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I. RESUMEN

Palabras clave: cancer, QSAR, docking, maleimidas.

El cancer es una enfermedad que se presenta a nivel mundial con un alto indice de
mortalidad. Actualmente se estd en la bldsqueda de compuestos novedosos que sean

efectivos, selectivos y poco toxicos contra dicha enfermedad.

En este proyecto de tesis se realizo el disefio de compuestos con potencial actividad
citotoxica analogos a maleimidas, succinimidas y alquendiamidas. A partir de estudios
QSAR y de anclaje molecular “Docking” se encontrd que estos analogos interaccionan en
el surco menor, las interacciones que presentan con el DNA son principalmente con la
guanina, citosina y la desoxirribosa. Las energias de formacion del complejo indican que la
interaccion puede presentar cierta reversibilidad, lo que le confiere al compuesto una

toxicidad menor.

Las maleimidas presentan dos centros reactivos dando adiciones 1,2 y 1,4, dicha
reactividad esta en funcion del electrofilo y del medio donde se realiza la reaccion, es decir,
del solvente y la temperatura. Empleando un solvente de caracter duro como el etanol se
realiz6 la sintesis de las alquendimidas y al utilizar un solvente como el tolueno y el
acetonitrilo de caracter blando se obtuvieron las maleimidas sustituidas en posicién 1,4,

estos resultados corroboran las teorias descritas por Méndez y Person.

Ensayos electroforéticos demostraron que los compuestos analogos a succinimidas
sustituidos con grupos como aziridinas y azetidinas presentan un efecto alquilante al

interaccionar con el DNA.
Dado el efecto alquilante que presentan estos compuestos, demostrado mediante el

disefio molecular y las pruebas electroforéticas resultan buenos candidatos para ser

probados en diferentes lineas celulares contra el cancer.

Q.F.B. Viridiana Aguilera Sdanchez RESUMEN 1
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II. ABSTRACT

Keywords: cancer, QSAR, docking, maleimide.

Cancer is a disease with a high mortality rate that occurs worldwide. Nowadays
research is based on finding novel compounds that are effective, selective and low toxicity
against the disease.

In this thesis project compounds with potential cytotoxic activity analogous to
maleimides, succinimides and alquendiamidas where design. Using QSAR studies and
molecular anchoring "Docking™ was found to interact in the minor groove interaction with
the DNA that is present mainly with guanine, cytosine and deoxyribose. The energies of
complex formation indicate that the interaction may have some reversibility, which gives
the compound less toxicity.

Maleimides having two reactive centers additions giving 1.2 and 1.4, reactivity
depends on the electrophile, where in the reaction medium is performed, the solvent and
temperature. Using a hard character solvent such as ethanol alquendimidas synthesis was
performed and using a soft character solvent such as toluene and acetonitrile maleimides
substituted in the position 1.4 were obtained, these results corroborate the theories
described by Mendez Person.

Electrophoretic studies showed that the analogues succinimides substituted with
groups such as aziridines and azetidines have an alkylating effect by interaction with the
DNA.

As the alkylating effect presented by these compounds, demostrated by the
electrophoretic molecular design and test results that these compounds are good candidates

to be tested in different cancer cell lines.

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez ABSTRACT 2
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III. INTRODUCCION

El cancer, es uno de los principales problemas de salud en el mundo entero y en
México representa un problema de salud publica, por ejemplo el cancer cervical y de mama
en mujeres mexicanas registra cada afio mas de 4,000 muertes por esta enfermedad
(Lazcano et al., 1996). El cancer no es una sola enfermedad sino que es un grupo de mas de
100 enfermedades diferentes. Puede describirse generalmente como un crecimiento y una
propagacion descontrola de células anormales en el cuerpo. Cuando esto sucede, se forma
una masa de tejido que se denomina tumor. Los tumores se encuentran en todos tipos de
tejidos y pueden ser benignos o malignos dependiendo de sus caracteristicas como
calcificacion y capacidad de ser extirpado sin diseminacion. Un gen supresor de tumor en
particular codifica la proteina conocida como "p53" (proteina humana localizada en el
cromosoma 17 p), que actta como un "freno" deteniendo el crecimiento y la division de las
células. En caso que no poder reparar el dafio, se inicia el “suicidio celular” o muerte
celular programada conocida como apoptosis, previniendo asi el crecimiento descontrolado
de las células genéticamente dafiadas (Vogelstein et al., 2004).

El tratamiento del cancer esta determinado por su localizaciéon y el grado de avance al

momento de diagnosticar la enfermedad. Las principales formas de tratarlo son:

e Cirugia: Consiste en la extirpacion del tumor o tejido afectado.

e Radioterapia: Consiste en el uso de rayos X, en altas dosis, para eliminar células
cancerosas y reducir el tamafio tumor. La radiacion anula la capacidad de las células
cancerosas de crecer y multiplicarse.

e Quimioterapia: Se trata de un tratamiento en el que se emplean medicamentos dirigidos

a las celulas neopléasicas. Existen varias clases de medicamentos anticancerosos que

actuan de diferentes formas dentro del cuerpo.

En la actualidad existen en el mercado una gran variedad de medicamentos
antineoplasicos, sin embargo, la mayoria de estos compuestos tienen efectos secundarios
graves. Aungue hay varios blancos moleculares, existe un gran reto para disefiar
compuestos dirigidos de manera especifica al DNA, es decir, que no interfieran con las

funciones de las células normales actuando sobre otros blancos moleculares pues cabe

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez INTRODUCCION 3
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sefialar que los tratamientos con agentes quimioterapedticos son invasivos dada su baja

especificidad, ocasionando dafio células sanas.

La resistencia oncologica se considera una de las mayores causas de fallo clinico de
la quimioterapia (Johnson et al., 1994). Casi el 50 % de los pacientes con cancer presentan
tumores que son resistentes a los farmacos empleados, los cuales han desarrollado
resistencia durante el curso del tratamiento a pesar de haber presentado respuesta inicial al

mismo (Kirschner et al., 1992).

Con la tecnologia moderna, gracias a los avances en la computacion, es posible
disefiar estructuras con caracteristicas estructurales y fisicoguimicas que tengan
posibilidades de éxito como agentes farmacéuticos. Tal es el caso del analisis de Relacion
Estructura-Actividad (QSAR) por sus siglas en ingles (Quantitative Structure-Activity
Relationship), que se basa en un proceso por el cual la estructura quimica esta
matematicamente correlacionada con su actividad biologica. Un estudio QSAR esta
fundamentado en la premisa de que la actividad esta en funcion de las propiedades
estructurales del compuesto activo. Un buen modelo QSAR puede ser capaz de hacer
predicciones de la actividad bioldgica de compuestos aun no sintetizados, llevando consigo
la ventaja de reducir el nimero de compuestos a sintetizar y reduciendo costos y

aumentando la posibilidad de obtener compuestos exitosos.

La inteligencia artificial (IA) es un &rea inmensa de conocimiento, tan profunda en
sus cimientos matematicos, como extensa en sus alcances y cruces con otras areas. Aunque
puede utilizar diversos procedimientos matematicos uno de los mas relevantes son los
algoritmos genéticos que son métodos adaptativos que pueden usarse para resolver
problemas de busqueda y optimizacion. De acuerdo al principio Darwiniano de
reproduccion y supervivencia del més apto, dicho evento se ha presentado de forma natural
como una serie de operaciones genéticas, de entre las que se desataca, la recombinacion
sexual. Por imitacion de este proceso, los Algoritmos Genéticos son capaces de ir creando

soluciones para problemas del mundo real. La evolucion de dichas soluciones hacia valores

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez INTRODUCCION 4
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Optimos del problema depende en buena medida de una adecuada codificacion de las
mismas (Ambati, Ambati, y Mokhtar, 1991).

Los algoritmos genéticos no son recientes, es posible rastrear sus origenes desde
los afios 50 y 60, hasta la publicacién del libro que practicamente fundd una nueva area del
conocimiento: Adaptation in Natural and Artificial Systems, de John Holland, desde
entonces conocido como padre de los algoritmos genéticos. En el método QSAR segun el
modelo en el que se basan reciben su nombre: realiza una aproximacion
extratermodindmica, modelo de Free-Wilson (Free y Wilson, 1964), modelo Fujita-Ban
(Hansch et al., 1995; Hernadndez-Gallegos y Lehmann, 1990) realiza una aproximacion
estructural; los no lineales, y los que realizan una regresion lineal multivariable (Burger y
Wolff, 1995).

El disefio de reconocedores de surco del DNA con uso potencial como agentes

anticancerigenos se encuentra limitado a obtencién de compuestos de manera empirica.

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez INTRODUCCION 5
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IV. ANTECEDENTES

Existen compuestos capaces de interaccionar con la molécula de DNA vy lo hacen a
través de diversos mecanismos. A estos compuestos se les conoce como agentes
reconocedores de DNA. EI conocimiento de como lo hacen y la especificidad que
presentan, constituye uno de los objetivos principales para el posterior disefio de agentes
reconocedores de DNA mas afines y més selectivos (Garcia y Pascual-Teresa, 2004). El
papel de estos agentes reconocedores de DNA en el control de las funciones celulares los
sugirié de inmediato como excelentes objetivos en el tratamiento de origen contra el cancer.
Después de que Lerman informara del descubrimiento de una interaccion no covalente
entre acridina y el DNA, sugiriendo un proceso interactivo, dicho proceso establecié que
algunos de estos agentes interaccionan con el DNA y serian candidatos contra el cancer
(Martinez y Chacon-Garcia, 2005). Estos agentes reconocedores de DNA se clasifican por
su mecanismo de accion si es reversible con el DNA o si es irreversible la interaccion. Se
sabe que una interaccion reversible es aquella donde el ligando se une al DNA mediante
interacciones intermoleculares débiles como lo son los puentes de hidrégeno, fuerzas de
Van der Waals, interacciones electrostaticas, etc. Por su parte, los que se unen
covalentemente al DNA son conocidos como agentes alquilantes. Dentro de los compuestos

reversibles se pueden encontrar a los:

Reconocedores de surco: Estos compuestos pueden reconocer y establecerse de

manera no covalente en el surco menor o mayor del DNA. De acuerdo a la disposicién en
doble hélice de las cadenas de DNA se forman hendiduras a lo largo del exterior de la
hélice donde residen los grupos fosfato de los nucle6tidos que son conocidas segin su
amplitud. Asi, se habla de surco mayor y de surco menor. Estos surcos, debido a su
diferente estructura, muestran preferencia por determinados ligandos. El surco mayor es
principalmente reconocido por proteinas y aunque el surco menor es considerado menos
especifico es el responsable del reconocimiento de moléculas organicas pequefias (Bewley,
Gronenborn, y Clore, 1998). Estas ultimas adoptan, en su sitio de accion molecular, una

conformacién helicoidal (Zavala-Franco, Gonzalez-Campos; Chacén-Garcia, 2010). Dichas
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moléculas exhiben actividad antiparasitaria, antiviral y antibacteriana; y ademas muestran

también actividad antitumoral (Wemmer y Dervan, 1997).

Un ejemplo interesante es la distamicina A que se caracteriza por la presencia de un
marco de pirrolcarbamol de oligopéptido terminando con un resto amidino, el cual se une
reversiblemente al surco menor del DNA mediante puentes de hidrégeno, fuerzas de Van
der Waals e interacciones electrostaticas, con una fuerte preferencia por secuencias ricas en
Adenina-Timina (A-T). Se observa que la saturacion de los anillos de pirrol reducidos son
en gran medida responsables de la afinidad de unidon al DNA. Algunos analogos a la
distamicina (Figura 1) presentan actividad citotdxica sobre la linea celular de leucemia,
algunos estudios indican que al agregar anillos de pirrol aumentan la especificidad hacia la
secuencia A-T (Woods et al., 2002).

R H
| HN
H C%\[(N
2 H NH
N
CH; O
4

Figura 1. Estructura quimica de la distamicina A.

Este compuesto se une al surco menor del DNA de forma no covalente, con una
preferencia de union en secuencias ricas en A-T. Se determin6 mediante rayos X su
estructura cristalografica del complejo entre la distamicina y una secuencia de
(GGCCAATTGG) posee dos modos de unién en la orientacion del compuesto sobre el
surco menor. Dichos cristales difractan a 2.38 y 1.85 A respectivamente. El atomo de
nitrégeno de la amida forma puente de hidrogeno con el N3 de la adenina y el O2 de la
citosina en el surco menor y el oxigeno de la amida terminal forma puente de hidrégeno
con el N2 del grupo amino, el complejo esta mas estabilizado por interacciones de Van der

Waals e interacciones electrostaticas (Figura 2) (Uytterhoeven et al., 2002).
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- 0 0o NH,

o gt AN
Nay s Hire o i L
Q\O HN distamicina A

Figura 2. Interacciones de la distamicina en el DNA.

Intercaladores: Estos compuestos se insertan perpendicularmente en el DNA sin la

formacion de enlaces covalentes, las Unicas fuerzas reconocidas que mantienen la
estabilidad del complejo DNA-Intercalador son fuerzas de Van der Waals, puentes de
hidrogeno, fuerzas de transferencia de carga, etc. Su actividad citotoxica se explica por un
envenenamiento de la enzima Topoisomerasa desencadenando una serie de eventos que
llevan a la apoptosis celular (Martinez y Chacon-Garcia, 2005). Uno de los compuestos
intercaladores del DNA mas estudiados por su valor potencial como agente anticancerigeno
son las acridinas (Figura 3), de los cuales se han descrito una amplia diversidad estructural
(Denny et al., 1982).

—~
N

Figura 3. Estructura quimica de la acridina.
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La N-[2-(dimetilamino)etil]acridina-4-carboxamida (DACA) (Figura 4) ha sido
estudiada intensamente, la cual intercala en el DNA duplex con una interaccion especifica
de hidrégeno unido al N7 de la guanina en el surco mayor. Actia como agente antitumoral,
y se sabe que es una envenenadora mixta de topo | / topo Il (Todd et al., 1999). La
basqueda de nuevas acridinas ha llevado a que se construya una nueva generacion de

intercaladores de DNA las cuales han sido probadas en tumores murinos y leucemias.

Figura 4. Estructura quimica de DACA.

Otros estudios también muestran que tanto el nucleo acridina como la cadena
dimetilamino forman parte en la interaccion de la molécula con el DNA. Se ha reportado
una serie de acridinas andlogas de DACA que presentan una gran variedad de sustituyentes

en el nacleo acridina de la molécula (Spicer et al., 1997).

Un estudio de rayos X demostrd que la estructura cristalografica del 9-amino-(N-(2-
dimetilamino)etil)acridina-4-carboxamida se intercala entre cada uno de los dinucle6tidos,
el grupo dimetilamino protonado parcialmente ocupa las posiciones cerca del N7 y O6 de la
guanina en el surco mayor interaccionando mediante puentes de hidrogeno (Figura 5)
(Adams et al., 2006).
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P-..._O ? H5C. |/\/NN /©/

Figura 5. Interacciones de la estructura cristalografica de DACA.

La amonafida es un intercalador del DNA, inhibidor de la topoisomerasa I, es
efectivo en enfermedades neoplasicas (Norton et al., 2008).0tro ejemplo de intercalador es
la azonafida, analogos han sido probados en células de tumores sélidos humanos y de
celulas de leucemia L1210 murinas (Sami et al., 2000). La amonafida posee anillos planos
con al menos un grupo amino, la cadena interact(ia en el surco mayor y esta interaccion no
covalente interfiere en la funcién normal de la topoisomerasa Il (Brafia et al., 2001).
Pruebas de actividad citotoxica demuestran que tienen una toxicidad moderada hacia
ratones y ratas (LDso > 6 mg/kg) (Brafa et al., 1980) (Figura 6).

HoN
N /
\ N
O N_/_ CH3 O N—/_ \CH3
(@]
amonafida azonafida

Figura 6. Estructura quimica de amonafida y azonafida.
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Las interacciones irreversibles, son también conocidas como interacciones enlazantes.

Agentes alquilantes: Son farmacos que se unen al DNA formando enlaces

covalentes creando puentes de union entre las dos cadenas de DNA, de esta forma se
producen dafios estructurales impidiendo la duplicacion, transcripcion, sintesis de proteinas,
mitosis, determinando de esta forma la muerte celular. Este tipo de interacciones son
propias de los gases de guerra y algunos antitumorales como el Cisplatino (Garcia y
Pascual-Teresa, 2004). La alquilacion de los diversos sitios nucleofilos en el DNA depende
de la naturaleza del agente alquilante. La posicion N7 de la guanina es el sitio preferido por
la mayoria de los agentes alquilantes. Los agentes alquilantes con dos 0 méas centros
electrofilos (cross-linking agents) pueden generar enlaces cruzados entre dos 0 mas centros
nucleofilos del DNA (Rajski-Williams, 1998).

