el LogP, con la finalidad de observar si existe alguna

relacion o tendencia que pueda anticipar la posible actividad esperada para esta

nueva familia de compuestos. Dichos descriptores y sus valores se enlistan en la

Tabla 12.
Tabla 12. Descriptores moleculares calculados.
Comp. E E HOMO E LUMO Dipolo PSA Log P
(kcal/mol) (eV) (eV) (D) (A?)
VI3a 129.64 -8.13 -1.02 5.49 35.61 6.84
VI3b 119.79 -8.19 -1.09 4.30 35.65 7.40
VI3c 88.44 -8.10 -0.99 6.48 42.62 6.72
VI3d 119.45 -8.10 -0.99 6.15 35.60 7.33
VI3e 167.19 -8.25 -1.11 7.91 51.36 6.88
VI3f -33.61 -8.29 -1.18 5.57 36.00 7.76
VI3g 131.80 -8.20 -1.09 4.28 35.66 7.67
Vida 132.16 -7.93 -0.66 10.01 35.26 6.84
VI4b 122.49 -7.97 -0.72 8.08 35.34 7.40
Vldc 90.90 -7.90 -0.63 11.37 42.28 6.72
Vi4d 121.88 -7.90 -0.64 10.90 35.26 7.33
Vide 169.90 -8.05 -1.02 6.80 50.96 6.88
V14f -30.73 -8.04 -0.92 6.59 35.67 7.76
Vl4g 134.12 -8.01 -0.72 7.93 35.51 7.67

A continuacion, se detalla sobre los parametros analizados, mostrando

ejemplos que muestran el comportamiento general descrito. Para observar a mayor

detalle el comportamiento de cada compuesto, consultar el anexo Il.
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7.3.1.2.1. Orbitales HOMO y LUMO

En la interaccion de compuestos intercalantes con el DNA, participan una gran
variedad de fuerzas estabilizadoras, incluidas las fuerzas de Van der Waals, los
puentes de hidroégeno, las fuerzas electrostaticas, entre otras. "1 En este sentido,
se ha postulado que lainteraccion entre el orbital LUMO de los agentes intercalantes
y el orbital HOMO de las bases nitrogenadas en el DNA puede ser un importante
factor estabilizador en dicho proceso.®

Previamente, se ha observado que para derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-
b]quinolina, a menor valor de LUMO, los derivados podrian ser intercalantes mas
eficientes y mejorar la actividad citotoxica.>¥: [581. 8% En este trabajo, los compuestos
m-sustituidos presentan valores energéticos de LUMO ligeramente menores a los
presentados por los p-sustituidos, lo cual en principio indicaria una posible

intercalacion mas eficiente por parte de los primeros.

Es importante sefalar que para ambos tipos de compuestos se observa que
el valor del LUMO es menor cuando hay presencia de grupos electroatractores en
el bencilo tales como ciano (VI3e y Vl4e), trifluorometilo (VI3f y VI4f) y halégenos
(VI3b, VI3g, VI4b y VI4g); esto sugeriria que la presencia de este tipo de

sustituyentes favoreceria la propiedad intercalante.

Figura 22. Mapa de distribucién del orbital HOMO.
Compuestos VI3a (izquierda) y Vl4a (derecha).

Debido a la naturaleza de las interacciones intercalantes, la distribuciéon de

los orbitales resulta de suma importancia. En el caso del orbital HOMO, éste se
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distribuye principalmente a lo largo del triciclo en los derivados p-sustituidos,
mientras que en los m-sustituidos de observa ademas una contribucion por parte de

la porcion anilino (Figura 22).

En lo que respecta al orbital LUMO, éste conserva la misma distribucion que
el orbital HOMO, sin embargo, se aprecia una disminucién en la contribucién por
parte del anilino en los derivados m-sustituidos y un cambio de distribucién en los
derivados Vl4e y VI4f, en los cuales la mayor contribucién es por parte del anillo
aromético del bencilo, posiblemente debido a la naturaleza electroatractora del

sustituyente (Figura 23).

