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1. INTRODUCCION

A pesar de que el cancer es una enfermedad cuya existencia es conocida
desde hace muchos afos, recientemente ha ganado una importancia critica dentro
del sector salud debido a que ha alcanzado elevadas cifras de incidencia y grandes

tasas de mortalidad en el mundo.

Los principales objetivos de un programa de tratamiento del cancer son curar
o prolongar considerablemente la vida de los pacientes, ademas de garantizar la
mejor calidad de vida posible a quienes sobrevienen a la enfermedad. Dentro de
dichos tratamientos se encuentran la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. De

éstas, a nuestro grupo de trabajo le concierne la ultima.

A pesar de que en la actualidad los nuevos farmacos antineoplasicos han ido
en aumento, y que se tiene una amplia clasificacion de éstos, no se ha encontrado
una molécula que sea capaz de presentar la selectividad hacia las células
neoplasicas necesaria para evitar la aparicion de efectos adversos generados por

la afeccion de células sanas.

En este contexto se ubica el presente trabajo de investigacion, debido a que
se ha observado que es necesario identificar moléculas diana dentro de las células
tumorales que permitan la sintesis de nuevos prototipos que las ataquen
selectivamente para aminorar la presencia de efectos toxicos en los pacientes. En
este informe de tesis se plante6 a la dihidrofolato reductasa (DHFR) como dicha

diana.

Por lo anterior, el objetivo de la presente tesis fue el disefio, sintesis y
evaluacién biologica en lineas celulares tumorales humanas de moléculas
derivadas de quinazolina, con el propdsito de contar con compuestos activos contra
dichas células. Ademas, para fines de este trabajo, es fundamental contribuir al
conocimiento de los requerimientos estructurales de los derivados de quinazolina

con relacion a la actividad citotdxica que presenten.

Pagina 1




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

2. ANTECEDENTES

Este apartado contiene la informacion documental que sustenta el problema
planteado y la hipdtesis del presente informe de tesis; dicha informacion se
presenta en dos partes. La primera de estas aborda los aspectos generales de la
enfermedad en cuestion, el cancer. En la segunda se aborda la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR) como diana terapéutica para la busqueda de
nuevos agentes quimioterapéuticos y la estrategia empleada en el disefio de las

moléculas sintetizadas.

2.1 Neoplasias

Una neoplasia es un crecimiento tisular relativamente auténomo. Dentro de
esta definicion, se entiende por crecimiento a la velocidad de las divisiones
celulares o de los procesos intracelulares implicados en la sintesis de
macromoléculas que seran utilizados dentro de la célula o que seran excretados.
Dicha velocidad puede ser lenta o extremadamente rapida. El concepto autonomia
relativa indica que el tumor no esta sujeto a las regulaciones que gobiernan células
individuales e interacciones celulares en el organismo y que dicha autonomia solo

es manifiesta en relacion al tejido a partir del cual se ha originado.

Las neoplasias pueden ser clasificadas como benignas o malignas
dependiendo de las caracteristicas celulares que tengan. Dicha distincion resulta

muy util para el diagnéstico de cancer en un determinado paciente.’

Las células que forman parte de una neoplasia benigna crecen mas
lentamente debido a que presentan mitosis poco frecuentes y en general no
presentan disturbios en el funcionamiento normal del tejido, este tipo de
neoplasmas son encapsulados, no invasivos, diferenciados, presentan anaplasia
escasa o nula y ademas no producen metastasis. Las células que constituyen una
neoplasia maligna proliferan automaticamente, realizan mitosis relativamente
frecuentes, son poco diferenciadas, logran evadir apoptosis, este tipo de
neoplasmas no son encapsulados, pueden invadir tejidos adyacentes y realizar

metastasis, y ademas inducir a la angiogénesis. "2
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2.1.1 Céncer
El término cancer, utilizado de manera genérica, se refiere a los tumores
malignos. La palabra cancer proviene del latin <cangrejo> y surge de las
observaciones de Hipdcrates de un tumor alimentado por vasos sanguineos que se

asemeja a las pinzas de un cangrejo.”

Actualmente la palabra cancer es el nombre general para un grupo de
aproximadamente 200 enfermedades caracterizadas por un crecimiento anormal de
células, y que se manifiestan por una reduccién en el control del crecimiento y la

funcion celular.®

Un cancer esta construido por billones de células, todas originadas a partir
de una célula inicial que tiene clonaciones multiples, escapa de la apoptosis y
acumula alteraciones genéticas (y/o epigenéticas) que la convierten en una célula
neoplasica. El bloqueo de la apoptosis durante un dafio genético significativo puede
facilitar la acumulaciéon de células aberrantes y esto puede convertirse en un punto

critico de una patogénesis maligna.*

Los factores responsables del cancer son clasificados como exdégenos y
endogenos. El primer grupo incluye habitos nutricionales, estatus socioeconomico,
estilo de vida, agentes fisicos, quimicos y biolégicos. El segundo incluye dafios en
el sistema inmune, inflamacién, composicion genética, edad, balance enddcrino y

condicion fisiologica.

2.1.2 Carcinogénesis
Desde un punto de vista experimental, un carcindbgeno es aquella sustancia
que induce un aumento estadisticamente significativo en la incidencia de uno o
mas tipos histoldégicos de neoplasia, comparados con el grupo de animales control

que no son expuestos.
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Los agentes que tienen capacidad para inducir un proceso carcinégeno
pueden ser del tipo: radiaciones, agentes bioldgicos y xenobidticos que llegan al
organismo, procedentes del medio ambiente o son suministrados por la

alimentacion o la medicacion.®

Estudios realizados en modelos animales, estudios in vitro y ensayos
epidemiologicos han demostrado que el cancer se desarrolla como un proceso
microevolutivo (Teoria de la carcinogénesis multietapas) que requiere de la
acumulacion de multiples eventos que tienen lugar en un clon de célulasy

comprenden 3 estadios: #°

1. Induccién de mutacion en el ADN de una célula somatica (iniciacion).
2. Estimulacion de la expansion tumoral del clon mutado (promocion).
3. “Malignizacién” del tumor (progresion)

2.1.3 Importancia del Cancer
El cancer es una enfermedad cuya existencia es conocida desde hace
muchos afos; sin embargo, a partir del siglo XX comenzd a ganar importancia
debido a sus cifras de incidencia y a los elevados niveles de mortalidad que se han
alcanzado por su causa en todo el mundo: alrededor de 8.2 millones de

defunciones en el 2012. %7

Se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en

2012 a 22 millones en las proximas dos décadas.’

Los tipos de cancer con mayor incidencia y con mayores tasas de
mortalidad son distintos entre hombres y mujeres. Dentro de la poblacion
masculina el cancer colorrectal, de pulmén y de préstata tienen mayor tasa de
incidencia y de mortalidad, mientras que en la poblaciéon femenil este papel lo

cubren el cancer de mama, el colorrectal y el cervicouterino.®
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2.1.3.1 El cancer en México
Desde hace dos décadas México atraviesa por una transicion epidemiologica
relacionada con la disminucién de las enfermedades infecciosas y el aumento en la
frecuencia de enfermedades crénico-degenerativas, en dicha transicion contribuye
el cambio en el estilo de vida de los ciudadanos. Entre este ultimo tipo de
enfermedades se encuentra el cancer, el cual representa la tercera causa de
muerte en México, solo superado por enfermedades cardiovasculares y diabetes

mellitus.>1°

2.1.3.1.1 Morbilidad

La morbilidad hospitalaria permite observar el numero total de egresos en
los hospitales en un periodo analizado, basado en la seleccion de una sola
causa: la afeccion principal. En 2011 se observé que para la poblacion
mexicana menor de 20 afos, los porcentajes mas altos de morbilidad
hospitalaria por tumores malignos los ocupan los tumores de organos
hematopoyéticos, seguidos por otros tipos de tumores malignos
dependiendo del sexo de la poblacion (Fig. 1)."""2
Tumores malignos

Encéfalo y otras partes

del sistema nerviosos central 6.9
Sistema Infatico y tejdos afines 56
Hueso y de los tejdos articulares 58
Organos hematopoyéticos 59.3
Testiculo
Vias urnaras 39
—

Fig. 1. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion mexicana menor de 20

afos, por principales tumores malignos segun sexo'?
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Por otro lado, se ha observado que el tipo de neoplasias que mas afectan a
la poblacion adulta (mayor de 20 afios) son las de epitelio; sin embargo, los tipos

de tumores que padece ésta poblacion son diferentes dependiendo el sexo (Tabla
1).12,13

Tabla 1. Distribucion porcentual de morbilidad hospitalaria de la poblacién de 20

afios y mas por principales tumores malignos segun grupo de edad y sexo

Grupos de edades

Principales
tumores malignos |20 a 29(30 a 39|40 a 49|50 a 59|60 a 64|65 a 74|75 a 79|80 y mas

Hombres

Organos digestivos| 3.1 6.0 13.2 | 223 | 141 | 241 8.9 8.3
Organos genitales

masculinos 1.1 1.4 4.6 12.7 | 12.6 | 35.0 | 14.7 17.9
Organos

hematopoyéticos | 20 154 | 141 | 181 | 79 | 144 | 538 4.4
Organos

respiratorios e
intratordcicos 2.8 3.4 9.0 18.3 | 13.4 | 30.7 | 119 10.5
Tejido linfaticoy

afines 124 | 113 | 171 | 199 | 98 | 184 | 6.4 4.7
Mujeres
Mama 19 | 10.7 | 280 | 29.2 | 116 | 134 | 3.0 2.2
Organos genitales
femeninos 4.1 16.6 | 25.2 | 23.6 | 10.0 | 13.7 3.7 3.1
Organos digestivos| 2.4 6.9 146 | 235 | 134 | 221 8.3 8.8
Ovario 7.1 | 13.2 | 241 | 26.2 | 103 | 13.2 | 3.6 2.2
Organos

hematopoyéticos | 19.0 | 15.7 | 18.3 | 19.8 6.7 | 12.7 3.7 41

2.1.3.1.2 Mortalidad
Los datos de mortalidad indican el numero de defunciones por lugar,
intervalo de tiempo y causas basicas; entendiéndose por causa basica a "la
enfermedad o lesidbn que desencadend la sucesidon de eventos patolégicos que

condujeron directamente a la muerte”.'
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Entre los jovenes menores de 20 afos se observa que 5.1% fallecieron por
algun tumor, de los cuales 86% eran cancerosos. Dichos tumores fueron
desarrollados principalmente en o6rganos hematopoyéticos, siendo mas alta la
incidencia en los hombres que en las mujeres. La segunda causa de muerte en

esta poblacion es por cancer en encéfalo y otras partes del sistema nervioso
central.'