Entre estos agentes se encuentran los compuestos carbonilicos o, p—insaturados que
tienen dos sitios reactivos: el grupo carbonilo y el doble enlace conjugado; el dltimo
presenta una deficiencia de carga que lo hace susceptible de reaccionar con grupos
nucleofilos y de interactuar con macromoléculas biolégicas mediante reacciones de adicion
de Michael (Van et al., 1997, Chung et al., 1988). Este hecho da como resultado una serie

de efectos adversos, siendo uno de ellos la mutagenicidad.

El mecanismo de adicion de Michael se ilustra en la Figura 7 (Eder et al., 1982),
los sustituyentes en el carbono o o B de la insaturacion vecinal del carbonilo afectan
significativamente la efectividad de la reaccion. Aunque los receptores de Michael son
electrofilos suaves esto no significa que no reaccionen con nucleéfilos duros como el DNA
(Aptula et al., 2006).

Reaccion de enlace con DNA DNA modificado

,/\.. _DNA
=

X

Dobles o triples enlaces con sustituyentes atractores de electroes X, como -CHO, -COR, -CO,R, -CN, -

Nu
x~ " “DNA

SO,R, -NO,, etc. las quininas, piridinas, aromaticos actuan como aceptores pro-Michael.

Figura 7. Reaccion de Michael sobre carbonilo a, B-insaturado.
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Ademas, la sustitucion de un halégeno en el carbono a aumenta la mutagenicidad
(Van-Beerendonk et al., 1992), debido al potencial de entrecruzamiento con otros centros
nucledfilos del DNA o proteinas (Figura 8). Los compuestos a, B—insaturados son
altamente reactivos, tanto con proteinas como con bases del DNA. Tal reactividad implica
consecuencias para la salud de los seres vivos. No obstante, la falta de evidencia
experimental sobre la formacion de productos de reaccion con proteinas 0 DNA no

presupone ausencia de mutagenia.

cu\ﬁ )t
cl I >
o + HN N\ N N N
/J‘\f HZN)\\N | N> - = H \n,

’ o}
RO NS
| \
Hor”)\\N N\iw

Figura 8. Mecanismo de adicidon tipo Michael para los grupos carbonilo o, B-insaturados

con cloro en posicion 2.

Maleimidas

Se ha encontrado que algunos de estos compuestos actian como inhibidores de la
enzima topoisomerasa Il humana. Un anéalogo de las maleimidas, las succinimidas, tienden
a no presentar actividad citotoxica y se les considera inactivos. Las maleimidas actlan
como aceptores de Michael haciendo susceptible a la enzima topoisomerasa Il formandose
un enlace covalente con un grupo SH de la cisteina presente en la enzima y la maleimida
mediante una reaccion de Michael (Shen et al., 2004). Dicho proceso inhibe la actividad de
la topoisomerasa Il. Se concluye que la topoisomerasa Il es un diana bioldgica significativa
para maleimida debido a que la citotoxicidad conferida por dos “envenenadores”
(etoposido-daunorubicina) bien caracterizados que se dirigen a la topoisomerasa Il puede

ser antagonizado por estos farmacos (Jensen et al., 2002).
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Existen reportes acerca de que las N-aril maleimidas son inhibidores de la enzima
pro-apoptotica Bfl-1, por ello los hacen candidatos potenciales para la terapéutica anti-
cancer. Los estudios de estructura-actividad (SAR) para la inhibicion de Bfl-1 analogos por
maleimida de N-arilo revelaron una preferencia por sustituyentes que retiran electrones en
el anillo de N-arilo y aminas hidrofilicas que acompafian al nicleo maleimida. Se indicé la
importancia de la insaturacion del anillo de maleimida sustituida por un grupo cloro asi
como su incorporacion de un anillo de piperazina. Se demostrdo que al no tener la
insaturacion es decir un analogo de la succinimida se perdia la actividad (Cashman et al.,
2010).

Quimica computacional

Es un &rea muy extensa y practicamente se encuentra en constante interaccion con
otros campos de la ciencia; en este caso, el interés se centra en el papel que juega la
computacion en la Quimica. A principios de los afios 70°s aparecié un nuevo campo de
conocimiento dirigido al disefio de moléculas asistido por computadora: la quimica
computacional, la cual implica el uso de modelos matematicos para predecir las
propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas de los compuestos, permitiendo la investigacion
de 4tomos, moléculas y macromoléculas (Cuevas-Cortés, 2003).

La quimica computacional incluye aspectos como:

e El modelado molecular.

Los métodos computacionales.

El disefio molecular asistido por ordenador.

Las bases de datos quimicos.

El disefio en sintesis organica.

En la quimica computacional podemos encontrar diversos métodos y niveles de célculo, los

cuales pueden dividirse en dos grandes categorias (Jensen 1999, Grand et al., 1995):

La mecanica molecular:

e Acoplamiento molecular (“Docking”).
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e Dindmica molecular.

e Folding (plegamiento de proteinas).

Estos métodos aplican las leyes de la fisica clasica al nacleo molecular sin considerar

explicitamente a los electrones.

La mecanica cuantica:

e Métodos semiempiricos.
e Meétodos de Hartree-Fock.
e Métodos posHartree-Fock.

e Meétodos de Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT).

Los cuales se basan en resolver la ecuacion de Schrodinger para describir una
molécula con un tratamiento directo de la estructura electronica. Dichos métodos teoricos-
computacionales han avanzado de manera exponencial tanto en la capacidad de célculo
como en la resolucion de problemas de tipo quimico-biolégico. La metodologia utilizada
se lleva al cabo a partir de algoritmos basados en las propiedades fisicoquimicas de
moléculas pequefias y grandes para predecir, simular y estudiar sus interacciones con otras
moléculas, que usan estrategias muy avanzadas en la basqueda de soluciones para diversas

situaciones, basandose en parametros obtenidos de manera experimental.

Acoplamiento molecular o “Docking”

En la simulacion del docking, la proteina y el ligando estdn separadas a una
distancia fisica, de ahi el ligando encuentra su posicion en el sitio afin de la proteina, esto
después de un cierto numero de movimientos en el espacio conformacional, estos
movimientos se incorporan como transformaciones de cuerpo rigido tales como traslaciones
y rotaciones, también con cambios internos en la estructura del ligando incluyendo
torsiones. Cada uno de estos movimientos en el espacio conformacional del ligando induce

un costo en la energia total del sistema.
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Dos aproximaciones son las més populares dentro de la comunidad del docking. La
primera usa la técnica de “matching” que describe a la proteina y al ligando como
superficies complementarias. La segunda aproximacion simula el proceso de docking como
el par ligando-proteina y se calculan las energias de union, las energias libres, o alguna
cantidad numérica medible como funcion, para determinar cuél es el complejo mas estable
(Figura 9).

Energia del complejo no consolidado

a
>

Energia del complejo acoplado

Energia libre de Gibbs

Coordinacion conformacional

Figura 9. Cambios de energia en la formacién del complejo acoplado.

Al calcular el cambio de energia total en el sistema (AGynign) derivada de cada una
de las interacciones en condiciones estandar, es posible conocer la constante de disociacion,
la cual corresponde a la constante de equilibrio de la disociacion del complejo proteina-
ligando (Figura 10). Cuanto menor sea la constante de disociacion menor es la
concentracion de ligando necesaria para saturar la proteina y, en consecuencia, mayor es la
afinidad (Ka) de la proteina hacia el ligando, suponiendo que esta mayor afinidad

corresponde a la afinidad del sitio activo.

Figura 10. Modelo de acoplamiento molecular.
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La ventaja de este método es que es mucho mas manejable para incorporar la
flexibilidad en el ligando, otra ventaja es que el proceso es fisicamente mucho mas cercano
a lo que sucede en la realidad. Una desventaja de esta técnica es que necesita una gran
cantidad de tiempo para evaluar las conformaciones éptimas para la unién de la molécula

estable y se tiene que explorar una gran cantidad de posibilidades.

Muchos investigadores se han centrado en la union de pequefias moléculas al surco
menor de DNA, esto implica generalmente una mayor afinidad de union y una mayor

especificidad de secuencia que el de union intercaladores (Paul y Bhattacharya, 2012).

En un estudio previo, en el cual se describid el efecto de la isohelicoicidad, en
funcién de sus interacciones por puentes de hidrégeno, de una serie de N,N’-
diarilalcanodiamidas con longitud variable y con actividad citotoxica moderada, se propuso
un descriptor molecular (descriptor D¢, relacionado con el reconocimiento topoldgico vy la
distancia entre grupos capaces de formar puentes de hidrogeno con el DNA, obtenido a
partir de la longitud de la molécula geométricamente optimizada por métodos
computacionales semiempiricos, teniendo en cuenta que se requiere una longitud especifica
para un reconocimiento geométrico Optimo con la doble hélice, considerando
isohelicoicidad (Chacon-Garcia y Martinez, 2001) (Figura 11).

Para medir la interaccion del DNA con el reconocedor se utilizan varios métodos,
uno de ellos es basado en la diferencia de la estabilidad entre el DNA solo y cuando se
calienta. La temperatura de fusion (Tm) se toma como la temperatura a la que la mitad del
DNA se ha desnaturalizado, es decir, la mitad de las bases de una sola hebra no interacttan

con sus bases complementarias (Martinez y Chacon-Garcia, 2005).
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Figura 11. Esquema de las caracteristicas del DNA que dan lugar al descriptor D¢..

Otro método es por fluorescencia y absorbancia dptica, este se basa en el complejo
entre un ligando de una molécula y un &cido nucleido, el cual conduce a cambios épticos
que pueden ser utilizados para controlar el proceso de reconocimiento. A medida que estas
interacciones DNA-Reconocedor de surco, son un mecanismo reversible, una
determinacion de la constante de equilibrio de unién puede dar una idea de la naturaleza y
la fuerza de los hechos subyacentes intermoleculares. El andlisis de los efectos inducidos
espectrales también puede revelar detalles considerables sobre la estequiometria del DNA-
reconocedor, el tamafio del sitio de unién, y la termodinamica de la formacién del
complejo. La extension de estas técnicas de secuencias de oligonucleotidos puede resaltar
el posible sitio o secuencia especifica de unién, un factor clave en el disefio racional de los
medicamentos para su uso potencial en el gen especifico de quimioterapia. Otra técnica
descrita es la técnica calorimétrica, esta se puede utilizar para medir los efectos del calor
gue acomparfian a una interaccién farmaco-DNA,; en principio se puede calcular a partir de
estas mediciones tanto de cambio, la afinidad (AG) y entalpia (AH) para el proceso. Para
este proyecto utilizamos estudios electroforéticos para observar la interaccion entre los

compuestos sintetizados y el DNA.

En este trabajo se describe la sintesis de una serie de arilmaleimidas que por sus

caracteristicas estructurales pueden representar compuestos que interactian con el DNA
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mediante reconocimiento supramolecular. La funcionalizacién de estas maleimidas con
grupos reactivos como la aziridina permitirdn también un comportamiento propio de
agentes alquilantes. El estudio se apoya de estudios tedricos computacionales (QSAR y

Docking) y ensayos bilogicos para medir la actividad de los compuestos sobre el DNA.
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V. JUSTIFICACION

Actualmente, el cancer es una de las principales causas de mortalidad. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la
mortalidad por cancer a nivel mundial, pues estima que pasara de 7.9 a 11.5 millones de
defunciones por afio, resultado del crecimiento demografico y el envejecimiento de la
poblacién; ademas, se estima que durante el mismo periodo, el nimero de casos nuevos de
cancer aumentara de 11.3 a 15.5 millones. La Secretaria de Salud de México (SSA) reporta
los casos de cancer en el 2008, donde la leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), seguida del
cancer de mama (5.8%), de cuello de Gtero (3.3%) y ovario (2.1%). La leucemia afecta
principalmente a los hombres (15.1%), mientras que el cancer de mama a las mujeres
(8.4%) (“"Programa de accion especifico 2007-2012. Cancer de mama,” 2008). Aunque las
tasas de mortalidad de estas enfermedades disminuyeron de 2005 a 2009, la tasa
estandarizada de cancer de mama pasé de 17.9 a 10.8% fallecimientos por cada 100 mil
mujeres de 25 afios 0 mas y la correspondiente a la del cancer cérvico-uterino baj6 de 17.8
a 9.1% ("Geografia del cancer femenino, como causa de muerte," 2011). Por lo tanto, aun
se trabaja con esfuerzo en la bdsqueda de nuevos farmacos anticancerosos que sean mas

selectivos y que no produzcan resistencia.

En la actualidad, los reconocedores de surco y los agentes alquilantes caben dentro
de los farmacos para el tratamiento del cancer.
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VI. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar compuestos potencialmente reconocedores de surco de DNA aprovechando
predicciones hechos por estudios QSAR y Docking molecular.

Objetivos particulares:

1. Realizar un estudio QSAR de reconocedores de surco de una serie de compuestos
descritos en la bibliografia con la estructura general (Figura 12).

2. Correlacionar la actividad de los compuestos 1-16 (Figura 13) descrita en el
anterior objetivo, con estudios Docking.

3. Predecir la actividad utilizando los resultados de los objetivos anteriores, arrojados
por el estudio QSAR y Docking.

4. Sintetizar los compuestos considerados con mas posibilidades de presentar
actividad citotoxica.

5. Evaluar la capacidad de reconocimiento de los compuestos sintetizados en el
objetivo anterior por DNA mediante técnicas de electroforesis.

H 0 R R = C4H14N2
A - Caby
R = C,H1N;O,
R’=H, CH3, OCHs, CI, (CHj3)3

Figura 12. Estructura general de la Serie 1 (1-16).
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Figura 13. Serie 1 de compuestos propuestos.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 METODOLOGIA QSAR:

Se modelé la serie de exploracién utilizando el software HYPERCHEM® (Figura

14) se optimizaron geométricamente con mecanica molecular hasta convergencia de 0.01 y
posteriormente con el método semiempirico AM1, utilizando como base el algoritmo
Polak-Ribiere, con parametros de condiciones de terminacion de 0.1 kcal/(A mol) o 465
ciclos como maximo. Se obtuvieron las combinaciones de los descriptores en el software
DRAGON®, este programa utiliza 1664 descriptores agrupados en 20 familias. Se
obtuvieron los 50 mejores modelos por algoritmos genéticos en el software MODYDIGS®.
Se analizaron los resultados hasta obtener el mejor modelo matematico. Posteriormente, se
modelaron y optimizaron los compuestos de la Serie 1 (1-16) (Figura 13) utilizando el
software HYPERCHEM® se utiliz6 Mecéanica molecular con el método MM™ para su
optimizacion geométrica. Utilizando el modelo descrito anteriormente, se calculd la
actividad (ATm) y se llevo a cabo un analisis de los resultados, para proponer a los mejores

compuestos.
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Figura 14. Serie de exploracién de A-ZA.
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7.2 METODOLOGIA DE ANCLAJE MOLECULAR:

Se realiz6 un estudio de anclaje molecular o “Docking”, a los compuestos de la

Serie 1 y 2, como primer paso se selecciono el cristal de la secuencia de DNA, en el
Protein Data Bank asi como la secuencia sintética (C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G), con
codigo: 3U05. Los ligandos (1-16), se modelaron en el programa SPARTAN®, como
primer paso se realiz6 una busqueda de conférmeros, el estudio de conférmeros arrojé
cierto numero de conférmeros a los cuales se les determind la energia en Kcal/mol, la
energia libre en Kcal/mol y la distribucién de Boltzmann, para el estudio se eligio el primer
conférmero, ya que posee la minima energia y su distribucién poblacional es la mayoritaria
(>70%). Se optimizaron los compuestos (1-16) utilizando teoria de funcionales de la
densidad (DFT) vy el hidrido B3LYP 6-31 G**, Utilizando el programa AUTODOCK
TOOLS ® se prepararon los archivos PDBQT, se agregaron los enlaces rotables de los
ligandos y utilizando el Grid box se calculé el tamafio de la rejilla o celda (44 x 54 x 124)
del espacio del receptor en este caso el DNA (0.375 A), el tamafio de la celda cubri6 toda la
secuencia, esto se realizé de esta forma, ya que no se conoce el sitio en donde reconoceré el
ligando, a esto se le conoce como Docking ciego. Una vez que ya se tienen los archivos
PDBQT del DNA y de los ligandos, se realizé un documento con formato TXT en donde se
coloca el nombre del archivo de la macromolécula y del ligando, asi como las coordenadas
y los modos de union para este estudio utilizamos 100, el programa emplea solo 10, pero se
aumentaron con la finalidad de que se realice un célculo mas completo. EIl acoplamiento
del receptor y los ligandos se llevo a cabo en el programa AUTODOCK VINA®, dicho
programa utiliza un algoritmo heuristico y calcula internamente su propio mapa Grid, esto
se lleva a cabo automaticamente. EIl cual arrojé un documento de texto con los resultados
que incluyen la raiz cuadrada de la distancia media (RMSD) para la conformacion del
ligante, la energia libre de union estimada (AGynign) Y Un documento en formato PDBTQ
con la estructura del compuesto en su conformacién mas estable en la union con el DNA.
Para documentar las estructuras en dos dimensiones (2D) se utiliz6 el programa
POSEVIEW®, las lineas punteadas representan los puentes de hidrogeno y las lineas
verdes las interacciones hidrofobicas (Figura 56, 58).
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7.3 METODOLOGIA SINTESIS:

La espectroscopia RMN *H y RMN 3C se obtuvo con un equipo Varian Mercury
Plus de 200 MHz y/o 400 MHz. Se utilizé como referencia interna TMS y como disolvente
CDCl3, CD30D y CD3COCDs. Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo Hewlett
Packard modelo 5989B, acoplado a un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard modelo

5890 serie 2 plus. Todos los reactivos fueron de origen comercial de la empresa Aldrich.

