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RESUMEN

El cancer agrupa un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento y
diseminacion descontrolados de células. En los ultimos afios, se ha observado un
aumento significativo en la incidencia de diferentes tipos de cancer, posicionandose
como la segunda causa de muerte a nivel mundial. Es por ello que existe un
creciente interés por la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para su tratamiento.
En dicha busqueda, se ha encontrado que la proteina cinasa B (AKT) es un blanco
atractivo para el disefio de nuevas moléculas anticancerigenas, al encontrarse

sobreexpresada en diferentes tipos de células cancerosas.

Se conocen tres isoformas de AKT (AKT1, AKT2 y AKT3), las cuales participan en
una de las vias de sefalizacion mas importantes de la tumorogénesis, ademas de
estar involucradas en la angiogénesis, la regulacion del ciclo celular, la sefalizacién
de factores de crecimiento y citocinas, asi como en la prevencion de apoptosis. Por
ello, su inhibicién representa un excelente enfoque en la blisqueda de nuevas

sustancias para el tratamiento del cancer.

Estudios previos condujeron a la identificacion de una piridina 2,4,6-trisustituida que
mostro inhibicion importante sobre las tres isoformas de AKT. Tomando como base
dicha molécula se llevo a cabo el disefio de nuevos compuestos como inhibidores
potenciales de las isoformas de AKT. Los nuevos compuestos fueron evaluados

mediante estudios de acoplamiento y dinAmica molecular.

Considerando los resultados de los estudios anteriores, se realizé la optimizacion
del compuesto original y se disefiaron nuevas series de moléculas, incluyendo la
serie DL5 presentada en este trabajo. Las piridinas 2,4,6-trisustituidas se evaluaron
con estudios de acoplamiento molecular y se encontré una metodologia de sintesis

para obtener los compuestos finales DL5A y DL5G.



2D

3D
AcOEt
AcOH
AcOK

ADN

AKT/
PKB

APH

Arg
Asp
ATP

BzPinz

BAD
CDI
CDKI

CH3CN
CHCl3

CcomMuU

COSsY

-D.O

DCC
dd
DMAP
DMF

Bidimensional
Tridimensional
Acetato de etilo

Acido acético

Acetato de potasio

Acido desoxirribonucleico
Proteina cinasa B

Aceptores de puentes de
hidrégeno

Arginina
Acido aspartico
Adenosin trifosfato

4,44 4555 5-octametil-2,2’-
di-1,3,2-dioxoborolano

Promotor de muerte celular
asociado a Bcl-2

1,1-Carbonildiimidazol

Inhibidor de cinasa dependiente
de ciclina

Acetonitrilo

Cloroformo

Hexafluorofosfato de (1-ciano-2-
etoxi-2-
oxoetilidenaminooxi)dimetilamin
o-morfolin-4-il-carbenio

Del inglés: Correlation
Spectroscopy

Sefal doble

Sefial que desaparece con agua
deuterada

N,N-diciclohexilcarbodiimida
Sefial doble de dobles
4-(dimetilamino)piridina

N,N-dimetilformamida

DMSO

DPH

EGFR

eq
ER
ESOL
EtsN

FoxOs

Glu
Gly

HMBC

HSQC

logP

Lys

MeOH
mg

MHz

Mmol
mTOR

MW
ND
NMM

NOESY

OMS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Dimetil sulféxido

Donadores de puentes de
hidrégeno

Receptor del factor de
crecimiento epidérmico

Equivalentes
Enlaces rotables
Del inglés: Estimated Solubility

Trietilamina

Del inglés: Forkhead box class
O

Gramos
Glutamato
Glicina

Del inglés: Heteronuclear
Multiple Bond Coherence

Del ingles: Heteronuclear Single
Quantum Coherence

Logaritmo del coeficiente de
reparto octanol-agua

Lisina
Sefial maltiple
Metanol
Miligramos
Mega Hertz
Mililitros
Milimol

Receptor mamifero de
rapamicina

Microondas
No determinado

N-metilmorfolina

Del inglés: Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy

Organizacion Mundial de la
Salud



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

[1,1- RE Receptor de estrégeno
Pd(dPPf) bis(difenilfosfi ’ ¢ dicl
Cl2-CHCI = enitos 1), errocen_o] Iclor Rf Factor de retencion
, o paladio(ll) en complejo con
diclorometano RMN Resonancia magnética nuclear
PDB Del inglés: Protein Data Bank de carbono 13
Receptores de factor de RMN 1y ~ Resonancia magnética nuclear
PDGFR crecimiento derivado de de hidrégeno
plaguetas
PDKI Cinasa-1 dependiente de PI3K S Sefial simple
pf Punto de fusion Sustitucion nucleofilica
Sn2 )
bimolecular
PH Dominio con homologia a _
Pleckstrina t Sefial triple
PI3K Fosfatidilinositol-3 cinasa Thr Treonina
PIP2 Fosfatidilinositol-3,4-bifosfato tPSA  Area polar superficial topol6gica
e . Factor de crecimiento endotelial
PIP3 Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato VEGF vascular
PM Peso molecular VEGFR Receptores de VEGF
ppm Partes por millon ] Desplazamiento quimico
Hexafluorofosfato de
PyBOP (benzotriazol-1-

iloxi)tripirrilodinfosfonio



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL

1. INTRODUGCCION .....cvieiittite ettt ettt ettt et eeteete e etestesrn e e e eaearesreaneens 1
2. ANTECEDENTES ... .o 2
2.1. Cancer como problema de salud............ccooiiiiiiiiiii e 2
20 St O I - 1= 12 ] =] o (o PRSP 4
2.1.2.  Ruta de sefalizacion de AKT ....cccciiiiiiiieeeeeeeeee e 6
2.1.3. INhIDIAOreS A& AKT .o 8
2.2. Disefio de farmacos asistido por computadora.........cccceeeeeeeevieeiiiiiieei e, 10
2.2.1.  Acoplamiento MOIECUIAN........ccoo e 10
2.2.2.  Modelado por NOMOIOGIA .......ceiieeiiiiiiiiiiiii e 11
2.3. Piridinas 2,4,6-trisustituidas como potenciales anticancerigenos........................ 12
2.3.1.  FOrmacion de amidas .......cccceeeeeiiiieieeee e 19
TN [0 1y ] =T Y o1 [ ] SRR 21
A, HIPOTESIS... .o ce ottt ettt ettt ettt et e et e et et e et e e teere et e etesteereetesteareareeneas 22
B, OBIETIVOS . ..., 22
5.1. ODJELIVO GENEIAL ... .. e e e e e e e e e et e e e e e aaaeanees 22
5.2. ODbjJetivos PartiCUIArES ............coovviiiiiiii 22
6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL ...coiiiiitiiiiiee ettt eee e e e e e e snnnnnaeeaae s 24
6.1. Piridinas 2,4,6-trSUSTIUIIAS ........uieiieiie et e et e et e et e eaaees 24
6.2. Parte COMPULACIONAL............cuuiiiiii e e 24
6.2.1. Modelado por NOMOIOGIA .......ceviiiiiiiiiiiiiiii e 24
6.2.2. Estudio de acoplamiento molecular ... 25
6.3. Parte QUIMICA ......ouvuiiiii et e e e e e ar s 26
6.3.1.  Sintesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-
benzo[b][1,4]0Xazin-3(4H)-0Na (5)....cceieiieiiiiee e 27
6.3.2.  Sintesis de los compuestos DL5A Y DL5G.........cccuviiiiiieeiiiiiiiiiieeee e 28
7. RESULTADOS Y DISCUSION. ...ttt oottt et 31
7.1. Parte COMPULACIONAL..........oeeiiii e 31
7.1.1.  Modelado por NOMOIOGIA ....ccoee e 31

7.1.2.  Acoplamiento MOIECUIAN........ccoi i 33



INDICE GENERAL

7.1.3. Propiedades moleculares de la serie DL5..........ccooooeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeen 39
7.2. PArE QUIMICA ...eeiieiiii ettt e e e e e eaeeas 41
7.2.1. Sintesis de las N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamidas (11-13) .........ccc.cceeerrennns 41
7.2.2.  Sintesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-
benzo[b][1,4]0XaZiN-3(4H)-0N@ (5)... . uuuuuruuunniiiniiiiiieiiiiiiieieei b 58
7.2.3.  Sintesis de los compuestos finales DL5A Y DL5G.........ccooviiiiiiiiiiiieeeeeaeiine 58
8. CONCLUSIONES ... .o 60
0. PERSPE CTIVAS L. 61
O TR o N N 62
11. ANEXO |. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES ........ouuutiiiiiiiiiiiiiiiiinennnnnnnnnnnnnnnnnn. 69
11.1. InsStrumentacion Y MAaterialesS ............uviiiiiiieiiiieeie e 70
11.2.  Técnicas para la sintesis de |0S COMPUESIOS.........cuuvviiiiieeeiiiiiiiiiiieee e 71
11.2.1. (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (3) ....coeveeeeriiieiiiiiiiieeeee e 71
11.2.2. 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-0Na (4) ...cccoeeeeiiieiiiiiie e 72
11.2.3. 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona
(5) 73
11.2.4. 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).................. 74
11.2.5. N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamidas (11-13) .......cccoourriiiiiieeeeeiieiiieee e, 75
11.2.6. N-(2,6-bis(3-ox0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamidas
(=N o TIETc) RO 77
11.3. Constantes fisicas y rendimiento de los compuestos obtenidos ......................... 79
12. ANEXO II. ESPECTROS ...t e e et e e e et e et e et e e aanaaes 80
13. ANEXO lll. MODELADO POR HOMOLOGIA........ccceieeeeeeeeeeeeeeeeee e 118

14. ANEXO IV. ACOPLAMIENTO MOLECULAR .....ouiii it 118



INDICE DE TABLAS

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Farmacos aprobados para el tratamiento de tumores sélidos y su blanco terapéutico
Tabla 2. Valores de energias de unién de las estructuras de las piridinas trisustituidas de la
serie 2 con las tres isoformas de AKT ... 16

Tabla 3. Valores de energias de unién de las estructuras de las piridinas trisustituidas de la
serie 3 con 1as tres iSOfOrmMas de AKT ... e e e e e e 18

Tabla 4. Resumen de los resultados de validacion de modelos generados ......................... 31

Tabla 5. Valores de energias de unién de las estructuras de las piridinas trisustituidas de la
serie DL5 con las tres isoformas de AKT ......ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 33

Tabla 6. Propiedades moleculares de los compuestos de la serie DL5...........ccccceeeiiieeniinn, 40

Tabla 7. Condiciones de reaccion utilizadas para llevar a cabo la formacion de amidas con
oo =T (= SRR= Tt o] o] F= g £SO 44

Tabla 8. Condiciones de reaccién utilizadas para la formacién de amidas con los cloruros de
ACII0 COMMESPONUIENIES ...ceviiiiii e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eatraa e aeeaes 48

Tabla 9. Condiciones de reaccioén utilizadas para la formacién de amidas con el compuesto

() oottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 50
Tabla 10. Correlacion del enlace *H-1*C observada en el espectro HSQC de 12................. 52
Tabla 11. Correlacion del enlace *H-*C observada en el espectro HMBC de 12................. 53
Tabla 12. Correlacion del enlace *H-3C observada en el espectro HSQC de DL5A............. 55

Tabla 13. Correlacion del enlace *H-3C observada en el espectro HMBC de DL5A............ 57



INDICE DE FIGURAS

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Incidencia mundial del CANCET. .......ccocoeiiiiieiice e 3
Figura 2. Cascada de sefializacion de la via PIBK/AKT/MTOR......cccooiieiiiiiiiiciie e, 7
Figura 3. Estructuras quimicas de inhibidores de AKT. ..o 9
Figura 4. Representacion esquematica del acoplamiento molecular ..............ccccccveeeeeennnns 11
Figura 5. Estructuras quimicas de inhibidores de AKT .......coooviiiiii e, 13

Figura 6. Comparacion del modo de unién predicho para el compuesto A (azul) y la posicion

del compuesto B (amarillo) en la estructura cristalogréfica de AKT2.......ccoevveeviiiiiiiiiinneeennn, 13
Figura 7. Acoplamiento molecular de Ay H-89 con AKT-2 .........uuiuiimiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnenne 15
Figura 8. Piridinas 2,4,6-trisustituidas disefiadas como inhibidores de AKT que interactian
CON €l SItIo A& UNION @ ATP ...t e e e e e e e ee s 16
Figura 9. Interacciones consideradas para el disefio de piridinas trisustituidas. ........... iError!

Marcador no definido.

Figura 10. Diagramas de Ramachandran de los modelos A (izquierda) y D (derecha)........ 32
Figura 11. Acoplamiento molecular del compuesto S2-3 con AKTL ..........uvviiiviimiimmiinnnnnnnne 34
Figura 12. Acoplamiento molecular del compuesto DL5B con AKT1. ......cccceeeeviieiniiiiiiinnnnn. 35
Figura 13. Acoplamiento molecular de DL5A con AKT2 .......oooiiiiiiiiieeeieeeeee e, 36

Figura 14. Acoplamiento molecular de DL5A (rojo), DL5F (verde) y DL5G con AKT1 ........ 38
Figura 15. Acoplamiento molecular del compuesto DL5I con AKTL..........uuvvviiiivimimmiinnnnnnnne 39

Figura 16. RMN !H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N,N’-
diciclohexilcarbamimidato de 4-Clorobenzoilo. ........coee oo e 46

Figura 17. Agentes acoplantes utilizados. ............ooouiiii e 47
Figura 18. Correlacion *H-'H a dos y tres enlaces de distancia (COSY) del compuesto 12. 52
Figura 19. Correlacién del enlace *H-*C (HSQC) del compuesto 12. ........cccccccvveevieeennnnnns 53
Figura 20. Correlacion *H-3C a dos y tres enlaces de distancia (HMBC) del compuesto 12.

Figura 21. Numeracion arbitraria dada al compuesto DL5A para la asignacién de sefiales en
[0S €SPECIIOS A8 RIMN. ... s 55


file:///C:/Users/diani/Dropbox/AKT/Tesis/Tesis%20DLPR%20final-5.docx%23_Toc502796285
file:///C:/Users/diani/Dropbox/AKT/Tesis/Tesis%20DLPR%20final-5.docx%23_Toc502796287
file:///C:/Users/diani/Dropbox/AKT/Tesis/Tesis%20DLPR%20final-5.docx%23_Toc502796288

INDICE DE FIGURAS

Figura 22. Correlacién *H-'H a dos y tres enlaces de distancia (COSY) del compuesto DL5A

............................................................................................................................................. 56
Figura 23. Correlacion del enlace H-13C (HSQC) del compuesto DL5A...........cccceeevvveennnene. 56
Figura 24. Correlacion *H-13C a dos y tres enlaces (HMBC) del compuesto DL5A. ............. 57

Figura 25. Mecanismo general del acoplamiento de SUZUKI. ..............uuvemmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnne 57



1.

INTRODUCCION

INTRODUCCION

En la actualidad, el cancer representa una de las principales causas de muerte
a nivel mundial. Su incidencia se ha visto incrementada en los ultimos afos, por
lo que se prevé que para el 2020 representara un problema de salud publica
para México. Es por esto que la busqueda de tratamientos mas eficaces y

seguros gue los disponibles hoy en dia es de suma importancia.

La palabra cancer agrupa a un gran numero de enfermedades, caracterizadas
por la division descontrolada de células anormales, lo cual se debe a mutaciones
genéticas. Entre estas mutaciones se encuentran aquellas que afectan a las
isoformas de AKT (AKT1, AKT2 y AKT3), las cuales estan involucradas en

procesos como la regulacion del ciclo celular.

Se sabe que cada una de las tres isoformas se encuentran comunmente
desequilibradas en distintos tipos de cancer. Por ello, se han realizado
investigaciones para encontrar inhibidores de AKT y desarrollarlos como
posibles farmacos anticancerigenos.

Con este conocimiento, utilizando herramientas computacionales, ha sido
posible identificar compuestos con potencial para inhibir a AKT. Se han hecho
estudios de acoplamiento y dindmica molecular para llevar a cabo el disefio de
moléculas basado en la estructura. A partir de estos estudios se han propuesto

distintas piridinas 2,4,6-trisustituidas como posibles candidatos.

En nuestro grupo de investigacion, se han disefiado series de compuestos de
este tipo de piridinas como parte de la optimizacion de un compuesto encontrado
a partir del cribado virtual. A raiz de ello, se originé la serie DL5 a la cual se le
realizaron estudios de acoplamiento molecular, identificando de esta forma

posibles compuestos inhibidores de AKT.
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2. ANTECEDENTES

2.1.Cancer como problema de salud

El término cancer hace referencia a un grupo de padecimientos caracterizados
por la division descontrolada de células anormales, las cuales pueden invadir
tejidos adyacentes u otros O6rganos mediante un proceso denominado

metastasis.l 2

Las células humanas son reemplazadas cuando envejecen o se dafian, sin
embargo, este proceso de sustitucidbn por nuevas células se descontrola
conforme se desarrolla el cancer.® De esta forma, sobreviven células que
deberian renovarse, al mismo tiempo que se generan nuevas células no
requeridas. Estas células sobrantes pueden dividirse indefinidamente y formar

tumores.t

El cancer puede originarse casi en cualquier parte del cuerpo humano, el cual
esta constituido por trillones de células.! Las células cancerosas proliferan
rapidamente gracias a cambios metabdlicos que les permiten utilizar nutrientes
como glucosa y glutamina para producir ATP, asi como metabolitos para su

crecimiento.?

La capacidad de proliferacion que poseen las células cancerigenas se debe a
diversas razones, una de las cuales es su menor especializacién. Es decir, al
contrario de las células sanas, las células cancerigenas no maduran hasta
convertirse en células especializadas. Aunado a ello, también son capaces de
ignorar sefiales de apoptosis o de detencion del ciclo celular. Asimismo, es

posible que evadan al sistema inmune y favorezcan la angiogénesis.t: ®

Los cambios anteriores son causados por mutaciones genéticas que afectan
principalmente tres tipos de genes: proto-oncogenes, genes supresores de

tumor y genes de reparacion de ADN. De los estudios realizados respecto a
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dichas afectaciones se sabe que ciertas mutaciones ocurren cominmente en

muchos tipos de cancer.!

El cancer representa la segunda causa de muerte en el mundo, ocasionando
aproximadamente una de cada seis defunciones.? En los Ultimos afios se ha
incrementado la incidencia de dicha enfermedad a nivel mundial (Figura 1),
registrandose 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de defunciones; se
prevé que este numero aumente cerca del 70% en los siguientes 20 afios.?

Tasas estandarizadas de incidencia mundial, en ambos sexos, para distintos tipos de cancer
excepto cancer de piel no melanoma

174.3—244.2
137.6—174.3
101.6—137.6
= 1018

Sin datos
I noaplica

“ Fuente: GLOBOCAN 2012, World Health Organization, International Agency for Research on Cancer 2017.

Figura 1. Incidencia mundial del cancer.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 2012, los tipos de cancer
mas diagnosticados a nivel mundial fueron los de: pulmén, higado, colon, recto,
estbmago y mama.? En México, durante 2014, el cancer en dérganos
hematopoyéticos fue el de mayor presencia en hombres y mujeres menores de
20 afios. Mientras que, en los varones de 20 afios y mas, el cancer mas comuin
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fue el de érganos digestivos y en las mujeres del mismo grupo de edad, el de

mama.®

Las defunciones causadas por cancer en la edad adulta afectan seriamente la
economia de un pais, esto debido a los gastos que representa en términos de
salud publica y a la pérdida de poblacidén econbmicamente activa. Se proyecta
gue las muertes prematuras tendrian un costo de 12,120.91 millones de pesos,
en México para 2020, convirtiendo al cAncer en un problema de salud publica.’

2.1.1. Tratamiento

Una vez diagnosticado el cancer, el protocolo a seguir para un tratamiento
adecuado y eficaz puede abarcar una o0 mas modalidades. Lo anterior se define
de acuerdo al tipo y avance del cancer. Los tratamientos mas comunes incluyen

la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia.> 8

La quimioterapia surte su efecto en todo el cuerpo, debido a ello, es posible que
los medicamentos utilizados afecten células sanas que crecen rapidamente.®
Esto es porque la mayoria de los farmacos utilizados dafian el ADN de todas las
células que se dividen de forma rapida. Ademas, suelen administrarse a dosis

altas, lo que puede desencadenar la resistencia de células cancerosas.®

Tanto la radioterapia como la quimioterapia suelen tener efectos secundarios
como fatiga, nduseas y vomito, cambios en la piel, caida de cabello, anemia,
falta de apetito, entre otros. Debido a que los tratamientos mas utilizados
provocan efectos indeseables, que suelen disminuir la calidad de vida de los
pacientes, se ha buscado desarrollar opciones que combatan al cancer de forma

mas selectiva.> 8°

De esta forma han surgido otras opciones de tratamiento como: inmunoterapia,
terapia dirigida o terapia con hormonas;? esta Ultima puede ser utilizada sélo en

ciertos tipos de tumores hormono-dependientes, como seria el caso de la
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mayoria de los canceres de mama o préstata.® La inmunoterapia incluye a los
anticuerpos monoclonales, citocinas y vacunas. Los anticuerpos monoclonales

son considerados como un tipo de terapia dirigida.® °

La terapia dirigida surgid a partir del entendimiento del cancer como un
padecimiento originado a partir de células que sufren alteraciones genéticas,
dando lugar al desarrollo de farmacos que actian sobre los cambios que
promueven el crecimiento, la division y diseminacion de células cancerosas
(Tabla 1). Algunas aberraciones, como la sobreexpresion de factores de
crecimiento, son comunes en varios tipos de cancer, lo cual lleva a la deteccion

de blancos terapéuticos atractivos para el desarrollo de nuevos farmacos.> & °

Tabla 1. FArmacos aprobados para el tratamiento de tumores sélidos y su blanco
terapéutico®

Grupo >
,p . Farmaco Blanco Proceso alterado
terapéutico

ANticUerpos Trastuzumab Her-2 Amplificaciéon de sefial pro-
monoclonpales Cetuximab EGFR crecimiento
Bevacizumab VEGF Angiogénesis
Quimioterapia/ Multiole ADN, complejo Angiogénesis, Replicacion de
Radioterapia P mitotico ADN, Activacion ciclo celular
Tamoxifen RE
Terapia Fulvestrant RE Amplificacién de sefial pro-
endobcrina Inhibidores de crecimiento
Aromatasa
aromatasa
o c-kit, PDGFR, Angiogénesis, Transmision de
Sunitinib - .
Moléculas VEGFR sefal pro-crecimiento
equefias Imatinib Sl FIRIEIAR Transmisién de sefial pro
Peq Lapatinib Her-2 crecimiento P
Erlotinib EGFR

Los tratamientos que tienen como blanco al metabolismo del tumor tienen mayor
probabilidad de mejorar el prondstico del paciente; sin embargo, las rutas
metabdlicas que se encuentran alteradas en las células cancerosas también se
encuentran activas en células normales. Esto representa un reto para el
desarrollo de farmacos que modifiquen procesos metabdlicos, ya que la dosis se

ve limitada por el riesgo de toxicidad.°
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Durante la busqueda de nuevos blancos terapéuticos se ha planteado la
posibilidad de desarrollar farmacos cuya actividad afecte principalmente a las
células cancerosas y puedan utilizarse en diversos tipos de céancer. En este
contexto, ciertas rutas de sefalizacién se encuentran alteradas en el cancer

convirtiéndolas en fuentes potenciales de nuevas dianas terapéuticas.!

Dentro de esas rutas de sefializacion se encuentra la que involucra a AKT, cuyos
componentes han sufrido amplificacion, mutacién o translocacién con mayor
frecuencia que cualquier otra ruta en diversos tipos de cancer. Esto ultimo
posiciona a aquellos componentes en dicha via de sefializacibn como dianas

terapéuticas para el desarrollo de nuevos anticancerigenos.!-14

2.1.2. Rutade sefializaciéon de AKT

La proteina cinasa B (PKB), conocida también como AKT, es una serina/treonina
cinasa. Existen tres isoformas de AKT: AKT1, AKT2 y AKTS3; las cuales se
encuentran codificadas en tres cromosomas distintos; entre ellas comparten mas
del 80% de su secuencia de aminoacidos y contienen tres estructuras en comun:
el dominio con homologia a Pleckstrina (PH) en N-terminal, el dominio catalitico

de cinasa y la region reguladora en C-terminal. *°

La cascada de sefalizacidén que involucra a la AKT cinasa es fundamental para
la supervivencia celular y se sabe que su desequilibrio est4d altamente
relacionado con la tumorogénesis en diversos tipos de cancer.'?! Dicha
cascada de sefializacion incluye también a la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) y

al receptor mamifero de rapamicina (mTOR).?2 23

La via de sefalizacion de la AKT se activa por distintos eventos, lo mas comdn
es que se inicie por la union de ligandos como factores de crecimiento, citocinas

u hormonas, a receptores tirosina cinasa;!®?4?5 provocando una
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autofosforilacion de los residuos de tirosina en el dominio intracelular del

receptor.?4

Lo anterior tiene como resultado el reclutamiento de PI3K, la cual sufre un
cambio conformacional que resulta en su activacion como cinasa. PI3K fosforila
al fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) para originar fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3).2428 PIP3 se une a AKT en la membrana plasmatica, lo cual
permite la entrada de PDK1 cuya fosforilacion activa parcialmente a AKT. La

activacion total de AKT es realizada por mTORC1 (Figura 2).2% 29
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Figura 2. Cascada de sefializacién de la via PISK/AKT/mTOR.®

AKT regula el ciclo celular y la proliferacion de forma directa cuando tiene como
blanco a las CDKls p21WAFUCIPL v p27KIP1 También puede modular
indirectamente los niveles de ciclina D1 y p53. En cuanto a la supervivencia

celular, AKT inhibe directamente sefiales pro-apoptéticas como BAD y FoxOs.*°
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Dada la participacion en la tumorogénesis de la via de sefalizacion de
PI3K/AKT/mTOR, los reguladores “upstream” y efectores “downstream” de AKT
representan blancos atractivos para el desarrollo de nuevos farmacos.2° Por ello,
se han realizado mdltiples intentos para identificar inhibidores especificos de

AKT que presenten propiedades farmacolégicas aceptables.®

2.1.3. Inhibidores de AKT

Resultado de las investigaciones realizadas, se sabe que cada una de las
isoformas suele encontrarse alterada en ciertos tipos de cancer. AKT2 y AKT3
son las mas frecuentemente amplificadas, aunque los niveles de AKT1 pueden

encontrarse elevados en cancer de mama y prostata.>16.30

AKT?2 se relaciona con la agresividad del cancer y bajas tasas de supervivencia,
ademas es comun detectarla en cancer de préstata, ovario, mama, pancreas y
colorrectal. Mientras que AKT3 se sobreexpresa en cancer de mama y préstata

hormono-independientes.!® 16

Sin embargo, la alta homologia que presentan las isoformas de AKT ha
dificultado la busqueda de nuevos inhibidores selectivos para cada una de
ellas.® A pesar de ello, ha sido posible desarrollar inhibidores de AKT, los cuales
se dividen por su mecanismo de accién en: inhibidores competitivos de ATP, con
base lipidica, inhibidores de pseudosustrato, inhibidores alostéricos del dominio
de cinasa de AKT, anticuerpos y compuestos que interactian con el dominio
PH.16’ 24

En la Figura 3 se muestran ejemplos de algunos inhibidores de AKT. El blanco
terapéutico de la Perifosina es el dominio PH; A-443654 y H-89 son inhibidores
competitivos del sitio de union a ATP; AKTi-1 inhibe especificamente a AKT1,
mientras que AKTi-2 y 2UW9 inhiben a AKTZ2; finalmente el compuesto A inhibe

a las tres isoformas de AKT.17:31. 32
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Figura 3. Estructuras quimicas de inhibidores de AKT.
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A partir de las estructuras quimicas identificadas como inhibidores de AKT, se
han realizado diversos cribados para desarrollar compuestos innovadores.3!-34
Hablando especificamente del grupo de los inhibidores competitivos de ATP, se

han encontrado pirazoles, indazoles, aminofurazanos, entre otros.3%37

Aunado al conocimiento de dichas moléculas, se tiene disponible la estructura
cristalografica de las isoformas AKT1 y AKTZ2, con lo que se han llevado a cabo
diversos estudios computacionales para la identificacion de nuevos inhibidores.
De esta forma, ha sido posible realizar optimizaciones hasta generar
compuestos como el A-443654 (Figura 3).%!
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Mediante la realizacion de cribado virtual se logré identificar el compuesto A
(Figura 3) como inhibidor micromolar de AKT.3! Tomando dicho compuesto
como punto de partida, se han hecho programas de optimizacion utilizando el
disefio basado en la estructura para proponer una nueva serie de inhibidores de
AKT.32‘33

2.2.Disefo de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos asistido por computadora ha cobrado especial
importancia en las Udltimas décadas para identificar nuevas moléculas
clinicamente relevantes. Se utiliza principalmente para obtener grupos pequefios
de compuestos que pueden evaluarse experimentalmente a partir de bibliotecas,
guiar la optimizacién de compuestos lideres para mejorar sus propiedades y

disefiar compuestos novedosos.38 3°

Para su implementacion existen dos aproximaciones importantes: una basada
en la estructura del receptor y otra basada en el ligando. La primera de ellas se
centra en el conocimiento de la estructura de la biomolécula blanco para calcular
energias de interaccién; mientras que la segunda utiliza el conocimiento de
ligandos activos e inactivos para ejecutar busquedas de similitud estructural o

modelos predictivos.4°

Los métodos basados en la estructura incluyen técnicas como el acoplamiento
molecular y la dindmica molecular.*® En el caso particular del desarrollo de
nuevos farmacos contra AKT es posible utilizar esta aproximacion gracias a que

hay estructuras cristalogréaficas reportadas de AKT1 y AKT2.

2.2.1. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o “molecular docking” es un método a través del cual

es posible predecir la orientacion preferente que tendra una molécula pequeia
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o ligando al interaccionar con un blanco o una diana farmacologica. Es utilizado
para predecir el modo de union entre la molécula de interés y su receptor

estimando la energia libre de unién entre ambos (Figura 4).4% 42

—'\(_;unién

|

Figura 4. Representacion esquematica del acoplamiento molecular.*?

Se utilizan diferentes funciones para estimar dicha energia de unién, las mas
comunes son: (a) las que suman la fuerza de interacciones de van der Waals,
electrostaticas y de puentes de hidrogeno entre todos los atomos de las dos
partes que forman el complejo de unién; o (b) funciones empiricas que suman
interacciones como contactos hidrofébicos, nimero de puentes de hidrogeno y

enlaces rotables inmovilizados.*3

La funcion que se ocupa para realizar la evaluacion depende del programa
computacional utilizado. También puede variar el método utilizado para explorar
el espacio conformacional del ligando, los cuales incluyen métodos sistematicos

y métodos aleatorios.*3

2.2.2. Modelado por homologia

A pesar del avance en técnicas como la cristalografia de rayos X y la resonancia
magnética nuclear (RMN), para obtener estructuras tridimensionales de
proteinas, en ocasiones no se cuenta con la estructura de la macromolécula a
utilizar para estudios basados en la estructura, como seria el acoplamiento
molecular; sin embargo, es posible crear modelos de dicha macromolécula a

partir de estructuras ya reportadas.*% 44
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El modelado por homologia se basa en la premisa que dicta: proteinas
evolutivamente relacionadas tendran secuencias similares de aminoéacidos, y
por lo tanto, estructuras proteicas similares. De esta forma, es posible recurrir a
estructuras cristalograficas de proteinas relacionadas con aquella que se quiere
modelar, como seria el caso de distintas isoformas, para obtener un modelo de

la estructura tridimensional del blanco.49: 41

Para obtener un modelo por homologia existen varios programas
computacionales, con los cuales, siguiendo una secuencia general de pasos se
consigue la estructura tridimensional deseada. Dicha secuencia se resume en la
identificacion inicial de las proteinas relacionadas, posterior seleccion de la
secuencia de aminoacidos a modelar, alineacion de las secuencias,

construccién del modelo y finalmente la evaluacién del modelo generado.4%-43

2.3.Piridinas 2,4,6-trisustituidas como potenciales anticancerigenos

Las investigaciones realizadas para encontrar nuevos potenciales
anticancerigenos han dado como resultado el descubrimiento de una gran
variedad de moléculas. Hablando particularmente de los inhibidores de AKT,
varias familias de compuestos han sido identificadas, entre estas se encuentran

las piridinas 2,4,6-trisustituidas.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha identificado al compuesto A
(Figura 5) como un potencial inhibidor de AKT, el cual posee una estructura
novedosa para el desarrollo de nuevas moléculas anticancerigenas. A
continuacion se describen las estrategias utilizadas para originar nuevas familias

de compuestos.

En la Figura 5 se muestran algunos inhibidores de AKT, entre estos se destaca
el compuesto B, el cual ha sido reportado como inhibidor de AKT2 (PDB ID:

2UW09) en el orden nanomolar.3! Anteriormente se ha comparado el modo de
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unién de B con el compuesto A (Figura 6), encontrandose que ambos adoptan
una conformacioén similar en el sitio activo de la proteina AKT2;32 por ello, la
estructura del compuesto B se tomd como modelo para optimizar al compuesto

A.
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Figura 5. Estructuras quimicas de inhibidores de AKT.3 32

Ala232
Glu230
f Thr292 ASp2ds
Thr213

Figura 6. Comparacion del modo de unién predicho para el compuesto A (azul) y la
posicion del compuesto B (amarillo) en la estructura cristalografica de AKT2.32
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De esa forma, debido a la cercania observada entre el ligando y el residuo
Glu236 de AKT2 (Figura 6), se propuso la sustitucion del fenilo de A por grupos
polares para favorecer una interaccion de tipo puente de hidrogeno con el
residuo antes mencionado.®?> También se ha reportado que el compuesto A
adopta una conformacion en forma de Y en el complejo de union con las
isoformas de AKT, en la cual los sustituyentes del anillo de piridina son

determinantes para la interaccion con el sitio de unién a ATP.33

Esa conformacion observada para el compuesto A es similar a la predicha para
el compuesto H-89, otro inhibidor reportado para AKT.3! La similitud entre las
conformaciones es evidenciada en la Figura 7 en la que se muestran los
residuos de aminoacidos a 4.5 A de distancia al ligando. Los residuos de la
proteina son representados como sigue: residuos polares en rosa, residuos
hidrofébicos en verde, residuos acidos con contorno rojo, residuos basicos con

contorno azul.32

La Figura 7 (B) muestra ademas flechas verdes que indican puentes de
hidrogeno, nubes azules que denotan superficie del ligando expuesta al
disolvente, los halos azul claro representan interaccién de los residuos con el
ligando, el contorno punteado sefiala espacio para sustitucion metilica, y los

atomos expuestos completamente no presentan contorno.3?

De la conformacion observada en estudios anteriores para el compuesto A, se
sabe que este forma interacciones de tipo puente de hidrogeno con los residuos
Thr213, Asp293 y Thr292 de AKT2,% las cuales dependen de los anillos de 2H-
1,4-benzoxazin-3(4H)ona o 1,3-benzoxazol-2-(3H)ona presentes en las

posiciones 2 y 6 del anillo de piridina.
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Ala 232

Phe 443
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Figura 7. Acoplamiento molecular de A y H-89 con AKT-2. (A) Modelo 3D mostrando a Ay H-89 en un

acoplamiento molecular sobrepuesto. (B) Diagramas de interaccién 2D de A con AKT-2.32

Esas observaciones sumadas a las discutidas anteriormente sobre la similitud
de la conformacion de A y B originaron el disefio de nuevas familias de piridinas
2,4,6-trisustituidas en nuestro grupo de investigacion (Figura 8); entre estas
familias se encuentran las series 2 y 3, cuyos valores de energia de unién han
sido determinados previamente a este trabajo y se presentan en las Tablas 2y
3.

Continuando con el programa de optimizacién, en este trabajo se presentan
moléculas simétricas en posiciones 2 y 6 del anillo de piridina para ocupar un
mayor volumen en el pocket de las isoformas de AKT y favorecer ain mas las
interacciones encontradas anteriormente (Figura 9). Aunado a ello se conservo
el fenilo en posicion 4 para mantener las interacciones -1 observadas
previamente y este se sustituyd con diferentes grupos para favorecer

interacciones con residuos cercanos.33
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Serie 3

Figura 8. Piridinas 2,4,6-trisustituidas disefiadas como inhibidores de AKT que interactdan
con el sitio de unién a ATP.3

Ademas, tomando como base los compuestos de la serie 2, se realizé el cambio de
posicion del nitrogeno de la carboxamida (Esquema 1), con el propésito de
favorecer la interacciéon por puentes de hidrégenos con las isoformas de AKT. Con
este trabajo se pretende evaluar el efecto de la modificacibn estructural a
compuestos de las series 2 y 3 mediante acoplamiento molecular; asimismo, se
busca estudiar la formacion de amidas a partir de una amina poco nucleofilica, lo
cual representa uno de los pasos claves para acceder a este nuevo tipo de

moléculas.
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Tabla 2. Valores de energias de union de las estructuras de las piridinas trisustituidas de
la serie 2 con las tres isoformas de AKT*3

Clave R AKT1 AKT2 AKT3
AGunion Cluster AGuynisn Cluster AGuynisn Claster
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
S2-1 H -12.72 20 -11.04 17 -12.87 20
S2-2 4-Cl -13.27 20 -11.22 20 -13.43 20
S2-3 3,4-Cl -13.64 20 -11.33 20 -13.79 20
S2-4 3,5-CF3 -12.46 18 -9.93 20 -12.57 19
S2-5 3-Cl -12.97 19 -11.23 19 -13.08 18
S2-6 3-OCHs; -12.57 19 -10.98 17 -12.75 18
S2-7 4-CN -13.82 20 -11.26 20 -13.99 20
S2-8 3-CFs -12.45 9 -10.96 16 -12.83 19
S2-9 4-F -12.74 20 -11.02 20 -12.92 20
S2-10 3,5-Cl -12.94 20 -10.74 19 -13.12 20
Grupos hidrofébicos y
polares (-F, -Cl, - CN, etc).
Favorece interaccion
aromatica
Linker

aceptor/donador
de puentes de H

H

Interaccién con sitio
de union a fosfato

Interaccién con
cavidad de AKT

Figura 9. Interacciones consideradas para el disefio de piridinas trisustituidas.
NOTA: El linker utilizado para las series 2 y DL5 fue una amida, mientras que se eligié un grupo
amino para la serie 4.3
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Tabla 3. Valores de energias de unién de las estructuras de las piridinas trisustituidas de
la serie 3 con las tres isoformas de AKT

r
HN

Clave R AKT1 AKT2 AKT3
AGunisn Claster AGuynion Claster AGuynion Cluster
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
S3-1 H -10.79 10 -9.48 11 -9.58 13
S3-2 | 3,4-(metilendioxi) -11.26 8 -10.24 11 -9.39 9
S3-3 3-CF3 -10.58 6 -9.77 10 -8.99 4
S3-4 4-CF3 -9.92 7 -9.57 11 -9.37 13
S3-5 3,5-CF3 -9.34 6 -9.71 8 -8.96 9
S3-6 4-(SO2CHs3) -10.91 7 -10.70 8 -9.89 8
S3-7 4-(SO2CF3) -10.62 7 -10.28 13 -9.64 7
S3-8 4-(SO2NH>) -10.84 6 -10.42 6 -9.64 3
S3-9 4-(NHSO.CHs) -9.87 6 -10.55 7 -9.59 5
S3-10 4-OCHs -10.52 10 -10.17 15 -9.41 13
S3-11 4-NO2 -10.46 6 -9.91 7 -9.36 7
S3-12 2-Cl -10.83 10 -9.67 7 -8.97 6
S3-13 3-Cl -10.92 7 -10.00 11 -9.81 11
S3-14 4-Cl -11.01 4 -9.90 11 -9.13 6
S3-15 3,4-Cl -11.83 8 -10.09 7 -9.42 6
S3-16 3,4-OCH3 -10.27 3 -9.71 7 -9.72 5
S3-17 3-CF3 4-Cl -11.31 6 -9.68 8 -9.08 5
S3-18 3-OCF3 -10.67 7 -8.75 5 -9.04 10
S3-19 3- -10.82 4 -10.46 7 -10.60 4
(morfolinsulfonil)
S3-20 4-CONH; -10.60 9 -10.37 7 -10.02 4




ANTECEDENTES

(0]

Esquema 1. Modificacién de la posicion del nitrégeno de la carboxamida de la serie 2.

2.3.1. Formacién de amidas

Existen varios métodos reportados para obtener amidas a partir de aminas; en
los Ultimos afios se han popularizado aquellos que utilizan agentes acoplantes
para aumentar la electrofilia de &cidos carboxilicos y facilitar el ataque
nucleofilico de las aminas correspondientes.*> 46 También es posible sintetizar
amidas a partir de aminas y cloruros de acilo, utilizando trietilamina como

base.4748

En el caso de aminas poco nucleofilicas, existen otras estrategias que involucran
el uso de bases fuertes como amiduro de sodio o trimetilaluminio.*® Sin embargo,
estos reactivos tienen algunos inconvenientes practicos como que el amiduro de
sodio es sensible a la cantidad de agua y oxigeno presentes en el medio de
reaccion, lo que limita su uso a gran escala; mientras que el trimetilaluminio es
un agente altamente piroférico e inestable térmicamente;>° por ello, se prefieren

las alternativas mencionadas anteriormente.

2.3.1.1. Amidas a partir de acidos carboxilicos

Para formar el enlace amida a partir de la reacciéon de una amina y un acido
carboxilico, es necesario mejorar la electrofilia de este ultimo. Como se

menciono anteriormente, es posible utilizar agentes acoplantes tales como:
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PyBOP, COMU o DCC para formar un intermediario mas reactivo a partir del

acido correspondiente.

La metodologia general utilizada con dichos agentes requiere la presencia de N-
metilmorfolina (NMM) como base en la mezcla de reaccion, en la mayoria de los
casos. La reaccion llevada a cabo con gran parte de los agentes acoplantes no

requiere calentamiento ya que son compuestos altamente reactivos; ademas

pueden utilizarse diferentes disolventes, siendo CH2Clz uno de los méas comunes.

2.3.1.2. Amidas a partir de cloruros de acilo

En el caso de los cloruros de acilo, no es necesario aumentar la electrofilia, por
lo que las amidas son formadas en presencia de trietilamina como base y la
amina correspondiente. La base se requiere para neutralizar el &cido clorhidrico
gue se libera con el progreso de la reaccion. La metodologia requiere la
presencia de una atmdsfera de nitr6geno, suele realizarse a temperaturas
superiores al ambiente (alrededor de 25°C) y el disolvente mas comun es el

acetonitrilo.




JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

En la actualidad, el cancer representa una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Aunado a ello, se ha observado un
incremento en la incidencia de casos, con lo que se preveé que este padecimiento
se convertira en un problema de salud publica. A pesar de que existen varias
opciones de tratamiento, estas siguen teniendo efectos secundarios que afectan
la calidad de vida de los pacientes, ademas de no ser efectivas en el 100% de

los casos.

Debido a lo anterior, resulta de particular importancia la busqueda de nuevas
opciones para tratar los distintos tipos de cancer. En los ultimos afios, una de las
estrategias utilizadas para aumentar la eficacia de los anticancerigenos y reducir
sus efectos secundarios, ha sido el disefio de farmacos dirigidos a un blanco
terapéutico. En dicha busqueda, se ha encontrado que las isoformas de la AKT
cinasa representan un blanco con alto potencial para el desarrollo de nuevos

farmacos.

Siguiendo esta premisa, en nuestro grupo de investigacion se realizaron
estudios computacionales basados en la estructura para optimizar al compuesto
A, un inhibidor, en el orden micromolar, de AKT con estructura novedosa. A partir
de las distintas etapas de optimizacion virtual, se han propuesto series de
compuestos sintéticamente accesibles (Figura 8). Ademas, se han realizado
estudios de acoplamiento molecular que comprueban su potencial actividad
contra AKT.

De esta forma, seria posible determinar si la posicion del nitrogeno en la
carboxamida de los compuestos de la serie 2 es significativa para la interaccion
del ligando con la proteina. Ademas, se averiguara si la restriccion del enlace en
posicion cuatro de la piridina, con la adicion de un grupo carbonilo a los
compuestos de la serie 3 mejora la evaluacion del complejo de union proteina-

ligando.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos de la serie DL5A-DL5I, disefiados a partir de estudios de
optimizacién in silico en nuestro grupo de investigacion, presentaran valores
favorables de energia de unién en los estudios de acoplamiento molecular,
posicionandolos como inhibidores de AKT; la modificacion estructural en estas
nuevas moléculas mejoraré la estabilidad del complejo proteina-ligando, dando

origen a una familia de compuestos anticancerigenos.

. OBJETIVOS

5.1.0Objetivo general

Evaluar in silico el potencial anticancerigeno de nuevos derivados de piridinas
2,4,6-trisustituidas disefiados como inhibidores de la AKT cinasa y encontrar una

metodologia para su sintesis.

5.2.0bjetivos particulares

+» Predecir el modo de unién de la serie DL5A-DL5I con las tres isoformas de

AKT empleando estudios de acoplamiento molecular.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Predecir propiedades estructurales (logP, PM, enlaces rotables, etc.) de los
compuestos propuestos y determinar cuales de estos poseen las mejores

caracteristicas farmacoldgicas.

Disefiar una ruta de sintesis para obtener los compuestos de la serie DL5, a
partir de las sintesis previamente realizadas por nuestro grupo de

investigacion, asi como por la busqueda bibliografica realizada.

Sintetizar los compuestos de la serie DL5 a partir de la ruta de sintesis

propuesta.

Determinar las constantes fisicas (punto de fusion, Rf) y caracterizar la
estructura de los compuestos obtenidos mediante técnicas espectroscépicas
(RMN 1H, RMN *3C).
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuaciéon, se describe la metodologia computacional utilizada para la
evaluacion de nuevas piridinas 2,4,6-trisustituidas, asi como las diferentes rutas

sintéticas establecidas para la obtencion de los compuestos DL5A y DL5G.

6.1.Piridinas 2,4,6-trisustituidas

A partir de la identificacion del compuesto A como candidato a optimizacion para
el desarrollo de inhibidores de AKT, se han disefiado distintas series de

compuestos en nuestro grupo de investigacion.

Especificamente en este proyecto, se disefid una serie de nueve compuestos
derivados de piridinas trisustituidas. Con esta nueva serie se realizaron estudios
de acoplamiento molecular y se predijeron sus propiedades estructurales para
determinar su potencial como nuevos farmacos, empleando el servidor FAF-
Drugs4.5!

6.2.Parte computacional

6.2.1. Modelado por homologia

Para realizar el modelado por homologia de AKT3 se inicié con la busqueda de
la secuencia de aminoacidos de la proteina utilizando la base de datos UniProt.>%?
La secuencia en formato FASTA se alined con la base de datos del PDB,
encontrandose que la isoforma de AKT1 (PDB ID: 4GV1) era la mas similar.>?
Posteriormente, se construyeron modelos con los programas Modeler,>* Prime®®
y Swissmodel Server.5¢ Los modelos se optimizaron con el programa Maestro de

Schrodinger®” y después se evaluaron con el servidor MolProbity®®, con lo cual

se eligi6é la mejor estructura para ejecutar los estudios de acoplamiento molecular.
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6.2.2. Estudio de acoplamiento molecular

6.2.2.1. Preparacion de las proteinas

Las estructuras cristalograficas de las isoformas AKT1 y AKT2 se obtuvieron en
linea del Protein Data Bank (PDB); se seleccionaron aquellas con las claves
4GV1y 106L% para las isoformas 1 y 2, respectivamente. Las proteinas fueron
acondicionadas por remocion de las moléculas de agua y el sustrato GSK-3f en

el programa PyMOL 0.99.

Las proteinas obtenidas de los archivos PDB se optimizaron utilizando el
programa GROMACS 4.6.7 empleando un campo de fuerza Amber99-ILDN; una
vez optimizadas las estructuras de las isoformas 1y 2, se procedio a prepararlas
para el estudio de acoplamiento molecular junto con el modelo de AKT3. Para
ello, se agregaron cargas Gasteiger y se fusionaron los hidrégenos no polares a

las proteinas utilizando MGLTools 1.5.6.

6.2.2.2. Preparacion de los ligandos

La estructura de las piridinas 2,4,6-trisustituidas se construy6 con el programa

Spartan 1050y su geometria se optimizé utilizando el método semi-empirico PM6.

Empleando el programa AutoDock 4.2.5' y su interfaz grafica Autodock Tools
1.5.4, los &tomos de hidrogeno no polares se fusionaron a sus correspondientes
carbonos, se detectaron los centros de torsidbn y enlaces rotables de la
molécula,’? considerando rigidos los enlaces carbono-nitrdgeno del enlace

amida.
6.2.2.3. Acoplamiento molecular

Se realiz6 el acoplamiento molecular en la modalidad rigido-flexible. Utilizando
la interfaz grafica Autodock Tools 1.5.4 y el programa complementario Autogrid4,
la caja de busqueda se centré en las coordenadas (X, y, z) -19.687, 5.811, 16.166
para AKT1 y AKT3, mientras que para AKT2 se centré en 42.679, 30.329,
109.603; con 60x60x60 puntos de tamafio y un espaciado de 0.375 A.
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La busqueda de los complejos de uniébn mas favorables se realizé con el
programa AutoDock 4.2.%1; se utilizé el algoritmo genético Lamarckiano como
meétodo de busqueda conformacional, con un total de 20 corridas, un tamafio de
poblacion de 150 conférmeros, un nimero maximo de 2 500 000 evaluaciones
energéticas y 27 000 generaciones.3? Se seleccioné la menor energia de unién

y el mayor tamafio de cluster para representar el mejor modo de union.

6.3.Parte quimica

Para la obtencion de los compuestos de la serie DL5 se plantearon dos
propuestas, la primera de ellas involucro la sintesis de amidas y un posterior

acoplamiento de Suzuki (Esquema 2), mientras que en la segunda se sintetizé

el compuesto 7 para después realizar la formacién del enlace amida (Esquema
3).

Esquema 2. Ruta 1 de sintesis de los compuestos de la serie DL5.
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Esquema 3. Ruta 2 de sintesis de los compuestos de la serie DL5.

Debido a que el acoplamiento de Suzuki propuesto en los dos esquemas de
sintesis requiere a 5 como intermediario, la sintesis se inici6 con dicho

compuesto como se muestra a continuacion.

6.3.1. Sintesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-
2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (5)

La obtencién de 5 se inicio por una reaccion de sustitucion nucleofilica Sn2 entre
el a-bromoacetato de etilo y el 4-bromo-2-nitrofenol, utilizando carbonato de
potasio como base y acetona como disolvente para acceder asi al compuesto 3.
Este Ultimo se someti6é a una reduccion con Fe?, utilizando acido acético como
disolvente y catalizador &cido para la posterior sustitucion nucleofilica del acilo y
obtener el compuesto ciclado (6-bromo-2H-benzol[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (4).
Finalmente, se realiz6 una borilacion de Miyaura con diborobis(pinacolato)
(B2Pinz), empleando el catalizador Pd(dPPf)Cl2-CH2Cl2, acetato de potasio como

base y 1,4-dioxano como disolvente (Esquema 4).
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Esquema 4. Ruta sintética para obtener el compuesto 5. Reactivos y condiciones: a: a-

bromoacetato de etilo, Ko.COgs, acetona, 50°C; b: Fe®, AcOH, 50°C; c: B2Pin,,
Pd(dPPf)Cl>:CH2Clz, AcOK, 1,4-dioxano, reflujo.

6.3.2. Sintesis de los compuestos DL5A y DL5G

Para la obtencion de los compuestos finales DL5A y DL5G se establecieron
diferentes estrategias. Las primeras se basaron en la sintesis de amidas a partir
de una amina poco nucleofilica (6), por lo que fue necesario utilizar un buen
electroéfilo, para ello se requirieron acidos carboxilicos activados o cloruros de
acilo; la dltima de ellas se centr6 en mejorar la nucleofilia de la amina
mencionada, para ello se sustituyeron los cloros en las posiciones 2 y 6 mediante

un acoplamiento de Suzuki. Las metodologias fueron las siguientes:

a. A partir de acidos carboxilicos

Recurriendo a diferentes agentes acoplantes (PyBOP, COMU, CDI, DCC), en
presencia de N-metilmorfolina (NMM), se hicieron reaccionar los &cidos
carboxilicos correspondientes junto con la 4-amino-2,6-dicloropiridina utilizando
diferentes condiciones de temperatura y disolvente (Esquema 5).

NH, |O
X + OH Nvmm
Acoplante
=
Cl N Cl R

Esquema 5. Sintesis de amidas a partir de acidos carboxilicos.
NOTA: Las reacciones con DCC y CDI no requieren NMM.
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b. A partir de cloruros de acilo

Las amidas se obtuvieron mediante una sustitucion nucleofilica sobre el acilo
presente en los haluros de acido correspondientes. Estos se hicieron reaccionar
con la 4-amino-2,6-dicloropiridina (6) en presencia de EtsN; se ensayaron

diferentes condiciones de temperatura y disolvente. (Esquema 6).

I
0
AN Cl EtN
+ —_— | X R
Z
cl N cl R cl N/ cl

Esquema 6. Sintesis de amidas a partir de cloruros de acilo.

Las amidas 12 y 13 se hicieron reaccionar mediante un acoplamiento de Suzuki
con carbonato de potasio como base, catalizador Pd(PPhs)4 y una mezcla de
CH3sCN:H20 4:1 para aislar los compuestos finales DL5A y DL5G,

respectivamente (Esquema 7).
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Esquema 7. Ruta sintética para obtener los compuestos DL5A y DL5G. Reactivos y
condiciones: a: EtsN, DMF, 180°C; b: K>COs, Pd(PPhz)s, CHsCN:H,0O, MW 175°C.
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c. A partir de 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-
ona) (7)

Se hizo reaccionar a la 4-amino-2,6-dicloropiridina con el compuesto 5, en
presencia de K2COs como base, Pd(PPhs)4 como catalizador, y una mezcla
de disolventes CH3CN:H20 4:1 para llevar a cabo un acoplamiento de Suzuki
mediante calentamiento asistido por microondas y obtener el compuesto 7
(Esquema 8). Este ultimo se sometid a las reacciones de los incisos ay b

para obtener los productos finales deseados.

NH,
K,CO, X
Pd(PPh,) H | H
O 3 4 O§ N N/ N /O
CH LCN:H,0
MW 190°C o , o

Esquema 8. Acoplamiento de Suzuki de la 4-amino-2,6-dicloropiridina.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.Parte computacional

7.1.1. Modelado por homologia

Para la realizacion del modelo de AKT3 se buscé la secuencia de la proteina en la
base de datos UniProt> (ID: Q9Y243) para posteriormente efectuar el alineamiento
(Anexo IIlI). Como resultado de la bausqueda de secuencias analogas se encontr
que la isoforma de AKT1 era la méas similar, con un 82.7% de aminoé&cidos iguales

y 90.2% de aminoéacidos positivos.

Los aminoé&cidos positivos se refieren a aquellos que tienen la misma naturaleza
entre si, lo cual es relevante debido a que, es mas probable que la disposicidon
tridimensional sea muy semejante, aunque los aminoacidos no sean exactamente
iguales. Esto ultimo permite crear un modelo mas acertado, a partir de la secuencia

mas similar.

Posterior al alineamiento de secuencias se obtuvieron varios modelos, los cuales
fueron evaluados con el servidor MolProbity®8, en la Tabla 4 se muestra un
resumen de los resultados de algunos de ellos. El modelo A fue el mejor evaluado,

por lo que se seleccion6 para el posterior acoplamiento molecular.

Tabla 4. Resumen de los resultados de validacién de modelos generados

Modelo Rotameros | Diagrama de Ramachandran Aminoacidos | Evaluacion
favoremdos girados MoIProblty*

92.38 % 93 77 % 119% 0.30%

80.32 % 76.31 % 6.50 % 0.84% 78
C 80.56 % 77.57 % 5.87 % 1.26 % 52

90.64 % 89.22 % 2.99% 1.49% 5

*La evaluacién MolProbity toma en cuenta la evaluacion de aminoacidos sobrepuestos, rotdAmeros

y Ramachandran, donde 100 es la mejor puntuacion.

Puede notarse que los modelos A y D tienen un porcentaje similar de rotameros
favorecidos, superior al porcentaje de los modelos B y C. Los valores de
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Ramachandran también son similares para los modelos A y D (Figura 10), los
cuales representan las combinaciones angulares g (psi) y ¢ (phi) de todos los
aminoacidos que constituyen a una proteina.®® El objetivo para un modelo es tener
un porcentaje menor al 0.05% de valores no permitidos y un porcentaje mayor al

98% de valores permitidos.
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Figura 10. Diagramas de Ramachandran de los modelos A (izquierda) y D (derecha).

De lo anterior puede observarse que ninguno de los modelos cumple con los
criterios deseables, pero el modelo A es el de mejor aproximacion, seguido del
modelo D. De esto, podriamos esperar que dichos modelos tuvieran un valor de

evaluacién MolProbity similar, sin embargo, esto no sucede.

Enfocandose en el porcentaje de aminoacidos girados, es clara la diferencia entre
el modelo A y el modelo D. Lo ideal es que este porcentaje sea igual al 0%, por lo
gue el modelo A es mejor que el D en este aspecto. Esto influye directamente en
la evaluacion de cada uno de los modelos, indicando la importancia de este ultimo

paradmetro.

Los aminoacidos girados son aquellos cuyo angulo dihedro se desvia mas de 30°
de lo esperado para las conformaciones del enlace peptidico. La correcta posicion
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de los aminoacidos es crucial para el posterior acoplamiento molecular, de ahi que
los aminoacidos girados no sean deseables en el modelo tridimensional generado.
Esto es debido a que podrian obtenerse falsos positivos en los resultados, es decir,
podrian predecirse interacciones que no serian posibles con la geometria correcta

de la proteina.

7.1.2. Acoplamiento molecular

Como se menciond previamente en la seccion 2.3 (pag.12), en un intento de
favorecer la interaccion con los residuos Glu234/236/232 de las isoformas
AKT1/2/3, respectivamente; se llevdo a cabo la inversion de la carboxamida
presente en los compuestos de la serie 2, originando la serie DL5 (Tabla 5). Para
evaluar la influencia de este cambio en el disefio, se compararon los valores de
energia de union de cada una de las series de piridinas 2,4,6-trisustituidas (Tablas
2,3,5).

Tabla 5. Valores de energias de unién de las estructuras de las piridinas trisustituidas de la
serie DL5 con las tres isoformas de AKT

R

AKT1 AKT2 AKT3
Clave R AGunion , AGunion , AGunion ,
(Kcal/mol) | 1S | caimoly | C1UST | (kcamoly | ClUSter
DL5A H 11.79 12 11.31 18 -7.93 4
DL5B | 3-Cl | -11.71 11 1152 16 -8.30 4
DL5C | 4Cl | -11.33 11 11.38 14 8.23 5
DL5D | 3-CFs | -11.42 14 1111 13 -8.56 6
DLSE | 4-CFs | -11.07 15 20.66 10 7.85 6
DL5F | 3F 11.24 9 11.28 19 7.82 6
DL5G | 4-F 110.94 13 11.25 17 -7.90 5
DL5H | 3-NO, | -10.57 7 110.19 14 8.16 6
DL5I | 4-NO, | -11.02 8 -9.99 13 8.23 11
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Comparando los valores obtenidos para AKT1, se observa que los compuestos de
la serie 2 (Tabla 3) presentan mejores energias de unidn (valores mas negativos)
gue los compuestos de la serie DL5 (Tabla 5). Se observa también que los tamafios
de clUster para la serie 2 son mayores, excepto en el caso del compuesto S2-8.
Esto podria deberse a que los puentes de hidrégeno observados con los residuos
Thr211l y Thr291, para los compuestos de la serie 2 (Figura 11), no se llevan a

cabo para los compuestos de la serie DL5 (Figura 12).

Figura 11. Acoplamiento molecular del compuesto S2-3 con AKT1.%

La interaccion aromética con el residuo Phe442 observada en los compuestos de
la serie 2 tampoco se observa para los compuestos de la serie DL5. Con la pérdida
de estas interacciones, se esperaria que el valor de energia de union observado
fuera significativamente menor al que se obtuvo con los compuestos de la serie
DL5. Sin embargo, se observan interacciones del anillo de 2H-1,4-benzoxazin-
3(4H)ona con los residuos Lys179 y Glu228, ademas de conservar la interaccion
con Asp292 (Figura 12), lo que podria explicar la magnitud de AGunisn de los

compuestos de la serie DL5, como se muestra en la Tabla 5.
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Figura 12. Acoplamiento molecular del compuesto DL5B con AKTL.

Comparando los valores de magnitud de AGunisn encontrados para los compuestos
de la serie DL5 con los de la serie 2 (Tabla 3), en el caso de AKT2, no parece existir
una diferencia significativa en los valores de energia de unién obtenidos para dichas
series, ademas de presentar tamafios de cluster similares. Esto podria deberse a
gue se conserva el puente de hidrogeno con el residuo Asp293, ademas de las
interacciones con Lys181 y Gly159. También se conserva la conformacion en forma
de Y observada previamente en la busqueda de inhibidores de AKT231-33 (Figura
13).

Finalmente, para el caso de AKT3, los valores de AGunisn Obtenidos con los
compuestos de la serie DL5 son menores que los calculados para las otras dos
isoformas. También son desfavorables al compararlos con las series 2 y 3 (Tablas
2y 3). Larazdn de esto parece estar en que las conformaciones de los ligandos no

son similares entre ellas, y tampoco se observan las interacciones de los anillos de
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2H-1,4-benzoxazin-3(4H)ona que se mencionaron anteriormente (Figura V-1, del
Anexo V).

Figura 13. Acoplamiento molecular de DL5A con AKT2. (A) Modelo 3D que muestra la
conformacion en forma de Y que adopta DL5A. (B) Diagrama de interaccién 2D.

En cambio, en el caso de AKT1, los valores obtenidos par la serie DL5 (Tabla 5)
son similares a los obtenidos anteriormente para la mayoria de los compuestos de
la serie 3 (Tabla 4). Para AKT2, la serie DL5 presenta, en general, mejores
energias de union. Mientras que, para la isoforma AKT3, la serie 3 presenta valores
mas negativos de AGunisn, lo cual puede deberse a lo expuesto anteriormente sobre

la diversidad de conformaciones adoptadas por los ligandos.

De lo anterior se puede decir que la serie DL5 parece tener caracteristicas
favorables para inhibir a las isoformas AKT1 y AKT2, pero no AKT3. Ademas, la
restriccion del enlace realizada a la serie 3 con la formacion de la amida, parece
tener una relacion con el aumento de AGunisn Observado para la serie DL5. Esto
indicaria que la menor flexibilidad de la molécula favorece la estabilidad del
complejo de unién. Esta idea se sostiene al observar que la energia de unién y los

tamafios de clister aumentan en la serie 2 con respecto a la serie 3.
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De los diagramas de interaccion realizados para los compuestos de la serie DL5,
se encontrd que la formacion de un puente de hidrégeno con el residuo Glu234 de
AKT1 se lleva a cabo con DL5A y con aquellos fenilos sustituidos en la posicion 3
(Figura IV-2, del anexo IV). Esto sugiere que la conformacion adoptada por los
fenilos sustituidos en posicion 4 aumenta la distancia con Glu234 y no permite que

se lleve a cabo la interaccion deseada.

Esto no se cumple para el par de compuestos sustituidos en 3-F (DL5F) y en 4-F
(DL5G). En este caso, el compuesto DL5G es el que forma la interaccion por puente
de hidrogeno con el residuo Glu234. Se esperaria que ambos compuestos tuvieran
conformaciones similares a DL5A debido al isosterismo del H con F%; sin embargo
se observd que, aunque los tres compuestos adoptan un acomodo similar en la
cavidad de AKT1, la orientacién del nitrdgeno de la amida es determinante para la

formacion del puente de hidrégeno con Glu234 (Figura 14).

Las diferencias encontradas en los compuestos expuestos anteriormente sugieren
la posibilidad de la existencia de complejos de unién con mayor estabilidad. Es decir,
existe la probabilidad de que el compuesto DL5F adopte una conformacion en la
gue haya interaccion con Glu234. Esta misma suposicidon es aplicable al resto de
los compuestos de la serie DL5, por lo que la realizacion de estudios de dinamica
molecular permitiria esclarecer con mayor precision la conformacion y la energia

del complejo de union mas estable.

En el caso de los compuestos sustituidos con nitro: DL5H (3-NOz2) y DL5I (4-NO2),
se observé que ambos poseen la interaccion con Glu234 en la segunda mejor
evaluacion de acoplamiento molecular. Los tamafios de clister de las dos mejores
evaluaciones son muy similares entre si para DL5H e iguales para DL5I. Estas
observaciones refuerzan la sugerencia de llevar a cabo estudios de dinamica

molecular y encontrar el modo de union mas probable.
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Figura 14. Acoplamiento molecular de DL5A (rojo), DL5F (verde) y DL5G con AKTL1. Se
muestra el residuo Glu234 formando un puente de hidrégeno con DL5A y DL5G.

Ademas, con dichos estudios podria determinarse si las interacciones no
observadas anteriormente con Arg241 en el caso de DL5I se mantienen. Esa
interaccidén supone una posible mejora del disefio de inhibidores selectivos contra
AKT1 afadiendo grupos aceptores de puentes de hidrogeno en el fenilo presente

en posicion 4 del anillo de piridina (Figura 15).

Del acoplamiento molecular de los compuestos de la serie DL5 con la isoforma
AKT2 no se observé una tendencia clara como en el caso de AKT1. Aungue se
observé la formacién de puentes de hidrogeno con el residuo Glu236 y el nitrdgeno
de la amida de los compuestos: DL5A, DL5B, DL5D, DL5F y DL5G. En el caso de
AKT3, tampoco parece haber una relacion con la sustitucion del fenilo y la

conformacién adoptada en el complejo de unién ligando-proteina.
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Figura 15. Acoplamiento molecular del compuesto DL5I con AKT1. Se muestra un puente de
hidrogeno con Arg241 no observada anteriormente para las series de piridinas trisustituidas.

7.1.3. Propiedades moleculares de la serie DL5

Continuando con el estudio de los compuestos de la serie DL5, se predijeron
distintas propiedades estructurales tales como: peso molecular (PM), donadores de
puentes de hidrogeno (DPH), aceptores de puentes de hidrogeno (APH), enlaces
rotables (ER), area polar superficial topologica (tPSA) y logaritmo del coeficiente de
particion (logP). Los valores obtenidos para las piridinas trisustituidas propuestas

se muestran en la Tabla 6.

Las propiedades anteriores son comunmente utilizadas para predecir la
biodisponibilidad oral de nuevos farmacos en desarrollo. Para ello, se consideraron
las reglas de Lipinski (PM < 500, DPH <5, APH < 10 y logP < 5), Egan (0 <tPSA <
132, -1 <logP < 6) y Veber (ER =< 10, tPSA < 140). Si estas reglas se cumplen, se
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esperaria que los compuestos presenten una buena biodisponibilidad oral; por el
contrario, si dos 0 mas de estas propiedades se encuentran fuera del rango

establecido, existe probabilidad de que estos posean baja biodisponibilidad. 6567

El compuesto DL5A cumple con todas las reglas de Lipinski, mientras que los
compuestos DL5B-DL5G sélo incumplen con el peso molecular, por lo que se
consideran aceptables bajo este criterio. Los compuestos DL5H y DL5I incumplen
con el peso molecular y con el nimero de aceptores de puentes de hidrogeno, lo

cual se considera una alerta para estas moléculas.

Tabla 6. Propiedades moleculares de los compuestos de la serie DL5
tPSA DPH APH ER Solubilidad (mg/L)*

DL5A 49248 292 11865 3 6 4 4132.53
DL5B  526.93 3.54 118,65 3 6 4 2416.53
DL5C 526.93 3.54 11865 3 6 4 2416.53
DL5D | 560.48 | 3.80 118.65 3 6 5 1922.87
DL5E 560.48 3.80 118.65 3 6 5 1922.87
DL5F | 510.47 3.02 11865 3 6 4 3597.46
DL5G 51047 3.02 11865 3 6 4 3597.46
DL5H 53748 | 2.74 164.47 3 12 5 4125.96

DL5I 537.48 2.74 16447 3 12 5 4125.96
*La solubilidad es estimada por medio del método ESOL.%8

Pasando a las reglas de Egan, los compuestos DL5H y DL5I incumplen con el tPSA
establecido, el resto cumple con ambas especificaciones. El caso anterior se repite
con las reglas de Veber. Esto indica que la mayoria de los compuestos de la serie

DL5 podrian presentar buena biodisponibilidad oral.

Con las propiedades anteriores, también pueden emplearse las reglas de GSK
4/400 y Pfizer 3/75 para la prediccion de la toxicidad.%8 La primera de ellas establece
gue aquellos compuestos con logP>4 y PM>400 tienen mayor probabilidad de ser
toxicos, mientras que la segunda dicta que compuestos con logP>3 y tPSA<75

pueden presentar toxicidad.
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En el caso de los pardmetros GSK 4/400, se observa que ninguno cumple con el
peso molecular indicado. En cambio, todos los compuestos cumplen con la
condicion del logP, lo cual los coloca como aceptables. En cuanto a las condiciones
establecidas por Pfizer 3/75, los compuestos DL5A, DL5H y DL5I cumplen con

ambas reglas; el resto de los compuestos s6lo cumple con la de tPSA.

Con lo anterior, se deduce que la mayoria de los compuestos presentan riesgo de
toxicidad, debido a su alto peso molecular y logP. Ademas, los compuestos DL5H
y DL5I presentan un grupo nitro aromatico, asociado con alta toxicidad.”® Aunado
a ello, estos dos ultimos compuestos tampoco presentaron caracteristicas que
cumplieran con las reglas de Egan y Veber, por lo que no son buenos candidatos

para el desarrollo de nuevos farmacos.

La solubilidad predicha para todos los compuestos es reducida. En la mayoria de
los casos se observa que el aumento del PM afecta negativamente a la solubilidad.
La prediccion de la solubilidad para todas las moléculas es menor respecto a DL5A,
lo cual era una tendencia esperada al afladir grupos polares hidrofobicos. Esta
limitante de solubilidad es sujeta a resolverse con estrategias de formulacion u

optimizaciones posteriores.

7.2. Parte quimica
7.2.1. Sintesis de las N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamidas (11-13)

Para la obtencion de las amidas 11-13, se plante6 a la 4-amino-2,6-dicloropiridina
como el sustrato a utilizar. Esto supone un reto sintético debido a que la amina
presente en el sustrato es poco nucleofilica al encontrarse en resonancia con el
sistema aromatico de un sistema Tr-deficiente como lo es la piridina, ademas de

presentar dos sustituyentes atrayentes de densidad electronica.

Por ello, se realizaron tres estrategias distintas, las dos primeras (a y b) consistieron

en aumentar la electrofilia del grupo acilo a utilizar en la reaccion de formacion de
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la amida, mientras que la tercera (c) se centr6 en aumentar la nucleofillia del

sustrato al remover los grupos electroatractores.

En primera instancia se plante6 el uso de acidos carboxilicos y agentes acoplantes
(a). Se propuso también la utilizacion de cloruros de acilo (b), los cuales se hacen
reaccionar con la amina correspondiente. En cuanto al aumento de nucleofilia del
sustrato (c), se planeé la sustitucion de los cloros presentes en las posiciones 2 y
4, los cuales se sustituyeron por 6-(2H-benzo[b][1,4]-oxazin-3(4H)onas (Esquema
9).
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Esquema 9. Diagrama general de las estrategias de sintesis para obtener los compuestos
finales DL5.
NOTA: Las estrategias a 'y b contemplan la inicial formacién de la amida y después el
acoplamiento de Suzuki, se planeé el orden inverso para la estrategia c.

Se abordaran primero los resultados que se obtuvieron en la implementacion de la
ruta a, mediante la activacion de los acidos carboxilicos con agentes acoplantes.
Los acidos activados se hicieron reaccionar con la 4-amino-2,6-dicloropiridina. De
esta forma se buscé aumentar la electrofilia del acido carboxilico y facilitar el ataque

del amino para formar la amida correspondiente.
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Existe una gran diversidad de agentes acoplantes y su uso se ha popularizado
debido a la facilidad de su manejo. Ademas, los tiempos de reaccion suelen ser
cortos y con buenos rendimientos. La eleccion del agente acoplante depende del

acido carboxilico y de la amina a utilizar para formar el enlace amida.”®

La metodologia general con los agentes acoplantes fue: disolver el acido carboxilico,
agregar agente acoplante, afiadir base, esperar 10 minutos y finalmente agregar la
4-amino-2, 6-dicloropiridina. Para encontrar las mejores condiciones de reaccién,
en este estudio se utilizaron varios agentes acoplantes, se vario el disolvente de la

reaccion y la temperatura.

Asimismo, se llevé a cabo la reaccion utilizando calentamiento convencional y
calentamiento por microondas. Se esperaba que este Ultimo contribuyera a
disminuir el tiempo de reaccion, ademas de aumentar el rendimiento;’# en la Tabla

7 se muestran los diferentes experimentos realizados.

En los experimentos 1 y 2 no se obtuvo el producto deseado; en el primero, la
reaccion se realiz6 a temperatura ambiente, por lo que esta se intentd optimizar
aumentando la temperatura. En los dos casos, el disolvente empleado fue
diclorometano (CH2Cl2), este es un disolvente utilizado comunmente con varios
agentes acoplantes, es por eso gue se eligié como primera opcién. Sin embargo, al
tener un bajo punto de ebullicién (40°C), no permite realizar un calentamiento mas

alla de dicha temperatura.

No obstante, al no observar transformacion de la materia prima ain después de
aumentar la temperatura de la mezcla de reaccién, se afiadio terbutoxido de potasio
para desprotonar el grupo amino de la piridina (Esquema 10) y aumentar su
nucleofilia. A pesar de ello siguio sin observarse transformacion a producto, por lo

gue se decidié cambiar el disolvente a tolueno.




Tabla 7. Condiciones de reaccion utilizadas para llevar a cabo la formacién de amidas con
agentes acoplantes
Condiciones de
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Experimento  Disolvente Agente Base o Resultado
acoplante reaccion
temperatura sin formacién del
1 CHCl; DCC DMAP ambiente, 48
producto
horas
DMAP, calentamiento sin formacion del
2 CH:Cl bce t-BUOK | 38°C, 24 horas producto
calentamiento minima formacion
3 Tolueno bce DMAP 80°C, 24 horas del producto
temperatura minima formacion
4 CHClI; PyBOP NMM ambiente, 24
del producto
horas
temperatura minima formacién
5 CHCl; COMU NMM ambiente, 24
del producto
horas
temperatura sin formacion del
6 CHsCN DCC ambiente, 24
producto
horas
MW 100°C, sin formacion del
! 2LilE Diele RULa\E 100W, 20 minutos producto
MW 120°C, sin formacion del
8 DMF bcc DMAP 130W, 20 minutos producto
MW 120°C, sin formacion del
9 DMF DCC DMAP 150W, 20 minutos producto
MW 120°C, minima formacion
10 DMF CDI 275W, 20 minutos del producto

Después de llevar a cabo la reaccién a una temperatura mas alta, se observé

transformacién de la materia prima (experimento 3). El porcentaje de
transformacién de la metodologia tres con tolueno es similar a la observada para
las metodologias cuatro y cinco (PyBOP y COMU, respectivamente). Sin embargo,
las reacciones con PyBOP y COMU se llevaron a cabo a temperatura ambiente,

usando CH2Cl2 como disolvente y NMM como base (experimentos 4 y 5) (Tabla 7).
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Esquema 10. Desprotonacion de la 4-amino-2,6-dicloropiridina con terbutoxido de
potasio.

En los experimentos con agentes acoplantes se emplean cantidades equivalentes
de estos, lo cual representa un alto costo en el caso de PyBOP y COMU, en
comparacion con DCC, que es mas econdémico. Ademas, las reacciones llevadas a
cabo con esos agentes no suelen calentarse mas alla de 60°C. Durante la
realizacion de estos ensayos se calent6 a 50°C sin observar diferencia significativa

en la transformacién de materia prima.

Por esa razén se decidio utilizar DCC y DMAP para llevar a cabo la sintesis asistida
por microondas, de la cual se aislé un producto puro que coincidia en polaridad con
la amida esperada (menos polar que la materia prima) detectada por ccf. El solido
obtenido se caracterizé6 por RMN 'H (Figura 16), resultando ser el intermediario

resultante de la reaccion del acido carboxilico con DCC (Esquema 11).

El espectro obtenido para dicho intermediario presentaba sefales en la zona donde
se observan hidrogenos alifaticos. Las sefiales presentes en 0.80-1.70 ppm
corresponden a los hidrogenos de los ciclohexilos (2-6 y 14-18) (Figura 16). La
sefial multiple en 3.20-3.09 ppm corresponde al H-1 y la sefial triple en 4.13 ppm al
H-13. La sefal simple a 7.46 ppm, que integra para cuatro protones corresponde a
los hidrégenos del anillo aromatico. Finalmente, la sefial doble presente en 7.91

ppm corresponde al hidrégeno 7.
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Esquema 11. Mecanismo de formacion del intermediario reactivo del acido 4-clorobenzoico
con diciclohexilcarbodiimida (DCC).%®
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Figura 16. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N,N’-
diciclohexilcarbamimidato de 4-clorobenzoilo.
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El espectro discutido anteriormente demuestra que el acido carboxilico si forma un
intermediario mas reactivo con el agente acoplante DCC. Sin embargo, la nucleofilia
de la 4-amino-2,6-dicloropiridina (6) sigue siendo insuficiente para formar las
amidas deseadas. Ya que los agentes acoplantes utilizados forman un
intermediario con mayor volumen molecular, lo que podria dificultar ain mas la

reaccion por impedimento estérico, se propuso entonces utilizar CDI (Figura 17).
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Figura 17. Agentes acoplantes utilizados.

PFg O

Tras realizar la reaccion por la metodologia general descrita para los agentes
acoplantes, se observé mediante ccf la transformacién del acido carboxilico con
CDI; sin embargo, al no observar la formacion satisfactoria de la amida deseada,
se comprobd la presencia de dicho intermediario. Para ello, a la mezcla de reaccién
se le afiadio metanol y se calenté a 50°C con el propdsito de formar un éster a partir
del intermediario con CDI. Al comparar la mezcla anterior con la reaccion del 4cido,
CDI y metanol se observé que el éster correspondiente se habia formado,

confirmando la presencia del intermediario con CDI.

Esto ultimo verifica que se lleva a cabo la reaccion entre los acidos carboxilicos y
los agentes acoplantes, pero la nucleofilia del sustrato sigue siendo baja para lograr
la sintesis deseada. Debido a que las reacciones realizadas con agentes
acoplantes no presentan resultados favorables, se procedié a la utilizacién de

cloruros de acilo; estos ultimos son muy reactivos debido a que la electrofilia del
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carbono carbonilico es muy alta. Para llevar a cabo dichas reacciones se utilizé
como base EtsN, la cual ademas de formar un intermediario reactivo tiene la funcion

de neutralizar el HCI producido (Esquema 12).

CH,

o

L~
&CI +H3C\/'\'w —> R N~

R
\
H,C O

Esquema 12. Reaccién de EtsN con cloruros de acilo. Se forma un intermediario que sigue
siendo electrofilico.

Para llevar a cabo las reacciones con cloruros de acilo, se utilizé la metodologia
descrita en la literatura, con EtsN a temperatura ambiente utilizando CH2Cl2 como
disolvente.*”*8 Con estas condiciones (experimento 1) se observo la formacion de
producto, sin embargo, aun se observaba materia prima en la cromatoplaca

realizada después del tiempo de reaccion indicado en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de reaccion utilizadas para la formacién de amidas con los cloruros de
acilo correspondientes

Experimento | Disolvente Base Condiciones de reaccion Rendimiento*

temperatura ambiente, 24

1 CH:ClI; 2eq EtsN 60%
horas
2 ‘ CHsCN ‘ 2eq EtsN ‘ calentamiento a 50°C, 7 horas ‘ 30%
3 ‘ CHsCN ‘ 2eq EtsN ‘ calentamiento a 75°C, 3 horas ‘ 65%
4 ~ DMF | 23eqEtN MW 120°C, 130W, 20 minutos | 20%
5 - DMF  23eqEtN MW 130°C, 175W, 20 minutos - 30%
| i 75°C, 24
6 CHsCN 2.56q EtsN calentamiento a 75°C, 35%
horas
lentamient °C, 24
7 DMF  32eqEeN ~ calentamientoasotc, 40%
horas
3.5eq calentamiento a 110°C, 36
DMF 25%
8 K2CO3 horas o%
i (o]
9 DMF 3.2q EtsN calentamiento a 110°C, 36 70%
horas

*El rendimiento reportado es cualitativo, excepto en el caso de los experimentos 1, 3 y 9, donde se
obtuvo un sélido cuantificable.
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Se decidié variar el disolvente para llevar a cabo la reaccibn a una mayor
temperatura, con esto se esperaba aumentar el rendimiento y disminuir el tiempo
necesario para la obtencion del producto. Con las pruebas 2 y 3 pudo elucidarse
que la temperatura es un factor crucial para disminuir el tiempo de reaccion.
Sabiendo esto, se llevaron a cabo reacciones con calentamiento asistido por

microondas.

Con los ensayos 4 y 5 se comprob6 que la temperatura es uno de los factores que
mas se relacionan con el aumento del rendimiento. Sin embargo, decidié no
incrementarse mas el calentamiento debido a que la presion interna del vial
aumento6 considerablemente en los sistemas de reaccion con trietilamina. Por esta

razon, se decidid continuar con calentamiento convencional.

Tomando como base la prueba 3, se decidid6 modificar el tiempo de reaccidn; sin
embargo, el rendimiento no se incrementd, evidenciando que dicho factor no era
crucial para el aumento del rendimiento. Se decidid entonces aumentar los
equivalentes de base para evitar la protonacién del compuesto 6 con el HCl liberado

del cloruro de acilo.

El rendimiento aumenté con la mayor cantidad de base, por lo que se decidio elevar
la temperatura y ejecutar las condiciones de las pruebas 8 y 9. La presencia del
carbonato de potasio como base hizo disminuir el rendimiento de la reaccion, lo
cual podria deberse a que el intermediario reactivo que se forma con la trietilamina
influye en el rendimiento. Tras el estudio de diferentes condiciones de reaccion, se
encontré que las mejores condiciones a partir de cloruro de acilo son: DMF como

disolvente a 110°C y 3.2 eq de trietilamina.

Con dichas condiciones de reaccion se obtuvieron las amidas 12 y 13; la amida 11
se obtuvo a partir de la primera metodologia llevada a cabo (experimento 3, Tabla
8). Esta ultima se obtuvo en buen rendimiento (65%), seguida de la amida 13 (50%)

y la 12 (20%). Las amidas 11 y 13 son las precursoras de los compuestos finales
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DL5A y DL5G, donde el R de la parte acida de la amida son H y 4-F,
respectivamente. