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1. Introduccioén

Con el envejecimiento de la poblaciébn mundial, la occidentalizacion de la dieta y la
contaminacion ambiental generalizada, el cancer ha surgido como la principal

amenaza para la vida humana en todo el mundo.

Para la mayoria de tipos de cancer, la quimioterapia, ya sea sola 0 como un
complemento a la radioterapia o la cirugia, sigue siendo el tratamiento de eleccion.
La mayoria de los agentes anticancerigenos son farmacos citotoxicos de amplia
accion. La heterogeneidad de los tumores, la falta de selectividad entre las células
normales y las cancerosas, y el desarrollo de la resistencia a los farmacos son
algunos de los principales obstaculos que dificultan el alcance de una cura definitiva

para esta enfermedad.

A pesar de los progresos sustanciales en muchos aspectos de la investigacion del
cancer, los tratamientos actuales tienen muchas desventajas, incluyendo baja
eficacia y alto grado de toxicidad. En particular, muchos agentes quimioterapéuticos
contra el cancer son ellos mismos cancerigenos. Por lo tanto, existe una urgente
necesidad de disefiar nuevas terapias contra el cancer, que sean menos toxicas y

en ultima instancia mas eficaces que los tratamientos actuales.

Se ha descrito que numerosos derivados de quinazolina tienen actividad
anticancerosa. En este contexto, estos agentes han mostrado actividad inhibidora
frente a dihidrofolato reductasa, timidilato sintasa y diversos receptores tirosina

cinasa.

La dihidrofolato reductasa (DHFR) cataliza la reduccion de dihidrofolato a
tetrahidrofolato (THF) el cual es esencial para la sintesis de ADN. La importancia de
esta reaccion se demuestra por la eficacia de los medicamentos antifolatos
utilizados para tratar el cancer mediante la inhibicion de DHFR, agotando asi el THF

y retardando la sintesis de ADN y asi la proliferacion celular.

Debido al papel fundamental que desempeia la DHFR en el metabolismo del folato

para el tratamiento del cancer, la DHFR se considera como blanco terapéutico.
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En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron seis derivados de quinazolin-2,4,6-
triamina (TAQ) la cual ha presentado actividad inhibidora contra esta enzima, con el
objetivo de mejorar su actividad y estabilidad quimica. La actividad citotoxica de los

compuestos sintetizados se evaluo en tres lineas celulares tumorales.
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2. Antecedentes
2.1 Cancer

El cancer es un proceso de pasos mdltiples en el que las células se someten a
profundos cambios metabdlicos y de comportamiento, lo que lleva a la proliferacion
de una manera excesiva y prematura, para escapar de la vigilancia por el sistema
inmunoldgico, y en Ultima instancia para invadir tejidos distantes para formar
metéstasis. Este proceso resulta en la formacion de una masa de células
desregulado, ya que no obedecen las reglas del crecimiento celular normal. Una
masa de este tipo puede ser asintomética durante un largo tiempo. Sin embargo,
puede crecer para perturbar las funciones fisiolégicas, dando lugar a multiples
sintomas, dependiendo de la ubicacion, el tamafio de la masa y de la propagacion

de las células cancerosas en el organismo.?!
2.2 Carcinogénesis

La carcinogénesis puede resultar de cualquier combinacion de dafios quimicos,
fisicos, bioldgicos y genéticos a células individuales. El patron comun a estos dafos
implica cambios en el genoma de la célula transformada o neoplasica. Tales
cambios genéticos han sido evidenciados por practicamente todos los tipos posibles
de mutacion descritos, incluyendo transiciones, transversiones, supresiones,

reordenamientos cromosomicos, amplificacion génica y mutagénesis por insercion.

En la neoplasia maligha, se pueden ver muchos tipos diferentes de alteraciones
genéticas. Ademas, tales alteraciones genéticas pueden evolucionar de tipos
simples a mas complejos aumentando el nUmero de mutaciones dentro de la misma

célula neoplasica.?

La carcinogénesis puede dividirse conceptualmente en cuatro etapas: iniciacion,

promocioén, conversion maligna y progresion tumoral.
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2.2.1 Etapas de la carcinogénesis
2.2.1.1 Iniciacion

Se inicia el proceso de carcinogénesis debido a la alteracion del metabolismo, de la
reparacion de ADN y de la proliferacién celular. La activacion de protooncogenes o
la inactivacién de genes supresores de tumores son los mecanismos principales en

esta etapa.
2.2.1.2 Promocién

Comprende la expansion clonal selectiva de células iniciadas. Debido a que la tasa
de acumulacién de mutaciones es proporcional a la tasa de division celular, o al
menos la velocidad a la que se reemplazan las células madre, la expansion clonal
de las células iniciadas produce una mayor poblacion de células que estan en riesgo
de cambios genéticos adicionales y malignos Los promotores de tumores
generalmente no son mutagénicos, no son carcinogénicos solos, y a menudo son

capaces de mediar sus efectos bioldgicos sin activacion metabdlica.
2.2.1.3 Conversién maligna

Etapa donde se lleva a cabo la transformacion de una célula preneoplasica en una
gue expresa el fenotipo maligno. Este proceso requiere mas cambios genéticos. La
conversion de estas células a ser de tipo maligno se acelerara en proporcion a la
tasa de division celular y la cantidad de células que se dividen en el tumor benigno
o lesion preneopléasica. La probabilidad relativamente baja de conversion maligna
se puede aumentar sustancialmente por la exposicion de las células preneoplasicas
a agentes gque dafian el ADN, y este proceso puede ser mediado a través de la

activacion de protooncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores.

2.2.1.4 Progresion

La progresiéon tumoral comprende la expresion del fenotipo maligno y la tendencia
de las células malignas para adquirir caracteristicas mas agresivas en el

tiempo. Ademas, la metastasis puede implicar la capacidad de las células tumorales
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gue secretan proteasas, las cuales permiten la invasion mas alla de la localizacion
del tumor primario. Una caracteristica del fenotipo maligno es la predisposicion a la
inestabilidad genémica y el crecimiento no controlado.3

Guiricon « Defectos en el control del crecimiento
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis. (Modificado de Weston).®

Cancer

2.2.2 Metéstasis

La metastasis surge tras la propagacion del cancer en un sitio primario y la
formacién de nuevos tumores en 6rganos distantes. Esta consiste en una serie de
pasos secuenciales que incluyen el desprendimiento de células de un tumor
primario en la circulacién, la supervivencia de las células en la circulacion, la
detencion en un nuevo érgano, la extravasacion en el tejido circundante, la iniciacion

y el mantenimiento del crecimiento y la vascularizacién del tumor metastasico.

Los patrones de flujo sanguineo del tumor primario determinan a qué érgano viajan
las células primero. Ahi, los tamafios relativos de las células cancerosas y capilares
conducen a la detencion eficiente de la mayoria de las células cancerosas

circulantes.

Después de que las células se han detenido en un 6rgano, su capacidad para crecer
es dictada por interacciones moleculares de las células con el medio ambiente en

el érgano.*
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2.3 Mecanismo del cancer

Para llegar a ser cancerosa, una célula tiene que adquirir cambios complementarios

en 6 mecanismos basicos:

Autosuficiencia en
sefales de crecimiento

Evasion de la apoptosis Insensibilidad a las

sefales anti-crecimiento

\‘ K %

metastasis

Angiogénesis sostenida I Invasioén al tejido y I

llimitado pote ncial
replicativo

Figura 2. Caracteristicas de una célula cancerosa. (Traducido de Hanahan).5

2.4 Problema

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con el cancer. Los principales tipos de cancer son: pulmonar, hepatico,

gastrico, colorrectal y mamario.6

Al comparar la incidencia con la mortalidad de acuerdo a cada tipo de cancer, se
observa que existen algunos que son mas agresivos al tener una incidencia y
mortalidad similar, como el caso del cancer de pulmoén, estbmago, higado, ovario,

esofago y de pancreas.
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Figura 3. Estimacion de la incidencia y mortalidad de los tipos de cancer. Tasas estandarizadas
por edad: ambos sexos en el mundo.®

Segun el perfil oncolégico de 2014 en México, realizado por la Organizacion Mundial
de la Salud, el 11.8 % de las muertes de ese afio fueron por cancer. El cancer de
préstata fue el de mayor incidencia para los hombres y el cAncer de mama para las
mujeres. Entre los factores de riesgo en adultos se encuentra el consumo de tabaco,
la inactividad fisica y la obesidad.”

Hombres Mujeres
Prostata Mama
17.0% 15.8%

Traquea,

: Cervicouterino
bronquios y
Otro pulmones 12.0%
47.7% 11.7% Otro
50.4%
Higado
Estémago 7.9%
9.2%
ui.y Estémago
Colorrectal pulmones e
7.1% 6.4%
Poblacion total: 121,000,000 Total de muertes: 605,000
Grupo de ingresos: Medianos altos Esperanza de vida al nacer: Total:76 Hombres:73 Mujeres:79

Figura 4. Distribucién de la mortalidad por cancer en México en el afio 2014.7
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2.5 Causas

El cancer comienza en una célula. La transformacion de una célula normal en
tumoral es un proceso multifasico y suele consistir en la progresion de una lesién
precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la
interaccion entre los factores genéticos y tres categorias de agentes externos:

carcinégenos fisicos, quimicos y bioldgicos.®
2.5.1 Predisposicion genética

Un aumento del riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer puede ser heredada
en el material genético transmitido de generacion en generacion, que representa

hasta un 4 % de todos los tipos de cancer en el mundo.8

La mayoria de las principales mutaciones asociadas al cancer se comportan
como genes supresores de tumores fisiologicamente recesivos que son
heredados predominantemente. Hasta el momento, sélo se han identificado tres
oncogenes (RET, MET y CDK4) entre 31 loci de cancer con patrones de herencia
mendeliana que afectan 20 tipos diferentes de cancer. Por ejemplo, el
retinoblastoma, el tumor de Wilms y cancer de piel en xenoderma pigmentoso se
heredan como mutaciones dominantes, y la mayoria de los individuos que portan

la mutacion desarrollan la enfermedad durante la nifiez.®
2.5.2 Carcindégenos fisicos

Radiacion ultravioleta e ionizante. La radiacion ultravioleta (UV) en la luz solar es

la principal causa de cancer de piel. Algunos tipos de cancer de piel, como el
carcinoma de células escamosas, pueden atribuirse directamente a los dafios
causados por la exposicion a UV-B. Sin embargo, la incidencia de canceres
cutaneos como el melanoma es mas compleja, estando influenciada por factores
genéticos y adicionales como el tipo y la frecuencia de la exposicion a los rayos
UV.
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El gas radon, que es un producto de la desintegracion natural del uranio de la
tierra, se difunde en la atmdsfera, donde es omnipresente. El raddn es inerte en
si, pero sus productos de desintegracion incluyen particulas alfa radiactivas que
pueden alojarse en el pulmén, causando dafios cerca de donde se depositan,

provocando cancer de pulmon.8

2.5.3 Carcinégenos quimicos

Los productos quimicos sintéticos, la contaminacion, los aditivos alimentarios y los

desechos industriales se encuentran dentro de esta categoria.

La nicotina y los componentes del humo del tabaco (hidrocarburos aromaticos

policiclicos, nitrosaminas y algunos compuestos metéalicos como el Cadmio, Cromo,
Arsénico, Cobre, entre otros) promueven el desarrollo del cancer. EI consumo de
tabaco es el factor de riesgo mas importante, y es la causa mas del 22% de las
muertes mundiales por cancer en general, y alrededor del 71% de las muertes

mundiales por cancer de pulmoén.®

Aminas heterociclicas (HA). Comprenden un grupo de compuestos quimicos que se

generan en alimentos con alto contenido de proteinas o aminoacidos que se
someten a altas temperaturas. La creatina y los productos de la reaccion de Maillard

se relacionan con su formacion.

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Compuestos formados por pirélisis o

combustion incompleta de materia organica. El asado a la parrilla o al carbdén de
alimentos genera la mayor concentracion de HAP, al igual que los procesos de
ahumado, en donde éstos compuestos de concentran a nivel superficial. Algunos
vegetales y productos derivados pueden contener HAP provenientes de la

contaminacion ambiental. 10
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Tabla 1. Aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos carcinogénicos

Aminas heterociclicas (HA) Hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP)

Acenafteno Benzo[K]fluoranteno
2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]quinolina Acenaftileno Criseno
2-amino-3,8-dimetilimidazol[4,5- Antraceno Dibenzo[a, hjantraceno
flquinoxalina Benzo[a]antraceno Fluoranteno
2-amino-1,4,8-trimetilimidazol[4,5- Benzo[a]pireno Fluoreno
g]quinoxalina Benzo[e]pireno Indeno[1,2,3-
2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5- Benzo[b]fluoranteno | c,d]pireno
b]piridina Benzo[g,h,i]perileno  Fenantreno

Benzo[j]fluoranteno Pireno

Aflatoxina. Toxina generada por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, hongos
gue se encuentran en cultivos de cacahuate, maiz y trigo. La aflatoxina es un
potente agente causante del cancer (con mayor incidencia en cancer de higado) es
muy soluble en lipidos, por lo que cuando se ingiere es rapidamente absorbida. Se
biotransforma en un quimico muy reactivo (epoxido), que ataca al ADN causando

mutaciones.11

2.5.4 Carcinégenos bioldgicos

Infecciones por virus, parasitos y bacterias. Algunos virus interrumpen las sefiales

gue controlan normalmente el crecimiento y proliferacion celular. Algunas
infecciones debilitan al sistema inmunoldgico, lo que produce que el cuerpo tenga
menos capacidad de combatir otras infecciones que causan el cancer, ademas, las
infecciones también causan inflamacién cronica que puede conducir al cancer.12
Entre los virus, bacterias y parasitos implicados en el cancer se encuentran los

siguientes:

e Virus de Epstein-Barr (VEB)

e Virus de la hepatitis B y virus de la hepatitis C (VHB y VHC)

e Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

e Virus del papiloma humano (VPH)

e Virus de leucemia/linfoma de células T humanas tipo 1 (HTLV-1)

e Herpesvirus asociado con el sarcoma de Kaposi (KSHV)

10
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e Polyomavirus de células de Merkel (MCPyV)
e Helicobacter pylori (H. pylori)
e Opisthorchis viverrini

e Schistosoma hematobium

2.6 Tipos de cancer

El cancer se puede agrupar segun el tipo de célula en la que comienza. Hay cinco

categorias principales:

e Carcinoma: cancer que comienza en la piel o en los tejidos que recubren los
organos internos. Existen varios subtipos, incluyendo adenocarcinoma,
carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas y carcinoma
de células de transicion.

e Sarcoma: cancer que comienza en los tejidos conectivos o de apoyo, tales
como hueso, cartilago, grasa, misculo o0 vasos sanguineos.

e Leucemia: cancer que se inicia en la sangre que forma el tejido, como la
médula 0sea, y produce un gran namero de células sanguineas anormales
gue se producen y entran en la sangre.

e Linfomay mieloma: cancer que comienzan en las células del sistema inmune.

e Cerebroy cancer de la médula espinal: estos son conocidos como cancer del

sistema nervioso central.13

Existe una gran variedad de tratamientos para el cancer, los cuales dependen del
tipo de cancer que se presente, asi como lo avanzado que se encuentre. El
pronaostico de los pacientes con cancer esta mas influenciado por el tipo de cancer,

asi como la etapa o la extensién de la enfermedad.
2.7 Tratamiento

La mayoria de los tipos de cancer pueden ser tratados y algunos curados,
dependiendo del tipo especifico, ubicacion y etapa. Una vez diagnosticado, el
cancer generalmente se trata con una combinacién de cirugia, quimioterapia y

radioterapia. A medida que la investigacion se desarrolla, los tratamientos se estan

11
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volviendo mas especificos para diferentes variedades de cancer. Ha habido un
progreso significativo en el desarrollo de farmacos de terapia dirigida que acttan
especificamente sobre anormalidades moleculares detectables en ciertos tumores

y que minimizan el dafo a las células normales.
2.7.1 Cirugia

La cirugia es quizé el medio mas eficaz para tratar el cancer. Por desgracia, una
gran proporcion de pacientes con tumores solidos tiene una enfermedad
metastasica que no es posible extirpar. La cirugia de céancer con fines curativos
suele planificarse para lograr una escision completa del tumor con un margen
suficiente de tejido normal (el margen varia segun el tumor y la anatomia),
manipulando el tumor lo menos posible a fin de evitar la diseminacion vascular y

linfatica y reduciendo al minimo el riesgo quirargico.4
2.7.2 Radioterapia

La radiacion es una forma fisica de tratamiento que dafia todos los tejidos a su paso;
su selectividad por células neoplasicas quiza se deba a defectos en la capacidad de
estas células para reparar ADN con dafio subletal y otros trastornos. La radiacion
causa rupturas en el ADN y genera radicales libres a partir del agua celular, que
pueden lesionar las membranas, las proteinas y los organelos de las células. El
incremento de los radicales de oxigeno constituye la base para la sensibilizacién de
la radiacion. Gran parte del dafio celular inducido por la radiacion proviene de la
formacion de radicales hidroxilo:

Radiacién ionizante + 2H,O0 — H,O** + e + H,O — H;O* + OH"®

Los rayos X y los rayos gamma son las formas de radiacién que mas se utilizan
contra el cancer. Son ondas electromagnéticas que no tienen particulas y que,
cuando son absorbidas, originan la expulsion de un electron de una Orbita;
ionizacién. Los rayos X son generados por aceleradores lineales y los gamma por
la desintegracion de los nucleos atomicos de isotopos radiactivos como el Cobalto

y el Radio. Estas ondas se comportan biolégicamente como paquetes de energia 'y

12
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reciben el nombre de fotones. Los haces de protones cada vez se encuentran mas
disponibles y pueden delimitar mejor la dosis al tumor en ciertas ubicaciones
anatomicas. Sin embargo, salvo estos usos especializados, la radiacion que utiliza
particulas como neutrones, protones y mesones no se aplica mucho porque dafia
mas tejido a causa de transferencia de energia lineal mayor y porque depende

menos del oxigeno.14
2.7.3 Terapia hormonal

Los medicamentos que pertenecen a esta categoria son hormonas sexuales, 0
medicamentos similares a hormonas, que alteran la accion o la produccion de
hormonas femeninas o masculinas. Los tratamientos hormonales (primera forma de
tratamiento dirigido) aprovecharon vias bioguimicas que sustentan las funciones y
las acciones de los estrégenos y androgenos, como base terapéutica para tratar

pacientes con tumores de mama, prostata, Gtero y ovario.1*

El mecanismo de estas hormonas para el tratamiento del cancer no es el mismo
gue el de los medicamentos quimioterapéuticos convencionales, sino que evitan
gue la célula cancerosa use la hormona que necesita para crecer o evitan que el

cuerpo produzca hormonas.1®

Los ejemplos incluyen:

« Las hormonas antiestrogeno: fulvestrant, tamoxifeno y toremifeno.

« Inhibidores de la aromatasa: anastrozol, exemestano, letrozol.

e Progestinas: acetato de megestrol.

o Estrogenos.

« Antiandrogenos: bicalutamida, flutamida y nilutamida.

e Agonistas de la hormona luteneizante liberadora de hormonas: leuprolide y

goserelin.

13
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2.7.4 Quimioterapia

Aunque la gquimioterapia abarca el uso de cualquier medicamento para tratar
cualquier enfermedad, para la mayoria de las personas se refiere al uso de
medicamentos para el tratamiento del cancer. Otros dos términos que se usan con
frecuencia para describir la quimioterapia como tratamiento del cancer son terapia

antineoplasica (contra el cancer) y terapia citotoxica (que destruye las células).

El propdsito de la quimioterapia en cancer es la curacion, paliacion y/o control.
Existen dos tipos de quimioterapia, la neoadyuvante y la adyuvante administrada

antes y después de la cirugia o radiacion respectivamente.

Los medicamentos quimioterapéuticos se pueden dividir en varios grupos
basandose en factores tales como su mecanismo de accion, su estructura quimica
y su relacién con otros medicamentos, asi como en la fase del ciclo celular en la
gue actian. Como algunos medicamentos actian en mas de una forma, pueden
pertenecer a mas de un grupo.

Tabla 2. Clasificacion de los farmacos quimioterapéuticos. (Tabla elaborada a partir de las
referencias 4, 6 y 17)

Grupo  Subgrupo Ejemplo Mecanismo
Mostazas Melfalan
nitrogenadas Cloranbucilo
; ; i Forman productos intermediarios que se unen en
Oxazafosforaninas  Ciclofosfamida forma covalente a los sitios de gran densidad de
fosfamida electrones.
% Alquilsulfonatos Busulfan
g Nitrosoureas Carmustina Alquilan aminas, oxigenos o fosfatos reactivos en
= (BCNU) ADN.
= Lomustina
g (CCNU) Entre las respuestas celulares especificas estan la
o Triazenos Dacarbazina detencion del ciclo celular y los intentos de reparacién
T Mitozolomida de ADN.
g’:’ Temozolomida
Aziridinas Tiopeta
Mitomicina C
Farmacos que Procarbazina
metilan al ADN Temozolomida
Dacarbazina
" En el interior de la célula, los ligandos de cloruro,
g_g Complejos de Cisplatino ciclohexano y oxalato de los tres andlogos son
8 © platino Carboplatino desplazados por moléculas de agua y asi se genera
g o Oxaliplatino una molécula con carga positiva y fuertemente

reactiva.

14
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Anélogos de acido
folico

Anélogos de
pirimidina

Anélogos de purina

Antraciclinas

Actinomicina D

Bleomicina

Mitocina C

Metotrexato
Pemetrexed
Raltitrexed
Trimetrexato

Fluorouracilo
Citarabina
Gemcitabina

Cladribina
Clofarabina
Fludarabina
6-mercaptopurina
Pentostatina
Tioguanina

Doxorubicin
Daunorubicin
Epirubicin

La interferencia en el metabolismo de THF disminuye
la capacidad celular para la transferencia de un solo
carbono y las reacciones de metilacion necesarias en
la sintesis de ribonucleétidos purinicos y monofosfato
de timidina con lo cual se inhibe la replicacion de ADN.
Los inhibidores como el metotrexato que tienen gran
afinidad por DHFR, impiden la formacion de THF y
permiten que se acumule el sustrato inhibidor téxico,
poliglutamato de DHF después de la reaccion
bloqueada.

Los analogos de dichos precursores penetran
facilmente en las células tumorales y se activan por
enzimas intracelulares.

Por ejemplo, 5-FU, es transformado en monofosfato de
fluorodesoxiuridina, un desoxinucleétido que a su vez
bloquea a la enzima timidilato sintasa, necesaria para
la conversion fisiolégica de dUMP en dTMP, un
componente de ADN.

Se incluyen sustituyentes con azufre en el anillo
purinico. En muchos casos, los farmacos requieren
una activacion inicial. Son entonces capaces de inhibir
la biosintesis de nucle6tidos por incorporacion directa
en el ADN.

Se intercalan con el ADN vy alteran de manera directa
la transcripcion y la replicaciéon. Forman un complejo
tripartita con topoisomerasa Il y ADN lo cual inhibe la
religadura de las cadenas de ADN rotas y ello culmina
en la apoptosis.

Forman intermediarios de radicales semiquinonas que
reaccionan con oxigeno para producir radicales
anionicos superoxido; estos a su vez generan peroxido
de hidrégeno y radicales hidroxilo que atacan al ADN
y oxidan las bases de ADN.

El anillo fenoxasénico planar queda intercalado entre
las pares de bases adyacentes de guanina - citosina
del ADN, en tanto que las cadenas polipeptidicas se
extienden a lo largo del surco menor de la hélice. Se
forma un complejo de dactinomicina-ADN, que
bloquea la transcripcion del ADN por la ARN
polimerasa.

Produce dafio oxidativo a la desoxirribosa del
timidilato y otros nucleétidos. La bleomicina desdobla
al ADN al generar radicales libres.

Después de reduccién quimica de la quinonay pérdida
del grupo metoxilo en el interior de la célula por
mecanismos enzimaticos 0 espontaneos, la
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Vincristine
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Vinorelbine

Paclitaxel (Taxol)
Docetaxel
(Taxotere)

Camptotecina

Etopdsido
Tenipdsido

mitomicina se torna un agente alquilante bifuncional o
trifuncional. El farmaco inhibe la sintesis de ADN.

Se unen especificamente a la tubulina B y bloquean su
polimerizacion con la tubulina a en los microtubulos.
Las células bloqueadas en fase de mitosis presentan
cambios caracteristicos de la apoptosis.

Se ligan especificamente a la subunidad de tubulina
de los microtubulos y antagoniza el desensamblado de
esta proteina clave del citoesqueleto y como resultado
aparecen haces de microtibulos y estructuras
aberrantes derivadas de ellos en la fase mitética del
ciclo celular.

Se liga en forma covalente con el ADN bicatenario a
través de wuna reaccion de transesterificacion
reversible; se genera un complejo intermediario en el
cual la tirosina de la enzima se fija al extremo 3'-fosfato
de la cadena de ADN y asi se crea una fraccion
monocatenaria de ADN.

Las camptotecinas se unen y estabilizan un complejo
normalmente transitorio, susceptible de
desdoblamiento de ADN-topoisomerasa |.

Forman un complejo ternario con topoisomerasa Il'y
ADN y evitan que se reselle la rotura, que
normalmente surge después de unirse la
topoisomerasa con el ADN. La enzima permanece
unida al extremo libre de la cadena rota de ADN, lo
cual hace que se acumulen las roturas del ADN y
termine la célula por morir.

Los factores que hay que considerar al seleccionar los medicamentos a usar en un

régimen de quimioterapia incluyen:

o El tipo de cancer.

o La etapa del cancer.

e Laedad y salud del paciente.

e Otros problemas médicos graves (como enfermedades del corazon, del higado

o de los rifiones).

o Otros tipos de tratamientos contra el cancer administrados anteriormente.
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2.7.4.1 Desventajas del tratamiento quimioterapéutico

Hay una serie de problemas con el perfil de seguridad y la eficacia de los agentes
guimioterapéuticos. Los agentes citotoxicos afectan predominantemente a las
células que se dividen rapidamente, de modo que no se dirigen especificamente a
las células cancerosas en la fase de reposo. También solo influyen en la capacidad
de una célula para dividirse y tienen poco efecto sobre otros aspectos de la
progresion tumoral tales como invasion de tejido, metastasis o pérdida progresiva
de la diferenciacién. Finalmente, los agentes citotoxicos estan asociados con una
alta incidencia de efectos adversos. Los ejemplos mas notables incluyen supresion
de la médula 6sea, alopecia, mucositis, nauseas y vomitos, leucopenia, cambios de

peso, dafos al corazon y cambios en el sistema nervioso, entre otros.1415
2.7.5 Terapia dirigida

Las estrategias para el descubrimiento de farmacos contra el cancer han
evolucionado en pasos con la explosion del conocimiento sobre las bases
moleculares del cancer. Muchos farmacos nuevos aprobados en fechas recientes o
en etapas avanzadas de evaluacion fueron disefiados para bloquear mutaciones
fundamentales que causan un cancer especifico: receptores aberrantes de factores
de crecimiento, pérdida de la regulacién de las vias de sefializacion intracelular,
defectos en la reparacion de ADN y en la apoptosis y angiogénesis tumoral. Las
herramientas primarias para la inhibicion de estos objetivos son los anticuerpos
monoclonales que atacan los receptores de la superficie celular o bien, moléculas
pequefias sintéticas que penetran a las células y modifican enzimas criticas. Dos de

estas clases de farmacos tienen propiedades farmacolégicas muy diferentes.’

Muchas terapias dirigidas contra el cancer han sido aprobadas por la FDA para
tratar tipos especificos de cancer. Otras se investigan en estudios clinicos y muchas

mas estan en estudio preclinico (estudios de investigacion con animales).

Se han aprobado muchas terapias dirigidas diferentes para usarse en
el tratamiento del cancer. Estas terapias incluyen terapias hormonales, inhibidores

de transduccion de sefiales, moduladores de la expresion de genes, inductores
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de apoptosis, inhibidores de la angiogénesis, inmunoterapias y moléculas para

depositar toxinas.1518

Tabla 3. Terapias dirigidas. (Tabla elaborada a partir de las referencias 4,*" y )

Grupo Subgrupo Ejemplo Mecanismo

Se unen a un segmento del dominio de cinasa que

(]

©

9 E g « Inhibidores de la = Imatinib fija la enzima en un estado cerrado o no funcional, en
= % o g cinasa BCR-ABL Dasatinib el cual la proteina es incapaz de unirse al donador de
S =0 Nilotinib sustrato/fosfato, el ATP.

a 2c .=

£ ® o

=

El EGFR, también conocido como ErbB1 o HER1, es

@ Moléculas Gefitinib esencial para el crecimiento y diferenciacion de las
'z pequefas Erlotinib células epiteliales.
O
g % Anticuerpos Cetuximab Se unen al dominio de cinasa y antagonizan la
au monoclonales Panitumumab funcion enzimética del EGFR.
=
£ Impiden las vias de sefializacion MAPK, PI3K/Akt, y
STAT.

Moléculas Trastuzumab Tienen efectos antitumorales notables en pacientes
g = pequefias con cancer mamario positivo para HER2 y se han
° o ﬁ vueltq ggentes .ter.apéutic.:os ' esgnciales en
5% Anticuerpos Lapatinib cqmbmamén con quimioterapia citotéxica para este
< ¥ monoclonales cancer.

Moléculas Pazopanib
- pequefas Sorafenib La union de VEGF a su receptor produce la actividad
0.2 Sunitinib de tirosina cinasa VEGFR e inicia la via de
B 3 sefializacion mitdgena y contra la apoptosis en las
0.5 células endoteliales. La interaccion entre el VEGF y su
& S’ Anticuerpos receptor crea varias oportunidades para la inhi_bi_cién
2o monoclonales Bevacizumab farmacolégica de esta via. Los anticuerpos dirigidos
<< contra VEGF, dificultan la interaccion de VEGF con su
= receptor, al nivel estérico.
_ Se une a la subunidad beta 5 del nicleo 20S del
2 g Moléculas proteasoma 26S y produce inhibicion reversible de su
€0 pequefias Bortezomib actividad. Una consecuencia importante de la
59 inhibicion del proteasoma es su efecto sobre NF-kB,
2 también altera la degradacion de ubiquitina en el
= proteasoma de p21, p27, p53, y de otros reguladores
- clave del ciclo celular e iniciadores de la apoptosis.
() La via PI3K/PKB(Akt)mTOR responde a diversas
3 Analogos de Rapamicina sefiales de factores de crecimiento que modulan el
° % rapamicina Temsirolimas crecimiento celular, traduccion, metabolismo vy
o = Everolimus apoptosis.
5 E
= La activacion de la via de PI3K se opone a la actividad

de fosfatasas del supresor tumoral PTEN.
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Las terapias dirigidas difieren de la quimioterapia en varias formas, por ejemplo, las
terapias dirigidas actian en blancos moleculares especificos que estan asociados
con el cancer, mientras que la mayoria de las quimioterapias regulares actian en
todas las células que se dividen con rapidez, normales y cancerosas, ademas de
gue las terapias dirigidas son con frecuencia citostaticas (es decir, bloquean
la proliferacion de las células tumorales), mientras que las sustancias ordinarias de

guimioterapia son citotéxicas (es decir, destruyen células tumorales).®

Entre las desventajas de la terapia dirigida se encuentra que las células cancerosas
pueden volverse resistentes a los medicamentos y que existen algunos blancos para
los cuales es dificil crear un medicamento, ademas de los efectos adversos
presentados tales como diarreay problemas en el higado, problemas
de coagulacién de la sangre y cicatrizacion de heridas, presion arterial alta, fatiga,
llagas en la boca, cambios en las ufias, pérdida de color del cabello y problemas en

la piel.1>18

Dentro de estas terapias (quimioterapéutica y dirigida) destaca el grupo de las

quinazolinas.
2.8 Quinazolinas

Las quinazolinas se consideran como estructuras privilegiadas de diversa
importancia fisiolégica y utilidad farmacéutica. Poseen una gran variedad de efectos
biolégicos, entre los que se incluyen las actividades antibacterianasi®20,
antihiperlipidémicas, antiinflamatorias?!, antihipertensivas, anticancerigenas??,
antituberculosas, anti-Leishmania?3, antineoplasicas, antimalaricas?4, anti-VIH?,
antifungicas, antivirales?6, antioxidantes, asi como la inhibicién del receptor EGFR?7,
de la actividad timilidato sintasa?8, tirosina cinasa?®, entre otros. Muchas
guinazolinas contribuyeron a la blusgueda de un agente quimioterapéutico

antitumoral definitivo.30-34

La quinazolina es un heterociclo que pertenece a la familia benzodiazina con su
nitrdgeno heteroatomico situado en las posiciones 1 y 3. La evolucion de las

quinazolinas se inicidé sélo con el descubrimiento de la febrifugina, un "alcaloide
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guinazolinona”, que se aislo de la planta china Aseru (Dichroa febrifuga Lour) y se
informd que poseen potencial antimalarico. Fue primero sintetizada por Gabriel en

el afio 1903 y fue aislado por primera vez de la planta china Aseru.34:35

5 4

3
7 '1\1/)2

Figura 5. Estructura de la quinazolina.

El desarrollo reciente en la importancia medicinal de los derivados de la quinazolina
ha requerido un fuerte esfuerzo internacional para el desarrollo de nuevas y mejores
estrategias sintéticas para sus preparaciones. La quinazolina es un nucleo base
(scaffold) que se encuentra en compuestos con actividades frente a humerosos

trastornos farmacologicos.34

Varios derivados de quinazolina se comercializan para el tratamiento de algunas
enfermedades, entre los que se encuentran: Prazosin (antihipertensivo),
Proquazone (AINE), Febrifugine (antimalérico), Albaconazole (antifungico), entre

otros.3°

Como se menciono anteriormente, en el tratamiento quimioterapéutico y dirigido del
cancer, existen derivados de quinazolina, los cuales ya han sido aprobados por la
FDA, y otros se encuentran en investigacion clinica Fase Il y Fase lll. A
continuacion, se mencionan aquellos derivados de quinazolina utilizados en el

tratamiento del cancer.
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a) Metotrexato b) Trimetrexato
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Figura 6. Estructuras con el ndcleo de quinazolina y andlogos en agentes quimioterapéuticos y
terapias dirigidas contra cancer. (a, b, c y d) Antagonistas de acido fdlico, (e) intercalante, (f) inhibidor
de timidilato sintasa, (g, h, i yj) inhibidores de EGFR.

Se han encontrado algunos problemas en cuanto a resistencia y selectividad de los
farmacos antes mencionados, por lo que se ha continuado con la investigacion para
el desarrollo de nuevos prototipos que renan mejores caracteristicas para el

tratamiento. Dentro de los blancos terapéuticos estudiados se encuentra la DHFR.
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2.9 Antagonismo de folatos
2.9.1 Inhibicién de DHFR

Un &rea que ha proporcionado los objetivos y terapias Utiles para el cancer y la
infeccibn microbiana es el metabolismo del folato y en particular las enzimas
timidilato sintasa (TS) y la dihidrofolato reductasa (DHFR). Todas las células
requieren actividades TS y DHFR, TS cataliza la conversion de dUMP a dTMP
usando el cofactor N5 N19-metilentetrahidrofolato como C-donador y reductor,
mientras DHFR mantiene al THF por la reduccién dihidrofolato (DHF) dependiente
de NADPH. La inhibicion de cualquiera de estas enzimas limita el suministro de
dTMP requerido para la sintesis de ADN, reduciendo de este modo la replicacion lo
gue conduce a la muerte celular. Tanto TS y DHFR se han caracterizado y utilizado
como dianas terapéuticas en quimioterapia, especialmente DHFR, que es el objetivo
clasico para la terapia antibacteriana y antineopléasica.36

COH CO,H
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Glicina DHFR

Tetrahidrofolato
Serina
Figura 7. Reaccidn llevada a cabo por DHFR: reduccidn de dihidrofolato a tetrahidrofolato.
(Modificado de Gilbert).%”
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En el aflo 1970, un grupo de investigadores se encargaron de sintetizar derivados
de quinazolina como analogos del acido félico para tratar la leucemia.®® Dos afios
después continuaron su investigacion con la sintesis y evaluacion de los derivados
de quinazolin-2,4,6-triamina como antagonistas del acido félico y reportaron
derivados con actividad antiparasitaria contra Plasmodium berghei, P. Cynomolgi,
Trypanosoma cruzi y Streptococcus faecalis resistente a metotrexato.?® Desde
entonces, muchos grupos se dieron a la tarea de optimizar la actividad biologica y

la selectividad de los derivados reportados.

Afos después, otros grupos de investigacion sugirieron a los derivados de
guinazolin-2,4-diamina como estructuras de partida para el disefio de compuestos
con actividad anti-Trypanosoma o anti-Leishmania. Se realizaron estudios tedricos
en donde se observaron las diferencias entre la enzima DHFR en algunos parasitos
como L. major, T. cruzi y T. brucei y la DHFR humana. La diferencia esta en que el
sitio activo de la enzima en parasitos tiene residuos mas lipofilicos por lo que se
realizaron modificaciones de los derivados de modo que en la posicidbn 6 se
incluyera una parte lipofilica para que interaccionara con los residuos de fenilalanina

en Leishmania.

Con el fin de producir nuevas derivaciones potentes para farmacos anticancerosos,
otros grupos de investigacion, disefiaron una nueva serie de analogos de
quinazolina para que se asemejara a las caracteristicas estructurales del
metotrexato y se ajustaran con grupos funcionales que creian que aumentaban la

inhibicién de la actividad DHFR de mamiferos.4°

A partir de estudios SAR se tomd nota colectivamente de que las posiciones 2, 4y
6 son puntos importantes de relevancia biolégica para mejorar las actividades de
posible disefio de farmacos. Se han evaluado diversas posiciones
2,4,6-trisustituidas de derivados de quinazolina como colocacion farmacoforica

esencial para el aumento de la bioactividad.31.34

Los derivados sustituidos con el grupo amina en las posiciones 2y 4 en el anillo de

pirimidina que forma parte de la quinazolina, presenta interacciones de tipo puentes
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de hidrégeno con los aminoacidos Tyr 121, lle 7, Val 115, Val 8 y Glu 30 de la DHFR
humana, por lo que se propone mantener esa parte estructural en la consideracion

de nuevos derivados.

Figura 8. Enlaces de hidrogeno conservados entre los aminoacidos en el sitio activo de la DHFR

humana y el anillo de pirimidina.*

Recientemente, el grupo de investigacion del Dr. Francisco Hernandez Luis y
colaboradores, han propuesto nuevos derivados de quinazolin-2,4,6-triamina como
sustancias activas contra T. cruzi.*>-44 Actualmente, el equipo de trabajo estudia a

los derivados de la quinazolin-2,4,6-triamina como posibles agentes antitumorales.
2.10 Disefio de moléculas biol6gicamente activas

En el &rea de la Quimica Farmacéutica existen varias estrategias para el disefio de
nuevos prototipos a farmacos, entre los que se encuentran la hibridacion molecular
y la variacién estructural para la obtencion de anélogos de farmacos conocidos,

ademas del disefio asistido por computadora, entre otros.
2.10.1 Hibridacion molecular

La hibridacion molecular es una estrategia en el disefio racional de nuevos ligandos
0 prototipos basada en el reconocimiento de subunidades farmacoféricas en la
estructura molecular de dos o mas derivados con actividad que, a través de una
fusion adecuada de las subunidades, conducen al disefio de nuevas estructuras
hibridas que mantienen las caracteristicas preseleccionadas de las plantillas

originales.*®
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Las moléculas hibridas se definen como entidades quimicas con dos (0 mas de dos)
dominios estructurales que tienen funciones biolégicas diferentes y la doble
actividad indica que una molécula hibrida actia como dos farmacaoforos distintos.
Ambas entidades de la molécula hibrida no estan necesariamente actuando sobre
el mismo objetivo biologico. En el disefio de farmacos es la mejora de la actividad
biol6gica de un fragmento de molécula mediante la adicion de funciones quimicas
capaces de unirse a regiones adyacentes del sitio activo cuando se conoce la diana

biolégica.

Existen tres maneras posibles de interaccion de las moléculas hibridas: las que
presentan un Unico objetivo o diana, las que tienen dos dianas independientes (cada
entidad de la molécula hibrida actia con su objetivo) y por ultimo se encuentra las
gue actuan en dos sitios de la misma diana (ambas entidades de la molécula hibrida

actlian al mismo tiempo en dos objetivos conectados).46
2.10.2 Disefio de moléculas analogas

El analogo de una molécula es aquel que comparte similitudes quimicas y entre

estos se encuentran tres categorias:

1) Analogos estructurales: analogos que poseen UuUnicamente similitudes
guimicas.

2) Andlogos funcionales: compuestos quimicamente diferentes que presenten
propiedades farmacologicas similares.

3) Andlogos directos: andlogos que poseen similitudes quimicas vy

farmacologicas.

Los analogos directos corresponden a la categoria de farmacos a los que a menudo
se hace referencia como farmacos "yo-también" (me-too). Por lo general, son
versiones mejoradas de un medicamento "pionero" con ventajas farmacologicas,
farmacodinamicas o biofarmacéuticas sobre el original. Estos ofrecen un perfil de
efectos adversos diferente, eficacia en pacientes que presentan resistencia ademas

de la disminucién en los costos de sintesis.
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El disefio analdgico directo implica modificaciones moleculares directas, tales como
la sintesis de homdlogos, vinilogos, isosteros, isbmeros posicionales, isdmeros

opticos, sistemas de anillos modificados y farmacos gemelos.4748
2.11 Estrategias de sintesis
2.11.1 Sintesis asistida por Microondas

El uso de la irradiacion de microondas en sintesis organica se ha vuelto cada vez
mas popular dentro de los campos farmacéutico y académico, porque es una nueva

tecnologia que permite el descubrimiento y el desarrollo de farmacos.

La tecnologia de microondas esta emergiendo como una fuente de energia
alternativa lo suficientemente potente como para lograr transformaciones quimicas
en minutos, en lugar de horas o incluso dias. Por esta razon, la irradiacion de
microondas esta experimentando un aumento exponencial en la aceptacion como

técnica para mejorar la sintesis quimica.*?

El calentamiento por microondas o calentamiento dieléctrico, es una alternativa al
calentamiento por conduccion/conveccion convencional, que permite aprovechar
las propiedades de algunos compuestos de transformar la energia electromagnética

en calor.

La irradiacién por microondas es una irradiacion electromagnética en el rango de
frecuencia de 0.3 a 300 GHz, correspondiente a longitudes de onda comprendidas
entre 1 mm y 1 m. Todos los hornos de microondas domeésticos, asi como los
reactores de microondas disponibles para sintesis quimica operan a una frecuencia

de 2.45 GHz (correspondiente a una longitud de onda de 12.25 cm).°

Esta radiacion de microondas no puede "inducir” reacciones quimicas por absorcion
directa de la potencia de microondas; sin embargo, proporciona efectos térmicos

anicos, que son altamente beneficiosos para la sintesis quimica.

La guimica de microondas se basa en el calentamiento eficiente de los materiales

(en lamayoria de los casos disolventes) por los efectos de calentamiento dieléctrico.
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La calefaccion dieléctrica funciona mediante dos mecanismos principales:

polarizacion dipolar y conduccion ionica.
1) Polarizacion dipolar

Para gque una sustancia pueda generar calor cuando se irradia con microondas debe
ser un dipolo. Dado que el campo de microondas esta oscilando, los dipolos en el
campo se alinean con el campo oscilante. Esta alineacion causa la rotacién, lo que

resulta en friccion y, finalmente, en energia térmica.
2) Conduccion iénica

Durante la conduccién idnica, las particulas disueltas (normalmente iones) oscilan
hacia adelante y hacia atras bajo la influencia de la irradiacion de microondas. Esta
oscilacién causa colisiones de las particulas cargadas con moléculas o atomos

vecinos, que son responsables en Ultima instancia de crear energia térmica.>°,5!

’
® ®
/ -—
®
- ® ®
2 = ®
/’ ’,
® ®
Polarizacion dipolar Conduccién iénica

Figura 9. llustraciéon de los dos principales mecanismos de calentamiento dieléctrico: polarizacién
dipolar (dipolos alineados en el campo de microondas) y conduccion iénica (los iones se mueven en

el campo de microondas).
Tradicionalmente, la sintesis organica se lleva a cabo mediante reflujo de una
mezcla de reaccion usando un bafio de aceite como fuente de calor. Sin embargo,

esta manera de calentar una mezcla de reaccion es comparativamente lenta e

ineficiente en energia, puesto que primero se transfiere la energia térmica desde el
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bafio de aceite caliente ala superficie del recipiente de reaccion y luego la superficie
calienta el contenido del recipiente de reaccion. Ademas, la superficie caliente
puede conducir a un sobrecalentamiento local y a la descomposicion de material

sensible.

Por el contrario, la irradiacion con microondas da como resultado un calentamiento
interno eficiente mediante acoplamiento directo de energia de microondas con
dipolos y/o iones que estan presentes en la mezcla de reaccién. Las microondas
pasan a través de la pared del recipiente transparente a microondas (transmision) y
calientan la mezcla de reaccién sobre una base molecular, por interaccion directa
con las moléculas (disolventes, reactivos, catalizadores, etc.). Debido a este
calentamiento directo "en el nucleo" (sin calentamiento inicial de la superficie del
recipiente), la irradiaciéon de microondas da lugar a gradientes de temperatura

invertidos en comparacion con un sistema de calentamiento convencional.

Ademas, la conversion de energia electromagnética en energia térmica funciona de
manera muy eficiente y da como resultado tasas de calentamiento extremadamente
rapidas, no reproducibles con el calentamiento convencional. Debido al
calentamiento rdpido a la temperatura objetivo, se suprime la formacién de
subproductos. Esta es otra gran ventaja de la calefaccion por microondas, ya que
significa que se pueden lograr mayores rendimientos del producto y se simplifica el

tratamiento.5052,53
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Distribucion de
Fuente de calor Introduccion de calor la temperatura

Calentamiento o

—
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-

- =™
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Calentamiento por a® I
b :
microondas . " ‘

Figura 10. llustracion grafica de la introduccién del calor y de la distribucién de la temperatura en (a)

una mezcla de reaccion para (a) calentamiento convencional y (b) calentamiento por microondas.

Un numero creciente de investigadores estan adoptando la sintesis asistida por
microondas como un medio para aumentar su productividad. Hoy en dia se han
estudiado y llevado a cabo muchas reacciones quimicas con ayuda de la sintesis
asistida por microondas, y se han reportado varias reacciones entre las que se
encuentran: alquilacion, sustitucion aromatica y nucleofilica, condensacion,
cicloadicion, proteccién y desproteccion, esterificacion y transesterificacion, sintesis
de heterociclos, reacciones organometalicas, oxidacion, reduccion, transposiciones,

adiciones nucleofilicas a grupo carbonilo, adiciones de Michael, entre otras.>2
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3. Planteamiento del problema

El cancer es una de las enfermedades mas mortales en el mundo y podria
convertirse en la causa mas comun de muertes en el futuro, ya que se prevé que
los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 en las
proximas dos décadas. Entre las causas del cancer se encuentran factores externos
(sustancias quimicas, radiacion, microorganismos infecciosos y tabaco), factores a
los que la poblacion esta cada vez mas expuesta. El cancer puede ser tratado con
terapia hormonal, cirugia, inmunoterapia, radiacion y quimioterapia; Sin embargo,
los efectos adversos, la disponibilidad de farmacos, asi como la resistencia son

limitaciones importantes.

Una de las dianas encontradas en las células cancerigenas es la DHFR, la cual a
un nivel sobre-expresado les confiere resistencia a los farmacos existentes. Entre
estos farmacos destaca el metotrexato y trimetrexato como inhibidores de esta
enzima, los cuales poseen como nucleo base (scaffold) a la pteridina y quinazolina
respectivamente, ambos con sustituyentes en la posicion 6. A pesar de ser
considerados como agentes quimioterapéuticos de eleccion, éstos han presentado

inconvenientes durante el tratamiento, como resistencia y efectos adversos.
4. Hipotesis

Siendo la quinazolina una estructura privilegiada capaz de participar en la inhibicién
enzimatica, nuevas entidades quimicas derivadas de quinazolin-2,4-diamina
sustituidas en la posicion 6, presentaran actividad antineoplasica probablemente

mediante la inhibicion del metabolismo de folatos.
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5. Objetivo general

Obtener derivados de quinazolin-2,4,6-triamina y enviar a evaluar su actividad in

vitro en células cancerigenas.

5.1 Objetivos particulares

a)

b)

d)

Disefiar derivados de quinazolin-2,4,6-triamina con posible actividad
antineoplasica.

Sintetizar y caracterizar mediante parametros espectroscopicos Yy
espectrométricos los compuestos disefiados.

Obtener los compuestos disefiados mediante la sintesis asistida por microondas.
Enviar a evaluacion bioldgica los compuestos sintetizados para obtener, de

manera indirecta, la actividad citotoxica en diversas lineas celulares.
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6. Metodologia

Para alcanzar los objetivos planteados, el trabajo de tesis se dividio en cinco etapas,

las cuales se esquematizan en el siguiente diagrama.

1. Busqueda
bibliogréfica y
disefio de
compuestos a
sintetizar
f Y 2. Sintesis
\ | convencional
b, /

3. Sintesis asistida
por microondas

4. Caracterizaciéon
espectroscopica y
espectrométrica

| 4
5. Evaluacion R o
biolégica ( % j
OC\‘/\ e Y

e@ h \,/\‘

Figura 11. Metodologia dividida en etapas.
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6.1. Disefio de compuestos a sintetizar

Para este trabajo se realiz6, o que en Quimica Farmacéutica se conoce como
busgueda tradicional de prototipos, utilizando como criterio principal el uso de una
estructura privilegiada: el nucleo de quinazolina; a la cual se le adicionaria otra
porcion estructural de caracteristicas particulares con la intencion de obtener
moléculas calificadas como hibridas, por su potencial de accion en dos o mas

receptores celulares.

Se consideré la estrategia de hibridacién molecular para obtener compuestos con

fragmentos que interaccionan con dianas independientes.

El fragmento A corresponde a la quinazolin-2,4,6-triamina (TAQ) en espera de que
esta porcidén estructural sea la que interaccione con la DHFR humana, asi como

interacciona favorablemente con PTR y DHFR de protozoarios.

Para la seleccion de los fragmentos B, se considerd al acido cinamico y a sus
derivados, los cuales también han presentado actividad bioldgica, entre ellas,
actividad anti-cancer, antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anti-VIH asi
como inhibicién enzimatica®#5°. Un estudio del mecanismo indic6 que el acido
cindmico podria inducir la muerte celular apoptotica y la ruptura del citoesqueleto en
células de melanoma humano.8% En la revision de los derivados del acido cindmico
en la investigacion contra el cancer, se encontré que muchos compuestos naturales
y sintéticos tendrian una actividad anticancerigena creciente cuando los residuos

de cinamoilo se introdujeran en forma de amidas o ésteres.>°

De acuerdo a lo anterior se considero que el fragmento A y B se unieran mediante
una acrilamida como enlazador (linker), con el objetivo de obtener hibridos que
presenten un incremento en la actividad antitumoral, y posiblemente, ya que ambas

partes no presentan toxicidad por si solos, una reduccion de los efectos colaterales.

Los &acidos seleccionados, ademas del &cido cinamico, contienen diferentes
sustituyentes que pueden aportar caracteristicas particulares a cada uno de los
compuestos finales, ya que se incluyeron entre ellos, grupos electrodonadores y

electroatractores.
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Figura 12. Formacion de hibridos.
Por otra parte, con el fin de ampliar la investigacion, se sintetizaron otros dos

compuestos mediante la formacion de una amina secundaria.

Entre los antagonistas del folato se encuentra el metotrexato y el trimetrexato, los

cuales fueron disefiados como anélogos del acido falico.

el OH
o]
OH
(e} N
N
H
N o
N N
:|/\H

HN N H
Figura 13. Estructura del &cido fdlico.
Estos farmacos presentan algunas problematicas como  agentes
qguimioterapéuticos, principalmente mielosupresion y mucositis. Por lo que se
consider6 el criterio de disefio de analogos directos de estos farmacos para los
compuestos con enlace amina, para conseguir obtener ventajas farmacolégicas
sobre éstos, y posiblemente un perfil de efectos adversos diferente, asi como

eficacia en pacientes que presentan resistencia.

Por lo tanto, se seleccionaron dos aldehidos con dos grupos metoxilo en distinta
posicion del anillo bencénico de cada derivado para obtener los compuestos finales
Bly B2.
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|

NH,
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Ha

A4

Figura 14. Moléculas propuestas para sintesis.

Posteriormente al conocer los compuestos por sintetizar, se estimaron algunos
parametros tedricos con el propdésito de elucidar su posible caracter hidrofébico,

distribucion en matrices biologicas, solubilidad y toxicidad de cada uno.

Log Py Log S calculado
2.65

S 2,51 2.36 216 2.26 2.26

2
9 1.5
%E 1
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I
S 05
s A AR AB A B B
x 15
8 2
'E; 25
9 -3
< -35
>

-4

s 3,91 82 o o
. -4.24 -4.21
COMPUESTO BlogP BLogsS

Gréfica 1. Célculo de LogP y LogS con software ALOGPS 2.1.

35



Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Quimica 6. Metodologia

Tabla 4. Prediccién de la toxicidad de los compuestos por el programa OSIRIS Property Explorer

Compuesto Mutagenicidad @ Tumorigenicidad Efectos Efectos en
irritantes sistema
reproductor
Al ° ° ® ° *Riesgo alto
A2
° ) ° )
A3 *Riesgo bajo
° ) ° )
A4
([ [ ] { ] o
Bl
° ° ) )
B2
[ ) ° )

Igualmente se aplicaron las Reglas de Lipinski para los compuestos a sintetizar y
todos cumplen con tener una masa molecular menor a 500 Da, no mas de 5 atomos
donadores de enlaces de hidrogeno, no mas de 10 atomos aceptores de enlaces de

hidrégeno y un Log P menor a 5.
6.2 Sintesis

Para facilitar la comprension de la sintesis realizada, se dividira la parte
experimental en dos apartados, el primero consiste en la explicacion de la obtencion
de los compuestos A1-A4, que se caracterizan por su enlace amida, y el segundo
apartado correspondera a la metodologia realizada para la sintesis de los

compuestos B1-B2, que se caracterizan por el enlace amina.
6.2.1. Metodologia experimental paralos compuestos A1 — A4

La sintesis de los compuestos de interés mostrados en la Figura 14, se logro
mediante una serie de reacciones que incluyeron la formacion de intermediarios,
algunos que corresponden al nucleo de quinazolina. Los esquemas de reaccion que
se muestran a continuacion corresponden a las reacciones de forma general, ya
gue las modificaciones que existen entre los diferentes compuestos solo incluyen

condiciones de tiempo y niumero de equivalentes.
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En el Esquema 1 se muestra la sintesis de N,N’-(6-aminoquinazolin-2,4-
dill)diacetamida, partiendo de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo y llevando a cabo una
serie de tres reacciones. La primera de ellas consistio en una ciclocondensacion de
2-amino-5-nitrobenzonitrilo con carbonato de guanidina, en medio basico (a).
Posteriormente, una reaccion de acetilacion con anhidrido acético en presencia de
catalizador DMAP (b) y por ultimo una reaccion de hidrogenacion catalitica
heterogénea la cual dio lugar al compuesto A (c). La reaccion de acetilacion se llevo

a cabo con el fin de proteger a los grupos amino en la posicién 2 y 4 de la

guinazolina.
. Pt ; 5 0 N
_N? = NH, ‘ N
° + J\ )\ . —— 07 SN
HNT SNHp | O7 O PR
NH; N NH,

(0] JJ\
HNJJ\ O HN

SN
N/)\ N/)\NH
Ao Ao
Esquema 1. Formacion del compuesto A. (i) KOH, PrOH/EtOH, 90 °C, 7 h. (ii) Ac2O, DMAP,
100 °C, 2 h. (iii) Hz, Pd/C, MeOH, t.a., 45 min.

Por otra parte se llevo a cabo la formacion de cloruros de acido de los acidos Ac3
y Ac4, con el fin de activar al 4cido carboxilico. La activacion se realizé con SOCI,.
No fue necesaria la activacion de Acly Ac2 debido a que cada uno de ellos se

obtuvo de forma comercial. (Esquema 2).

o o) o)
o NN (0] X N
S OH 7 OH OH
OH O ~
'l\f* o HO
Ac2 Ac3 Acd
Acl ¢ O\ O\

(o)

Figura 15. Acidos empleados para la formacion de los compuestos Al - A4.
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Particularmente, el acido Acl, materia prima del compuesto A4, tuvo un tratamiento
previo, ya que se protegio el grupo fenol mediante una acetilacion con anhidrido

acético, y DMAP como catalizador. (Esquema 3).

0 (0]
R1 \ R1 \
OH i Cl 3. R;: OMe, R;: OMe, R;: OMe
4.R;: H, R;: CO;Me, R;: OMe
R, Ry
R3 R3

Esquema 2. Activacion de acidos carboxilicos. (i) SOCI2, CHCIs, 0 °C — reflujo, 4 — 5 h.

o

(0]
™
N OH ; )\ OH
—_—
HO (@) (e}
/O

_0

Esquema 3. Proteccién del grupo fenol del acido ferdlico. (i) Ac2O, DMAP, t.a., 24 h

Posteriormente, una vez que se obtuvieron los cloruros de acido, se llevo a cabo
una reaccion de adicion nucleofilica-eliminacién entre las aminas y el cloruro de
acido, lo que dio lugar a la formacion del enlace amida, entre el compuesto A y cada

acido activado, en condiciones basicas, obteniéndose asi los intermediarios 11-14.

Rs
o} )’K Rz /K
R HN HN o)
1 H
XN HaN NN i % N X
" — > Ry N
/)\ (o) )\
NH

=
Rz N~ NH N

Rs Py
o I1.R,.H,Ry: H,Ry: H o

I12. Ry: H, R,: NO,, R3: H
I3. R;: OMe, R,: OMe, R;: OMe
I4.R;: H, R,: CO,Me, R3: OMe

Esquema 4. Formacion de enlace amida para la obtencion de los intermediarios 11-14. (i) NaHCOs,

Acetona, 4 - 7 h, t.a.

La hidrdlisis selectiva de las amidas, que se formaron como proteccion de las
aminas en la posicion 2 y 4 de la parte del nacleo de quinazolina, dio origen a los

compuestos finales A1-A4.
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NH,
H H
N i N
R = NN —> Ry = NN
0] /)\ (@) /)\
N NH NH,

O)\ AL R, H, R, H,Ry: H

A2.R;: H,R,:NO,, R;: H
A3.R;: OMg, R,: OMe, R3: OMe
A4.R: H, R,: CO,Me, R3: OMe

Esquema 5. Hidrdlisis de grupos protectores para obtencién de compuestos finales. (i) LiIOH,
MeOH, 60 °C, 3—5h.

6.2.2. Metodologia experimental para los compuestos B1-B2

Para la obtencidon de la segunda serie de compuestos se sintetizd la quinazolin-
2,4,6-triamina, como se indica en el siguiente esquema. La diferencia entre los

esquemas 1y 6 es la proteccion de los grupos aminos en 2 y 4.

. _n ; ; NHz
//N+ 72 NH, ; _N*
o + )‘J\ )\ - - > o~ = N
HN" NHy | ©7 O P
NH N~ “NH,

ii ¢
NH,
HoN NN

B N/)\

Esquema 6. Formacion del compuesto B. (i) KOH, PrOH/EtOH, 90 °C, 7 h. (ii) Hz, Pd/C, MeOH, t.a.,
1h

NH,

La obtencién de la segunda serie de compuestos se llevd a cabo mediante una
aminacion reductiva. Primero se realiz6 la formacion de iminas (entre un aldehido y
la TAQ), conocidas también como bases de Schiff, y después una reduccién de

éstas para conseguir la formacion de las aminas finales.

Los aldehidos se utilizaron sin ningan tratamiento previo. Para la formacion de las

iminas se emple6 MeOH como disolvente y DMF-DMA para disminuir la cantidad de
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agua. En estas reacciones, el compuesto B no presenta proteccién en ninguno de
los tres grupos amino, ya que no se considerd necesario debido a que en esas

condiciones la amina en la posiciébn 6 de la TAQ es la que reacciona con los

aldehidos de interés.

Cabe mencionar que después de la obtencién de las especies iminas, la reaccion
podria continuar sin el aislamiento del producto; Sin embargo, las iminas formadas

a partir de los aldehidos all y al2, se aislaron y caracterizaron como intermediarios

(15-16).

Finalmente, la reduccién con borohidruro de sodio dio origen a los compuestos

finales B1y B2.

HsC

all al2

Figura 16. Aldehidos empleados para la obtencién de los compuestos B1 - B2.

NH,
R R H,N Rz Rs
| | | \@N i m g
+ E—
(0] _— N
R N NH. Ry = SN
H

/)\
) J N7 ONH,
11
Ry Rs
B1.R,: H, R,: OMe, R;: OMe NH
B2.R,: OMe R,: H, R;: OMe ¥
R NN
/)\
N” NH,

Esquema 7. Sintesis general de la serie de aminas. (i) MeOH, DMF-DMA, 40 °C, 24 h. (ii) MeOH,
NaBH4, 0 °C— t.a, 24 —48 h.
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6.3. Sintesis de intermediarios y compuestos finales asistida por

Microondas

Para lograr uno de los objetivos planteados en este proyecto de tesis se utilizé un
Microondas 300 con Autosampler MAS24 de la marca Anton Paar, en el que se
probaron diferentes condiciones de microondas para obtener los compuestos
deseados. Se utilizaron distintos tipos de viales segun las indicaciones. Para la
mayoria de las reacciones se utilizé el modelo G10 el cual es de borosilicato con
una capacidad de 2 a 6 mL. Para las reacciones que necesitaban un medio basico
(soluciones de hidréxido) se utilizo el vial SiC vessel que es de carburo de silicio y
para los lotes mas grandes se utilizé el vial G30 de borosilicato con una capacidad
de 6 a 20 mL.

En la siguiente tabla se muestran las condiciones de reaccion y de microondas para
la obtencion de los compuestos A y B, asi como de los intermediarios y compuestos

finales como objetivo del proyecto.

Tabla 5. Condiciones para la obtencién de los intermediarios y compuestos finales mediante la

sintesis asistida por microondas

Compuesto Reactivos Condiciones de Condiciones
reaccion Microondas
(@]
o HNJK e Vial G30 con
N agitador magnético
A 0~ A )N\ e 10 % Pd/C al 10% 160 °C
NT SNH e 2.0 eq ciclohexeno 2 min
PN e 10 mL acetona
1.0 eq
o NH; e Vial G10 con
o XN agitador magnético 160 °C
B Py e 10 % Pd/C al 10% 2 min
N™ "NH, e 2.0 eq ciclohexeno
e 6 mL MeOH
1.0 eq
(0]
o HN* e Vial G10 con
R HN agitador magnético
11-14 ' N \)N\ e 1.2 eqNaHCOs 90 °C
Ry N“ > e 3 mL de acetona 2 min
R3
1.2 eq? 1.0 eq
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Rs /J% e Vial SiC vessel C10

R X, con agitador 90 °C
Al-Ad Ny magnético 2 min®

R, = SN e 2.3eqLiOH®

o P+ 3mLMeOH

o)\
1.0 eq
NH; e Vial G10 con

R R
I5-17 ’ BTN ¢ agitador magnético 120 °C
R, ° A e 3 mL MeOH 10 min

H

N™ "NH, e 3 gotas DMF-DMA

1.0 eq 1.0eq
B1-B3 R R NH, e Vial SiC vessel C10
jg/\/N con agitador 70 °C
Ry z SN magnético 5 min
NT NH, e 3 mL MeOH
1.0 eq e 3.0 eq NaBHa4

@ A excepcion del intermediario 11 que necesité 1.4 eq del cloruro de acido correspondiente.
b Se utilizaron 9.5 eq de LiOH para el compuesto A4.
¢ Para la obtencion del compuesto final A4, las condiciones fueron 100 °C 4 min.

El producto de cada una de las reacciones, tuvo el mismo tratamiento que el de la
obtencidn por sintesis convencional.

6.4 Caracterizacion espectroscépicay espectrométrica

La elucidacion estructural de todos los compuestos se realizd mediante el andlisis
de sus espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética de proton (RMN 1H),
resonancia magnética de carbono (RMN 13C) y espectrometria de masas (EM). Los

datos de cada técnica se indican en el apéndice I.
6.5 Evaluacion biolégica

Para evaluar el posible efecto citotoxico de los compuestos sintetizados, se utilizo
el ensayo colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol)

gue a continuacion se describe.
6.5.1 Determinacién de viabilidad celular

Para el estudio se utilizaron tres lineas celulares cancerigenas: HCT-15

(adenocarcinoma de colon), SKOV-3 (adenocarcinoma de ovario) y MDA-MB-231
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(adenocarcinoma de mama). Se sembraron 8 x 103 células por pozo en un volumen
de 100 pL de medio suplementado, en una placa de 96 pozos de fondo plano y se
incubaron durante 24 horas a 37 °C en un incubador humidificado con 5 % de CO
para permitir la adherencia de las células a la placa. Posteriormente las células
fueron expuestas a los compuestos (Al - A4, B1 - B2) en un primer screening a una

concentracion de 50 uM durante 24 horas.

Para determinar la viabilidad celular se utiliz6 el método descrito por Mosmann®!
con algunas modificaciones, tratando las células con 15 uL de MTT (5 mg/mL)
durante 2 horas a 37 °C. Para disolver los cristales de formazan formados se
adicionaron 100 puL de DMSO, se agit6 en un orbital shaker a 150 rpm durante 10
minutos y se midié la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (Epoch).

Los experimentos fueron realizados por triplicado.

El porcentaje de viabilidad celular se calculo6 con la siguiente formula:
%Viabilidad celular = (Ac/Acc) * 100

Donde:

A.: Absorbancia de la disolucién de las células con tratamiento

Acc: Absorbancia de la disolucién de las células control

Las células control s6lo contienen una disolucion al % 0.2 v/v de DMSO.

La determinacion de viabilidad celular para los compuestos sintetizados se realizo
en la torre de investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Auténoma de México.
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7. Resultados y Discusién

El analisis de los resultados se dividird en cuatro partes; la primera contempla la
sintesis tradicional y caracterizacion espectroscopica de los compuestos obtenidos.
En la segunda parte se realizara el andlisis entre las dos metodologias de sintesis
utilizadas (microondas y sintesis tradicional). La tercera parte consiste en el estudio
tedrico de los compuestos propuestos, especificamente, el acoplamiento molecular
entre éstos y las dianas bioldgicas seleccionadas. Por ultimo, en la cuarta seccion,

se presentaran los resultados respectivos a la evaluacion biolégica.

7.1 Sintesis y caracterizacidén espectroscopicay espectrométricade los

derivados de quinazolina

Los compuestos A y B fueron obtenidos por métodos ya reportados y se
caracterizaron mediante analisis por cromatografia en capa fina comparativa, punto
de fusion (p.f.) comparativo y RMN H, asignado los desplazamientos quimicos (),

constantes de acoplamiento (J) y multiplicidades correspondientes.*2 44

Tabla 6. Datos generales de los compuestos intermediarios sintetizados

Compuesto R.f. Sistema de Aspecto y color p.f. (°C) P Rendimiento (%)
elucion @

A 0.40 " polvo amarillo 241.8 —242.2 68.0
claro

B 0.24 Vi polvo amarillo 254.9 — 261.5 87.9
claro

11 0.65 " polvo amarillo 264.2 — 265.8 69.5
claro

12 0.71 1l polvo anaranjado 291.2 — 292.8 84.7

13 0.64 " polvo amarillo 218.2 - 219.9 87.0
claro

14 0.59 I polvo amarillo 239.8 —242.3 53.6
claro

15 0.28 \Y, polvo amarillo 203.8 — 206.1 7.7
fuerte

16 0.43 \% polvo amarillo 205.8 — 208.4 91.3

@ La composicion de los sistemas de elucion se encuentran en el apéndice |.
® Punto de descomposicion.

Con el proposito de ejemplificar los resultados de caracterizacion de los

intermediaros obtenidos, se presenta la caracterizacion de un intermediario con el
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tipo de enlace amida (I11) y uno para el enlace amina correspondiente (I15), por medio

de los espectros de RMN H obtenidos para cada uno de ellos.

Con fines ilustrativos, se enumeraron los hidrégenos de cada compuesto

independiente de las reglas IUPAC.

7.1.1 Compuesto A

El compuesto A se obtuvo como un sélido amarillo claro y con caracteristicas que
se indican en la tabla 6. Una consideracion importante es el tiempo de reaccion de
reduccion del grupo nitro en posicion 6, debido a que después de un tiempo

determinado, ocurre una posible desacetilaciéon en posicion 2 y 4, del anillo de

Hy
Hg Hy Hgn
| bt
7
Xy o)
)\ Hg
Hy N N
H5 Hs
Hq Hg

Figura 17. Compuesto A. N,N’-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida.

guinazolina.

El espectro de RMN 1H del compuesto A, mostré claramente las sefiales de los 13
protones de la molécula. Se observaron las sefiales que corresponden al Hy, a 7.50
ppm como un doblete con una J = 8.90 Hz, caracteristico de un acoplamiento orto
con Hy; éste ultimo mostré un doble de dobles a 7.29 ppm con J = 9.0y 2.3 Hz
correspondientes a un acoplamiento en orto y meta cada uno. La sefal del H3 fue
un doblete con J de 2.4 Hz a 7.02 ppm. Los protones asignados Hs y Hs de los
enlaces amida, muestran sefiales a 10.24 ppm y 10.50 ppm respectivamente. Los
protones Hg correspondientes al grupo amino se encuentran a 5.61 ppm como un
singulete que integra para dos portones. Por altimo, a campo alto, en 2.20 y 2.33
ppm se observan dos singuletes que integran para tres protones cada uno, que

corresponden a los grupos metilos (espectro 1).
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7.1.2 Compuesto B

El compuesto B se obtuvo como un sélido amarillo claro y con caracteristicas que
se indican en la tabla 6. No es posible la purificacion de este compuesto debido a
gue presenta inestabilidad por su tendencia a oxidarse, por lo que la sintesis se llevd
a cabo bajo condiciones de temperatura, luz y atmosfera controladas.

He H3H4\N/H4
He Xy

= Hs
Hy N -

I—2z

Hq 5

Figura 18. Compuesto B. quinazolin-2,4,6-triamina.

En el espectro de RMN 'H del compuesto B se observaron las sefiales
correspondientes de los 9 protones que conforman al nldcleo de TAQ. Para el Hj,
corresponde la sefial que se encuentra entre 6.97 ppm a 6.94 ppm, en donde se
observa un doblete con una constante de acoplamiento de 9.05 Hz, indicativa de un
acoplamiento en orto con el H,. Dentro de este intervalo, también se observa la
sefial traslapada del Hjz, con una constante de acoplamiento de 4.80 Hz,
correspondiente a un acoplamiento en meta con el H,, aunque es mas grande de la
J esperada para este tipo de acoplamiento, probablemente por el efecto que tienen
las aminas en el H;. También se observa un doble de dobles a 7.01 ppm, al que se
le atribuye al H,, debido a su acoplamiento con H; en orto y Hz en meta, con sus J
correspondientes. Las sefiales para Ha, Hs y Hg se observaron como singuletes que

integran para dos protones cada uno, a 6.84, 5.49y 4.77 ppm (espectro 2).

7.1.3 Compuesto 11

El intermediario |1, representa la formacion del enlace amida, entre el cloruro de
acido correspondiente y la amina en posicién 6 de la TAQ con los grupos amino en
posicion 2 y 4 protegidos. Para la obtencion de este compuesto se buscaron las

condiciones adecuadas con el propésito de disminuir los pasos de purificacion.
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Figura 19. Compuesto I1. (2E)-N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3-fenilprop-2-enamida.

Durante la reaccion de amindlisis se forma HCI, por lo que se decidio utilizar una
base inorganica (NaHCO3) con el propésito de neutralizar al HCI generado, remover
el proton del intermediario tetraédrico formado por la adicién nucleofilica al grupo
carbonilo, ademas de aumentar la nucleofilia del grupo amino de interés (el cual

presenta baja reactividad debido a su aromaticidad y efecto resonante).

Tabla 7. Sefiales de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto I1

Proton Desplazamiento Tipo de J (Hz) NdUmero de
quimico sefial protones para

(5 en ppm) los que

integra
H1 7.74 d 9.1 1
H2 8.07 dd 9.1,2.2 1
H3 8.52 d 2.1 1
H4 10.55 S - 1
H5 10.46 ] - 1
H6 10.82 S - 1
H7 7.65 d 15.5 1
H8 6.89 d 15.79 1
H9 7.66 dd 85,14 2
H10-11 7.50 - 7.40 m - 3
H12 2.25 s - 3
H13 2.39 S - 3

El espectro de RMN 1H del compuesto 11 mostré claramente para el anillo de
quinazolina las sefales que corresponden a los 19 protones de la molécula como
se muestra en latabla 7. Los protones Hyy Hs correspondientes a los grupos amida,
se observaron como singuletes a campo bajo, integrando para un proton cada uno,
sefales que se esperaban después de la acetilacion de los grupos amino del anillo
de quinazolina. El protdn He, se observo a 10.82 ppm, como un singulete. Este fue
considerado como clave para reconocer la formacion del compuesto de interés

mediante el enlace amida. Los protones H; y Hg, corresponden a los protones que
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conforman al enlace conjugado, y se observaron como dobletes con J =15.54 Hz y
J = 15.79 Hz caracteristicas del enlace doble. Los protones Hg se mostraron a 7.66
ppm como un doble de dobles con J = 8.54, 1.37 Hz, integrando para los dos
protones simétricos. Las sefiales de los protones Hig y Hii no se observaron
claramente en el espectro, debido a que se presento traslape de las sefiales y se

registr6 como un multiplete (espectro 3).

7.1.4 Compuesto IS5

El intermediario 15 corresponde a la formacion de la imina, formada a partir del
aldehido all y la amina primaria (B). Para esta reaccion, no fue necesario agregar
acido como catalizador por la electrofilia presentada por el carbonilo. Asi se evitd
gue el medio &cido protonara a la amina disminuyendo su nuclecfilia. Para llevar a
cabo esta reaccion, no se realizé la proteccion de los grupos aminos en posicion 2
y 4 de la TAQ, debido a que el grupo amino en posicién 6 presenta mejor perfil
nuclefilico. Se agregé DMF-DMA con el objetivo de favorecer el desplazamiento del

equilibrio quimico hacia la formacion de productos.

H
Hio Ho " Hqq
Hg
[o) Hg Hy
Hj v
N
Hg =z Y
H H H
7 6 Hy N/ s

I—z=

Hy 5

Figura 20. Compuesto I5. 6-{(E)-[(2,4-dimetoxifenil) metilide njJamino}quinazolin-2,4-diamina.

En su espectro de RMN !H (espectro 4) se observan las sefiales mostradas en la
tabla 8. El proton marcado como Hg se observd como un singulete a 8.85 ppm,

considerado como sefial clave indicativa de la formacion de la imina.
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A continuacion, se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de los 7

Tabla 8. Sefiales de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto 15

Proton

H1
H2
H3
H4
H5
Heé
H7
H8
H9

H10

H11

Desplazamiento
quimico
(5 en ppm)

7.24
7.49
7.89
7.44
6.20
8.85
7.99
6.65
6.63
3.89
3.84

Tipo de
sefal

wunwaaaonnnaZa

compuestos finales obtenidos en este proyecto.

Compuesto
Al
A2
A3
A4
Bl

B2

J (H2) Numero de
protones para

los que

integra
8.8 1
89,19 1
2.1 1
- 2
- 2
- 1
8.6 1
7.8 1
2.2 1
- 3
- 3

Tabla 9. Datos generales de los compuestos finales sintetizados

R.f.

0.39

0.41

0.29

0.55

0.59

0.35

Sistema de
elucion @
Vv
Vv
\%

Vi
Vi

\Y

Aspecto y color

polvo fino verde
claro
polvo fino rojo

polvo fino
amarillo claro
polvo fino
amarillo claro
cristales amarillo
claro
cristales verde
fuerte

p.f. (°C)®
276.9 — 278.7
320°
164.8 — 166.2
260 P
212.3 - 213.8
177.7 - 180.4

@ La composicién de los sistemas de elucién se encuentran en el apéndice |.
b Punto de descomposicion.

Rendimiento (%)
50.0
78.8
51.7
58.1
71.9

60.5
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7.1.5 Compuesto Al

El compuesto Al finalmente se obtuvo a partir de la desacetilacién de los grupos

amino en posicion 2y 4 de la quinazolina del compuesto 11.

Hio
H14 Ho Ha Ha
H, Hy N7
He
AN N N
H10 N
He Hg O
Hjy

|
Hy Hs

Figura 21. Compuesto Al. (2E)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-fenilprop-2-enamida.

HZ
He Hy | H, H,
H H
3 H - 5
1 H 8
330838 4
<« INDSDNININ H
= Sy 10
T | N oA = =
| Ty - o ]
I \ RERAGSE NEE i
I Ny 1 W 4
| padea ] : s % 3 )
I N ‘mi | Lﬂ 3 u
I [ i | I Ly I
‘ ‘y“‘ | 1L|'\ ‘ | | [
| | (v*'y ,\!,1‘ I | “x
| | I I | I
% = 2g @ 23 S 3
(= S N o ~ o — i ~
10.2 10.1 8.18 76 75 74 73 72 71 70 69 6860 59 58
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 22. Sefales correspondientes a los protones del compuesto Al.

En el espectro de RMN 1H, se observaron las sefales correspondientes a los 15
protones (H) del compuesto Al. Los His pertenecen al nicleo de quinazolina. La
sefal de Hji, del cual se esperaba un triplete de dobles por tener dos protones
vecinos (Hio) y acoplamiento en orto con Hjp y en meta con Hg se mostré a un
desplazamiento de 7.69-7.61 ppm con un traslape con el Hio. Los protones H, se
observaron como un singulete ancho a 7.14 ppm, debido a que estos protones se
encuentran unidos a un elemento electronegativo. Los protones H; y Hg, se
observaron como dobletes con una J de 15.17 Hz caracteristica de alquenos

(protones acoplados en posicion trans). La parte aromatica que corresponde a los
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protones Hg.11, presenta simetria, y se observaron como sefiales complejas y
traslapadas. Para los Hg, se esperaba encontrar un doble de dobles, por su
acoplamiento en orto con Hio y en meta con Hj;, sin embargo, estas sefiales estan

traslapadas con las correspondientes a Ho.

Tabla 10. Sefiales de RMN H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto Al

Protéon Desplazamiento | Tipode @ J(Hz) Ndmero
quimico sefial de
(5 en ppm) protones
para los
que
integra
H1 7.20 d 8.9 1
H2 7.69-7.61 m - 1
H3 8.17 d 1.8 1
H4 7.14 sa - 2
H5 5.87 s - 2
H6 10.14 S - 1
H7 7.58 d 15.7 1
H8 6.87 d 15.7 1
H9 7.69-7.61 m - 2
H10 7.48 -7.40 m - 2
H11l 7.48 -7.40 m - 1

En el espectro de RMN 13C se obtuvieron las 15 sefiales esperadas considerando
la simetria del compuesto. Las sefiales correspondientes al enlace insaturado se
presentaron a 139.75 ppm y 122.31 ppm, y se observo la sefial del carbonilo de la
amida a 163.28 ppm. A 162.24 ppmy 160.29 ppm se observaron las sefiales de los
carbonos unidos a las aminas primarias de la TAQ.

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3467 cm?® y 3319 cm!
correspondientes a la vibracion de tension simétrica y asimétrica del enlace N-H de
las aminas primarias. A 3125 cm-! se observo otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tension de N-H de la amida secundaria. El espectro también
mostré una sefial a 1658 cm de la vibracion de tension del encale C=0 de la amida,
y en 1615 cm la vibracion de deformacion del enlace N-H de la amida. No se
observo la banda de tension entre 1625-1575 cm-! caracteristica del enlace C-C del
anillo aromatico. A 3060 cm! se observé la sefial de la vibracion de tension del

enlace sp2.

51



Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Quimica 7. Resultados vy Discusién

En su espectro de masas obtenido mediante FAB (Bombardeo con atomos rapidos)
se observo el pico base que corresponde a la especie MH*, m/z = 306 (100%),
también se observo un pico a m/z = 305 (60%), que corresponde a la especie M,
por pérdida de un hidrégeno, el cual se ajusta al peso molecular del compuesto
propuesto. La especie protonada frecuentemente se genera en este tipo de técnica
y presenta una abundancia relativa que en la mayoria de las ocasiones representa
al pico base del espectro, lo que es util para identificar al ion molecular y en
consecuencia asignar la masa del compuesto analizado. La generacién de la
especie MH*, se puede explicar por una interaccion de la matriz y la muestra o con

el agente ionizante.

7.1.6 Compuesto A2

El compuesto A2 se obtuvo por desacetilacion del intermediario 12. La formacién de
12 fue mas rapida en comparaciéon con los demas compuestos de enlace tipo amida,
debido a que el cloruro de acido contiene el grupo nitro, el cual al ser un grupo
electroatractor favorece la propiedad electrofilica del carbonilo del cloruro de acido

correspondiente.

C|” Hio
N* Hy Hy Hy
o” H; Hy N7
Hg
N X
Hqg = N
Hg Hg o = Hs
H2 N T/
H,4 Hs

Figura 23. Compuesto A2. (2E)-N-(2,4-diamidoquinazolin-6-il)-3-(4-nitrofenil)prop-2-enamida.
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Figura 24. Sefales correspondientes a los protones del compuesto A2.
En el espectro de RMN !H, se observaron las sefiales correspondientes a los 14
protones (H) del compuesto A2. En la figura 24, se puede observar el espectro del
compuesto A2, en donde se muestra la presencia de un traslape de las sefales de
los protones asignados como H; y Hy, en donde se esperaba un doblete para Hy por
su acoplamiento en orto con el protén Hy, y un singulete ancho para los protones Hy

correspondientes a la amina primaria del anillo de quinazolina.

Tabla 11. Sefiales de RMN H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto A2

Proton | Desplazamiento = Tipode @ J(H2) Namero
quimico sefial de
(5 en ppm) protones
para los
que
integra
H1 7.21 d 8.9 3
H2 7.64 dd 9.5, 1
2.2
H3 8.18 d 2.1 1
H4 7.19 d - 3
H5 5.94 S - 2
H6 10.32 s - 1
H7 7.69 d 15.6 1
H8 7.05 d 15.8 1
H9 7.90 d 8.8 2
H10 8.30 d 8.8 2
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En el espectro de RMN 13C se obtuvieron las 15 sefiales, las cuales concuerdan con
la simetria del compuesto. A 137.35 ppm y 124.72 ppm se presentaron las sefiales
correspondientes al enlace insaturado y la sefial del carbonilo de la amida a 162.57
ppm. A 162.26 ppmy 160.34 ppm se observaron las sefiales de los carbonos unidos
a las aminas primarias de la TAQ.

En el espectro de infrarrojo se observaron sefales a 3476 cm?® y 3460 cm
correspondientes a la vibracidon de tension simétrica y asimétrica del enlace N-H de
las aminas primarias. A 3279 cm-! se observo otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tension de N-H del enlace amida secundaria. En 3104 cm! se
observé la sefial representativa de la vibracién de tension del doble enlace. Se
observé una sefal a 1655 cm por la vibraciéon de tensién del encale C=0 de la
amiday a 1611 cm® por la tensién C=C de los anillos aroméaticos. La presencia del
grupo nitro presentd sefiales a 1510 cmt y 1342 cm, correspondientes a su
vibracion asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se observo una sefal
a 828 cm-1, representativa de la sustitucion en para del anillo aromético de la parte

del &cido acoplado al nucleo de quinazolina, por su vibracién ar-C-H fuera del plano.

En su espectro de masas obtenido mediante FAB, se observo un pico a m/z = 351
(75%) que corresponde a la especie MH*, después se observa la pérdida de un
proton lo que da origen a la especie M* m/z= 350 (25 %) cuyo peso molecular
concuerda con el del compuesto A2, éste Ultimo se muestra poco intenso, debido a

la insolubilidad del compuesto en la matriz utilizada.
7.1.7 Compuesto A3

La presencia de grupos electrodonadores dificultd la sintesis del compuesto A3,
necesitando mayor tiempo de reaccion para la formacion del enlace amida.
Finalmente, se obtuvo como un polvo fino amarillo claro como se indica en la
tabla 9.
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Figura 25. Compuesto A3. (2E)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-(3,4,5-trimetoxife nil) prop-2-
enamida.
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Figura 26. Sefales correspondientes a los protones del compuesto A3.
En el espectro de RMN H, se observaron las sefales pertenecientes a los 21
protones del compuesto A3. Las sefiales observadas concuerdan con la simetria
del compuesto. Los dobletes correspondientes a los protones H, y H; se encuentran
traslapados, por lo que dificultd la asignacion de las sefiales, aun asi, se encontraron
las constantes de acoplamiento respectivas que concuerdan con lo esperado. Para
los protones H; y Hy4 los cuales también se encuentran traslapados, se esperaba
observar un singulete con unaintegracion para dos protones de la amina en posicion
4 de la TAQ y un doblete correspondiente al proton H; por su acoplamiento con H;
(con una constante de acoplamiento caracteristica del acoplamiento en orto), en

cambio se presenta un singulete ancho y deformado que integra para tres protones.
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Debido a la simetria que presenta el compuesto, los protones Hip Sse encuentran en
una sola sefal con una integracion para los 6 protones. El doblete asignado para el
proton Hg no presenta traslape, y tiene una J de 15.3 Hz, esperada por su

acoplamiento con el proton H; del doble enlace en configuracién trans.

Tabla 12. Sefiales de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto A3

Proton Desplazamiento Tipo de J (Hz) Ndmero de
guimico sefal protones para

(® en ppm) los que

integra
H1 7.19 d 6.4 1
H2 7.50 d 8.7 1
H3 8.20 s - 1
H4 7.18 s - 2
H5 5.91 S - 2
H6 10.12 S - 1
H7 7.52 d 15.6 1
H8 6.80 d 15.3 1
H9 6.96 s - 2
H10 3.84 s - 6
H11 3.69 s - 3

En el espectro de RMN 13C se observaron las sefiales correspondientes al enlace
insaturado a 139.21 ppmy 121.58 ppm, la sefal del carbonilo de la amida a 163.79
ppm asi como las sefiales de los metoxilos a 60.53 ppm y 56.28 ppm. A 162.49 ppm
y 160.23 ppm se observaron las sefiales de los carbonos unidos a las aminas

primarias de la TAQ.

En el espectro de infrarrojo obtenido para el compuesto A3, solo se observo una
sefial a 3334 cm! cuando se esperaban dos por tratarse la vibracion de tension del
enlace N-H de aminas primarias. Esto posiblemente debido a la cantidad de agua
en A3; situaciéon reflejada en la observacion de la tensiéon de 3400 cm? a
2400 cm! por un enlace O-H, como una sefial muy ancha debido a la formacion de
puentes de hidrogeno. A 3170 cm-! se observo otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tensién de N-H del enlace amida secundaria. En 1614 cm se
observo la sefial representativa de la vibracion de tensién del encale C=0 de la
amida y a 1543 cm! por la flexion del enlace N-H de la misma. A 3002 cm* y 1583

cm se encontraron las sefales correspondientes a la vibracién de tension del

56



Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Quimica 7. Resultados vy Discusién

enlace sp? y la tension C=C del anillo aromatico, respectivamente. Finalmente, se
observaron las sefiales a 1276 cm y 1123 cm, que representan la vibracién de

tension asimétrica y simétrica C-O-C correspondiente a los grupos metoxilos.

En su espectro de masas, obtenido por IE (impacto electronico), se observo el pico
base a m/z =221 (100%) por la pérdida de M-175. El ion molecular [M*] se observé
a m/z = 395 con una abundancia relativa del 45%, el cual corresponde a la masa

molecular del compuesto.

A continuacién, se muestra a manera de ejemplo, el mecanismo de fragmentacion
propuesto para el compuesto A3, en donde se presenta la formacion del fragmento

de TAQ (también observado en los demas compuestos).

- M.+
m/z = 221 miz = 175 M™]

Figura 27. Fragmentacién propuesta para el compuesto A3.
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7.1.8 Compuesto A4

Para obtener este compuesto final se realiz6 una serie de reacciones previas
(proteccion del fenol, activacion del acido carboxilico y la formacion del enlace
amida), las cuales necesitaron lapsos de tiempo largos, posiblemente por las
caracteristicas estructurales del compuesto como lo son los grupos
electrodonadores. Debido a lo mencionado anteriormente, ademas de algunas
caracteristicas correspondientes a cada reaccién, se obtuvieron productos con baja
pureza, por lo que se intentd llevar a cabo la purificacién de cada intermediario
realizando algunas técnicas como la cromatografia en columna, recristalizacion por
par de disolventes, extraccion con disolventes organicos y cromatografia en capa
fina (placa preparativa). Sin embargo, los intermediaros presentaban inestabilidad,
obteniéndose bajos rendimientos después de la purificacién o simplemente no se
obtenia el producto deseado por alguna modificacion durante el proceso
(principalmente la desacetilacion de las aminas, asi como del hidroxilo fendlico). Se
decidi6é continuar con la sintesis sin la purificacion de los intermediarios ademas de
realizar cada reaccion de forma continua y en condiciones controladas para evitar

la formacion de impurezas.

Una vez que se obtuvo el compuesto 14, se realizd su desproteccion mediante la
hidrdlisis de las amidas en posicion 2 y 4 de la TAQ y del éster, con las mismas
condiciones consideradas para la obtencion de los productos A1-A3. Esta reacciéon
se dificulté ya que se obtenian bajos rendimientos por la formacion de subproductos

al modificar las condiciones de reaccion para lograr una desacetilacion total.

H H 0 H
13 8 Hy N/ T/ 5
Hy Hs
Figura 28. Compuesto A4. (2E)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-
enamida.
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La sintesis asistida por microondas permitio la obtencion del producto final A4 al
realizar la reaccién de desacetilacion por completo, evitando la formacion de

subproductos.

En el espectro de RMN !H, se observaron las sefiales correspondientes a los 17
protones del compuesto A4. En la figura 29 se puede observar que las sefales de
los protones asignados como Ha 91213 S€ encuentran juntas por lo que dificulta la
integracion de cada sefial. Aun asi fue posible obtener las constantes de
acoplamiento representativas. Para el proton H,, se obtuvo un doble de dobles poco
perceptible, pero que concuerda con el acoplamiento en orto con el protén H1 y el
acoplamiento en meta con el protén Hs, obteniéndose una J de 8.7 y 1.2 Hz
respectivamente. También se observé un doblete pequefio con una J de 0.7 Hz,
constantes bajas por el acoplamiento en meta. Se observaron claramente las
sefales correspondientes a los protones H7 y Hg que corresponden a los protones

en trans del doble enlace las cuales coinciden con la J caracteristica.
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Figura 29. Sefales correspondientes a los protones del compuesto A4.
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Tabla 13. Sefiales de RMN H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto A4

Protén Desplazamiento Tipo de J (H2) Numero de
quimico sefial protones para

(® en ppm) los que

integra
H1 6.57 d 8.1 1
H2 7.61 dd 8.7,1.2 1
H3 8.20 d 0.7 1
H4 7.10 sa - 2
H5 5.82 s - 2
H6 9.95 s - 1
H7 7.42 d 15.4 1
H8 6.48 d 15.4 1
H9 7.02 S - 2
H10-11 3.77 S - 4
H12 7.17 d 8.9 1

En el espectro de infrarrojo se observo una sefial a 3334 cm-! correspondiente a la
vibracion de tension del enlace N-H caracteristica de las aminas primarias (la otra
sefal no se presento igual que el compuesto A3, posiblemente por la presencia de
agua como se mencion6 anteriormente). Las sefiales correspondientes a la amida
se observaron a 3105 cm por la tensién de N-H de amida secundaria, a
1614 cm® por la vibracion de tension del encale C=0 y a 1552 cm! correspondiente
a la flexién del enlace N-H. A 1224 cm? y 1122 cm se encontr6 la sefial de la
vibracion de tension asimétrica y simétrica del enlace C-O-C (arC-O-alC) que
corresponde a los grupos metoxilos. No se observé una sefial definida entre 3600
cm1y 3200 cm que indique la presencia de la tensién del enlace O-H del fenol ya
gue se encuentra una sefial ancha y fuerte en esa parte del espectro debido a la
formacion de puentes de hidrégeno. La vibracion de la tension del enlace arC-OH
caracteristica de fenol se observé a 1152 cm-1. Finalmente, se registré una sefial a

1583 cm! por tension del anillo aromatico por la presencia del enlace arC=C.

En su espectro de masas obtenido mediante la técnica FAB, se observo el ion
molecular a m/z = 351 con una abundancia relativa del 17%, el cual corresponde a
la masa molecular del compuesto. La presencia de grupos amino e hidroxilo
desestabiliza a los compuestos generando la fragmentacién de la molécula, y por lo

tanto, baja intensidad de las sefiales correspondientes al ion molecular.
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Las sefales de los espectros de RMN 13C no se observaron con claridad por lo que

no se reportaran para los compuestos A4y B1.

7.1.9 Compuesto B1

El compuesto B1 se obtuvo mediante aminacion reductiva. Para la sintesis de los
compuestos B1-B3 fue importante utilizar al compuesto B inmediatamente después
de su obtencién (no mas de 24 h después de la sintesis), ya que este compuesto

tiende a oxidarse facilmente.

Ha Ha
He 3
N
Hg ) Y
7
Hg Hz7 = Hs
Hz N T/
1 Hs

Figura 30. Compuesto B1. N8-[(2,4-dimetoxifenil)metillquinazolin-2,4,6-triamina.

La asighacién de las sefiales de los 19 protones de B1 se indica en la tabla 14.
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Figura 31. Sefales correspondientes a los protones del compuesto B1.
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La sefal correspondiente al protdn H, se observo traslapada con la del proton Hy,
en donde se esperaba encontrar un doble de dobles para éste por su acoplamiento
en orto con H; y en meta con Hs. El doblete pequefio correspondiente al proton Hs
se encuentra traslapado con el singulete ancho correspondiente a los protones Hgy
de la amina, por lo que esa sefial integro para tres protones. También se observaron
las sefales del protén Hs y Hg, asignados para los protones de la amina primaria de
la quinazolina (como singulete) y al proton de la amina secundaria por el metilo
vecinal (triplete con J = 5.9 Hz) respectivamente. El espectro presenta las sefiales

esperadas para los demas protones.

Tabla 14. Sefiales de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto B1

Proton Desplazamiento | Tipode J(H2) Ndmero

quimico sefal de
(® en ppm) protones
para los
que
integra
H1 7.11-7.01 m - 2
H2 7.11-7.01 m - 2
H3 6.95 S - 3
H4 6.95 S - 3
H5 5.51 s - 2
H6 5.47 t 5.9 1
H7 4.16 d 5.7 2
H8 7.23 d 8.3 1
H9 6.46 dd 8.1, 1
2.1
H10 3.73 s - 3
H11 6.57 d 2.1 1
H12 3.81 S - 3

En el espectro de infrarrojo se observaron las sefiales de la tension asimétrica y
simétrica del enlace N-H correspondiente a las aminas primarias a 3362 cmy 3315
cmtya3159 cm! de la amina secundaria. A1613 cm1y 1563 cm! se encontraron
las sefiales de flexion N-H de las aminas primarias y a 1500 cm de la amina
secundaria. También se observaron las sefiales correspondientes a los grupos
metoxilo a 1204 cm- y 1040 cm por la vibracion de tension asimétrica y simétrica
del enlace C-O-C (arC-0O-alC).
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El espectro de masas, obtenido mediante FAB para B1, presentd un pico a m/z =
326 con un 72 % de abundancia relativa el cual corresponde a la especie [MH*],
también se observo el pico correspondiente al ion molecular [M**] a m/z = 325 que

concuerda con la masa molecular del compuesto B1.

7.1.10 Compuesto B2

El compuesto B2 se obtuvo como cristales de color verde fuerte con caracteristicas
gue se mencionan en la tabla 9. A diferencia del compuesto B1, la formacion del
compuesto B2 necesitd mayor cantidad de NaBH, para la reduccién de la imina y

mayor tiempo de reaccion.
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Figura 33. Sefales correspondientes a los protones del compuesto B2.
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La asignacion de las sefiales correspondientes a los 19 protones en el analisis de
RMN 1H para el compuesto B2 fue complejo (Figura 33), ya que se presento el
traslape de las sefiales a un & de 7.11 - 6.9 ppm dificultando la interpretacion; no
obstante, la integracion por sefial da el niumero correspondiente de protones
esperados. A diferencia de B1, el espectro de RMN H muestr6 claramente la sefial
del porton Hg como un triplete con una J = 6.0 Hz, sefial esperada después de la
reduccion de la imina. Se presento el mismo comportamiento de las sefiales que
corresponden a Hi; y H, respecto al compuesto B1l, ya que se encuentran
traslapadas; aun asi, las constantes de acoplamento y la integracion de las sefiales

coincidié con lo observado.

Tabla 15. Sefiales de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto B2

Protén Desplazamiento Tipo J (H2) NUmero de

quimico de protones
(© en ppm) sefial para los
que integra
H1 7.11-7.02 m - 2
H2 7.11-7.02 m - 2
H3 7.00 - 6.92 m - 4
H4 7.00 - 6.92 m - 4
H5 5.50 s - 2
H6 5.60 t 6.1 1
H7 4.23 d 6.0 2
H8 6.90 d 8.9 2
H9 3.77 S - 3
H10 6.76 dd 8.8, 1
3.0

H11l 7.00 - 6.92 m - 4
H12 3.64 S - 3

En el espectro de RMN 13C se observaron las sefiales correspondientes al metilo
unido a la amina a 42.31 ppm asi como las sefiales de los grupos metoxilo a 60.53
ppmy 56.28 ppm. Las sefiales coinciden con el niumero de carbonos del compuesto
B2.

En la espectroscopia de infrarrojo fue notoria la presencia de los grupos amino, por
las sefiales a 3451 cm™ y 3361 cm-! correspondientes a la tension del enlace N-H

de las aminas primarias y 3095 cm de la amina secundaria. A 1621 cm-1,
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1568 cm-1y 1503 cm! se observaron las sefiales de la flexion del enlace N-H de las
aminas primarias y la secundaria, respectivamente. También se identificaron las
sefales de los grupos metoxilos a 1222 cmy 1040 cm-! por la vibracion de tension

asimeétrica y simétrica de C-O-C (arC-0O-alC).

En su espectro de masas obtenido mediante la técnica IE, se observé el pico base
gue corresponde al ion molecular [M**] m/z = 325 (100%), que coincide con la masa

molecular del compuesto B2 considerando la regla del nitrégeno.

7.2 Sintesis asistida por microondas

En este proyecto se buscaron las condiciones para llevar a cabo la obtencion de los

6 compuestos propuestos por medio de la sintesis asistida por microondas.

La sintesis de los compuestos A y B se logro mediante la reduccién del grupo nitro
con H, y Pd/C. Para realizar esta reaccién en microondas se utilizé al ciclohexeno
como fuente de hidroégeno. La problematica que se presento fue la precipitacion de
los productos, por lo que necesitaron de un tratamiento para ser separados del

Pd/C, lo que afecto en su estabilidad y, por lo tanto, en su pureza.

No fue posible llevar a cabo la activacion de los acidos carboxilicos con cloruro de
tionilo por medio de la sintesis asistida por microondas, debido a que los gases
producidos (HCIl y SO,) son toxicos ademas de que su produccion eleva la presion
dentro del tubo de microondas. Por esta situacion se intentd activar los acidos
carboxilicos con agentes acoplantes como el CDI. La activacion se llevo a cabo en
5 minutos a una temperatura de 75 °C en acetonitrilo. El producto que se aislo y se
caracteriz6 por RMN 'H se muestra en la figura 34; sin embargo, no se encontraron
las condiciones adecuadas para llevar a cabo la formacion de la amida para obtener
el producto final. Se decidio realizar la sintesis de las amidas a partir de los acidos

activados con cloruro de tionilo.
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) del acido (2E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-
enoico activado con CDI.

Tabla 16. Rendimientos obtenidos de la sintesis tradicional y sintesis asistida por microondas

Compuesto Sintesis tradicional Sintesis asistida por
(%) microondas (%)
A 68.0 35.3
B 87.9 20.5
11 69.5 64.6
12 84.7 73.0
13 87.0 41.1
14 53.6 69.3
15 7.7 79.0
16 91.3 45.6
Al 50.0 45.6
A2 78.8 60.0
A3 51.7 55.8
A4 58.1 58.1
Bl 71.9 65.5

B2 60.5 66.8
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Como se puede observar en latabla 16, en la mayoria de productos los rendimientos
son menores comparados con los obtenidos por medio de la sintesis por el método
tradicional; sin embargo, no se puede realizar una comparacion entre estas dos
metodologias ya que se necesitarian otras consideraciones estadisticas. A pesar de
ello, podemos decir que se logré el objetivo de reproducir la sintesis de los
compuestos propuestos por medio de microondas, en donde se obtienen algunas
ventajas como el ahorro de tiempo y energia, asi como la obtencion de compuestos
mas puros (algunos de ellos recristalizaron en el tubo de reaccion de microondas
una vez finalizada la reaccion). En la figura 35 se muestra el espectro de RMN 'H
del compuesto I5 después de su purificacion mediante recristalizacion MeOH/Agua,
mientras que la figura 36 muestra el espectro RMN H para el mismo compuesto
directamente obtenido por sintesis asistida por microondas sin tratamiento de

purificacion.

T T T T T
7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8
1 {ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T
10,8 10,0 9.5 9.0 B.5 8.0 7.5 7.0 &5 8.0 -1 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 {ppm)

Figura 35. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto 15 obtenido mediante sintesis

tradicional.

67



Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Quimica 7. Resultados vy Discusién

7B
£1 (ppre)

0.5 0.0 3.5 9.0 as an 75 7.0

Figura 36. Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto 15 obtenido mediante sintesis
asistida por microondas.

La aceleracion de las reacciones por exposicion a microondas resulta de

interacciones radiacion-materia que conducen a efectos térmicos y efectos

especificos (no precisamente térmicos). Claramente, una combinacion de estas dos

contribuciones puede ser responsable de los efectos observados.

Los efectos térmicos (calentamiento dieléctrico) pueden resultar de la polarizacion
dipolar como consecuencia de las interacciones dipolo-dipolo entre las moléculas
polares y el campo electromagnético, lo cual origina la disipacion de la energia en
forma de calor como resultado de la agitacion y la friccion intermolecular de las
moléculas cuando los dipolos cambian su orientacién mutua en cada alternancia del
campo eléctrico a una frecuencia muy alta (v = 2450 MHz). Esta disipacion de
energia en el ndcleo de los materiales permite una reparticibon mas homogénea de

la temperatura en comparacion con el calentamiento tradicional.52

Se puede considerar que los efectos no necesariamente térmicos tienen maltiples
origenes. Estos efectos pueden estar asociados a la ley de Arrhenius y pueden

resultar de modificaciones en cada uno de los términos de esta
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ecuacion (k = Ae 467/RT) como el aumento del factor pre-exponencial A que es
representativo de la probabilidad de impactos moleculares. La eficacia de colision
puede ser efectivamente influenciada por la orientacion mutua de moléculas polares
implicadas en la reaccién. Como este factor depende de la frecuencia de vibracion
de los atomos en la interfase de reaccion, se podria postular que el microondas

podria afectar esto.

La disminucién en la energia de activacion AG* también podria ser un efecto.
Cuando se considera la contribucibn de entalpia y entropia al valor de
AG* (AG* = AH* — TAS7®), se puede predecir que la magnitud del término —TA4S*
aumentaria en una reaccion inducida por microondas, siendo esto mas organizado
en comparacion con el calentamiento tradicional como consecuencia de la

polarizacién dipolar.
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7.3 Acoplamiento molecular

Con el objetivo de estudiar los perfiles de actividad bioldgica de los compuestos
propuestos se utilizo el software Pass online, el cual predice la posible actividad

biol6gica basada en la estructura.

Tabla 17. Prediccion de Espectros de Actividad para Sustancias (PASS)

Compuesto Actividad Pa*
Al Antiprotozoario (Trypanosoma) 0.672
Antineopléasico 0.669
A2 Antiprotozoario (Trypanosoma) 0.799
Antineoplasico 0.611
A3 Antineopléasico 0.755
Antiprotozoario (Trypanosoma) 0.613
A4 Antineopléasico 0.686
Antiprotozoario (Trypanosoma) 0.668
B1 Inhibidor de DHFR 0.676
Antineoplésico 0.525
B2 Inhibidor de DHFR 0.692
Antineopléasico 0.514
Gefitinib Antagonista de ErbB-2 0.753
Antineoplasico 0.618
Trimetrexato Inhibidor de DHFR 0.811
Antineopléasico 0.654

*Pa: probabilidad de ser activo (se asemeja a las estructuras
de las moléculas, que son las mas comunes en un sub-conjunto

de compuestos activos).

La mayoria de los compuestos propuestos en este proyecto presentan probabilidad
de ser antineoplasicos segun el software utilizado, al igual que las moléculas de

referencia seleccionadas.

También se utilizé la plataforma SwissTargetPrediction, una herramienta en linea
para predecir los objetivos de pequefias moléculas bioactivas en humanos. Este
software identifica las moléculas mas similares entre un conjunto de mas de 300000
ligandos conocidos con la idea de que si dos moléculas bioactivas son similares es

probable que compartan sus objetivos.
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Tabla 18. Resultados de prediccion de SwissTargetPrediction

Compuesto Blanco Probabilidad # de compuestos
~_ similares (3D/2D)
Al EGFR _: 486/147
DHFR | 534/98
A2 EGFR _: 306/106
DHFR . 506/66
A3 EGFR - 27/100
DHFR 77/104
A4 EGFR _: 29/128
ErbB2 . 28/128
B1 DHFR 577/401
EGFR _ 445/214
B2 DHFR 660/358
EGFR _ 426/185
Gefitinib EGFR _ 402/722
Trimetrexato DHFR 564/358

Como se puede observar en la tabla 18, los compuestos propuestos podrian tener
dos dianas biolégicas, entre las que se encuentrala DHFR, enzima que se esperaba
inhibir al disefiar las moléculas, ademas de la EGFR, blanco terapéutico en la
terapia dirigida y en donde también se encuentran las quinazolinas. Por lo tanto, se
realizé el acoplamiento molecular entre los compuestos sintetizados y las enzimas
DHFR y EGFR humanas.

7.3.1 Preparacion de proteinas

Se recurrio al banco de datos de proteinas PDB, donde se descargo la estructura
cristalogréafica de la enzima DHFR (ID: 1KMS) y la EGFR (ID: 1M17) humanas.

Su preparacion se llevé a cabo con el programa Maestro 11 de Schrédinger, con el
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cual se completaron las cadenas laterales faltantes, atomos de hidrégeno y se
realiz6 una minimizacion restringida con el fin de relajar la estructura tras la adicion
de los atomos faltantes. Se eliminaron las moléculas de agua y los ligandos a traves
de WordPad.

7.3.2 Docking

Se utilizaron los programas Autogrid4 y Autodock4 para calcular el grid y realizar el
acoplamiento respectivamente. Se considerd una cajade 76x76Xx76 con un espacio
de 0.375 A. Las coordenadas para el acoplamiento con DHFR fueron las siguientes:
x: 18.614, y: 26.058, z: 35.198 y para EGFR: x: 20.730, y: -3.014, z: 57.679. Para el
acoplamiento molecular se utilizoé un algoritmo de tipo Lamarkiano con un tamafo

de poblacion de 100 conformaciones.

En la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del acoplamiento molecular de
los compuestos A1-A4 y B1-B2 sobre las enzimas DHFR y EGFR.

Tabla 19. Energias de unién de A1-A4 y B1-B2 sobre DHFR y EGFR
AG de unién (Kcal/mol)

Ligando DHFR EGFR
Al -10.52 -7.78
A2 -11.60 -9.05
A3 -10.90 7.23
A4 -10.42 -7.43
B1 -10.16 7.31
B2 -10.34 -7.36

SRI-9439' -11.59 -
Erlotinib* - -8.12

*Ligando co-cristalizados con la proteina.

Las energias de unién muestran que los compuestos propuestos tienen mayor
afinidad para DHFR que para EGFR, aun asi, las energias son similares a la que
presenta con el ligando co-cristalizado. Por otra parte se observa una energia
ligeramente favorecida para el compuesto A2, el cual posee un grupo

electroatractor. Para los compuestos B1-B2 no se observa una diferencia entre la
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posicion de los grupos metoxilo en el anillo aromatico sustituyente respecto a la

energia de union.

En las siguientes imagenes se presentan la visualizacién de las interacciones en el
acoplamiento molecular, utilizando el programa MOE, en donde los residuos
hidrofébicos de aminoacidos estan coloreados de color verde, mientras que los
residuos polares son de color morado claro. Los residuos basicos se diferencian por
un contorno azul y los &cidos por un contorno rojo. El area superficial accesible del

ligando se ilustra con un circulo azul sobre el compuesto.

Figura 37. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto Al. Formacion de puente de
hidrogeno con los aminoacidos Pro 61 y Glu 30. Las moléculas de agua favorecen la interaccion
entre los aminoacidos Trp 24 y Ser 59 mediante formacién de puentes de hidrégeno.
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Figura 38. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto A2. Formacion de puente de
hidrogeno entre el aminoacido Glu 30, lle 7, Arg 70 y Val 115. Las moléculas de agua favorecen la
interaccidn con el aminoacido Ser 59 mediante formacién de puentes de hidrégeno.

Figura 39. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto A3. Formacién de puente de
hidrégeno entre el aminoacido Glu 30 y Pro 61. Las moléculas de agua favorecen la interaccién con
el aminoacido Ser 59 mediante formacion de puentes de hidrégeno.
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|Figura 40. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto A4. Formacion de puente de
hidrégeno entre el aminoacido Glu 30, Pro 61 y Asn 64. Las moléculas de agua favorecen la
interaccidn con los aminoacidos Ser 59 y Trp 24 mediante formacion de puentes de hidrégeno.

Figura 41. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto B1. Formacion de puente de
hidrégeno con los aminoéacidos lle 7 y Glu 30.
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Figura 42. Acoplamiento molecular entre DHFR y el compuesto B2. Formacién de puente de
hidrégeno con el aminoacido Glu 30. Se observa una interaccién tipo 1-11 entre el anillo de pirimidina
de la TAQ y el aminoacido Phe 31.

76



Universidad Nacional Autbnoma de México .
Facultad de Quimica 7. Resultados vy Discusion A

Leu
820

Figura 43. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto Al. Formacion de puente de
hidrogeno entre el aminoacido Pro 770 y la amina en posicion 2 de la TAQ. Se observa interaccion
tipo puente de hidrégeno con sistema 1 en la parte correspondiente a la TAQ con el aminoacido Leu
694.

Figura 44. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto A2. Formacién de puentes de
hidrogeno con los aminoacidos Cys 773, Lys 692 y Met 769.
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Figura 45. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto A3. Formacién de puentes de
hidrégeno con los aminoacidos Asp 831, Lys 721, Thr 830, Leu 768 y Pro 770.

Figura 46. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto A4. Formacién de puentes de
hidrégeno con los aminoacidos Asp 831 y Met 769.
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Figura 47. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto B1. Formacién de puentes de
hidrégeno con los aminoacidos Thr 766 y Met 769. Se observa interaccion tipo puente de hidrégeno
con sistema 1 en la parte correspondiente a la TAQ con el aminoacido Leu 694.

Y o -~
."'. Leu
5, 820
.......

Figura 48. Acoplamiento molecular entre EGFR y el compuesto B2. Formacién de puentes de
hidrégeno con el aminoacido Thr 766 a través de una molécula de agua.
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7.4 Evaluacion biolégica

La evaluacion de la citotoxicidad de los 6 compuestos sintetizados se llevé a cabo
mediante el ensayo colorimétrico MTT. Este ensayo se basa en la reduccion
metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa (SDH) en formazan,

permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.

Este método es utilizado para medir la viabilidad celular, ya que la cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido, el cual es un

compuesto de color azul que puede ser cuantificado a 570 nm. 53

poa NADH NAD* —
o () )
\ 4 \ 4
/ /
N-N N-NH
Ilr'.':- '\\ N N S\\ SDH .f\\, M N N i S
CHs CH,

Formazan

Figura 49. Reaccion de formacion de formazan a partir de MTT.

Todos los compuestos se evaluaron a una sola concentracion de 50 uM. Como
referencia se utilizé el cisplatino, farmaco quimioterapéutico utilizado para el
tratamiento de numerosos tipos de cancer, incluyendo el de vejiga, cabeza, cuello,
pulmon, ovario, testicular y de mama. Su modo de accion se ha relacionado con su
capacidad para intercalarse con las bases de purina en el ADN; interfiriendo con los
mecanismos de reparacion del ADN induciendo la apoptosis en las células

cancerosas.
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Tabla 20. Resultados del % de viabilidad celular

Compuesto % de Viabilidad celular
SKOV-3 MDA-MB-231 HCT-15

Al 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
A2 93.30£1.29 62.54 £ 2.83 156.09 + 3.77

A3 46.60 £ 6.78 44.06 = 7.83 82.01+£4.29
A4 100.82 + 6.78 88.29 £ 0.68 118.53 + 9.27

B1 5.00 + 6.04 0.55+0.78 0.00 + 0.00

B2 6.09£5.41 1.67 £1.47 0.00 £0.00
Cisplatino 60.16 + 3.34 43.68 £5.78 33.75+1.16
Control absoluto 100.00 * 3.18 100.00 * 3.56 100.00 £ 5.24
Vehiculo (DMSO) 99.29 + 1.69 96.22 £ 2.58 106.40 £ 2.24

Los antagonistas de folato son una clase de compuestos terapéuticos que se utilizan
como agentes anti-infecciosos, antineoplasicos y anti-inflamatorios. Hasta el
momento, todos los farmacos de esta clase han sido inhibidores de la DHFR, una
enzima clave en la sintesis de timidilato y, por lo tanto, del ADN. Las células que
se dividen rapidamente como las células cancerigenas, necesitan abundante aporte
de timidilato para la sintesis de ADN, por lo tanto, en quimioterapia anticancerigena
se usan farmacos que tienen como diana la DHFR para bloquear la sintesis de

nucledtidos y, por ende, la divisién celular.

Como se puede observar en la tabla 20, el compuesto Al present6 la mayor
citotoxicidad de los compuestos evaluados al presentar un porcentaje del 0 % de
viabilidad celular, mostrando mayor citotoxicidad que el farmaco de referencia, por
lo que habria que evaluar su actividad a menores concentraciones, asi como su

toxicidad ya que podria ser un candidato como agente quimioterapéutico.

Los compuestos B1 y B2, presentaron actividad citotoxica apreciable en las tres
lineas celulares. No se observé una diferencia de la actividad biolégica respecto al
patrén de sustitucion en el anillo bencénico, ya que los compuestos interaccionaron
con los aminoéacidos lle 7, Glu 30y Val 115 de la DHFR, entre los cuales solo difiere
el tipo de interaccion (puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas). Estudios

previos han observado que la interaccion con estos aminoacidos es importante en

81



Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Quimica 7. Resultados vy Discusién

la inhibicion de la enzima.®* El compuesto Al también presentd interaccién con los
aminodacidos mencionados, lo que podria sugerir que la actividad citotoxica de estos

compuestos se debe a la interaccion con la DHFR.

En los resultados de la prueba biolégica cabe destacar el resultado obtenido para el
compuesto A3, el cual presentd una disminucion de la viabilidad celular
considerable de las células tumorales, inclusive mayor que el Cisplatino, excepto en
la linea celular HCT-15. Esto podria atribuirse a una posible interaccion con EGFR.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico es una tirosina cinasa que
desempefia un papel en la regulacion de funciones esenciales en la célula, como la
diferenciacion, proliferacion y apoptosis. Al inhibir al receptor EGFR se bloquean las
vias la activacion de PLC-gl, MAPK/ERK, PI3k/AKT y STAT implicadas en las
funciones celulares mencionadas. El EGFR se ha observado por lo general sobre-
expresado en muchos tipos de cancer (las células SKOV-3 y MDA-MB-231
presentan la sobre-expresion de este receptor a diferencia de la linea celular
HCT-15) 65, por lo tanto, su inhibicion representa una estrategia Gtil en el tratamiento
del cancer. Como se presenté anteriormente, varios derivados de quinazolina como
erlotinib, gefitinib, y lapatinib actian como inhibidores de EGFR. El estudio de
acoplamiento molecular del compuesto A3 en el sitio de union a ATP de EGFR
presentd la interaccion de tipo puentes de hidrégeno con algunos aminoacidos,
entre los que se encuentran el Asp 831, Lys 721 asi como la interaccién hidrofébica
con el aminoacido Met 769. Se ha reportado que estos aminoacidos son importantes

para la interaccion de los inhibidores con el receptor.%

El compuesto A4 mostré un aumento en el % de viabilidad celular. Los estudios de
acoplamiento molecular mostraron resultados favorables por lo cual se esperaba
observar en la prueba biolégica, un comportamiento que coincidiera con lo
esperado. Una forma de explicar este resultado podria ser por un proceso de
hormesis. Este efecto consiste en una respuesta dependiente de concentracion y
de tiempo, en donde la exposicién a una dosis baja del compuesto, que es téxico a
dosis altas, induce una respuesta adaptativa o un efecto benéfico en la célula.

Estudios recientes proponen que las vias de sefializacion celular y mecanismos
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moleculares que median las respuestas horméticas, implican enzimas tales como
cinasas, desacetilasas y factores de transcripcion como NF-kB y Nrf2. Como
resultado, las células aumentan su produccion de proteinas citoprotectoras y de
restauracion, incluyendo factores de crecimiento, enzimas antioxidantes vy
chaperonas (proteinas Hsp). No obstante, todavia no se conocen con exactitud
todos los mecanismos y vias de transduccion de sefiales por los cuales la respuesta
hormética se lleva a cabo; asi, la evidencia experimental sugiere que no existe un

mecanismo Unico sino varias vias que son capaces de desencadenar la hormesis. 5’

Por otra parte, el compuesto A2 presentd la mayor energia de union, ademas de
interacciones con aminoacidos considerados importantes en el sitio activo de la
DHFR, por lo que se esperaba un resultado experimental favorable, sin embargo,
no se observo actividad citotdxica relevante en las células tratadas, probablemente
por los problemas de solubilidad presentados lo que provocé que en la

determinacion precipitaran cristales del compuesto dentro del cultivo celular.

Al suponer que los compuestos propuestos pudieran ser absorbidos por difusion
pasiva se aplicaron las reglas de Lipinski, las cuales consideran al LogP, atomos
donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno y masa molecular de un

compuesto.

El LogP de un compuesto determina su liposolubilidad y éste no debe ser superior
a 5,0 ya que los valores de LogP altos causan mala absorcién al igual que masas
moleculares altas. De acuerdo al software ALOGPS 2.1, los 6 compuestos

presentarian buena absorcion considerando su LogP menor a 5.
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8. Conclusiones

En este proyecto de tesis se obtuvieron 6 derivados de quinazolin-2,4,6-triamina
mediante sintesis tradicional y sintesis asistida por microondas. Ambos métodos
permitieron la obtencidn de los derivados propuestos con rendimientos moderados,
en donde la diferencia principal se reflejé en los tiempos de reaccion y en la pureza

de los productos finales.

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados por métodos espectroscopicos
(IR, RMN 1H y RMN 13C) y espectrométricos (EM).

De los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular, asi como en las pruebas
biol6gicas para la serie A1-A4, se puede determinar que el disefio de hibridos
constituidos por la quinazolin-2,4,6-triamina y derivados de &cido cinamico es un
recurso valido para la busqueda de compuestos con actividad citotoxica que
probablemente interaccionen experimentalmente con DHFR y/o EGFR para ejercer
su accion. Algunos inconvenientes, respecto a la solubilidad acuosa y posibles
fendbmenos horméticos, no permitieron observar los efectos de acuerdo a las

caracteristicas estructurales de los compuestos.

Los compuestos B1-B2 mostraron mayor actividad citotdxica que el farmaco de
referencia, no observandose diferencias en la afinidad obtenida en el estudio de
acoplamiento molecular, asi como en la actividad bioldgica respecto a la posicién

de los grupos metoxilo.

El compuesto A3 presentd una actividad citotoxica considerable, similar al
cisplatino, pero su comportamiento en las distintas lineas celulares podria ser
indicativo de la posible diana biolégica sobre la que actia, pudiéndose tratar del
receptor EGFR, el cual es diana en la terapia dirigida por su expresion en algunos

tipos de cancer.

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular ayudaron a determinar los
aminodacidos importantes con los que interaccionan los compuestos sintetizados en

ambas dianas bioldgicas.
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Apéndice I. Parte Experimental

Tabla 21. Material y equipo utilizado en la parte experimental

Material/ Equipo Especificaciones

Materias primas Proveedor: Sigma Aldrich. Algunas se utilizaron con previo
tratamiento de purificacion.

Balanza Analitica Adventurer, OHAUS

Equipo para hidrogenacion Marca Parr, modelo 3916 EG, adaptado a un tanque de
hidrogeno de la casa INFRA.

Rotaevaporador Evaporaciéon de solvente a presion reducida. Marca IKA,
RV 10, con bafio calefactor IKA HB 10 y enfriador marca
brinkmann.

Aparato de punto de fusiéon Aparato digital para determinar punto de fusion. Marca

Electrothermal, con capilares.

IR Espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum 400 de Perkin-
Elmer

RMN Espectrometros de RMN de 7.2 T Marca Varian Modelo
Unity Inova.

Masas Espectrometro de Masas marca Thermo, modelo DFS

(doble sector) con entrada para sonda directa y acoplado
a Cromatografo de Gases marca Thermo, modelo Trace
GC Ultra (columna capilar DB5). lonizacion Electrénica y
Bombardeo con Atomos Réapidos

Microondas Monowave EXTRA, Microwave Extraction Reactor, marca
Anton Paar, acoplado a un autosampler MAS 24.

Los puntos de fusion reportados se midieron con el aparato Electrothermal y no

estan corregidos.

Los intermediarios y compuestos finales se nombraron de acuerdo al sistema de

nomenclatura IUPAC.
Cromatografia

Para llevar a cabo el monitoreo del progreso de las reacciones, asi como para

verificar la pureza de los productos obtenidos, se utilizo la técnica de cromatografia
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en capa fina. Las cromatoplacas empleadas fueron ANaltech-Uniplate recubiertas

con gel silice GF 250, con indicador de fluorescencia.

Tabla 22. Sistemas de elucion

Tipo de sistema Composicién

Sistema | CHCIs/MeOH (95:05)

Sistema || CHCIs/MeOH (90:10)

Sistema CHCIs/MeOH (80:20)

Sistema IV CHCIs/MeOH (50:50)

Sistema V MeOH

Sistema VI 1-Butanol/Acido acético/Agua (80:20:0.5)

1. Sintesis de 6-nitroquinazolin-2.4-diamina

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 5 g de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo
(0.0307 mol), 5.52 g de carbonato de guanidina (1.0 eq.) y 2.06 g KOH (1.2 eq.),
inmediatamente se adicionaron 75 mL de una disolucion de etanol/n-propanol (2:1).
La mezcla de reaccion se coloco a reflujo (90 °C). Después de una hora se agitd
mecanicamente la mezcla, con el propésito de remover el sdlido pegado en las
paredes del matraz (agregando hasta 15 mL mas de la mezcla de disolventes). Se
detuvo el calentamiento y la agitacion después de 7 h de reaccion; el matraz se
desmontd y la suspension se separd por filtracion en caliente con un embudo
Bichner. El sdélido se lavdo con MeOH y agua, alternadamente, hasta obtener un
filtrado incoloro a un pH neutro. Rendimiento= 79.4%. R.f.: 0.63 (Sistema IV), p.f =
354.2 — 362.1 °C (con descomposicion).
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2. Sintesis de N,N"-(6-nitroquinazolin-2,4-diil)diacetamida

(o

?- HMJ'L
o”w NN
e
P

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 0.9975 g de 6-nitroquinazolin-2,4-
diamina (4.8617 mmol), 10 mL de anhidrido acético y 10% de DMAP. Se monto la
reaccion a 100 °C, con columna vigreux y agitacion magnética durante 2 h. Posterior
al tiempo de reaccién, se retiré del calentamiento. Una vez que la mezcla de
reaccion se encontraba a temperatura ambiente, se vertio a un vaso de precipitados
de 250 mL que contenia 100 mL de una mezcla Agua/Hielo 50:50. Se agit6
mecanicamente hasta la formacion de un solido amarillo. La suspension se separo
por filtracion al vacio y se realizaron lavados con agua hasta obtener un filtrado con
pH neutro. Se obtuvieron 0.9465 g de un solido amarillo opaco. Rendimiento=
67.3%. R.f.: 0.70 (Sistema Il), p.f.= 269.4 — 270.6 °C.

3. Sintesis de N,N’-(6-aminoguinazolin-2,4-diil)diacetamida (A)

En una botella de hidrogenacion PARR, se mezclaron 1.0 g de N,N’-(6-
nitroquinazolin-2,4-diil)diacetamida, 0.10 g Pd/C (10%) y 140 mL de MeOH. La
reduccion se realizé a 60 Ib/in?, durante 45 min. Se retird la botella PARR del
hidrogenador e inmediatamente (debido a que precipita el producto), la suspensién
se separo por filtracion usando un embudo de filtro poroso, obteniéndose un filtrado
verde, el cual se concentré y llevd a sequedad utilizando un rotaevaporador,

protegido de la luz (se envolvié en papel aluminio) y a un bafio de agua con una
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temperatura no mayor a 35 °C. Se obtuvieron 0.68 g de un polvo amarillo claro.
Rendimiento= 68.0%. R.f.: 0.40 (Sistema Ill), p.f.= 241.8 — 242.2 °C.

4. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3-fenilprop-2-enamida

(11)

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreux y agitacion
magnética, se agregaron 0.3 g de A (1.1571 mmol, 1 eq.) y 0.1944 g de NaHCO3;
(1.2 eq), posteriormente se adicionaron 10 mL de acetona recién destilada. Se
colocé en un bafio de hielo durante 30 minutos. Por otra parte, se disolvieron 0.2698
g de cloruro de (2E)-3-fenilprop-2-enoilo (1.6194 mmol= 1.4 eq.) en 5 mL de
acetona, la disolucién se colocé en un embudo de separacién y se intercambié por
la columna vigreaux en la reaccion, incluyendo una atmésfera de nitrégeno. Una vez
trascurridos los primeros 30 min, se goted la disolucién con el cloruro de acido
correspondiente en agitacibn magnética constante, después de 30 min se retird el
bafio de hielo. Trascurridas 6 h, Se concentré en un rotaevaporador, se agregaron
aproximadamente 50 mL de agua destilada, se agité mecanicamente. El sélido se
separé por filtracion al vacio. Se obtuvieron 0.4382 g de un sélido amarillo.
Rendimiento= 69.5%.

Para su purificacion, se tomaron 0.1 g del producto obtenido, a los cuales se les
adicion6 una disolucién de HCI pH=2. Se mantuvo en agitacion magnética durante
30 min. Se coloc6 en un embudo de separacién y se realizaron extracciones con
acetato de etilo, el cual extrajo las impurezas. Se filtr6 la fase acuosa, obteniéndose
un polvo amarillo claro. Se neutralizé con una disolucion de NaHCO3 Se obtuvieron
0.0420 g un sdlido amarillo claro. Rendimiento= 42.0%. R.f.: 0.65 (Sistema lll),
p.f.= 264.2 - 265.8 °C.

88



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Quimica Apéndice |

5. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-fenilprop-2-enamida (A1)

NH,

ZT

= SN

° N//I\NH2
En un matraz bola de 100 mL, equipado con refrigerante, agitacion magnética y
parrilla de calentamiento, se colocaron 0.3 g de 11, a los cuales se les adicionaron
10 mL de MeOH. Aparte, en vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.0516 g
de LIOH (2.3 eq.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La
disolucion se transfiri6 al matraz de reaccién y se coloc6 a 60 °C provista de
atmaosfera de nitrégeno, por un tiempo de 3 h. Después del tiempo de reaccion, se
apago el calentamiento y la suspension se filtr en caliente. El sélido obtenido se
lavd con agua destilada. Se obtuvieron 0.1177 g de un polvo fino verde claro.
Rendimiento= 50.0 %. R.f.: 0.39 (Sistema V), p.f.= 276.9 — 278.7 °C.

6. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3-(4-nitrofenil)prop-2-
enamida (12)

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreux y agitacion
magnética, se agregaron 0.3 g de A (1.1571 mmol, 1 eq.) y 0.1166 g de NaHCO3;
(1.2 eq), posteriormente se adicionaron 15 mL de acetona recién destilada. Se
colocé en un bafio de hielo durante 30 minutos. Por otra parte, se disolvieron 0.2938
g de cloruro de (2E)-3-(4-nitrofenil)prop-2-enoilo (1.3885 mmol= 1.2 eq.) en 5 mL de
acetona, la disolucion se colocé en un embudo de separacién y se intercambié por
la columna vigreaux en lareaccion, incluyendo una atmésfera de nitrégeno. Una vez
trascurridos los primeros 30 min, se goted la disolucion con el cloruro de acilo

correspondiente y se mantuvo en agitacion magnética, después de 30 min se retird
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el bafio de hielo y se dejo a temperatura ambiente. Trascurridas 4 h, la mezcla de
reaccion ya mostraba un ligero cambio de color (de amarillo fuerte a anaranjado).
Se concentr6 en un rotaevaporador. Al sélido obtenido se agregaron
aproximadamente 50 mL de agua destilada, la suspension se agitd mecanicamente
y se filtr6 al vacio. Se obtuvieron 0.5108 g de un sdlido anaranjado.
Rendimiento= 84.7%.

Para su purificacibn se colocaron 0.1 g del producto obtenido en un vaso de
precipitados de 50 mL con 3 mL de DMSO. La disolucion anterior se agitd
magnéticamente a temperatura ambiente, durante 1 h. Se detuvo la agitacién y se
filtro al vacio. El solido contenido en el embudo de separacion se lavé repetidamente
con diclorometano. Se obtuvieron 0.056 g del producto puro, de color anaranjado.
Rendimiento= 56.0 %. R.f.: 0.71 (Sistema ll), p.f.= 291.2 — 292.8 °C.

7. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diamidoguinazolin-6-il)-3-(4-nitrofenil)prop-2-
enamida (A2)

Cl).
N+
0% NH,
H
N
= NN
(e} /)\
N~ “NH,

En un matraz bola de 100 mL, equipado con refrigerante, agitacion magnética y
parrilla de calentamiento, se colocaron 0.3 g de 12, a los cuales se les adicionaron
8 mL de MeOH. Aparte, en vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.038 g de
LIOH (2.3 eq.), y se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucién se
transfirid al matraz de reaccion y se colocé a 60 °C provista de atmésfera de
nitrégeno, durante 3 h. Después del tiempo de reaccion, se apag6 el calentamiento,
se filtr6 en caliente, y se lavd con agua destilada. Se obtuvieron 0.1906 g de un
polvo fino rojo. Rendimiento= 78.8 %. R.f.. 0.41 (Sistema V), p.f.= 320 °C

(temperatura de descomposicion).
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8. Sintesis de cloruro de (2E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-enoilo

o)
|

Cl

En un matraz bola de 100 mL, adaptado a una trampa con disolucién de hidréxido
de sodio, agitacion magnética y calentamiento convencional, se agregaron 0.3 g
(2.2593 mmol) de acido (2E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-enoico, 3 mL de CHCI;
anhidroy 0.5 mL (2.5706 mmol) de SOCI; recién destilado. La mezcla de reaccion
se coloc a reflujo durante 4 horas. Concluido ese tiempo, se adicionaron 15 mL de
hexano anhidro y se destil6 el disolvente con ayuda de una cabeza de destilacion,
el cual adapté al matraz de reaccion. Esto se realiz6 dos veces mas. Antes de que
finalizara la destilacion, se retir0 el calentamiento junto con la cabeza de destilacion,
se coloco el matraz directamente al vacio durante 12 h con ayuda de un adaptador
y se protegio de la luz. Por ultimo, se agregaron 3 mL mas de hexano anhidro y el
sélido se separoé por filtracion en un embudo Blchner. Se obtuvieron 0.2846 g de

un so6lido amarillo. Rendimiento= 88.0 %.

9. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)prop-2-enamida (13)

O/
O
HN o

H
N
~o = XN

© N/)\NH
A

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreux y agitacion
magnética, se agregaron 0.1680 g de A (1 eq.) y 0.065 g de NaHCO3; (1.2 eq),
posteriormente se adicionaron 5 mL de acetona recién destilada. El sistema se

colocé en un bafio de hielo durante 15 minutos. Por otra parte, se disolvieron 0.2 g
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de cloruro de (2E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-enoilo (0.7792 mmol= 1.2 eq.) en
10 mL de acetona, la disolucién se colocé en un embudo de separacién y se
intercambid por la columna vigreaux en la reaccion, incluyendo una atmaésfera de
nitrégeno. Una vez trascurridos los primeros 15 min, se gote6 la disolucién con el
cloruro de acilo correspondiente y se mantuvo en agitacion magnética, despueés de
30 min se retird el bafio de hielo y se dejé a temperatura ambiente. Trascurridas 4
h, la mezcla de reaccion ya mostraba un ligero cambio de color (de amarillo fuerte
a amarillo claro). La disolucién se concentré en un rotaevaporador, y se agregaron
aproximadamente 20 mL de agua destilada, se agitd mecanicamente y filtré al vacio.

Se obtuvieron 0.325 g de un solido amarillo claro, Rendimiento= 87.0%.

Para purificar al producto obtenido, se adiciondé aproximadamente 20 mL de
acetona, se coloc6 a 40 °C y agit6 magnéticamente durante 15 min. La suspension
se filtr6é en caliente en un embudo Blichner. Se obtuvieron 0.2001 g del compuesto
final, sdlido amarillo claro. Rendimiento= 53.6%. R.f.: 0.64 (Sistema Ill), p.f.= 218.2
—219.9 °C.

10. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diaminoguinazolin-6-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-
2-enamida (A3)

ZT

En un matraz bola de 100 mL, equipado con refrigerante, agitacion magnética y
parrilla de calentamiento, se colocaron 0.2 g de 13, a los cuales se les adicionaron
8 mL de MeOH. Aparte, en vaso de precipitados de 50 mL, se pes6 0.023 g de LIiOH
(2.3 eq.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucion se
transfirio al matraz de reaccion y se colocé a 60 °C provista de atmosfera de
nitrégeno, por un tiempo de 4 h. La apariencia de la mezcla de reaccién se modificd
a los 30 min, cambiando de una suspension amarilla clara, a una solucion de color

amarillo. Después del tiempo de reaccidon se apag6 el calentamiento. Una vez que
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se encontraba a temperatura ambiente, se formo un precipitado amarillo opaco. El
matraz se colocd nuevamente en un bafio de aceite a 60°C durante 3 h. Finalmente,
la suspension se separé por filtracion en caliente; el sélido obtenido se lavé con
agua destilada. Se obtuvieron 0.085 g de un polvo fino amarillo claro. Rendimiento=
51.7 %. R.f.: 0.29 (Sistema V), p.f.=164.8 — 166.2 °C.

11. Sintesis de acido (2E)-3-[4-(acetiloxi)-3-metoxifenil]prop-2-enoico

o
X OH
OA\O
/O

Se colocaron 1.0 g de acido ferulico (acido (2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-
enoico) equivalente a 1.5449 mmol, 0.1 g de DMAP (10%) y 10 mL de anhidrido

acético en un matraz bolade 100 mL, equipado con agitacibn magnética, y columna
vigreux. La reaccion se llevd a cabo en un tiempo de 24 h, posteriormente se
adicioné la mezcla de reaccion en un vaso de precipitados de 250 mL con 100 mL
de una mezcla Agua/Hielo 50:50. Se agitd mecanicamente hasta la formacion de un
sélido blanco, se dej6 en agitacion magnética durante 2 h. La suspension se filtré
en un embudo Blchner y se realizaron lavados con agua hasta conseguir un filtrado
con pH neutro. Se obtuvieron 0.8050 g de un polvo blanco. Para reducir la humedad
del producto obtenido, el sdlido se colocé en un equipo Electrothermal Chem-Dry.
Rendimiento= 66.2%. R.f.: 0.7 (Sistema lll), p.f.= 168 - 195 °C.

12. Sintesis de acetato de 4-[(1E)-3-cloro-3-oxoprop-1-en-1-il]-2-metoxifenilo

O
N Cl
O)\O
/O

En un matraz bola de 100 mL, adaptado a una trampa con disolucién de hidréxido

de sodio, agitacion magnética y calentamiento convencional, se agregaron 0.3 g
(1.5449 mmol) de acido (2E)-3-[4-acetiloxi)-3-metoxifenil]prop-2-enoico, 3 mL de
CHCI3 anhidro y 0.5 mL (2.5706 mmol) de SOCI, recién destilado. La mezcla de
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reaccion se coloc6 a reflujo durante 5 horas. Concluido ese tiempo, se adicionaron
15 mL de hexano anhidro y se destil6 el disolvente con ayuda de una cabeza de
destilacion, el cual se adapté al matraz de reaccion. Esto se realizé dos veces mas.
Antes de que finalizara la destilacion, se retird el calentamiento junto con la cabeza
de destilacion, y se coloco el matraz directamente al vacio durante 12 h con ayuda
de un adaptador y se protegid de la luz. Por ultimo, se agregaron 3 mL mas de
hexano anhidro y la suspension se filtro en un embudo Blchner. Se obtuvieron

0.2860 g de un sdlido color marrén claro. Rendimiento= 87.1%.

13. Sintesis de acetato de 4-{(1E)-3-[(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)amino]-3-

oxoprop-1-en-1-il}-2-metoxifenilo (14)

o~ /K
0
\W HN 0
H
I \©\/\N/N A N
o)
N/)\NH
o)\

Inmediatamente después de la obtencion del acetato de 4-[(1E)-3-cloro-3-oxoprop-

1-en-1-il]-2-metoxifenilo, en un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna
vigreux y agitacion magnética, se agregaron 0.1698 g de A (1 eq.) y 0.066 g de
NaHCOs3; (1.2 eq), posteriormente se adicionaron 5 mL de acetona recién destilada.
Se coloc6 en un bafo de hielo durante 15 min. Por otra parte, se disolvieron 0.2 g
de acetato de 4-[(1E)-3-cloro-3-oxoprop-1-en-1-il]-2-metoxifenilo (0.7853 mmol, 1.2
eg.) en 10 mL de acetona, la disolucion se colocé en un embudo de separacion y
se intercambio por la columna vigreux en la reaccion, incluyendo una atmésfera de
nitrégeno. Una vez transcurridos los primeros 15 min, se goted la disolucién con el
cloruro de acilo correspondiente y se mantuvo en agitacién magnética, después de
30 min se retird el bafio de hielo y se dejé a temperatura ambiente. Trascurridas 3
h, se detuvo la agitacién, se protegi6é de la luz y se guardé en refrigeracion a 4°C.

Después de 12 h, se monté6 nuevamente la reaccién considerando las mismas
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condiciones durante 2 h. Posteriormente, se detuvo la agitacion y se filtré al vacio,

obteniéndose un solido amarillo claro. Se realizaron lavados con agua destilada.
Rendimiento= 53.6%. R.f.: 0.59 (Sistema l), p.f.= 239.8 — 242.3 °C.

14. Sintesis de (2E)-N-(2,4-diaminoguinazolin-6-il)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)prop-2-enamida (A4)

HO

En un vial Vial SiC vessel C10, con agitador magnético, se colocaron 0.15gde 14y
0.071 g de LIiOH (9.5 eq.), alos cuales se les adicionaron 5 mL de MeOH y 1 mL de
agua. La reaccion se llevo a cabo en un microondas 300 con Autosampler MAS24
de la marca Anton Paar, durante 4 min a 100 °C. Una vez finalizada la reaccion, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, la suspension obtenida se separ6
por filtracién al vacio; el sélido obtenido se lavé con agua destilada. Se obtuvieron
0.071 g de un polvo fino amarillo claro. Rendimiento= 58.1 %. R.f.: 0.55 (Sistema

VI), p.f.= 260 °C (temperatura de descomposicion).

15. Sintesis de quinazolin-2.4,6-triamina (B)

NH,

HoN XN
/)\
N~ “NH,

En una botella de hidrogenacién Parr, se coloc6 una disoluciéon de 3.0346 g de 6-
nitroquinazolin-2,4-diamina, 0.10 g Pd/C (10%) y 220 mL de MeOH. La reduccién
se realiz6 a 60 Ib/in2, durante 1 h. Se retir6 la botella Parr del hidrogenador e
inmediatamente (debido a que el producto precipita) se filtré en un embudo de filtro
poroso, obteniéndose un filtrado amarillo, el cual se concentrd y llevé a sequedad

utilizando un rotaevaporador, protegido de la luz y a un bafio de agua con una

95



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Quimica Apéndice |

temperatura no mayor a 35 °C. Se abtuvieron 2.2775 g de un polvo amarillo claro.
Rendimiento= 87.9%. R.f.: 0.24 (Sistema VI), p.f.= 254.9 — 261.5 °C.

16. Sintesis de 6-{(E)-[(2,4-dimetoxifenil)metilidenlaminolquinazolin-2,4-diamina

(15)

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento y columna vigreux, se colocaron 0.5 g de B (2.85 mmoal, 1 eq.), 15
mL de MeOH y 10 gotas de DMF-DMA, posteriormente se adicionaron 0.4742g de
2,4-dimetoxibenzaldehido (2.85 mmol, 1 eq.). La mezcla de reaccion anterior se
colocé a una temperatura de 40 °C durante 24 h, en donde se observaron cambios
en la disolucion (se disolvié a los 20 min y precipité un sélido amarillo a las 2 h).
Posteriormente se detuvo la agitacion, asi como el calentamiento, se concentré el
MeOH en el rotaevaporador hasta un volumen aproximado de 5 mL. Se agregaron
10 mL de agua destilada y se agitd6 mecanicamente durante 5 min. El precipitado
amarillo se separd por filtracion y se lavo repetidas veces con agua y MeOH,

alternadamente.

Se obtuvieron 0.7170 g de un polvo amarillo fuerte. Rendimiento= 77.7%. R.f.: 0.28
(Sistema V), p.f.= 203.8 — 206.1 °C.

17. Sintesis de NB&-[(2,4-dimetoxifenil)metilJguinazolin-2,4,6-triamina (B1)

Para llevar a cabo la reduccién de la imina correspondiente, se agregaron 0.3 g de
I5 (0.9278 mmol, 1 eq.) y 25 mL de MeOH, en un matraz bola de 100 mL.
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Posteriormente, se adicionaron 0.1228 g de NaBH, (3.5 eq.) lentamente al matraz
de reaccion el cual se encontraba en un bafio de hielo a 0 °C. Se coloco en agitacion
magnética durante 5 min antes de remover el bafio de hielo. La reaccion se mantuvo
en temperatura ambiente y agitacion durante 24 h, donde se observd burbujeo y
completa disolucion. Por otra parte, se prepararon 20 mL de una disolucion
concentrada de NaHCOgs. Al concluir el tiempo de reaccion, se concentro
directamente en un rotaevaporador hasta un volumen aproximado de 10 mL. En un
vaso de precipitados de 200 mL se agregaron lentamente y con agitacién mecanica
constante el producto de reaccion con la disolucion de NaHCOg3, en proporciones
iguales. La suspension se agitd 5 min mas y se filtré al vacio. El sélido se lavé con
MeOH vy agua. Se obtuvieron 0.2171 g de un polvo verde claro.
Rendimiento= 71.9 %.

Para su purificacién se colocaron 0.0570 g del compuesto anteriormente obtenido
en un vaso de precipitados de 25 mL y se agregaron aproximadamente 15 mL de
metanol, en calentamiento y con agitacion constante (hasta que se observo que fue
completamente soluble). A continuacion, se agregaron 0.006 g de carb6n activado
y 10 gotas de agua,; el sistema se mantuvo en agitaciéon y a reflujo durante 15 min.
Al concluir el tiempo, la suspension se filtré por gravedad en caliente. El filtrado se
colocé en refrigeracion durante 48 h. Finalmente, se filtraron al vacio los cristales
formados. Se obtuvieron 0.0200 g de cristales amarillo claro. Rendimiento= 35.1 %.
R.f.: 0.59 (Sistema VI), p.f.=212.3 — 213.8 °C.

18. Sintesis de 6-{(E)-[(2,5-dimetoxifenil)metilidenlaminolquinazolin-2,4-diamina

(16)

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento y columna vigreux, se colocaron 0.5 g de B (2.85 mmal, 1 eq.), 15
mL de MeOH y 10 gotas de DMF-DMA, posteriormente se adicionaron 0.4742 g de
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2,5-dimetoxibenzaldehido (2.85 mmol, 1 eq.). La mezcla de reaccion anterior se
coloco a una temperatura de 40 °C durante 24 h, en donde se observaron cambios
en la disolucion (se disolvio a los 20 min y precipité un solido amarillo a las 2 h).
Posteriormente se detuvo la agitacion, asi como el calentamiento, se concentré el
MeOH en rotaevaporador hasta un volumen aproximado de 5 mL. Se agregaron 10
mL de agua destilada y se agitd6 mecanicamente durante 5 min. El precipitado
amarillo se separo por filtracion al vacio y se lavo repetidas veces con agua'y MeOH

alternadamente.

Se obtuvieron 0.8420 g de un polvo amarillo. Rendimiento= 91.3%. R.f.. 0.43
(Sistema V), p.f.= 205.8 — 208.4 °C.

19. Sintesis de N6-[(2,5-dimetoxifenil)metillquinazolin-2,4,6-triamina (B2)

Para llevar a cabo la reduccion de la imina correspondiente, se agregaron 0.3 g de
16 (0.9278 mmol, 1 eq.) y 25 mL de MeOH, en un matraz bola de 100 mL.
Posteriormente se adicionaron lentamente 0.3891 g de NaBH, (6 eq.) al matraz de
reaccion, el cual se encontraba en un bafio de hielo a 0 °C. Se colocé en agitacion
magnética durante 5 min antes de remover el bafio de hielo. La reacciéon se mantuvo
en temperatura ambiente y agitacion durante 24 h, donde se observé burbujeo. Al
no presentar una solubilidad completa, se agregaron 20 mL mas de MeOH y a las
2 horas se observé una completa disolucion. Por otra parte, se prepararon 20 mL
de una disolucion concentrada de NaHCOj3. Al concluir el tiempo de reaccion, se
concentrd directamente en un rotaevaporador hasta un volumen aproximado de 10
mL. En un vaso de precipitados de 200 mL se agregaron lentamente y con agitacion
mecanica constante el producto de reaccion con la disolucion de NaHCOj3;, en

proporciones iguales. La suspension se agitdé 5 min mas y se filtr6 al vacio. El sélido
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obtenido se lavo con MeOH y agua. Se obtuvieron 0.2171 g de un polvo verde.
Rendimiento= 60.5 %.

Para su purificacidon, se colocaron 0.1 g del compuesto anteriormente obtenido en
un vaso de precipitados de 25 mL, se agregaron aproximadamente 10 mL de
metanol en calentamiento y agitacién constante (hasta que se observé que fue
completamente disuelto). A continuacion, se agregaron 0.01 g de carb6n activado y
5 gotas de agua. La mezcla anterior se coloc6 en un matraz de bola de 50 mL y se
mantuvo en reflujo durante 15 min. Al término del tiempo, la suspension se filtré por
gravedad en caliente. El filtrado se coloco en refrigeracion durante 48 h para obtener
cristales, los cuales se separaron por filtracién. Se obtuvieron 0.0335 g de cristales
color verde fuerte. Rendimiento= 33.5 %. R.f.. 0.35 (Sistema V),
p.f.= 177.7 - 180.4 °C.
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Apéndice Il. Espectros

2100

2

= Tw=7.02

(2000

— 751

1900

- 131

|

- 28
~7.28

1800

1700

=

L

1600

o 108
106~

1500

in 100

234
11

7.55 7 L 1400

T 350 Dimethy] Suforide-dt

T T T T T T T T T T
0 745 F40 735 T30 725 .20 745 F0 TS 700 685 /&
i (ppm) HH

1300
)\ Fizo0
= 1100

f~1000

HzM

o CH3 [-a00
a00
700
600

500

340

(400

10.47
10.24

300

200

20 e ————— 5.1

J F100
J JL!}&__,_U

=100

0,97
1.00-=
109

T T
10.5 10,0 3.5 3.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0
1 (ppm)

Espectro 1. RMN H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto A.
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Espectro 2. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto B.
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Espectro 3. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 11.
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Espectro 5. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto Al.
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Espectro 9. RMN H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto B1.
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Espectro 10. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto B2.
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