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Resumen

En este trabajo de tesis se sintetizaron doce compuestos derivados de 2-metilimidazo[1,2-
a]piridina y quinolina unidos a un anillo de 2-aminopirimidina en la posicion 4. Se
determind la actividad citotéxica de los mismos en lineas celulares humanas y su
capacidad de inhibir a las cinasas CDK1/CycA y CDK2/CycB.

Evaluamos el reemplazo de los grupos metilo en 2-metil-3-(2-(p-
tolilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (compuesto 1, Figura 3.1) por grupos
trifluorometilo y la sustitucién del anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridin-3-il por grupos 4-
quinolinil y 3-quinolinil. Los compuestos sintetizados que poseen un anillo de imidazo[1,2-
a]piridina (compuestos 1-6) poseen buena actividad citotdxica e inhiben a las enzimas
CDK1/CycA y CDK2/CycB. El reemplazo de los atomos de hidrogeno por flior no afecta de
manera notable la actividad citotoxica de esta serie. Los compuestos sustituidos con un
grupo 4-quinilonil (compuestos 7-9) presentan actividad citotéxica moderada e inhiben a
las enzimas CDK1/CycA y CDK2/CycB. Por otro lado, los compuestos con un grupo 3-
quinilonil (compuestos 10-12) no presentaron actividad citotdxica pero si inhibieron a las

enzimas CDK1/CycA y CDK2/CycB.



Abstract

In this work twelve 2-methylimidazo[1,2-a]pyridine and quinoline derivatives linked to a 2-
aminopyrimidin-4-yl moiety were synthesized. Also, their cytotoxic activity in human cell
lines and their ability to inhibit the kinases CDK1/CycA and CDK2/CycB were tested.

We evaluated the bioisosteric replacement of methyl groups in 2-methyl-3-(2-(p-
tolylamino)pyrimidin-4-yl)imidazo[1,2-a]pyridine (compound 1) with trifluoromethyl
groups and the bioisosteric replacement of 2-methylimidazo[1,2-a]pyridine with 4-
quinolinyl and 3-quinolinyl moieties. Synthesized compounds possessing an imidazo[1,2-
a]pyridine scaffold (compounds 1-6) have good cytotoxic activity and inhibit CDK1/CycA
and CDK2/CycB enzymes. The replacement of the hydrogen atoms with fluorine does not
affect significantly the cytotoxic activity of this series. Compounds with a 4-quinilonyl
group (compound 7-9) presented modest cytotoxic activity and inhibited CDK1/CycA and
CDK2/CycB kinases. On the other hand, compounds with a 3-quinilonyl scaffold
(compound 10-12) did not show cytotoxic activity but they inhibited to CDK1/CycA and
CDK2/CycB enzymes.



1. Introduccion

El cancer es responsable de una de cada ocho muertes en todo el mundo, con mas de
doce millones de casos nuevos diagnosticados anualmente. Un gran porcentaje de los
pacientes mueren después de desarrollar cdncer, debido a su diseminacidn o metdstasis, a
pesar de recibir un tratamiento agresivo, lo cual indica una necesidad para desarrollar
nuevos enfoques para la terapia del cancer.

Estudios actuales sobre la causa molecular de varias enfermedades han revelado
que la pérdida en la regulacién de las reacciones que determinan el estado de
fosforilacion de residuos de serina, treonina o tirosina de proteinas, proceso catalizado
por enzimas llamadas cinasas, esta asociada con muchas enfermedades, entre ellas el
cancer. De esta manera, modulando farmacoldgicamente la actividad de las cinasas en
células cancerosas podria dar por resultado terapias efectivas y con efectos adversos
menores a los farmacos citotdxicos tradicionales. Un numero cada vez mayor de cinasas
se estudian como blancos potenciales para la terapia del cancer.

El desarrollo y la aplicacidon del compuesto conocido como Gleevec representd un
nuevo paradigma e inici6 una nueva clase de farmacos contra el cancer, llamados
moléculas pequenas o de bajo peso molecular (small molecules, en inglés). Este
medicamento tiene una alta afinidad sobre algunas cinasas oncogénicas como la cinasa
hibrida BCR-Abl o el PDGFR. Gleevec se emplea con éxito para tratar un limitado grupo de
enfermedades malignas con efectos adversos reducido como algunas leucemias o
sarcomas asociados al tracto digestivo. Aunque se han descubierto varios mecanismos de
resistencia contra este farmaco, la experiencia adquirida al usar este compuesto indica
qgue el cancer puede ser erradicado, en casos particulares, inhibiendo a alguna enzima la
cual sea trascendental para que la célula tumoral pueda proliferar y sobrevivir.

Las cinasas que regulan el ciclo celular, que incluyen a las CDKs (cinasas
dependientes de ciclinas), aurora cinasas (cinasas esenciales para la regulacion de la
separacion mitdtica de los cromosomas) y la cinasas Chk1, han sido objeto de muchos
estudios para la busqueda de nuevos agentes antitumorales, en parte porque estas

cinasas se producen de manera excesiva en células cancerosas.



Las modificaciones posteriores del nucleo de 2-aminopirimidina presente en
Gleevec, permitieron descubrir que la sustitucion en la posiciéon cuatro del anillo de
pirimidina por un anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridin-4-ilo generé compuestos con
actividad inhibitoria selectiva de la CDK2.

Una herramienta util en la generacion de nuevas moléculas con actividad bioldgica
es el reemplazo bioisostérico, en el cual se parte de un compuesto con una actividad
bioldgica y reemplazando unos grupos funcionales por otros, que pueden poseer entre
ellos caracteristicas electrénicas y estéricas similares, se generan nuevas sustancias con
propiedades bioldgicas equivalentes a la del compuesto original y en ciertos casos con
mejores propiedades biofarmacéuticas. No obstante, el reemplazo bioisostérico que
funciona para una proteina, en otro blanco molecular diferente puede disminuir o abolir
totalmente la actividad biolégica del nuevo compuesto.

El propdsito de este trabajo de tesis fue sintetizar una serie de 2-
arilaminopirimidinas sustituidas en posicidon cuatro con 2-metilimidazo[1,2-a]piridina o
con quinolina. Entre nuestros objetivos también se propuso conocer si el remplazo
bioisostérico en el compuesto 1 (Figura 3.1) de los atomos de hidrogeno del grupo metilo
por atomos de fluor, tiene alguna influencia potencial en la actividad biolégica.
Adicionalmente, se sabe que un grupo bioisostérico del anillo de 2-metilamino[1,2-
a]piridina es el anillo de quinolina; por esta razén, nos enfocamos a la preparacién de los
compuestos 7-12 (Figura 3.1) pues es interesante conocer si esta sustitucién afectara la

actividad sobre las CDKs y la actividad citotdxica.



2. Antecedentes

Después de la segunda guerra mundial, con el uso clinico de los antibidticos, la longevidad
del hombre aumentdé debido principalmente a la disminucion de la mortalidad por
infecciones bacterianas como la neumonia. La implementacion de medidas efectivas
contra las enfermedades infecciosas provocd un cambio en las causas de muerte siendo
las enfermedades crénico-degenerativas las que ahora destacan. De esta manera, los
fallecimientos por cancer y enfermedades cardiovasculares se incrementaron y ocupan
ahora los primeros lugares en mortalidad (Figura 2.1)[1].

En las ultimas décadas la incidencia de cancer no ha disminuido, a diferencia de lo
gue ha ocurrido con las enfermedades cardiacas. Se calcula que para el afio 2020 el
numero de enfermos que padeceran esta enfermedad se incrementara a 15 millones de
nuevos casos'?, lo que representa un incremento del 50%; de estos casos el 60% se
presentard en paises en desarrollo®.

Algunas de las principales funciones de las células de un organismo son el
crecimiento, division y muerte celular. Estas funciones se encuentran bajo un estricto

sistema de regulacién bioldgica. La pérdida de esta regulaciéon produce diversas

enfermedades, entre ellas el cancer.

2.1. Cancer

Hipdcrates fue el primero en utilizar el término cancer (460-370 a.C.) debido a que los
tumores solidos forman un cuerpo central y extensiones que parecen un cangrejo
(carcinoma en griego); también fue el primero en proponer que el origen de la
enfermedad es de tipo orgénico.[4]

Durante la historia de la humanidad se han propuesto diferentes teorias sobre la
etiologia del cancer. Paracelso fue el primero en describir la asociacion entre las
enfermedades ocupacionales y el cancer; hecho confirmado hasta 1776 cuando se

correlaciond el cancer de escroto, que padecian en mayor numero los limpiadores de

chimeneas, con la exposicién de la piel al hollin. En 1811 se observé que el cdncer puede



ser también de origen hereditario. El primer caso documentado de céncer inducido por
radiacion se reportdé en 1902. En los 50s se establecieron cuales eran los compuestos
carcinégenos del hollin y otras mezclas carcinégenas. En 1960 se encontré que la
translocacién entre los cromosomas 9 y 22, el llamado cromosoma Filadelfia, era
predominante en pacientes con leucemia mielogénica crénica. A partir de este ultimo
descubrimiento se establecié el cdncer como una enfermedad donde es importante el

papel que juega la modificacion del material genético.[4]
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Figura 2.1. indice de mortalidad del cancer contra enfermedades cardiacas con respecto al tiempo. Mientras que la
mortalidad causada por las enfermedades cardiacas ha mostrado una disminucién significativa, la mortalidad por cancer
se ha mantenido casi constante en las ultimas décadas.

El cancer basicamente es una enfermedad genética y propia de las células que
tienen capacidad de multiplicarse, ya que los genes necesarios para este proceso se
expresan exclusivamente en células en division.”! Debido a la gran cantidad de érganos
gue cumplen cabalmente con la condicion anterior, el término céncer se refiere a
alrededor de cien formas diferentes de la enfermedad'®, y aunque comparte

caracteristicas comunes su formacidon es un proceso complejo, pues para un mismo



organo hay diferentes clases de cancer. Este padecimiento por lo tanto es de origen
multifactorial y en su etiologia pueden participar agentes fisicos, quimicos y biolégicos.[s’”

El paso inicial para que una célula normal pueda estar predispuesta al cancer es la
alteracion de un gen ya sea por sustitucién de bases, inserciones, deleciones, rearreglos
cromosomales o por un aumento o disminucién en el nimero de copias del gen.[8] Aungue
se sabe que la adquisicion de una mutacién es un evento iniciador importante no es
suficiente para generar la enfermedad, pues ésta es un proceso molecular y celular que es
dependiente de tiempo y de otras mutaciones, por lo que pueden pasar varios afios antes
de que las células expresen modificaciones fenotipicas (modelo estocéstico)[gl, excepto
para el caso del cdncer causado por virus altamente oncogénicos.[lo] Se ha establecido que
se requieren al menos tres mutaciones de genes importantes para la carcinogénesis para

[11]

generar un tumor sdélido maligno en adultos'™™ y dos mutaciones para desarrollar un

2 165 tres tipos principales de genes responsables de la

tumor liquido maligno.
carcinogénesis son: los oncogenes, los genes supresores tumorales y los genes de
estabilidad. Los oncogenes promueven el ciclo celular y deben mutarse de tal manera que
se encuentren constitutivamente activos, son por tanto mutaciones con ganancia de
funcién. Los genes supresores tumorales evitan que la célula lleve a cabo el ciclo celular y
su actividad en la carcinogénesis debe estar reducida. En este tipo de genes se deben
perder ambos alelos para observar un efecto celular, se trata por tanto de mutaciones con
pérdida de funcién. Los genes de estabilidad previenen al minimo cambios en el ADN, por
lo que su pérdida genera mutaciones a un nivel elevado.”! Al menos 291 genes se han
encontrado cuya mutacion estd implicada con el proceso de carcinogénesis. De estos
genes el 90% presenta mutaciones somaticas y el 20% son de origen germinal. Asi mismo
el 90% de las mutaciones son consideradas dominantes a nivel celular. De los genes
involucrados en el desarrollo del cancer el mayor numero son proteina cinasas, seguido
por las proteinas necesarias en el proceso de regulacidon transcripcional y también de
proteinas encargadas de la reparaciéon y mantenimiento del ADN.®! sin embargo, aunque

la cantidad de genes que pueden producir cancer parece elevada, sélo un nuamero



pequefio de vias metabdlicas esta implicado en la generacién de diferentes tipos de esta
enfermedad.”

La inestabilidad genética esta muy bien documentada y se ha demostrado que las
células tumorales presentan cientos de mutaciones a lo largo del genoma, las cuales se
presentan de forma aleatoria y al parecer la presencia del fenotipo “mutador” debe ser un

31 En este proceso también se presentan

evento inicial en el proceso de carcinogénesis.
cambios a nivel cromosdémico. Las mutaciénes somaticas mas importantes son las
translocaciénes de cromosomas, que generan proteinas quiméricas, y la aposicion de un
gene con la unidad reguladora de otro.® Otros genes implicados en la carcinogénesis no
se encuentran mutados, sino que se expresan en menor o mayor cantidad que en las
células normales y esta alteracidn se debe a cambios epigenéticos, los cuales son cambios
covalentes en el ADN por metilacion. A diferencia de las mutaciones, los cambios
epigenéticos se presentan en algun momento del desarrollo normal del organismo.[S]

Un tumor puede ser visto como un dérgano aberrante que se inicia a partir de una
célula alterada, que se expande clonalmente como un resultado de mutacion somatica.”
I Durante el proceso de transformacion de esta célula, las clonas que se generan pueden
tener menor o mayor disposicién que otras, por lo que dentro del tumor se genera una
seleccidon de las células mas aptas. Al aumentar el nimero de células, el tumor empieza a
incrementar su volumen encontrando restricciones para su desarrollo, tales como
limitacién por el tejido adyacente y reduccidon de la cantidad de nutrientes, oxigeno y
factores de crecimiento.!*® Aqui es necesario mencionar que para que el tumor pueda
continuar su crecimiento debe desarrollar la capacidad de formar vasos sanguineos
nuevos, proceso conocido como angiogénesis. Muchos tumores poseen una expresion
mas elevada de factores que promueven la angiogénesis, e. g. VEGF y/o FGF, que sus
contrapartes compuestas de tejido normal . El proceso por el cual un tumor desarrolla la
capacidad de generar angiogénesis es practicamente desconocido, pero todas las vias de
los oncogenes y de los genes supresores tumorales han sido implicadas en este

fenémeno."



La diseminacién de las células tumorales de su sitio de origen a otro u otros sitios
del organismo y su establecimiento se denomina metastasis. Para que una célula tumoral
pueda vivir en un ambiente diferente a su érgano de origen debe perder la dependencia a
la unidn con células similares, romper la membrana basal del tejido por medio de
metaloproteinasas, tales como el activador del plasminégeno. En muchos tipos de cancer
las células tumorales no expresan metaloproteinasas, esto lo realizan las células
inflamatorias que infiltran al tumor; lo que aprovechan las células tumorales para
introducirse en la circulacién sanguinea.[lsl Al penetrar la membrana basal de los tejidos, a
través de los vasos sanguineos y las células endoteliales vasculares, las células malignas se
encuentran ahora en el torrente sanguineo, por medio del cual se transportan a otros
organos. Al ser transportadas las células deben adherirse a las células endoteliales,
penetrar hasta el mesénquima del tejido y reproducirse.[m] Afortunadamente, de todas las
células que se liberan sélo unas pocas forman focos metastdsicos, pues la colonizacion de
las células en nuevos sitios anatdmicos requiere adaptacion, que sélo puede ser alcanzada
cambiando la expresion de proteinas de adhesion en la célula tumoral (moléculas de
adhesidn celular, integrinas y cadherinas) por aquéllas que favorezcan la unidn en epitelio

normal.*”!

Figura 2.2. Caracteristicas de las células tumorales. A; Las caracteristicas de una célula tumoral para
desarrollar un fenotipo maligno son por lo menos seis, siendo la metastasis la propiedad que pone en riesgo
la vida de las personas que padecen esta enfermedad, el mecanismo molecular implicado en la adquisicidn
de estas caracteristicas es muy variado. B; La progresion tumoral del fenotipo benigno al maligno no es un
proceso lineal, las caracteristicas se presentan cronolégicamente de manera muy variable; en ocasiones sélo
una mutacién es necesaria para que se presenten dos o mas caracteristicas; por otro lado, también puede
presentarse el caso donde mas de una mutacidn sea necesaria para generar una de las caracteristicas
mencionadas en A. Adaptado de la referencia [18].



La metastasis en un 90 % de los casos es lo que finalmente lleva al organismo a la

muerte. [13, 19]

Se han establecido seis caracteristicas de las células tumorales que
dictaminan la capacidad de éstas para desarrollarse hasta un fenotipo maligno (Figura
2.2), estas son: capacidad de dividirse en ausencia de sefiales de crecimiento celular,
insensibilidad a las sefiales que inhiben el crecimiento celular, evasién a la muerte celular
programada, potencial de replicacion ilimitado, angiogénesis sostenida y por ultimo,
invasion tisular y metastasis. El orden en que estas caracteristicas se adquieren es muy

variable entre los diferentes tipos y subtipos de cancer.l*®

2.2. Terapia del cancer

El cancer y su tratamiento se inicié desde hace miles de afios. La descripcidon mds antigua
documentada del cancer de mama fue encontrada en papiros egipcios (3000-1500 a.C.),

los cuales fueron nombrados como “Edwin Smith” y “George Ebers”.?% E|

cancer
actualmente puede ser combatido con radioterapia, cirugia y quimioterapia. Los primeros
dos estdn fuera del alcance de esta revision.

El primer tratamiento efectivo de quimioterapia para curar la leucemia fue
utilizado por Lissauer en 1865, usando solucion de Fowler (solucidn hidroalcohdlica de
arsenito de potasio al 1%) que se utilizo hasta los afios 1930s. En esa misma década (1931)
se reportd la regresién de tumores cutdneos inducidos quimicamente en ratones,
utilizando mostazas de azufre y su uso efectivo en 12 pacientes por via tépica e
intratumoral; sin embargo, este trabajo no causé un impacto significativo.[ZO]

A finales de la segunda guerra mundial se demostrd que pacientes con tumores del
sistema linfatico lograron un alto porcentaje de remision de la enfermedad después de ser
tratados con agentes alquilantes. Estos resultados fueron publicados por Gilman y Phillips
después de la guerra.m] Posterior a la introduccion de las mostazas nitrogenadas a las
pruebas clinicas, otros agentes alquilantes (cloroambucil, melfalan, busulfan vy
ciclofosfamida) fueron sintetizados. Algunos afios después se descubrid el efecto de los
antimetabolitos (antifolato) en leucemia.*® 22 Durante la década de los sesentas fueron

desarrollados los antibidticos antitumorales, los compuestos de platino y algunos

alcaloides, muchos de los cuales siguen aun en uso clinico.!”® Estos descubrimientos
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[23]

marcaron el inicio de la quimioterapia moderna del cancer. Los agentes

guimioterapéuticos antitumorales se clasifican de la siguiente manera:*”

i. Agentes alquilantes: Este tipo de compuestos actuan reaccionando
covalentemente con nucledfilos celulares, de especial interés son las bases
nitrogenadas. En esta categoria se encuentran las mostazas (B-cloroaminas
o tioéteres), ciclofosfamidas, mitomicina C, alquilsulfonatos, nitrosoureas y
derivados de hidrazina y triazina (Figura 2.3).

ii. Cisplatino y andlogos: Forman aductos mono o bifuncionales
preferencialmente con el N-7 de guanina y adenina en el ADN; de esta
forma no se permite la replicaciéon del material genético (Figura 2.3).

iii.  Antimetabolitos: Intervienen en el catabolismo del material genético. Esta
categoria se encuentran los antifolatos (metotrexato, tomudex), 5-
fluorouracilo, 6-mercaptopurina y citarabina (Figura 2.3).

iv.  Agentes que interaccionan con la topoisomerasa: Agentes planos que se
intercalan en la cadena doble de ADN vy al interaccionar con la
topoisomerasa estabilizan el complejo farmaco-enzima-ADN, lo que
ocasiona ruptura del ADN. En este rubro se encuentran las
epipodofilotoxinas, = camptotecina, antraciclinas, mitoxantrona vy
losoxantrona (Figura 2.3).

v. Agentes que afectan la estabilidad de los microtubulos: Estos farmacos
inhiben (alcaloides de la Vinca) o estabilizan (taxanos, epotilonas) la
polimerizacién de la tubulina. Los microtubulos forman el huso mitotico
gue separa los cromosomas durante la mitosis.

vi.  Misceldneos: Aqui se incluyen farmacos con diferentes mecanismos de
accion. Algunos de los farmacos de este grupo son la bleomicina, L-
asparaginasa, homoharringtonina, geldanomicina y amifostina.

Los farmacos de estas seis categorias no poseen especificidad entre células
tumorales y células normales, y no todos los tipos de cdncer responden a estos

compuestos. Una de las desventajas observadas fue que a la mayoria de los farmacos
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Figura 2.3. Mecanismo de accion de algunos de los farmacos utilizados en la terapia del cancer. Los
farmacos citotdxicos cldsicos esencialmente interfieren directamente con el metabolismo del ADN. Los
agentes alquilantes, compuestos de platino, antibidticos citotdxicos e inhibidores de la topoisomerasa
interfieren con la replicacién del ADN por intercalacidn en la doble hebra de ADN o reaccionando con las
bases nitrogenadas. El metotrexato es un inhibidor de la dehidrofolato reductasa, necesaria para la sintesis
de purinas. También se utilizan bases puricas y pirimidicas estructuralmente parecidas a las bases normales,
generando moldes de ADN incorrectos o inhibiendo enzimas importantes para la sintesis de material
genético. Del lado izquierdo se muestra el proceso normal de replicacién y transcripcion. Adaptado de [24].
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actuales les falta selectividad y causan usualmente toxicidad severa.’>?* |3 resistencia a
los farmacos dentro de un tumor se puede generar aun antes de la exposicion a él; este
hecho fue observado por Gilman al notar la variabilidad en la respuesta a las mostazas
nitrogenadas, inclusive en algunos casos observé una eficiencia nula, por lo que concluyd
gue un solo compuesto no puede inhibir el crecimiento de todas las células tumorales
presentes entre individuos.?® Para aumentar la efectividad se utilizan combinaciones de
los diferentes grupos de farmacos, esta estrategia es mas efectiva en contra de cancer
metastdsico y en pacientes con alta posibilidad de recaida.””®! Durante los Gltimos afios se
han desarrollado proteinas y moléculas de bajo peso molecular que no solamente se
dediquen a alterar el metabolismo del ADN o ARN. Estas sustancias pueden interferir con
los procesos de la carcinogénesis, modular la respuesta inmune hacia el tumor o bien
simplemente dar soporte para aminorar los efectos de la quimioterapia.m' 26l Entre los
mas sobresalientes estan el interferén | y Il, moduladores del receptor a estrégenos
(tamoxifen), inhibidores de la aromatasa (aminoglutetimida), andlogos hormonales,
agentes que modulan la diferenciacién celular (retinoides, inhibidores de la histona
deacetilasa, vitamina D y citocinas), agente antiangiogénicos, moléculas inhibidoras de
cinasas de bajo peso molecular y anticuerpos que interfieren en la sefializacién celular [26]
(Estos anticuerpos estdn dirigidos contra proteinas de membrana, generalmente de
leucocitos, e.g. Gemtuzumab y Rituximab, y contra cinasas de residuos de tirosina). Una
clase importante de compuestos son los conocidos como inhibidores de la histona
deacetilasa y de la metiltransferasa. Este tipo de compuestos pretenden revertir los
cambios epigenéticos ocurridos en las células tumorales, permitiendo la expresién de
genes que habian sido previamente silenciados. Entre los agentes inhibidores de la
metiltransferasa se encuentra la 5-azacitidina y 2-desoxi-5-azacitidina. Podemos también
mencionar a algunos inhibidores de la histona deacetilasa como son el acido valprdico y
los derivados del 4cido hidroxamico.!?®

Los mecanismos por los que las células tumorales no presentan respuesta a la

guimioterapia son muy variados. Entre estos mecanismos destaca la sobreexpresién de las

proteinas a las que va dirigido el medicamento, mutacién de las proteinas que las
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convierte en insensibles al farmaco, mecanismos de reflujo favorecidos por proteinas ABC
(ATP-binding-cassette), como la glicoproteina P, alteracién de la biodisponibilidad dentro
del nicho tumoral, etc.[24 26271

Durante las ultimas décadas se ha establecido como medida de eficiencia para un

[26]

compuesto citotdxico su capacidad de disminuir el volumen de un tumor;~™ sin embargo

este indicador no refleja que en el paciente se logre un incremento en la supervivencia.[zgl
El poco éxito en la remisién de la enfermedad se ha justificado por la presencia de células
madre o troncales cancerosas dentro del tumor. Por definicién, una célula madre es
aquélla que tiene la capacidad de regenerarse a ella misma y durante este proceso crear
otro tipo de células mds especializadas, lo cual en los tumores, resultaria en toda la
variedad de células que lo constituyen (Figura 2.4).[9’ 285 29) g6 ha encontrado que las
células madre normales son resistentes a la induccion de apoptosis[so] y poseen
mecanismos de exclusion de farmacos.BY Estas células son mas propensas a acumular
mutaciones que aquéllas observadas en una célula con capacidad de divisién limitada.”*
Las células madre cancerosas, si no son erradicadas en su totalidad por la terapia utilizada,
pueden regenerar nuevamente el tumor, por lo que es preciso contar con farmacos que
eliminen con efectividad este tipo de células para lograr curar la enfermedad
totalmente.'® 2 29

Algunos expertos médicos proponen que el cancer debe ser considerado como una
enfermedad crénica y por lo tanto debe ser tratado como tal.®?! En vez de erradicar el
tumor, es preferible controlar el crecimiento del mismo mediante una terapia citotdxica
normal seguida por dosis de mantenimiento o mediante alguna alternativa citostatica.
Este Ultimo esquema de dosificacién se conoce como quimioterapia metrondmica, la cual
se ha aplicado con éxito utilizando agentes antiangiogénicos, combinada con vinblastina

para mantener controlado el crecimiento tumoral.4

2.3. Cinasas

La modificacién covalente de una proteina representa una manera eficiente de regular su
funcidn. La estrategia mas utilizada para modificar la actividad de una proteina de manera

post-traduccional es la transferencia de grupos fosfato del ATP a grupos hidroxilo
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presentes en la serina, treonina y/o tirosina de proteinas especificas mediante enzimas
conocidas como cinasas (Figura 2.5).[35] El proceso de fosforilacidn-defosforilaciéon puede
alterar la actividad, estabilidad, movilidad entre compartimentos celulares de una
proteina, o bien modificar la afinidad por otras proteinas. Se estima que el 30% de las
proteinas codificadas por el genoma humano contienen un grupo fosfato unido
covalentemente.*"!

Los primeros indicios sobre la importancia de la fosforilacién en el control de
procesos celulares fueron en el estudio de la glucogendlisis en los 1950s. Con el paso de
los afios se ha establecido su importancia en casi todos los eventos fisiolégicos.>!
Recientemente, la aplicacidn de nuevas técnicas utilizadas en la fosfoprotedmica

han ayudado a incrementar el entendimiento de las vias de sefalizacién celular.l®®

a O’i—‘*@ b R’)—‘*@
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Figura 2.4. Dos modelos por los cuales se genera heterogeneidad clonal. En el modelo a las células son
heterogéneas y la mayoria de las células tienen la capacidad de replicarse a si mismas y de generar clonas
diferentes; por lo tanto la mayoria de las células generan tumores. En b el tumor es heterogéneo pero sélo
las células madre tumorales (CSC) pueden replicarse activamente generando nuevas clonas, las demas
células tienen capacidad de replicacion limitada. Los modelos utilizados para desarrollar la terapia contra el
cancer se basa en el modelo a, pero el fracaso mostrado hasta ahora con estas terapias puede indicar que el
modelo b es mas preciso. Tomado de la referencia [29].