En 2012, los principales tumores malignos causantes de defunciones de la
poblacién mayor de 20 afos, fueron de érganos digestivos, seguidos por los de
organos genitales, organos respiratorios e intratoracicos y de mama. El
comportamiento de estas estadisticas es diferente entre hombres y mujeres (Tabla
2)"2.

Tabla 2. Tasa de mortalidad en poblacion mexicana de 20 afios y mas por

principales tumores malignos segun sexo

Principales tumores malignos Total Hombres Mujeres
Organos digestivos 33.18 35.04 31.49
Organos genitales 15.08 18.42 13.43

Organos respiratorios e
intratoracicos 10.72 15.16 6.68
Mama 8.13 0.15 15.38
Organos hematopoyéticos 5.79 6.29 5.34
Vias urinarias 4.07 5.42 2.85
Ovario 5.43 - 5.43

2.1.4 Tratamiento
Los principales objetivos de un programa de tratamiento del cancer son:
curar o prolongar considerablemente la vida de los pacientes y garantizar la mejor

calidad de vida posible a quienes sobreviven a la enfermedad."

Cuando el tumor esta localizado y es pequefo, es probable que la cirugia,
y a veces la radioterapia, alcancen muy buenos resultados por si solas. La
quimioterapia por si sola puede ser eficaz para un algunos tipos de cancer,

como las neoplasias hematoldgicas (leucemias y linfomas)."®
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Una modalidad de tratamiento combinado requiere la estrecha

colaboracion de todo el equipo de atencidn oncoldgica.

2.1.4.1 Cirugia
La cirugia oncologica es el tipo mas antiguo de terapia contra el cancer y
actualmente sigue siendo un tratamiento efectivo para muchos tipos de dicha

enfermedad. '"'8

La cirugia es la primera y mas importante arma diagndstica y terapéutica en
el manejo del cancer, que consiste en la extirpacion del tumor y el tejido
circundante. Alrededor de un 70% de todos los tumores malignos requieren algun
tipo de intervencion quirurgica, alcanzando un mayor numero de curaciones que

con cualquier otra de las armas terapéuticas disponibles.

Los objetivos de la cirugia son diversos. Puede usarse para diagnosticar
cancer; determinar donde esta alojado; visualiza si se ha diseminado, y si esta
afectando las funciones de otros érganos del cuerpo; extirpar el tejido canceroso en
parte o en su totalidad; restablecer la funcion del cuerpo o aliviar los efectos
secundarios; rehabilitar, mantener la integridad anatdmica, e incluso intentar

conservar la estética. '8

La cirugia es util sélo en algunos tipos de cancer, por ejemplo, ha alcanzado
altas tasas de curacién en cancer de piel, en cancer de colon y cancer de mama.
Sin embargo, en casos como el cancer pulmonar, el cancer esofagico y otros la
tasa de curacion sigue siendo muy baja, por lo que se requieren otro tipo de

alternativas.'®

2.1.4.2 Radioterapia
La radioterapia es el uso de un tipo de energia (llamada radiacion ionizante)
para destruir las células cancerosas y reducir el tamafio de los tumores. Es un
tratamiento localizado ya que lesiona o destruye las células en el area que recibe
tratamiento al danar su material genético y hace imposible que crezcan y se

dividan. Aunque la radiacion dafia las células cancerosas asi como las normales,
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muchas células normales se recuperan de los efectos de la radiacion y funcionan

adecuadamente. 8%

La radiacion puede administrarse de dos maneras: a partir de una maquina
colocada fuera del cuerpo (radiacion externa), muy cerca del tumor o dentro del
mismo (radiacion interna); o mediante la administracion intravenosa de materiales
radiactivos como el yodo 131 y el estroncio 89 (radioterapia sistémica). El tipo de
radiacidon que se administre depende del tipo de cancer, de su ubicacién, de la
profundidad en el cuerpo a donde se necesita que llegue la radiacion, la salud en
general del paciente y su historial médico, y si el paciente recibira otros tipos de

tratamiento para el cancer, entre otros factores. %°

Los objetivos de la radioterapia incluyen disminuir el tamafio del tumor antes
de la cirugia, evitar que el tumor reaparezca después de la cirugia, eliminar las

células cancerosas en otras partes del cuerpo y aliviar el dolor.?’

La radioterapia puede usarse para tratar casi toda clase de cancer. La
radioterapia externa casi siempre se administra a pacientes ambulatorios y se usa
para tratar cancer de vejiga, cerebro, seno, cérvix, laringe, pulmon, prostata y
vagina. Ademas, puede usarse radiacion externa para aliviar el dolor o aligerar
otros problemas que se presentan cuando el cancer se disemina a otras partes del
cuerpo desde el sitio primario. La radioterapia sistémica puede usarse para tratar el

cancer de glandula tiroides y linfoma No Hodgkin en adultos."’

2.1.4.3 Quimioterapia
La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas,
generalmente al inhibir su capacidad para proliferar y dividirse. Esta alternativa
representa uno de los pilares fundamentales en el tratamiento contra el cancer.'®?'
Actualmente se emplea de forma combinada con el tratamiento quirdrgico y
radioterapia, de forma secuencial, aumentando los resultados exitosos o incluso

como tratamiento paliativo en tumores recurrentes o bien en metastasis.?
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Los primeros agentes utilizados como quimioterapéuticos antineoplasicos
fueron los agentes alquilantes, descubiertos a raiz de una explosion de gas téxico
durante la Segunda Guerra Mundial. Adicionalmente se descubrié que los agentes
alquilantes provocaban hipoplasia medular y linfoide en marineros expuestos a gas
mostaza. Desde entonces se han desarrollado muchos farmacos con actividad

antineoplasica.®

Un régimen de quimioterapia normalmente consiste en una cantidad
especifica de ciclos que se administran en un plazo de tiempo determinado. Un
paciente puede recibir un farmaco por vez o combinaciones de diferentes farmacos
al mismo tiempo. La quimioterapia sistémica se administra a través del torrente
sanguineo para que alcance las células cancerosas de todo el cuerpo; no obstante,
el resto de las células sanas no quedan exentas de ser atacadas por estas

moléculas.’®?’

Los agentes quimioterapéuticos clasicos descubiertos inicialmente, basan su
actividad en interrumpir los procesos metabdlicos para ADN, ARN vy la biosintesis
de proteinas. En la actualidad, estos agentes se clasifican como se muestra en la
Tabla 3.2%°

Tabla 3. Clasificacion de farmacos quimioterapéuticos

Categoria Descripcion Tipos Subtipos Actividad Ejemplos

Agentes que se fijan firmemente a la
dihidrofolato reductasa y asi impiden
la conversion del dihidrofolato en

Andlogos del acido ,
3 tetrahidrofolato, el cual actia como

Metotrexato y

félico Trimetrexato
donante de grupos monocarbonados

. . Antagonizan los ara la sintesis de purinas

Activos sobre la Sustancias que g p . .. P )
. , . |precursores del pirimidinas y acidos nucleicos.
fase S del ciclo | actian como anti-
. ADN en -
celular metabolitos L, . Se incorporan al ADN en forma de
biosintesis

desoxirribdsidos y al RNA en forma
de ribosidos interviniendo con la Fludarabina, Tioguanina,
replicacién de material genético. 6-mercaptopurina,
Ademas inhiben sintesis de bases Azatioprina
purinicas mediante sistemas
alostéricos de retroalimentacion.

Andlogos de bases
puricas
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Activos sobre la
fase S del ciclo
celular

Sustancias que
actian como anti-
metabolitos

Antagonizan los
precursores del

Andlogos de bases

Inhiben enzimas de la via
biosintética de los ribésidos y
desoxirribdsidos pirimidinicos.

5-fluorouracilo, Citarabina,

topoisomerasa |

ADN en pirimidicas Inhiben la timidilato sintasa, acido Tegafur
biosintesis mordtico descarboxilasa, DNA
polimerasa.
Bloqueo de la N/A Inhiben sintesis de nuevas moléculas| Campotecinas: Irinotecan,

de ADN

Topotecan

Alcaloides de la

Se unen especificamente a la
tubulina formadora del uso mitético
y alteran el movimiento del uso

Vindesina, vinblastina,

Vinca celular ocasionando su destruccién vincristina y vinorelbina
y y
la dispersién de los cromosomas
Activos sobre |a Son toxicos del uso impidiendo la mitosis.
. meidtico, por lo que o,
fase M del ciclo detiener; la mitosis N/A Se unen a la fraccion beta de los
celular en la metafase microtubulos impidiendo su
despolimerizacion originando
Taxoides enlaces estables y por tanto, tubulos Docetaxel, Paclitaxel
no funcionantes. Esto genera
intervencioén en la division celulary
produce la destruccion de la célula.
Mostazas Ciclofosfamida,
nitrogenadas Agentes que pueden reaccionar en Clorambucilo,
forma covalente con las bases de Isofosfamida
Activos Agentes Nitrosoureas ADN. Si tienen dos grupo.s react.lvos Carmustina, Estramustina
. ) alquilantes - - se producen entrecruzamientos intra - -
independientes Etilenoinas ) . Tiotepa, Altretamina
de Ia fase del N/A e intermoleculares en la doble hélice
ciclo celular Alguisulfonas del ADN, ademds inhiben la Busulfa

Triazenos

separacion de material genético

Complejos de
platino

N/A

necesariamente previa a la division
celular.

Dacarbazina, Procarbazina

Cisplatino, Carboplatino

Farmacos que
son factores
extracelulares
de estimulo o
inhibicion de la
division celular

Las hormonas
esteroides son
transportadas hasta
el nicleo de la
célula, en donde se
une a la cromatina,
en general estimulan
la transcripcion y en
consecuencia la
sintesis protéica,
pero también
pueden inhibir la
transcripcion y
mitosis de células
normales.

Los glucocorticoides
suprimen la mitosis
en los linfocitos y los
fibroblastos, debido
a que en apariencia
inhiben la
transcripcion.

Hormonales

Antagonistas de
estrégenos

Dado que la glandula prostatica
normal es suprimida por los
estrogenos , al parecer debido a un
mecanismo competitivo con los
andrégenos, los estrogenos se
utilizan para el tratamiento del
cancer de prostata.

Tamoxifeno,
Aminoglutetimida

Antagonistas de
andrégenos

Ejercen un efecto antiestrogénico y
son usualmente empleados en
ciertos tumores mamarios (aquellos
que si presentan receptores
estrogénicos).

Fosfestrol, Flutamida

Progestagenos

Se comportan como antiestrégenos
en el endometrio y pueden utilizarse
en la quimioterapia del cancer
endometrial.

Medroxiprogesterona,
Magestrol

Analogos de la
hormona LH-RH

Ejercen efectos centrales para inhibir
la sintesis de andrégenos y
estrégenos.

Buserelina, Goserelina,
Leuprorelina

Glucocorticoides

Suprime la angiogénesis tumoral sin
ejercer la acividad glucocorticoide ni
mineralocorticoide.