7.3.1 Procedimiento general para la preparacion de los compuestos de la Serie 1
(1-16):

R
PNl

_N

R N R=C4H1N2

= CyH7N,

= CyH1oN1O7
R’=H, CHs, OCHj, CI, (CHy)s

I-=z

Figura 12. Estructura general de los compuestos de la Serie 1 (1-16).

La Sintesis de la Serie 1 de los compuestos 1-16 (Figura 12) consta de dos pasos
fundamentales:

1.- En una matraz bola se colocd una solucion de &cido acético caliente con 5.0 g de
anhidrido maléico, se adicion6 lentamente otra solucion de acido acético caliente
conteniendo 6.5 g de la anilina correspondiente, inmediatamente precipitd el acido
maleamico, el cual se dejo enfriar, filtr6 y se lavo con agua. El sélido amarillo se
recristalizé con etanol. ElI &cido N-fenilmaledmico correspondiente fue suspendido en
anhidrido acético, se colocO en agitacion y calenté a 100 °C, se agregd una pequefia
cantidad de acetato de sodio anhidro y se coloco en reflujo por 2 horas. Después de enfriar,
se vertio en agua fria precipitando la maleimida, dichos cristales amarillos se filtraron y se

lavaron con agua 3 veces por 5 mL. Se recristalizd con metanol hasta obtener cristales
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amarillos puros, el rendimiento dependio de los sustituyentes presentes en los compuestos
varia del 40 al 50%.

2.- Posteriormente en un matraz bola se pusieron a reaccionar 200 mg de la maleimida en
6 mL de etanol grado reactivo, lentamente se adiciond 200 pL de N-N-dimetiletildiamina,
se colocé a reflujo por 1 hora, posteriormente se evapora el disolvente; para su purificacion
cromatografia en columna se empled como fase estacionaria gel de silice y como fase mévil
una mezcla de diclorometano-metanol-hidréxido de amonio en proporcion 2:3:0.1, se
observo en las fracciones seleccionadas la formacion de cristales en forma de aguja de color
amarillo claro, con un rendimiento total de 25-36% dependiendo de los sustituyentes de los

compuestos (Figura 15).

@] (@]
R HN R R o R 'ﬁ
o M O N@R R'“-NH, "R\N)K/KH/N
- =
ACZO |
(0] H :0: R

1 (2) ®3)

Figura 15. Esquema general de la sintesis de los compuestos (1-16).

La Tabla 1 muestra los diferentes sustituyentes R, R" y R™"; ya que se los compuestos 1-16
poseen diferentes grupos funcionales en el anillo aromético, asi como en el doble enlace y

diferentes aminas.
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Compuesto | Sustituyente | Sustituyente Amina
Serie 1 (R) (R) (R
GHs
1 _H _H HSC,N\/\"\I/?E
H
GHs
2 -Cl -H H3c/N\/\r‘\1/??‘
GHs :
3 -CH; -H H3C*N\/\r‘\l;E
e
4 -OCH; -H H3C/N\/\r‘\|)‘
l—‘| H
5 _H _H H,N\/\w/zi
I—‘| H
6 -Cl -H |-|’N\/\[T1/zi
. H
7 -CH; -H H’N\/\w/g'
'_" H
8 'OCH3 -H H’N\/\,T‘/E
H
0 A
9 H H e N
e
RN
10 l H e
HaC ™™
H c’é N
11 -CH, H s \O(\H
HaC ™™
R NN
12 “OCH,8 H e
HaC ™™
CHjs
13 -(CH3);3 _'\,:\ H3c*N\/\r‘\1/E
i
.0 A
HsC™™ N
14 -(CH3)s _,\’:\ ’ fH
HaC ™
CHg
/\ w
15 -Cl —N_ N-CH H3C/N\/\"\l/?2
H
0 A
NN HaC™™ N
16 -Cl N N-CHs ) c)-o-/\H
3

Tabla 1. Sustituyentes de 1-16.
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7.3.2 Procedimiento general para la preparacion de los compuestos de la Serie 2
(17-31):

La sintesis de la Serie 2 estd compuesta por 15 compuestos analogos a maleimidas y
succinimidas. Los compuestos 17-31 (Tabla 2). Consta de dos pasos principalmente:

1.- La sintesis de las maleimidas se encuentra descrita en la metodologia anterior.

2.- En un matraz bola se coloco una solucién etérea conteniendo 500 mg de la maleimida
correspondiente, se colocé en agitacion y le fueron adicionados 200 pL de
azetidina/aziridina/piperazina diluida en éter, después de 1 hora, el disolvente fue
evaporado al vacio (Figura 16). EI residuo se pasé por una columna de cromatografia
empacada con gel de silice y eluida con cloroformo-acetato de etilo (1:1). El producto de
reaccion se disolvio en CCl, caliente y después de enfriar se precipitdé con hexano como
solido blanco; se obtuvo un rendimiento del 20-80 % dependiendo de los sustituyentes de

los compuestos.

Para la sintesis de los compuestos 14,15:

2.- En un matraz bola se adicionaron 200 mg de la maleimida correspondiente en 6 mL de
etanol, en agitacion, se adicionaron 100 pL de la amina correspondiente, se coloco a reflujo
por 1 hora, se evaporo el disolvente. Se observa un liquido viscoso de color naranja-café, el
cual se purifico por columna cromatografica con gel de silice, el disolvente que se utiliz6
fue hexano-acetato de etilo en una proporcién de 1:4, y diclorometano-metanol en una
proporcién 2:3, se evapord el disolvente, se observé un liquido aceitoso transparente con
un rendimiento del 20-40% dependiendo del sustituyente de los compuestos (Figura 16).

o H,N _ | N@\R . "R N
ACZO ‘R R’ R
; ; o
(1) 3)

(2)

Figura 16. Esquema general de la sintesis de los compuestos (17-31).
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La Tabla 2 muestra los diferentes sustituyentes R, R” y R™"; ya que se utilizaran diferentes

grupos funcionales en el anillo aromético, asi como en el doble enlace y diferentes aminas.

Compuestos | Sustituyente

Serie 2

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
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R
(CHs)s

Cl

m-(CHs)
cl
(CHs)s

Cl

Cl

NO,
OCH;
NO,
Cl

m-(Cl)

(CH3)3

Cl

Cl

Sustituyente
R

H

Cl

Cl

Cl

Sustituyente
R

[]

Cl
Cl

Cl

~0

HsCegy )\/IIJH

Tabla 2. Sustituyentes de 17-31 de la Serie 2.
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7.4 METODOLOGIA ENSAYOS EN DNA:

Se prepar6é el gel de agarosa al 1.8% pesando 0.5 g de agarosa de la marca
INVITROGEN® vy utilizando 30 mL de TBE 1X (Tris-Borax-EDTA) de la marca
INVITROGEN® como buffer. La concentracion de los compuestos se prepar6 de acuerdo
al ensayo realizado. Se incubaron a 25 °C en agitacion a 500 rpm utilizando el
termomezclador de la marca EPPENDOR® variando el tiempo de incubacion. Se utilizd
una cdmara de electroforesis de la marca OWL® el corrimiento electroforético se llevo a
cabo a 100 v. utilizando una fuente de poder de la marca THERMO®, se utilizd6 como
buffer TBE 1X. Una vez cumplido el tiempo de corrimiento electroforético, para revelar el
gel se utiliz6 bromuro de etidio al 0.01%. Su visualizacion se llevo a cabo mediante luz
ultravioleta utilizando un transiluminador UV de la marca THERMO®, se documentaron
las fotografias con el equipo CHEM DOC de marca BIORAD®.

7.4.1 Ensayo. Efecto del metanol sobre los fragmentos de DNA.

Se analizaron dos concentraciones de A DNA 2 uL y 4 pL disuelto en 5 puL de metanol.

Metodologia:

Se realiz6 un gel de agarosa a una concentracion 1.5%. Se prepararon las siguientes
diluciones se agregaron 2 uL. de A DNA en 5 puL de metanol; 4 pL de A DNA en 5 uL de
metanol. Ambas concentraciones se incubaron a 25 °C en agitacién (500 rpm) durante 1
hora. Se preparo el control agregando 7uL. de A DNA. Se cargaron las muestras en el gel
de agarosa agregando 2 uL de buffer blue. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a
100 v por 90 minutos; el gel de agarosa se revelo utilizando bromuro de etidio durante 10
minutos, posteriormente para visualizarlo se utilizd el transiluminador de la marca
THERMO ®.
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7.4.2 Ensayo. Determinacion de la concentracion de A DNA.

Se analizaran dos concentraciones de A DNA 0.125 y 0.5 pL diluidos en metanol.

Metodologia:

Se prepararon las siguientes diluciones 0.25 puLL de A DNA en 5 pL de Metanol (1:10);
0.125 pL de A DNA en 5 pL de Metanol (1:20). Ambas concentraciones se incubaron a
25°C en agitacion (500 rpm) durante 1 hora. Se prepar6 un gel de agarosa con una
concentracion de 1.8%. Se cargaron las muestras en el gel de agarosa agregando 2 pL de
buffer orange. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a 100 v por 90 minutos; el gel
de agarosa se revelo utilizando bromuro de etidio durante 10 minutos, posteriormente para

visualizarlo se utiliz6 el transiluminador THERMO®.

7.4.3 Ensayo. Efecto de los compuestos sobre el DNA.

Se analizo el efecto de los compuestos 1, 3, 4, 17, 18, 20, 21, 26 y 32 sobre los fragmentos

de L DNA, se incubaron por 1, 4, 6 y 8 horas.

Metodologia:

Se prepararon las diluciones con 1, 3, 4, 17, 18, 20, 21, 26 y 32, donde se agreg6 5 uL del
compuesto (0.04 pg/uL) en 10 pL A DNA (0.0125 pg/pL), para el caso el compuesto 26 se
agregaron 10 puL Compuesto 26 (0.04 ug/uL) + 10 uL. A DNA (0.0125 pg/uL). Para la
preparacion del Control se agregaron 10 pL A DNA (0.0125 pg/pL). Se incubaron variando
de 1, 4, 6, 8 horas a 25°C en agitacion (500 rpm). Se prepar6 un gel de agarosa al 1.8%. Se
cargaron las muestras en el gel de agarosa agregando 5 pL de buffer orange, se utiliz6 un
marcador de peso molecular de 100 pb. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a 100
v por 90 minutos; el gel de agarosa se revelo utilizando bromuro de etidio durante 10
minutos, posteriormente para visualizarlo se utilizd el transiluminador de la marca
THERMO®.
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7.4.4 Ensayo con diferentes diluciones de los compuestos 20 y 21 sobre el DNA.

Se van a analizar 20 y 21 que presentaron tener un efecto sobre el DNA en las diluciones
1:10, 1:100, 1:1000.

Metodologia:

Se prepararon las siguientes diluciones con 20 y 21 agregando 5 pL de 20 en 10 uL de A
DNA,; 4.5 pL de metanol + 0.5 pL de 20 en 10 uL de A DNA (1:10); 4.75 pL de metanol +
0.25 puL de 20 en 10 puL. de A DNA (1:100); 4.87 pL de metanol + 0.125 pL de 20 en 10 pL
de X DNA (1:1000). Se repiten las mismas concentraciones para 21. Para la preparacién del
control se agregaron 5 pL de A DNA en 5 pL de metanol. Se dejaron incubar por 1 hora a
25 °C en agitacion (500 rpm). Se prepard un gel de agarosa al 1.8%. Se cargaron las
muestras en el gel de agarosa agregando 5 pL de buffer orange, se utiliz6 un marcador de
peso molecular de 100 pb. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a 100 v por 90
minutos; el gel de agarosa se revel6 utilizando bromuro de etidio durante 10 minutos,

posteriormente para visualizarlo se utilizo el transiluminador de la marca THERMO ®.

7.4.5 Ensayo variando las diferentes diluciones y el tiempo de 20 sobre el DNA.

Se analiz6 el compuesto 20, ya que dicho compuesto presenta tener un efecto sobre el
DNA, se prepararon las siguientes diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:10, 1:100, 1:1000
incubandolos a 1 hora y las diluciones 1:1, 1:2, 1:4 incubandolos a 5 minutos.

Metodologia:

Se prepararon las siguientes diluciones con 20, se agregaron 5 pL de 20 en 10 pL de A
DNA (1:1); 2.5 pL de metanol + 2.5 puL de 20 en 10 uL. de A DNA (1:2); 3.75 uL de
metanol + 1.25 pL de 20 en 10 uL de A DNA (1:4); 4.5 uL de metanol + 0.5 uL de 20 en
10 uL de A DNA (1:10); 4.75 pL de metanol + 0.25 pL de 20 en 10 pL de A DNA (1:100);
4.87 pL de metanol + 0.125 pL de 20 en 10 puL. de A DNA (1:1000). Para la preparacion del
Control se agregaron 5 uLL. de A DNA en 5 pL de metanol. Se dejaron incubar 5 minutos las
diluciones 1:1, 1:2 y 1:4 y 1 hora las diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:10, 1:100 y 1:1000 a 25 °C
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en agitacion (500 rpm). Se preparo un gel de agarosa al 1.8%. Se cargaron las muestras en
el gel de agarosa agregando 5 pL de buffer orange y se utiliz6 un marcador de peso
molecular 100 pb. El corrimiento electroforético se llevo a cabo a 100 v por 90 minutos; el
gel de agarosa se reveld utilizando bromuro de etidio durante 10 minutos, posteriormente

para visualizarlo se utilizo el transiluminador de la marca THERMO®.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 QSAR:

La Tm es la temperatura a la cual el 50 % de un polimero se desnaturaliza. En el
caso del DNA es la temperatura a la cual se separa el 50 % de ambas hebras. Esta
propiedad fisica es un indicativo de la estabilidad del DNA surgida por el reconocimiento
de los puentes de hidrégeno entre pares G-C y A-T, por lo que la Tm puede sufrir
variaciones por efecto de composicion de bases, efecto de disolventes, concentracion de
iones y moléculas que interactian con la doble hélice estabilizdndola (6 también
desestabilizandola). Es entonces razonable que resulte posible extraer informacion de la
relacion entre la estructura de una serie de compuestos andlogos que interactian con el

DNA y la Tm que presenta una determinada secuencia de DNA frente a dichos compuestos.

Asi, el primer paso para el disefio de las estructuras propuestas en este estudid inicio
con un andlisis QSAR de una serie de exploracion (Figura 14) conformada por 27
compuestos (A-ZA) reconocedores de surco del DNA tomadas de una base de datos de 53
compuestos, descrita por De Oliveira, et al., 2003. EI criterio de seleccién fue considerar

los que contaran con datos experimentales de su actividad (ATm).
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Figura 14. Serie de exploracion.

Se obtuvieron 1664 descriptores moleculares, agrupados en 20 familias (Tabla 3),

para cada compuesto de las estructuras optimizadas geométricamente y se buscd

correlacionarlos con la Tm, lo cual resultaria complicado si se llevara a cabo de forma

manual por lo que el estudio se realizé mediante inteligencia artificial utilizando algoritmos

geneéticos. La variable independiente se tomo como —log (1/Y) en donde “Y” es igual a log

(ATm), y se consideraron los 50 mejores modelos se encuentren estables (Tabla 4). Todos

los modelos fueron estadisticamente validados por Q?, R?, Q%boot, F, s y K.
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FAMILIAS

1. Constitutional descriptors.

2. Topological descriptors.

3. Walk and path counts.

4. Connectivity indices.

5. Information indices

6. 2D autocorrelations.

7. Edge adjacency indices.

8. Burden eigenvalues.

9. Topological charge indices.

10. Eigenvalue-based indices.

11. Randic molecular profiles

12. Geometrical descriptors.

13. RDF descriptors.

14. 3D-MoRSE descriptors.