2.3.1. Cinasas y cancer

El virus del sarcoma de Rous es un retrovirus que causa cancer de musculo o tejido
conjuntivo en pollos; dentro de su genoma se encuentra un gen que codifica para una
proteina llamada v-Src, y que es la responsable de la formacién del tumor (este tipo de

genes fueron llamados oncogenes). El descubrimiento de que el factor transformante del
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virus de sarcoma de Rous es una proteina cinasa fue uno de los avances mas importante
en la biologia molecular del cancer.®”! posteriormente se encontré gue en tejido muscular
de pollo, que no se encuentra infectado, se expresa una proteina altamente relacionada a

[38]

la proteina v-Src, que fue llamada c-Src. Este tipo de proteinas fueron llamadas

protooncogenes. Tanto v-Src como c-Src fosforilan residuos de tirosina de diferentes

protel'nas,Bg]

por lo que fueron denominadas como cinasas de residuos de tirosina. Las
enzimas que catalizan la reaccidén contraria se denominaron como fosfatasas. En general
las cinasas se clasifican como cinasas de residuos de tirosina (PTK) y en cinasas de residuos
de serina/treonina en funcion de los aminoacidos a los que les transfieren grupos fosfato
(Figura 2.5). Las fosfatasas, enzimas que eliminan fosfato de proteinas fosforiladas (Figura

2.5), también se clasifican como fosfatasas de residuos de serina/treonina y tirosina y su

papel tiene igual importancia en el contexto celular que las cinasas.

Cinasa
ATP

Sustrato-OH \/ ;Sustrato—OPO3'2

(S,T.Y) / (S-P, T-P, Y-P)
Fosfato

Fosfatasa

Figura 2.5. Reaccion de fosforilacion-defosforilacion. La fosforilacién de proteinas en residuos de serina (S),
treonina (T) o tirosina (Y) se cataliza mediante las enzimas llamadas cinasas o quinasas (este ultimo es
anglicismo), la reaccidn contraria se cataliza utilizando enzimas llamadas fosfatasas. Ambas enzimas regulan
la actividad de proteinas.

El genoma humano codifica para cerca de 518 cinasas,*” de las cuales sélo 90 son
cinasas de residuos de tirosina.** Este tipo de enzimas son las que se encuentran mas
frecuentemente mutadas en células cancerosas. La mayoria de las mutaciones de estas
enzimas causan incremento en su actividad y son dominantes a nivel celular.®

Las cinasas de residuos de tirosina son principalmente receptores a factores de
crecimiento; de esta manera, dirigen las sefiales del medio ambiente celular hacia el

nucleo, donde genes especificos son activados para el crecimiento, diferenciacién vy
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division celular. La via de sefializacion de las diferentes cinasas de residuos de tirosina
converge en la cinasa RAS, una GTPasa, cuya actividad promueve la carcinogénesis. La
proteina RAS se encuentra conservada en la evoluciéon de diferentes organismos como
ratdn, Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y huma nos.*?!

La union del sustrato al receptor de factor de crecimiento ocasiona que se
dimericen dos receptores unidos al ligando. Estos se fosforilan mutuamente causando la
activacion de una serie de proteinas llamadas factores de intercambio de nucledtido de
guanina (GEF), que incluye varias proteinas como GRB2, SOS1 y SOS2. El GEF promueve el
intercambio de GDP por GTP en RAS. Este ultimo evento activa a RAS que fosforila a RAF,
una cinasa de residuos de serina/treonina, que a su vez activa a una serie de proteinas

)% La activacién en cascada de esta serie de

cinasas activadas por mitégeno (MAPK
factores y cinasas tiene dos consecuencias importantes: la primera es la regulacion de
cada paso de la via de senalizacidn y la otra es la amplificacién de la sefial en el interior de
la célula.®* La serie de eventos que ocasionan la activacidon de RAS no explican la gama
de eventos que regula ni la heterogeneidad de respuestas que tiene la mutacién de esta
proteina dependiendo del tipo celular y de las mutaciones encontradas, aun en células del
mismo origen.[S] En un 25% de los tumores las proteinas RAS mutadas generan flujos
mitogénicos dentro de la célula.l*®

Otra via de sefializacién activada por cinasas de residuos de tirosina es la del
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la cinasa AKT. La unién del ligando a receptores
perteneciente a cinasas de residuos de tirosina provoca la activacién de la PI3K tipo 1A
gue sintetiza al segundo mensajero fosfatidilinositol-3,4,6-trifosfato (PIP3) a partir de
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. (PIP2). Este fosfolipido se une a una cinasa dependiente de
PIP3 (PDK1) promoviendo su activacion. PDK1 y una cinasa que aun se desconoce activan
a la cinasa de residuos de serina/treonina AKT. El aumento en la actividad de AKT tiene
como consecuencia un aumento en la divisién celular, inhibicion de la apoptosis vy

aumento en el crecimiento celular.”® AKT fosforila a la cinasa de residuos de

serina/treonina mMTOR que se encarga de regular la sintesis de proteinas en base al
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contenido energético, por lo que participa directamente en el aumento de volumen de la
célula.l?
Las cinasas de residuos de tirosina JAK o Janus son activadas después de la unién
de citocinas o interferones a su receptor. Las cinasas JAK fosforilan a sus sustratos
conocidos como STATSs los cuales median directamente la transcripcion de genes.[s’ 30 14
cinasa JAK es de la clase de las cinasa de residuos de tirosina citoplasmaticas, que a
diferencia de las receptoras no se sabe mucho de la forma en que se activan. Las cinasas
de residuos de tirosina celulares estan divididas en nueve familias que incluyen a las
proteinas Src, Tec, JAK, Abl, Fes/Fer, FAK, Csk, Ack y Syk/zap70.1**!

Las vias de sefalizaciéon anteriores regulan una amplia gama de respuestas
celulares importantes y han sido objeto de modificacion farmacolégica. De ahi la

importancia de su estudio. Su activacidn constitutiva estimula sefiales oncogénicas dentro

de la célula lo cual favorece la division celular.

2.3.1.1. Regulacion del ciclo celular y cinasas dependientes de ciclinas (CDKs)

El ciclo celular se ha dividido en dos fases, la interfase y la mitosis. A su vez la interfase se
divide en la fase G1 (gap 1), S (sintesis) y G2 (gap 2). La mitosis se divide en profase,
metafase, anafase, telofase y citocinesis. En organismos eucariontes superiores, el ciclo
celular se controla por una combinacién compleja de proteinas que integran sefiales extra
e intracelulares, que se encargan de la coordinacidon de los eventos del ciclo celular’®!
(Figura 2.6).

Los reguladores intracelulares son las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs); los
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKl) que pertenecen a la familia Cip/Kip e
INK y la proteina Rb. Las CDKs son herramientas bioldgicas que conducen los eventos del
cicloy funcionan como reguladores temporales que coordinan estos procesos. Las CDKs se
expresan de manera constitutiva, pero para que esta enzima sea activa requiere de la
presencia de ciclinas, las cuales se degradan y sintetizan de manera controlada a lo largo
del ciclo celulart*>4®! (Figura 2.6).

Las CDKs son cinasas de residuos de serina/treonina cldsicas con pesos moleculares de 30

a 40 KDa y funcionan como la parte catalitica de los complejos CDK/ciclina, donde la
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ciclina actua como unidad reguladora. Las CDKs forman una gran familia de proteinas con
alta versatilidad y diversidad. La estructura comun de las CDKs consiste de un pequeno
I6bulo N-terminal que contiene principalmente laminas beta plegadas y un Iébulo grande
C-terminal que contiene principalmente laminas alfa, y entre los dos I6bulos se encuentra
el sitio de unién a ATP."*® Todas las CDKs comparten un motivo PSTAIRE caracteristico que
se encuentra altamente conservado en el sitio de unién de la ciclina.*”! De acuerdo a la
ultima version del genoma humano y de ratén hay 11 genes que codifican para CDKs y

nueve para proteinas tipo cDK.1*®

Figura 2.6. Cinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Diferentes CDKs estan implicadas en varios procesos
fisioldgicos (A), incluyendo el ciclo celular, el cual se divide en las fases G1, G2, S y M (B). Muchos de estos
reguladores se encuentran alterados en el cancer.

Al estimular la célula con factores que activen las vias de sefializacidon de RAS o de
IP3K se promueve la sintesis de la ciclina D, la cual se ensambla con las CDK4 y 6.9 EI
complejo CDK4/CycD y CDK6/CycD aun no son activos, para esto se requiere la
fosforilacién por parte de la cinasa activadora de CDKs (CAK) con el objeto de aumentar la

B9 Una vez activos

actividad de los complejos aproximadamente unas 100 veces.
CDK4/CycD y CDK6/CycD son transportados al nucleo donde fosforilan a proteinas de la
familia Rb (p107, p130 y Rb) inactivando su funcién represora de la transcripcion. La

hiperfosforilacion de Rb hace que esta proteina libere al factor de transcripcién E2F, el
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cual reprime uniéndose a él, ocasionando la expresion de genes necesarios para la sintesis
de ADNvyalaciclinaAy g.[46 51

La ciclina E se une a la CDK2 y junto con los complejos CDK4/CycD y CDK6/CycD
disminuyen la actividad de los CIK de la familia Cip/Kip, promoviendo el ciclo celular
mientras haya estimulos mitogénicos. Se ha observado que en ausencia de estos
estimulos la ciclina D se vuelve inestable y se degrada rapidamente, lo que hace que
aumente la actividad de los CIK y el ciclo se detenga.[51b] La funcién conjunta de
CDK4/CycD, CDK6/CycD y CDK2/CycE para fosforilar a Rb e inactivar los CIK reduce la
dependencia de la célula a estimulos de crecimiento. Al incrementar la cantidad de ciclinas
A y E, que no son dependientes de sefiales mitogénicas, se llega a un punto donde la
célula ya no tiene mas opcion que completar el ciclo celular; esto se ha llamado punto de
restriccion o R.[46 %)

De esta manera en la interfase G1/S la actividad de la CDK2/ciclina E es maxima y
disminuye al avanzar la fase S. La CDK2 es subsecuentemente activada por la ciclina A2
para llevar a cabo la sintesis de ADN y preparar a la célula para la mitosis durante la fase
G2.1%¢

Finalmente, la CDK mitdtica (CDK1) se une a la ciclina A en la interfase G2/M para
facilitar la entrada a la mitosis. Al romperse la membrana nuclear se promueve la
degradacion de la ciclina A y de esta forma se facilita la unién de CDK1 con ciclina B,

complejo que regula la progresion de la célula durante la mitosis.*®!

2.3.1.2. Funcion de las CDKs en otros procesos celulares

Las CDKs no sélo se encuentran implicadas en el control del ciclo celular, también han sido
asociadas a otros procesos celulares (Figura 2.6):

i.  Transcripcion: Se han relacionado a tres CDKs principalmente en la regulacién de la

transcripcién en humanos, CDK7 (unido a ciclina H), CDK8 (unido a ciclina C) y

CDK9 (unido a ciclina T). También ha sido reportado que estas enzimas regulan

la fosforilacion del dominio C-terminal de la RNA polimerasa Il y de la cinasa

asociada a Tat.l*?
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ii.  Apoptosis: Se ha descrito la intervencién de las CDKs en la apoptosis. El complejo
CDK1/CycB1 ha sido asociado con la apoptosis inducida por el VIH y la

31 |3 activacidn

apoptosis neuronal en enfermedades neurodegenerativas.
prematura de CDK1 puede desencadenar en catdstrofe mitético ya sea por
tratamiento con radiacion o bien por dafio quimico sobre ADN inducido
quimicamente.[ssl La CDK2 ha sido implicada en la regulacidén de la apoptosis de
timécitos.*™ También se conoce gue tejidos normales y tumorales tienen
requerimientos especificos por CDKs de interface para poder crecer con
normalidad."®!

iii. ~ Funcion neuronal: La CDK5 esta implicada en procesos neurodegenerativos y juega
un papel importante en el desarrollo de migracion neuronal, vias de
sefializacion de la dopamina y regulacién de la fosforilacidn de moléculas del
citoesqueleto.[ssl

iv.  Sefalizacion de estimulos nociceptivos: Las proteinas CDK5 y p35 en el sistema
nervioso periférico actdan en la regulacién de los procesos nociceptivos. Los
ratones p35-/- poseen respuestas retrasadas a los estimulos térmicos y cuando
su actividad es elevada los ratones son hipersensibles al dolor.® Este complejo
enzimatico se activa durante la inflamacion aguda y participa en la tolerancia a

opiéceos.[%]

2.3.2. Inhibicion farmacologica de cinasas

La inhibicion farmacoldgica de cinasas para tratar el cancer, que en contraste con la
guimioterapia tradicional, promete ser mas eficiente y con menos efectos toxicos.””! Los
anticuerpos monoclonales se destacan por inhibir las vias oncogénicas de receptores
celulares. Las proteinas mas importantes para inhibir cinasas son la Herceptina (inhibidor
del factor de crecimiento epidermal). La Avastina (inhibidor del factor de crecimiento del
endotelio vascular) y el Trastuzumab (inhibidor del receptor de HER2, importante en el
cancer de mama).[32b’ 1 Otros anticuerpos usados y que no inhiben cinasas son el

Rituximab (se une a CD20, util en linfoma) y Tositumomab (se une a CD20). Este ultimo

21



tiene la caracteristica de poseer iodo radiactivo, el cual selectivamente elimina células B
del sistema inmune ya sean sanas o cancerosas.**”!

Los anticuerpos monoclonales también se han utilizado para inhibir la actividad de
cinasas relacionadas con el cancer, sin embargo de acuerdo a la experiencia terapéutica,
siempre es preferible el uso de moléculas pequenas para tratar la enfermedad.

Los primeros compuestos reportados como inhibidores de cinasas, no relacionados
estructuralmente con el ATP, fueron descubiertos al modificar antagonistas de la
calmodulina, pertenecientes al grupo de las naftalenosulfonamidas, por medio del
reemplazo del ndcleo naftaleno por una isoquinolina.[sg] Los compuestos asi obtenidos
fueron inhibidores de cinasas dependientes de nucleétidos ciclicos y de la proteina cinasa
C, los cuales mostraron permeabilidad celular adecuada, afectando el crecimiento celular
y la relajacion vascular.”® Un derivado de estos compuestos conocido como Fasudil o AT-
877 (Figura 2.7), fue aprobado en Japdn para el tratamiento del vasoespasmo cerebral y
estudios clinicos demostraron que es confiable, seguro de usary efectivo.®™

Otros compuestos con actividad inhibitoria de cinasas han sido descritos. Sin
embargo, debido a que la mayoria mostraron actividad inhibitoria promiscua con diversos
tipos de cinasas, llevé a pensar que era poco factible sintetizar inhibidores selectivos que
sirvan Unicamente contra una enzima cinasa especifica, ya que la mayoria actua en el sitid
de unioén al ATP, el cual se encuentra altamente conservado en la evolucién. Un evento
importante fue la identificacién de los blancos moleculares de la ciclosporina y de FK506
los cuales son farmacos inmunosupresores. La unidn de los farmacos a calcineurina o a
FKBP causa la inactivacion de la calmodulina, lo cual tiene como consecuencia la inhibicidon
de factores de transcripcion en las células T. La Rapamicina, que fue el primer agente
citostatico en ser identificado, también se une a la proteina FKBP. Sin embargo, esta unién
no tiene como consecuencia la inactivacidn de la calmodulina, sino de la proteina cinasa
mTor. De esta manera la rapamicina fue el primer fdrmaco en ser aprobado para su uso
clinico que al parecer inhibe exclusivamente a una sola cinasa.l®”

Por medio de un ensayo aleatorio, se encontré que derivados de 2-

fenilaminopirimidina se comportaban como inhibidores de la proteina cinasa C. Este
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arreglo estructural por ser geométricamente plano ocupa el lugar de unidn del ATP en la
proteina, previniendo la transferencia de fosfato al sustrato de la enzima. Los estudios
sintéticos de derivados de 2-fenilaminopirimidina condujeron a la obtencién del farmaco
Gleevec™®" ®Y (Figura 2.7), el cual resulté ser un inhibidor de la cinasa de residuos de
tirosina ABL, que se encuentra sobreexpresada en la leucemia mieloide crdnica. Este
farmaco fue tan prometedor en sus fases clinicas que fue aprobado por la FDA en un
tiempo muy corto. Gleevec también inhibe a las cinasas c-kit y PDFR, lo cual lo hace muy
eficiente para ciertos tipos de cdéncer sdlidos (tumor estromal gastrointestinal,
dermatofibrosarcoma) y otras leucemias (leucemia mielomonocitica crénica). El éxito
obtenido con Gleevec demuestra que ciertos tipos de cancer son muy dependientes de la
activacion de una sola cinasa de manera que pueden ser atacados selectivamente.!*

Al fendmeno de dependencia de un tumor por la actividad de cinasas se ha
llamado “adiccion a cinasas o dependencia a cinasas”. Otras cinasas conocidas como
generadoras de tumores cuando se encuentran mutadas son B-Raf en melanomas; el
receptor de FIt3 en leucemias, PI3K en distintos tumores, RET en cancer de tiroides y

[41], las cuales pueden ser explotadas para

mutaciones de los genes de la angiogénesis KDR
tratar estas enfermedades.
De acuerdo a su modo de unidn a la cinasa los inhibidores de cinasas de bajo peso
molecular se clasifican en cuatro tipos[40] (Figura 2.7):
i. Inhibidores de tipo I. Estos constituyen la mayor parte de los inhibidores
competitivos del ATP y reconocen la conformacién activa de la cinasa.

ii. Inhibidores de tipo Il. Reconocen la conformacidn inactiva de la cinasa.

iii. Inhibidores alostéricos. Se unen en otros sitios de la cinasa diferentes al
sitio de unidon del ATP, modulando la actividad de estas enzimas. Los
inhibidores de esta categoria exhiben los mas altos grados de selectividad.

iv.  Inhibidores covalentes. Se unen covalentemente al sitio activo de las
cinasas por medio de un residuo de cisteina nucleofilico. Se ha descrito que

hay aproximadamente 200 cinasas con un residuo de cisteina cerca de la

union del ATP.
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Figura 2.7. Inhibidores diversos de cinasas. Fasudil es inhibidor de la proteina cinasa C; UCN-01 es inhibidor
de cinasas dependientes de ciclinas y modulador de la actividad de otras cinasas; Gleevec inhibe a ABL, c-Kit
y PDFR; PD184352 y PD98059 inhibe a la MAPK cinasa 1; Sutent inhibe a KIT, PDGFR y VEGFR. Los
compuestos anteriores son inhibidores de cinasas de tipo I. Sorafenib inhibe a KIT, PDGFR, BRAF y VEGFR2
estabilizando sus formas inactivas (Inhibidor de tipo Il). CI-1040 es un inhibidor alostérico de MEK1
(Inhibidor tipo ll). Cmk se une covalentemente a RSK1, RSK2 y RSK3 en el sitio de unidn a ATP (inhibidor tipo
V).

Los inhibidores del tipo | consisten principalmente de anillos heterociclicos, que
reconocen al sitio de unidn de la purina del ATP, que sirven como anclaje para las cadenas
laterales que ocupan las regiones hidrofébicas | y Il (Figura 2.8).[4°]

Tradicionalmente, el objetivo principal de los estudios de fase | en oncologia es
determinar la dosis maxima tolerada, suponiendo que a dosis mas altas es probable
obtener una mejor actividad antitumoral. Dado que el objetivo de los inhibidores de
cinasas es inhibir una via metabdlica o de sefalizacién, es probable que la dosis necesaria

para inhibir eficientemente a la enzima se encuentre por debajo de los valores de la dosis

maxima tolerada.
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Es importante considerar que dentro de la toxicidad generada por estos
compuestos serd necesario distinguir de aquella ocasionada por la inhibicidon de la cinasa
objetivo (on-target) de aquella ocasionada por la inhibicion de cinasas no objetivo (off-
target). Como estos compuestos estan disefiados para unirse al sitio de unidn del ATP, es
probable que al aumentar la concentracion de farmaco en sangre el compuesto se una a
una o mas cinasas no objetivo. Obviamente, entre menor sea la especificidad de un
inhibidor serda mas dificil predecir cudl enzima es la causante de los efectos toxicos y
complicara la seleccidn de la dosis éptima a la cual se llevara a cabo la inhibicidn maxima
de la via metabdlica o de sefializacion deseada.

Estudios de selectividad de varios compuestos efectuados en un panel amplio de
cinasas, han mostrado que se ha logrado sintetizar compuestos activos contra una cinasa

o familia de cinasas!®? (Figura 2.7).
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Figura 2.8. El sitio de union a ATP de la cinasa AKT1 acomplejado con ATP (Protein Data Bank ID 106L). Se
muestran las regiones de unidn clave entre la cinasa y el ATP, los puentes de hidrogeno se indican utilizando
lineas punteadas. A la derecha se muestran algunos de los heterociclos mas comunes en los inhibidores de
cinasas (X = C, N). Modificado de la referencia [40].

Los inhibidores de cinasas no sélo pueden ser utilizados como agentes
farmacoldgicos. Por ejemplo, el compuesto PD98059 (Figura 2.7), que es un inhibidor
alostérico de la MAPK cinasa 1, previene la activacion de esta enzima por parte de RAF y
revierte el fenotipo causado por RAS mutado en lineas celulares.'®® Un derivado del
PD98059, es el PD184352 (Figura 2.7), el cual inhibié el crecimiento de células de cancer

de colon humano en ratones y aun después de varios meses de tratamiento no
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presentaron efectos téxicos severos.® Este resultado ha sorprendido a la comunidad
cientifica pues la via de las MAP cinasas ha sido involucrada en muchos procesos celulares
importantes y no se han encontrado formas mutantes con pérdida de funcién de estas
enzimas. Para explicar la falta de toxicidad de PD184352 se ha formulado la hipdtesis en la
cual el papel central de la cascada de las MAP cinasas en la diferenciacién y proliferacién
celular es necesario solamente durante la embriogénesis y que en animales adultos su
participacién es de menor importancia de lo que se suponia hace algunos afos;® o que

hace a estos compuestos herramientas utiles en la investigacidn bioquimica.

2.3.2.1. Inhibidores de CDKs

Las CDKs, como se menciona en la seccidén 2.3.1.1, tienen participaciones esenciales en la
regulacién del ciclo celular, lo cual ha incrementado el interés en desarrollar métodos
sintéticos que lleven a la obtencidon de compuestos que actien como inhibidores de estas
enzimas y que permitan detener el crecimiento celular. Es importante comprender que la
actividad de las CDKs en enfermedades proliferativas se encuentra incrementada y sus
inhibidores se encuentran inactivados.®”

Se han caracterizado diferentes clases de inhibidores de CDKs que incluyen
compuestos basados en el anillo de purina, alcaloides, derivados de butirolactona,
flavonoides, derivados de urea y paulonasles] (Figura 2.9). Estos compuestos son variados
con respecto a su estructura quimica (Figura 2.9), sin embargo comparten las siguientes
caracteristicas:

i. Poseen peso molecular bajo (<600)
ii.  Suestructura incluye heterociclos planos e hidrofdbicos
iii.  Compiten con el ATP por el sitio de unién de ATP en la CDK
iv.  Se unen con las cinasas principalmente por puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofdbicas.

Estas caracteristicas han sido confirmadas por varios estudios.!®”!

En los ultimos afios ha habido una busqueda intensiva de moléculas de bajo peso

molecular que actien como inhibidoras de CDKs, y a la fecha, ningun farmaco con este

mecanismo de accion ha sido todavia aprobado para su uso clinico. No obstante, al buscar
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agentes antineoplasicos aislados de plantas utilizadas en la medicina tradicional China, se
encontrd que el compuesto Indirrubina (Figura 2.9), presente en una mezcla de 11 hierbas
utilizada en casos de leucemia, demostré que su mecanismo de accidn esta basada en la

union al sitio del ATP de la CDK2, y se asume que los inhibidores de CDKs estan en uso

desde hace bastantes afios.®®
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Figura 2.9. Compuestos inhibidores de CDKs.

Los compuestos de primera generacién, tales como Flavopiridol, Olomucina y R-
Roscovitina (Figura 2.9), no cumplieron con las expectativas necesarias para convertirse en
farmacos utiles, ya que al llegar a las fases preclinicas, exhiben baja efectividad y efectos

691 Este fracaso se puede explicar por problemas de

secundarios adversos.
farmacocinética, posologia o bien por la unién a blancos moleculares no identificados en
los estudios iniciales.!® 59% 7% gjn embargo, el Flavopiridol ha sido utilizado exitosamente

para tratar la leucemia linfocitica crénica refractaria utilizando un esquema de
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administracion adecuado. El Flavopiridol se une de manera diferente a las proteinas
séricas humanas que a las bovinas, lo que ocasiona un aumento de la Clsg obtenida
después de 24 horas de tratamiento de 120 a 470 nM en células CLL. Con la dosis
administrada corregida y empleando una posologia apropiada el 45 % de los pacientes
obtuvieron un tiempo de respuesta medio mayor a 12 meses.!”!

Por otro lado, los inhibidores de CDKs incrementan la actividad para producir
apoptosis provocada por otros compuestos citotdxicos y por la radiacion ionizante.’
Estudios clinicos de fase | en pacientes con cancer de pulmdn de células no pequefias
(NSCLC) establecieron un intervalo de concentraciones seguras de flavopiridol que al ser
combinadas con Taxol y carboplatino lograron una respuesta parcial y en algunos
pacientes la enfermedad se estabiliz4.”*!

El aumento del efecto de farmacos citotdxicos tradicionales después del tratamiento
con inhibidores de CDKs esta relacionado con la inhibicién de proteinas antiapoptdticas. El
inhibidor de CDKs andlogo de purinas NU6140 (Figura 2.9), incrementé la citotoxicidad
causada por el Taxol en células HelLa de carcinoma cervical y en células OAW42/e. El
aumento de la toxicidad se correlaciond con la inactivacion de la proteina survivina, tanto
en su expresion como en su activacion por fosforilacién. Las células OAW42/Surv, que
expresan ectépicamente survivina en gran cantidad, son resistentes al tratamiento
combinado con NU6140 y Taxol.”?! Un inhibidor relativamente selectivo de la CDK2,
GW8510 (Figura 2.9), suprimio el crecimiento in vitro de seis lineas celulares derivadas de
cancer de pulmoén NSCLC y sin embargo fue inocuo en fibroblastos humanos normales. El
compuesto GW8510 causo la regulacion a la baja de la proteina antiapoptdtica XIAP a
nivel transcripcional, sin afectar los niveles de expresién de Bax, Bak o Bcl2.l7%!

Numerosos inhibidores de CDKs causan un bloqueo del ciclo celular y la induccidn de
apoptosis en lineas celulares. El mecanismo por el cual inducen la muerte celular ha sido
motivo de controversia, pues sdlo se espera un efecto citostatico. Una explicacién de este
fendmeno, es la supresion de la expresion de proteinas antiapoptodticas, y/o de la proteina

Mcl-1 via inhibicion de la CDK7 y/o CDK9. Una propuesta es que las células transformadas

pueden ser particularmente sensibles a la interrupcién en la sintesis y recambio de
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proteinas antiapoptéticas.WS] Por otro lado, la citotoxicidad de flavopiridol y R-roscovitina
se ha atribuido a la disminucion de los niveles tanto de XIAP y Mcl-1, debido a la inhibicién
de CDKs necesarias para la transcripcién.m] El tratamiento por 24 horas con inhibidores de
la CDK2 o de las CDK7 ¢ 9, inhibiendo previamente de manera farmacoldgica la apoptosis,
elimind permanentemente la capacidad de proliferaciéon de las células, aun cuando se
retire el farmaco del medio de cultivo. El tratamiento dado a las células con el inhibidor de
CDK2 redujo los niveles de XIAP y Mcl-1; sin embargo, inhibir sélo la sintesis de estas
proteinas en las células usadas en este estudio mediante RNA de interferencia no fue
suficiente para causar apoptosis. Estos datos indican que el mecanismo que causa la
muerte celular puede ser modelo dependiente.[m

Los compuestos inhibidores de CDKs de segunda generacidon son en general mas
selectivos hacia una CDK mostrando mejores propiedades farmacocinéticas. Pueden ser
divididos en tres clases diferentes:’®!

i. Compuestos inhibidores de una amplia variedad de CDKs.
ii.  Compuestos con actividad preferencial sobre CDK4, CDK6 6 CDK2.
iii. Compuestos con actividad tanto en CDKs como con otras cinasas Utiles para
tratar el cancer.

