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RESUMEN. Los derivados de quinoxalina son compuestos que presentan un amplio
espectro de actividades bioldgicas y que a la vez ofrecen miiltiples posibilidades para
su modificacion estructural. Dentro de las numerosas actividades demostradas, pode-
mos destacar Ia accién antitumoral sobre células hipéxicas de 1,4-di-N-6xidos de qui-
noxalina. Continuando con la biisqueda de nuevos agentes anticancerosos, presenta-
mos los derivados 3-{4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il]-2-quinoxalinacarbonitrilos como
inhibidores del crecimiento celular de tumores humanos, siendo especialmente selecti-
vos sobre el panel de lineas celulares de leucemia.

SUMMARY. “3-[4-(4-nitrophenil)piperazin-1-il]-2-quinoxalinecarbonitrile derivatives as
antileucemic agents”. Quinoxaline derivatives are compounds that show a great spectrum
of biological activities and offer a great variety of possibilities for its structural modifica-
tion. We can detail quinoxaline 1,4-di-oxides as new anticancer compounds against hypox-
ic cells. Now, we report the synthesis of new derivatives, 3-[4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il]-
2-quinoxalinecarbonitriles. These compounds are cellular growing inhibitors especially
over leucemia celular panel.

INTRODUCCION

El amplio espectro de actividades que presentan las quinoxalinas ha motiva-
do un gran interés en su investigacién, lo cual puede comprobarse por las innu-
merables referencias que se encuentran en la bibliografia.

Para nuestro equipo de trabajo, este tipo de compuestos representa una linea
de investigacién que se ha venido estudiando desde hace afios. Hemos trabajado
ampliamente con derivados de mono y di-N-6xidos de quinoxalina -3, pirazolo-
quinoxalinas 4, oxadiazoloquinoxalinas 5 y quinoxalinacarbonitrilos 68, entre otros.
Se han obtenido resultados especialmente interesantes con 1,4-di-N-6xidos de qui-
noxalina como agentes antitumorales de accién selectiva sobre células hipoéxicas
23 y recientemente como agentes antituberculosos 6.9,
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Continuando con la bisqueda de nuevos agentes anticancerosos y en con-
cordancia con el programa de trabajo de nuestro equipo, hemos considerado el
diseio, sintesis y evaluacién biolégica de una nueva serie de compuestos, los 3-
(piperazin-1-iD-2-quinoxalinacarbonitrilos como anilogos potenciales del metotre-
xato (MTX), ya que guardan cierta semejanza estructural con este compuesto, per-
teneciente al grupo de los antifolatos y ampliamente utilizado en el tratamiento de
la leucemia linfocitica 10,11, Ademis, ya se ha observado que la presencia de 4-(4-
nitrofeniDpiperazina como sustituyente en didéxidos de quinoxalina tiene una in-
fluencia favorable sobre la actividad anticancerosa (resultados no publicados), por
lo que ahora pretendemos probar su influencia en la posicién 3 del anillo de qui-
noxalina con o sin sustitucién en 6 y/6 7 y cuyos resultados presentamos como un
avance de los trabajos que actualmente estamos realizando.

MATERIAL Y METODOS
Sintesis de derivados de Quinoxalina

La sintesis de los compuestos propuestos se realiza de acuerdo al esquema
que muestra la Figura 1. Los compuestos de partida son los benzofuroxanos con o
sin sustitucién en 5(6) (1a-1¢), que se obtienen de acuerdo al proceso sintético se-
guido en nuestro laboratorio 2.

Mediante reaccién de Beirut entre benzofuroxano, 1a-1c, y malononitrilo en
presencia de trietilamina a baja temperatura (0°-10 °C) se obtienen 1,4 di-M-6xidos
de quinoxalinacarbonitrilo !, 2a-2¢. En el caso del compuesto 2b, teéricamente se
obtiene una mezcla de 2 isébmeros, 6 y 7-sustituidos, siendo uno de ellos mayorita-
rio, que posteriormente se separa mediante cromatografia en columna.