Tetrahidrodesoxicorticoste
rona
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2.1.4.3.1 Efectos adversos de quimioterapia antineoplésica

Si bien no existe un consenso uniforme respecto a los efectos secundarios
de la quimioterapia sobre los tejidos normales, éstos se han subdividido tradicional
y arbitrariamente en agudos y tardios, segun su aparicién durante el tratamiento.
Hoy en dia se considera que la toxicidad secundaria a la quimioterapia es un
fendmeno continuo que se inicia desde el mismo momento en que comienza la
terapia y que se prolonga a lo largo del tiempo de seguimiento del paciente, y cuya
expresion dependera de factores celulares, tisulares, ambientales e intrinsecos de

cada individuo.?’

Muchos de los efectos adversos reflejan la accidén del farmaco en
poblaciones celulares de proliferaciéon rapida, dentro de las cuales no solo se
encuentran células neoplasicas si no también células sanas que se dividen
rapidamente como las de foliculos pilosos, médula ésea, epitelio intestinal, y
células sexuales, principalmente (Tabla 4). Dichas células son especialmente
sensibles a la quimioterapia antineoplasica y deben a ésta muchos de los efectos

adversos.?’

Tabla 4. Principales efectos adversos de los farmacos antineoplasicos en humanos

Tejido Efectos adversos
Médula ésea Leucopenia, inmunosupresion, trombocitopenia, anemia
Tracto gastrointestinal Ulceraciones orales o intestinales
Foliculos pilosos Alopecia
Gonadas Irregularidades menstruales, disminucién de espermatogénesis
Feto Teratogénesis (especialmente en el primer trimestre)

Los efectos adversos de la quimioterapia son debidos a la poca selectividad
que presentan los farmacos hacia las células cancerosas. Es por esto que los
farmacos empleados en esta modalidad actuan, por un lado contra células
tumorales teniendo efectos citotdxicos, y por el otro, contra tejidos sanos

produciendo efectos toxicos al paciente.®?’
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2.2 Dihidrofolato reductasa humana (DHFR)

La DHFR es una enzima clave en el metabolismo del folato, y por lo tanto,
en la produccion de timidina. Esto lo logra con la reduccidon de 7,8-
dihidrofolato(DHF) a 5,6,7,8-tetrahidrofolato (THF) mediante una transferencia de
hidruro estereoespecifica del cofactor NADPH al atomo C6 del anillo pterina con
una protonacion concomitante del N5 (Fig. 2). Seguido de esta reduccién, el
tetrahidrofolato es metilado para formar metilentetrahidrofolato, quien luego metila
la deoxiuridinmonofosfato (dUMP) para formar timidinmonofostato (TMP) en una
reaccion catalizada por la timidilato sintasa (TS). Durante esta reaccion, el metilen-
tetrahidrofolato es reconvertido a dihidrofolato, y asi se completa el ciclo. En este
aspecto, se puede deducir que esta enzima es de vital importancia para el

crecimiento celular, evento que es crucial en el desarrollo del cancer. 22293

Por lo anterior, la inhibicion de la DHFR previene la biosintesis de timidina y
como consecuencia, la biosintesis de ADN. En adicion a esto, la inhibicién de dicha
enzima puede dar lugar a un incremento de deoxiuridintrifosfato, con lo que se
propicia la incorporacién de uracilo al ADN en niveles mas alla de lo que las
enzimas reparadoras de ADN (uracil-DNA-glicosilasa) pueden hacer frente,

llevando asi a la muerte celular.?®

Pagina 13




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

e

FACULTAD DE QUIMICA
R R
N N
o A
@\H/NHQ I Z NH,
H™\ 0 H 6
NADPH NADP*
’ 0 OYOH e 0 OYOH

“ Donde R es: R

0

NH, OH /|
[ NH
O;?_o OH OH 2

Ny

’ . 5 Ny
X\ A : ¢

N 0=P-0 i)
Tipico inhibidor de DHFR OH O

OHO
0=P-OH
OH

Fig. 2. Reaccion catalizada por dihidrofolato reductasa®’

Los inhibidores de la DHFR han estado en uso clinico durante mas de

cincuenta afnos como anticancerigenos, antibacterianos y antiprotozoarios.

En un inhibidor clasico de DHFR, el sistema 2-amino-4-oxo del folato se
cambia al sistema 2,4-diamino, lo que aumenta la basicidad de los nitrégenos del
anillo 1,3-diazina (Fig. 2). Esta modificacion resulta en una protonacion aberrante
en la posicion 1 en lugar de la posicion 8 del DHF y por lo tanto, este intermediario
no puede aceptar el hidruro y llegar al producto THF. Consecuentemente, el
producto final es un intermediario unido a través de un puente de sal al residuo

acido conservado de la enzima.®’
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2.2.1 Dihidrofolato reductasa humana como diana para la

busqueda de antineoplasicos
Es necesario identificar moléculas diana dentro de las células tumorales que
permitan la sintesis de nuevos prototipos que ataquen selectivamente a las células
malignas logrando aminorar efectos toxicos en los pacientes y asi dar lugar a la

terapia dirigida.

Un ejemplo de dicha terapia es el uso de moléculas acopladas a anticuerpos
cuyos costos resultan ser muy elevados. Por esta razén se ha buscado sintetizar
analogos de sustratos naturales de enzimas y receptores sobrexpresados por
células malignas, logrando llevar a la terapia antineoplasica farmacos conjugados
con acido fdlico, antimetabolitos inhibidores de la dihidrofolato reductasa (Fig. 3),
oligonucledtidos antisentido, toxinas, etc. En este sentido, un ejemplo de
antineoplasicos del tipo antimetabolito es el metotrexato, el cual es un inhibidor de
la dihidrofolato reductasa (DHFR).>%3*

NH,

G"h.
N| = /TL‘H“ CHy
J’\ —""
HaM
HNT N 2 Tl ‘z
o) 0 Hy
H,C
pirimatanina
tnmetopnma
Oy _-ov
8]
c
N:”J\N N | N“‘x = HO
b
H CH "“x o 3
2N \“ J;Ha * HaN M ]
cicloguanilo metotrexato

Fig. 3. Farmacos inhibidores de la dihidrofolato reductasa (DHFR)
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2.2.2 Metotrexato como compuesto  quimioterapéutico
antineoplasico

El metotrexato o acido (2S)-2-[(4-{[(2,4-diaminopteridin-6-

il)metil](metil)amino}benzoil)amino]pentanedioico, es un analogo de la aminopterina

o acido 2-[ [4-{[(2,4-diaminopteridin-6-il)metillamino}benzoillamino]pentanodioico,

un antagonista del acido fdlico, introducido en 1948 para el tratamiento de la

leucemia aguda pediatrica, al que sustituyé por su perfil de toxicidad mas

favorable.**

Este farmaco es llevado al interior de las células mediante transporte activo,
posteriormente al interactuar con el sitio activo de la DHFR inhibe la proliferacion
de las células neoplasicas impidiendo la sintesis de novo de purinas y pirimidinas
como consecuencia de la inhibicion irreversible de la dihidrofolato reductasa,
ademas tiene otros mecanismos de accion que lo convierten en un compuesto de
amplio uso en el tratamiento de la psoriasis, artritis reumatoide y otras

enfermedades inflamatorias.*

Por otro lado, el metotrexato tiene problemas de resistencia en algunas tipos
de tumores, poca selectividad a la DHFR hacia las células malignas, y ademas
presenta problemas de inmunosupresién. Por lo anterior se ha llegado a la
necesidad de encontrar moléculas cuyo blanco terapéutico sea el mismo pero que

presente menos efectos adversos. >*%

2.2.3 Disefio de moléculas anélogas
En la actualidad se ha encontrado que el proceso de uso de estructuras de
medicamentos comercializados como una base para la investigacion de nuevos
prototipos resulta en el incremento de la eficacia y la seguridad de los agentes
terapéuticos. Por lo anterior, surgen los denominados prototipos analogos. Estas

moléculas se dividen en tres categorias:®’

e Analogos estructurales: poseen similitudes quimicas respecto al farmaco de

referencia. En este caso se emplean ligeras modificaciones estructurales
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conservando el nucleo de la estructura original con ligeras modificaciones
estructurales como es el uso de isosteros, homologos, isomeros opticos,
homodimeros, etc.

¢ Analogos funcionales: El grado de relacion entre estos y la estructura
original es solo una identificacion farmacoférica y por ende la respuesta
biolégica generada es la misma.

e Analogos directos: Estos poseen similitud estructural y funcional con

respecto a la molécula original.

En ciertos trabajos de investigacion se han disefiado numerosos inhibidores
de DHFR con la intension de contar con moléculas de mayor selectividad,
encontrando que algunos analogos de acido folico han generado considerado
interés como potenciales agentes contra el tratamiento de tumores solidos
resistentes a metotrexato. De los grupos con mayor éxito en este sentido se han
encontrado aquellos cuyos nucleos estan compuestos por 2,4,6-triaminoquinazolina
(TAQ) (Fig. 4).2838%

COOH
HOOC™ ™ NH
0 = |
o
MH OH NH-
N HaqM
| ST TN iy
N N NHo N NH.,
Acido folico 24,6 triaminoquinazolina {TAQ)

Fig. 4. Comparacion estructural entre el acido félico y la 2,4,6-triaminoquinazolina
(TAQ)
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Aunado a lo anterior, se ha demostrado que en la enzima DHFR humana, el
canal de union entre el folato y el sitio de union NADPH contiene la secuencia

Glu20—-Asp21, lo que provoca una carga parcial negativa en éste sitio. sl

Tomando en cuenta esto, se sugiere que si se toma como nucleo analogo
del scaffold pteridin del dihidrofolato a la TAQ y se realiza una sustitucion que
provoque una carga parcial positiva en su posiciéon 6 de la quinazolina, se puede

obtener una molécula afin al sitio activo de la DHFR humana.

2.2.4 Importancia de los halégenos en la relacion estructura-

actividad biolégica
El efecto de los halégenos en anillos aromaticos aporta 4 caracteristicas
principales: efectos electronicos, efectos hidrofobicos, efectos estéricos y efectos

de halogenacion obstructiva.

2.2.4.1 Efectos de resonancia o electrénicos
Los efectos electrénicos ejercidos por los halégenos son de resonancia

como consecuencia de sus tres pares de electrones libres (Fig. 5).

Fig. 5 Efectos de resonancia de halégenos en anillos aromaticos

2.2.4.2 Efectos hidrofébicos
Es reconocido que uno de los factores que influyen en el comportamiento
bioldgico de un farmaco es la liposolubilidad, la cual es indispensable para que el
compuesto atraviese la membrana celular y alcance su sitio de accidon a

concentraciones terapéuticas efectivas.

Dicho caracter lipofilico esta expresado por el coeficiente de particion (P) e
indica la relacion entre la solubilidad de un compuesto en la fase organica

(n-octanol) y la fase acuosa.
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De acuerdo con lo anterior, la insercion de un atomo de halégeno en la
molécula le imparte caracteristicas hidrofébicas que aumentan la solubilidad en

lipidos y por lo tanto mejoran la absorcion del compuesto.

2.2.4.3 Efectos estéricos
Otro aspecto es que en muchos derivados halogenados, el efecto bioldgico
del compuesto es resultado del efecto estérico que ejerce el halégeno. Si se
compara el radio atbmico de los halégenos, la sustitucion de alguno de ellos por el
hidrogeno, podria imponer ciertas conformaciones a la molécula lo cual se reflejaria

en el desempefio bioldgico.

2.2.4.4 Efectos de halogenacidn obstructiva
En general el proceso metabdlico que experimentan los anillos aromaticos
en el organismo comprenden la hidroxilacion (reaccion de fase 1) y posteriormente
la conjugacion con el acido glucurdnico (reaccion de fase 2) para formar el
correspondiente glucuronido. La presencia de un halégeno en la posicion para en el

anillo aromatico previene este proceso (Fig. 6).*

COCH COOH

OH
R—@ Hide rueitacian R@GH + DHD' Coanjugacion @—G@R
CYP 450 o on
OoH

deﬁbﬁ-r' aH

—< >—K
R X=Halégeno

Fig. 6 Efecto de halogenacion obstructiva en anillos aromaticos

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una enfermedad que representa una preocupacion para la
poblacion mundial debido a sus altas tasas de mortalidad y morbilidad. Si bien, en
la actualidad existen compuestos quimioterapéuticos para el tratamiento de la
patologia en cuestidn, estos suelen generar resistencia celular y multiples efectos

adversos. Por lo anterior, ¢ existe la posibilidad de encontrar nuevas moléculas con
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accién quimioterapéutica que actuen en una diana bioldgica conocida en las células
tumorales de manera selectiva para aminorar el problema de resistencia y ademas

provocar una menor cantidad de efectos adversos?

4. HIPOTESIS

Si se tienen derivados de la 2,4,6-triaminoquinazolina como analogos de los
sustratos naturales de la enzima dihidrofolato reductasa humana y se acoplan en
la posicion 6 a bencilos sustituidos por grupos fluor en diferentes posiciones, se
obtendran moléculas con un efecto inductivo de desproteccién electronica en dicha
posicion convirtiéndolas en compuestos afines al sitio activo de la enzima, y por lo
tanto tendran una significativa actividad citotoxica en células cancerosas. Ademas,
los atomos Fluor presentes en las moléculas aportaran los beneficios que ofrecen

los halégenos en la relacion estructura-actividad.

5. OBJETIVO GENERAL
Sintetizar, caracterizar y evaluar in vitro moléculas derivadas de 2,4,6-

triaminoquinazolina con potencial actividad citotoxica.

5.1 Objetivos especificos

a) Sintetizar moléculas analogas al DHF utilizando la 2,4,6-triaminoquinazolina
como estructura base (scaffold) y porciones aromaticas fluoradas.

b) Purificar las moléculas sintetizadas.

c) Elucidar estructuralmente por medio de espectroscopia y espectrometria los
compuestos obtenidos y sus intermediarios.

d) Enviar a evaluacion citotoxica los compuestos finales obtenidos.

6. METODOLOGIA
Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados se diseid una

estrategia que consistid en cuatro etapas:
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biclogicade los
racterizacian compuestos
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finales
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qﬁevisiufrn

bibliograficay

disefiode las

maléculasa
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6.1 Revision bibliogréfica y Disefio de moléculas a sintetizar

Dentro de esta etapa se establecieron los objetivos del presente trabajo de
investigacion.

Posteriormente se establecieron las moléculas finales a obtener (Fig. 7) y se
estimo el Log P de éstas con el software Mollinspiration (Tabla 5). Lo anterior fue
realizado con la finalidad de estimar teéricamente el caracter hidrofobico de las

moléculas, y su posible distribucién en una matriz bioldgica.
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Fig. 7. Moléculas propuestas para sintesis.

Tabla 5. Calculo del logP de los compuestos a sintetizar (Segun software

Mollinspiration)

C t
°";i':::s °l wvri3 VR2-3 VR3-3 VR1-4 VR2-4 VR3-4
LogP 3.426 2.712 2.620 3.149 2.435 2.343

Finalmente se utilizd el software Spartan’10 para realizar calculos tedricos
utiles para la obtencion de mapas de potencial electrostatico de las moléculas a
sintetizar, con la finalidad de demostrar que las moléculas propuestas tienen una

baja densidad electrénica en el atomo N6.

Los calculos se realizaron mediante la teoria de Funcionales de la Densidad,

utilizando el funcional hibrido B3LYP. Se sabe que los funcionales hibridos son

Pagina 22



e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

buenos métodos de calculo para correlacionar los datos obtenidos de esta forma
con los datos experimentales. Esto debido principalmente a que existe una
minimizacion de errores mediante una combinacion de métodos de calculo ab initio
(basados en la teoria de los primeros principios) y de métodos semi-empiricos

(basados en resultados experimentales).*?

6.2 Sintesis de moléculas propuestas
Para la sintesis de los compuestos presentados en la Fig. 7, primero se
sintetiz6 la porcibn de quinazolina. Posteriormente fueron obtenidos los

compuestos iminos, y por ultimo estos fueron reducidos a compuestos aminos.

6.2.1 Sintesis del fragmento quinazolina
La primera parte de la sintesis de esta porcion se realizd mediante una
ciclocondensacion del 2-amino-5-nitrobenzonitrilo con carbonato de guanidina en
medio basico para obtener VR-1 (Esquema de reaccion 1), en un proceso
previamente estudiado en nuestro grupo de investigacion. Posteriormente VR-1 se
sometid a hidrogenaciéon catalitica en fase heterogénea empleando Pd/C (10%)

como catalizador, para asi dar lugar a VR-2 (Esquema de reaccién 2).

6.2.1.1 Sintesis de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (VR-1)

NH,
O,N CN HoN

2 2 > .. NaOH, EtoHpron 92N NN

4 7—NH, COj4 - |
T
H,N A /)\
NH, 2 N"~ NH,
2
2-amino-5-nitrobenzonitrilo Carbonato de guanidina VR-1

(76%)

Esquema de reaccién 1. Sintesis de VR-1
En un matraz bola de 250 ml se mezclaron 5 g de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo
(0.031 mol) y 40 ml de propanol con agitacion durante 20 min. Por separado, en un
vaso de precipitado se disolvieron 2.0635 g de KOH (1.2 eq) en 20 ml de etanol
agitando durante 20 min; luego, en este mismo vaso se agrego 4.1414 g de
carbonato de guanidina (0.75 eq) y la solucién se agité por 20 min mas; después

esta solucion se afiadioé al matraz bola y la mezcla se colocé a reflujo en un sistema
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provisto con reostato, canastilla de calentamiento y refrigerante con recirculacion
de agua por 7 h. Se formé un precipitado naranja, el cual fue filtrado en caliente por
vacio. Después, el sodlido se lavo repetidas veces con agua hasta que el pH del
efluente fuera 7, luego se lavo con etanol hasta obtener un efluente incoloro. Se
obtuvieron 4.7790 g de un polvo anaranjado (VR-1). Rendimiento: 76%, R.f. 0.4
Sistema |. P.f. 365.8-380.4°C (con descomposicion).

6.2.1.2 Sintesis de 2,4,6-triaminoquinazolina (VR2)

NH; NH,
O,N H,N
2 | XN H,, Pd/C (10%) 2 | XN
/)\ MeOH /)\
N NH, N NH,
VR-1 VR-2

(80%)
Esquema de reaccion 2. Sintesis de VR-2

En un frasco de hidrogenacion PARR se mezclaron 1 g de VR-1 (0.006 mol),
100 mg de Pd/C (10%) y 280 ml de metanol; la mezcla se sometioé a hidrogenacion
cargando el sistema con 60 Ib/in®. La reaccion se dejé durante 1 h, consumiéndose
21 Ib/in®>. Posteriormente se filtrd a vacio la solucién obtenida empleando un
embudo de vidrio poroso; la solucion amarillo-verdosa obtenida se concentro y se
llevéd a sequedad obteniéndose 0.8591 g de un polvo amarillo-café (VR-2).
Rendimiento: 80%, R.f. 0.3-Sistema IV, P.f. 250-252°C (con descomposicion).

6.2.2 Sintesis de los compuestos VR1-3, VR2-3, VR3-3. Técnica
general
Se utilizé el intermediario VR-2 y los aldehidos mostrados en la Fig. 8, para
obtener las bases de Schiff correspondientes (Esquema de reaccion 3)
obteniendo asi los compuestos VRX-3 (Donde X es el niumero de benzaldehido
empleado y el 3 es el sufijo asignado para los compuestos iminicos).
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F

+ F |

0] 0]
Aldehido #1. 4-trifluorometoxibenzaldehido  Aldehido # 2. 2,4-difluorobenzaldehido  Aldehido # 3. 4-fluorobenzaldehido
Fig. 8. Aldehidos empleados para la obtencion de los compuestos VRX-3

NH, T
o3 /A H HN Sy DMFDMA N Sy
L \o + | /]\ MR e it | )\
= e
X N NH, N NH,,

VR1-3. R1=H, R2=CFz0
VR2-3. R1=F, R2=F
VR3-3. R1=H, R2=F

Esquema de reaccion 3. Sintesis de los compuestos VRX-3
En un matraz bola de 100 ml, se mezclaron 0.5 g de VR-2 (0.0028 mol) con
5 ml de metanol en agitacién por 15 min.; luego de este tiempo se anadié 0.0028
mol del aldehido correspondiente y 8 gotas de Dimetilformamida-Dimetilacetal
(DMF-DMA) como agente desecante. La mezcla se mantuvo en agitacion provista
con atmodsfera de nitrégeno durante 24 h. Posteriormente se filtraron por vacio los

precipitados formados, para después ser purificados.

6.2.2.1 Sintesis de 2,4-diamino-6-{(E)-[4-

(trifluorometoxi)benciliden]amino}quinazolina (VR1-3)

O
NH; Nogl NH,
FaC A HN DMFDMA N
o \N = \N
\O + | /)\ MeOH, t. a. | )\
N NH, N/
4-trifluorometoxibenzaldehido VR-2 VR1-3
(69%)

NH,

Esquema de reaccion 4. Sintesis de VR1-3
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Se emplearon 0.4 ml de 4-trifluorometoxibenzaldehido y se siguio la técnica
general de sintesis de bases de Schiff antes mencionada. Se obtuvieron 683.9 mg
de VRI1-3 resultando un rendimiento de 69%. El polvo obtenido amarillo-beige fue
purificado mediante recristalizacion con metanol. El R.f. de este compuesto fue
0.60 empleando Sistema Il de elucion (Vease Apéndice 1) y su P.f. fue 248.0-250.0
°C.