Estudios genéticos han suministrado evidencia que las CDKs de interfase son
complementarias entre ellas, de manera que si alguna falta, las demas pueden compensar
la actividad de la ausente y el ciclo celular se lleva a cabo a pesar de la carencia de estos
reguladores. Los ratones knockout para CDK2, CDK4 o CDK6 son viables y presentan pocas
anormalidades de tejidos especificos. Aun los ratones que les falta CDK6 y CDK2, CDK4 y
CDK6 6 CDK4 y CDK2 son viables desarrollandose hasta etapas avanzadas de la
embriogénesis y mueren por causa de anormalidades muy especificas.m] Por otro lado,
cada CDK tiene un papel concreto en células especializadas que no puede ser compensado
por las otras.”®! Esta informacion sugiere que alguna toxicidad se esperard de estos
compuestos.

Numerosos reportes indican que las CDKs no sdlo regulan el ciclo celular en las células

cancerosas, sino que en algunos casos son vitales para su desarrollo y supervivencia. Los
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ratones a los que les falta la ciclina D1 son resistentes a la formacion de tumores de mama
causados por el oncogén ErbB-2. La cruza de animales CDK4-/- con ratones MMTV-ErbB-2
y MMTV-Hras (propensos al cancer de mama) protegié a las crias contra este cancer.’”
Cabe aclarar, que los ratones CDK4-/- desarrollan mamas normales, indicando que la CDK4
sélo es indispensable para el proceso de tumorogénesis pero no para el desarrollo.®%! por
otro lado, la CDK2 no es necesaria para el crecimiento de tumores de colén y algunos
tumores de otro tipo.[gll La inhibicién de CDK4 y 6 en lineas celulares positivas para Rb

81| as células de melanoma requieren a la CDK2

tiene gran repercusion en su crecimiento.
para proliferar, ya que si se inhibe la sintesis de esta cinasa con RNA de interferencia la
capacidad de proliferacion se pierde.® El uso de péptidos que inhiben la unién de
CDK2/CycA y CDK2/CycE con sus sustratos tiene como consecuencia la apoptosis de
células tumorales, pero no afecta a sus contrapartes no tumorales.’®®!

La pérdida de la funcién de CDK1, que es mitética, no es compatible con la vida, hecho
comprobado en ratones knockout. Por lo tanto la inhibicién de CDK1 podria tener como
consecuencia una alta toxicidad. Sin embargo, la inhibicion de CDK1 tiene actividad
terapéutica relevante en células transformadas por MYC, pero no por otros oncogenes.®”
De estos resultados se observa que el uso de los inhibidores de CDKs dependera en gran
medida del contexto genético y anatémico del cdncer a tratar, asi como de las vias de
sefializacion activas en este.

El uso de los inhibidores de CDK no sélo estaria circunscrito al tratamiento del cancer.
Por ejemplo, la administracién de R-Roscovitina impide la aparicidon de glomerulonefritis,
enfermedad autoinmune que se caracteriza por proliferaciéon celular incontrolada de
células mesangiales, en ratones genéticamente susceptibles a esta enfermedad.® La R-
Roscovitina también promueve la resolucién de la inflamacidén en ratones con pleuritis
inducida con carragenano, dafio en pulmén inducido con bleomicina y en artritis
inducida; los inhibidores de CDKs causan apoptosis en las células inflamatorias por
disminucion de los niveles de Mcl-1, por lo que podrian ser usados también como

antiinflamatorios potenciales.[%] La CDK5 estd implicada también en la regulacién del

dolor, indicando que la modulacién farmacéutica de esta enzima podria tener ventajas
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analgésicas.[se’ 81 La CDKS5 también esta implicada en la muerte neuronal por apoptosis
gue se presenta en enfermedades neurodegenerativas, tal como Alzheimer, esclerosis
lateral amiotrdpica e infarto. Algunos inhibidores de CDKs han presentado resultados

prometedores como agentes neuroprotectores.®®

Por ejemplo, la administracion de
inhibidores pan-CDK atenud la perdida de neuronas dopaminérgicas en ratones
predispuestos a la enfermedad de Parkinson.'® También se ha propuesto su uso para
tratar enfermedades virales causadas por VIH, citomegalovirus, virus varicela-zoster, virus
del papiloma humano vy otros.®” Hasta ahora no se ha podido aislar una cepa de VIH
resistente a inhibidores de CDKs y el bloqueo en la replicacién viral esta relacionado con la
inhibicion de la CDK9.”

El flavopiridol interfiere con los procesos celulares clave de la replicacion viral sin

afectar la activacién de células T.°Y

2.3.2.2.Imidazo[1,2-a]piridina

La estructura quimica de imidazo[1,2-a]piridina consiste en un sistema biciclico con un
atomo de nitrégeno como cabeza de puente (Esquema 2.1) y el interés por compuestos de
este tipo ha aumentado debido a la gran diversidad de propiedades farmacoldgicas
asociadas a este sistema. Actividades relevantes tales como: hipnético[gz], antiviral[93],
antiparasitario® e inhibidor de la bomba de protones®®. También otros derivados con
este tipo de estructura han mostrado ser inhibidores de algunas cinasas; por ejemplo, IRK-
4P% GskP”l y MAPK/ERK'®® (Figura 2.10). De lo anteriormente descrito podemos sefialar
qgue las imidazo[1,2-ag]piridinas poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas, las
cuales dependen del patréon de sustitucién de la molécula, por lo que se le puede
considerar como una estructura versatil y privilegiada en el campo de la quimica
medicinal.

Los métodos de sintesis de esta molécula por lo general parten de la 2-
aminopiridina, sin embargo, otros métodos diversos también han sido utilizados®”
(Esquema 2.1).

El compuesto conocido como Gleevec es un farmaco obtenido a partir de la

optimizacion farmacéutica del anillo de 2-fenilaminopirimidina. Modificaciones
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posteriores de este nucleo permitieron descubrir que la sustitucién en la posicién cuatro
del anillo de pirimidina con un anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridin-3-ilo genera
compuestos con actividad inhibitoria selectiva de la cDK2."%' como inhibidores de CDKs
se han descrito preferentemente dos nucleos de imidazo[1,2-a]piridina: los derivados de

2-aminoimidazo[1,2-a]piridinas y de 3-(2-aminopirimidin-4-il)imidazo[1,2-a]piridinas (F, |

Figura 2. 10).
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Esquema 2.1. Estructura, numeracion y algunos métodos de sintesis del anillo de imidazo[1,2-a]piridina
(A). Los métodos de sintesis del anillo de imidazo[1,2-a]piridina incluyen i) la condensaciéon de 2-
aminopiridina con compuestos a-halocarbonilos; ii)por reaccién de 2-cloropiridina con triazoles; iii) ciclacién
de  1-(2-alquinil)2-aminometilimidazoles; iv) reaccion de (arilacetil)imidazoles con ésteres
acetilendicarboxilicos; v) condensacidn de 2-aminopiridinas con trimeros dihidratados de glioxal; vi)
condensacion de aldehidos o isonitrilos con 2-aminopiridinas y vii) condensacion de imidazoles con
compuestos 1,4-dicarbonilicos. Modificado de la referencia [101].

Los derivados de 3-(2-aminopirimidin-4-il)-2-metilimidazo[1,2-a]piridina
interaccionan con la CDK2 formando puentes de hidrogeno entre el N1 de la pirimidina y
el NH del residuo Leu83. También participa el grupo 2-amino de la pirimidina con el
carbonilo de Leu83. Por otro lado, el N1 del anillo de imidazo[1,2-a]pirimidina también
forma puentes de hidrégeno con el NH de un residuo de Ly533.[10°a] La remocidn del grupo
metilo en posicién dos causdé un aumento en la actividad sobre la CDK2. Entre los datos

mas relevantes colectados de la relacion estructura actividad, se puede destacar que el
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requisito mas importante para inhibir a la CDK2 es la presencia del motivo hidrofdbico
fenilamino localizado en el anillo de pirimidina.[loom

El compuesto AZ703 (I, Figura 2.10) induce apoptosis en células MCF7 de cancer de
mama. Cuando se realiza un tratamiento previo con el antiestrégeno ICI-182780, para
reducir la capacidad de proliferacion de MCF7, tiene como consecuencia un aumento de la
Clsop de AZ703 en esta linea celular, indicando que estos compuestos son mas activos en
células proliferativas. Los efectos en el ciclo celular dependen del estado de las células. En
células asincrénicas AZ703 causa un arresto en la fase G2/M. En células sincronicas el
arresto ocurre en la fase G1/G0.%%? La apoptosis causada por AZ703 se asocié a la

presencia de actividad del factor de transcripcién E2F-1 durante la fase S del ciclo celular,

el cual normalmente debe estar inactivo durante esta fase, debido a la inactivacion de la

CDK9.11%3!
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Figura 2.10. Derivados de imidazo[1,2-a]piridina con actividad farmacoldgica. B, Zolpidem, un ansiolitico;
C, Zolimidin inhibe a la bomba de protones; D, ligando del receptor GABA,; E, inhibidor de MAPK/ERK cinasa;
F, inhibidor de CDKs; G, antiviral contra el virus de herpes simple 1; H, Inhibidor de la CDK2; I, AZ703
inhibidor de CDK1, CDK2, CDK7 y CDK9.

La investigacion de grupos bioisostéricos del anillo de imidazo[1,2-a]piridina ha
sido escasa. Uno de los posibles bioisdsteros de este anillo es el anillo de quinolina. La

sustitucion bioisostérica del anillo de 2-metilamino[l,2-a]piridina por un anillo de
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quinolina se llevd a cabo satisfactoriamente en la sintesis de antagonistas dirigidos al

receptor de bradicinina Bz.[m]

2.3.2.3. Pirimidinas

Los azaheterociclos, especialmente las pirimidinas, constituyen una clase de compuestos
que se encuentran presentes en una gran variedad de productos naturales.'® Algunos
ejemplos de sus usos farmacéuticos engloban actividades como antivirales, antobioticos,
antitumorales, antiepilépticos e hipotensores. Las pirimidinas han brindado una cantidad
considerable de medicamentos, incluyendo moléculas importantes como Trimetropim, 5-
Fluorouracil, Sulfadiazina, Capecitabina, Zidovudina, Metilfenobarbital, Minoxidil (Figura

2.11)*%ly Gleevec (Figura 2.7).1°%
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Figura 2.11. Medicamentos que contienen anillos de pirimidina en su estructura. Trimetropim, un
antibiotico; 5-Fluorouracil, un antitumoral; Sulfadiazina, un antibiético; Capecitabina, un profarmaco del 5-
Fluorouracil; Zidovudina, antiviral util en el tratamiento del VIH; Metilfenobarbital, un antiepiléptico;
Minoxidil, un hipotensor.

La gran variedad de actividades farmacoldgicas de éste nucleo han propiciado el

desarrollo de un gran numero de estrategias sintéticas que han sido revisadas

. 107
extenswamente.[ 071

En general, son tres los métodos generales de sintesis de éste anillo (Esquema 2.2).

N
eNe oMo oM

N...C )
N € & N.o-C

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

Esquema 2.2. Diferentes tipos de sintesis de pirimidinas.
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La mayoria de las metodologias sintéticas utilizan fragmentos N-C-N; generalmente
derivados de la urea y amidinas, que se condensan con compuestos 1,3-dicarbonilicos
(Tipo I). Los nitrilos han sido utilizados como fuentes de C-N, un derivado importante en la
sintesis de pirimidinas es la cianamida (fragmento N-C-N). La ciclacién generalmente
envuelve una condensaciéon doble con eliminacién de agua, alcohol, aminas o haluro de
hidrogeno entre grupos amino y grupos carbonilo, dcidos carboxilicos, ésteres, cloruros de
acilo, éteres de enol o enaminonas. La reaccidon puede ocurrir también por la adicién de
amino a grupos nitrilo o a enlaces dobles polarizados sin que haya una eliminacidn. Las 2-

aminopirimidinas se sintetizan utilizando guanidina o 2 equivalentes de cianamida

) [105, 107]

(Esquema 2.3.

Esquema 2.3. Sintesis de 2-aminopirimidinas. La reaccién procede con compuestos 1,3-dicarbonilicos o
mediante dobles o triples enlaces polarizados. a. guanidina (NH2(C=NH)NH2) o 2 moles de cianamida
(H,NCN).

En el método sintético del tipo 2 se utilizan aminometilidenos como fragmento C-N
y en el método tipo 3 se emplean 1,3-diaminas que pueden ser ciclocondensadas con
carbonato de dietilo, fosgeno o aldehidos.!*?”! Comunmente, todos los métodos sintéticos
actuales son variantes de estos tres métodos.

Los anillos de diazina (pirimidinas, piridazinas, piridazinonas, pirazinas,
quinazolinas, quinoxalinas) son elementos estructurales ampliamente utilizados como
parte estructural de inhibidores de CDKs. De las patentes relacionadas con inhibidores de

CDKs hasta el 2009, el 13.5% incluyen éstos tipos de estructuras.'%
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2.4. Reacciones de N-arilacion catalizadas con paladio.

Las reacciones de sustitucidon nucleofilica aromatica para la sintesis de derivados N-
arilados es de muy corto alcance y sélo aplicable en el caso de anillos aromaticos con
grupos electroatractores. El acoplamiento de un compuesto que contiene un grupo N-H
con haluros de arilo mediado por cobre o catalizados por cobre ha permitido esta

.7 1
transformacion('®”

. Sin embargo, el uso de altas temperaturas y el requerimiento de un
exceso del haluro de arilo son incompatibles con muchos sustratos, limitando
notablemente la versatilidad de la reaccion.

El acoplamiento catalizado por paladio para la formacion de enlaces C-N es una
metodologia atractiva para formar enlaces entre aminas y haluros o ésteres de acido
sulfénico aromaticos. Un aspecto importante de esta metodologia es la formacion de
enlaces C-N utilizando aminas, amidas, urea, carbamatos, sulfoximinas, guanidinas,
etc.[20

La reaccién de N-arilacion catalizada por paladio (reaccion de Buchwald-Hartwig)
requiere un sistema de cuatro componentes para formar de manera eficiente el enlace C-
N. Un precursor de paladio se estabiliza en un disolvente adecuado utilizando un ligando
apropiado que aumenta la densidad electrénica en el metal para facilitar la adicién
oxidativa y provee suficiente impedimento estérico para acelerar la eliminacidn reductiva.
También se requiere una base para desprotonar la amina utilizada antes o después de la
coordinacion con el paladio. Debido a la naturaleza usualmente heterogénea de la
reaccion, debido a la solubilidad de la base o de los sustratos, el solvente juega un papel
importantisimo en la N-arilacién, mas que en otras reacciones de acoplamiento.[llol

Una de las aéreas de mayor avance de esta reaccion es el desarrollo de ligantes
con mayor reactividad y selectividad. Muchos de los ligantes mas exitosos para la N-
arilacion son los derivados de fosfinas monodentadas sustituidas con anillos bifenilicos.
Estos ligantes aumentan notablemente el alcance de la reacciéon permitiendo usar cloruros
de arilo y haluros de arilo inactivados, aln en condiciones suaves de reaccion*!

Usualmente como fuente de paladio se utilizan precursores de Pd(0) o Pd(ll). El

Pd(Il) debe ser reducido in situ al estado elemental para que pueda ejercer su funcién
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catalitica; generalmente esto se logra agregando una fosfina, hidruros metdlicos, CO,
alquenos o compuestos organometélicos.[m]

La base utilizada para el acoplamiento debe ser elegida con cuidado, ya que la
mayoria de las reacciones secundarias se deben a ésta.

La mayoria de las reacciones reportadas se han realizado utilizando tolueno como
disolvente.M% 1 1131 | o5 solventes generalmente tienen que secarse y desgasificarse para
gue la reaccién se lleve a cabo; pero esto depende en gran medida de la sensibilidad al
aire del sistema catalitico utilizado. En casos especiales, cuando la fosfina utilizada como
ligante es ligeramente sensible al aire, la reaccion puede realizarse en presencia de
oxigeno.!*¥

Esta reaccidn ha mostrado gran versatilidad y ha sido utilizada en la sintesis total
de productos naturales y analogos de éstos, aminas aromaticas, heterociclos, de nuevos
ligantes e inclusive en la sintesis de polimeros, confirmandose como un método robusto y

.213)

confiable; que ha sido utilizado también a escala industria mecanismo de la

reaccion de Buchwald-Hartwig se muestra en el Esquema 2.4.

Esquema 2.4. Mecanismo propuesto para el acoplamiento C-N catalizado por paladio. En general se
admite que no hay un mecanismo de reaccién universal para esta reaccion, sino que hay multiples vias que
dependen de la fosfina y de los sustratos utilizados. EI mecanismo generalmente aceptado consiste de dos
vias posibles, dependiendo si la base utilizada se coordina o no con el metal. Las tres partes principales del
ciclo catalitico son: adicidon oxidativa, formacién del complejo amido y eliminacién reductiva. Esquema
modificado de la referencia [115].
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3. Hipotesis y objetivos
3.1. Hipétesis

Los derivados de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina sustituidos en posicion 3 con un anillo de 2-
aminopirimidin-4-ilo han demostrado ser inhibidores de las CDKs.™%! por otro lado, se
sabe que el reemplazo de dtomos de hidrogeno por flior no siempre afecta la actividad de
varios compuestos con actividad farmacéutica definida. Por otro lado, se ha descrito que
un bioiséstero del anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina es el anillo de quinolina, como
ocurre cuando se sintetizaron compuestos antagonistas no peptidicos para el receptor de
bradicinina.l’*¥ E| remplazo bioisostérico es dependiente del blanco proteinico sobre el
que se aplique y en algunos casos no funciona. Por lo tanto, basandose en los argumentos

anteriores se propusieron las siguientes modificaciones:

Introducciéon de grupos tolil ,
4-(trifluorometil)fenil,
5-formiltiofen-2-il

Sustitucién por un grupo
trifluorometilo

Sustitucion por un anillo 3- 6 v
4- quinolinil

Tomando en cuenta lo anterior, se plantea la siguiente hipdtesis:

Si se utiliza la estrategia de la modificacion bioisostérica en 2-arilamino-4-(imidazo[1,2-
alpiridin-3-il)pirimidina, reemplazando dtomos de hidrégeno por fluor, fenilo por tiofenilo
y el anillo de imidazo[1,2-a]piridina por quinolina, dard como resultado moléculas con

actividad citotoxica e inhibitoria de CDK1/CycBy CDK2/CycA.
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3.2. Objetivos
Sintetizar una serie de derivados de 3-(4-pirimidinil)-2-metilimidazo[1,2-a]piridina (1-12) y
posteriormente determinar su citotoxicidad asi como su actividad inhibitoria de cinasas

dependientes de ciclinas.

Objetivos particulares.

e Sintetizar los derivados de 3-(4-pirimidinil)-2-metilimidazo[1,2-a]piridina y 3(4)-
(4-pirimidinil)quinolina presentados en la Figura 3.1.

e Evaluar la citotoxicidad in vitro de los compuestos sintetizados en lineas
celulares tumorales.

e Evaluar el efecto de algunos compuestos sobre el ciclo celular de lineas
celulares humanas y determinar el tipo de muerte celular involucrada de
compuestos seleccionados.

e Determinar la inhibicién de CDK1/CycB y CDK2/CycA por parte de algunos de

los compuestos sintetizados.
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Figura 3.1. Estructuras de los compuestos 1-12. 1, 2-metil-3-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-
alpiridina; 2, 2-metil-3-(2-(4-(trifluorometil)lfenilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina; 3, 5-(4-(2-
metilimidazo[1,2-a]piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino)tiofeno-2-carbaldehido; 4, 3-(2-aminopirimidin-4-il)-2-
(trifluorometil)imidazo[1,2-alpiridina; 5,  3-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)-2-(trifluorometil)imidazo([1,2-
a]piridina; 6, 2-(trifluorometil)-3-(2-(4-(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina; 7, 4-
(2-aminopirimidin-4-il)quinolina; 8, 4-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)quinolina; 9, 4-(2-(4-
(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-il)quinolina; 10, 3-(2-aminopirimidin-4-il)quinolina; 11, 3-(2-(p-
tolilamino)pirimidin-4-il)quinolina; 12, 3-(2-(4-(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-il)quinolina.
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4. Resultados

4.1. Parte Quimica
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Esquema 4.1. Reactivos: i) bromuro de etinilmagnesio 0.5 M; ii) MnO,, para el compuesto 20 Ca(ClO),,
CH,Cl,, agua, bromuro de tetrabutilamonio, iii) sulfato de guanidina, K,CO;, n-butanol (etanol-agua 85:15
para 24) iv) Xantphos (3 %), Pd(dba), (3 %), Cs,CO; (3 equivalentes), haluro de arilo (1.1 equivalentes, 4-
metil-1-yodobenceno, 4-(trifluorometil)-1-yodobenceno o  5-bromotiofeno-2-carboxaldehido). Las
estructuras de 1-12 se muestran en la Figura 3.1y Tabla 4.1.

Para lograr la sintesis de los compuestos 1-12 se utilizé el aldehido
correspondiente (Esquema 4.1). 3- y 4-quinolinacarboxaldehido los cuales se encuentran
disponibles comercialmente; 2-metilimidazo[1,2-a]piridina-3-carboxaldehido (15) y 2-
(trifluorometil)imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxaldehido (16) que se prepararon a través de

la ruta sintética mostrada en el Esquema 4.2.

CHO
i, i,
SHE e T g At
= NH, i XN iv XN
13 R=CH, 15 R=CHj
14 R=CF; 16 R=CF,

Esquema 4.2. Reactivos: i) Bromoacetona o 3-bromo-1,1,1-trifluoroacetona; ii) Trietilamina iii) POCl;, DMF;
iv) NH,Cl (acuoso, solucidn saturada).
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Bromoacetona 6 3-bromo-1,1,1-trifluoroacetona se hicieron reaccionar con 2-
aminopiridina a temperatura ambiente hasta la formacidon de una sal; posteriormente se
agrego trietilamina a la mezcla de reaccion y se calentd para obtener los compuestos 13 y
14 (Esquema 4.2). La reaccion de Vilsmeier—Haack de estos productos con cloruro de
clorometiliminio en DMF formo los compuestos 15y 16 (Esquema 4.2).

La adicién nucleofilica de bromuro de etinil magnesio 0.5 M en THF a los aldehidos
aromaticos 15-18 proporciond los derivados de alcohol propargilico 19-22 (Esquema 4.1).
Estos a su vez fueron oxidados con MnQO; para obtener las alquinilcetonas 23, 25 y 26.
Desafortunadamente, la oxidaciéon de 20 con MnO, dio resultados poco satisfactorios.
Para llevar a cabo la oxidacion requerida se utilizé hipoclorito de calcio en condiciones de
transferencia de fase, dando por resultado el compuesto 24. La ciclocondensacién de 23-
26 con sulfato de guanidina dio por resultado las 2-aminopirimidinas sustituidas con 2-
metilimidazo[1,2-a]piridinilo (27, 4) y las 2-aminopirimidinas sustituidas con 4-quinolinilo
(7) y con 3-quinolinilo (10) (Esquema 4.1). Los productos deseados 1-3,5, 6, 8,9, 11y 12
fueron obtenidos con rendimientos de buenos a excelentes después del acoplamiento
entre los compuestos 27, 4, 7 y 10 y un bromuro o yoduro aromatico utilizando
condiciones modificadas de la reaccion de Buchwald—HartwigmG] (Esquema 4.1). Todos los
compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante RMN de 'H, RMN de C y

espectrometria de masas.

4.2. Parte Bioldgica

La actividad citotéxica de todos los compuestos fue evaluada en las lineas celulares
humanas U251 (glioma), PC-3 (préstata), K562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF7 (mama) y
SK-LU-1 (pulmon).

Un ensayo inicial a una concentracion fija de 50 uM, la cual consideramos
tedricamente como la concentracidn maxima para que un compuesto presente
citotoxicidad moderada, demostrdo que los compuestos ensayados poseen actividad
citotéxica relevante en las seis lineas celulares investigadas (Tabla 4.2.). Como un control

positivo de citotoxicidad, se utilizd 5-fluorouracilo a la misma concentracion.
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Tabla 4.1.

Susceptibilidad in vitro por parte de las lineas celulares SK-LU-1 y MCF7 hacia los compuestos sintetizados 1-

12.
H
N\ N‘R
Cx
Ar
Compuesto Ar R Clso (LM)?
SK-LU-1 MCF7
b % 0.0197+0.0087 0.059+0.007
1 @& ol
\ \N
s Y 0.034+0.016 0.066+0.002
2 CNL§‘ FC/©/
S \N 3
s I 1.5440.14 4.27+0.36
3 @&ﬁ g~ "CHO
XN
s H 56.51+1.4 53.68+21.62
4 @\/\g’cﬁ
NN
" LY 0.175+0.005 0.044+0.02
5 e T
NN
" Y 0.745+0.18 0.29+0.24
6 _ N:§~CF3 cm©/
T H >50 40.25+0.25
7 X
N/
T % 1.4+0.15 0.6+0.04
: y T
N/
T Y 1.72+0.13 1.65+0.06
9 o LT
N7 FiC
% H >50 >50
N
% % ND ~50
. o
N
N Y ND >50
12 cor
N

F4C

ND: No determinado

® Los resultados muestran la concentracién que produce una inhibicién del crecimiento celular del 50 %, este
parametro se midié usando la técnica de sulforrodamina B. Los datos representan la mediatDS de tres

experimentos independientes.
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Adicionalmente, se decidié determinar los valores de concentracién inhibitoria del
50% del crecimiento celular (Clsg) Unicamente seleccionando las lineas celulares mas
sensibles (MCF7 y SK-LU-1). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.1.

La citotoxicidad se midié utilizando la técnica de la sulforrodamina, la cual se
detalla en el Apéndice A.2.1. La técnica de la sulforrodamina B se utiliza para determinar
la densidad de la poblacién de células, midiendo el contenido de proteina celular (a7,

Coémo paso siguiente, se evaluaron los efectos en el ciclo celular de los compuestos
1, 3 y 8 sobre el crecimiento y divisién de células SK-LU-1 y MCF7 asincrdnicas. Para este
fin utilizamos la técnica de Citometria de Flujo, la cual mide el contenido de ADN celular
después de 24h de tratamiento con los compuestos antes mencionados, utilizando yoduro
de propidio como colorante fluorescente (Tabla 4.3., Figura 4.1.). Como control positivo
utilizamos el compuesto Olomoucina, el cual es inhibidor de la cinasa CDK1 y CDK2, y
como control negativo células tratadas con DMSO a la concentracion maxima utilizada
durante los experimentos. Los resultados muestran el porcentaje de células que emiten
fluorescencia de manera proporcional a su contenido de ADN (Tabla 4.3.).

