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Resumen. Se presentan los resultados de un andlisis Hansch de la
actividad citotoxica de una serie de N-[2-(dimetilamino)etil]acridina-
4-carboxamidas. Los resultados mostraron que la actividad citotoxica
de los compuestos esta relacionada con el tamafio y capacidad deslo-
calizante de carga positiva de los sustituyentes. Se encontré una
dependencia parabdlica de la actividad citotoxica con respecto a la
anchura de los sustituyentes en la posicion 5 de la molécula, mientras
que para los susituyentes en las posiciones 6 y 7 se encontré que
existiaimpedimento de tipo estérico.

Palabras clave: Estructura-actividad, acridinas, actividad citotoxica,
QSAR.

Abstract. The Hansch analysis was applied to a series of N-[2-
(dimethylamino)ethyl] acridine-4-carboxamide analogues with cyto-
toxic activity. The results showed a significant relationship between
the cytotoxicity of the compounds and the size and the delocalizating
positive charge of the substituents. A parabolic dependence of cyto-
toxic activity was observed with the width of substituents in 5-posi-
tion, while for substituents in the 6-position and 7-position steric hin-
drance was found.
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Introduccion

Las acridinas son una clase importante de agentes interca-
ladores del DNA que presentan actividad inhibitoria de las
topoisomerasas | y Il [1, 2]. Su valor potencial como agentes
anticancerigenos ha incrementado €l interés por este tipo de
compuestos, dando lugar a la sintesis y evaluacién bioldgica
de diversas series de acridinas [3-5]. Esta busqueda ha con-
ducido a descubrimiento de las acridina-4-carboxamidas, que
constituyen una nueva generacion de agentes intercaladores
del DNA con actividad de amplio espectro contra una variedad
de tumores murinos y leucemias. Las acridina-4-carboxamidas
han sido estudiadas intensivamente y uno de los derivados, la
N-[2-(dimetilamino)etil]acridina-4-carboxamida (DACA; Fig.
1), ha completado los estudios clinicos de fase | [6]. Estudios
cristalograficos sugieren que las acridina-4-carboxamidas se
intercalan entre pares de bases citosi ha-guanina contiguos, con
su cadena lateral basica descansando sobre € surco mayor de
la hélice de DNA [7,8]. Estos estudios también muestran que
tanto el nucleo acridina como la cadena N-[2-(dimetilamino)
etil]carboxamida toman parte en la interaccion de la molécula
con el DNA.

Recientemente se ha reportado en laliteratura una serie de
acridinas andlogas de DACA que presentan una gran variedad
de sustituyentes en €l nucleo acridina de la molécula [9]. En
ese estudio, los autores no pudieron encontrar correlaciones
satisfactorias para toda la serie de compuestos. En € presente
trabajo se presenta un estudio cuantitativo de la relacion

estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) que
explora la influencia de los efectos hidrofdbicos, electrénicos
y estéricos de los sustituyentes sobre la actividad citotoxica de
estos compuestos.

Datos y métodos

L os datos analizados en el presente trabajo son aquellos repor-
tados por Spicer y colaboradores, que incluyen la citotoxicidad
en las lineas celulares: leucemia murina P388 (P388), carcino-
ma pulmonar murino de Lewis (LLTC) y leucemia Jurkat
humana tipo salvaje (JLC), de 36 analogos de DACA [9]. De
los compuestos reportada en ese estudio, se descartaron aque-
[los sustituidos en las posiciones 8 (2 compuestos) y 9 (2 com-
puestos) y solo se trabajé con los sustituidos en las posiciones
5, 6 0 7. También fueron descartados |os compuestos 5-azo y
7-CONH(CH,),N(CH5), por no contar con los parametros fisi-
coquimicos de estos sustituyentes. Los compuestos 6-CF3y 7-
CF3 no se gjustaron a los modelos propuestos y por ello no
fueron tomados en cuenta en la derivacion final de los mis-
mos. La estructura de los 28 analogos de DACA incluidos en
el estudio y sus datos de actividad citotéxica (expresada en
términos de log (1/Clgy), en donde Cls, es la concentracion
inhibitoria media) son presentados en la Tabla 1.

El andlisis de QSAR realizado consistio en un andlisis de
tipo Hansch, en donde la actividad bioldgica (variable depen-
diente) es correlacionada con uno o varios parametros molecu-
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lares (variables independientes) por medio de andlisis de
regresion simple o mdltiple. Esto con € propdsito de encon-
trar un modelo matematico que nos permita proponer qué
propiedades moleculares son importantes o determinantes
para la actividad biol6gica de una serie de compuestos. La
validez de cada ecuacion obtenida fue determinada por los
estadisticos: coeficiente de correlacion (r2), desviacion estan-
dar (s) y la bondad del gjuste dado por la prueba de F. Los
andlisis de regresion y la evaluacion estadistica de las ecua
ciones obtenidas fueron realizadas por medio del programa
SigmaStat version 2.03 (SPSS Inc., Chicago lllinois, USA).

El efecto electrénico de | os sustituyentes fue estimado por
€l parametro s* (constante de Hammett para la deslocaliza-
cion de carga positiva), cuyos valores fueron tomados de
Hansch y colaboradores [10]. Los valores correspondientes de
s* ortho, s* meta, y s* para fueron aplicados a los susti-
tuyentes en las posiciones 5, 6 y 7, respectivamente. Para
aquellos sustituyentes en posicion 5 cuya s+ ortho no estaba
reportada, y que fueron etilo, isopropilo, dimetilamino y triflu-
orometilo, se les aplicaron los correspondientes valores de s+
para (ya que € efecto electronico de un sustituyente en ortho
y para es muy parecido). Laanchura (W) y longitud (L) delos
sustituyentes, calculadas a partir de pardmetros Sterimol [11],
fueron usadas para medir el efecto estérico de los sustituyen-
tes. Debido a que varios estudios han mostrado que € nitré-
geno del nucleo acridina de andlogos de DACA esta protona-
do a pH neutro [8,12], se realizaron célculos de mecanica
molecular (método MMFF94, programa TITAN, Wavefunc-
tion Inc., Irvine, CA, USA y Schrodinger Inc., Portland, OR,
USA) para examinar la conformacién de |os sustituyentes bajo
estas condiciones. Estos caculos indicaron que la conforma:
cion preferida de los sustituyentes fenilo y dimetilamino en
posicion 5 es diferente de aquella que presentan cuando estan
en posicion 6 o 7, por lo que valores diferentes del parametro
W fueron usados para estos sustituyentes dependiendo de su
posicion. Los valores de los pardmetros s+, W y L usados en
este trabajo son mostrados en la Tabla 1.

Cabe mencionar que ademas de los pardmetros s+, Wy L,
también fueron probadas las constantes hidrofobicas: p de
Hansch y f de Leo-Hansch, los pardmetros estéricos: Eg de
Taft, volumen de Van der Waals, refractividad molar (MR) y
parametros Sterimol B1y B5, y los pardmetros electrénicos. s
de Hammett y sus variantes s, y Sg (componentes inductivo y
de resonancia de s, respectivamente), asi como las constantes
F vy R (efectos de campo y resonancia) de Swain y Lupton,
entre otros.

Resultados y discusion

El uso potencial de algin tipo de compuestos como agentes
terapéuticos hace interesante y necesario conocer los requeri-
mientos moleculares que intervienen o determinan su activi-
dad biolégica, de ahi 1a pertinencia de los estudios de QSAR.
En el caso particular de nuestro estudio, la relacion cuantitati-
va entre la estructura y la actividad citotdxica de compuestos
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anadogos de DACA fue modelada por medio de las ecuaciones
1-3 (resultantes del andlisis Hansch aplicado):

i) Actividad citotdxica en leucemia murina P388.

log (1/Cl5p)pagg = 1.75 (x 0.24) W5 —0.24 (+ 0.03) W52
—0.43 (+0.09) Lg —0.43 (+0.05) W,
+0.39 (£ 0.09) s* + 6.62 (+ 0.63) @)
n=28 r2=094 s=0.22 F=69.3
ii) Actividad citotdxica en carcinoma pulmonar murino
deLewis.

log (1/ Clsg)LLTC = 2.21 (+0.26) W, — 0.29 (+ 0.03)W2 —
0.25 (+ 0.10) Lg —0.39 (+ 0.05) W5,
+0.38 (£ 0.09)s*+4.93(x0.68) (2
n=28 r2=093 s=0.23 F=60.8
iii) actividad citotoxica en leucemia Jurkat humana.
log (1/ Clgo)y ¢ = 2.35 (£0.28) W — 0.31 (+0.04) W2 (3)
—0.23 (+0.05) W, + 0.26 (+0.11) s*
+6.62 (+ 0.63)
n=28 r2=087 s=029 F=387

Los estadisticos de estas ecuaciones nos indican que las
correlaciones encontradas son validas (p < 0.001 en todos los
casos). En cada ecuacién, la prueba estadistica de t aplicada a
los coeficientes indicd que, en todos los casos, éstos fueron
diferentes estadisticamente de cero (aun nivel de significancia
de p < 0.05). El uso o laintroduccion del parametro hidréfobi-
CO p 0 de otros parametros estéricos o electronicos no resulté
en correlaciones mejores a las representadas por las ecua
ciones 1 a 3; la Unica excepciodn fue a sustituir Lg por la co-
rrespondiente anchura del sustituyente, con lo que se obtuvie-
ron correlaciones muy semejantes (y casi tan buenas) alas de
las ecuaciones 1y 2, lo que era de esperarse ya que existe una
alta correlacion (r2 = 0.96) entre los pardmetros Ly W paralos
sustituyentes en posicion 6.