6.2.2.2 Sintesis de 2,4-diamino-6-[(E)-(2,4-

difluorobenciliden)amino]quinazolina (VR2-3)

F
NH, NH,
Ho HN DMFDMA N
F NN - = XN
o+ | )\ MeOH, t. a. | )\
/ F —
= N NH, N NH

2,4-difluorobenzaldehido VR-2 VR2-3
(58%)

Esquema de reaccién 5. Sintesis de VR2-3
Para la obtencion de VR2-3 se siguid la técnica general de sintesis de iminas
empleando 0.3 ml de 2,4-difluorobenzaldehido. Se obtuvo un polvo amarillo-naranja
con rendimiento de 58%, que se sometié a 5 lavados con metanol frio. El R.f. del
compuesto fue 0.58 en el Sistema Il de elucion (Vease Apéndice I) y su P.f. fue
249.4-250.9°C.

6.2.2.3 Sintesis de 2,4-diamino-6-[(E)-(4-

fluorobenciliden)amino]quinazolina (VR3-3)

F
NH, \@v NH,
H .
H,N DMFDMA N
F + NN = "N
O | )\ MeOH, t. a. | )\
& pZ
N NH, N
4-fluorobenzaldehido VR-2 VR3-3
(68%)

NH,

Esquema de reacciéon 6. Sintesis de VR3-3
VR3-3 se obtuvo mediante el uso 0.3 ml de 4-fluorobenzaldehido en la técnica
general de sintesis de iminas. Se obtuvieron 545.0 mg de un polvo amarillo, el cual

fue lavado 3 veces con metanol frio. El rendimiento de ésta reaccion fue 68%. El
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R.f. de este compuesto fue 0.56 en el Sistema Il de elucion (Vease Apéndice |) y su
P.f. fue 262.3-263.3 °C.

6.2.3 Sintesis de los compuestos VR1-4, VR2-4, VR3-4. Técnica

general
Las iminas obtenidas fueron reducidas con borohidruro de sodio en metanol y
atmosfera de nitrogeno (Esquema 4) para obtener las aminas secundarias
correspondientes: los compuestos VRX-4 (donde X es el numero de benzaldehido

empleado y el 4 es el sufijo asignado para los compuestos aminos).
2 2
R R
| = NHo ‘ = MNHo
MNaBH e
N ‘ S : NH | Sy
1 MeOH. t. a. 1
R f’/’l\ R /7I\
N NH, N

Esquema de reaccién 7. Sintesis de los compuestos VRX-4

NH,

En un matraz bola de 250 ml, se mezclaron 0.4 g de la imina correspondiente con
el volumen de metanol y agitacién suficiente para la disolucion de la imina.
Posteriormente, el matraz se colocd en un bafio hielo durante 15 min. Luego se
afiadio lentamente NaBH4. Al finalizar la adicién del agente reductor, se retird el
bafio de hielo y la mezcla se mantuvo en agitacion provista con atmoésfera de
nitrogeno durante 16h. Luego de este tiempo se evapordé el metanol con
rotaevaporador y al solido resultante se le afadid una solucion saturada de
NaH.COs3. Los precipitados obtenidos se filtraron por vacio, para después lavarlos

3 veces con metanol frio.
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6.2.3.1 Sintesis de 2,4,6-triamino-N°-[4-(trifluorometoxi)bencil]

quinazolina (VR1-4)

o) o
pd pd
FSC \<j\/ NH2 F3C \©\/ NH2
N NH
= XN NaBH, | XN
7
N

— MeOH, t. a.

N NH
VR1-3 2 VR1-4

(88%)
Esquema de reacciéon 8. Sintesis de VR1-4

Se emplearon 80 ml de metanol en agitacion por 30 min hasta lograr la
disolucion completa de VR1-3, luego de este tiempo se colocd el matraz en un
bafio hielo, y se afadié lentamente 0.17 g de NaBH4 (0.0045 mol) y se siguio la
técnica general de sintesis de compuestos aminos. Se obtuvieron 353 mg de un
solido amarillo-verde, con un rendimiento de 88%, R.f. 0.57 en el Sistema Il de
eluciony P.f. 213.0-214.1 °C.

6.2.3.2 Sintesis de 2,4,6-triamino-N°-(2,4-difluorobencil)
guinazolina (VR2-4)

F F
NH, NH,
N NaBH,
P N _ NH Ny
| )\ MeOH, t. a. | )\

F _ F _

N NH, N NH,
VR2-3 VR2-4

(87%)
Esquema de reaccién 9. Sintesis de VR2-4

Para lograr la disolucion completa de VR2-3 se emplearon 120 ml de
metanol y agitacién por 40 min, luego de este tiempo se colocé el matraz en un
bafio hielo y posteriormente se afiadié lentamente 0.215 g de NaBH4 (0.0057 mol).
Se sigui6 la técnica general de reduccion de iminas, y luego de la evaporacion de
metanol con rotaevaporador, se obtuvo una sustancia cuya consistencia era similar
al del caramelo, a la cual se afiadié una solucion saturada de NaH,CO3; generando
un precipitado amarillo-naranja. El precipitado obtenido se filtrd6 por vacio, para
después lavarlo 3 veces con metanol frio. Se obtuvieron 350.7 mg de un sélido
amarillo. Rendimiento: 87%, R.f. 0.55-Sistema Il, P.f. 183.1-184.8°C.
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6.2.3.3 Sintesis de 2,4,6-triamino-N6-(4-fIuorobencil)quinazolina

(VR3-4)
F

NH, F

NH,
N NaBH
X 4 NH
B - )
P MeOH, t. a. | )\

N NH, pZ

N NH,
VR3-3 VR3-4

(80%)

Esquema de reacciéon 10. Sintesis de VR3-4

Se efectud la técnica general para la obtencion de VR3-4 | en la que fue
necesario la mezcla de VR3-3correspondiente con 100 mL de metanol en agitacion
por 30 min hasta lograr la disolucion completa de dicha imina, luego de este tiempo
se coloco el matraz en un bano hielo, para después afadir lentamente 0.22 g de
NaBH, (0.0056 mol). Al finalizar la adicién del agente reductor se retir6é el bafio de
hielo y la mezcla se mantuvo en agitacion provista con atmosfera de nitrogeno
durante 16h. Luego de este tiempo se evapord el metanol con el rotaevaporador y
a la pasta resultante se le afadid una solucién saturada de NaH,CO;. El
precipitado amarillo obtenido se filtré6 por vacio, para después lavarlo 3 veces con
metanol frio. Se obtuvieron 320.5 mg de un sdlido amarillo. Rendimiento: 80%, R. f.
0.53-Sistema Il, P. f 221.6-222.0°C

7. RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de resultados se divide en tres etapas, esto con la finalidad de
ofrecer una mayor comprensién de este trabajo de investigacién. La primera
seccion contempla la obtencion de los mapas de potencial electrostatico de los
compuestos finales sintetizados; la segunda abarca la sintesis y caracterizacion
espectroscopica tanto de los intermediarios como de los 6 productos finales; en
ésta se presentan todos los datos fisicoquimicos, espectroscopicos vy
espectrométricos de dichos compuestos. En la tercera parte se realiza el analisis

de los resultados obtenidos en la evaluacién biolégica.
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7.1 Mapas de potencial electrostatico de compuestos finales
Un Potencial Electrostatico Molecular (MEP) en un punto quimico cuantico es la
energia de interaccion eléctrica molar entre la molécula y una carga de cierta
magnitud situada en tal punto. Por lo tanto, el MEP nos dice la energia de
interaccion entre una carga no polarizada y la distribucion en la molécula de las

cargas nucleares y cargas electronicas.**

Los MEP se representan comunmente mediante un mapa de contorno
(mapas de potencial electrostaticos) que muestra las curvas de potencial
electrostatico constante en un plano particular a través de la molécula o en un
plano tridimensional. Los mapas de potencial electrostatico de una molécula,
suelen mostrar los MEP fuera de la molécula debido a que se consideran solo los
orbitales moleculares del ultimo nivel energético; lo anterior ayuda a visualizar

tanto las zonas ricas en electrones, como las deficientes de ellos.

Los MEP intervienen en procesos de reconocimiento molecular tales como

las interacciones enzima-sustrato y receptor-farmaco.

7.1.1 Mapas de potencial electrostatico de VR1-3, VR2-3 y VR3-3

Fig 9. Mapa de potencial electrostatico de VR1-3
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Fig 11. Mapa de potencial electrostatico de VR3-3
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En un mapa de potencial electrostatico la poblacién de electrones decrece en
sentido del rojo al azul, pasando por naranja, amarillo y verde. Como se puede
observar en las Fig. 9, 10 y 11, los mapas de potencial electrostatico de los
compuestos VR1-3, VR2-3, VR3-3 muestran que los atomos de Nitrogeno de la
posicion 6 del nucleo de quinazolina presentan una coloracion de amarilla a roja, lo

que indica que dicha zona tiene una elevada densidad electronica.

Lo anterior puede justificarse tomando en cuenta que las moléculas en cuestion
tienen todos sus enlaces conjugados, desde el nucleo de quinazolina hasta el anillo
bencenoide. Por lo que las unicas zonas desprotegidas de electrones son los

grupos aminos de las posiciones 2 y 4 del nucleo de quinazolina.

Es probable que las moléculas iminas sintetizadas, las cuales no presentan la
caracteristica de tener desproteccion electrénica en la regidn del N6, tengan una

baja interaccion con el sitio activo de la enzima DHFR.

7.1.2 Mapas de potencial electrostatico de VR1-4, VR2-4y VR3-4

Fig 12. Mapa de potencial electrostatico de VR1-4
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Fig 13. Mapa de potencial electrostatico de VR2-4

Fig 14. Mapa de potencial electrostatico de VR3-4

En las Fig. 12, 13 y 14 se muestra que los compuestos VR1-4, VR2-4 y VR3-4
presentan una baja densidad electrénica en el &tomo N6 que aumenta ligeramente

en el mismo orden en el que se mencionan las moléculas. Esto debido a que el
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grupo trifluorometoxilo en la posicion para del anillo bencenoide acoplado al nucleo
de quinazolina ejerce un mayor efecto inductivo sobre el atomo de nitrégeno en

cuestién que los atomos de fluor.

Se debe hacer énfasis al hecho de que en este tipo de moléculas, en las que el
conector entre la porcion bencenoide y la quinazolina es un metileno, presentan un
coportamiento electrénico distindo a aquellas en las que dicho conector es un
enlace iminico (serie VRX-3); lo anterior es debido a que el atomo N6 no goza de
efectos de resonancia en las moléculas de la serie VRX-4 y por lo tanto, el efecto
inductivo generado por los grupos fluorados de la molécula no es afectado, dejando

asi una carga parcial positiva en el atomo NG6.