Figura 23. Mapa de distribucién del orbital LUMO.
Compuestos VI3a (izquierda), VI4a (centro) y Vlde (derecha).

7.3.1.2.2. Magnitud y direccion del vector momento dipolar

El momento dipolar describe la distribucion de carga en una molécula y en cierta
forma resume los efectos electronicos involucrados en el reconocimiento molecular.
Se ha demostrado que la magnitud y orientacion de este parametro en los derivados
de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina puede correlacionar directamente con la actividad

citotoxica.

El analisis previo de este parametro ha revelado que la orientacion del vector
cambia de acuerdo con la naturaleza del sustituyente en el anilino, orientandose
hacia el triciclo con la presencia de grupos electrodonadores y hacia el anilino con

grupos electroatractores, siendo los derivados que presentan un momento dipolar
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con una magnitud menor a 4.0 D los que tienen una mejor actividad biolGgica.
Asimismo, para derivados con un grupo metiltio en posicién 2, se ha identificado
gue la presencia de sustituyentes que orienten el vector hacia el anilino genera

compuestos bioactivos. 52 89

De acuerdo con los resultados obtenidos para los derivados en estudio, la
magnitud del momento dipolar en todos los casos es mayor a 4.0 D y, debido al
caracter electrodonador del grupo amino, presentan una orientacién preferente
hacia el anillo central del triciclo (Figura 24), lo cual sugeriria una pobre o nula
actividad citotoxica de acuerdo con la tendencia general descrita anteriormente.
Ademas, resulta destacable que la magnitud del momento dipolar es mayor cuando
se trata de derivados p-sustituidos en contraste con sus correspondientes meta-
isbmeros y que el tipo de sustituyente en el bencilo parece tener un efecto sobre la
magnitud del vector, ya que la presencia de grupos electrodonadores generan un

sensible aumento en su valor.

Figura 24. Orientacion del vector momento dipolar.
Compuestos VI3a (izquierda) y Vl4a (derecha).

No obstante, Marquez-Cadenal®d vy Tinajero-Delgado® describieron
previamente derivados con sustituyentes electrodonadores en el anilino que
presentaron un comportamiento del momento dipolar similar al observado en esta
nueva familia de compuestos, obteniendo, en algunos casos, moléculas con notable
actividad citotéxica, lo cual podria sugerir que este parametro, contrario a lo

establecido, no siempre correlaciona con la actividad biolégica o no se ha
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contemplado algun otro factor que permita establecer una mejor correlacion con la

actividad mencionada.

7.3.1.2.3. Potencial Molecular electrostatico

El Potencial Molecular electrostatico describe la distribucién de carga de una
molécula y a través del andlisis de sus mapas de distribucién es posible observar
las zonas en las que se concentra la densidad electronica, lo que resulta de interés
ya que estas zonas pueden brindar informacién de los puntos en los que se podria

tener interacciones electrostaticas con un sitio receptor. 551 [60]

Respecto a este parametro, en los derivados bencilamino puede apreciarse
gue gran parte de la densidad electronica se concentra en el triciclo y en el anilino
en algunos casos. Esto puede confirmarse a través del andlisis de sus graficos de
isopotencial, los cuales muestran de manera mas especifica las zonas que

concentran mayoritariamente la densidad electronica en las moléculas.

Para los derivados sustituidos en 3’, la mayor parte de la densidad electronica
se concentra en lobulos localizados alrededor de los heteroatomos del triciclo, el
atomo de azufre del metiltio y en los nitrégenos del anilino y bencilamino, pero
también a lo largo del anilino formando un patron con forma de “hélice” sobre las

posiciones 2’, 4’y 6’ (Figura 25).

Densidad electronica

Figura 25. Mapas de Potencial Molecular Electrostatico e Isopotencial (-83.68 kJ/mol) del
compuesto VI3e.

59



RESULTADOS Y DISCUSION G
—

Por otra parte, en los derivados sustituidos en 4’, la distribucion de carga se
concentra sobre los heteroatomos y la porcion bencenoide del triciclo, ademas se
aprecian pequefos lébulos sobre los nitrdgenos del anilino y bencilo, asi como en

el anilino en algunos casos (Figura 26).

Densidad electrénica

6+

Figura 26. Mapas de Potencial Molecular Electrostéatico e Isopotencial (-83.68 kJ/mol) del
compuesto Vl4e.

Otro rasgo importante que destacar para ambos grupos es que la presencia
de grupos metoxilo (VI3c y Vl4c), ciano (VI3e y Vi4e) y trifluorometilo (VI3f y VI4f)
generan una polarizacion en la molécula que se ve reflejado en una concentracion

de densidad electronica alrededor de estos sustituyentes.

Con todas estas observaciones, podria considerarse que estas zonas de alta
densidad electrdnica serian principales participes en el reconocimiento y unién con
el receptor que, en este caso, comprenderian la intercalacion del croméforo con los

pares de bases del DNA e interacciones de la cadena lateral con la TII.

7.3.1.2.4. Area Polar Superficial y LogP.

El término Drug-Likeness hace referencia al complejo balance de varias
propiedades moleculares y caracteristicas estructurales que determinan si una
molécula podria tener o no probabilidad de ser un farmaco, con base en su
biodisponibilidad calculada tedéricamente. En este sentido, los métodos
computacionales resultan una herramienta Util para la determinacion de estas

propiedades.®!]
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Dentro de estas propiedades se encuentran la absorcion que puede
relacionarse con descriptores como el area polar superficial (PSA), que representa
la parte polar de una molécula, y el LogP, que es logaritmo del coeficiente de
particion octanol-agua y se relaciona con la permeabilidad de membrana. Varios
estudios sugieren que ambos pardmetros se relacionan con la absorcion en
administracién oral, indicando que, de acuerdo a la regla de Lipinski, compuestos
con buena absorcion deberan tener valores de LogP < 5; en lo que respecta al PSA,
compuestos con un PSA < 60 A2 tendran una buena absorcion (>90%), mientras
que con un PSA > 140 A2 se absorberan en menor proporcion (<10%).1811-83]

Considerando lo anterior, los derivados analizados no cumplen con la regla
de Lipinski, ya que presentas valores de LogP mayores de 5, sin embargo, esta
regla no siempre se cumple en todos los farmacos, ademas los valores de PSA
resultan menores de 60 A2, lo cual sugeriria, en principio, que estos compuestos

serian buenos candidatos para administrarse via oral.
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7.3.2. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (docking) es una de las herramientas in silico mas
utilizadas en el disefio de farmacos basado en la estructura, ya que predice las
interacciones y el modo de unién, asi como la afinidad, entre un ligando y el posible
sitio de unién de un receptor.®% 841 Es por ello que, en el presente estudio, se
realizaron acoplamientos moleculares en el complejo ternario TIIB-DNA-m-AMSA
(PDB 1D:4G0OU) con la finalidad de observar como afecta la presencia del

bencilamino en la interaccién de este tipo de compuestos con esta diana molecular.

7.3.2.1. Validacion del método

La validacion de un protocolo de acoplamiento molecular consiste en determinar la
capacidad del programa utilizado y su algoritmo para identificar el modo de unién
de una molécula de referencia, que suele ser el ligando co-cristalizado, en un
proceso denominado re-docking en el que se espera que el modo de unidn
determinado se superponga al original. Como parametro de comparacion se utiliza
la raiz cuadratica media (RMSD) de las posiciones atomicas, considerando que el

protocolo es exitoso si se presenta un valor de RMSD menor a 2.0 A.[851-87]

Para este caso, se realizo la
validacion por re-docking utilizando

como ligando a la mM-AMSA,

observando que el modo de union

\ @' % o \ generado coincide, en gran
S« )ﬁ*« p | proporcién, con el del ligando co-

- ._..i\

E‘?{‘, oal «/ . WA A cristalizado y presenta un valor de
}J . 4_;2# 7 & | RMSD de 0.86 A, que esta por

V_iasai) A debajo del valor sugerido e indica

% ¢ > “;
/ el /é%f § v, .
Figura 27. Modo de unién de la m-AMSA y (Figura 27).

validacién del método de acoplamiento molecular.
Co-costralizada (beige), ligando acoplado (verde).

una validacion exitosa del método
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7.3.2.2. Acoplamiento molecular de derivados con bencilamino

Dado que la disposicion estructural y las fuerzas electrostéticas en el sitio de union
son claves en sistemas de complementariedad bioldgica, los estudios de
acoplamiento molecular ofrecen resultados basados en dichos parametros, los
cuales se representan en términos de su conformacién (posing) y su
correspondiente energia de union (scoring),% 88l de manera que, en la eleccion del
modo de unibn mas adecuado, suele considerarse aquel que presente la
conformacién mas abundante (mayor tamafio de cluster) y que sea energéticamente

mas favorable.

A continuacion, en la Tabla 13, se muestran los resultados obtenidos para
los derivados en estudio, en la cual se presenta el tamafio del cluster y el score de

los ligandos con el complejo TIIB-DNA.

Tabla 13. Resultados del estudio de acoplamiento molecular.

Comp. Tamarfio Score Comp. Tamafio Score
de cluster (kcal/mol) de cluster (kcal/mol
m-AMSA | 36/50 -10.53 / .
Vi3a 9/50 -10.43 Vida 21/50 -9.62
VI3b 11/50 -9.98 Vi4b 28/50 -10.22
VI3c 11/50 -10.21 Vl4c 13/50 -10.21
VI3d 12/50 -10.10 Vi4d 21/50 -10.02
VI3e 9/50 -10.82 Vide 18/50 -10.48
VI3f 16/50 -9.60 V14f 30/50 -9.70
VI3g 15/50 -10.53 Vidg 30/50 -10.46

Los resultados obtenidos sugieren, en primera instancia, que la formacion del
complejo ligando-receptor es favorable, puesto que todos los valores son negativos.
Sin embargo, al comparar con su analogo, la m-AMSA, éste generd un complejo
gue parece ser energéticamente mas estable. En este punto, es necesario sefalar
gue el valor de energia de unién so6lo es una estimacion tedrica que hace
consideraciones de las contribuciones de varios parametros fisicoquimicos
involucrados en la unién de los ligandos con el receptor, y estos resultados, por lo

tanto, no estableceran una relacion directa con su posible actividad bioldgica.
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Por otra parte, en lo que respecta a las conformaciones adoptadas, se busca
gue éstas presenten interacciones similares a las de la m-AMSA, la cual se intercala
a través del triciclo entre los pares de bases del DNA, orientando la porcién anilino
hacia el surco menor y generando interacciones de puente de hidrogeno entre la
sulfonamida y el residuo de GLU522, ademés de interacciones de Van der Waals
con los residuos ILE454, PRO455, GLY504, ARG503 y ALA521.[61]

Para los derivados de

bencilamino, en todos los casos se
presentaron interacciones de tipo n-nt
gue permiten la intercalacion del
cromoforo entre los pares de bases,
asi como la orientacion de la cadena
lateral hacia el surco menor, la cual se
ajusta por interacciones de Van der
Waals en el espacio generado por los

residuos de aminoacidos indicados

previamente. Como ejemplo, la

Figura 28. Modo de union de derivados
bencilamino con el complejo TlI5-DNA.
de los compuestos VI3d y VI4d. Para  Compuestos VI3d (magenta) y VI4d (verde).

visualizar el modo de union del resto

Figura 28 muestra el modo de union

de los derivados, consultar el anexo llI.

Hay que mencionar que, contrario a lo esperado, en ninguno de los casos se
presentaron interacciones por puente de hidrégeno entre el bencilamino y el
GLU522, salvo en el compuesto Vi4e, que presenta una intercalacion poco eficiente
entre los pares de bases. No obstante, en algunos casos, se presentaron
interacciones por puente de hidrégeno con el carbonilo del enlace peptidico de la
ARG503 (VI3c, VI3d, VI3e, VI3f y VI4f) o con el esqueleto de azucar y fosfatos
(VI3a).