Las ecuaciones 1 a 3 proponen que la actividad citotdxica
de la serie estudiada de anal ogos de DACA estd determinada en
forma importante por € efecto estérico (tamafio) de los susti-
tuyentes. Efecto que es diferente dependiendo de la posicion de
sustitucion. En las tres lineas celulares existe una dependencia
parabdlica de la potencia citotdxica con respecto alaanchurade
los sustituyentes en posicion 5, encontrandose una anchura Opti-
ma de sustituyente de 3.65 A, 3.78 A y 3.83 A para las lineas

DACA: R=H H
Fig. 1. Estructurageneral de la serie de andogos de DACA.



Un estudio cuantitativo de larelacion estructura-actividad de una serie de N-[2-(dimetilamino)etil]... 225

Tabla 1. Estructura, actividad citotoxicay pardmetros moleculares de los compuestos and ogos de DACA.

log (1/ Clgy)**

Parametros molecul ares

R* P388 LLTC JC W; (A) Le (A) W, (A) N+

5-H 7.01 6.72 6.24 2.00 2.06 2.00 0.00
5-CH,4 8.19 8.25 7.34 3.56 2.06 2.00 -0.25
5-C,Hs 7.74 7.70 6.86 4.49 2.06 2.00 -0.30
5-iCzH, 6.19 6.08 5.60 6.32 2.06 2.00 -0.28
5-CgHs 6.60 6.15 5.78 6.22 2.06 2.00 -0.16
5-OCH,4 7.59 7.44 6.95 3.80 2.06 2.00 -0.67
5-F 7.85 7.68 6.99 2.70 2.06 2.00 0.06
5-Cl 8.19 7.44 8.38 3.60 2.06 2.00 0.18
5-Br 8.42 8.21 7.59 3.90 2.06 2.00 0.22
5-N(CH,), 5.92 5.38 5.24 6.16 2.06 2.00 -1.70
5-CF, 7.74 7.77 7.12 4.88 2.06 2.00 0.61
6-CHj 7.02 6.75 6.20 2.00 3.00 2.00 -0.07
6-OCH,4 6.80 6.55 6.24 2.00 3.98 2.00 0.05
6-F 7.31 6.91 6.34 2.00 2.65 2.00 0.35
6-Cl 6.90 6.81 6.40 2.00 352 2.00 0.40
6-Br 6.80 6.64 6.35 2.00 3.83 2.00 0.41
6-N(CH,), 6.59 6.57 6.67 2.00 353 2.00 -0.16
7-CH,4 6.48 6.13 5.87 2.00 2.06 3.56 -0.31
7-C,Hs 6.62 6.46 5.74 2.00 2.06 4.49 -0.30
7-iC3H, 5.43 5.24 5.15 2.00 2.06 6.32 -0.28
7-tC4Hq 5.20 5.34 5.36 2.00 2.06 6.32 -0.26
7-CgHs 7.03 6.77 6.62 2.00 2.06 3.40 -0.18
7-OCH, 6.24 6.09 5.80 2.00 2.06 3.80 -0.78
7-OH 6.77 6.33 6.29 2.00 2.06 2.70 -0.92
7-F 7.26 6.80 6.37 2.00 2.06 2.70 -0.07
7-Cl 6.60 6.33 6.12 2.00 2.06 3.60 0.11
7-Br 7.06 6.35 6.12 2.00 2.06 3.90 0.15
7-N(CH,), 5.96 5.77 5.61 2.00 2.06 4.06 -1.70

* Sustituyente en el nucleo acridina de la molécula, Fig. 1.
** Datos tomados de |a Ref. 9.

celulares P388, LLTC y JLC, respectivamente. En sus trabgjo,
Spicer y colaboradores también notaron que sustituyentes
pequefios en pasicion 5 incrementaba la potencia citotoxica de
los compuestos [9]; ellos pudieron obtener, para 10 de los com-
puestos sustituidos en 5, una correlacién (r2 = 0.58) entre la
actividad citotoxica (linea celular JLC) y e pardmetro MR y
sugirieron que sustituyentes de tamafio grande en esta posicién
disminuyen la potencia. Recientemente, Garg y colaboradores
[13] publicaron un estudio de QSAR de dimeros de DACA en
€l que encontraron correlaciones parabdlicas semejantes a las
obtenidas por nosotros. Con respecto alainfluencia de los susti-
tuyentes de las posiciones 6 y 7, las ecuaciones 1 y 2 indican
que existe un impedimento estérico para dllos en las lineas celu-
lares P388 y LLTC, por lo que un incremento en € tamafio de
los sustituyentes en estas posiciones implicara una disminucion
en la potencia citotoxica de los compuestos. En € caso de la
linea celular JLC, también existe un impedimento estérico para
los sustituyentes en posicion 7 pero no para aquellos que se
encuentran en posicion 6; la inclusién del término L6 en la
ecuacion 3 no mejoré la correlacion (r2 = 0.88) y € coeficiente
correspondiente no fue diferente estadisticamente de cero (p =

0.25). Debido a que @ efecto citotdxico de los compuestos tipo
acridina depende tanto del hecho de su intercalacion en  DNA
como de su interaccion molecular directa con las enzimas topoi-
somerasas | y Il (en laformacion del complegjo enzimafarma-
co-DNA) [14], la diferencia en la ecuacion 3 podria significar
de alguna manera una diferencia estructura entre las topoi so-
merasas (1 y/oIl) en JLCy aquellasen P388y LLTC en d &rea
de la enzima en donde interacciona con los sustituyentes en
posicion 6 de las acridinas.

Nuestros resultados indican ademas que la actividad
citotéxica de los analogos de DACA también es dependiente
de la influencia el ectronica de los sustituyentes (expresada en
términos de s*). En este caso, la potencia citotoxica es mayor
en aquellos compuestos con sustituyentes que no favorecen la
deslocalizacion de la carga positiva del nucleo acridina (pro-
tonado a pH fisioldgico), incrementando asi la densidad de
carga positiva del mismo. La presencia de este tipo de susti-
tuyentes bien podria aumentar la fuerza del complgjo de trans-
ferencia de carga que se forma entre los pares de bases y la
molécula de acridina intercalada, reforzandose con ello la
interaccion con el DNA.
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Tabla 2. Actividad citotoxica predichay experimental de andogos disustituidos de DACA.

log (1/ Clsp)predicho**

log (1/Clgp)experimental ***

R* P388 LLTC JLc P388 LLTC JLc
5,7-Cl, 7.52 7.46 7.16 757 7.44 7.05
5,7-Br, 7.41 7.40 7.12 7.14 7.10 6.85
5,7-(CHy), 7.20 7.15 6.94 7.21 6.73 6.63
5-CHg, 7-Cl 7.35 7.30 7.04 7.25 7.02 6.65
5-Cl, 7-CH, 7.37 7.32 7.08 7.47 7.28 6.83

* Susituyentes en el ndcleo acridina de lamolécula, Fig. 1. ** Valores predichos por las ecuaciones 1-3. *** Valores reportados por Spicer y colaboradores[16].

La hidrofobicidad de los sustituyentes parece no ser de-
terminante para la actividad citotoxica de los compuestos
estudiados; como se menciond anteriormente, la inclusion de
la constante p o de algin otro pardmetro de tipo hidrofébico
no fue vélida estadisticamente. Lo anterior esta de acuerdo
con la mayoria de los estudios de QSAR que se han realizado
sobre acridinas [15].

Con € fin de vaidar los modelos propuestos, se busco en
la literatura otros analogos de DACA, no incluidos en nuestra
serie de estudio, alos que se les hubiera determinado la activi-
dad citotéxica en las lineas celulares P388, LLTC y JLC,
encontrandose 5 nuevos compuestos disustituidos [16]. La
estructura de estos compuestos, asi como las potencias calcu-
ladas por las ecuaciones 1 a 3 y la experimental reportada en
laliteratura, son presentados en la Tabla 2. A pesar de que no
existe una amplia gama de potencias entre estos 5 com-
puestos, se puede observar una buena correspondencia entre
los valores experimentales y los calculados. Asimismo, en
cada linea celular se puede observar que, con la sola excep-
cion del compuesto 5,7-Br, en P388 y LLTC, €l orden de
potencia relativo de los demés compuestos es similar entre los
valores calculados y experimentales (5,7-Cl, > 5-Cl, 7-CH; >
5-CHj, 7-Cl > 5,7-(CH3),).

En conclusion, nuestros resultados indican que la activi-
dad citotoxica de las acridinas andlogas de DACA estudiadas
esta relacionada con € tamafio y la capacidad dedocalizante
de carga positiva de | os sustituyentes.
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