Los di-N-6xidos de quinoxalina obtenidos son desoxigenados mediante ac-
cién del ditionito sédico que actia como un potente reductor obteniéndose asi los
derivados 3-amino-2-quinoxalinacarbonitrilo, 3a-3¢, proceso que ya ha sido des-
crito anteriormente 7.

Los derivados 3-cloro-2-quinoxalinacarbonitrilo, 4a-4c, se obtienen a partir
de 3a-3¢ mediante reaccién de diazotacién bajo control estricto de temperatura (0
°C) ¢, La purificacién de estos compuestos se realiza por cromatografia en colum-
na. En el caso del compuesto 2b, con esta etapa se consiguen separar los iséme-
ros 6 y 7-sustituidos trabajando posteriormente con la fraccion mayoritaria que co-
rresponde al isémero 7-cloro, analizado por cromatografia de alta resolucién
(CLAR), y descartindose 1a otra fraccién por ser minima 1.

A partir de 4a-4c por reaccién con 4-(4-nitrofeniDpiperazina en medio de
cloroformo y carbonato de potasio y en condiciones anhidras y reductoras se ob-
tienen los derivados 3-[4-(4-nitrofeniDpiperazinil-1-il}-2-quinoxalinacarbonitrilo, 5a-
5c¢. la purificacién de estos compuestos requiere, a su vez, separacion por croma-
tografia en columna y posterior recristalizacion.

Todos los compuestos obtenidos fueron identificados mediante sus constan-
tes fisicas (Tabla 1), espectro de infrarrojo (IR), de Resonancia Magnética Nuclear
de protén (H-RMN), espectro de masas (EM) y microanilisis elemental de C, H,
N. En el caso de 4b se utiliz6 la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) ©.

Los puntos de fusién fueron determinados en un equipo Mettler FP82 +
FP80 y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo fueron registrados en un
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Figura 1. Via sintética de derivados de 3-[4-(4-nitrofenil)piperazin-1-ill-2-quinoxalinacarbonitrilo

Ry N j:CN
Re g N/ Rs
Comp. Ry R¢ R, Férmula {Z{) R(eozgl.
4¢ cl CHj CHjy C;,HgCINg © 167-170 39,38
5a NFP H H C19H16N6O2 207-209 64,81
5b NFP H Cl Cy9H15CINGO, - 224-226 21,28
5¢ NFP CH3 CHj Cy1HpgNgO, 191-193 42,02

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de nuevos derivados de quinoxalina. El solvente de cristaliza-
cién utilizado en todos los casos fue NNDMF/EtOH. *NFP: 4-(4nitrofenil)piperazin-1-il.
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espectrofotémetro Perkin Elmer FT-681 en KBr. Los espectros de 'H-RMN en un
espectrometro BRUCKER AC-200E con tetrametilsilano como estdndar interno y los
de masas en un HEWLETT-PACKARD 5988-A a 70 eV. Los anilisis elementales se de-
terminaron en un microanalizador CARLO ERBA 1160 sobre muestras desecadas a
vacio (a 1-2 mm Hg, P,Os, 60-80 °C), obteniéndose valores + 0,4 con respecto a
los teédricos. La purificacién por cromatografia en columna (CC) se realizé en co-
lumnas de vidrio de variada longitud y didmetro interno dependiendo de la canti-
dad de producto a purificar, fueron empaquetadas con silica gel 60 y eluidas con
gradientes crecientes de polaridad de diferentes mezclas de disolventes. El analisis
por cromatografia de alta resolucién se realizé utilizando un cromatégrafo HPLC,
WATERS 600E con detector ultravioleta de fotodiodos WATERS™ 996 en una esta-
cién de trabajo Millennium versién 2.15.01 de WATERS, con columna Nova-Pack
C18 60A, 4 ym (3,9 x 150), a un flujo de 1 mL/min y con una fase mévil de meta-
nol:agua (80:20).