Asumiendo que las moléculas fueran capaces de llegar al sitio activo de la
DHFR, esta baja densidad electronica en el atomo N6 podria ser favorable para la

interaccién con los aminoacidos Glu20 y Asp21 del sitio activo de la enzima.

7.2 Sintesis y caracterizacion de los compuestos planteados
En la Tabla 7 se muestran algunos datos generales de los intermediarios VR-1
y VR-2 y de los compuestos finales VRX-3 y VRX-4, donde X es el numero de
benzaldehido empleado (Tabla 6) y los numeros 3 0 4 son los sufijos asignados

para los compuestos iminicos o aminos, respectivamente.

Tabla 6. Propiedades fisicas de los compuestos sintetizados

Sistema de Rendimiento
Compuesto| elucion* [R.f. | P.f. (°C) Aspecto y color (%)
VR-1 I 0.4 | 365.8-380.4 Polvo anaranjado 76
VR-2 v 0.3 [250.0-252.0| Polvo amarillo-café 80
VR1-3 Il 0.6 |248.0-250.0 Polvo amarillo 69
VR1-4 Il 0.57 | 213.0-214.1 | Polvo amarillo-verde 88
VR2-3 ] 0.58 | 249.4-250.9 | Polvo amarillo-naranja 58
VR2-4 Il 0.55 | 183.1-184.8 Polvo amarillo 87
VR3-3 Il 0.56 | 262.3-263.3 Polvo amarillo 68
VR3-4 1l 0.53 | 221.6-222.0 Polvo amarillo 80

P.f.:Punto de fusion/R.f.:Factor de Retencién/*La composiciéon de cada sistema de elucién se muestra en el Apéndice |
|
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La caracterizacion de los compuestos sintetizados se realiz6 mediante
espectros de RMN-"H y RMN-"3C, IR y EM.

Para fines practicos de la interpretacion de datos, cada uno de los atomos
del nucleo de quinazolina fueron etiquetados en la misma secuencia, tanto para el
hidrégeno como para el carbono. Esta numeracion no fue asignada en base a la de

la nomenclatura quimica de los compuestos.
Los datos espectroscopicos obtenidos se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracterizacidén espectroscopica de los compuestos sintetizados.

Estructura Datos espectroscépicos

RMN-'H (400 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
7.21 [(H)(d, J= 9.2 Hz, 1H)], 8.21
[(H)(dd, J=9.2, 2.5 Hz, 1H)], 9.7 [(H3)(d,
J= 2.5Hz, 1H)], 7.83 [(H4)(s, 2H)], 6.76
[(Hs)(s, 2H)].”

EM[ES(+)] m/z (M+H): 206

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™):
3463, 3440 (N-H), 3106 (C-Hgom) 1614 y
2,4-diamino-6-nitroquinazolina (VR-1) 1460 (C=C,rom), 1661 (C=N), 1325 y 1295
(Ar-NO>).

PM= 205.17 g/mol

RMN-'H (400 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
7.01 [(Hy)(d, J= 9.2 Hz, 1H)], 6.97 [(H.)(d,
J= 2.2 Hz, 1H)], 6.87 [(Hs)(s, 1H)], 6.95
[(H.)(d, 3= 2.5 Hz, 2H)], 5.48 [(Hs)(s, 2H)]
, 4.77 [(He)(s, 2H).*°

EM[ES(+)] m/z (M+H): 176

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™):
2,4 ,6-triaminoquinazolina (VR-2) 3399, 3326, (N-H), 3114 (C-Hgarom), 1559
(C=N), 1559 y 1520 (C=Cgarom)-

PM= 175.19 g/mol
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2,4-diamino-6-{(E)-[4-
(trifluorometoxi)benciliden]amino} quinazolina
(VR1-3)

PM= 347.29 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
7.25 [(H4)(d, J = 8.9 Hz, 1H)], 7.61
[(H.)(dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H)], 8.01
[(Hs)(d, J = 2.3 Hz, 1H)], 7.36 [(H4) (s,
2H)], 6.10 [(Hs)(s, 2H)], 8.77 [(He)(s, 1H)],
8.05 [(H;)(d, J = 8.8 Hz, 2H)], 7.51 [(Hs)
(d, J = 7.9 Hz, 2H).

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 348

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™):
3444, 3353, (N-H), 3107, 1910, 833
(C=Cqrom), 1672 (N=C), 1308-1103 (CF3),
1280 (C-0)

2,4,6-triamino-N°-[4-
(trifluorometoxi)bencillquinazolina (VR1-4)

PM= 349.31 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), 5 (ppm):
6.93-7.06 [(H+ , Ha, Hs, Ha) (m, 5H)], 5.54
[(Hs)(s, 2H)], 4.32 [(He)(d, 2H)], 7.54
[(H7)(d, J = 8.6 Hz, 2H)], 7.31 [(Hs)(d, J =
8.7 Hz, 2H)], 6.03 [(Ho)(t, TH)].

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 350

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™):
3445, 3351 (N-H), 3109, 822 (C=Caron),
2852 (CH,), 1158 (C-O).

w T —=2

2,4-diamino-6-[(E)-(2,4-
difluorobenciliden)amino]quinazolina (VR2-3)

PM= 299.28 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm):
7.47 = 7.20 [(H1, Ha, Hg, Ho)(m, 5H)], 7.60
[(Hz)(dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H)], 8.03
[(Hs)(d, J = 2.3 Hz, 1H)], 6.11 [(Hs)(s,
2H)], 8.85 [(He)(s, 1H)], 8.16 [(H-)(m,
1H)].

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 300

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm™)
3459, 3319 (N-H), 3125, 894, 840
(C=Carom), 1663 (C=N).
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2,4,6-triamino-N°-(2,4-
difluorobencil)quinazolina (VR2-4)

PM= 301.29 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
7.15 — 6.90 [(H1, Hy, Hs, Ha, H7) (m, 6H)],
5.54 [(Hs)(s, 2H)], 4.31 [(He)(d, 2H)], 7.22
[(Hg)(m, 1H)], 7.48 [(Ho)(m, 1H)],5.87
[(H1o)(t, TH)].

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 302

IR, FTIR por reflectancia ATR (°™
1y 3479, 3423, 3319 (N-H), 3105, 842,
822 (C=Carom), 1470 (CH,)

2,4-diamino-6-[(E)-(4-
fluorobenciliden)amino]quinazolina(VR3-3)

PM= 281.29 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
725 [(H)d, J = 89 Hz, 1H),
7.58[(H,)(dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H)], 8.04 —
7.93 [(Hs, Hy)(m, 3H)], 6.10 [(Hs (s, 2H)],
8.72 [(He)(s, 1H)], 7.46 — 7.29 [(Ha, Hs)(m,
4H)].

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 282

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm’
1: 3487, 3441 (N-H), 3112, 830
(C=Cqrom), 1667 (C=N)

2,4 ,6-triamine-N°-(4-fluorobencil)quinazolina
(VR3-4)

PM= 283.30 g/mol

RMN-'H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm):
7.08 — 6.94 [Hs, Hy, Hs, Ha) (M, 5H), 5.61
[(Hs)(s, 2H)], 4.28 [(He)(d, 2H), 7.45
E(H17)|_(I<)j]d, 2H)], 7.14 [(Hs)(t, 2H)], 5.95 [(Hs)
t, 1H)).

EM[FAB(+)] m/z (M+H): 282

IR, FTIR por reflectancia ATR (cm’
1):3351, 3443 (N-H), 3107, 822
(C=Carom), 2887, 2848 (CH,)
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7.2.1 Sintesis y caracterizacion de VR-1

Para la obtencion del intermediario VR-1 se llevdo a cabo Ia
ciclocondensacion del 2-amino-5-nitrobenzonitrilo y el carbonato de guanidina con
1.2 equivalentes de KOH. Dicha reaccién fue monitoreada mediante cromatografia
de capa fina (CCF). Al término de la reaccion se obtuvo una suspension que se
sometié a un proceso de filtracion rapida. Del producto obtenido se registraron los
espectros de masas e infrarrojo para confirmar que habia sido obtenido conforme
a lo esperado, puesto que la elucidacién estructural del intermediario en cuestidon

ha sido estudiada previamente por el grupo de trabajo.*’

En el espectro de masas, obtenido por electrospray, se aprecia el ion 206

m/z (M+1) correspondiente al peso molecular esperado, mas 1.

La espectroscopia de infrarrojo arrojé las bandas en 3463 y 3440 cm™
propias de los estiramientos asimétrico y simétrico de aminas primarias (N-Hz); en
3106 cm™' la banda caracteristica del estiramiento C-H del anillo aromatico; en
1614 y 1460 cm™ las bandas de estiramiento C=C del anillo aromatico; en 1661
cm™ la banda de estiramiento de C=N; en 1325y 1295 cm™ de los estiramientos

asimétrico y simétrico N=0O del grupo nitro unido a un anillo aromatico.

7.2.2 Sintesis y caracterizacion de VR-2
Para la obtencidon de este intermediario, VR-1 se sometié a hidrogenacion
catalitica en fase heterogénea. Al término de la reaccion se obtuvo una solucion
metandlica color amarillo, que fue sometida a evaporacion hasta llevar a sequedad
para obtener el intermediario VR-2. De este producto se obtuvieron los espectros

de masas e infrarrojo, por la misma razén que para el intermediario anterior.

En el espectro de masas, obtenido por FAB, se aprecia el ion 176 m/z

(M+1) correspondiente al peso molecular esperado, mas 1.

La espectroscopia de infrarrojo arrojé las bandas en 3399 y 3326 cm

correspondientes a los estiramientos asimétrico y simétrico de aminas primarias (N-
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H.); en 3114 cm™ la banda correspondiente al estiramiento C-H del anillo
aromatico; en 1559 cm™ la banda de estiramiento del enlace C=N; en 1559 y 1520

las bandas de estiramiento del C=C del anillo aromatico.

7.1.3 Caracterizacion de VR1-3
El espectro de masas de este compuesto fue obtenido por FAB®, lo cual

arrojo el ion 348 m/z (M+1), correspondiente al peso molecular esperado mas 1.

En el espectro de infrarrojo se apreciaron las bandas correspondientes a la tension
asimétrica y simétrica de los enlaces N-H de las aminas primarias en 3444 y 3353
cm'1; en 3107 cm™' la banda de estiramiento del enlace C-H del anillo aromatico; en
1910 cm™ se observaron los sobretonos del anillo aromatico p-sustituido de la
region bencenoide proveniente del aldehido acoplado al nucleo de quinazolina y en
833 cm™ se observd la banda propia de la torsidn fuera del plano de este mismo
anillo; en 1672 cm™ se encontré la banda de estiramiento del enlace N=C; en 1280
cm™” la banda caracteristica del estiramiento simétrico del enlace C-O del éter
vinilico presente en la molécula; propio de éste enlace deberia apreciarse una
banda intensa y ancha en la regién de 1075 a 1020 cm™ emitida por la torsién de
tijera de éste grupo funcional, sin embargo, se cree que dicha banda puede
encontrarse traslapada con las bandas multiples y complejas que genera el enlace
de un atomo de carbono a 3 atomos de fluor que aparecen en la region de 1350 a
1120 cm™,

El espectro de RMN-"H mostro, para el anillo de quinazolina, las sefiales
que corresponden al proton H4 como un doblete en un desplazamiento de 7.25
ppm, con una constante de acoplamiento de 8.9 Hz generada por su acoplamiento
orto con el proton Hy; para el protdn H; registréd una sefal doble de dobles en 7.61
ppm, con una constante de acoplamiento de 8.9 Hz por su acoplamiento en
posicion orto con el proton Hq y otra de 2.3 Hz por su acoplamiento en posicidon
meta con el proton Hs; para el H3 mostré una sefal doble en 8.01 ppm con una
constante de acoplamiento de 2.3 Hz generada por su acoplamiento con Hy en

posicidon meta. Cada una de estas senales integraron para un protén. Los protones
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de las aminas del nucleo de quinazolina emitieron sefales simples que integran
para 2 protones cada una, el desplazamiento de éstas sefiales se asignoé por
evaluacion del entorno quimico de los protones involucrados, llegando asi a la
conclusiéon de que la sefial en 6.10 ppm fue propia del proton Hs y la que se

encuentra en 7.36 para el proton Hy4 (Fig. 15).
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Fig. 15. Ampliacién de la region aromatica del Espectro RMN-"H de VR1-3.

Los protones del anillo bencenoide mostraron un doblete para Hz en 8.05 ppm con
una constante de acoplamiento de 8.8 Hz por su acoplamiento en posicion orto con
el proton Hg, y éste ultimo emitié un doblete en 7.51 ppm con una constante de

acoplamiento de 7.9 por efecto del proton H; en posicién meta.
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7.1.4 Caracterizacion de VR1-4
El espectro de masas por FAB® mostro el ion 350 m/z (M+1), que

corresponde al peso molecular esperado mas 1.

Los datos espectroscopicos de Infrarrojo mostraron las bandas en 3445 y
3351 cm” propias de aminas primarias generadas por la tension asimétrica y
simétrica de los enlaces N-H; en 3109 cm™ aparecié la banda caracteristica del
estiramiento C-H del anillo aromatico y en 822 cm™ la banda propia de la torsion
fuera del plano de un anillo aromatico para sustituido que corresponde al
bencenoide acoplado al nticleo de quinazolina; en 2852 cm™ se registré una banda
propia del estiramiento asimétrico de los enlaces C-H del metileno conector entre el
nucleo de quinazolina y el bencenoide; de las bandas de vibracién propias del éter
aromatico de la molécula, sélo se aprecid una en 1158 cm™ correspondiente al
estiramiento simétrico del enlace C-O, por lo que se asume que la banda esperada
entre 1075 y 1020 cm™ generada por la torsién de tijera del grupo funcional en
cuestidn se encuentra traslapada con las sefales multiples y complejas entre 1350
y 1120 cm™ que suelen generar los mdltiples enlaces de ntcleos de fltior a un
atomo de carbono (evento que se observa en el grupo funcional trifluorometoxilo de

la molécula).

El espectro de RMN-"H mostrd, para el nucleo de quinazolina, dos sefiales
anchas en 7.04 y 6.96 ppm que integran para 2y 4 protones, respectivamente; en
estas se encuentran traslapadas las sefiales emitidas por los protones Hq , Hy, Hz y
H4. Para Hs se registré una senal simple a 5.54 ppm que integra para dos protones;
Hs generd una sefial doble a 4.32 ppm que integra para dos protones; para H7 se
observd un doblete que integra para dos protones con una constante de
acoplamiento de 8.6 Hz generada por su acoplamiento con Hg, mientras que para
éste ultimo se aprecidé un doblete que integra para dos protones con una constante
de acoplamiento de 8.7 Hz debido a su acoplamiento con H7; la sefial de Hg se

mostré como un triplete que integra para un protén a 6.03 ppm (Fig. 16).
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Fig. 16. Ampliacién del espectro RMN-'H de VR1-4

7.1.5 Caracterizacion de VR2-3
El espectro de masas por FAB™ arrojo el ion 300 m/z (M+1), el cual

corresponde al peso molecular esperado mas 1.

Los datos espectroscépicos de infrarrojo registraron dos bandas
correspondientes a aminas primarias en 3459 y 3319 cm™; la frecuencia de
estiramiento del enlace C-H de la regién aromatica se observé a 3125 cm™
mientras que a 894 y 840 cm™' se apreciaron las bandas de torsion fuera del
plano propias del anillo becenoide trisustituido en las posiciones 1, 2, 4 de la
molécula; en 1663 cm™ se encontrd la banda generada pon el estiramiento

del enlace C=N.

El espectro de RMN-"H mostro para los protones H4, H4, Hs y Hg del
nucleo de quinazolina una sefal multiple que integra para 5 protones que va

de 7.47 a 7.20 ppm; para el proton H,, se observo una sefial doble de dobles
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a 7.60 ppm que integra para 1 protdn y con constantes de acoplamiento de 8.9 y
2.3 Hz debido a su acoplamiento con el proton H4 en posicion para y al Hz en meta;
en 8.03 ppm se presento la sefial generada por H; como un doblete cuya constante
de acoplamiento es 2.3 Hz debido al acoplamiento meta del proton en cuestion con
el Hy; la sefial de Hs aparecio en 6.11 ppm como un singulete que integra para dos
protones; la sefial de Hg, ubicado en el grupo imino, se mostré como un singulete a

8.85 ppm, mientras que la de H; lo hizo como una sefal multiple a 8.16 ppm (Fig.
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Fig. 17. Ampliacién de la region aromatica del Espectro RMN-"H de VR2-3.

7.1.6 Caracterizacion de VR2-4
El espectro de masas obtenido por FAB™ mostré el ion 302 m/z (M+1) que

concuerda con el peso molecular esperado mas 1.
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Por otro lado, el espectro de infrarrojo registré bandas en 3479, 3423 y 3319
cm’™” correspondientes al estiramiento del enlace N-H de las aminas primarias
presentes en la molécula; una banda en 3105 cm’ generada por el estiramiento C-
H del anillo aromatico y bandas en 842 y 822 cm™ indicadoras de torsién fuera del
plano del anillo aromatico 1, 2, 4 trisustituido; la frecuencia de estiramiento C-H del

metileno de la molécula se observé a 1470 cm™.
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Fig. 18. Ampliacién del Espectro RMN-"H de VR2-4.

El espectro de RMN-"H mostré para los protones Hy, H. y Hs del nucleo de
quinazolina una sefal que se traslapa con la emitida por el proton Hs de la amina
en posicion 4 de dicho nucleo y con el proton H; del anillo bencenoide, éstas
senales aparecieron de 7.15 a 6.90 ppm; Hs mostré un singulete a 5.54 ppm que
integra para dos protones; la sefial de Hg se determind como un doblete a 4.31

ppm; en la region del anillo bencenoide, Hg mostré6 un multiplete a 7.22 ppm,
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mientras que Hy, a 7.48 ppm, produjo una sefial multiple. La sefal triple que se

presentd en 5.87 ppm es propia del proton Hqo (Fig. 18).

7.1.7 Caracterizacion de VR3-3
Para el compuesto VR3-3, el espectro de masas por FAB"™ mostré el ion 282

m/z (M+1), el cual corresponde al peso molecular esperado mas 1.

Los datos espectroscépicos de infrarrojo registraron bandas a 3487 y 3441
cm™ correspondientes a los enlaces de estiramiento simétrico y asimétrico de las
aminas primarias; en 3112 cm™ se aprecio una banda correspondiente al enlace de
estiramiento del enlace C-H del anillo aromatico, mientras que en 830 cm’ se
observo una banda intensa propia de la torsion fuera del plano del anillo aromatico
1,4 disustituido de la porcion bencenoide de la molécula; la frecuencia de tension a

1667 cm™' correspondié al estiramiento del enlace C=N.
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Fig. 19. Ampliacién de la region aromatica del Espectro RMN-"H de VR3-3.
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El espectro de RMN-"H mostré para la quinazolina las siguientes sefales:
para el proton marcado como H4 un doblete a 7.25 ppm con una constante de
acoplamiento de 8.9 Hz debido a su acoplamiento en posicion orto con el Hy; para
éste ultimo un doble de dobles a 7.58 ppm con constantes de acoplamiento de 8.9
y 2.3 Hz por su acoplamiento en posicion orto con Hq y en posicion meta con Hs;
para Hs; una sefial que se traslapa con la del proton marcado como H, dicha senal
se encuentra de 8.04 a 7.93 ppm. H4 se observé como una seial traslapada con la
de Hg a de 7.46 a 7.29, mientras que Hs se observd como una sefial simple
ligeramente ancha a 6.10 ppm. A 8.72 ppm se observd Hg como un singulete,

caracteristico del grupo funcional imino (Fig. 19).

7.1.8 Caracterizaciéon de VR3-4
El espectro de masas por FAB® mostro el ion 282 m/z (M+1),

correspondiente al peso molecular esperado mas 1.

Los datos espectroscépicos de infrarrojo registraron dos bandas a 3351 y
3443 cm™ tipicas de aminas primarias correspondientes a las frecuencias de
estiramiento simétrico y asimétrico del enlace N-H; en 3107 cm™ se aprecié la
banda correspondiente al estiramiento del enlace C-H del anillo bencenoide,
mientras que a 822 cm™ se observo la banda intensa caracteristica del anillo
aromatico p-sustituido de la molécula. A 2887 cm™ se pudo apreciar la banda de
estiramiento asimétrico del enlace C-H del metileno conector entre el nucleo de
quinazolina y el anillo bencenoide; de este mismo grupo funcional se aprecio la

banda a 2848 cm™' del estiramiento asimétrico.

El espectro de RMN-'H mostré para H, H, y Hs una sefal multiple que se
traslapa con la de Hs y que va de 7.08 a 6.94 ppm; Hs se mostré como un singulete
a 5.61 ppm; en 4.28 ppm se detecté Hg como un doblete. La sefal caracteristica
del proton H; se present6 a 7.45 ppm como un doble de dobles cuya constante de
acoplamiento no resulta exacta debido a que éste protdn no solo se acopla a los

protones vecinos, sino también al fluor presente en la regiéon bencenoide, lo que
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ocurre también con la sefial de Hg que se mostré como una sefial ancha triple. La

senal perteneciente a Hg se observd como un triplete a 5.95 ppm (Fig. 20).
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Fig. 20. Ampliacién del Espectro RMN-"H de VR3-4.