15. WHIM descriptors.

16. GETAWAY descriptors.

17. Functional group counts.

18. Atom-centred fragments.

19. Charge descriptors.

20. Molecular properties.

Tabla 3. Familias de Descriptores.

MODELOS DESCRIPTORES R’ F S \
1 SP01 MATS7v MATS8e GATS1p 96.23 127.45 0.024
2 DP06 MATS8e GATS1p GATS5p 95.91 117.23 0.025
3 SP01 MATS8e GATS7v GATS1p 95.71 111.48 0.026
4 DP07 MATS8e GATS1p GATS5p 95.73 112.19 0.025
5 Mor30u Mor02v Mor07v C-034 95.69 110.95 0.026
6 IVDM MATS7v MATS8e GATS1p 95.65 110 0.026
7 Mor30u Mor02v Mor07p GATS1p 95.34 102.3 0.027
8 IVDM MATS8e GATS7v GATS1p 95.7 111.33 0.026
9 Ss MATS8e GATS1p ESpm15u 95.45 104.79 0.026
10 Mor30u Mor02v MorO7v Mor03e 95.5 106.23 0.026
11 Mor30u Mor02v Morl3e Mor07p 95.42 104.24 0.026
12 ATS1m MATS8e GATS7v GATS1p 95.53 106.78 0.026
13 Ss MATS8e GATS1p ESpm14u 95.34 102.23 0.027
14 IDDM MATS8e GATS1p GATS5p 95.28 100.9 0.027
15 DP06 MATS7v MATS8e GATS1p 95.35 102.56 0.027
16 Ss MATS8e GATS1p ESpm13u 95.22 99.64 0.027
17 IDDM MATS7v MATS8e GATS1p 95.54 107.14 0.026
18 ATS1v ATS2e MATS8e GATS5p 95.12 97.47 0.027
19 piPCO6 piPCO8 MATS8e GATS5p 94.44 84.99 0.029
20 ATSIm MATS7v MATS8e GATS1p 95.15 98.08 0.027
21 MATS8e GATS7v GATS1p ESpmO1r 95.32 101.85 0.027
22 MATS7v MATS8e GATS1p ESpmO1r 95.12 97.47 0.027
23 Mor30u Mor02v MorO7v ESpm14u 94.79 90.92 0.028
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24 Mor30u Mor02v MorO7v ESpm15u 94.77 90.55 0.028
25 Mor30u Mor02v Mor07v ESpm13u 94.79 90.93 0.028
26 HDcpx MATS8e GATS1p GATS5p 95.22 99.59 0.027
27 Mor30u Mor02v Mor07v Morl3e 95.13 97.64 0.027
28 DP07 MATS7v MATS8e GATS1p 95 94.93 0.028
29 IDDM MATS8e GATS7v GATS1p 95.4 103.67 0.026
30 C-033 Ss ATS2e MATS8e 94.93 93.65 0.028
31 H-048 Ss ATS2e MATS8e 94.93 93.65 0.028
32 MWC02 MATS8e GATS7v GATS1p 95.09 96.93 0.027
33 Mor30u Mor02v Mor03e MorQ7p 94.99 94.8 0.028
34 SP09 MATS7v MATS8e GATS1p 94.63 88.18 0.029
35 Ui piPCO8 MATS8e GATS5p 94.72 89.69 0.028
36 ATS1v MATS8e GATS1lp GATS5p 94.53 86.46 0.029
37 IAC MATS8e GATS1p GATS5p 94.86 92.26 0.028
38 TICO MATS8e GATS1p GATS5p 94.86 92.26 0.028
39 SP09 MATS8e GATS1p GATS5p 94.77 90.56 0.028
40 Mor30u Mor02v MorQ07p PW2 94.78 90.77 0.028
41 SP10 MATS8e GATS1p GATS5p 94.67 88.74 0.028
42 SP01 MATS8e GATS1p GATS5p 94.36 83.72 0.029
43 SP10 MATS7v MATS8e GATS1p 94.32 82.97 0.029
44 IVDM MATS8e GATS1p GATS5p 94.23 81.61 0.03
45 Mor30u Mor02v Mor07v GATS1p 94.13 80.22 0.03
46 Mor30u Mor02v MorQO7p ATS2e 94.2 81.24 0.03
47 Mor30u MorO2v MorQ7v C-033 93.97 77.98 0.03
48 SP01 Mor30u Mor02v Mor07p 94.24 81.87 0.03
49 Mor30u Mor02v MorQ7v PW2 93.98 78.1 0.03
50 DP07 MATS8e GATS7v GATS1p 94.22 81.44 0.03

Tabla 4.Valores de los mejores descriptores.

Con la finalidad de evitar ambigiiedad entre descriptores, se calcul6 la correlacion
de Pearson, como ejemplo tomaremos el modelo 8 (Tabla 5); sin embargo, este célculo se
Ilevo a cabo para los 50 modelos; entre las combinaciones de 4 descriptores, se descartaron

todos los modelos que pasaban de 0.5 de correlacion.

IVDM MATS8e GATS7v GATS1p
IVDM 1 0.05068377 | -0.4042929 | 0.30419574
MATS8e 0.05068377 1 0.07302916 | 0.06821435
GATS7v -0.4042929 | 0.30419574 1 -0.35653673
GATS1p 0.30419574 | 0.06821435 | -0.35653673 1

Tabla 5. Correlacion de Pearson entre los descriptores del modelo 8.
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Las ecuaciones QSAR obtenidas se calcularon mediante estimacion lineal y
siguiendo la ecuacion base se obtienen los valores que conforman los modelos completos

de acuerdo a la ecuacion general.
Y=m*x+b dbien Y = mx;+ myx; +....... + b.

Tomando en cuenta las restricciones estadisticas (correlacion de Pearson no fuera
mayor a 0.5, asi como un Kx mayor a 50 asi como Q% Q%boot y R? mayor a 90) que
permitan validar los modelos como producto de una correlacibn matematica entre
descriptores y actividad, descartando correlaciones por casualidad, se eligieron como los
mejores modelos a: 2, 3, 4, 8, 12, 14, 26, 39, 41 (Tabla 6).

Modelo Q’> BOOT R?
2 92.51 0.9678
3 92.91 0.9573
4 92.33 0.9673
8 92.61 0.9598
12 92.16 0.9602
14 91.53 0.9644
26 91.23 0.9648
39 90.53 0.9626
41 90.56 0.9623

Tabla 6. Modelos seleccionados de acuerdo a las restricciones estadisticas

establecidas.
Como validacion interna se valoro la capacidad predictiva de los mejores modelos

(Tabla 7), comparando la actividad experimental con la actividad calculada por cada

modelo, con la finalidad de observar la capacidad predictiva.
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MODELO 2
Compuesto DPO6 MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/Ccal. Act cal Act Cal Arti
H 10.801 -0.138 1.002 1.019 -0.01355207 0.96927704 1.233
T 9.996 -0.027 0.723 0.933 -0.06245008 0.86606387 0.959
MODELO 3
Compuesto SPO1 MATS8e GATS7v GATS1p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 4.899 -0.138 0.949 1.002 -0.00649787 0.98514949 1.233
T 4.504 -0.027 1.185 0.723 -0.10297424 0.78890692 0.959
MODELO 4
Compuesto DPO7 MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 11.492 -0.138 1.002 1.019 -0.01271241 0.97115285 1.233
T 10.584 -0.027 0.723 0.933 -0.06295544 0.86505667 0.959
MODELO 8
Compuesto IVDM MATS8e GATS7v GATS1p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 4.728 -0.138 0.949 1.002 -0.00062079 0.99857161 1.233
T 4.443 -0.027 1.185 0.723 -0.07590969 0.83963457 0.959
MODELO 14
Compuesto IDDM MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 4,723 -0.138 1.002 1.019 -0.01837071 0.95858205 1.233
T 4.49 -0.027 0.723 0.933 -0.03398637 0.9247272 0.959
MODELO 26
Compuesto HDcpx MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 1.695 -0.138 1.002 1.019 -0.01818453 0.95899307 1.233
T 1.651 -0.027 0.723 0.933 -0.02994466 0.93337323 0.959
MODELO 41
Compuesto SP10 MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/C cal. Act cal Act Cal Arti
H 13.162 -0.138 1.002 1.019 -0.01299239 0.97052698 1.233
T 11.595 -0.027 0.723 0.933 -0.05357639 0.88394167 0.959
MODELO 44
Compuesto IVDM MATS8e GATS1p GATS5p Log 1/Ccal. Act cal Act Cal Arti
H 4,728 -0.138 1.002 1.019 -0.02209238 0.95040262 1.233
T 4.443 -0.027 0.723 0.933 -0.02912423 0.93513814 0.959

*Act cal: Actividad calculada en este estudio; *Act Cal Arti: Actividad reportada.

Tabla 7. Validacion de los mejores modelos.

Para la validacién se decidio sacar de la serie de exploracién un par de compuestos
H y T, elegidas al azar, y se utilizaron los dos mejores modelos 8 y 26 (Tabla 8) para
predecir su actividad que, una vez calculada se compard con la experimental, siendo el
modelo 26 (Ecuacién 1) el que conté con mayor capacidad predictiva pues solo hubo una

diferencia de 0.026 entre el valor experimental con el calculado.
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MODELO 26:
Log (ATm) = (-2.03) HDcpx(zx 0.19)+ (0.34) MAT58e (= 0.11) + GATS1p (0.40)
(= 0.06) + GATS5p (0.32) (£ 0.06) + (2.75) (= 0.19).

P H 0.998 1.233
T 0.839 0.959
2 H 0.959 1.233
T 0.933 0.959

Tabla 8. Comparacion de los dos mejores modelos para predecir la actividad.

La interpretacion de los descriptores moleculares involucrados en los modelos

encontrados no es tan simple, sin embargo se analizaran brevemente.

El modelo 26 estd compuesto por cuatro descriptores:
e HDcpx
e MATSS8e
e GATSI1p
e GATS5p
Estos descriptores pertenecen a la familia:
e Indices de informacion (5)

e Autocorrelacion en 2D (6)
INDICES DE INFORMACION

Son descriptores moleculares se definen como el contenido total y la informacién
que poseen las moléculas. Asi como, la equivalencia de los atomos en una molécula como

la identidad quimica, formas de union a través del espacio, la topologia molecular y la

simetria.
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HDcpx (distancia gréfico de indice de complejidad)
Se deriva de la matriz de distancia, donde las distancias topoldgicas entre pares de

atomos se recogen como sigue:

Bs. [ 0Ad d

H A Setave: L (e, s S 1,7, i &

HepY ,,Z'ZW l ZG 0G: G.J
Donde oi es el i-ésimo grado distancia de vértice (es decir, la suma de las distancias
topoldgicas del atomo), W es el indice Wiener, d;j es la distancia topologica entre los

atomos iy j y el nimero de nSK molécula de atomos distintos de hidrégeno.
AUTOCORRELACIONES 2D

Son descriptores moleculares que describen cédmo una propiedad considerada se

distribuye a lo largo de una estructura molecular topoldgica.

MAT Skw autocorrelacion Moran:
e W la propiedad atdmica para ponderar el grafico molecular

e k se calcula aplicando el coeficiente de Moran a la gréfica molecular.

1 N nSK )
- D>, (W, ~)-(w, -¥)
MATSkw = — =&

l ngK o
@' Z[“‘r. = ﬁr

Donde w; es cualquier propiedad atomica, w es su valor promedio en la molécula,
nSK es el nimero de atomos distintos de hidrogeno, dj; es la delta de Kronecker (dj; = 1 si
di; = k, cero en caso contrario, dj es la distancia topologica entre dos considerados atomos).
D es la suma de los deltas de Kronecker, es decir, el nimero de pares de atomos a una

distancia igual a k.
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El GATSkw autocorrelacion de Geary:

e W la propiedad atomica para ponderar el grafico molecular
e Kk se calcula aplicando el coeficiente de Geary a la grafica molecular.

1 2& 2
Z-EZ&.‘. (w,-w))
3

GAT Skw = ik S -
ey 1}-2[1&'. W)

Donde w; es cualquier propiedad atémica, es su valor promedio en la molécula, nSK
es el numero de atomos distintos de hidrogeno, dj; es la delta de Kronecker (dj; = 1 si d;; = k,
cero en caso contrario, dj; es la distancia topoldgica entre dos considerados atomos). D es la
suma de los deltas de Kronecker, es decir, el niUmero de pares de atomos a una distancia

igual a k.

e Valores positivos de entre 0 y 1.

e Valores negativos menores que 1.

Dado que este estudio tiene como finalidad obtener modelos que permitan disefiar
estructuras novedosas, una vez obtenido el modelo QSAR, se procedié a modelar y
optimizar una serie de alquendiamidas y cuatro alcanodiamidas candidatas a interactuar con
el DNA vy asi conocer su actividad predictiva y proceder a su sintesis. A los 16 compuestos
propuestos que se ilustran en la Figura 17, se les obtuvieron los descriptores involucrados

en el modelo matematico 26.
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Figura 17. Serie 1 de compuestos para el estudio.
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La prediccién de la actividad (ATm) de los 16 compuestos de la serie 1 se muestra en la
Tabla 9.

MODELO 26:
Log ATm= (-2.03) HDcpx (+ 0.19) + (0.34) MAT58e (+ 0.11) + GATS1p (0.40) (+
0.06) + GATS5p (0.32) (£ 0.06) + (2.75) (+ 0.19).

1 1.595 0.002 1.267 0.714 0.24280957 | 1.74907958
2 1.649 -0.047 0.952 1.012 0.08484453 | 1.2157507
3 1.611 0.373 1.326 0.843 0.4049099 | 2.5404456
4 1.625 0.289 1.169 0.795 0.26840155 | 1.85524619
5 1.638 0.268 1.411 0.915 0.37073366 | 2.34819229
6 1.683 0.327 1.158 0.921 0.19967522 | 1.5837084
7 1.61 -0.053 1.116 0.68 0.12130341 | 1.32221906
8 1.61 -0.115 1.282 0.723 0.18040038 | 1.51495727
9 1.672 0.001 1.115 0.844 0.06627782 | 1.16487096
10 1.562 -0.063 1.059 0.938 0.27572848 | 1.88681135
11 1.579 -0.142 0.907 0.886 0.13557887 | 1.36640321
12 1.579 -0.197 1.094 0.915 0.20106604 | 1.58878832
13 1.694 0.063 1.365 1.106 0.2281848 | 1.69116039
14 1.705 0.232 1.419 1.167 0.30611228 | 2.02354228
15 1.707 0.033 1.315 0.716 0.04547898 | 1.11039879
16 1.717 0.174 1.353 0.774 0.10826823 | 1.28312283

Tabla 9. Actividades predichas utilizando el modelo 26.

De acuerdo a los resultados anteriores, se decidid iniciar la sintesis con los
compuestos 3, 5y 14 ya que se espera mayor ATm y por lo tanto mejor reconocimiento al
DNA.
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8.2 ESTUDIO “DOCKING” O ANCLAJE MOLECULAR

El estudio Docking o anclaje molecular es un procedimiento de célculo que tiene
como fin predecir la unién no covalente de una macromolécula (receptor) y una molécula
pequefa (ligando). El objetivo es predecir las conformaciones de la envolvente y la afinidad
de union.

Un estudio Docking asume gran parte o todo el receptor rigido, las longitudes
covalentes y los angulos constantes, asi como tiene en cuenta un conjunto seleccionado de
enlaces covalentes rotables. La dindmica molecular trata directamente con energias de
acoplamiento, ésta Ultima se interesa en los potenciales quimicos, que determinan la

preferencia de conformacion unida y la energia libre de vinculante.

En esta seccion se muestran los resultados de energia de formacion del complejo
(afinidad) y el modo de union de los compuestos (1-16) de la serie 1 propuesta, estimado
mediante el método de Docking. Para este estudio se simulé la union de dichos compuestos
con el sitio activo (DNA), generandose un complejo Compuesto-DNA de minima energia

de unioén.

Se llevé a cabo un andlisis de varias estructuras cristalinas de DNA unidas a
reconocedores de surco, obtenidas del Protein Data Bank (PDB). Se tomaron en cuenta
varias propiedades para poder seleccionar la mejor estructura tridimensional de DNA para

este estudio, ver la Tabla 10.

El cristal seleccionado tiene las siguientes caracteristicas: la resolucion es de 1.27
A, la secuencia (C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G ), y el reconocedor de surco menor (6-
(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-yl)-2-[4'-(1,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-yl) biphenyl-4-yl]-
1H-indole), cuyo cdodigo PDB: 3U05. Dicho cristal consta de dos cadenas A y B, posee 12
fragmentos, la secuencia fue construida sintéticamente y los nucledtidos estan secuenciales,

dichos parametros hacen adecuado el cristal para el estudio.
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El archivo PDBQT del receptor (DNA) fue preparado utilizando el programa
AUTODOCK TOOLS® para el estudio se eliminaron las moléculas de agua y el
reconocedor de surco de referencia, se agregaron los hidrdgenos polares, asi como también

se adicionaron las cargas Kollman.