Evaluacion Biologica

La evaluacién bioldgica se realizé para los compuestos 5a, 5b y 5¢ en cola-
boracién con el National Cancer Institute (NCD) de Bethesda (USA) siguiendo el
programa de screening antitumoral orientado in vitro, sobre 60 lineas celulares de
tumores humanos. La actividad se deduce de las correspondientes curvas concen-
tracién-respuesta proporcionada por NCL

RESULTADOS Y DISCUSION
Sintesis de derivados de Quinoxalina

La sintesis de los compuestos 1a-1¢, 2a-2¢, 3a-3c, 4a y 4b ha sido descrita
anteriormente 2 6. 14,

3-cloro-6, 7-dimetil-2-quinoxalinacarbonitrilo (4c¢). En un bano de hielo y con
agitacion se mezclan 3-amino-6,7-dimetil-2-quinoxalinacarbonitrilo (7,00 mmoD),
dcido acético glacial (20 mL) y 4cido clorhidrico 35% (25 mL). Se enfria la mezcla
a 0 °C y se adiciona gota a gota una disolucion recién preparada de nitrito de so-
dio (Na,NO,) (21,00 mmol) en agua (15 mL). Terminada la adicién se mantiene la
mezcla en reaccion durante tres horas manteniendo la temperatura y agitacion
constante. Se filtra a vacio lavando el residuo con agua helada (0 °C) y se obtiene
un soélido amarillo pélido que se cromatografia en columna con una mezcla en
gradiente de hexano:tolueno como fase mévil, separandose el producto en la pro-
porcién 55:45. Se eliminan los disolventes a vacio obteniéndose un sélido blanco.
IR (KBr) (cm-1): 2988 (CH Alifitico), 2238 (C=N), 1544 (C=N), 1450 (CH,). 'H-
RMN (DMSO-dg 200 MHz), & (ppm): 2,49 (s, 6H, CHy); 7,89 (s, 1H, Hy); 7,97 (s,
1H, Hy). EM (m/2) (%): 217 (M*, 100), 202 (91), 167 (4), 103 (46). ANAL (C, H, N
%): Calculado: C:60,70; H:3,70; N:19,30; Hallado: C: 61,08; H: 3,80; N:19,21.

Procedimiento general de sintesis de los derivados 3-[4-(4-nitrofenil)pipera-
zin-1-il]-2-quinoxalinacarbonitrilo 6(7) con o sin sustitucion en 6 y/6 7 (5a-5¢). Se
mantiene a temperatura ambiente una mezcla del derivado correspondiente 3-clo-
ro-2-quinoxalinacarbonitrilo (1,50 mmol), 4-(4-nitrofenil)-piperazina (5,00 mmol
en cloroformo seco (20 mL) y carbonato de potasio (0,50 g), con agitacién cons-
tante, protegido de la luz y humedad durante 20 dias. Se filtra a vacio lavando el
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residuo con cloroformo seco, se retnen filtrado y lavados, se elimina el disolvente
a presion reducida y se obtiene un sélido amarillo que se cromatografia en colum-
na.

3-[4-(4-nitrofenil)-piperazin-1-il]-2-quinoxalinacarbonitrilo (5a). La fase mo6-
vil para CC es una mezcla en gradiente de hexano:diclorometano, el compuesto se
separa en la proporcion 2:8. Se adiciona carbén activo, se filtra a vacio, se elimina
el disolvente a presién reducida y se obtiene un sélido amarillo. IR (KBr) (cm-1):
3070 (CH aromdtico), 2217 (CN), 1600 (C=N), 1481 (CH,), 1386 (m, NO,). 'H-RMN
(CDCl;, 200 MHz) & (ppm): 3,68 (m, 2H, CH, piperazina); 3,95 (m, 2H, CH, pipe-
razina); 6,89 (d, 2H, H, + Hg, ] = 9,3 H2); 7,56 - 7,64 (m, 2H, H,, H,); 7,78 (d, 1H,
Hs, J = 8 Hz); 7,98 (d, 1H, Hg, ] = 8 H2); 8,16 (d, 2H, H;. + Hs, ] = 9,3 Hz). EM
(m/z) (%): 360 (M+, 20), 183 (11), 177 (100), 161 (19). ANAL (C, H, N %): Calcula-
do: C: 63,32; H: 4,47; N: 23,32; Hallado; C: 63,37; H: 4,63; N: 23,05.

7-cloro-3-[4-(4-nitrofenil)piperazin-1-1l]-2-quinoxalinacarbonitrilo (5b). La fa-
se movil para CC es una mezcla en gradiente de hexano:diclorometano, el com-
puesto se separa con 0:100. Se adiciona carbén activo, se filtra y se elimina el di-
solvente a vacio. Se recristaliza de hexano:cloroformo obteniéndose un sélido
amarillo. IR (KBr) (cm): 3081 (CH aromitico), 2224 C=N), 1604 (C=N), 1482
(CHp), 1323 (NOy). 'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm): 3,66 (1, 4H, 2CH, piperazi-
na); 3,95 (t, 4H, 2CH, piperazina); 6,88 (d, 2H, H, + Hg, ] = 9,3 Hz); 7,70 - 7,74
(m, 2H, Hs, Hy); 7,97 (s, 1H, Hy); 8,16 (d, 2H, Hj + Hs,, ] = 9,3 Hz). EM (n/2z) (%),
394 (M*', 6), 217 (3), 190 (11), 177 (100). ANAL (C, H, N %):Calculado: C:57,80;
H:3,82; N:21,28; Hallado: C: 58,28: H: 3,87; N: 21,43.

6, 7-dimetil-3-[4-(4-nitrofenil) piperazin-1-il]-2-quinoxalinacarboniirilo (5c). La
fase mévil para CC es una mezcla en gradiente de hexano:diclorometano, el com-
puesto se separa con 0:100. Se adiciona carbén activo, se filtra, se elimina el disol-
vente con vacio y se recristaliza de hexano:diclorometano obteniendo un sélido
amarillo. IR ( KBr) (cm-1): 2920 (CH,), 2226 = C(N), 1603 (C=N), 1484 (CH,), 1431
(CHj), 1339 (m, NO,). H-RMN (CDCly, 200 MHz) & (ppm): 2,38 (s, 3H, CH»); 2,41
(s, 3H, CHj) 3,60 (m, 4H, 2 CH, piperazina); 3,82 (t, 4H, 2CH, piperazina); 6,83 (d,
2H, H, + Hg, J = 9,3 Hz); 7,59 (s, 1H, Hy); 7,71 (s, 1H, Hp); 8,16 (d, 2H, H, + Hs,
J = 9,3 Hz). EM (m/2) (%) : 388 (M*", 18), 211 (100), 177 (93), 161 (73). ANAL (C,
H, N %): Calculado: C: 64,93; H: 5,19; N: 21,63; Hallado: C: 64,73; H: 5,19; N:
21,46.

Accion antileucémica

En la Tabla 2 se consignan los valores medios del ensayo de actividad i vi-
tro con el panel de lineas celulares de leucemia. Los pardmetros correspondientes
a IGsg, TGlsy y LCsy se refieren respectivamente, a la concentracion del producto
en la que se produce el 50% de inhibicién del crecimiento, inhibicién total del
crecimiento y 50% de citotoxicidad (Tabla 2), expresados como punto medio de la
grafica (Mean Graph Midpoints, MG-MID: Promedio de sensibilidad de las lineas
celulares frente al compuesto ensayado) 13,

Se puede observar que la sensibilidad de las lineas celulares del panel de
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Leucemia es mayor para el compuesto
5¢, en segundo lugar para el compuesto
5a 5,28 433 4,00 5a y en tercer lugar para el compuesto
5b. De acuerdo a los datos de LCs, el
compuesto mas activo, 5c¢, presenta, a la
5¢ 6,06 5,01 461 vez, la mayor citotoxicidad (LCsy = 10461

" , . o, Molar).
1]:42 ;xg') X: f’;j;;“g?;:s_g;‘;“q“g{a;p_L cf‘;‘mp&;:; En ‘la. Tabla 3 se observa la activi-
(Molar) del ensayo de actividad in vitro con el panel dad inhibidora del crecimiento celular
de lineas celulares de Leucemia. MG-MID: Promedio de los compuestos 5a, 5b vy 5¢, a 3 con-

de sensibilidad de las lineas celulares frente al com- .
puesto ensayado) 13. centraciones de los productos ensaya-
dos, 104, 105 y 106 Molar, expresada
en porcentaje de inhibicién del crecimiento. Puede comprobarse de lo que se de-
duce que el compuesto 5¢ es mis activo que 5a en las 3 concentraciones reporta-
das y en todas las lineas celulares con que fue evaluado, destacando la mayor ac-
tividad y selectividad con células K-562 y Molt-4. De todos modos 5a presenta re-
sultados interesantes con células Molt-4 y SR. (en ambos casos la concentracion es

10-5 Molar).

En la Figura 2 se comparan las curvas concentracién-respuesta de los 3 com-
puestos observindose que los menores valores de 1Gs, (< 107 Molar) correspon-
den al compuesto 5¢ con las lineas celulares K-562 y Molt-4. En el caso de 5a los
menores valores de IGs, (€107 Molar) se obtienen con las lineas celulares SR y
Molt-4; asimismo la selectividad por estas lineas celulares es notable. Mientras, el
compuesto 5b presenta porcentajes de inhibicién no detectables.

Estructuralmente los compuestos evaluados son similares, s6lo se diferencian
en la ausencia o presencia de sustituyentes en las posiciones 6 y 7 del anillo de
quinoxalina. La ausencia de sustituyentes en estas posiciones conlleva niveles de
actividad interesantes. La sustitucién en posicidén 7 por un grupo electroatrayente,
como el cloro, implica pérdida de actividad, mientras que la sustitucién de ambos

Comp. -Logy(Glgy -Log;TGI -Logl0LCy,

5b 4,00 4,00 4,00

Lineas Concentraciéon

celulares 104 Molar 10~5 Molar 105 Molar
Leucemia 5a 5b 5¢ 5a 5b 5¢ S5a 5b 5¢
CCR-CEM 45 nt nt 40 nt nt 22 nt nt
HL-60(TB) 46 nt nt 49 nt nt 44 nt nt
K-562 01 13 184 72 - | B4 | 7 - 44
MOLT-4 110 09 184 123 - 167 9 - 65
RPMI-8226 38 08 82 19 - 15 - 26 - 09
SR 89 nt nt 85 nt ©oont 81 nt nt

Tabla 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento def panel de lineas celulares. Leucemia a concen-
traciones 1074, 105 y 1076 Molar de 5a, 5b y 5c. nt: no ensayado, (=): no significativo.
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Figura 2. Curva dosis-respuesta del ensayo in vitro con el panel celular de Leucemia para los compues-
tos 5a, 5b y 5¢.

hidrégenos, en posiciones 6 y 7, por grupos electrodonantes, como CHj, parece
incrementar los niveles de actividad y selectividad.

Asimismo, se ha observado que la presencia de grupos N-6xidos parece in-
fluir favorablemente sobre la actividad, cuestién en la que actualmente estamos
efectuando estudios mas detallados 12,

De todas las observaciones realizadas hasta el momento, deducimos la im-
portancia de la presencia y del caracter de los sustituyentes en el anillo de quino-
xalina para la modulacién de la actividad antileucémica en este tipo de compues-
tos.
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