Estos resultados sugieren que los derivados analizados podrian tener una

accion eficiente como agentes intercalantes de DNA, sin embargo, la presencia de
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un bencilamino no resulta fundamental para reproducir por completo el modo de
union de la m-AMSA, por lo que podrian ser considerados como sustratos pobres
para la Tll. Lo cual podria confirmar lo indicado en investigaciones previas, que han
sefialado que la accidn citotdxica de derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina es
producto de otros factores como su alta habilidad de permeabilidad de membrana o
la interaccion y activacion de otras vias, mas que por estabilizacién del complejo
TII-DNA.[52}: [60]. [89]

Cabe sefalar que los resultados obtenidos en este estudio son sélo una
estimacién tedrica de la posible actividad bioldégica esperada para este tipo de
compuestos, por lo que resulta necesaria la realizacion de diversos estudios, tanto
in vitro como in vivo, que permitan la confirmacion de lo propuesto, considerando
estos resultados como un punto de partida en el disefio y optimizacion de derivados

en estudios posteriores.
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8. CONCLUSIONES

e Se aislaron 4 compuestos novedosos que presentan un grupo bencilamino en
las posiciones 3’ 0 4’ siguiendo la ruta sintética propuesta, sin embargo, ésta no
resulté completamente efectiva para la obtencion de todos los derivados
esperados, ademéas los rendimientos en el penultimo paso fueron muy bajos en
general, lo cual gener6 una disminucién en el rendimiento global. Por lo anterior,
seria necesario la optimizacién de la sintesis y/o evaluacion de otras condiciones
de reaccion tomando como punto de partida lo aqui descrito.

e Ladeterminacion de las caracteristicas fisicas (punto de fusion y Ry) y el analisis
espectroscopico (IR, RMN-'H) permitieron corroborar la identidad de los
compuestos finales, asi como la de sus intermediarios.

e El estudio de modelado molecular mostré que la distribucion del orbital LUMO,
asi como del potencial molecular electrostatico se encuentra principalmente en
la porcidn triciclica, lo cual pone en evidencia la importancia de la intercalacion
entre los pares de bases del DNA como parte del proceso de interaccion entre
el ligando y el receptor. Asimismo, revelé que es necesario contemplar el
comportamiento del momento dipolar en moléculas con sustituyentes
electrodonadores en el anilino para establecer una mejor correlacion de esta
propiedad con la actividad citotoxica.

e EIl acoplamiento molecular con el complejo TIIB-DNA, como diana aparente,
sugiere que estas moléculas podrian tener una eficiente accién intercalante con
el DNA, pero una pobre accion sobre la enzima ya que la presencia del

bencilamino no promueve la interaccion con los aminoacidos de interés.
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9. PERSPECTIVAS

e Optimizar y/o modificar la sintesis propuesta para obtener mejores
rendimientos en los productos finales y sus intermediarios.

e Realizar la evaluacion biolégica de los derivados bencilamino sobre lineas
celulares tumorales para evaluar su potencial citotoxico.

e Emplear los resultados de este trabajo en el disefio y optimizacién de nuevos

derivados de 9-anilinotiazolo[5,4-b]quinolina.
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ANEXO Il

Propiedades Electrénicas de los compuestos analizados.
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[la. Distribucién de los orbitales HOMO.

Vi3a VI3b Vi3c

VI3d Vi3e VI3f

Vi3g Vida

Vi4e
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Vi4f Vi4g
[Ib. Distribucién de los Orbitales LUMO.

VI3a VI3b VI3c

Vi3d Vi3e VI3f

Vi4b
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Vi4c Vi4d Vi4e

Vi4f Vi4g

lic. Orientacion del vector momento dipolar.
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e Vidg

[Id. Distribuciéon de Potencial molecular electrostatico.

VI3b VI3c
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Vi3d Vi3e VI3f

Vi4c Vi4d Vi4e

VI4f Vi4g
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ANEXO Il
Acoplamiento Molecular: Complejos TIIB-DNA-ligando
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