; LIGANDOS
CODIGO PDB | RESOLUCION SECUENCIA
ADICIONALES
453D 1.8 A Benzimidazol C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G
; Piperazinil-bi-benzimidazol
1D43 20 A Ma™? C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G
g
Piperazinil-bi-benzimidazol
443P 1.6 A +2 C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G
Mg
178V 1.7 A Netropsin G-G-C-C-A-A-T-T-G-G
Tetrahidropirimidin-2-bifenil-
3U05 127 A 4-1H-indol C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G
Mg*?
; Benzimidazol carboxamida
3U08 1.25A Ma™2 C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G
g
366D 1.3A DACA C-G-BRU-A-C-G

Tabla 10. Caracteristicas de las diferentes estructuras cristalograficas.

En la Tabla 11, se muestra la energia libre de unién del complejo de los 16
compuestos de la serie 1. Aunque las energias son bajas (-6.6 a -8.6 kcal/mol), el resultado
sugiere una union reversible y puede ser indicativo de una baja toxicidad por parte del

compuesto.
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Compuesto Energia
Serie 1 (Kcal/mol)

1 -7.1
2 -7.3
3 Al
4 -7.4
5 -6.6
6 .73
7 -7.0
8 -7.2
9 -7.4
10 -7.4
11 -7.0
12 -7.2
13 -7.1
14 -7.1
15 -8.0
16 -8.6

Tabla 11. Energia de formacion del Complejo de los Compuestos 1-16.

En la Figura 18, se aprecia la interaccién de los compuestos (1-16) con el surco
menor el DNA. Se aprecia ademés (Figura 19) que el oxigeno del carbonilo de todos los
compuestos forma puente de hidrogeno con el grupo amino de la guanina, el amino forma
puente de hidrégeno con el oxigeno de la citosina, asi como también el oxigeno de la
pentosa; el nitrégeno protonado forma puente de hidrégeno con el oxigeno de la citosina y
con el oxigeno de la pentosa, asi como también forma un puente de hidrégeno interno entre
el grupo dimetilamino protonado y el oxigeno del carbonilo. En el caso de los compuestos
que presentan grupos metoxilos estos interaccionan formando puentes de hidrdégeno con el

grupo amino de la guanina. Los resultados se resumen en la Tabla 12.
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Surco mayor

Surco menor

Figura 18. Reconocedor de surco sobre el DNA.

Figura 19. Interacciones que presenta el compuesto 4 con el DNA.
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CaN1-

CaN4-

CaNo9-

CaN4-

CaO5-- | CaO5-- | CaNl-- | CaNl-- | CaN1- | CaN1- | - ) CaN4-- | CaN4-- | CaN8- | CaNl- | CaN4-— |~ CaN4--
('\El-lz.lalo- ('\El-lZJaIG- ﬁgam- 8|2t7- -C()32|t15- 332|t19- coE | G g|2t21- glthZ- guzts- i (P)elnt16- (F;elntB- — (F;elnt17
Intra 02 02 01

1 24 A 24 A 26 A | 26A

2 24 A 24 A 26 A 26 A

3 24 A 25A

4 2.1A 25A 24 A 28 A

5 24 A 23A 2.1A

6 27A 22A 24A 20A 2.7A

7 2.1A 24 A 23 A 22 A

8 27A 23A 24 A 23A

9 28A 19A
CaN8-- | CaO4-- | CaO4-- | CaN3-- | CaN3-- | CaNl-- | CaO5-— [ CaO9-- | CaO5-—- | CaO9-- | CaO9--- | CaO8-- [ CaO8-- | CaO4-- | CaN3-- | CaN8---
Cit9- Gual0- Gual6- Pent11- Citl1- Gual4- | Gua22- Gua4- Gual6- | GualO- Gual6- Gua22- | Citl0- CaN8 Pentll- | Penl8-
02 N2 N2 01 02 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N4 Intra o1 o1

10 26 A 27A

11 | 234 23A 24 A 28A

12 20A 26A

13 22A 25A

14 1.9 A 2.1A

15 2.7A 24 A 26 A

16 20 A 2.1A

Tabla 12. Distancias de Puentes de hidrégeno, donador de H---aceptor (A) de los Compuestos (1-16).
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OSAR DOCKING
S Act Cal. Compuesto Afinidad
— (kcal/mol)

3 2.54 16 8.6

5 2.34 15 8

14 2.02 4 Kk

10 1.88 9 74

4 1.85 10 74

1 1.74 2 73

13 1.69 6 7.3

12 1.588 8 7.2

6 1.583 12 1.2

8 1.51 3 el

1 1.36 13 -l

7 1.32 14 71

16 1.28 1 7.1

2 1.21 7 -7

9 1.16 11 -7

15 1.11 5 6.6

Tabla 13. Comparacion de resultados de QSAR y Docking.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de QSAR y de Docking, se
puede comprender mejor el posible comportamiento en su sitio de accién. Ambos estudios
representan métodos diferentes para explicar la actividad de un determinado compuesto
pero suelen ser complementarios. Asi, se realizd una comparacion de los resultados de
ambos estudios para seleccionar los compuestos con mas posibilidades de éxito como
reconocedores de surco del DNA (Tabla 13). Los compuestos 1-4 (Figura 20), presentan

una buena afinidad y alta ATm. Resulta interesante encontrar en las estructuras mas
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relevantes la N, N-dimetiletildiamina pues estando presente en intercaladores del DNA
incrementa la afinidad por el mismo (Adams et al., 2002).

Cl
PO wY LT
HSC\N/\/NNN H3C\N/\/NNN
CH, o) H CH, o) H
OCH,

1 CH 2
N A
H3C\N/\/NNN ’Tj N'}l
CHs o H CHj 0] H
3 4

Figura 20. Compuestos propuestos para sintetizarlos.
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En este tipo de estudios tedricos es importante comparar los resultados con
compuestos a los cuales se le conozca su actividad experimental. De esta forma se decidio
llevar a cabo la comparacion con el 2°-(3-metil-4-dimetilaminofenil)-5-(4-metil-1-
piperazinil)-2,5"-bi-benzimidazol, que es un consabido reconocedor de surco ampliamente
estudiado, y cuya estructura se tomo del PDB: 1QV4. Su interaccion con el DNA (PDB:
3U05) mostré que tanto este compuesto de referencia como el compuesto 4 de la serie 1
reconocen el mismo sitio en el DNA (Figura 21).

Figura 21. Comparacion de reconocimiento del mismo sitio entre 4 (morado) y 2"-(3-

metil-4-dimetilaminofenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5 -bi-benzimidazol (verde).
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Al encontrar que las diamidas podrian ser buenos candidatos a compuestos
reconocedores de DNA, resultd interesante estudiar también una serie de maleimidas que
contindan teniendo grupos carbonilos capaces de reconocer al DNA. De hecho, hay
reportes de relacion estructura-actividad predicen que las N-arilmaleimidas son inhibidoras
de la Bfl-1 enzima anti-apoptotica los que los hace buenos candidatos para ser tratadas

algunos tipos de leucemia (Cashman et al., 2010).

Se realizé el estudio de anclaje molecular a la serie 2 (compuestos 17-31) (Figura
17). Como receptor se utilizd la misma estructura cristalografia que en el caso del estudio
del apartado anterior. Los valores de afinidad de los compuestos (17-31) se resumen en la
Tabla 14. Se observa ademas que la interaccion con el DNA es con el surco menor (Figura
22).

Al analizar las interacciones (Tabla 15) del complejo de los compuestos 17-31, se
observan principalmente los puentes de hidrdgenos intermoleculares, la mayoria de estos
entre el oxigeno de la maleimida y el hidrégeno del grupo amino de la guanina. En lo que
respecta a los compuestos que poseen una amina se observa que el compuesto 30 forma
puente de hidrégeno entre el NH con el oxigeno de la pentosa y el oxigeno de la maleimida
forma puente de hidrégeno con uno de los hidrégenos de grupo amino de la guanina. Por su
parte, el compuesto 31 forma puente de hidrégeno el grupo amino protonado con el
oxigeno de la citosina, ademas de formar otro tipo de interacciones tales como de Van der

Waals, electrostéticas, entre otros (Figura 23).
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Surco menor

Figura 23. Interacciones que presenta el compuesto 18 sobre el DNA.
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Compuestos Energia AGyisn
Serie 2 (kcal/mol)
17 -6.3
18 -8.7
19 -1.4
20 -1.4
21 -6.8
22 -7.6
23 -8.4
24 -1.2
25 -6.9
26 -8.2
27 -7.1
28 -6.7
29 -8.7
30 -1.6
31 -1.4

Tabla 14. Valores de afinidad de 17-31 de la serie 2.

CmO1l--- | CmO1--- CmO1--- CmO1--- CmN8--- CmN6---
Gua2-N2 | Gua4-N2 | GualO-N2 | Gualé-N2 | Cit9-O2 Pent11-O1

17 22 A 22 A

18 22A 22 A

19 24 A

20 20 A

21 27A

22 23A 22 A

23 2.6 A

24 234 25A

25 22 A

26 24 A

27 2.1A

28 26 A

29 22 A 26 A

30 20 A 1.9 A

31 19A 24 A

Tabla 15. Distancias de Puentes de hidrogeno, donador de H---aceptor (2\) de 17-31.
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La decision de incorporar aziridinas en las estructuras de la maleimida tiene como
motivo principal el funcionalizar con grupos que conlleven a reacciones de alquilacion del
DNA como una consecuencia del reconocimiento supramolecular. Es sabido que las
aziridinas tienen una gran tendencia a sufrir reacciones de apertura de anillo con nucledéfilos
presentes en el DNA, es por ello que se les considera toxicas y mutagénicas (Helsby et al.,
2003).

En el estudio de anclaje molecular, del compuesto 20 sobre la misma secuencia de
DNA usada en el apartado anterior, se observa que el anillo de aziridina se ubica cerca del
grupo amino de la guanina, siendo esta la base nitrogenada mas reactiva del DNA. La
distancia entre uno de los carbonos de la aziridina y el grupo amino de la guanina es de 1.6
A, con una geometria Optima para realizar un ataque nucleofilico indicando que este
compuesto es buen candidato para alquilar el DNA tanto por la geometria que toma frente

al DNA como por la reactividad de la aziridina (Figura 24).

Figura 24. Interaccion del anillo de aziridina del compuesto 20 con el grupo amino de la

guanina.
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El proceso de anclaje molecular o “Docking” se validé con la estructura
cristalogréafica del reconocedor del surco menor tetrahidropirimidin-2-bifenil-4-1-indol,
(cédigo en PDB es 3U05) vy la estructura obtenida siguiendo la metodologia empleada para
este proyecto. Al visualizar ambas estructuras se aprecia la interaccion en el mismo sitio,
solo con algunas variantes (Figura 25). Analizando la raiz cuadrada de la distancia media
(RSMD) entre la estructura del cristal y la estructura calculada, es del 0.421 (se compararon
33 de 33 4&tomos), esto es indicativo de la confiabilidad de los resultados encontrados.

Figura 25. Comparacion entre tetrahidropirimidin-2-bifenil-4-1-indol obtenido por el

Docking (morado) y tetrahidropirimidin-2-bifenil-4-1-indol obtenido por PDB (amarillo).
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8.3 SINTESIS:

8.3.1 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS ANALOGOS A ALOUENDIAMIDAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios QSAR y de anclaje molecular
de la Serie 1 (compuestos 1-16), se comenzo6 con la sintesis con las alquendiamidas que
prometen tener una mejor actividad (ATm) compuestos (1- 4). Se llevé a cabo la sintesis

de maleimidas, las cuales corresponden a diferentes analogos de la N-fenilmaleimida.

8.3.1.1 Sintesis de las maleimidas. Se sintetizaron 4 analogos de la N-fenilmaleimida con
diferentes sustituyentes en el anillo aromético, de acuerdo a la metodologia descrita por
Chacon-Garcia, 1993 (Figura 26).

Figura 26. Sintesis de N-fenilmaleimida (1.1).

Los espectros de RMN de *H de las maleimidas sintetizadas indican que los
productos obtenidos y analizados corresponden en estructura a las maleimidas propuestas.
En la Tabla 16 se presentan los desplazamientos de integracion de las sefiales obtenidas de

los espectros de RMN de 'H utilizando como disolvente CDCls.
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Nombre Espectroscopia RMN de "H

N-fenilmaleimida (1.1) RMN-'H (CDCls): 6.84 (s, 2H, Hi), 7.34
(aromaticos, 2H, H,), 7.37 (aromaéticos, 2H, Hj),
7.47 (aromaticos, 1H, Hy).

p-clorofenilmaleimida (1.2) RMN-'H (CDCls): 6.87 (s, 2H, Hy), 7.31
(aromaticos, 2H, Hy), 7.44 (aromaticos, 2H, H3).

p-metoxifenilmaleimida (1.3) | RMN-'H (CDCls): 3.83 (s, 3H, Hi), 6.83 (s, 2H,
Hy), 6.98 (aromaticos, 2H, Hs), 7.23 (aromaticos,
2H, Hy).

p-metilfenilmaleimida (1.4) RMN-'H (CDCls): 2.38 (s, 3H, H1), 6.84 (s, 2H,
Hy), 7.21 (aromaticos, 2H, Hs), 7.28 (aromaticos,
2H, Hy).

Tabla 16. Espectroscopia de RMN de *H de las Maleimidas 1.1-1.4.

8.3.1.2 Sintesis de los compuestos Ay B. Se inicié con la reaccion de la maleimida 1.4 ya
que, de acuerdo con nuestros estudios computacionales, es la que promete tener una buena
actividad (ATm); la primera reaccion que se llevd a cabo fue utilizando el método de
microondas en donde solo colocabamos la maleimida y la amina en este caso la N-N-
dimetiletildiamina sin disolvente por 6 minutos, el crudo de reaccién se analizd por medio
de RMN donde se observé la formacion de varios productos, debido a la alta polaridad del
producto la purificacién resulté muy complicada, se realizaron varios métodos de
purificacion quedando la cromatografia en columna como mejor opcion, utilizando como
fase estacionaria gel de silice y como fase movil se probaron varios disolventes,
encontrando que en CH,Cl,:MeOH en proporcién 2:3 era el mas adecuado. Se lograron
aislar 2 compuestos (A y B) con bajos rendimientos, ya que se recuperaba principalmente

la materia prima y algunos otros subproductos (Figura 27).
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Figura 27. Sintesis de los compuestos Ay B.

8.3.1.3 Sintesis del compuesto A. Se decidié cambiar de método debido a que el anterior

conducia a la formacion del producto (A) de la adicién 1,4 de forma mayoritaria. Por lo

tanto, se decidi6 probar la reaccion en reflujo, esperando con ello reducir la formacion de

subproductos, por lo tanto, se colocd 1.1 en tolueno y acetonitrilo, posteriormente se

adiciono la amina (N-N-dimetiletildiamina). Por ésta metodologia se observo la formacion

varios subproductos, para su purificacion se utilizé la mima metodologia de la prueba

anterior, aislando principalmente solo un producto, el cual es el compuesto A (Figura 28)

con un rendimiento del 37%.

o)
N § EH3 CHsON/CGH,CHs
R IRNTRCGAN
o)

ﬁ@

reflujo, 2 h A Rendimiento del 37%

35

Figura 28. Sintesis del compuesto A.
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Analizando el espectro de RMN de *H del compuesto A , se observa a 9.76 ppm una
sefial ancha que integra para un proton, este protdn pertenece al NH unido a la cadena, este
comportamiento lo atribuimos a que forma un puente de hidrogeno con el grupo
dimetilamino y el oxigeno del carbonilo, este tipo de comportamiento se ha observado ya
en otros trabajos de investigacion realizados en nuestro grupo de trabajo, a 7.48-7.12 ppm
se encuentran dos sefiales dobles que integran para 4H las cuales corresponden a los
protones aromaticos; en 3.57- 2.36 ppm se encuentran un sistema ABX con varias sefiales
doble de dobles de dobles pertenecientes a los dos metilenos, no han sido asignadas estas
sefiales los dos metilenos de la cadena se ven afectados por este efecto, ya que adopta una
conformacion rigida y todos los protones tienen diferentes ambientes electronicos. A 2.31
ppm se encuentra una sefial simple que integra para 3 hidrégenos que pertenecen al metilo
unido al anillo aromatico; en 2.24 ppm se encuentra una sefial simple que integra para 6

hidrogenos que pertenecen a los dos metilos del grupo dimetilamino (Ver Anexos).

Hopewell, en 2000 report6 reacciones donde la maleimida sufre un ataque
nucleofilico por parte de una amina primaria, el ataque ocurre en el doble enlace. Esta es
una tipica reaccion de Michael. Crivello en 1973 realizd un estudio de la adicién
nucledfilica, la reaccion se llevo a cabo utilizando N-fenilmaleimida y anilina en diferentes
polaridades, encontraron que dicha reaccion es de 2° grado y que la velocidad mejora al
aumentar la polaridad del disolvente. Esto sugiere la presencia de un estado cargado
mediante el cual se estabiliza la reaccién (Figura 29). White et al., 1984 llegé a un

resultado similar donde la adicién nucleofilica ocurre al doble enlace.

Debido a estos antecedentes se justifica los resultados de la reaccién empleada, la

cual es una adicion 1,4.
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Figura 29. Mecanismo propuesto para la reaccion de la maleimida con una amina

aromatica.

8.3.1.4 Sintesis del compuesto B. Debido a que no se obtuvo el compuesto B se optd por
cambiar a disolvente prético, realizando la reaccion en etanol y metanol, dando mejores
resultados con etanol, por lo tanto llevamos a cabo la reaccién donde 1.3 en etanol grado
reactivo, se adicion0 la N-N-dimetiletildiamina, en reflujo. Se observé la formacion
mayoritaria del compuesto deseado B (Figura 30); para su purificacion se empleo la misma
metodologia; la purificacion resultd muy complicada debido a que el compuesto se
descomponia en la columna, por lo tanto se obtenia muy poca cantidad de compuesto; al
observar el espectro de RMN de *H se observaban aun algunas impurezas, por lo tanto
nuevamente se realizaron modificaciones para la purificacion donde se probaron diferentes
disolventes, se cambio el tamafio de la columna; hasta la obtencion el compuesto B puro en
mayor cantidad, esto se logr6 utilizando como columna cromatografica, utilizando una
mezcla de tres disolventes, diclorometano-metanol-hidréxido de amonio en una proporcion
2:3:0.1, a goteo lento, se logré aislar el compuesto B, se observé la formacion de unos

cristales en forma de aguja de color amarillo claro, con un rendimiento total de 30%.
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Figura 30. Sintesis del compuesto B.

Hopewell et al., en el 2000 reportaron una reaccién secundaria de las maleimidas
con aminas primarias, a la cual le llamaron reaccién de “amidisation”, el resultado de dicha
reaccion es la apertura del anillo de maleimida y la formacion de un grupo amida (Figura

31). Este producto se considera secundario ya que se produce en bajas cantidades.

o R o

Figura 31. Reaccion de apertura del anillo de maleimida en presencia de una amina.

Se obtuvo su espectro de RMN de 'H utilizando como disolvente CDCls, donde se
observan las sefiales caracteristicas del compuesto deseado, a 7.71 ppm se encuentra una
sefial ancha que integra para 1 H, este pertenece al NH unido al anillo aromético; en 7.49-
7.15 ppm se encuentran 2 sefiales dobles que integran para 4 H pertenecientes a los
protones aromaticos; en 7.08-6.99 ppm se encuentran 2 sefiales dobles que integran para 2
H con J de acoplamiento en trans = 14.8 Hz pertenecientes a los protones vinilicos; en 3.44
ppm se encuentra una sefial doble que integra para 2H estos protones pertenecen al
metileno unido al grupo dimetilamino, a 2.47 ppm se encuentra una sefial triple que integra

para 2 H estos protones pertenecen al metileno de la cadena; en 2.33 ppm se encuentra una
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sefial simple que integra para 3 H perteneciente al metilo unido al anillo aromatico; en 2.25
ppm se encuentra una sefial simple que integra para 6 H pertenecientes a los dos metilos del
grupo dimetilamino.

Se observo que después de recuperar la muestra del analisis de espectroscopia de
resonancia se observaba un precipitado blanco, se realizé una cromatografia en capa fina y
se observo descomposicion y la aparicion de materia prima; se lavd el precipitado con
acetato de etilo, se dejo secar y los cristales que se formaron se analizaron por
espectroscopia de RMN de *H, se observé que era el producto B puro en su forma trans, al
analizar ambos espectros se observd que ocurrié una isomerizacion de cis a trans en la
dilucion de cloroformo. Nathan et al., en 1973 report6 este fendmeno donde ocurre la
isomerizacién del compuesto C después de haber pasado varias horas en CHClj, se aisl6 la

mezcla de los productos C, D (Figura 32).

CHCl, Al E
IO

D

@)
i
IO
C

Figura 32. Isomerizacion del Compuesto C a D, propuesto por Nathan et al., 1973.

Nuestros resultados corroboran las Teorias propuestas por Person en 1973 y Méndez
et al., en 1992, ya que las maleimidas tienen 2 sitios reactivos que pueden llevar a
productos de adicion 1,2 o 1,4. La reactividad de cada uno de los centros electrofilicos
estara en funcion de diferentes factores como los sustituyentes del fenilo unido al nitrégeno,

los sustituyentes del doble enlace, el disolvente y la temperatura.
Méndez y colaboradores (1992), describieron la reactividad local de los atomos de

la maleimida, sefialando que el carbono 2 es un centro duro y el carbono 4 un centro

blando; de acuerdo a los conceptos de la teoria de los acidos y bases duros y blandos, un

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez RESULTADOS Y DISCUSION 66



”

“Disefio y Sintesis de Agentes Reconocedores de DNA

acido duro reacciona con una base dura y un &cido blando con una base blanda (Person,
1963); en nuestro estudio se hizo reaccionar la maleimida con la amina (N-N-
dimetiletildiamina), las aminas de acuerdo a la teoria de los acidos-bases duras y blandas
tienden a ser intermediarios, es por ello que al agregar un solvente suave como el tolueno y
el acetonitrilo hace a la amina méas blanda y por lo que se favorece una adicion 1, 4. Por lo
tanto, al realizar el cambio a un disolvente duro como el etanol, se le proporcionaba dureza

a la amina favoreciendo la adicion 1, 2.

Una vez que se establecieron las condiciones para llevar a cabo la reaccion, asi

como su purificacion, se logro la sintesis de 5 alquendiamidas (1- 4, 32) (Figura 33).

Cl
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oy NN H3C\N/\/NNN
| |
CH, O H H

CH; O H
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2
OCH
CH 3
oo e I Y
R ! oMy
| |
CH, O H H ChHs O H H
4

3
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SN e
HLC. N
TN Nﬁ'
CH, O Cl H

32

Figura 33. Serie de compuestos 1-4, 32.
Para la identificacion de los compuestos 1-4, 32 se analizO su espectroscopia de

RMN de *H y RMN de **C ver Tabla 17 se muestran los rendimientos de obtencion de

dichos compuestos.
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ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE RMN H Y RMN BC

N1-(2-(dimetilamino)etil)-N4-fenilfumaramida (1). C14H19N30, (261.32 g/mol) cristales
color amarillo claro, rendimiento: 30%; *H RMN (400 MHz, CD;0OD) & 7.66 — 7.63 (m,
2H), 7.34 (ddd, J = 8.5, 5.8, 1.9 Hz, 2H), 7.15 — 7.10 (m, 1H), 7.08 (d, J = 15.1 Hz, 1H),
7.00 (d, J =15.1 Hz, 1H), 3.45 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.54 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.32 (s, 6H).
3C RMN (101 MHz, CD;0OD) 6 166.67, 164.52, 134.58, 134.44, 129.91, 125.76, 121.28,
58.91, 45.38, 38.20.

N1-(4-clorofenil)-N4-(2-(dimetilamino)etil)fumaramida (2). Ci4H1sCIN3O, (295.76
g/mol) cristales color amarillo claro, rendimiento: 25%; *H RMN (400 MHz, CD;0OD) &
7.68 — 7.63 (m, 2H), 7.35 — 7.31 (m, 2H), 7.05 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 15.1 Hz,
1H), 3.43 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.53 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.30 (s, 6H). **C RMN (101 MHz,
CD30D) 5 166.67, 164.56, 138.54, 134.87, 134.13, 129.90, 122.57, 58.91, 45.41, 38.26.

N1-(2-dimetilamino)etil)-N4-)p-tolil)fumaramida (3). CisH21N3O, (275.35 g/mol)
cristales color amarillo claro, rendimiento: 30%; *H RMN (400 MHz, CDs0D) & 7.53 —
7.49 (m, 2H), 7.14 (dd, J = 8.8, 0.6 Hz, 2H), 7.06 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 15.1
Hz, 1H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.54 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.30 (s, 9H)."*C RMN (101
MHz, CD3;0D) 6 166.72, 164.50, 136.99, 135.72, 134.33, 130.37, 121.35, 58.80, 45.36,
38.22, 20.95.

N1-(2-(dimetilamino)etil)-N4-(4-metoxifenil)fumaramida (4). CisH21N3O3 (291.35
g/mol) cristales color amarillo claro, rendimiento: 36%; *H RMN (400 MHz, CD30D) §
7.58 —7.52 (m, 2H), 7.05 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 15.1 Hz, 1H), 6.91 — 6.88 (m,
2H), 3.77 (s, 3H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.52 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.29 (s, 6H). *C RMN
(101 MHz, CD3;OD) 6 158.36, 134.45, 134.23, 132.59, 122.90, 115.04, 58.88, 55.88,
45.42, 38.38.

2.3-dicloro-N1-(4-clorofenil)-N4-(2-(dimetilamino)eti)fumaramida(32). C14H16CI3N30,
(364.65 g/mol) liquido color amarillo, rendimiento: 35%; *H RMN (400 MHz, CDCls) &
7.38 —7.33 (m, 2H), 7.14 — 7.07 (m, 2H), 3.72 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.64 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.35 (s, 6H).”*C RMN (101 MHz, CDCls) & 167.30, 166.07, 136.96, 134.29, 131.48,
128.91, 128.91, 124.76, 56.64, 44.87, 35.76, 29.68.

Tabla 17. Datos espectroscopicos de RMN de *H y RMN de **C de los compuestos 1-4, 32.
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8.3.2 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS ANALOGOS A MALEIMIDAS Y
SUCCINIMIDAS.

Se logro la sintesis de 15 compuestos andlogos a maleimidas y succinimidas compuestos
(17-31) (Figura 35) fueron sintetizados de acuerdo a la metodologia reportada por Chacén-
Garcia (1993).

8.3.2.1 Sintesis de 3-(1-azetidinil)-1-(2,4,6-trimetilfenil) 2, 5 pirrolidindiona (17). El
compuesto 17 fue obtenido en una solucion etérea conteniendo la mesidin maleimida en
agitacion con azetidina diluida en éter (Figura 34). El residuo se purificé por una columna
de cromatografia empacada con gel de silice y eluida con CHCI3-CH3;COOCH,CH3 (1:1) y
recristalizé en CCl, caliente y Hex obteniendo un sélido blanco con un rendimiento del
50%.

Y

(@]
Eter, t.a. </ >
E’LH + | N4§j>7cH3 N CH3

O HiC

36 37

Figura 34. Sintesis de 17.

8.3.2.2 Sintesis de 1-(4-clorofenil)-3-(4-metilpiperazinil)pirrolidin-2,5-diona (18). El
compuesto 18 fue obtenido en una solucidn etérea conteniendo 39 puesta en agitacion en un
bafio de hielo, con 38 dando lugar a un sélido blanco que precipit6 instantaneamente y se
lavé con hexano. Se recristalizé con etanol originando un sélido blanco con un rendimiento
del 80% (Figura 36).
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Figura 35. Serie 2 de compuestos 11-31.
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Figura 36. Sintesis de 18.

8.3.2.3 Sintesis de 3-(aziridinil)-1-(m-tolil)pirrolidin-2,5-diona (19), 3-(aziridinil)-1-(4-
clorofenil)pirrolidin-2,5-diona (20), 3-(aziridinil)-1-mesitilpirrolidin-2,5-diona (21).
Los compuestos 19-21 fueron obtenidos en 2 etapas. En la primera etapa se lleva a cabo la
formacion de la maleimida para los compuestos (19-21) con una solucién de CH3;CO,H
caliente con (CH3CO),0, se adicion6 lentamente otra solucion de caliente CH3;CO,H
conteniendo 1.2 o 42. El solido ligeramente amarillo se recristalizé con etanol. El acido p-
clorofenilmaledmico o m-metilfenilmaledmico obtenido fue suspendido en anhidrido
acetico, se coloco en reflujo por 2 horas; se agregd agua fria precipitando la maleimida en
forma de cristales amarillos. EI compuesto 21 se obtuvo al reaccionar CH3CO;H en
tolueno con 37. Posteriormente se purifico el crudo de reaccion por columna
cromatografica utilizando como fase mévil CHClI3, una vez que se obtiene el producto puro
se observan cristales amarillos. La segunda etapa de la reaccion para los compuestos (19-
21) es la adicién 1,4 con la aziridina, esta se obtiene en una solucion etérea conteniendo la
maleimida correspondiente con aziridina hasta la desaparicion del color amarillo, los
rendimientos de dichos compuestos varian dependiendo de los sustituyentes entre un 50 -
40% (Figura 37).
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Figura 37. Sintesis de 19-21.

8.3.2.4 Sintesis de 3-(aziridinil)-4-cloro-1-(4-clorofenil)pirrolidin-2,5-diona (22). El
compuesto 22 se obtuvo en 2 etapas, en la primera etapa en una solucion de CH;CO,H
caliente con 45, se adiciond lentamente otra solucion de CH3CO,H caliente conteniendo 44,
inmediatamente precipitd el acido maledmico. El acido obtenido fue suspendido en
(CH3C0),0, se coloco en reflujo por 2 horas. Después de enfriar, se vertié en agua fria
precipitando la maleimida.

En la segunda etapa, se adiciono la maleimida diluida en éter en agitacion, se adicion6 gota
a gota 46 hasta la desaparicion del color amarillo, posteriormente se lavo y filtro el

precipitado con un rendimiento del 30% (Figura 38).

cl CH3C02H Etor N
ox O B e
cl (CH3CO),0 Cl
o) (@]
22
43 44 45 46

Figura 38. Sintesis de 22.
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8.3.2.5 Sintesis de 1-(4-clorofenil)-3-(3,5-dimetilpiperidinil)pirrolidin-2,5-diona (23).
El compuesto 23 se obtuvo al disolver 1.2 en éter, se colocd en agitacion, se adiciono
lentamente 47 en bafio de hielo, hasta la aparicion de un precipitado blanco, el cual fue

lavado con éter con un rendimiento del 40% (Figura 39).

CHj

. N
Eter, 0°C HsC
QNOQ . \(Nj/" ﬁNOCI
H
o o
23

1.2 47

Figura 39. Sintesis de 23.

8.3.2.6 Sintesis de  3-cloro-1-(4-nitrofenil)-1-pirrol-2,5-diona (24), 3-cloro-1-(4-
metoxifenil)-1-pirrol-2,5-diona (25). Los compuestos 24, 25 se obtuvieron en 2 etapas de
reaccion, en la primera etapa se adicion6 CH3CO,H caliente con 48, se adicion6 lentamente
otra solucion de CH3CO,H caliente conteniendo la anilina correspondiente (49-50),
inmediatamente precipit6 el acido maleamico, el cual se dejé enfriar, se filtré y se lavé con
agua. El acido obtenido fue suspendido en (CH3CO),0, se colocé en reflujo por 2 horas.
Después de enfriar, agregd en agua fria, precipitando la maleimida, con un rendimiento del
40% (Figura 40).

o NH, 0
o CH,CO,H cl
(CH4CO0),0

o

o R,
24, 25

48 49. R,=NO,
50. R1=OCHj3 24. R=NO,

25. R,=OCHj

Figura 40. Sintesis de 24, 25.
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8.3.2.7 Sintesis de 3,4-dicloro-1-(4-nitrofenil)-1-pirrol-2,5-diona (26), 3,4-dicloro-1-(4-
clorofenil)-1-pirrol-2,5-diona (27). Los compuestos 26, 27 se obtuvieron siguiendo la
reaccion: una solucion de CH3CO,H caliente con 43, se adiciond lentamente otra solucion
de CH3CO,H caliente conteniendo la anilina correspondiente (44,49), inmediatamente
precipitd el &cido maledmico. El acido maledmico obtenido fue suspendido en (CH3;CO),0,
se coloco en reflujo por 2 horas. Después de enfriar, se agregd agua fria precipitando la

maleimida, con un rendimiento del 50% (Figura 41).

o NH, o
ci CH4CO,H cl
| o * > | N__<z::>F_R1
(CH5C0),0 Cl
Cl o)
@) R,
26-27
43 49. R4=NO,
44. R,=Cl 26. R1=NO,
27. R=Cl

Figura 41. Sintesis de 26, 27.