El ciclo celular es el intervalo entre dos mitosis consecutivas en células que se
estdn dividiendo continuamente. Después de la mitosis, la célula se mueve a la fase
GO/G1. Estas dos fases estan consideradas juntas en citometria de flujo en virtud de que
ellas no pueden ser diferenciadas cuando se mide el contenido de ADN. En condiciones
normales la proporcidn de células es mayor al 95% con una cantidad de ADN igual a 2N. La
fase de sintesis o fase S representa a las células que estan duplicando sus cromosomas y
por lo tanto estan sintetizando activamente ADN; estas células tienen un incremento de
su contenido de ADN que pasa de 2N a 4N. Posteriormente la célula entra a la fase G2 que
es la ultima fase antes de la mitosis. Sin embargo, la fase G2 suele agruparse con la fase de
mitosis como fase G2/M, ya que presentan el mismo contenido de ADN. Estas células se
consideran con mayor cantidad de ADN y que corresponde a 4N. La fase GO o de arresto
celular puede ser la ultima por un periodo que puede durar meses o afios. Finalmente la
fase SubGO representa a las células que se encuentran en apoptosis. En las células

apoptéticas hay degradacién de la cromatina, por lo que presentan un contenido de ADN
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Tabla 4.2.
Inhibicién del crecimiento de lineas celulares humanas por parte de los compuestos 1-12 °

% de inhibicion del crecimiento

Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF7 SK-LU-1
1 100.0 94.2 89.4 95.2 88.5 100.0
2 85.6 64.5 84.8 88.6 83.4 100.0
3 57.8 49.5 88.1 85.4 75.9 100.0
4 92.2 74.0 56.3 24.0 100.0 71.0
5 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
6 100.0 92.0 94.2 94.4 100.0 95.0
7 100.0 77.38 9.4 NA 100.0 78.2
8 100.0 100.0 50.9 100.0 100.0 100.0
9 91.8 87.3 NA 100.0 100.0 100.0
10 38.5 31.9 NA NA 100.0 59.3
11 87.7 59.5 NA 30.3 100.0 46.3
12 49.8 22.9 NA 24.0 80.9 35.4
5-fluorouracil 64.2 45.4 73.7 71.3 65.1 70.5

® 50 uM; media de tres experimentos. NA= sin actividad. Determinado mediante la técnica de

sulforrodamina B

Figura 4.1. Efecto sobre las fases del ciclo celular en células SK-LU-1 y MCF7 por parte de los compuestos 1,
3, y 8 después de 24h de tratamiento. DMSO fue utilizado como control de disolvente. (A, SK-LU-1; E, MCF7).
Olomoucina fue utilizada como control positivo (ho mostrado). Tratamiento a una concentracion de 0.04 pM
del compuesto 1 (B), 8.4 uM del compuesto 3 (C), 1 uM del compuesto 8 (D), y 70 uM de Olomoucina se
utilizaron en la linea celular SK-LU-1. Tratamiento a una concentracién de 0.118 uM del compuesto 1 (F), 8.4
UM del compuesto 3 (G), 1 uM del compuesto 10 (H), y 60 uM de Olomoucina se utilizé en la linea celular
MCF7. Se presenta un experimento representativo de tres ensayos independientes.
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menor a 2N permitiendo ser cuantificadas por la aparicién de un pico por debajo de la
region GO/G1, llamado pico SubGO (menor a 200 en el eje FL2-A, Figura 4.1).

Los compuestos 1, 3 y 8 causaron una disminucion de la fase G1/GO y un aumento
en la fase G2/M del ciclo celular de la linea SK-LU-1, a la concentracion utilizada en este
experimento (Tabla 4.3, Figura 4.1), la fase S del ciclo celular no sufrié diferencias
significativas en esta linea celular. La linea MCF7 muestra un histograma después del
tratamiento con los compuestos 1 y 3, que poseen un anillo de 2-metilimidazo[1,2-
a]piridina, afin a las células control. Sin embargo, las diferencias no son estadisticamente
significativas. En contraste, el compuesto 8 causé un fuerte arresto en la fase G2/M
(Figura 4.1, Tabla 4.3) después de 24h de tratamiento comparadas con las células control
(Figura 4.1, Tabla 4.3) y una disminucién notable en la fase G1/G0 del ciclo celular de la
linea MCF7. La fase S no presenta diferencias significativas comparando con las células
control. La Olomoucina no tiene efecto en el ciclo celular de las células MCF7 a la
concentracién utilizada en este experimento (Tabla 4.3). El aumento en el volumen celular
caracteristico de un arresto en la fase G2/M del ciclo celular fue evidente para todos los
compuestos en la linea SK-LU-1, asi como para el compuesto 8 en MCF7. Este pardmetro
también fue medido por citometria de flujo (no se muestra). El aumento del volumen
celular, después del tratamiento con los compuestos, se observdé también mediante

microscopia de fluorescencia (Figura 4.3).

Tabla 4.3.
Analisis del ciclo celular en las lineas celulares SK-LU-1 y MCF7 después del tratamiento con los compuestos
1, 3y 8 durante 24h. DMSO se utilizé como control de disolvente y Olomoucina como control positivo.

Compuesto Fase del ciclo celular (%)®
SK-LU-1 MCF7
G1 S G2/M G1 S G2/M
1 4.7+0.4* 20.9+10.7 77.5t5.6* 60.8+1.8 25.3t4.3 14.7+7.0
3 42.5+0.4* 13.9+4.2 48.0+85* 54.5+6.3 15.7t4.6 22.2+1.6
8 8.1#9.6 * 22.0+19.3 74.0+11.4* 18.745.6* 15.1+6.7 64.7+1.4*
DMSO 61.7+t29 18.2#1.5 16.1+0.9 57.0£3.7 17.0%1.2 23.2+0.4

Olomoucina 44.2+29 19.7+8.6* 31.8#3.7* 60.6#3.1 15.1+2.3 23.2+04

Los resultados son expresados como la mediatDS de tres experimentos independientes.
*P<0.05 comparando con el control de disolvente (DMSO).

La resistencia a la apoptosis es uno de los mecanismos implicados en la falta de

eficacia de la quimioterapia. Para determinar cuando el arresto en la fase G2/M es
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seguido de muerte apoptética o necrdtica, células SK-LU-1 creciendo en forma asincrdnica
fueron expuestas a los compuestos 1, 3, 5 y 8 por 24 y 48h. La muerte celular fue
monitoreada por citometria de flujo, usando como indicador de apoptosis la unién de
anexina V marcada con isocianato de fluoresceina (anexina V-FITC) a fosfatidilserina
(lipido que se externaliza durante la muerte por apoptosis). Adicionalmente, con yoduro
de propidio, el cual tifie al ADN. Las células apoptdticas muestran fluorescencia positiva
para Anexina V-FITC. Subsecuentemente, se observa un aumento en el canal FL-1H, que
mide fluorescencia verde, y que indica muerte celular por apoptosis. En el histograma de
eventos (Figura 4.2), la esquina superior izquierda del cuadrante (UL) representa detrito
celular, el cuadrante inferior izquierdo (LL) son células vivas, el cuadrante superior
derecho (UR) son células apoptéticas tardias o células necréticas y por ultimo el cuadrante

inferior derecho (LR) son células apoptoticas.

Figura 4.2. Porcentaje de induccidn de apoptosis en la linea celular SK-LU-1 después del tratamiento a una
concentracion de: 0.04 uM del compuesto 1, 8.4 uM del compuesto 3, 0.4 uM del compuesto 5y 1 uM del
compuesto 8 durante 48h, DMSO se utilizd como control de disolvente (A). Deteccién de apoptosis
mediante tincidn con anexina V-FITC y yoduro de propidio después del tratamiento con los compuestos 1
(B), 3 (C), 5 (D), y 8 (E) en las células SK-LU-1. Se muestra un experimento representativo de tres. Los
eventos en el cuadrante LR corresponden a las células en apoptosis.

Después de un periodo de incubacidn de 24h con los compuestos aqui estudiados
no se detectd apoptosis estadisticamente significativa superior a las células control, las

cuales fueron incubadas sélo con DMSO (no se muestra). Sin embargo, a las 48h de

47



tratamiento (Figura 4.2) los compuestos 1, 3, 5 y 8 son inductores efectivos de apoptosis,
mostrando un aumento significativo de células apoptéticas comparado para lo observado
en el control. Ademas, no se encontraron evidencias que sugirieran un mayor niumero de
células necréticas con respecto al control (Figura 4.2 B, C, D y E). La muerte celular por
apoptosis se confirmé mediante la técnica de TUNEL (Figura 4.3).

Por ultimo, también analizamos la actividad de los compuestos 1-3, 8 y 11 sobre las
enzimas recombinantes humanas CDK2/CycA y CDK1/CycB. Como control positivo se
utilizé Olomoucina.

Se ha reportado que la Clso la Olomoucina es de 7 uM para la enzima CDK2/CycA 'y
CDK1/CycB;[118] por esta razén decidimos probar todos los compuestos usando esta Unica
concentracion. En general, todos los compuestos probados demostraron ser mejores que
Olomoucina sobre ambas enzimas, CDK2/CycA y CDK1/CycB (Tabla 4.4). Los compuestos 1,
2 y 3 también inhiben la actividad de CDK1/CycB en una proporcion similar. Fue
interesante detectar que los compuestos con un anillo de quinolina presentan mayor
potencia para inhibir a la CDK1/CycB. En la CDK2/CycA los compuestos mas activos fueron
2y 3. Aunque el compuesto 3 no exhibe mayor actividad citotdxica que el compuesto 1 si
presento una actividad inhibitoria de CDKs. Es importante notar que el compuesto 11 no
presenta actividad citotdxica aun a una concentracion de 50 uM (Tabla 4.1). No obstante,
pudimos detectar que si inhibe a las enzimas CDK2/CycA y CDK1/CycB de forma similar

qgue el compuesto 8 (Tabla 4.4).
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Figura 4.3. Deteccion de la muerte celular por apoptosis causada por los compuestos 3, 5y 8 en células SK-
LU-1 después de 48 horas de tratamiento mediante la técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling). DMSO fue utilizado como control negativo. Células incubadas en
condiciones estandar tratadas con ADNsa | se utilizaron como control positivo. Tratamiento a una
concentracion de 8.4 uM del compuesto 3, 0.4 uM del compuesto 5y 1 uM del compuesto 8 se utilizé para
detectar la apoptosis. Las células positivas para la reaccion TUNEL se observan como células con material
genético fluorescente. Se sefiala un ejemplo de células con material genético fragmentado, signo de muerte
celular por apoptosis, en las imagenes donde se presenta este fendmeno mediante una flecha. Las células
tratadas con los compuestos 3, 5 y 8, ademas de presentar material genético fragmentado, presentan un
volumen celular aumentado, caracteristico de un arresto en la fase G2/M del ciclo celular, con respecto a las
células control (DMSO, ADNsa).
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Tabla 4.4.
Porcentaje de inhibicidn de cinasas dependientes de ciclinas recombinantes humanas por parte de los
compuestos 1,2,3,8y 11 *

CDK/Cyc Compuesto
Olomoucina 1 2 3 8 11
CDK1/CycB 48 59 60 52 75 73
CDK2/CycA 43 58 69 76 45 49

* 7 UM; media de dos experimentos independientes.

La determinacion de la Clsg de los compuestos 1, 3 y 8 en las enzimas CDK1/CycB y
CDK2/CycA (Figura 4.4D) se realizé utilizando el servicio SelectScreen® Biochemical Kinase
Profiling Service de InVitrogen (Madison, WI, USA) mediante la tecnologia Z'-LYTE®. De
acuerdo al proveedor del servicio, el ensayo utiliza un péptido que contiene dos
fluoréforos, uno en cada extremo del péptido, los cuales hacen un par FRET (donador,
cumarina; aceptor, fluoresceina). El ensayo se basa en la diferencia de sensibilidad del
péptido fosforilado y no fosforilado a la hidrdlisis por parte de una proteasa (Figura 4.5).

En la primera parte de la reaccidn, la cinasa transfiere un grupo fosfato al péptido
FRET. En la segunda parte, una proteasa reconoce un sitio especifico e hidroliza los
péptidos FRET no fosforilados. La fosforilacion del péptido FRET suprime el rompimiento
del péptido. De esta manera, al hidrolizarse el péptido se elimina la transferencia de
energia y consecuentemente no se presenta el fendmeno FRET, mientras que los péptidos
fosforilados lo mantienen. Se calcula la relacion de fluorescencia donador/aceptor para
cada celda, y si el péptido es fosforilado la relacién da por resultado un valor pequefio, si
el péptido no es fosforilado la relacion aumenta su valor. La magnitud de la fosforilaciéon
correlaciona con la relacion fluorescencia donador/aceptor, asi se determina la actividad
de la cinasa y de esta manera se puede medir la actividad inhibitoria de compuestos que
se sospecha que inhiben cinasa (Figura 4.5).

Los perfiles de inhibicion de las enzimas por parte de los compuestos sintetizados
(Figura 4.4 A, By C) muestran que los productos probados son mas activos en CDK2/CycA
que en CDK1/CycB. El compuesto 8 también presentd mayor actividad en CDK2/CycA, a

diferencia del ensayo a un solo punto. El compuesto 3, que presenta en su estructura un
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anillo tiazdlico y un aldehido presenta la mayor potencia en la inhibicién de la enzima

anteriormente mencionada.
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Figura 4.4. Perfil de inhibicion de en las enzimas CDK1/CycB y CDK2/CycA por parte de los compuestos 1
(A), 3 (B) y 8 (C) y valor de Cls, en estas enzimas (D). La inhibicidn de la actividad de las CDK1/CycB y
CDK2/CycA se determind utilizando el ensayo Z-LYTE®

Figura 4.5. Tecnologia Z-LYTE . El péptido utilizado en el ensayo posee dos fluoréforos, uno en cada extremo
(cumarina y fluoresceina), que forman un par FRET (de las siglas en ingles de transferencia de energia de
resonancia de Forster). El fendmeno FRET es dependiente de la distancia presente entre los dos fluoréforos,
la molécula donadora emite tipicamente a longitudes de onda mas corta que se traslapan con el espectro de
absorcién del emisor. La transferencia de energia ocurre sin la aparicion de un fotén y es el resultado de
interacciones dipolo-dipolo de largo alcance entre el donador y el aceptor[ng], por lo que para que se
presente el fendmeno el péptido debe permanecer integro. El péptido contiene una secuencia reconocible
por la cinasa estudiada, por lo que al incubar en presencia de la enzima esta transferird un grupo fosfato al
péptido. Al finalizar la reaccién se adiciona una proteasa que reconoce sélo al péptido no fosforilado. Si el
péptido no es fosforilado por la cinasa, por ejemplo por la adicién de un inhibidor, el fendmeno FRET se
elimina al hidrolizarse el péptido, lo cual se puede detectar midiendo la emisién de la cumarina y la

fluoresceina y calculando su relacién.
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5. Analisis de resultados.

En el trabajo descrito en esta tesis se evalué 1) el reemplazo bioisostérico en el
compuesto 1 (Figura 3.1, Tabla 4.1), el cual fue nuestro compuesto base. Asi mismo la
sustitucion de los atomos de hidrogeno del metilo del anillo de 2-metilimidazo[1,2-
alpiridina por fldor (compuestos 4, 5 y 6; Figura 3.1, Tabla 4.1). La inclusién del grupo
trifluorometilo en lugar del metilo del grupo p-tolilo (compuestos 2, 6, 9 y 12; Figura 3.1,
Tabla 4.1). En las sintesis efectuadas se eligio un grupo tolilo por la facilidad de
manipulacion de este grupo, asi como el facil acceso de las materias primas. 2) El
reemplazo bioisostérico del anillo 2-metilimidazo[1,2-a]piridina por los anillos
isoeléctricos 4-quinolinil (compuestos 7, 8, y 9 Figura 3.1, Tabla 4.1)) y 3). La preparacion
del regioisémero 3-quinolinil (compuestos 10, 11 y 12; Figura 3.1, Tabla 4.1). En el
compuesto 3 (Figura 3.1, Tabla 4.1) el grupo tolilo fue reemplazado por un anillo de tiazol
gue es un bioiséstero del anillo bencénico.

En un inicio, la sintesis del compuesto 1 se intentd llevar a cabo mediante una ruta

sintética previamente establecida (Esquema 5.1)1%%

, a partir de 2-aminopiridina y 3-
bromo-2,4-pentanodiona formandose la correspondiente metilcetona 28, la cual
posteriormente se hace reaccionar con el dimetilacetal de la dimetilformamida
(DMFDMA) para formar la enaminona 29. La sintesis de 29 también se llevé a cabo
utilizando una mezcla de DMFDMA-xilenos 1:1. Para favorecer la reaccién se calenté a
reflujo hasta que se consumiera totalmente la materia prima, el tiempo necesario para
completar la reaccion fue de 14 dias. Después de purificar se obtuvo 29 con un
rendimiento del 85%. Posteriormente se procedid a formar el anillo de 2-aminopirimidina
usando para esto el sulfato de guanidina, como base K,COs; en n-butanol, para asi obtener
el compuesto 27 (Esquema 5.1) con un 40 % de rendimiento. Bajo estas condiciones el
producto mayoritario fue la correspondiente metilcetona 28 formada por una reacciéon
retroalddlica del compuesto 29.

La poca reactividad de 28 puede ser explicada por la formacién de un puente de

hidrégeno intramolecular entre el protén del carbono 5 del anillo de imidazo[1,2-

a]piridina y el carbonilo de la metil cetona (Figura 5.1). Esta consideracidn estd basada en
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Figura 5.1. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) del compuesto 28 (A) y 13 (B).
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Esquema 5.1. Propuesta sintética orlglnal para obtener el compuesto 27. Condiciones: i) THF, Et3N, reflujo,
12h; ii)Xilenos, reflujo, 14 dias, iii)n-BuOH, Na,CO;, reflujo, 16 h.
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23

Esquema 5.2. Analisis retrosintético para obtener la alquinilcetona 23.

el comportamiento del protén H-5 en la RMN de 'H. Cuando el grupo carbonilo no estd
presente, el protdén en C-5 presenta un desplazamiento quimico en 8.02 ppm, mientras
que en presencia del carbonilo este mismo protdn se desplaza paramagnéticamente hasta
9.75 ppm, debido a la formacién del puente de hidréogeno antes mencionado (Figura 5.1).
La poca facilidad de enolizacidon de una metilcetona que se presenta por la formacion de

puente de hidrégeno, ha sido también observada durante la bromacién de acetofenonas
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utilizando dibromuro de dioxano y o-hidroxiacetofenona™*”

. Esta propiedad explica
también el tiempo de reaccidn tan prolongado para obtener la enaminona 12.

Debido a la poca utilidad practica en el proceso para formar el compuesto 12 se
pensd en utilizar una ruta alterna. En la literatura se encontré que la sintesis de anillos de
pirimidina utilizando alquinilcetonas produce rendimientos elevados!*?Y. Por otro lado se
sabe que el anillo de imidazo[1,2-a]piridina sufre sustitucién electrofilica en la posicién 3
del anillo; de tal forma que la nitracién de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina ocurre sélo en

(1221 e pensd entonces realizar la formilacidon de Vilsmeier-Haack en el anillo

esta posiciéon
de  2-metilimidazo[1,2-a]pirimidina  (13) para formar  3-(2-metilimidazo[1,2-
a]pirimidinil)carboxaldehido (15) (Esquema 4.2, Esquema 5.2). Al obtener 15 se hizo
reaccionar con cloruro de etinilmagnesio para obtener el alcohol propargilico 19, el cual se
oxidé para obtener la alquinil cetona 20 (Esquema 4.1, Esquema 5.2).

La obtencién del compuesto 4 a partir de la alquinilcetona 23, presenté mayores
ventajas sintéticas que el uso de la enaminona 29, ya que en las mismas condiciones de

reaccion el usar 23 como materia prima resulté en un mayor rendimiento del compuesto

esperado 4 (75% vs 40%). (Esquema 5.3).

HoN
N
{ .
(@] / N\ Tg/? 0] ﬁ H
= 40% =~ N 75 % 7
Crbos —=- Crbon 2 orl,
29 27 23

Esquema 5.3. Reaccion de los compuestos 29 y 23 con guanidina para formar el compuesto 27. En ambos
casos se utilizo n-butanol como disolvente, K,CO3; como base y se calenté a reflujo

La ruta sintética mostrada en el Esquema 5.2 también es aplicable para la
obtencidn de los respectivos compuestos 4, 7 y 10.
Después, se pensd realizar una N-arilacién catalitica (Reaccidon de
Buchwald-Hartwig) del compuesto 27 con 4-yodo-tolueno (Esquema 4.1). En primera
instancia, se intentd realizar este acoplamiento utilizando Pd(AcO), o Pd(dba),. Como

ligante cualquiera de las cinco fosfinas descritas a continuacién (2-bifenil)-di-t—
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butilfosfina, tri-t-butilfosfina, trifenilfosfina, BINAP o Xanthpos (Figura 5.2), y finalmente
como base alguna de las siguientes: Na,COs, t-BuOK, Ag,C0O3 o Cs,COs. Los resultados con
las tres primeras fosfinas no fueron satisfactorios. La reaccion procedid moderadamente
con BINAP y de manera excelente con la fosfina Xanthpos (Figura 5.2). Las condiciones
donde se logré la N-arilacion de 3-(2-aminopirimidin-4-il)-2-metilimidazo[1,2-a]piridina
(27) en mayor rendimiento fueron utilizando como ligante 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-
dimetilxanteno (Xantphos) al 3%, bis(dibencilidenacetona)paladio (0) (Pd(dba),) al 3% y 3
equivalentes de Cs,CO;, obteniéndose el compuesto 1 con un 80 % de rendimiento
(Esquema 4.1). Para preparar el compuesto 2 la N-arilacion se realiz6 con 4-
(trifluorometil)-1-yodobenceno sobre el compuesto 27 formando finalmente el derivado 2
con un rendimiento casi cuantitativo (Esquema 4.1). La influencia del grupo trifluorometilo
fue suficiente para aumentar el rendimiento, por lo que se puede establecer que la
presencia de grupos electroatractores en el haluro de arilo favorece la reaccién. Con
respecto al producto 3 el rendimiento es menor, como era esperado, debido a que el
enlace C-Br es mas resistente a la adicion oxidativa que el enlace C-I.

on, pen, e O L1
P—t-Bu t-Bu P

PPh,

0 \
P—t-Bu
(LI Iy

Xantphos (2-Bifenil)-di-t-butilfosfina BINAP Trifenilfosfina

Figura 5.2. Estructura de las diferentes fosfinas utilizadas. Xantphos, 4,5-bis(difenilfosfino)-9,9-
dimetilxanteno; BINAP, 2,2'-Bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftaleno.

Es interesante notar que sélo con el ligante Xantphos se llevé a cabo la N-arilacion.

Se ha descrito que para que esta reaccion se efectle es necesario contar con
ligantes electrodonadores, los cuales favorecen la adicidn oxidativa, y que ademads posean
impedimento estérico alto, para favorecer la eliminacién reductiva.

Al parecer en esta reaccidon no sélo el tamafo de la fosfina es importante, sino
también las propiedades electrénicas.

Se ha observado, por ejemplo, que Xantphos puede también servir como agente

2+[123]

guelante trans cuando se une a Pd . El dngulo de enlace de Xantphos cuando se

acompleja con diferentes metales de transicién es de 153°, dando como resultado una
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gran eficacia para la adicién oxidativa y la eliminacidn reductiva que se llevan a cabo
durante la catdlisis de la reaccidon, aumentando la velocidad de la reaccidn y facilitando
notablemente la N-arilacién 23,

La sintesis del compuesto 4 se realiz6 mediante la formacion del derivado del
alcohol propargilico 16 (Esquema 4.1), el cual no se pudo oxidar satisfactoriamente con
MnO,, ya que al dejar reaccionar por un tiempo prolongado se observd la descomposicion
de la materia prima asi como de la alquinilcetona. Probablemente trazas de hidréxido de
sodio presentes en el reactivo reaccionan con el anillo de imidazo[1,2-a]piridina en la
posiciéon 2 mediante una reaccion tipo Michael. Esta reaccion se llevé a cabo de manera
mas apropiada con hipoclorito de calcio, en un sistema bifasico de diclorometano-agua. Al
obtener la alquinil cetona 24, ésta se condensé con guanidina para formar el compuesto 4
(Esquema 4.1). El uso de este reactivo llevo a la formacion de un solo producto detectable
por CCF el cual sin mayor purificacién se hizo reaccionar con sulfato de guanidina y
carbonato de potasio, utilizando como disolvente etanol-agua (85:15), lo cual llevo a la
formacion del compuesto 4 con sélo un 29 % de rendimiento.

Los compuestos con sustituyentes 4-quinolinilo se sintetizaron a partir de 4-
quinolinacarboxaldehido, el cual se hizo reaccionar con bromuro de etinilmagnesio, para
obtener el derivado de alcohol propargilico 22 (Esquema 4.1). Este alcohol, al intentar
purificarlo por cromatografia en columna, sufrio degradacién obteniéndose un bajo
rendimiento del compuesto 22; por lo que se decidié oxidar directamente el crudo de la
reaccion con MnO,. La falta de estabilidad de 22 se puede explicar mediante las

(124 donde obtuvo enonas a partir

observaciones realizadas por Erenler y colaboradores
del alcohol propargilico de piridinas por tratamiento con acido o base y se describe la
inestabilidad de estos compuestos (Esquema 5.4).

Después de formar 22, este se hizo reaccionar con guanidina, carbonato de potasio
en n-butanol para formar el correspondiente compuesto 10 (Esquema 4.1).
Desafortunadamente, el rendimiento de esta reaccion fue solamente del 5 %; formandose

en su mayoria productos de polaridad alta, probablemente resinas.
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Esquema 5.4. Los derivados de piridina sustituidos en posicidén 4 con un alcohol propargilico son inestables
tanto en medio 4cido como basico™*.

La obtencién del producto 7 empezd con quinolin-3-carboxaldehido el cual se hizo
reaccionar con dos equivalentes de cloruro de etinilmagenesio para formar el derivado de
alcohol propargilico 21 (Esquema 4.1). Este compuesto se acetila facilmente con acetato
de etilo para formar el compuesto 30, por lo que no se recomienda trabajar 21 con este
disolvente (Esquema 5.5). La oxidacidn de 21 con MnO, en acetona produce al compuesto
25 que se condensa con sulfato de guanidina para formar el compuesto 7 con un 20 % de
rendimiento (Esquema 4.1, Esquema 5.5).

Los compuestos 1-3, 5, 6, 8, 9, 11 y 12 se prepararon utilizando las condiciones de
Buchwald-Hartwig mencionadas anteriormente, y en todos los casos los resultados fueron
buenos (Esquema 4.1).

Las senales obtenidas en los espectros de RMN de 'H, RMN de “C y EM,

corresponden a las esperadas para los compuestos 1-12 y se reportan en el Apéndice 1.

0]

0o OH Me

Esquema 5.5. Obtencion del compuesto 7. El alcohol propargilico 17 se esterifica rapidamente en presencia
de acetato de etilo a temperatura ambiente.
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Los espectros bidimensionales de RMN reflejan la presencia de conformaciones
diferentes para los compuestos que poseen anillos de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina
(compuestos 1-6) y los que poseen anillos de quinolina (compuestos 7-12).

Los compuestos con anillos de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina poseen una
conformacion con un angulo de aproximadamente cero grados entre los dos anillos unidos
por el enlace pivote. Esto tiene como consecuencia la deteccién de interacciones dipolares
observadas en el espectro NOESY entre los protones marcados como 10 y 12 (Figura 5.3
D). Adicionalmente, al igual que sucede para el compuesto 28 (Figura 5.1), se presenta un
desplazamiento quimico no usual del protén 5 del anillo de imidazo[1,2-a]piridina en 9.62
ppm (Figura 5.3 A, D). El desplazamiento quimico del protén 5 de 2-metilimidazo[1,2-
a]piridina es de 8.02 ppm (Figura 5.1), de manera que el desplazamiento quimico a campo
tan bajo de este protén 5 en el compuesto 27 puede deberse a la formacidn de un puente
de hidrégeno entre el proton antes mencionado y el nitrégeno 16 de esta molécula (Figura
5.3 A, B). La estabilizacion mediante este puente de hidrégeno hace que los anillos unidos
por el enlace bifenilico (C3-C11 Figura 5.3 A) se encuentren paralelos uno del otro
adoptando la conformacion mostrada en la Figura 5.4 B.