7.3 Evaluacion bioldgica

La valoracién de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares derivadas de
tumores humanos permite explorar la actividad biolégica de productos aislados de
diferentes fuentes como primer tamiz en busqueda de moléculas con potencial

actividad anticancerigena.

Se evalud la sensibilidad de las lineas celulares HelLa (adenocarcinoma
cérvico uterino), MCF-7 (adenocarcinoma epitelial mamario) y HCT-15
(adenocarcinoma epitelial colorrectal) a los compuestos sintetizados usando como

referencia de actividad al Cisplatino.
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El bioensayo se realizé utilizando el método de tincion sulforrodamina B
(SRB). Este es un colorante aniénico de aminoxantano, rosado brillante, posee dos
grupos sulfonatos —-SO3" cargados negativamente que le permiten unirse

electrostaticamente a cationes.

La técnica general de éste método consiste en que las células deben ser
previamente fijjadas con acido tricloroacético, posteriormente se tifien con SRB,
luego se elimina el colorante no fijado y el colorante unido a células viables se
extrae con medio alcalino (Solucién de Tris pH 10.5) para leer la absorbancia de
dicha solucién a 564 nm.*® En condiciones acidas (en acido acético 1%), la SRB
aumenta su afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas y se fija
selectivamente a éstos, por lo que la extraccion del colorante unido a células

proporciona un indice del contenido de proteina celular.

A partir de los valores obtenidos se calcularon las Clsy (Concentracion
Inhibitoria 50), y se hallé que los compuestos no causaron una disminucién notoria
en la supervivencia celular en las lineas celulares HeLa y HCT-15, sin embargo, lo

habian logrado en las MCF-7. En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 8. Clsg de los compuestos sintetizados en células MCF-7.

Compuesto Clso (uM)
VR1-3 241.08
VR1-4 8.99
VR2-3 541.04
VR2-4 10.70
VR3-3 208.65
VR3-4 14.65

Cisplatino 15.41

Las Fig. 21 y 22 muestran de manera grafica los resultados de la Tabla 9,
en donde se aprecia el comportamiento de los compuestos iminos y aminos,

respectivamente.
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Fig. 21. Clso de los compuestos iminicos y de cisplatino en células MCF-7
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Fig. 22.

Las tres

Clso de los compuestos aminos y de cisplatino en células MCF-7

lineas celulares en

las que se evaluaron

los compuestos

sintetizados provienen de humano y son epiteliales, sin embargo se originan en

adenocarcinomas de distintos tejidos y por lo tanto poseen caracteristicas

membranales distintas, presentan diferentes contenidos de receptores, y en si
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diferentes caracteristicas propias del tejido del que provienen.*’” Lo anterior justifica

la selectividad marcada en la linea celular MCF-7.

Es importante resaltar la diferencia de actividad entre los compuestos de la
serie VRX-3 y los de la VRX-4, debido a que solo los segundos mostraron
actividades citotoxicas significativas comparadas con la del Cisplatino. Esto nos
arrojo la pauta para vislumbrar la posible interaccion que logran tener los
compuestos como inhibidores de la DHFR, permitiéndonos sugerir que los grupos
aminos en la posicion 6 de la quinazolina son necesarios para un buen anclaje de
la molécula al blanco terapéutico debido a que éstas presentan la desproteccion
electronica del atomo N6 necesaria para la interaccion de los ligandos con los
aminoacidos Glu20-Asp21 del sitio activo de la enzima. Otro factor a considerar es
que quiza el enlace amino en la posicion 6 del nucleo de quinazolina ofrece la
posibilidad de libre giro de la region bencenoide de las moléculas, para un mejor

acoplamiento al sitio activo de la enzima en cuestion.

Finalmente se analizo la posible influencia del logP de las moléculas con sus
actividades biologicas. Se noté que ninguno de los compuestos presenta excepcidn
a la regla de Lipinski dado que todas tienen un logP similar y menor a 5, lo cual
podria sugerir que todas las moléculas presentan un caracter lipofilico similar vy
por tanto una distribucion en matrices biolégicas semejante. Dado que la actividad
de los compuestos de las series VRX-3 y VRX-4 fue significativamente distinta, se
puede inferir que si bien el coeficiente de particion de las moléculas las ayuda a
llegar al interior celular, la interacciéon de éstos con su diana bioldgica no es la

misma.

Por todo lo anterior, resulta necesario efectuar ensayos biolégicos que
permitan definir la farmacocinética y farmacodinamia de las moléculas evaluadas
para definir la razén exacta por la cual se observd este comportamiento en la

evaluacion bioldgica de los compuestos.
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8. CONCLUSIONES
En este proyecto de tesis se logro la sintesis de 6 compuestos derivados de
la 2,4,6-triaminoquinazolina, con rendimientos en general aceptables, y cuyas

condiciones de reaccion fueron suaves.

Todos los compuestos sintetizados para la realizacion de este trabajo de
investigacion fueron caracterizados mediante espectrometria de masas,
espectroscopia Infrarrojo, y solo los compuestos finales fueron sometidos a
RMN-"H y RMN-"C.

Se observd que de las 6 moléculas sintetizadas, aquellas cuyo conector
entre la regién bencenoide y el nucleo quinazolina es un metileno, presentaron una
actividad citotoxica significativa comparada con la del cisplatino. Esto en la linea
celular MCF-7 de adenocarcinoma mamario, para la que presentaron selectividad

entre las tres lineas celulares evaluadas.

Fue posible comprobar que la desproteccion electrénica del atomo N6 de las
moléculas sintetizadas se ve ligada a una significativa actividad citotéxica en
células MCF-7.

Los compuestos sintetizados serviran para establecer los requerimientos
estructurales de los derivados de 2,4,6-triaminoquinazolina para sentar las bases

que desencadenan la actividad biolégica citotoxica.

Se adquirieron conocimiento y experiencia en quimica organica para obtener
compuestos de interés farmacéutico, cuya relacién estructura-actividad fue
analizada poniendo en practica conocimientos adquiridos a lo largo de mi desarrollo

profesional.
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APENDICE 1. Instrumentacion

Este apartado detalla la instrumentacién utilizada para la obtencién de los

compuestos sintetizados.

< Las materias primas (reactivos soélidos) se pesaron mediante el
uso de una balanza analitica SARTORIUS, Inventario 167840

X Para la evaporacion de solvente a presion reducida se empled
un rotaevaporador marca BUCHI modelo R-215, acoplado a bomba de vacio
marca Vacuubrand modelo PC 610 con regulador CVC2, a un bafio BUCHI
modelo B-491y a un enfriador marca VWR Wscientific modelo 1107.

X Para la determinacion de puntos de fusién se utilizé un aparato
BUCHI modelo B-540 con capilares de vidrio.

X La hidrogenacion catalitica se realizd6 en un equipo para
hidrogenacion marca PARR, modelo 3916 EG, adaptado a un tanque de
hidrogeno de la casa INFRA.

X Determinacion de espectros IR: Espectrofotdmetro de FTIR/FIR
Spectrum 400 de Pekin Elmer.

X Determinacion de espectros de masas: Espectrometro de
masas Waters, Synapt 2GS.

X2 Determinacion de espectros Resonancia Magnética Nuclear:

Espectrometro de RMN de 7.2 T, marca Varran, modelo Unity Inova.

CROMATOGRAFIA

Para el monitoreo del progreso de las reacciones, asi como para la
determinacion de la pureza de los compuestos sintetizados se utiliz6 cromatografia
en placa fina en donde se emplearon cromatoplacas de la casa Analtech-Uniplate

recubiertas con gel silice GF 250 y los siguientes sistemas de elucién:
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Sistema Composicion

I Cloroformo/Metanol (8:2)

Il Cloroformo/Metanol (6:4)

1] Cloroformo/Metanol (6:4)

Y Cloroformo/Metanol/NH4OH (8:2:1)

Vv Cloroformo/Metanol/NH4OH (6:4:1)
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Fig. 23. Espectro de A) RMN-'H y B) RMN-"3C de la 2,4-diamino-6-{(E)-[4-
(trifluorometoxi)benciliden]amino}quinazolina (VR1-3)
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Fig. 24. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4-diamino-6-{(E)-[4-
(trifluorometoxi)benciliden]Jamino}quinazolina (VR1-3)
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Fig. 25. Espectro de A) RMN-"H y B) RMN-">C de la 2,4,6-triamino-N°-[4-(trifluorometoxi)bencillquinazolina
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Fig. 26. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4,6-triamino-N6-[4-(trif|uorometoxi)bencil]quinazolina
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Fig. 27. Espectro de A) RMN-'H y B) RMN-"°C de la 2,4-diamino-6-[(E)-(2,4-
difluorobenciliden)amino]quinazolina (VR2-3)
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Fig. 28. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4-diamino-6-[(E)-(2,4-
difluorobenciliden)amino]quinazolina (VR2-3)
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Fig. 29. Espectro de A) RMN-"H y B) RMN-"3C de la 2,4,6-triamino-N°-(2,4-difluorobencil)quinazolina (VR2-4)
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Fig. 30. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4,6-triamino—N6-(2,4-difIuorobencil)quinazolina (VR2-4)
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Fig. 31. Espectro de A) RMN-"H y B) RMN-"C de la 2,4-diamino-6-[(E)-(4-fluorobenciliden)amino]quinazolina
(VR3-3)

Pagina 62



Relduve Abuludiite

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

A) D:\Xcalibur\data\USANFAB\VR3-3__1_1 12/3/2014 10:31:54 AM
szComment

VR3-3__1_1#2-4 RT: 0.11-0.32 AV: 3 NL: 1.47
T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-800.50]
55 57

_ F

100: \T::::l\\// NH,
. N

= XN

154 |
69 /)\

136

(o]
?

80

282

71

83 95

97 137
107 281

155

283

7 o 289 PBO7
235 265 280 295 327 341 355

o

109 138
\

111
“\HM\‘HH’\\V\HHH‘\M\HH“M\M\HHMH‘\\\‘\MHHM\mmuhh‘\\“\\m\h‘m‘\\\ el m‘ [l
T 1 1 1 1 T 1 T I T T f 1 I T T T 1 T

100 150 200 250 300 350
m/z

B) 100.0 _

T

162233

A05.01

oo

T T T T T T T T T T T T d

A4000.0 3a00 3200 il 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 &00 4000
cm-1

Fig. 32. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4-diamino-6-[(E)-(4-fluorobenciliden)amino]quinazolina
(VR3-3)
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Fig. 33. Espectro de A) RMN-'H y B) RMN-"3C de la 2,4,6-triamine-N°-(4-fluorobencil)quinazolina (VR3-4)
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Fig. 34. Espectro de A) Masas y de B) Infrarrojo de la 2,4,6-triamine-N6-(4-quorobenciI)quinazolina (VR3-4)
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