8.3.2.8 Sintesis de 1-(3-clorofenil)-1-pirrol-2,5-diona (28). EI compuesto 28 se obtuvo
adicionando una solucion de CH3;CO,H caliente con 33, se adicion6 lentamente otra
solucion de CH3CO,H caliente conteniendo 51, inmediatamente precipitd el &cido
maleamico correspondiente. El acido obtenido fue suspendido en (CH3CO),0 se colocé en
reflujo. Después de enfriar, se agregd en agua fria precipitando la maleimida, con un
rendimiento del 30% (Figura 42).

NH,
i CH3002 ¢ @
Cl (CH3CO),0

33 51 28

Figura 42. Sintesis de 28.
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8.3.2.9 Sintesis de 3,3"-(piperazin-1,4-di)bis(1-mesitilpirrolidin-2,5-diona (29). El
compuesto 29 se obtuvo al adicionar 34 disuelta en tolueno, se colocé en agitacion a
temperatura ambiente y se adicionaron unas gotas de piridina, posteriormente se adicion6
lentamente 52 hasta la formacién de un precipitado blanco, se filtré y se realizaron varios

lavados con hexano con un rendimiento del 30% (Figura 43).

HsC

CHj
o)
He N
O H,C 3 s

N
CH3CGH5 O O H3C
piridina
O HiC N CH;

37 52 29

Figura 43. Sintesis de 29.

8.3.2.10 Sintesis de 1-(4-clorofenil)-3-((2-(dimetilamino)etil)amino)pirrolidin-2,5-diona
(30). El compuesto 30 se obtuvo utilizando el método de microondas donde se coloc6 1.2 y
35 en exceso. Para la purificacién del producto se utiliz6 una columna cromatografica,
utilizado como disolvente CH,Cl,-CH30H (2:3), se evaporo el disolvente y se observé un

liquido viscoso de color ambar con un rendimiento del 40% (Figura 44).

noe
M.O. HC™ '~
¢ O HsC” N\/\NH2 & min NOC|
o)
1.2 35 30

Figura 44. Sintesis de 30.
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8.3.2.11 Sintesis de 1-(4-clorofenil)-3-((2,2-dimetoxietil)amino)pirrodin-2,5-diona (31).
El compuesto 31 fue obtenido al adicionar 1.2 en CH3CH,OH, en agitacion, se adiciond 52,
se colocd en reflujo por 1 hora. Se purifico por columna cromatografica con gel de silice, el
disolvente que se utilizo fue C¢H14-CH3CO,CH,CH3 (1:4), se dejo evaporar el disolvente,

se observo un liquido aceitoso transparente con un rendimiento del 20% (Figura 45).

HsCr gy
HsC. )\/N

ﬁ <:> HyC- 0 NH | CH(CHOH \i; — )—o

H;C- O
reflujo

1.2 53 31

Figura 45. Sintesis de 31.

Para la identificacion de los compuestos (17-31) se analizd su espectroscopia de RMN de
'H y RMN de C, espectroscopia de masas y analisis elemental (Tabla 19), la cual

corresponde en estructura a los compuestos sintetizados.

ANALISIS ESPECTROSCOPICO

3-(1-azetidinil)-1-(2,4,6-trimetilfenil) 2, 5 pirrolidindiona (17). CisH20NO, (272.34
g/mol), solido color blanco, pf: 113-114°C, rendimiento del 50%; *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 4 6.95 (s, 2H), 3.57 — 3.40 (m, 5H), 2.93 (dd, J = 18.0, 7.9 Hz, 1H), 2.62 — 2.56
(m, 1H), 2.29 (s, 3H), 2.22 — 2.14 (m, 2H), 2.10 (s, 3H), 2.03 (s, 3H). *C RMN (101
MHz, CDCl3) 6 174.80, 174.34, 139.31, 135.49, 135.05, 129.32, 129.18, 127.06, 63.43,
54.20, 33.90, 21.03, 18.21, 17.63; m/z [M]+: Calculado, 272.15, Encontrado 272.150;
Anal. Calculado para C15H20N,0,: C, 70.40; H, 7.40; N, 10.29. Encontrado: C, 70.44; H,
7.08; N, 10.08.
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1-(4-clorofenil)-3-(4-metilpiperazinil)pirrolidin-2,5-diona (18). C;5H13CIN3O, (307.78
g/mol) solido blanco, pf: 188-190 °C, rendimiento: 80%; ‘H RMN (400 MHz, CDCl3) &
7.44 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 3.95 (dd, J = 9.0, 5.0 Hz, 1H), 3.00 (dd,
J =185, 9.0 Hz, 1H), 2.95 — 2.89 (m, 2H), 2.85 (dd, J = 18.5, 5.0 Hz, 1H), 2.64- 2.50 (m,
6H), 2.30 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, CDCls) § 174.55, 173.72, 134.45, 129.84, 129.33,
127.57, 62.31, 54.80, 48.96, 45.90, 31.43; m/z [M]+: Calculado, 307.11, Encontrado
307.050; Anal. Calculado para C15H1sCIN3O,: C, 58.54; H, 5.89; N, 13.65. Encontrado: C,
58.28; H, 5.65; N, 13.54.

3-(aziridinil)-1-(m-tolil)pirrolidin-2,5-diona (19). Ci3H14N,O, (230.26 g/mol) sélido
color blanco , rendimiento del 40%; *H RMN (400 MHz, Acetona) & 7.34 (q, J = 7.5 Hz,
1H), 7.21 (dtd, J = 7.6, 1.5, 0.9 Hz, 1H), 7.11 — 7.06 (m, 2H), 3.11 (dd, J = 18.3, 8.7 Hz,
1H), 2.78 — 2.73 (m, 2H), 2.36 — 2.34 (m, 3H), 1.83 (dt, J = 10.2, 5.1 Hz, 1H), 1.76 (dd, J
=7.1,4.3 Hz, 1H), 1.71 (dd, J = 5.7, 4.3 Hz, 1H), 1.42 (dt, J = 7.3, 3.6 Hz, 1H). **C RMN
(101 MHz, Acetone) & 206.34, 205.92, 139.69, 129.64, 129.39, 128.24, 124.81, 67.17,
36.93, 27.87, 25.24, 21.16; m/z [M]+: Calculado, 230.11, Encontrado 230.050; Anal.
Calculado para C13H14N,0;: C, 67.81; H, 6.13; N, 12.17. Encontrado: C, 67.95; H, 5.78;
N, 11.86.

3-(aziridinil)-1-(4-clorofenil)pirrolidin-2,5-diona (20). C;,H;1CIN,O, (250.68 g/mol)
cristales blancos, rendimiento 40%; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.48 — 7.42 (m, 2H),
7.31-7.24 (m, 2H), 3.05 (dd, J = 18.2, 8.1 Hz, 1H), 2.92 (dd, J = 18.2, 3.9 Hz, 1H), 2.62
(dd, J = 8.1, 3.9 Hz, 1H), 2.05 — 2.01 (m, 1H), 1.89 (dd, J = 6.7, 3.9 Hz, 2H), 1.38 — 1.35
(m, 1H)."*C RMN (101 MHz, CDCls) & 174.40, 173.77, 134.42, 129.96, 129.30, 127.57,
66.01, 36.14, 27.77, 25.72; m/z [M]+: Calculado, 205.05, Encontrado 205.05.

3-(aziridinil)-1-mesitilpirrolidin-2,5-diona (21). CisHigN,O, (258.32 g/mol), soélido
color blanco, rendimiento del 45%; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 6.98 — 6.95 (m, 2H),
3.08 (dd, J = 18.1, 8.0 Hz, 1H), 2.97 — 2.92 (m, 1H), 2.65 (dd, J = 7.9, 3.7 Hz, 1H), 2.30
(s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.06 — 2.02 (m, 4H), 1.90 — 1.85 (m, 2H), 1.37 — 1.32 (m, 1H). ©*C
RMN (101 MHz, CDCls) 6 174.75, 174.26, 139.39, 135.58, 135.00, 129.35, 127.05, 66.46,
36.37, 27.65, 25.78, 21.05, 17.35; m/z [M]+: Calculado, 258.11, Encontrado 258.150;
Anal. Calculado para C15H18N20,: C, 69.74; H, 7.02; N, 10.84. Encontrado: C, 69.52; H,
6.93; N, 10.68.
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3-(aziridinil)-4-cloro-1-(4-clorofenil)pirrolidin-2,5-diona (22). C1,H10CI;N,O, (285.13
g/mol) sélido blanco, rendimiento: 30%: *H RMN (400 MHz, Acetona) & 7.78 — 7.73 (m,
2H), 7.37 — 7.35 (m, 2H), 6.04 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.91 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 2.46 — 2.39
(m, 4H). *C RMN (101 MHz, Acetona) & 164.96, 161.23, 137.50, 129.37, 129.06, 122.37,
81.69, 81.62, 27.13; Anal. Calculado para Ci,H10CI2N20,: C, 50.55; H, 3.54; N, 9.82.
Encontrado: C, 50.89; H, 3.33; N, 9.38.

1-(4-clorofenil)-3-(3,5-dimetilpiperidinil)pirrolidin-2,5-diona  (23) C37H2:CIN,0O,
(320.81 g/mol), cristales blancos , rendimiento del 40%; *H RMN (400 MHz, CDCls) &
7.46 —7.42 (m, 2H), 7.28 — 7.23 (m, 2H), 3.97 (dd, J = 9.2, 4.8 Hz, 1H), 3.01 (dd, J = 18.7,
9.2 Hz, 1H), 2.86 — 2.75 (m, 3H), 2.31 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 1.82 — 1.66 (m, 4H), 0.88 (d, J
= 6.2 Hz, 3H), 0.64 — 0.54 (m, 1H). **C RMN (101 MHz, CDCl;) & 175.09, 174.10,
134.39, 129.94, 129.30, 127.61, 62.69, 58.58, 55.44, 41.69, 31.78, 31.44, 31.21, 19.44,
19.38; Anal. Calculado para C;7H,;CIN,O,: C, 63.64; H, 6.60; N, 8.73. Encontrado: C,
69.52; H, 6.93; N, 10.68.

3-cloro-1-(4-nitrofenil)-1-pirrol-2,5-diona (24) CioHsCIN,O4 (252.61 g/mol) soélido
amarillo, rendimiento: 45%; ‘H RMN (400 MHz, CDCls) & 8.37 — 8.33 (m, 2H), 7.70 —
7.65 (m, 2H), 6.88 (s, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCls) & 165.64, 163.04, 146.39,
141.66, 136.56, 127.09, 125.51, 124.54; m/z [M]+: Calculado, 251.99, Encontrado
252.05; Anal. Calculado para C19HsCIN,O4: C, 47.55; H, 2.0; N, 11.09. Encontrado: C,
47.94; H, 1.90; N, 10.95.

3-cloro-1-(4-metoxifenil)-1-pirrol-2,5-diona (25) C;;HgCINO3 (273.64 g/mol), solido
amarillo, rendimiento: 40%; *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.25 — 7.20 (m, 2H), 7.01 —
6.95 (m, 2H), 6.76 (s, 1H), 3.82 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) & 166.92, 164.05,
159.34, 141.05, 134.07, 127.53, 123.32, 114.46, 55.44; m/z [M]+: Calculado, 237.02,
Encontrado 237.050; Anal. Calculado para C;;HgCINO3: C, 55.60; H, 3.39; N, 5.89.
Encontrado: C, 57.86; H, 4.13; N, 6.57.

3,4-dicloro-1-(4-nitrofenil)-1-pirrol-2,5-diona (26) CyoH4CI;N,O4 (287.06 g/mol),
s6lido amarillo, %R= 50; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 8.39 — 8.32 (m, 2H), 7.70 — 7.65
(m, 2H). *C RMN (101 MHz, CDCl3) & 161.20, 146.42, 136.14, 134.10, 125.61, 124.67;
m/z [M]+: Calculado, 285.95, Encontrado, 285.85.
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3,4-dicloro-1-(4-clorofenil)-1-pirrol-2,5-diona (27) C1oH4CIsNO, (276.50 g/mol), so6lido
amarillo, %R= 54; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.48 — 7.44 (m, 2H), 7.34 — 7.26 (m,
2H). *C RMN (101 MHz, CDCls)  161.68, 134.44, 133.68, 129.55, 129.00, 127.05; m/z
[M]+: Calculado, 274.93, Encontrado, 276.9.

1-(3-clorofenil)-1-pirrol-2,5-diona (28) Ci;oHsCINO, (207.61 g/mol), sélido blanco,
%R= 45; '"H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.42 — 7.38 (m, 2H), 7.34 (ddd, J = 8.1, 1.9, 1.3
Hz, 1H), 7.28 (ddd, J = 7.8, 2.0, 1.3 Hz, 1H), 6.87 (s, 2H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &
168.93, 134.55, 134.22, 132.25, 130.00, 127.96, 125.98, 123.90; m/z [M]+: Calculado,
207.01, Encontrado, 207.00.

3,3 -(piperazin-1,4-di)bis(1-mesitilpirrolidin-2,5-diona  (29) Cg3H3sN4O4 (516.63
g/mol), sélido blanco, %R= 30; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 6.96 (d, J = 1.8 Hz, 4H),
4.04 (ddd, J = 9.1, 5.5, 1.5 Hz, 2H), 3.10 — 2.99 (m, 6H), 2.88 (ddd, J = 18.6, 5.5, 2.5 Hz,
2H), 2.80 — 2.72 (m, 4H), 2.29 (s, 6H), 2.08 (s, 6H), 2.04 (s, 6H). *C RMN (101 MHz,
CDCl3) 6 174.90, 173.83, 139.46, 134.99, 129.34, 127.20, 62.55, 49.05, 31.57, 21.02,
18.09, 17.67.

1-(4-clorofenil)-3-((2-(dimetilamino)etil)amino)pirrolidin-2,5-diona (30)
C14H15CIN30; (295.76 g/mol), liquid color marron, %R= 40; *H RMN (400 MHz, CDCls)
§ 10.02 (s, 1H), 7.57 — 7.54 (m, 2H), 7.30 — 7.25 (m, 2H), 3.57 (dd, J = 8.7, 3.9 Hz, 1H),
2.97 (dd, J = 16.6, 3.9 Hz, 1H), 2.85 (ddd, J = 12.4, 8.1, 4.4 Hz, 1H), 2.73 — 2.64 (m, 2H),
2.49 (ddd, J = 12.5, 8.1, 4.5 Hz, 1H), 2.34 (ddd, J = 12.5, 5.8, 4.4 Hz, 1H), 2.23 (s,
6H)."*C RMN (101 MHz, CDCls) & 172.19, 171.38, 136.545, 128.86, 128.81, 120.546,
59.33, 59.04, 51.96, 45.33, 36.15.

1-(4-clorofenil)-3-((2,2-dimetoxietil)amino)pirrodin-2,5-diona  (31) Cy4H17CIN,O4
(312.75 g/mol), liquido incoloro, %R= 20; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 9.64 (s, 1H),
7.57 — 7.53 (m, 2H), 7.29 — 7.25 (m, 2H), 4.43 (t, J = 4.7 Hz, 1H), 3.61 — 3.55 (m, 1H),
3.43 — 3.37 (m, 6H), 2.98 — 2.89 (m, 2H), 2.76 — 2.66 (m, 2H). *C RMN (101 MHz,
CDCl3) 6 171.58, 170.83, 136.36, 128.93, 120.55, 103.68, 60.99, 59.34, 54.57, 54.03,
49.34.

Tabla 19. Espectroscopia de RMN *H y RMN™C de los compuestos 17-31.
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8.4 ENSAYOS EN DNA:

La interaccion de moléculas pequefias con DNA puede ser evaluada por diversos
métodos, entre los que se encuentran los ensayos por electroforesis. El principio basico es
que la interaccion del DNA con el compuesto organico conlleva a un retardo electroforético
al retrasar la migracion del material genético que es sensible tanto a las cargas como al
tamafio del oligonucleédtido, ambos pudiendo ser cambiados por la interaccion
supramolecular con un determinado compuesto activo. EI comportamiento del DNA en un
gel de electroforesis se vuelve méas evidente cuando hay interacciones covalentes con el

compuesto activo pues puede llevar a una degradacién del oligonucleétido.

Se eligio, por disponibilidad, el plasmido A ADN Nb-libre de metiladenina (500
ug/uL). Como ensayo de referencia se evalué que el metanol, disolvente en el que es
factible trabajar los compuestos, no afectase el DNA. Asi el plasmido, a diferentes
concentraciones de 2 puL y 4 uL, se sometié a electroforesis disuelto en metanol sin
apreciar, después del corrimiento, cambios significativos con respecto al control. Asi
mismo, se encontro que la mejor concentracion (Figura 46) para los ensayos fue de 0.0125

pg/uL.

1 2
1.-0.025 pg/uL  1:10
H N—

2.-0.0125 pg/uL 1:20

Figura 46. Efecto de la concentracion de los compuestos sobre el DNA.

Los primeros ensayos fueron realizados con los compuestos 17 y 20. En la Figura
47 se observa que en el primer carril, la banda perteneciente al control no presento ningun
cambio, en el segundo y cuarto carril que corresponden al compuesto 17 incubado a 1y 4
horas, no se observo ningun efecto importante sobre el DNA, esto indica que no ocurrié

una union aparente entre el compuesto 17 y el DNA; sin embargo, el compuesto 20
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presentd cambios interesantes ya que al observar los carriles tres y cinco se observo la
ausencia de ambas bandas y se aprecia un notorio barrido a un peso molecular mas alto,
tanto a 1 hora de incubacion como a 4 horas, indicando que el compuesto no solo se unid al

DNA sino que ademas presento un efecto alquilante ya que fragmento al DNA.

12345
w 1. Control.
| et TS . 2. 17 (L hn),
. 3. 20 (1 hr).
4. 17 (4 hrs).
I 5. 20 (4 hrs).

Figura 47. Efecto de 17 y 20 sobre el DNA.

Se realiz6 un ensayo donde se probaron los compuestos 17, 18, 20, 21, 26, todos
ellos funcionalizados de manera distinta. Los resultados se aprecian en la Figura 48 se
observa que los compuestos 17, 18, 26 incubados a 1 y 4 horas no se observa ningun
efecto importante sobre el DNA, esto indica que no ocurrié una union aparente entre 1os
compuestos y el DNA. En los carriles 5 y 11 correspondientes al compuesto 20 se observa
la ausencia de las bandas indicando que el compuesto no solo se unié al DNA sino que
presenta un efecto alquilante sobre él desde la primera hora que se incubo. En el carril 6
correspondiente al compuesto 21 a 1 hora de incubacion no se observa ningin cambio en la
banda con respecto al control, sin embargo al observar el carril 12 correspondiente al
compuesto 21 incubado por 4 horas respecto al control, se observa un notable retraso de la
banda, esto indica una unién del compuesto 21 al DNA y dependiendo del retraso se

considera de una intercalacion o un reconocimiento del surco.
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. Marcador de peso molecular.
. Control.

.17 (1 hr).

.18 (1 hr).

. 20 (1 hr).

. 21 (1 hr).

. 26 (1 hr).

. Marcador de peso molecular.
. 17 (4 hrs).

10. 18 (4 hrs).

11. 20 (4 hrs).

12. 21 (4 hrs).

13. 26 (4 hrs).

M 2 3 4 5 6 7

1000 pb—» | -........-. = -

M 2 9 10 11 12 13
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1000 pb—

Figura 48. Electroforesis en gel de agarosa, efecto de 17, 18, 20, 21, 26 sobre el DNA, a

distintos tiempos.

Al analizar la Figura 49 se observa que los compuestos 17, 18, 26 incubados a 6
horas no ocurrid ningun efecto sobre el DNA, esto indica que no se observa una union entre
los compuestos y el DNA. Con respecto al compuesto 26 se observa levemente la banda y
una sombra en el corrimiento, esto nos indica que el compuesto esta interaccionando de
alguna forma con el bromuro de etidio y esto no permite que se revele normalmente. En el
carril 5 correspondiente al compuesto 20 se observa la ausencia de la banda lo que
demuestra que el compuesto no solo se unio sino que presenta un efecto alquilante sobre el
DNA. En el carril 6 correspondiente al compuesto 21 se observa la ausencia de la banda
respecto al control esto nos habla de que se ha degradado el DNA. A 8 horas de incubacion
los compuestos 17, 20, 21, 26 respecto al control se observa la ausencia de la banda,
nuevamente en el compuesto 26 se observa una sombra lo que nos habla de una posible
interaccidn con el bromuro de etidio. EI compuesto 18 respecto al control no se observa que

presente interaccion con el DNA.

Q.E.B. Viridiana Aguilera Sdnchez RESULTADOS Y DISCUSION 82



“Disefio y Sintesis de Agentes Reconocedores de DNA”

M 2 3 4 5 6 7 8 9
1000 pb —»

1. Marcador de peso molecular 100 pb. 8. 17 (8 hrs).
2. Control. 9. 18 (8 hrs).
3. 17 (6 hrs). 10. 20 (8 hrs).
4. 18 (6 hrs). 11. 21 (8 hrs).
5. 20 (6 hrs). 12. 26 (8 hrs).
6. 21 (6 hrs).

7.26 (6 hrs).

Figura 49. Electroforesis en gel de agarosa, efecto de 17, 18, 20, 21, 26 sobre el
DNA, a distintos tiempos.

Los compuestos que presentaron tener un efecto mas evidente sobre el DNA son el
compuesto 20 y 21 ambos compuestos tienen la similitud de poseer una aziridina unida al
anillo de cinco, se sabe que las aziridinas actian como agentes alquilantes debido a que
tienen una gran tendencia a sufrir reacciones de apertura de anillo con nucledfilos presentes

en el DNA, es por ello que se les considera toxicas y mutagénicas (Helsby et al., 2003).

Debido a que los compuestos 20 y 21 son los compuestos que presentan un efecto
sobre el DNA, determinamos la concentracion ideal a la cual ocurre el efecto, asi como su

efecto a diferentes concentraciones del compuesto.

En un segundo ensayo (Figura 50) se observa en el carril 1 el marcador de peso
molecular y en el carril 2 el control. En el carril 3 se observa claramente como el
compuesto 20 a la concentracion (1:1) presenta efecto alquilante sobre el DNA ya que se
observa una ausencia de la banda. En los carriles 4, 5 y 6 no se observa ningin cambio (con
respecto a el Control) esto nos indica que la cantidad de compuesto es muy pequefia y no
permite la interaccion con el DNA, por lo tanto dichas concentraciones no seran Utiles para
dicho estudio. En cuanto al compuesto 21 no se observo ningun efecto a estas

concentraciones como se muestra en los carriles 7, 8, 9 y 10, al no haber efecto sobre la
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banda con respecto al control, esto se debe a que este compuesto presento su efecto a 4

horas de incubacion y esta prueba se llevo a 1 hora de incubacion.

1. Marcador de peso molecular 100 pb. 6. 20 (1:1000).
2. Control. 7. 20 (1:1).
3.20 (1:1). 8. 21 (1:10).
4. 20 (1:10). 9. 21 (1:100).
5. 20 (1:100). 10.21 (1:1000).

Figura 50. Electroforesis en gel de agarosa, efecto de 20, 21 sobre el DNA, a distintas

concentraciones.

Al no observar el efecto buscado, el cual es, encontrar la concentracion ideal a la
cual el compuesto 20 degrada el DNA, se repitié el mismo ensayo las concentraciones
fueron 1:1, 1:2, 1:4, asi como también, se modifico el tiempo de incubacién a una 1 hora 'y

5 minutos para observar si el efecto del compuesto 20 es inmediato.

En un sexto ensayo (Figura 51) se puede observar en los carriles 9, 10 y 11 perteneciente a
las diferentes diluciones del compuesto incubadas por 5 minutos, donde se aprecia las
bandas con un pequefio retraso con respecto al control, es decir en 5 minutos el compuesto
aun no interactda por completo con el DNA, sin embargo, si hay rastro de fragmentacién
del DNA,; en el carril 3 que corresponde a la dilucion (1:1) se observa la ausencia de la
banda; en el carril 4 se observa un pequefio retraso de la banda, lo que nos indica que a la
dilucion de (1:2) si existe cierta interaccion del compuesto con el DNA pero no es muy
notoria, en el carril 5, 6, 7 y 8 no se observa un cambio aparente frente al control lo que
indica que no ocurre interaccion de las diluciones (1:4), (1:10), (1:100), (1:1000) del

compuesto con el DNA.
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1.- Marcador de peso molecular 7.-Dilucién 1:100 (1 hr)
2.-Control 8.-Dilucion 1:1000 (1 hr)
3.- Dilucién 1:1 (1 hr) 9.- Dilucién 1:1 (5 min)
4.-Dilucién 1:2 (1 hr) 10.-Dilucién 1:2 (5 min)
5.-Dilucion 1:4 (1 hr) 11.-Dilucién 1:4 (5 min)

6.- Dilucién 1:10 (1 hr)

Figura 51. Efecto de la concentracion de 20.

Podemos concluir que los resultadosde los ensayos electroforeticos fueron
satisfactorios ya que de cinco compuestos andlogos a succinimidas y maleimidas 4
presentaron interaccion con el DNA, el compuesto mas reactivo fue el compuesto 20 este
compuesto presenta como sustituyente un anillo de aziridina este anillo al estar tensionado
es mucho mas reactivo y actua alquilando el DNA. Desde los 5 minutos de incubacion se
observa cierta interaccién se requiere de concentracién 0.04 pg/pL del compuesto 20
diluido en CH3OH para que se observe la interaccidén con el DNA. Se observa como dicho
compuesto degrada el A DNA en pequefios fragmentos. ElI compuesto 21 es un analogo de
la succinimida y posee como sustituyente un anillo de aziridina, dicho compuesto es menos
reactivo que el compuesto 20 ya que requiere 4 horas de incubacion con una concentracion
de 0.04 pg/uL para que se presente el efecto sobre el DNA, se observa un retraso de la
banda lo que nos indica que el compuesto esta interaccionando con el DNA de una forma
no covalente, es decir, el compuesto esta actuando como un reconocedor de surco 0 como
intercalador dadas las caracteristicas del compuesto podemos decir que actuaria como un
reconocedor de surco, a las 6 horas de incubacion se observa la ausencia de la banda por lo
tanto estaria actuando como un agente alquilante. EI compuesto 26 es un analogo de

maleimida este compuesto posee 2 grupos cloros como sustituyentes en el anillo de 5
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miembros de maleimida, dichos grupos le proporcionan cierta reactividad al compuesto
para que se observe la interaccion con el DNA requiere de 6 horas de incubacidn, a dicha
hora se observa la desaparicion de la banda, a las 4 horas de incubacion se observa un
ligero retraso de la banda lo que nos habla de otro tipo de interaccion de tipo no alquilante,
este compuesto requiere una concentracion de 0.04 pg/uL para que se observe la
interaccion de tipo alquilante con el DNA. El compuesto 17 es un andlogo de la
succinimida y posee como sustituyente un anillo de azetidina este anillo es de 4 miembros
lo que lo hace menos reactivo que el anillo de aziridina, este compuesto requiere 8 horas de
incubacion para gque se pueda presentar la interaccion con el DNA requiere la concentracion
de 0.004 pg/pL de compuesto. EI compuesto 18 es un analogo de la succinimida que posee
como sustituyente un anillo de piperazina, dicho compuesto al no poseer un anillo reactivo

0 grupos que le confieran dicha reactividad lo hace inactivo frente al DNA.

Ya que los compuestos andlogos a maleimidas y succinimidas presentaron tener un
efecto alquilante frente al DNA se decidio probar el efecto de los compuestos 1, 3, 4 y 32
(Figura 52), dichos compuestos son alguendiamidas que presentan una carboxamida en su
estructura, el carbonilo a, B- insaturado podria actuar como agente alquilante ya que existen
reportes en la literatura donde se ha comprobado su interaccion con el DNA. Majumder et
al., 2013, estudiaron la interaccion de la distamicina dicho compuesto presenta un
carbonilo o, B-insaturado, el cual se considera como un reconocedor del surco menor del
DNA, en la Figura 53 se aprecia un retraso en las bandas, este mismo efecto lo apreciamos

anteriormente.
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Figura 52. Estructuras quimicas de los Compuestos 1, 3, 4 y 32.

Chromatosome

DST(WM) O 0 25 50 75
Time (min) 0 9 S0 90 90
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1000
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Figura 53. Electroforesis en gel de agarosa para estudiar el efecto de la distamicina. Las
muestras se incubaron con distamicina a temperatura ambiente durante 90 minutos a las
concentraciones de farmaco indicadas y se analizaron en 1,5% de gel de agarosa. Se
incubaron con tampon (carriles 1y 2) sirvieron como controles negativos (Majumder, et al.,

2013).
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Se realizo un séptimo ensayo (Figura 54, 55) donde se observa como el compuesto
32 es el mas reactivo ya que desde la primera hora de incubacion se presenta la interaccion
con el DNA esto se observa en los carriles 3, 8 y 12 donde se aprecia la ausencia de la
banda respecto al control. Recordando que el compuesto 26 analogo de la maleimida que
presenta en su estructura un carbonilo a, f—insaturado con 2 grupos cloros presenta cierta
reactividad por dichos grupos es logico que el compuesto con el grupo carboxamida con 2
grupos cloros presentes en la insaturacion sea el compuesto que presente mayor reactividad.
Los compuestos 1 y 3 no presentan interaccion con el DNA, el compuesto 4 a 1 y 4 horas
de incubacién no se observa interaccion con el DNA ya que no se presenta un cambio
respecto al control; sin embargo, incubado a 8 horas se observa la ausencia de la banda,
por lo que el compuesto estaria alquilando al DNA.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

2. Control. 7. Control.

3.32 (1 hrs). 8. 32 (4hrs).
4.3 (1 hrs). 9. 3 (4 hrs).
5.4 (1 hrs). 10. 4 (4 hrs).
6.1 (1 hrs). 11. 1 (4 hrs).

Figura 54. Electroforesis en gel de agarosa, efecto de los compuestos 1, 3, 4, 32
sobre el DNA, a distintos tiempos.
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2. Control.
12. 32 (8 hrs).
13. 3 (8 hrs).
14. 4 (8 hrs).
15. 1 (8 hrs).

Figura 55. Electroforesis en gel de agarosa, efecto de los compuestos 1, 3, 4, 32

sobre el DNA, a distintos tiempos.

Revisando la literatura, Chen et al., 1993, realizaron una serie de estudios sobre
varios farmacos reconocedores de surco sobre su posible inhibicion de la topoisomerasa,
entre los farmacos analizados esta la distamicina, camptotecina, berenil y netropsin,
utilizaron electroforesis en gel de agarosa, se puede apreciar como la camptotecina tiene un
efecto alquilante ya que destruye el DNA se observa solo un barrido y la ausencia de la
banda, en cuanto a los otros farmacos se observa la aparicion de otras bandas a distintos
pesos moleculares lo que indica distintos tipos de interaccion sobre el DNA. Esto nos
comprueba que los compuestos 20 y 21 poseen un efecto bastante bueno sobre al DNA al
compararlo con otros estudios (Figura 56).

1 .2 04 1 .2 04 008 1 .2 ©4 008 1 .2 04 008 1
Camptothecin Distamycin A Berenil Netropsin

Figura 56. Estudio de varios Reconocedores el surco menor sobre el DNA y su posible
efecto inhibitorio de la topoisomera (Chen et al., 1993).
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Scott H. Kaufman reporta la fragmentacion del DNA como consecuencia del
tratamiento de epipodofilotoxina. EI DNA se somete a una fragmentacion inducida por
etoposidacién en células HL-60. En la Figura 57 se puede apreciar que al aumentar el
tiempo la fragmentacion es mas notoria.

Figura 57. Electroforesis en gel de agarosa de la fragmentacion del etoposido
sobre el DNA. Las células HL-60 fueron tratadas con 40 pg/mL (68 uM) de etoposido
durante 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 6 18 h (carril 3-10, respectivamente). Se aisl6 el DNA vy se
sometio a electroforesis en gel de agarosa en el carril 1 se muestra el marcador de peso

molecular, en el carril 2 se muestra el DNA después de ser incubado con células HL-60
(Scott H. Kauffman, 1989).
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IX. CONCLUSIONES

v’ Se predijo la actividad (ATm) de la serie 1 de los compuestos 1-16, mediante un estudio
QSAR, de acuerdo a los resultados elegimos los compuestos 3, 5, 14 ya que son los
que pretenden tener una mayor estabilidad en el DNA .

v’ Se realiz6 un estudio de anclaje molecular a los Series 1 y 2, dichos compuestos son
capaces de interaccionar en el surco menor de DNA, analizando la energia de formacion
del complejo nos podemos dar una idea de la estabilidad del complejo ya que puede
presentar cierta reversibilidad, por lo tanto los compuestos actuarian potencialmente
como compuestos citotdxicos.

v Se logré la sintesis de 15 compuestos analogos a maleimidas y succinimidas (1-15); se
logré la sintesis de 5 compuestos 1, 2, 3, 4 y 32, asi como se describié una nueva
metodologia para obtenerlos.

v’ Se evalud la capacidad de interaccion de nueve compuestos con el DNA, 6 de ellos 3,
17, 20, 21, 26 y 32 interactian con el DNA, actuando como agentes alquilantes, ya que
destruyen en fragmentos el DNA.
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ANEXOS

ESPECTROS DE RMN
de 1H, RMN de 13C
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