Por el contrario en los compuestos 10-12, que poseen un anillo de quinolina, los
anillos unidos por un enlace bifenilico se encuentran casi perpendiculares. Las evidencias
encontradas para establecer esta configuracién son la presencia de interacciones
dipolares entre el proton 12 con ambos protones 6 y 3. Como ejemplo de esta
conformacion se muestra la molécula 8 (Figura 5.4 A, B, C). La minimizacidon de la
estructura mediante el método de calculos energéticos MM2 da por resultado una
conformacidon donde el dngulo formado por los dtomos C3-C4-C11 y C12 se encuentra
entre 40° y 150° (Figura 5.4 B, C, F). El protén 6 del compuesto 8, que seria el equivalente
del protén 5 de la molécula 27 (Figura 5.3 A), presenta un desplazamiento quimico de 8.23
ppm (Figura 5.4 D y E) indicando con esto que el puente de hidrégeno formado en 27 estd

ausente en esta molécula.
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Figura 5.3. A, Representacién bidimensional del compuesto 27; B, Representacién tridimensional del
compuesto 27; C, COSY del compuesto 27 donde se muestra la interaccion entre H12 y H13 (entrecruce a);
D, NOESY del compuesto 27, se muestran las interacciones NOESY entre los protones H10 y H12 (entrecruce
b). Las interacciones presentes en los espectros COSY, NOESY y la interaccién del protén 5y el N 16 (c) se
indican en A y B, esta Ultima interaccién se observa mediante el desplazamiento quimico inusual del protdn
5(9.62 ppm).
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Figura 5.4. A, Representacion bidimensional del
compuesto 8; B y C, Representacion tridimensional de
los conformeros de minima energia del compuesto 8,;
C, espectro bidimensional COSY del compuesto 8, el
entrecruce a corresponde a la interaccion entre H12 y
H13; E, espectro NOESY del compuesto 8, Las
interacciones presentes en los espectros COSY vy
NOESY se sefialan en A. F, andlisis de energia de
conformacion del angulo formado por los enlaces
entre los atomos C3, C4, C11 y C12 del compuesto 8
donde se observa que la energia minima es cerca de
los 40° y 150°. Los calculos de energia de
conformacion y los modelos tridimensionales
minimizados se obtuvieron con el software
ChemBio3D Ultra 12.0 (CambridgeSoft Corp.,
Cambridge, MA).
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Después de completar la sintesis de los compuestos mencionados anteriormente y
establecer su estructura inequivocamente, se procedid a la determinacion de la
citotoxicidad de los mismos en un panel de lineas celulares humanas. La primera
aproximacion de la actividad citotdxica se realizé a una concentracién de 50 uM (Tabla
4.2). Aunque las lineas celulares utilizadas difieren en su perfil genético y origen, se
pueden observar algunas regularidades. Los compuestos 1-9 muestran mayor efectividad
que el 5-fluorouracilo. En contraste, los compuestos 10-12 muestran una potencia menor
gue se traduce en una falta de actividad citotdxica. Las lineas celulares mas sensibles son
MCF7 y SK-LU-1. En la linea celular MCF7 la mayoria de los compuestos causaron un 100
por ciento de inhibicion a la concentracién utilizada. Por lo tanto, decidimos
adicionalmente determinar los valores de concentracion inhibitoria del 50% del
crecimiento celular (Clspo) aplicada Unicamente en las lineas celulares mas sensibles (MCF7
y SK-LU-1). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.1.

De las observaciones obtenidas en el presente trabajo podemos deducir que los
compuestos mas potentes son 1 y 2 en ambas lineas celulares. El cambio del grupo tolilo
por un grupo tiazolilo reduce la actividad bioldgica del compuesto 3 comparado con el
compuesto 1 (Tabla 4.1); sin embargo, no se puede descartar que esta disminucién sea
debida al grupo aldehido.

También es relevante mencionar que el reemplazo bioisostérico de los atomos de
hidrégeno en el grupo metilo del p-tolilo, no afecta significativamente la actividad
biolégica de los compuestos 2 y 9 en comparacién con el comportamiento de los
compuestos 1y 8 respectivamente. La sustitucion de los atomos de hidrogeno del grupo
metilo del grupo 2-metilimidazo[1,2-a]piridina por fldor (compuesto 5) disminuyd la
potencia 9 veces en SK-LU-1 y 0.74 veces en MCF7 al ser comparado con el compuesto 1.
El reemplazo por flior en ambos grupos metilo, tolilo y 2-metilimidazo[1,2-a]piridina
(compuesto 6) produce solamente una disminucion ligera en la potencia contra la linea
MCF7 y un decremento moderado en las células SK-LU-1 (Tabla 4.1). Este remplazo causa
un incremento en la lipofilicidad debido a un efecto electroatractor que afecta las

propiedades bioldgicas de la molécula. Por otro lado, tener un grupo trifluorometilo en la
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molécula en lugar de un metilo incrementa la estabilidad metabdlica del compuesto, lo
cual puede ser una ventaja importante durante la realizacién de los estudios in vivo.

Con respecto a los compuestos que poseen un anillo 4-quinolinilo (8 y 9), tienen
actividad citotéxica modesta en ambas lineas celulares, SK-LU-1 y MCF7. Comparando, el
compuesto 1 es 71 veces mas potente en la linea celular SK-LU-1 y diez veces mas potente
en MCF7 que el compuesto 8 (Tabla 4.1). Por otro lado, el compuesto 2 es 50 veces mas
potente en SK-LU-1 y 25 veces mas potente en la linea celular MCF7 que el compuesto 9.
La citotoxicidad mostrada por los compuestos 11 y 12 no es significativa, indicando que el
grupo 4-quinolinilo proporciona mayor actividad que el grupo 3-quinolinilo cuando
sustituye al anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina. Los compuestos 4, 7 muestran una
potencia pobre al ser comparados con los compuestos N-arilo sustituidos; p. ej. 5y 8
(Tabla 4.1).

Para empezar a elucidar el mecanismo de accién de los compuestos sintetizados en
primer lugar se evalud el efecto sobre el ciclo celular de las lineas SK-LU-1 y MCF7 por
parte de los compuestos 1, 3 y 8. Los resultados obtenidos se observan en la Figura 4.1 y
en la Tabla 4.3.

En la linea celular SK-LU-1 todos los compuestos causaron un aumento de la fase
del ciclo celular G2/M y una disminucién de la fase G1/G0 después de 24h de tratamiento
con los compuestos probados y no se observa apoptosis celular sugerida a través de la
presencia de un pico subGO. En la linea celular MCF7, sélo el compuesto 8 causd este
efecto. La Olomoucina, el cual es un inhibidor de CDKs ampliamente estudiado, no causé
diferencias significativas en el ciclo celular de la linea celular antes mencionada, a la
concentracion usada en el experimento. Aunque las diferencias observadas entre ambas
lineas celulares podrian deberse a las diferencias en sus perfiles genéticos, no se puede
descartar que el compuesto 8 posea actividad inhibitoria de otras proteinas diferentes a
las que actuan los compuestos 1 y 3, y que sean responsables del arresto celular
observado en MCF7 (Figura 4.1, Tabla 4.3).

Si recurrimos a la microscopia de fluorescencia se puede observar que las células

SK-LU-1 tratadas durante 48h con los compuestos 3, 5 y 8 poseen un volumen celular
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mayor al de las células cultivadas en condiciones estandar. Aparte del aumento en
tamario, se observa que las células han perdido su morfologia normal y se presentan como
células redondas (Figura 4.3). Este aumento de volumen es caracteristico de células
arrestadas en la fase G2/M. Durante la fase S del ciclo celular la célula ha completado la
sintesis de una copia de su material genético y durante la fase G2 aumenta su volumen
para formar dos células hijas. En la fase M se lleva a cabo la segregacién de cada una de
las copias del material genético a polos opuestos de la célula y después se divide en el
ecuador en dos. Si el arresto por parte de los compuestos es en G2 o en M el efecto
observado en el volumen celular es el mismo.

Como se observa en la Figura 4.1, a las 24h de tratamiento no se presenta un pico
subGO significativo. Para averiguar si los compuestos sintetizados causan apoptosis se
utilizdé un ensayo mas especifico para detectar este fendmeno, basado en el uso de
anexina V-FITC, una proteina que se une a fosfatidilserina cuando hay calcio en el medio, y
el colorante yoduro de propidio que tifie el ADN.

Las células SK-LU-1 se trataron durante 24 y 48h con los compuestos 1, 3, 5y 8.
Después del tratamiento se determind la intensidad de fluorescencia verde y roja
mediante citometria de flujo. A las 24h no se observo apoptosis significativa de las células
tratadas con los compuestos bajo estudio con respecto al control. A las 48h la cantidad de
células apoptéticas en los cultivos tratados con los compuestos antes mencionados
aumento de manera significativa con respecto al cultivo control, y esta apoptosis es
reciente ya que la mayoria de las células son positivas solo para fluorescencia verde
(Figura 4.2). Para confirmar la muerte celular por apoptosis se utilizé la técnica de TUNEL
(Figura 4.3) tratando células SK-LU-1 durante 48h con los compuestos 3, 5 y 8.Esta técnica
detecta fragmentacién de ADN. En caso de que el ADN no se fragmente no se observard
fluorescencia. En las células tratadas con los compuestos antes mencionados se observa
tanto material genético fragmentado y condensado tanto en el nucleo (donde se distingue
de dos a tres porciones de ADN fragmentado) como en la periferia interior de la

membrana plasmatica (Figura 4.3, marcado con una flecha).
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De esta manera, se puede inferir que los compuestos causan primero un arresto en
la fase G2/M en células SK-LU-1 que crecen de manera asincrdnica y posteriormente las
células mueren por apoptosis después de mas de 24 horas de tratamiento.

Para demostrar que en el arresto en el ciclo celular esta implicada la inhibicién de
las CDKs se midid la actividad de las CDK1/CycB y CDK2/CycA en ausencia y en presencia
de los compuestos 1, 2, 3, 8 y 11. Este estudio se realiz6 a una concentraciéon de 7 uM,
qgue corresponde a la Clsg sobre estas CDKs por parte de nuestro control positivo
(OIomoucina).[llg] El ensayo se hizo sdlo a esta concentracién y se observa que el
compuesto 3 es el mas activo de los compuestos estudiados (Tabla 4.4). En el ensayo de
citotoxicidad este compuesto presenta un valor de Clsp mas alto, comparado con el valor
mostrado por 1 y 2. Se sabe que los aldehidos se oxidan bioldgicamente a acidos
carboxilicos por medio de enzimas oxidantes, algunas de ellas son solubles como la
aldehido deshidrogenasa.ms] Al pH celular (7.4) los acidos carboxilicos se presentan como
carboxilatos; los cuales al poseer carga negativa impiden el paso del compuesto a la célula
donde va a actuar, y de esta manera aunque el compuesto sea mejor para inhibir la cinasa
en un estudio enzimatico su potencia es menor al exponerlo a las células integras.

Otro hecho interesante que se observa en este estudio es la actividad inhibitoria
de CDKs por parte del compuesto 11 que es muy similar a la del compuesto 8 (ambos son
isomeros de posicién, Tabla 4.1). Sin embargo, el compuesto 11 nunca presentd actividad
citotoxica considerable. La razén por la cual el compuesto 11 se comporta de esta manera
no es evidente, pero vale la pena considerar que si inhibe las CDKs estudiadas. Una causa
probable de este comportamiento puede ser debida a las diferencias en el metabolismo
de ambas moléculas. Las quinolinas se metabolizan para desecharse del organismo
mediante la formacién de un diol en la posicion 5y 6.1%1 En el caso del compuesto 8 este
metabolismo podria verse atenuado pues en la posicion 4 se encuentra un anillo de
pirimidina y que debido a impedimento estérico esta biotransformaciéon no se lleva a
cabo. En cambio en el compuesto 11 el anillo de pirimidina se encuentra en la posicién 3
lo cual deja la posicidn 5 mas susceptible a la oxidacién. En resumen, se propone que las

diferencias observadas entre la actividad citotdxica y la actividad inhibitoria de CDKs
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pueden deberse a variaciones en la permeabilidad celular, distribucién intracelular y/o al
metabolismo de las moléculas.

Es relevante el hecho de que el compuesto 8 aunque no posee la misma
conformacion que los compuestos con anillo de imidazo[1,2-a]piridina se comporte como
inhibidor de CDKs, lo cual sugiere que probablemente se une a la cinasa de manera
diferente al compuesto 1.

El valor de la Clsp sobre las cinasas CDK1/CycB y CDK2/CycA se determind
solamente para los compuestos 1, 3 y 8. Al igual que en el ensayo a una sola
concentracion el compuesto 3 posee mayor actividad inhibitoria sobre las CDK1 y CDK2,
seguido por el compuesto 1y siendo el ultimo el compuesto 8 (Figura 4.4). En el caso de
este ultimo compuesto, en el ensayo a una concentracion de 7 uM se detectd mayor
actividad inhibitoria sobre la CDK1 que sobre la CDK2. Por el contrario, los valores de Clsg
indican que el compuesto 8 es moderadamente mads potente para inhibir CDK2. Estos
agentes actlan como sustancias que compiten con el ATP, por lo tanto los valores de
inhibicidn obtenidos dependeran directamente de la concentracién de ATP presente en el
ensayo de manera que no pueden ser comparados entre ellos. En el caso del ensayo a una
concentracion de 7 uM, se utilizd una técnica radiométrica y la concentracion de ATP
utilizada fue de 400 uM més el ATPy*® necesario para alcanzar un nivel de radioactividad
de 4 pCi. Para determinar la Clsg se usé una técnica fluorométrica y una concentracién de
ATP de 34 uM y 31 uM para CDK1 y CDK2 respectivamente, correspondiente al valor de
Km app de estas enzimas. Sin embargo, ambos ensayos muestran que los compuestos
inhiben a las CDK1 y 2, siendo el mas activo el compuesto 3. El compuesto 8 puede inhibir
a otras enzimas que participen en el ciclo celular no identificadas en este ensayo, pues
este compuesto inhibié el ciclo celular de MCF7, cosa que no provocaron los compuestos

1y 3 nila Olomoucina.
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6. Conclusiones.

e Entre los compuestos que contienen un anillo de 2-metilimidazo[1,2-a]piridina, el
remplazo de los atomos de hidrogeno por fluor no afecta notablemente la
actividad citotdxica de estos compuestos.

e Los compuestos son ligeramente mas potentes y selectivos contra CDK2/CycB que
contra CDK1/CycA al determinar su Clsg en estas enzimas.

e Los compuestos 11-12 son inhibidores de cinasas pero no poseen actividad
citotdxica hasta una concentracion de 50 puM.

e Los compuestos sustituidos con un anillo de 4-quinolinilo constituyen una nueva
familia de compuestos con actividad citotéxica e inhibitoria de CDKs, de los cuales

pueden ser disefiados compuestos mas activos y selectivos.

7. Perspectivas

El compuesto 3 posee mayor actividad contra CDKs pero una menor actividad
citotoxica, que nos lleva a pensar en la preparacién de derivados en los cuales se
reemplace el grupo aldehido por cetonas para determinar la importancia del grupo
carbonilo. Este motivo también se incluird en derivados del compuesto 8 para iniciar
estudios de optimizacion.

Como los inhibidores de CDKs poseen otros efectos bioldgicos; tales como,
actividad antiinflamatoria, evitan la muerte neuronal en ratones propensos al Alzheimer,
actividad analgésica y potencian los efectos de otros farmacos citotdxicos se piensa
realizar estudios adicionales sobre estos temas.

Por otro lado, aun queda pendiente elucidar la especificidad del compuesto 8

sobre otras cinasas.
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Apéndice 1. Parte quimica

Los puntos de fusion fueron determinados en capilares utilizando un aparato MEL-TEMP®,
y no estan corregidos. Los espectros de RMN de 'H y de “*C fueron registrados en
instrumentos Varian Gemini 200 MHz, Varian Unity 300 MHz, y Varian Inova 500 (1H 500
MHz y >C 125 MHz). Los desplazamientos quimicos estan expresados en unidades & como
valores relativos al TMS, el cual se utilizé como estandar interno; los valores de J estan
reportados en Hz; los espectros fueron registrados en solucién de CDCls, 0 en una mezcla
de CDCl; y DMSO-dg cuando se presentaron problemas de solubilidad (compuestos 2, 3, 7,
10 y 12). La espectrometria de masas se realizé en un equipo JEOL JEM-SX 10217
utilizando la técnica de impacto electrénico (IE). Todos los reactivos utilizados en la
sintesis fueron adquiridos de Sigma-Aldrich a menos que se indique otro proveedor en el
texto. Los disolventes fueron destilados antes de ser utilizados. El tetrahidrofurano (THF) y
el tolueno fueron secados con sodio usando benzofenona como indicador. La

bromoacetona fue obtenida de bromo y acetona!**”!

y se destild a presién reducida antes
de usarse. La gel de silice (malla 230-400) utilizada en los procesos cromatograficos fue
adquirida de Merck. Las estructuras de los compuestos se muestran en la Figura 3.1 y en

el Esquema 4.1.

A.1.1. Método general de sintesis de los compuestos 13 y 14.

En un matraz bola con dos bocas, adaptado con agitacion magnética, refrigerante en
posicion de reflujo y septum, se disolvié un equivalente de 2-aminopiridina en una mezcla
de etanol-dioxano 3:1, la mezcla se enfrié en bafio de hielo. Posteriormente, utilizando
una jeringa se adicionaron lentamente y con agitacién constante 1.1 equivalentes de la
bromoacetona apropiada. Al terminar la adicidn, se retird el bafio de hielo y la mezcla de
reaccion se dejé agitando vigorosamente durante dos horas a temperatura ambiente.
Después de este tiempo se forma un soélido que permanece en suspension.
Posteriormente se adiciona a la mezcla tres equivalentes de trietilamina y se calienta a

reflujo durante la noche. Los compuestos volatiles se eliminan en el rotavapor y se
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adiciona agua para remover las sales formadas. La purificacion particular de cada

compuesto se detalla a continuacién.

A.1.1.1. 2-metilimidazo[1,2-a]piridina (13)

Al adicionar agua se forma una suspension que se extrae con acetato de etilo. La fase
organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora en el rotavapor para obtener
un residuo aceitoso de color café. El residuo aceitoso se destild a presion reducida para
dar el compuesto 13 como un liquido amarillento que solidifica y es estable a 4°C, a
temperatura ambiente el liquido se torna color café y presenta signos de descomposicién
por CCF. Rendimiento 50%. p. e. 108-110 °C/ 6 mmHg. RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) &:
2.46 (d, 3H, J=0.8 Hz), 6.71 (td, 1H, J=1.2, 6.6 Hz), 7.10 (ddd, 1H, J=1.2, 5.6, 9.0 Hz), 7.33 (s,
1H), 7.50 (dd, J=0.8, 9.0 Hz), 8.02 (dt, 1H, J=1.2, 6.8 Hz). CgHsN, P. M. calculado: 132.16.
EM [IE+] m/z: 132 [M]** (100), 131 [M-H]** (80).

A.1.1.2. 2-(trifluorometil)imidazo[1,2-a]piridina (14)

Al adicionar agua se forma un sélido que es separado por filtracidon al vacio. El sélido
obtenido se sec6 a presion reducida y se purificd por cromatografia en columna utilizando
una mezcla de AcOEt-Hexano 1:1 como eluyente. Después de recristalizar de hexano, se
obtuvo el compuesto 14, como un sélido blanco, con un 75% de rendimiento. p. f. 91-92
°C. RMN de H (CDCls, 300 MHz) 6: 6.92 (td, 1H, J=1.2, 6.9 Hz), 7.31 (ddd, 1H, J=1.2, 6.9,
9.3 Hz), 7.89 (s, 1H), 8.15 (td, 1H, J=1.2, 6.9 Hz). RMN de “*C (CDCls, 75.5 MHz), 6: 111.5,
114.0, 118.7, 122.0 (q, J=267.5 Hz), 126.2, 126.5, 136.0 (q, /=38 Hz), 145.4. CgHsFsN, P. M.
calculado: 186.13 EM [IE+] m/z: 186 [M]** (100), 167 [M-F]** (15).

A.1.2. Método general para la obtencion de los compuestos 15 y 16.

En un matraz con tres bocas, adaptado con agitacién magnética, septo y trampa de
humedad, se colocé un exceso de DMF anhidra y se enfrié a 0°C mediante un bafio de
hielo-agua. Posteriormente se adicionaron 2.5 equivalentes de POCI;, cuidando que la
temperatura no rebasara los 10°C, y la mezcla se agitd durante 15 minutos, durante el cual

se desarrolld un color rosdceo muy ligero. Inmediatamente después se adiciond un
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equivalente del compuesto 13 6 14 en una sola porcidn y la mezcla se agitd vigorosamente
durante una hora. Al finalizar este tiempo, la mezcla de reaccidn se calentd a 60°C durante
24 horas o hasta que no se detecté materia prima por CCF. Cuidadosamente se adiciond
hielo picado a la reaccion y se neutralizé con hidréxido de amonio. La purificacién de cada

compuesto se detalla a continuacion.

A.1.2.1. 2-metilimidazo[1,2-a]piridina-3-carboxaldehido (15)

Se formaron dos fases, se separd la fase superior, que correspondia a la orgdnica, y se
extrajo la fase acuosa con diclorometano. Se juntaron las fases orgdnicas, se secaron con
sulfato de sodio anhidro y el diclorometano se evapord en el rotavapor. Se obtuvo un
compuesto oleoso que se disolvid en hexano caliente, al enfriar se formé un sélido. El
sélido se purificd por recristalizacién, utilizando hexano, para obtener un sélido blanco.
Rendimiento 44%. p. f. 119-120 °C. RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) &: 2.73 (s, 3H), 7.07 (td,
1H, J=1.2, 6.8 Hz), 7.52 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 9.0 Hz), 7.68 (td, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 10.01 (s,
1H). RMN de *C (CDCl;, 75.5 MHz) &: 114.4, 114.8, 116.6, 121.2, 128.3, 130.0, 147.6,
157.1, 176.9. CgHgN,0 P. M. calculado: 160.17 EM [IE+] m/z: 160 [M]"* (100), 159 [M-H]**
(98), 131 [M-CHO]™* (25).

A.1.2.2. 2-(trifluorometil)imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxaldehido (16).

Se formé un sélido que se separd por filtracién al vacio, se lavé con agua fria y se secé al
aire. El producto se purificé por columna utilizando AcOEt-Hexano 9:1 como fase movil. El
solido obtenido se recristalizd de hexano para obtener el compuesto 16 como hojuelas
blancas. Rendimiento 52%. p. f. 116-118 °C. RMN de 'H (CcDCls, 200 MHz) 7.28 (td, 1H,
J=1.2, 7.0 Hz), 7.68 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 9.0 Hz), 7.90 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 9.65 (dt, 1H,
J=1.2, 7 Hz), 10.22 (s, 1H). RMN de **C (CDCl3, 75.5 MHz) 6: 114.5, 114.8, 116.6, 122.0 (q,
J=267.5 Hz), 128.3, 130.0, 147.6, 157.1, 177.0. CoHsF3N,0 P. M. calculado: 214.14 EM [IE+]
m/z: 214 [M]*" (100), 195 [M-F]** (75), 185 [M-CHO]"* (20).
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A.1.3. Método general de sintesis de los compuestos 4,7,10y 27.

En un matraz bola con tres bocas, adaptado con agitacién magnética, termdmetro para
temperaturas bajas, atmdsfera inerte y septum, se colocd un equivalente de uno de los
aldehidos correspondientes 15, 16, 17 6 18 y se disolvieron en THF anhidro. La disolucidn
se enfrid a -70°C en un bafio de acetona-hielo seco. Se adicionaron lentamente 2
equivalentes de bromuro de etinil magnesio 0.5 M disuelto en THF. La mezcla se agitd por
30 minutos y se permitié que la reaccidn alcanzara la temperatura ambiente. Se adicioné
solucién de NH4Cl saturada y se agitd. Se separd la fase orgdnica y la fase acuosa se lavé
con THF. Se reunieron las fracciones organicas, se secaron con Na,SO, anhidro y se
evaporaron los compuestos volatiles con el rotavapor. La reaccion es cuantitativa, una
pequefia porcion de los productos se cristalizaron por par de disolventes AcOEt hexano,
excepto el compuesto 22 que es inestable. De esta manera se obtienen los compuestos
19-22.

Los derivados de alcohol propargilico 19, 21 y 22 se oxidaron con 35 equivalentes
de MnO, pH=7 (un oxidante basico altera notablemente la reaccién, sobre todo con el
compuesto 21) en acetona libre de agentes reductores (acetona destilada de KMnQy,) por
30 minutos o hasta que desaparecié la materia prima por CCF, utilizando agitacién
magnética. Después de que finalizd la reaccidn, se separd el MnO, que no reacciond por
filtracion al vacio y lavd con acetona. Se evapord la acetona en un rotavapor obteniéndose
los compuestos 23, 25 6 26, los cuales se obtienen con la pureza suficiente para la
siguiente reaccidn; una muestra analitica se obtiene recristalizando el producto de hexano
o por par de disolventes hexano-acetato de etilo. El compuestos 20 se oxidé utilizando 5
equivalentes de Ca(ClO), en CH,Cl,-agua 85:15, utilizando 7% de sulfato monoacido de
tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fase. La mezcla se agitd
vigorosamente y se calentd a reflujo por una hora. Al cabo de este tiempo, se diluyé la
mezcla de reaccidn con CH,Cl, y se lavo con salmuera. La fase orgdnica se secd con Na,SO,4
anhidro y se evaporé en un rotavapor para obtener un sélido que corresponde al

compuesto 24, el cual se utilizé en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.
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En un matraz bola con una boca, adaptado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo y atmdsfera inerte, se disolvieron los compuestos 23-26 en n-
butanol, para el compuesto 24 se utilizé etanol-agua 85:15, y se hicieron reaccionar con 2
equivalente de sulfato de guanidina en presencia de 3 equivalentes de K,COs3, la mezcla de
reaccion se calentd en bafo de aceite durante doce horas o hasta que desaparecio la
materia prima. Al finalizar la reaccidn, todos los volatiles se eliminaron a presién reducida
y el sélido obtenido se colocd en un vaso de precipitados con acetona y se agit6 utilizando
agitacién magnética. Los sélidos suspendidos se eliminaron por filtracion y se desecharon.
El disolvente se elimind en el rotavapor y el sélido obtenido se purificd para obtener el
compuesto deseado. La purificacion particular de cada compuesto se describe a

continuacion.
A.1.3.1. 3-(2-aminopirimidin-4-il)-2-(trifluorometil)imidazo[1,2-a]piridina (4)

Se purificd por cromatografia en columna con AcOEt como eluyente para obtener el 29%
de un polvo amarillo. p.f. 230-231 °C; RMN de 4 (CDCls, 200 MHz) &: 7.00 (d, 1H, J=5.4
Hz), 7.02 (dd, 1H, J=1.2, 9.2 Hz), 7.44 (td, 1H, J=1.4, 9.2 Hz), 7.78 (dd, 1H, J=1.2, 9.2 Hz),
8.40 (d, 1H, J=5.4 Hz), 9.20 (dd, 1H, J=1.2, 7.2 Hz). C;sHsF3Ns P. M. calculado: 279.22 EM
[IE+] m/z: 279 [M]™* (100), 278 [M-H]"" (55), 258 [M-H,F]** (20).

A.1.3.2. 4-(2-aminopirimidin-4-il)quinolina (7)

Purificado por cromatografia en columna utilizando AcOEt-Hexano 9:1 para obtener 10%
del compuesto deseado como un sélido amarillo. p.f. 228-229°C (desc.) RMN de H
(CDCl3+DMSO-dg, 500 MHz) &: 6.30 (s, 2H); 6.78 (d, 1H, J= 5.0 Hz); 7.45 (d, 1H, J= 4.5 Hz);
7.50 (ddd, 1H, J= 1.5, 6.5, 8.5 Hz), 7.68 (ddd,1H, J= 1.4, 6.8 Hz, 8.6 Hz); 8.04 (dd, 1H, J/=0.5
Hz, 8.0 Hz); 8.16 (dd, 1H, J=1.0, 8.5 Hz); 8.35 (d, 1H, J=5.0 Hz), 8.90 (d, 1H, J=4.5 Hz). RMN
de C (CDCl3+DMSO-dg, 125.7 MHz) 6: 110.3, 120.2, 124.6, 125.2, 126.4, 128.9, 129.1,
143.9, 148.0, 149.4, 158.4, 163.1, 164.1. Cy3H1oN4 P. M. calculado: 222.25 EM [IE+] m/z:
222 [M]*° (70), 221 [M-H]*" (100).
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A.1.3.3. 3-(2-aminopirimidin-4-il)quinolina (10)

El compuesto 10 fue purificado por cromatografia en columna utilizando AcOEt-Hexano
para obtener el 20% de un sélido amarillo. p.f. 252-253°C (desc.), RMN de 'H (CDCl; +
DMSO-ds, 200 MHz) 6: 5.64 (sa, 2H), 7.21 (d, 1H, J=5.2 Hz), 7.62 (td, 1H, J=1.2, 7.0 Hz),
7.79 (td, 1H, J=1.2, 6.8 Hz), 7.97 (dd, 1H, J= 0.6, 8.2 Hz), 8.14 (d, 1H, J=8.4 Hz), 8.43 (d, 1H,
J=5.2 Hz, H-8), 8.81 (d,1H, J=1.8 Hz), 9.52 (d, 1H, J=2.4 Hz). Ci3H1oN4 P. M. calculado:
222.25 EM [IE+] m/z: 222 [M]™" (85), 221 [M-H]™" (100).

A.1.3.4. 3-(2-aminopirimidin-4-il)-2-metilimidazo[1,2-a]piridina (27)

Purificado por cromatografia en columna utilizando EtOAc-acetona 1:1 para obtener 75%
de rendimiento de un sélido amarillo. p. f. 167°C, RMN de 'H (CDCI3, 300 MHz) 6: 3.10 (s,
3H), 6.87 (d, 1H, J=5.4 Hz), 6.88 (td, 1H, J=1.2, 6.9 Hz), 7.30 (ddd, 1H, J=1.2, 6.6, 9.0 Hz),
7.61 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 9.62 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz). RMN de **C (CDCI3, 75.5 MHz) &:
16.8, 10.0, 112.6, 116.6, 126.3, 127.8, 128.6, 146.2, 147.1, 158.0, 158.2, 162.6. C15H11Ns P.
M. calculado: 225.25 EM [IE+] m/z: 225 [M]+e (85), 224 [M-H]™" (100).

A.1.4. Procedimiento general para sintetizar los compuestos 1-3,5,6,8,9,11y 12

El éxito de esta reaccién depende de las buenas practicas de laboratorio que se utilicen
para manejar reacciones en atmosfera inerte, una guia adecuada y con las
recomendaciones necesarias se encuentra en la referencia [128]. Brevemente, en un
matraz Schlenk se adiciond un equivalente de compuesto a agregar un N-arilo (4, 7, 10 6
27), 1.1 equivalentes del haluro de arilo adecuado, 3-5% de Xantphos, 3-5% Pd(dba), y 3
equivalentes de Cs,COs. El matraz se saturd con nitrégeno y purgd al vacio por lo menos
tres veces. Se adiciond tolueno anhidro y saturado con nitrégeno hasta cubrir todos los
sélidos. Se saturd la atmosfera del matraz y purgd al vacio por lo menos dos veces. La
mezcla de reaccion se calenté a 80°C en un baiio de aceite hasta que la materia prima se
consumid o la reaccidon no procedia mas (4-12 h). Después, la reaccion se dejo reposar a

temperatura ambiente y los sélidos se removieron por filtracién al vacio y enjuagaron con
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suficiente AcOEt. Todos los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna

como se describe a continuacion.

A.1.4.1. 2-metil-3-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (1)

Se utilizé acetato de etilo como fase movil para obtener el 80% de un sélido verde palido.
p.f. 190°C (desc.); RMN de *H (CDCls, 200 MHz) 6: 2.36 (s, 3H), 2.74 (s, 3H), 6.78 (td, 1H,
J=1.4, 7.0 Hz), 6.95 (d, 1H, J=5.4 Hz), 7.17 (d, 2H, J=8.2 Hz), 7.29 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 9.0
Hz), 7.49 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.61 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 8.44 (d, 1 H, J= 5.6 Hz), 9.59 (dt, 1H,
J=1.2, 7.0 Hz); RMN de B¢ (CDCl5, 75.5 MHz) 6: 17.1, 20.8, 109.3, 112.5, 116.7, 120.9,
126.4, 128.3, 129.4, 132.8, 136.6, 146.3, 147.3, 157.6, 157.9, 160.1; CigH17Ns P. M.
calculado: 315.37 EM [IE+] m/z: 315 [M]™" (95), 314 [M-H]"" (100).

A.1.4.2. 2-metil-3-(2-(4-(trifluorometil)lfenilamino)pirimidin-4-il)imidazo[1,2-
a]piridina (2)

Se utilizd AcOEt como eluyente para obtener el 95 % del compuesto deseado como un
polvo amarillo. p.f. 201-202°C (desc.); RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) 6: 2.76 (s, 3H), 6.87
(td, 1H, J=1.2, 6.8 Hz), 7.06 (d, 1H, J= 5.4 Hz), 7.35 (ddd, 1H, J=1.4, 7.0, 9 Hz), 7.38 (sefal
ancha, 1H), 7.59 (d, 2H, J=8.2 Hz), 7.65 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 7.79 (d, 2H, J=8.4 Hz), 8.52
(d, 1H, J= 5.4 Hz), 9.55 (dt, 1H, J=1.2, 7.0 Hz), RMN de **C (CDCl3+DMSO-dg, 75.5 MHz) &:
16.4, 109.6, 112.2, 116.0, 118.4, 119.8 (q, J= 265.76 Hz), 125.3 (q, J= 4.53 Hz), 126.1,
127.7, 143.0, 145.7, 146.7, 156.9, 157.3, 159.3. Cy9H14FsNs P. M. calculado: 369.34 EM
[IE+] m/z: 369 [M]"™* (100), 368 [M-H]*" (92).

A.1.4.3. 5-(4-(2-metilimidazo[1,2-a]piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino)tiofeno-2-
carbaldehido (3)

Se eluyo con AcOEt-Hexano 6:4 para obtener 65 % de hojuelas verdes obscuras. p.f. 235°C
(desc.); RMN de H (CDCl3+DMSO-dg, 200 MHz) 6: 2.68 (s, 3H), 6.83 (d, 1H, J= 4.2 Hz), 6.92
(td, 1H, J=1.2, 6.8 Hz), 7.02 (d, 1H, J=5.4 Hz), 7.33 (ddd, 1H, J=1.0 Hz, J= 6.8 Hz, J= 8.8 Hz),
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7.55 (d, 1H, J=4.2 Hz), 7.57 (d, 1H, J=8.8 Hz), 8.53 (d, 1H, J=5.4 Hz), 9.65 (s, 1H), 9.67 (d, 1H,
J=8.6 Hz), 11.05 (s, 1H); RMN de “*C (CDCl;+DMSO-ds, 75.5 MHz) &: 16.2, 110.2, 110.9,
112.5, 115.8, 117.6, 126.6, 128.0, 131.7, 136.6, 145.5, 146.5, 152.0, 156.7, 156.9, 181.9.
C17H13Ns0S P. M. calculado: 335.38 EM [IE+] m/z: 335 [M]*" (100), 209 [M-C5H40ONS]*"
(18).

A.1.4.4. 3-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)-2-(trifluorometil)imidazo[1,2-a]piridina
(5)

Se utilizé AcOEt como fase movil para obtener el 83% de un sélido amarillo. p.f. 133-134
°C; RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) &: 2.34 (s, 3H), 6.94 (td, 1H, J=7.0, 1.4 Hz) 7.11 (dq, 1H,
J=5.2, 1.0 Hz), 7.15 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.08 (d, 1H), 7.42 (ddd, 1H, J=1.4, 6.4, 8.2 Hz), 7.49 (d,
2H, J=8.4 Hz), 7.78 (ddd, 1H, J=1.0, 6.2, 8.2 Hz), 8.54 (d,1H, J=5.2 Hz), 9.21 (dd, 1H, J=1.2,
7.2 Hz). C1gH14F3Ns P. M. calculado: 369.34 EM [IE+] m/z: 329 [M]** (75), 328 [M-H]** (100)

A.1.4.5. 2-(trifluorometil)-3-(2-(4-(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-
il)imidazo[1,2-a]piridina (6)

Se utilizd6 AcOEt-Hexano 9:1 como fase movil para obtener 92% del compuesto propuesto
como un sélido blanco. p.f. 217-218 °C; RMN de 4 (CDCl3, 500 MHz) 6: 6.98 (td, 1H, J=1.5,
7.0 Hz), 7.22 (dd, 1H, J=1.0, 5.0 Hz), 7.46 (ddd, 1H, J=1.2, 6.5, 9.0 Hz), 7.48 (sefial ancha,
1H), 7.58 (d, 2H, J=8.5), 7.77 (d, 2H, J=8.5 Hz), 7.81 (dt, 1H, J=1.0, 9 Hz), 8.63 (d, 1H, J=5.5
Hz), 9.14 (dt, 1H, J=1.5, 7.5 Hz); RMN de 3C (CDCls, 125.7 MHz) &: 113.6, 114.6, 118.6,
118.8, 118.9, 126.3, 126.9, 127.9, 142.2, 145.6, 155.4, 159.3, 159.4. Cy9H;11FgNs P. M.
calculado: 423.31 EM [IE+] m/z: 423 [M]"" (85), 422 [M-H]"" (100).

A.1.4.6. 4-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)quinolina (8)

Se eluyd con AcOEt-Hexano 1:1 y se recristalizé de acetonitrilo para dar un rendimiento
del 75% de un sélido amarillento. p.f. 205-207 °C (desc.) RMN de *H (CDCls, 200 MHz) &:
2.32 (s, 3H), 7.00 (d, 1H, J= 5.1 Hz); 7.13 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.36 (sa, 1H,), 7.53 (d, 1H, J=4.2
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Hz), 7.54 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.58 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 8.4 Hz); 7.78 (ddd, 1H, J=1.4, 6.8, 8.4
Hz); 7.8 (d, 2H, J/=8.0 Hz), 8.23 (dd, 1H, J=0.8, 8.6 Hz); 8.24 (dd, 1H, J= 1.0, 8.4 Hz); 8.58 (d,
1H, J=5.0 Hz); 9.02 (d, 1H, J=4.4 Hz). RMN de *C (CDCl3, 200 MHz) &: 20.8, 112.7, 119.7,
120.9, 125.4 127.2, 129.5, 129.7, 130.1, 132.6, 136.5, 144.2, 148.9, 150.0, 158.7, 160.3,
165.0. Co0H16N4 P. M. calculado: 312.37 EM [IE+] m/z: 312 [M]™" (95), 311 [M-H]*" (100).

A.1.4.7. 4-(2-(4-(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-il)quinolina (9).

Eluido con AcOEt-Hexano 1:1 para obtener el compuesto mencionado como un sélido
blanco con un rendimiento del 96%. p.f. 187-188°C, RMN de 'H (cDCl;, 500 MHz) &: 7.13
(d, 1 H, J=5.5 Hz), 7.55 (d, 1H, J=4 Hz), 7.56 (d, 2H, J=9.0 Hz), 7.59 (ddd, 1H, J=1.2, 6.5, 8.5
Hz), 7.70 (sa, 1H), 7.79 (ddd, 1H, J=1.2, 7.0, 8.5 Hz), 7.81 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 8.23 (dd, 1H,
J=1.0, 7.5 Hz), 8.24 (dd, 1H, J=1.0, 8.0 Hz), 8.66 (d, 1H, J=5.0 Hz), 9.05 (d, 1H, J=4.5 Hz);
RMN de 3C (CDCls, 125.7 MHz) 6: 113.8, 118.4, 120.9, 124.3 (q, J=33.18), 124.3 (g, /=270.6
Hz), 126.2 (g, J=3.8 Hz), 127.4, 129.8, 130.2, 142.4, 143.8, 148.9, 158.8, 159.7, 165.2.
Ca0H13F3N4 P. M. calculado: 366.34 EM [IE+] m/z: 366 [M]"" (80), 365 [M-H]"* (100).

A.1.4.8. 3-(2-(p-tolilamino)pirimidin-4-il)quinolina (11)

Se utilizé6 AcOEt-Hexano 1:1 como eluyente y recristalizd de acetonitrilo para obtener el
83% de un sélido amarillo. P. f. 209-210°C; RMN de *H (CDCl3, 200 MHz) 6: 2.36 (s, 3H),
7.29 (d, 2H, J=8.4 Hz), 7.28 (d, 1H, J=5.0 Hz), 7.33 (sa, 1H), 7.60 (d, 2H, J=8.6 Hz), 7.62 (td,
1H, J=1.2, 8.0 Hz), 7.79 (ddd, 1H, J=1.4, 7.0, 8.4 Hz), 7.95 (dd, 1H, J=1.2, 8.2 Hz), 8.17 (d,
1H, J= 8.2), 8.53 (d, 1H, J=5.2 Hz), 8.81 (d, 1H, J=1.8 Hz), 9.61 (d, 1H, J=2.2 Hz); RMN de *C
(CDCls, 75.5 MHz) 6: 20.8, 108.1, 119.8, 127.3, 127.5, 128.7, 129.0, 129.4, 129.5, 129.7,
130.8, 132.5, 134.7, 136.7, 149.0, 159.0, 160.5, 162.5; CyoH16N4 P. M. calculado: 312.37 EM
[IE+] m/z: 312 [M]"" (85), 311 [M-H]™" (100).
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A.1.4.9. 3-(2-(4-(trifluorometil)fenilamino)pirimidin-4-il)quinolina (12)

Se usé AcOEt-Hexano 1:1 como fase movil para obtener el 91% de un soélido blanco. p.f.
258°C (desc.) RMN de 'H (CDCI3+DMSO-d6, 200 MHz) &: 7.44 (d, 1H, J=5.4 Hz), 7.59 (d, 2H,
J=8.6 Hz), 7.66 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 8.0 Hz), 7.83 (ddd, 1H, J=1.4, 6.8, 8.4 Hz), 8.02 (d, 2H,
J=8.6 Hz), 8.02 (d, 1H, J=8.4 Hz), 8.16 (d, 1H, J=8.6 Hz), 8.62 (d, 1H, J=5.2 Hz), 8.87 (d, 1H,
J=2.2 Hz), 9.31 (seiial ancha, 1H), 9.64 (d, 1H, J=2.2 Hz). CyoH13F3N4 P. M. calculated:
366.34 EM [IE+] m/z: 366 [M]+e (5), 365 [M-H]+e (10), 263 [M-C7H5N]+¢(100)

Apéndice 2. Parte bioldgica

A.2.1. Cultivo celular y ensayo de actividad citotoxica

La actividad citotéxica de los compuestos 1-12 se determind mediante el ensayo de la
sulforrodamina B (SRB). Las lineas celulares humanas U251 (glioma), PC-3 (prdstata), K562
(leucemia), HCT-15 (colon), MCF7 (mama) y SK-LU-1 (pulmdn) fueron cultivadas en medio
RPMI-1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 Ul mL*
de penicilina G, 100 ug mL™ de sulfato de estreptomicina y 0.25 pg mL™ de amfotericina B.
Las lineas celulares se incubaron en una atmésfera al 5% de CO,, 95% de humedad y a una
temperatura de 37°C. Las células en fase logaritmica de crecimiento se desprendieron y
disgregaron por triptinizacién y contaron mediante una cdmara de Newbauer. En placas
de 96 pozos se inocularon 5-10X10° células por pozo e incubaron durante 24 horas.
Después de la incubacion, se cambid el medio de cultivo y se agregd medio fresco el cual
contenia uno de los presuntos compuestos citotéxicos, los cultivos se incubaron durante
48 horas mas. Las sustancias 1-12 fueron disueltas en DMSO para tener una solucion
stock, fluorouracilo se utilizé como control positivo de citotoxicidad. Se preparé un control
negativo utilizando DMSO a la concentracién mds alta utilizada durante el ensayo de
citotoxicidad y no se observaron efectos sobre el crecimiento celular.

Al finalizar la incubacién en presencia de los compuestos probados, el medio de

cultivo se elimind y las células adheridas a la placa se fijaron in situ mediante la adicién de
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50 uL de acido tricloroacético 50 % (wt/vol) a 4°C y se incubaron a esa misma temperatura
durante 1 hora. El sobrenadante se descartd, las placas se lavaron con agua y se secaron al
aire. Las células fijadas se tifleron con 100 pL de solucidn al 0.4% de SRB. Las proteinas
unidas al colorante se solubilizaron con Tris 10 mM y la densidad 6ptica se leyé en un
lector de microplacas (Elx 808; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a una
longitud de onda de 515 nm. Se realizé un tamizaje preliminar a una concentracién de 50
UM para todos los compuestos en todas las lineas celulares y la Clsg se obtuvo solamente
para las lineas celulares mas sensibles a los compuestos sintetizados. Para obtener la Clsg
se realizd una curva dosis-respuesta para cada compuesto, y el valor de Clsg se estimd
utilizando regresion no lineal mediante el software JMP (version 3.2.1.; SAS Institute Inc.

Cary, NC, USA).

A.2.2. Analisis del ciclo celular (citometria de flujo)

Las lineas celulares MCF7 y SK-LU-1 se subcultivaron a una densidad de 1X10° en cajas
Petri de cultivo de 100X20 mm. Después de un periodo de 24 horas de cultivo celular en
condiciones normales, el medio de cultivo se cambid por medio con compuesto a evaluar
y los cultivos celulares se incubaron durante 24 horas. Las concentraciones utilizadas
fueron 0.04 uM de compuesto 1, 8.4 uM de compuesto 2 y 1 uM de compuesto 8 en la
linea celular SK-LU-1 y 0.118 pM de compuesto 1, 8.4 uM de compuesto 3 and 1 uM de
compuesto 10 en la linea celular MCF7. Concluido el tratamiento, las células suspendidas
se descartaron y las células adheridas se cosecharon por triptinizacién y se centrifugaron a
3,000 rpm. El paquete celular se resuspendié en PBS (pH=7.4) y centrifugd nuevamente
durante 5 minutos a 3000 rpm. El PBS se descartd, los tubos se colocaron bocabajo en
papel absorbente durante 5 minutos. Las células se suspendieron en el PBS remanente en
el tubo de centrifuga y fijaron en etanol al 70% a 4°C por al menos durante 12 horas. El
etanol se eliminé por centrifugacién y el paquete celular se lavé con PBS. El ADN fue
tefiido con una solucién de ioduro de propidio 5 ug mL™ en PBS. El analisis del ciclo
celular se realizé utilizando un citometro FACScan (BD Biosciences, San Jose, CA) y el

software CELLQuest (BD Biosciences). El perfil del ciclo celular y andlisis de sus
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subpoblaciones se obtuvo analizando 10,000 eventos utilizando el software Flowlo

version 7.2.5 (Tree Star Inc, Ashland OR, USA).

A.2.3. Ensayo de apoptosis con Anexina V-FITC

El producto comercial Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit (Sigma-Aldrich) se utilizo
para medir la apoptosis celular después del tratamiento con los compuestos 1, 3, 5y 8. El
juego de reactivos contiene annexina V, marcada con un fluoréforo que puede identificar
células apoptoéticas, mediante su unidon a fosfatidilserina expuesta en la superficie
exoplasmatica de la membrana celular de células apoptédticas. Adicionalmente, el juego de
reactivos incluye un colorante de fluorescencia roja (ioduro de propidio) que tifie los
acidos nucleicos de células muertas. Los procedimientos se realizaron de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Brevemente, 2.5 x 10° células SK-LU-1 en 2-mL de medio
fueron inoculadas en cada pozo de una placa de seis pozos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) e
incubadas en condiciones estandar. Después de 24h, el medio de cultivo se eliminé por
succién y se cambio por medio con compuesto a evaluar. Las células fueron tratadas con
0.04 uM de compuesto 1, 8.4 uM de compuesto 3, 0.4 uM de compuesto 5 6 1 uM de
compuesto 8 durante 48h. Al concluir el tratamiento, las células adherentes y en
suspensidn se recolectaron y lavaron dos veces con PBS centrifugando a 3000 rpm. El
paquete celular se resuspendié con 0.5 mL de buffer de unién a annexina. Las células se
incubaron en la oscuridad con 5 ul de annexina V y 10 pl de la soluciéon de ioduro de
propidio durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacion,
las muestras se analizaron con un citdmetro de flujo FACScan (BD Biosciences, San Jose,
CA) utilizando el software CellQuest (BD Biosciences). El porcentaje de células apoptdticas
en las muestras se obtuvo analizando 10,000 eventos mediante el uso del software FlowJo

version 7.2.5 (Tree Star Inc, Ashland OR, USA).
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A.2.4. TUNEL

La apoptosis causada por los compuestos 3, 5 y 8 se detecté utilizando el kit comercial In
Situ Cell Death Kit, Fluorescein (Roche, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones
establecidas por el fabricante. Se colocaron 3 cubreobjetos de 18 mm (Marienfeld, Lauda-
Koénigshofen, Alemania) por pozo en placas de cultivo celular de 6 pozos (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) y se inocularon 2.5 x 10° células SK-LU-1 suspendidas en 2-mL de medio en
cada pozo. Las células se incubaron en condiciones estandar de cultivo celular y después
de 24h se eliminé el medio de cultivo y se agregd medio que contenia uno de los
compuestos a probar (8.4 uM compuesto 3, 0.4 uM compuesto 5 6 1 uM del compuesto
8), DMSO a la concentracién mas alta utilizada o medio sin aditivos. Las células se
incubaron durante 48h; al finalizar este tiempo, las células adheridas a los cubreobjetos se
retiraron de las placas de cultivo, lavaron dos veces con PBS, secaron al aire y se fijaron
durante una hora con solucion fijadora (4% de formaldehido en PBS pH 7.4 preparado
recientemente) a temperatura ambiente. Las células adheridas al cubreobjeto se lavaron
abundantemente con PBS e incubaron con solucién de permeabilizacién (0.1 % de triton-
X-100 en solucién de citrato de sodio al 0.1 %) durante 2 minutos en hielo. Las células que
no recibieron tratamiento, con compuestos o DMSO, se incubaron en 50 pL de solucion
marcadora (Label Solution, provista en el kit) y se utilizaron como control negativo. Por
otro lado, células sin tratamiento se incubaron con ADNsa | recombinante (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) por 10 minutos a temperatura ambiente, La ADNsa se elimind y se
continud con la reaccién de marcado.

Las células se enjuagaron con PBS dos veces y se secaron suavemente, utilizando
papel absorbente, alrededor del drea donde se llevd a cabo la reaccién. Se adicionaron 50
uL de mezcla de reaccién TUNEL (excepto el control negativo) y se incubaron a 37 °C
durante 1 h en atmosfera himeda y en la oscuridad. Al finalizar la incubacién, se lavaron
los cubreobjetos con abundante PBS por triplicado, las muestras se montaron en
portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia DAKO mounting medium (Dako,

USA).
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Las muestras se analizaron utilizando un microscopio de fluorescencia Nikon

Eclipse E600 (Nikon, Japdn).

A.2.5. Inhibicién de la actividad de CDK1/CycB y CDK2/CycA

La actividad de las CDK/Ciclinas se midié mediante un ensayo de proteina cinasa utilizando
histona H1.2 como sustrato. 220 ng de CDK1/CycB recombinante (Biaffin, Kassel,
Germany) o 135 ng de CDK2/CycA recombinante (Biaffin, Kassel, Germany ) en 20 uL
buffer de reaccion para cinasas pH=7.4 (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, NaF 50 mM,
NasVO, 500 uM, B-glicerofosfato 8 mM, DTT 1 mM, ATP 400 puM y ATPy** 4 uCi. (Perkin-
Elmer, Wellesley, MA, USA) se mezclaron con 0.5 pL de histona recombinante H1.2 10
mg/mL (Calbiochem, San Diego, CA) e incubaron 30 minutos a 30°C. Los complejos
CDK/ciclina se incubaron en presencia de uno de los compuestos (1, 2, 3, 8, y 11) a una
concentracion de 7 uM. Olomoucina 7 uM se utilizé como control positivo, un control de
disolvente se realizé con DMSO a una concentracién de 2.5 % o menor y se utilizé como
control negativo.

Se adicionaron 5 pl de B-mercaptoetanol a las muestras para detener la reaccién.
Las muestras se hirvieron durante 3 minutos en un tubo de microcentrifuga con tapdn de
rosca para reducir el riesgo de vaporizar el radioisétopo >?P. Las proteinas se separaron en
un gel de poliacrilamida al 10 % y la cantidad de radiacién incorporada a la histona H.1 se
midié usando una densitometria de una pelicula expuesta a la radiaciéon obtenida con un
aparato Typhoon 9400 (Amersham Biosciences, Inc.) usando el software Kodak MI

(Carestream Health, Rochester, N.Y., USA).

A.2.6. Determinacidn de la Clso en CDK1/CycB y CDK2/CycA

La determinacion de la Clsg de los compuestos 1, 3 y 8 en las enzimas CDK1/CycB vy
CDK2/CycA (Figura 4.4D) se realizé utilizando el servicio SelectScreen® Biochemical Kinase
Profiling Service de InVitrogen (Madison, WI, USA) mediante la tecnologia Z'-LYTE®.

Los compuestos se disolvieron en DMSO con una pureza del 100% a una

concentracion de 1.5 mM, y se diluyeron diez veces para iniciar el analisis. A partir de una
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concentracion 15 pM se diluyeron los compuestos en diluciones seriadas (1:3) diez veces
para obtener concentraciones finales de 15, 5, 1.67, 0.556, 0.185, 0.062, 0.0207, 0.0069,
0.0023 y 0.00077 puM.

2.5 pL del compuesto 4X, 2.4 uL del buffer de cinasa, 5 uL de la mezcla
cinasa/péptido (los 10 pL de reaccidn final consisten de 4.38 - 35.9 ng CDK1/ciclina By 2
UM Ser/Thr 18 o de 2.98 - 27 ng CDK2/ciclina Ay 2 uM Ser/Thr 12 en 50 mM HEPES pH
7.5, 0.01% BRIJ-35, 10 mM MgCl2, 1 mM EGTA) y 2.5 uL de ATP 4X diluida en buffer de
cinasas (50 mM HEPES pH 7.5, 0.01% BRIJ-35, 10 mM MgCl,, 1 mM EGTA; para CDK1 la
concentracion final fue de 34 uM y para CDK2 de 31 pM, correspondientes a la Km app de
las enzimas) se mezcla y agita durante 30 segundos y se deja reaccionar la mezcla durante
1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacidén, se adicionan 5 plL de proteasa y
se deja incubar durante otra hora a temperatura ambiente y se determina la fluorescencia
a 445 y 520 nm en un lector de placas de fluorescencia. Se realizé un control de 0% de
fosforilaciéon (no se adiciond ATP), de 100% de fosforilaciéon (péptido fosforilado
sintéticamente), de 0% de inhibicion (sin inhibidor) y con un inhibidor conocido
(estaurosporina 10.3 y 5.88 uM para CDK1 y 2 respectivamente). La Clsp se calcula
utilizando el software XLfit 5 (IDBS, Guildford, UK).
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Apéndice 3. Espectroscopia
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A.3.2. Espectro de IR del compuesto 1
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A.3.3. Espectro de EM del compuesto 1
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Glosario

-/-

ABC

Abl

Ack

AKT

Bak
Bax

Bcl-2

B-Raf

BRIJ-35
CAK

Calcineurina

Calmodulina

CD20

Cip/Kip

CKi
c-Kit

Precedido del nombre de una proteina, indica que ambos alelos del gen
mencionado fueron eliminados o producen proteinas no funcionales.

Proteinas del tipo “ATP binding cassette”. Se encargan de transportar compuestos
exogenos del interior de las células hacia el exterior.

La proteina Abl funciona como una cinasa de residuos de tirosina citoplasmdtica
con multiples funciones biolégicas.

Proteina cinasa de residuos de tirosina citoplasmatica que participa en la
organizacién de microtubulos.

Las cinasas AKT son proteinas claves en el proceso de supervivencia y proliferacién
celular.

Es una proteina pro-apoptética perteneciente a la familia Bcl-2.
Es una proteina pro-apoptética perteneciente a la familia Bcl-2.

Bcl-2 denota una familia de genes y las proteinas presentes en los mamiferos que
controlan el cambio de permeabilidad externo de la membrana de mitocondrias, y
gue participan en la regulacion de la apoptosis.

La proteina Bcl-2 suprime la apoptosis de dos maneras; por accion directa sobre
las mitocondrias para impedir el aumento de la permeabilidad y con efectos
mediados por interacciones con otras proteinas.

Es un protooncogene perteneciente a las cinasas de residuos de serina/treonina
que estd relacionado con la sefializacién y crecimiento celular.

Detergente no idnico util para extraer complejos de membranas bioldgicas.

Complejo activador de cinasas dependientes de ciclinas, esta constituido por la
cinasa dependiente de ciclina 7 (CDK7), la ciclina H y la proteina MAT1.

Interviene en la sintesis de varias citocinas, como la interleucina 2, que
desempeifian un papel fundamental en la proliferacion y activacion de los
linfocitos T.

La calmodulina se activa uniendo calcio y regula la actividad de un gran nimero de
proteinas, de esta manera su actividad depende de la concentracién de Ca* en la
célula.

Proteina de la superficie de los linfocitos B normales y la mayoria de los linfomas
de linfocitos B.

Inhibidores de amplio espectro que afectan las actividades de las cinasas que
dependen de las ciclinas D, E y A. Esta familia incluye a los inhibidores p21 (CIP1),
p27 (KIP1), y p57 (KIP2), todos ellos capaces de fijarse no solo a las CDKs, sino
también a las diferentes ciclinas.

Inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas.

Un factor de crecimiento con actividad de cinasa de residuos de tirosina. Se
encuentra mutado o sobreexpresado en mastocitomas y tumores estromales
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Csk

c-Src

E2F-1

FAK

Fes/Fer

FKBP

FL-1
FL-2
Fit3

G1

G2

GEF
GRB2
GSK
INK

IRK-4

JAK

KDR
Knockout
MAPK
MAPK/ERK
Mcl-1
mTOR

gastrointestinales (GIST).

Cinasa de la porcion carboxilo terminal de Src, inactiva a las cinasas de la familia
SRC.

Variante normal de la cinasa de residuos de tirosina del Sarcoma de Rous.

La familia de proteinas E2F tienen papeles importantes en el control del ciclo
celular y funcionan como supresoras de tumores. Es el factor 2 de la elongacién de
la transcripcidn, que se regula por union a Rb.

Cinasa de adhesién focal implicada en procesos celulares de la adherencia y la
separacion celular.

Cinasa de residuos de tirosina citoplasmatica que regula la adhesién celular y
reorganizacién del citoesqueleto.

Proteina que une a FK, ya que tacrolimus fue llamado inicialmente FK506, tienen
funcién de chaperona en proteinas que contienen residuos de prolina.

Canal que mide la fluorescencia verde (540 nm) en citometria de flujo.
Canal que mide la fluorescencia naranja (585/42 nm) en citometria de flujo.

Cinasa de residuos de tirosina que activa y mantiene la sobrevivencia,
proliferacidn y diferenciacién de las células hematopoyéticas progenitoras.

La fase G1 del ciclo celular es el periodo del ciclo celular que abarca desde que
termina la fase M hasta el inicio de la fase S.

La fase G2 del ciclo celular es el periodo del ciclo celular que abarca desde que
termina la fase S hasta el inicio de la fase M.

Factor intercambiador de nucledtido de guanina.
Proteina receptora del factor de crecimiento 2.
Cinasa 3 B de la glucégeno sintasa.

Inhibidores de CDK4, llamados asi por su estricta especificidad de accién sobre las
subunidades cataliticas CDK4 y CDK®6.

Es una proteina cinasa que participa en la sefializacién de respuestas inmunes
innatas en linfocitos T (interleukin-1 receptor-associated kinase 4).

Cinasas de Janus. Familia de proteinas pertenecientes a las enzimas asociadas a
receptores de citocinas.

Es el receptor para VEGF o VEGFC.

Desactivacion dirigida de un gen determinado en un modelo animal.
Cinasas activadas por mitégenos.

Cinasa que participa en la via de las MAPK.

Proteina de la familia BCL-2 que previene la muerte celular por apoptosis.

Proteina que actua como blanco de la rapamicina en células de mamifero y ayuda
a controlar varias funciones celulares, incluso la multiplicacion y la supervivencia
de las células; ademas de unir rapamicina une a otros medicamentos como el
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myc

p35
PDFR

PDK1
PI3K

Profarmaco

PSTAIRE

PTK
RAF

Ras

Rb

RET

50Ss1y2

STATS

Syk/Zap70

Tec

VEGF
v-Src

XIAP

everolimus.

El factor de transcripcion codificado por este gen es multifactorial, es una
fosfoproteina nuclear que juega un papel importante en la progresién del ciclo
celular, apoptosis y transformacion celular.

Es un activador especifico de CDK5 en las neuronas.

Receptor del factor derivado de plaquetas. El factor derivado de plaquetas (PDGF)
desempeiia un rol en el desarrollo embriogénico, proliferacién celular, migracion
celular y angiogénesis.

Cinasa 1 dependiente de fosfatidil inositol.
Fosfatidilinositol-3-cinasa.

Es una sustancia farmacolégicamente inerte que al ser biotransformada se vuelve
activa.

Secuencia de aminodcidos Prolina-Serina-Treonina-Alanina-lsoleucina-Arginina-
Acido glutdmico.

Proteinas cinasas de residuos de tirosina.
Cinasa de residuos de serina/treonina, activada por Ras.

Los genes ras codifican proteinas conservadas que pertenecen a una familia
extensa de GTPasas.

Proteina del retinoblastoma, impide que una célula se divida en ausencia de los
estimulos necesarios al unir a las proteinas E2F.

Las sefiales de transduccion de RET son clave en el desarrollo de los rifiones y el
sistema nervioso central, puede dar origen a cancer hereditario, si se activa
constitutivamente, conocido como neoplasia endocrina multiple tipo 2.

Fase del ciclo celular donde se replica el ADN.

Proteina acopladora entre Grb y Ras hijo de sevenless 1 y 2, es un factor
intercambiador que actua sobre ras-GDP para facilitar la sustitucion de GDP por
GTP.

Las proteinas STAT modulan la expresidn de genes relacionados con la
diferenciacidn, la supervivencia celular y la inflamacién.

Cinasas de residuos de tirosina citoplasmatica y se encargan de transmitir sefales
extracelulares de varios receptores.

Una de las tres clases de la proteina cinasas de residuos de tirosina que son
necesarias para la activacion de las células hematopoyéticas.

Factor de crecimiento endotelial vascular.
Variante oncogénica de la cinasa de residuos de tirosina del Sarcoma de Rous.

Inhibidor X-ligado de la proteina de apoptosis, es un miembro de la familia de
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP).
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presents cytotoxic activity and is most effective and selective against CDK1/CycA than against CDK2/CycB.
Compound 11, which has a quinolin-3-yl moiety is CDK inhibitor but presents null cytotoxic activity.
Quinolin-4-yl-substituted compounds constitute a new lead of cytotoxic and CDK inhibitor compounds
from which more compelling and selective inhibitors can be designed.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Cancer is a leading cause of death. Approximately, one in four
persons dies of cancer in the United States [1] and cancer is the
third most common cause of dead worldwide [2]. The incidence of
cancer has not dropped over the last decades; the most compli-
cated cases are present in developing countries and it is expected
that in the following years its incidence will be bigger than the
incidence of cardiovascular diseases [2].

Regardless of the use of surgical treatment and irradiation,
chemotherapy still remains an important option for the treatment
of solid cancers. Despite extensive research efforts, the therapeutic
treatment of tumor patients is still not satisfying. Chemothera-
peutic drugs should preferentially target tumor cells without
harming normal cells or tissues. Unfortunately, in most cases,
chemotherapy remains a treatment modality with harsh side
effects due to the toxicity of the drugs. Toxic effects on rapidly
proliferating cells such as intestinal cells and bone marrow can
cause life-threatening infections and other side effects, which
seriously affect the quality of life of the patient. The indiscriminate

* Corresponding authors. Tel.: +52 55 56 22 44 21; fax: +52 55 56 16 22 17.
E-mail addresses: vilchis90@yahoo.com (M.A. Vilchis-Reyes), maudiaz@servidor.
unam.mx (E. Diaz).

0223-5234/$ - see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejmech.2009.10.002

nature of current cancer chemotherapy and drug resistance has
initiated a search for more selective approaches.
Imidazo[1,2-a]pyridine scaffold has been extensively studied for
their pharmacological properties, such as hypnotic [3], antiviral [4],
antiparasitic [5] and proton pump inhibitor [6]. This moiety has
revealed inhibitory properties on several kinases. Some examples
are IRK-4 [7], GSK3 [8] and MAPK/ERK kinase [9]. Recently,
2-aminopyrimidines substituted with 2-methylimidazo[1,2-
a]pyridine have showed excellent cytotoxic and inhibitory activity
against cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) [10,11]. Meridianines,
indole-substituted 2-aminopyrimidines, are kinase inhibitors [12],
showing that the replacement of the imidazo[1,2-a]pyridine is
possible. As a part of our search for new antitumor compounds,
a new series of imidazo[1,2-a]pyridine- and quinoline-substituted
2-aminopyrimidines were synthesized as potential antitumoral
compounds. At the same time and with the same objective we
explore the bioisosteric replacement in compound 1 (Table 1) of the
hydrogen atoms in the methyl group of 2-methylimidazo[1,2-
alpyridine and in the tolyl part of the molecule by fluorine. In
addition, since it is known that the bioisosteric substitution of the
2-methylimidazo[1,2-a]pyridine by a quinoline ring gave good
antagonist compounds when applied to bradykinin B, receptor
[13], we prepared compounds 7-12. The synthesized compounds
(Table 1) were tested against the following tumor human cell lines:
U251 (glioma), PC-3 (prostate), K562 (Leukemia), HCT-15 (colon),
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Table 1
In vitro susceptibility of SK-LU-1 and MCF7 cell lines of synthesized imidazo[1,2-a]
pyridine and quinoline-substituted 2-aminopyrimidines.
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Table 1 (continued )

Compound Ar R I1Cs0 (LM)?

SK-LU-1 MCF7

N %
12 NT >50.0
=
N FsC

NT = Not tested.
2 The results show the concentration producing 50% of growth inhibition. Data
are presented as mean + SD of three independent experiments.

MCF7 (breast) and SK-LU-1 (lung). The effect on the cell cycle, cell
death and inhibition of CDK2/CycA and CDK1/CycB of selected
compounds was analyzed.

2. Chemistry

Synthesis of compounds 1-12 was achieved starting with the
corresponding aldehyde (Scheme 1). 3- and 4-quinolinecarbox-
aldehyde are commercially available, 2-methyilimidazo[1,2-
a]pyridine-3-carboxaldehyde (15) and 2-(trifluoromethyl)imidazo
[1,2-a]pyridine-3-carboxaldehyde (16) were prepared through
reaction of 2-aminopyridine with bromoacetone or 1,1,1-trifluoro-
3-bromoacetone in ethanol-dioxane solution to afford compounds
13 and 14 (Scheme 2). Vilsmeier-Haack reaction of these with
chloromethyliminium chloride yielded compounds 15 and 16
(Scheme 2).

Addition of ethynyl magnesium bromide 0.5 M in THF to the
aromatic aldehydes 15, 16, 17 and 18 gave the propargylic alcohol
derivatives 19, 20, 21 and 22. These were oxidized with MnO, to
afford the corresponding alkynyl ketone 23, 25 and 26. Oxidation of
20 with MnO, produce unsatisfactory results, but the use of calcium
hypochlorite under phase-transfer catalyst condition produced 24.
Cyclocondensation of 23, 24, 25 and 26 with guanidine sulfate
afforded imidazol[1,2-a]pyridines-substituted 2-aminopyrimidines
27 and 4 and quinoline-substituted 2-aminopyrimidines 7 and 10.
Then the desired products 1,2, 3,5, 6, 8,9,11,and 12 were obtained in
excellentyields after the coupling between 27,4,7 and 10 and an aryl
bromide or iodide under modified Buchwald-Hartig conditions [ 14].
All synthesized compounds were characterized by 'H NMR, >*C NMR
and mass spectroscopy.

3. Biological results and discussion

In this study we evaluated (1) the bioisosteric replacement in
compound 1 of the methyl hydrogen atoms of 2-methyl-
imidazo[1,2-a]pyridine by fluorine in compounds 4, 5 and 6, the
substitution of methyl hydrogen atoms of the tolyl groups by
fluorine in compound 2, 6, 9 and 12. Fluorine presents the advan-
tage of having a van der Waals radius comparable to that of
hydrogen [15]. (2) The bioisosteric substitution of the complete
2-methylimidazo[1,2-a]pyridine scaffold by the isoelectronic
quinoline-4-yl (compounds 7, 8, and 9) and (3) the regioisomer
quinoline-3-yl (compounds 10, 11 and 12). In compound 3 the
entire toluene group was replaced with a thiazol ring. All
compounds were evaluated for their cytotoxic activity in vitro
against the tumor human cell lines U251 (glioma), PC-3 (prostate),
K562 (leukemia), HCT-15 (colon), MCF7 (breast) and SK-LU-1
(lung). A primary screening at a fixed concentration of 50 pM
showed cytotoxicity against the six human tumor cell lines
(Table 2) as a positive control we used 5-fluorouracil at the same
concentration. Although the type of cell lines tested differs among
them in origin and genetic background some regularity could be
observed. Compounds 1-9 showed better activity than 5-fluoro-
uracil. In contrast, less activity or no activity was found for the
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Scheme 1. Reagents: (i) Ethynyl magnesium bromide 0.5 M; (ii) MnO; for compound 20 Ca(ClO),, CH,Cl,, water, tetrabutylammonium bromide (catalytic); (iii) Guanidine sulfate,
K5COs, (iv) Xantphos (3%), Pd(dba), (3%), Cs,COs, toluene, aryl halide (1-iodo-4-methylbenzene, 1-iodo-4-(trifluoromethyl)benzene or 5-bromothiophene-2-carboxaldehyde). CA,

commercially available; NI, not isolated.

compounds with the quinoline-3-yl substituent 10, 11 and 12. The
most sensitive tumor human cell lines are MCF7 and SK-LU-1. In
MCF7 cell line most of the synthesized compounds showed a 100
percent inhibition of cellular grown at 50 uM. We decided to
determine the ICsg value of compounds 1-12 in the most sensitive
cell lines MCF7 and SK-LU-1. Results are depicted in Table 1. The
most potent compounds are 1 and 2 in both cell lines. The change of
the tolyl group for a thiazolyl group reduces the biological activity
of compound 3. The bioisosteric replacement of the hydrogen
atoms in the methyl group of the tolyl moiety do not affect
significantly the biological activity of the compounds 2 and 9
comparing with 1 and 8 respectively. The substitution of the
hydrogen atoms of the methyl group in position 2 of the imi-
dazo[1,2-a]pyridine by fluorine, compound 5, produces a nine fold
decrement of potency in SK-LU-1 cells and a 0.74 fold decrement of
potency in MCF7 cells than compound 1. The replacement by
fluorine in both methyl groups, tolyl and 2-methylimidazo[1,2-
a]pyridin-3-yl moieties, produces a slight decrement in activity in
MCF7 cell lines, and a moderate decrement in SK-LU-1 cells, this
replacements cause an increase in the lipophilicity and an electron
withdrawing effect which alter the biological properties of
a molecule. Having a trifluoromethyl group in the molecule instead
of methyl group increments the metabolic stability of the molecule.
This could represent an advantage during in vivo studios.
Compounds 7 and 8 which enclose a quinolin-4-yl group instead
of the imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl scaffold, have modest cytotoxic
activity in both SK-LU-1 and MCF7 cell lines. Comparing, compound
1 is 71 times more active in SK-LU-1 cell line and 10 times more
active in MCF7 cell line than compound 8; on the other hand,

CHO
oo okl
= NH, ii AN N iv NS N
13 R=CH3 15 R=CH3
14 R=CF, 16 R=CF,

Scheme 2. Reagents: (i) Bromoacetone or 3-bromo-1,1,1-trifluoroacetone (ii) triethyl-
amine; (iii) POCl;, DMF; (iv) water.

compound 2 is 50 times more active in SK-LU-1 cell line and 25
times more active than compound 9. The cytotoxic activity
exhibited by compounds 11 and 12 was not significant compared
with compounds 8 and 9. This last result indicates that quinolin-4-
yl group is better than quinolin-3-yl group to replace the 2-methyl
imidazo[1,2-a]pyridine-3-yl scaffold. Compounds 4 and 5 showed
poor activity than compounds with and N-aryl moiety, e.g. 5 and 8.

Next, in order to evaluate the effect of the selected compound
(1, 3, and 8) on the grown and division of asynchronous SK-LU-1
and MCF-7 cell lines (Table 3, Fig. 1) we used flow cytometry,
measuring the DNA content of each cell line after a 24 h treatment.
As a positive control we used the CDK2 inhibitor Olomoucine and as
a negative control DMSO alone at the highest quantity used in the
experiments. All compounds were used at a concentration of
approximately twice ICso value in each cell line; except for
compound 8 in SK-LU-1 cell line. The results show the proportion of
cells emitting fluorescence proportional to the DNA content. In SK-
LU-1 cells compound 1, 3 and 8 significantly arrest cells in the G2/M
phase of the cell cycle (Fig. 1) with a significant decrease in the
proportion of cells in the GO/G1 phase in comparison with control

Table 2
Inhibition of human tumor cells lines by compounds 1-12.2

Compound % of growth inhibition
U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF7 SK-LU-1

1 100.0 94.2 89.4 95.2 88.5 100.0
2 85.6 64.5 84.8 88.6 83.4 100.0
3 57.8 49.5 88.1 85.4 75.9 100.0
4 92.2 74.0 56.3 274.0 100.0 71.0
5 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
6 100.0 92.0 94.2 94.4 100.0 95.0
7 100.0 774 94 NA 100.0 78.2
8 100.0 100.0 50.9 100.0 100.0 100.0
9 91.8 87.3 NA 100.0 100.0 100.0
10 38.5 319 NA NA 100.0 59.3
11 87.7 59.5 NA 303 100.0 46.3
12 49.8 22.9 NA 24.0 80.9 354
5-fluorouracil 64.2 454 73.7 713 65.1 70.5

NA = Not active.
2 50 uM; mean of three experiments with three replicates each one.
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Table 3

Cell cycle analysis of SK-LU-1 and MCF7 cell lines after treatment with 1, 3, and 8. DMSO was used as vehicle control and Olomoucine, a CDK-2 inhibitor, as a positive control.

Compound Cell cycle phase (%)?

SK-LU-1 MCF7

Gl S G2/M G1 S G2/M
1 4.7 +0.4° 209+10.7 775+56P 60.8 +1.8 253 +43 147 +7.0
3 42.5+0.4° 13.9+42 48.0+8.5° 545+6.3 15.7 + 4.6 222+16
8 8.1+9.6° 22.0+19.3 74.0 +11.4° 18.7 +5.6° 15.1+6.7 64.7 +1.4°
DMSO 61.7+£29 182415 16.14+0.9 57.0+3.7 17.0++12 232404
Olomoucine 442429 19.7 +8.6° 31.8+3.7° 60.6 + 3.1 15.1+23 232404

@ Results are expressed as means + SD of three independent experiments. Cells were incubated with the compounds for 24 h.

b p<0.05 as compared with solvent (DMSO) on 24 h treatment.

cells (DMSO, Fig. 1), S phase presents no difference with respect to
control. Olomoucine has significant effect on S and G2/M phase of
cell cycle of SK-LU-1 at the concentration used in these experiments
(Table 3). MCF7 cell line shows a cell cycle pattern after treatment
with compound 1 and 3 which possess a 2-methylimidazo[1,2-
a]pyridine scaffold, similar to control cells, differences are statisti-
cally not significant. In contrast, compound 8 shows a strong arrest
in G2/M phase of the cell cycle after a 24 h treatment in comparison
with control cells (Table 3, Fig. 1) and a diminution in the G1/GO
phase of the cell cycle; S phase not presents significant differences
in comparison with control cells. Olomoucine has no effect on cell
cycle of MCF7 cells at the concentration used in these experiments
(Table 3). The cell enlargement characteristic of a G2/M arrest was
also evident as an enhancement in the FSC vs. SSC dot plots
generated by all the tested compounds in SK-LU-1 cells and by
compound 8 in MCF7.

Resistance to cell apoptosis is one of the mechanisms that is
important in cancer drug resistance. To determine whether G2/M
arrest was followed by induction of apoptosis, asynchronously
growing SK-LU-1 cell line was exposed to compounds 1, 3,5 and 8
for 24 and 48 h. Cell death was monitored by flow cytometry, using
the binding of fluorescein isothiocyanate-labeled annexin V to
phosphatidylserine (Annexin V-FITC). Apoptotic cells show positive
fluorescence for annexin V-FITC; subsequently, an augment in the
green fluorescence in the FLH-1 channel indicates an increase in

apoptotic cell death. The upper left corner of the quadrant repre-
sents debris, lower left are live cells, upper right are late apoptotic
or necrotic cells and lower right are apoptotic cells. After an incu-
bation period of 24 h with the mentioned compounds, apoptosis
was not significantly superior to control experiment. However, our
data shows that compounds 1, 3, 5 and 8 are effective apoptotic
inducers on SK-LU-1 cell line after a 48 h treatment (Fig. 2),
showing a significant increase in apoptotic death cells comparing
with DMSO treated cells. Not significant necrotic cells were found
in cells treated with molecules 1, 3, 5 and 8. If a molecule induces
death via an apoptotic pathway, then this molecule will cause fewer
toxic side reactions in vivo than if it induces death via necrosis.

It has been reported that substituted 2-aminopyrimidines are
kinase inhibitors, especially of CDK2 [10-12]. We next analyzed the
activity of compounds 1, 2, 3, 8, and 11 on recombinant CDK2/CycA
and CDK1/CycB (Table 4). We used as positive control Olomoucine, it
has been reported that the ICs59 on CDK2/CycA of this compound is
7 uM [16]; for this reason we tested all compounds at the same
concentration. In general all compounds tested are better than Olo-
moucine in both CDK2/CycA and CDK1/CycB. Compound 1, 2 and 3
inhibit CDK1/CycB at the same extend at 7 uM. Interestingly,
compound with a quinolinyl moiety present better inhibitory
potency against CDK1/CycB, this observation could explain the G2/M
arrest induced in MCF7 cell line when compounds 1 and 3 failed to
exhibit this phenomena on this cell line (Fig. 1, Table 3). On CDK2/

Fig. 1. Cell cycle phase effect of compound 1, 3, and 8 on SK-LU-1 and MCF7 cell lines. DMSO was used as solvent control (A, SK-LU-1; E, MCF7). Olomoucine was used as a positive
control (not shown). Treatment with 0.04 uM compound 1 (B), 8.4 uM compound 3 (C), 1 uM compound 8 (D), and 70 uM Olomoucine were utilized on SK-LU-1 cells. 0.118 uM
compound 1 (F), 8.4 uM compound 3 (G), 1 uM compound 8 (H), and 60 uM Olomoucine were used on MCF7 cells. Representative experiment out of three is shown.
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Fig. 2. Induction of apoptosis on SK-LU-1 after treatment with 0.04 uM compound 1, 8.4 uM compound 3, 0.4 uM compound 5 and 1 uM compound 8 for 48 h, DMSO was used as
a negative control (A). Detection of apoptosis through annexin V and PI staining after treatment with 1 (B), 3 (C), 5 (D), and 8 (E) on SK-LU-1 cells. Representative experiment out of

three is shown.

CycA most active compounds are 2 and 3, albeit compound 3 does not
exhibit the highest cytotoxic value compared with 1 and 2. It is
important to note that compound 11 was never significantly cyto-
toxic; however it shows inhibition on CDKs similar to 8 in both CDK1/
CycB and CDK2/CycA (Table 1, Table 4). These differences in cytotoxic
and CDKs inhibitory activity may be reflecting variations in cellular
permeability, in intracellular distribution, and in metabolism.

In conclusion we have synthesized a series of 2-methyl-
imidazo[1,2-a]pyridine- and quinoline-substituted 2-amino-
pyrimidines which inhibit CDK1/CycB and CDK2/CycA. Among
the compounds containing a 2-methylimidazo[1,2-a]pyridine,
hydrogen replacement by fluorine does not affect notably the
cytotoxic activity. Quinoline-substituted compound, 8 and 11, are
most potent and selective against CDK1/CycB than against CDK2/
CycA. Quinolin-4-yl-substituted compounds constitute a new
family of cytotoxic and CDK inhibitor compounds from which more
potent and selective inhibitors can be designed. The compounds
synthesized broaden the knowledge of the activity of these kinds of
derivatives.

4. Experimental protocols

Melting points were determined on a MEL-TEMP® capillary
melting point apparatus and are uncorrected. TH NMR spectra were
recorded on a Varian Gemini 200 MHz, Varian Unity 300 MHz, and
Varian Inova 500 MHz ("H NMR and 125 MHz 3C NMR). Chemical
shifts are expressed as ¢ values relative to TMS as internal standard,
J values are given in Hz; spectra were recorded in CDCls, or
a mixture of CDCl;3 and DMSO-dg when problems of solubility were
presented (compounds 2, 3, 7, 10 and 12). Mass spectra were
recorded on a JEOL JMS-SX 10217 spectrometer by electron impact
(EI). All reagents were acquired from Sigma-Aldrich unless other-
wise stated. The solvents were distilled before being used. Tetra-
hydrofuran (THF) and toluene were dried with sodium using
benzophenone as indicator. Bromoacetone was obtained from
bromide and acetone and distilled under vacuum prior to use [17].
Silica gel (mesh 230-400) was purchased from Merck.

4.1. Chemistry

4.1.1. General method of synthesis of compounds 13 and 14
2-Aminopyridine is dissolved in a 3:1 mixture of ethanol-
dioxane and 1.1 equivalents of the appropriated bromoacetone are
added slowly. The reaction mixture is vigorously mixed during 2 h,
a solid is formed. Then three equivalents of triethylamine are added
and the mixture is refluxed overnight. The volatiles are removed
under vacuum and water is added to dissolve the formed salts.

4.1.1.1. 2-Methylimidazo[1,2-a]pyridine (13). The aqueous suspen-
sion is extracted with AcOEt. The organic phase is dried with
anhydrous NaySO4 and the solvent is evaporated in a Rotavapor
evaporator. The oily residue is distillated under vacuum to give the
title compound as yellow pale oil which solidifies and is stable at
4°C. Yield 50% B. p. 108-110°C/6 mmHg. 'H NMR (CDCI3,
200 MHz) ¢: 2.46 (d, 3H,J= 0.8 Hz), 6.71 (td, 1H, J = 1.2, 6.6 Hz), 7.10
(ddd, 1H, J=1.2, 5.6, 9.0 Hz), 7.33 (s, 1H), 7.50 (dd, J=0.8, 9.0 Hz),
8.02 (dt, 1H, J= 1.2, 6.8 Hz). CgHgN; calculated m. w.: 132.16. MS
[El4+] m/z: 132 [M]* (100), 131 [M — H]" (80).

4.1.1.2. 2-(Trifluoromethyl)imidazo[1,2-aJpyridine (14). A solid is
formed after adding water which is separated by suction. The solid
is purified by column chromatography with EtOAc-Hexane 1:1.
Recrystallization from hexane yields 75% of a white solid. M. p. 91-
92°C. '"H NMR (CDCls, 300 MHz) 6: 6.92 (td, 1H, J=12, 6.9 Hz),
7.31 (ddd, 1H, J=1.2, 6.9, 9.3 Hz), 7.89 (s, 1H), 8.15 (td, 1H, J=1.2,
6.9Hz). 3C NMR (CDCls, 75.5 MHz), &: 11146, 113.96, 118.70,

Table 4
Percent of inhibition of human CDK/Cyc enzymes by compounds 1, 2, 3, 8 and 11.%
CDK/Cyc Compound
Olomoucine 1 2 3 8 11
CDK1/CycB 48 59 60 52 75 73
CDK2/CycA 43 58 69 76 45 49

2 7 uM; mean of two independent experiments.



384 M.A. Vilchis-Reyes et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 379-386

122.00 (q, J = 267.5 Hz), 126.25, 126.52, 135.96 (q, | = 38 Hz), 145.4.
CgHsF3N, calculated m. w.: 186.13 MS [EI+] m/z: 186 [M]" (100),
167 [M — F]* (15).

4.1.2. General method of synthesis of compounds 15 and 16

Over excess of anhydrous DMF at 0°C are added slowly 2.5
equivalents of POCl3 and the mixture is mixed during 15 min.
Posterior, one equivalent of compound 13 or 14 is added and the
reaction mixture is stirred vigorously by 1 h. Then the reaction is
warmed at 60 °C by 24 h or until no starting material is detected by
TLC. Chopped ice was added and the mixture is neutralized with
ammonium hydroxide.

4.1.2.1. 2-Methylimidazo[1,2-a]pyridine-3-carbaldehyde (15). Oil
was obtained which was solubilized in hot hexane, after cooling
a solid was formed. Recrystallized from hexane to obtain a white
solid. Yield 44% m. p. 119-120 °C. 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6: 2.73
(s, 3H), 7.07 (td, 1H, J=1.2, 6.8 Hz), 7.52 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8,
9.0 Hz), 7.68 (td, 1H, = 1.2, 9.0 Hz), 10.01 (s, 1H). 13C NMR (CDCls,
75.5 MHz) ¢: 114.46, 114.83, 116.63, 121.19, 128.31, 130.01, 147.65,
157.08, 176.96. CgHgN> O calculated m. w.: 160.17 MS [EIl+] m/z: 160
[M]* (100), 159 [M — H]* (98), 131 [M — CHO]" (25).

4.1.2.2. 2-(Trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridine-3-carbaldehyde
(16). Purified by column chromatography (EtOAc-Hexane 1:9) and
recrystallized from hexane to obtain 52% yield of white plaques. M.
p.116-118 °C. "H NMR (CDCls, 200 MHz) 7.28 (td, 1H, J = 1.2, 7.0 Hz),
7.68 (ddd, 1H, J= 1.2, 6.8, 9.0 Hz), 7.90 (dt, 1H, J= 1.2, 9.0 Hz), 9.65
(dt, 1H, J= 1.2, 7 Hz), 10.22 (s, 1H). *C (CDCl3, 75.5 MHz) 6: 114.46,
114.83,116.63,122.00(q,J = 267.5 Hz), 128.31,130.01, 147.65, 157.08,
176.96. CgHsF3N,0 calculated m. w.: 214.14 MS [El+] m/z: 214 [M]*"
(100), 195 [M — F]* (75), 185 [M — CHO]* (20).

4.1.3. General method of synthesis of compounds 4, 7, 10 and 27

The corresponding aldehyde 15, 16, 17 or 18 was reacted with 2
equivalents of ethynyl magnesium bromide 0.5 M in anhydrous THF
at —70 °C under nitrogen atmosphere. The mixture was stirred by
30 min and allowed to reach room temperature. A saturated NH4Cl
solution was added and the aqueous layer was separated and
extracted with THF; this reaction is quantitative.

The propargylic alcohol derivatives obtained 19, 21 and 22 were
oxidized with 35 equivalents of MnO, in reducing agents free
acetone mixing for 30 min. After the completion of reaction, the
MnO; was separated by suction filtration and washed with acetone.
Concentration of solvent in a Rotavapor evaporator yielded
compounds 23, 25 or 26. Compound 20 was oxidized employing 5
equivalents of Ca(ClO), in CH,Cl,—water and using 7% of tetrabu-
tylammonium hydrogen sulfate as phase-transfer catalyst, the
mixture was stirred vigorously and heated to reflux for one hour,
the reaction mixture is diluted with CH,Cl, and extracted with
brine. Concentration of the organic layer under vacuum afforded
compound 24. The alkynyl ketones 23-26 were used in the
following reaction without further purification.

Compounds 23-26 were reacted with 2 equivalents of guani-
dine sulfate in presence of 3 equivalents of K,CO3 in n-butanol,
reactions were heated in an oil bath to reflux overnight or until the
reaction was over by TLC. All volatiles were removed under vacuum
and the solid form was extracted with acetone. The suspended solid
was removed by filtration and discarded. The solvent was removed
under vacuum, and the resulting solid was purified. Following this
procedure the following compounds were obtained.

4.1.3.1. 4-(2-(Trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)pyrimidin-
2-amine (4). Purified by column chromatography with EtOAc. Yield
29% of a yellow solid. M. p. 230-231 °C; 'H NMR (CDCls, 200 MHz)

6: 7.00 (d, 1H, J=5.4 Hz), 7.02 (dd, 1H, J= 1.2, 9.2 Hz), 7.44 (td, 1H,
J=14,9.2Hz), 7.78 (dd, 1H, J = 1.2, 9.2 Hz), 8.40 (d, 1H, J= 5.4 Hz),
9.20 (dd, 1H, J = 1.2, 7.2 Hz). C12HgF3N5 calculated m. w.: 279.22 MS
[EI+] m/z: 279 [M]T (100), 278 [M — H]" (55), 258 [M — HyF]™ (20).

4.1.3.2. 4-(Quinolin-4-yl)pyrimidin-2-amine (7). Purified by column
chromatography with EtOAc-Hexane 9:1 to obtain 10% of the title
compound. Yellow solid, m. p. 228-229°C (desc.) 'H NMR
(CDCl3 + DMSO-ds, 500 MHz) 4: 6.30 (s, 2H); 6.78 (d, 1H,
J=5.0Hz); 745 (d, 1H,] = 4.5 Hz); 7.50 (ddd, 1H,J = 1.5, 6.5, 8.5 Hz),
7.68 (ddd, 1H, J=14, 6.8 Hz, 8.6 Hz); 8.04 (dd, 1H, J=0.5Hz,
8.0 Hz); 8.16 (dd, 1H, J= 1.0, 8.5 Hz); 8.35 (d, 1H,J = 5.0 Hz), 8.90 (d,
1H, J = 4.5 Hz). '*C NMR (CDCl3 + DMSO-dg, 125.7 MHz) §: 110.35,
120.22,124.64, 125.17,126.45, 128.92, 129.14, 143.91, 148.05, 149.37,
158.45, 163.15, 164.06. C13H19N4 calculated m. w.: 222.25 MS [El+]
mjz: 222 [M]* (70), 221 [M — H]* (100).

4.1.3.3. 4-(Quinolin-3-yl)pyrimidin-2-amine (10). Title compound
was purified by column chromatography using EtOAc-Hexane 8:2
to yield 20% of a yellow solid, M. p. 252-253 °C (desc.), '"H NMR
(CDCl3 + DMSO-dg, 200 MHz) ¢: 5.64 (ws, 2H), 7.21 (d, 1H,
J=5.2Hz), 762 (td, 1H, J=1.2, 70 Hz), 7.79 (td, 1H, ] = 1.2, 6.8 Hz),
7.97 (dd, 1H, J=0.6, 8.2 Hz), 8.14 (d, 1H, J=8.4Hz), 8.43 (d, 1H,
J=5.2Hz, H-8), 8.81 (d, 1H, J=18Hz), 9.52 (d, 1H, J=2.4 Hz).
C13H10N4 calculated m. w.: 222.25 MS [EI+] m/z: 222 [M]* (85), 221
[M —H]" (100).

4.1.3.4. 4-(2-Methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amine
(27). Purified by column chromatography using EtOAc-acetone 1:1
to yield 75% of the yellow solid. M. p. 167 °C, 'H NMR (CDCls,
300 MHz) 6: 3.10 (s, 3H), 6.87 (d, 1H, | = 5.4 Hz), 6.88 (td, 1H, ] = 1.2,
6.9 Hz), 7.30 (ddd, 1H, J=12, 6.6, 9.0Hz), 7.61 (dt, 1H, J=12,
9.0 Hz), 9.62 (dt, 1H, J = 1.2, 9.0 Hz). 3C NMR (CDCl5, 75.5 MHz) 6:
16.76, 108.95, 112.58, 116.64, 126.26, 127.85, 128.62, 146.22, 147.07,
158.01, 158.21, 162.62. C12H11N5 calculated m. w.: 225.25 MS [EL+]
mjfz: 225 [M]* (85), 224 [M — H]* (100).

4.1.4. General procedure to synthesize compounds 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9,
11, and 12

In an well oven-dried Schlenk flask were added 1 equivalent of
4, 7,10 or 27, 1.1 equivalents of the proper aryl halide, 3-5% Xant-
phos, 3-5% Pd(dba), and 3 equivalents of anhydrous Cs;COs. The
flask was evacuated/backfilled with nitrogen at least three times
and anhydrous toluene was added into the flask, the flask was
evacuated/backfilled for others two times. The reaction mixture
was warmed at 80 °C until the starting materials were completely
consumed or the reaction did not proceed anymore (4-12 h). Then,
the reaction was allowed to get room temperature and the solids
were removed by vacuum filtration and rinsed plenty with EtOAc.
All compounds were purified by column chromatography.

4.14.1. 4-(2-Methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N-p-tolylpyrimidin-
2-amine (1). Eluted with EtOAc to obtain 80% of a pale green solid.
M. p. 190 °C (desc.); 'H NMR (CDCls, 200 MHz) é: 2.36 (s, 3H), 2.74
(s, 3H), 6.78 (td, 1H, J = 1.4, 7.0 Hz), 6.95 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 7.17 (d,
2H, J=8.2Hz), 729 (ddd, 1H, J=12, 6.8, 9.0 Hz), 749 (d, 2H,
J=8.4Hz),7.61(dt,1H,J=1.2,9.0 Hz), 8.44 (d, 1 H, J= 5.6 Hz), 9.59
(dt, 1H, J = 1.2, 7.0 Hz); 13C NMR (CDCls, 75.5 MHz) é: 17.07, 20.85,
109.30,112.55,116.66,120.92, 126.38,128.28,129.44,132.85,136.64,
146.26, 147.34, 157.62, 157.91, 160.08; Ci9H17Ns5 calculated m. w.:
315.37 MS [El+] m/z: 315 [M]" (95), 314 [M — H]" (100).

4.1.4.2. 4-(2-Methylimidazo[1,2-aJpyridin-3-yl)-N-(4-(trifluoromethyl)-
phenyl)-pyrimidin-2-amine (2). Eluted with EtOAc to obtain 95% of
the title compound as a yellow powder. M. p. 201-202 °C (desc.); 'H



M.A. Vilchis-Reyes et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 379-386 385

NMR (CDCl3, 200 MHz) 6: 2.76 (s, 3H), 6.87 (td, 1H, J = 1.2, 6.8 Hz),
7.06 (d, 1H, ] = 5.4 Hz), 7.35 (ddd, 1H, ] = 1.4, 7.0, 9 Hz), 7.38 (ws, 1H),
7.59 (d, 2H, J=8.2 Hz), 7.65 (dt, 1H, J=1.2, 9.0 Hz), 7.79 (d, 2H,
J=8.4Hz), 8.52 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 9.55 (dt, 1H, J= 1.2, 7.0 Hz), 13C
NMR (CDCl3z + DMSO-dg, 75.5 MHz) é: 16.43, 109.64, 112.23, 116.05,
118.37, 119.85 (q, J=265.76 Hz), 125.31 (q, J=4.53 Hz), 126.09,
127.72, 143.03, 145.70, 146.73, 156.94, 157.28, 159.27. C1gH14F3N5
calculated m. w.: 369.34 MS [El+] m/z: 369 [M]" (100), 368
[M —H]* (92).

4.14.3. 5-(4-(2-Methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl-
amino )thiophene-2-carbaldehyde (3). Eluted with EtOAc-Hexane
6:4 obtaining 65% of dark green flakes. M. p. 235 °C (desc.); 'H NMR
(CDCl5 -+ DMSO-dg, 200 MHz) 6: 2.68 (s, 3H), 6.83 (d, 1H, J = 4.2 Hz),
6.92 (td, 1H, J= 1.2, 6.8 Hz), 7.02 (d, 1H, = 5.4 Hz), 7.33 (ddd, 1H,
J=1.0Hz, J=6.8 Hz, = 8.8 Hz), 7.55 (d, 1H, J=4.2 Hz), 7.57 (d, 1H,
] =8.8 Hz),8.53(d, 1H,] = 5.4 Hz), 9.65 (s, 1H), 9.67 (d, 1H, ] = 8.6 Hz),
11.05 (s, 1H); 3C (CDCl5 + DMSO-dg, 75.5 MHz) &: 16.18, 110.22,
110.93, 112.48, 115.80, 117.62, 126.62, 127.97, 131.70, 136.61, 145.51,
146.54, 152.01, 156.74, 156.86, 181.89. C17H13N50S calculated m. w.:
335.38 MS [El+] m/z: 335 [M]* (100), 209 [M — CsH4ONS]* (18).

4.1.4.4. N-p-Tolyl-4-(2-(trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-
pyrimidin-2-amine (5). Eluted with EtOAc to yield 83% of a yellow
solid. M. p. 133-134 °C; 'H NMR (CDCls, 200 MHz) 6: 2.34 (s, 3H),
6.94 (td, 1H, = 7.0, 1.4 Hz) 7.11 (dq, 1H, J = 5.2, 1.0 Hz), 7.15 (d, 2H,
J=8.4Hz), 7.08 (d, 1H), 7.42 (ddd, 1H, J = 1.4, 6.4, 8.2 Hz), 7.49 (d,
2H, J=8.4Hz), 7.78 (ddd, 1H, J=10, 6.2, 8.2 Hz), 8.54 (d,1H,
J=5.2 Hz), 9.21 (dd, 1H, J=1.2, 7.2 Hz). C1gH14F3N5 calculated m.
w.: 369.34 MS [EI+] m/z: 329 [M]* (75), 328 [M — H|* (100).

4.1.4.5. 4-(2-(Trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)-N-(4-
(trifluoromethyl)phenyl)-pyrimidin-2-amine (6). Eluted with EtOAc-
Hexane 9:1 to obtain 92% of a white solid. M. p. 217-218 °C; 'TH NMR
(CDCl3, 500 MHz) §: 6.98 (td, 1H, J= 1.5, 7.0 Hz), 7.22 (dd, 1H, ] = 1.0,
5.0 Hz), 7.46 (ddd, 1H, J= 1.2, 6.5, 9.0 Hz), 7.48 (ws, 1H), 7.58 (d, 2H,
J]=8.5),7.77(d, 2H,] = 8.5 Hz), 7.81 (dt, 1H,J = 1.0,9 Hz), 8.63 (d, 1H,
J=5.5Hz),9.14 (dt, 1H, J = 1.5, 7.5 Hz); 13C NMR (CDCl3, 125.7 MHz)
0:113.63,114.62,118.64,118.78,118.89,126.32,126.94,127.91,142.19,
145.56, 155.40, 159.28, 159.37. C19H11FgN5 calculated m. w.: 423.31
MS [El+] m/z: 423 [M]" (85), 422 [M — H]" (100).

4.14.6. 4-(Quinolin-4-yl)-N-p-tolylpyrimidin-2-amine (8). Eluted
with EtOAc-Hexane 1:1 and recristallized from acetonitrile to
obtain 75% of a pale yellow solid. M. p. 205-207 °C (desc.) 'H
NMR (CDCl3, 200 MHz) ¢: 2.32 (s, 3H), 7.00 (d, 1H, J= 5.1 Hz); 7.13
(d, 1H, J=8.4 Hz), 7.36 (ws, 1H,), 7.53 (d, 1H, J=4.2 Hz), 7.54 (d,
2H, J=8.4 Hz), 7.58 (ddd, 1H, J=1.2, 6.8, 8.4 Hz); 7.78 (ddd, 1H,
J=14, 6.8, 8.4Hz); 7.8 (d, 2H, J]=8.0 Hz), 8.23 (dd, 1H, J=0.8,
8.6 Hz); 8.24 (dd, 1H, J=1.0, 8.4 Hz); 8.58 (d, 1H, J= 5.0 Hz); 9.02
(d, 1H, J=4.4Hz). >C NMR (CDCls, 200 MHz) é: 20.79, 112.67,
119.66, 120.89, 125.35, 127.25, 129.49, 129.66, 130.06, 132.56,
136.51, 144.17, 148.86, 149.99, 158.73, 160.28, 164.97. CyoHi6N4
calculated m. w.: 312.37 MS [El+] m/z: 312 [M]" (95), 311
[M —H]* (100).

4.14.7. 4-(Quinolin-4-yl)-N-(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-2-
amine (9). Eluted with EtOAc-Hexane 1:1 to obtain the title
compound (96%) as a white solid. M. p. 187-188 °C, '"H NMR (CDCls,
500 MHz) 6: 713 (d, 1 H, J=5.5 Hz), 7.55 (d, 1H, J =4 Hz), 7.56 (d,
2H, J = 9.0 Hz), 7.59 (ddd, 1H, ] = 1.2, 6.5, 8.5 Hz), 7.70 (ws, 1H), 7.79
(ddd, 1H, =12, 7.0, 8.5 Hz), 7.81 (d, 2H, = 8.5 Hz), 8.23 (dd, 1H,
J=1.0, 7.5 Hz), 8.24 (dd, 1H, J = 1.0, 8.0 Hz), 8.66 (d, 1H, J = 5.0 Hz),
9.05 (d, 1H, J=4.5Hz); 3C NMR (CDCl3, 125.7 MHz) 6: 113.83,
118.41, 120.92, 124.27 (q, J = 33.18), 124.33 (q, J = 270.6 Hz), 126.24

(q,J=3.8 Hz),127.40,129.77, 130.21, 142.40, 143.78, 148.95, 158.78,
159.71, 165.21. CygH13F3N4 calculated m. w.: 366.34 MS [EI+] m/z:
366 [M]" (80), 365 [M — H|* (100).

4.14.8. 4-(Quinolin-3-yl)-N-p-tolylpyrimidin-2-amine (11). Eluted
with EtOAc-Hexane 1:1 and recrystallized from acetonitrile to
obtain 83% of a yellow solid. M.p. 209-210°C; 'H NMR (CDCls,
200 MHz) 6: 2.36 (s, 3H), 7.29 (d, 2H, J=8.4Hz), 7.28 (d, 1H,
J=5.0Hz), 7.33 (ws, 1H), 7.60 (d, 2H, ] = 8.6 Hz), 7.62 (td, 1H, ] = 1.2,
8.0Hz), 7.79 (ddd, 1H, J=14, 7.0, 8.4Hz), 7.95 (dd, 1H, J=1.2,
8.2 Hz), 8.17 (d, 1H, J=8.2), 8.53 (d, 1H, J=5.2 Hz), 8.81 (d, 1H,
J=1.8Hz), 9.61 (d, 1H, J= 2.2 Hz); '3C (CDCls, 75.5 MHz) 6: 20.83,
108.15,119.82, 127.26, 127.48, 128.74, 128.99, 129.37, 129.49, 129.74,
130.76, 132.48, 134.73, 136.68, 149.04, 159.02, 160.52, 162.50;
Co0H16N4 calculated m. w.: 312.37 MS [El+] m/z: 312 [M]T (85), 311
[M —H]" (100).

4.14.9. 4-(Quinolin-3-yl)-N-(4-(trifluoromethyl)phenyl)pyrimidin-2-
amine (12). Eluted with EtOAc-Hexane 1:1 to obtain 91% of a white
solid. M. p. 258 °C (desc.) 'H NMR (CDCl3z + DMSO-dg, 200 MHz) 6:
7.44 (d, 1H, J=5.4 Hz), 7.59 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.66 (ddd, 1H, ] = 1.2,
6.8, 8.0Hz), 783 (ddd, 1H, J=14, 6.8, 8.4 Hz), 8.02 (d, 2H,
J=8.6 Hz), 8.02 (d, 1H, J=8.4 Hz), 8.16 (d, 1H, J=8.6 Hz), 8.62 (d,
1H, J=5.2 Hz), 8.87 (d, 1H, J=2.2 Hz), 9.31 (ws, 1H), 9.64 (d, 1H,
J=2.2 Hz). CyoH13F3N4 calculated m. w.: 366.34 MS [El+] m/z: 366
[M]*" (5), 365 [M — H| ' (10), 263 [M — C7H5N]*(100).

4.2. Biology

4.2.1. Cell culture and assay for cytotoxic activity

The cytotoxic activity of 1-12 was assayed by the protein-
binding method of sulphorhodamine B (SRB). Cell lines were
cultured in RPMI-1640 medium, supplemented with 10% FCS, 2 mM
t-glutamine, 100 IUmML™! penicillin G, 100 pgmL~' streptomycin
sulfate, and 0.25 pgmL~! amphotericin B. The cell line cultures
were maintained in a 5% CO3, 95% humidity atmosphere at 37 °C. In
a 96-well plate were seeded 5-10 x 10? cells/well and incubated for
24 h. Then the cultured cell lines were grown in the presence of the
putative cytotoxic compound for an additional 48 h. Test
substances were dissolved in DMSO to create a stock solution,
fluorouracil was used as a positive control. DMSO was added to
control wells at the highest concentration used and no effect in cell
grown was observed.

After the incubation with test compounds was over, adherent
cell cultures were fixed in situ by adding 50 pL of cold 50% (wt/vol)
trichloroacetic acid and incubated at 4 °C for 1 h. The supernatant
was discarded and the plates were washed with water and left dry
to the air. The fixed cells were stained with 100 pL of 0.4% SRB
solution. Protein-bonded dye was solubilized with 10 mM unbuf-
fered Tris base and the optical density was read on a microplate
reader (El, 808; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) with
a test wavelength of 515 nm. A preliminary screening was made at
50 uM and the IC5¢ was determined in the most sensible cell lines. A
dose-response curve was plotted for each compound, and the ICsg
was estimated from non-linear regression using JMP software
(version 3.2.1.; SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

4.2.2. Cell cycle analysis (Flow cytometry)

MCF7 and SK-LU-1 cells were subcultured to a final density of
1x108cells in 100 x 20 mm culture Petri dishes. After a 24 h
period of regular culture conditions, cell were cultured in the
presence of compounds at approximately 2 times the ICsg (0.04 pM
compound 1, 8.4 uM compound 2 and 1 puM compound 8 were
utilized for SK-LU-1 cells and 0.118 uM compound 1, 8.4 uM
compound 3 and 1 uM compound 10 were used with MCF7 cells)
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for 24 h. After these treatment periods, cells were harvested and
centrifuged for five minutes at 3000 rpm. The pellet was resus-
pended in PBS (pH = 7.4) and centrifuged again for five minutes at
3000 rpm. Cells were fixed with 70% ethanol at 4 °C for at least 12 h.
Ethanol was eliminated by centrifugation and the pellet was
washed with PBS. DNA was labeled with 5 pgmL~! propidium
iodide (PI) solution. Cell cycle analysis was made using a FACScan
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) and CELLQuest software
(BD Biosciences). The cell cycle profile was obtained by analyzing
10,000 events using the Flow]Jo software Version 7.2.5 (Tree Star
Inc, Ashland OR, USA).

4.2.3. Annexin V-FITC apoptosis assay

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) was
used to measure apoptosis. The kit contains annexin V labeled with
a fluorophore that can identify apoptotic cells by binding phos-
phatidylserine exposed on the cytoplasmic surface of the cell
membrane of apoptotic cells. In addition, the kit includes a red
fluorescent propidium iodide (PI) nucleic acid binding dye that
stains dead cells. Briefly, 2.5 x 10° SK-LU-1 cells in 2 mL medium
were plated to each well of the six-well plate. After 24 h, cells were
treated with either DMSO alone at the highest concentration used
as control or with 0.04 pyM compound 1, 8.4 uM compound 3,
0.4 uM compound 5 and 1 uM compound 8 for 48 h. At the end of
the treatment, adherent and nonadherent cells were harvested and
washed twice with PBS and then resuspended with 0.5 mL 1x
annexin-binding buffer. Cells were incubated in the dark with 5 uL
of annexin V and 10 uL of the PI solution for 10 minutes at room
temperature. After incubation, the samples were analyzed with
FACScan flow cytometry (BD Biosciences, San Jose, CA) using Cell-
Quest Software (BD Biosciences). The percentage of apoptotic cells
in the cell samples was obtained by analyzing 10,000 events using
the Flow]o software Version 7.2.5 (Tree Star Inc, Ashland OR, USA).

4.2.4. CDK inhibition measurement

CDK/Cyclin activity was assayed by a protein kinase test using
histone H1.2 as substrate. 220 ng of recombinant CDK1/CycB
(Biaffin, Kassel, Germany) or 135 ng of recombinant Cdk2/CycA
(Biaffin, Kassel, Germany) in 20 puL of kinase reaction buffer
(pH = 7.4) Tris-HCl 50 mM, MgCl, 10 mM, NaF 50 mM, NazVOg4
500 pM, B-glicerofosfate 8 mM, DTT 1 mM, ATP 400 uM and ATPY3?
4 pCi. (Perkin-Elmer, Wellesley, MA) is mixed with 0.5 pL 10 mg/ml
recombinant Histone H1.2. (Calbiochem, San Diego, CA) and incu-
bated 30 minutes at 30°C. The CDK/Cyclin complexes were
inhibited at 7 uM by compound 1, 2, 3, 8, and 11. 7 pM Olomoucine
was used as a positive control, vehicle solvent (DMSO) was used as
a negative control at a 2.5% concentration or less.

5 uL of B-mercaptoethanol were added to the samples to stop
the reaction. Samples were boiled 3 min in a screw-cap micro-
centrifuge tube to reduce the risk of vaporizing radioisotope. The
samples were run on a 10% polyacrylamide gel. The amount of
incorporated label was measured using a densitometry of the
exposed film obtained with a Typhoon 9400 apparatus (Amersham
Biosciences, Inc.) by using Kodak MI software (Carestream Health,
Rochester, N.Y.).
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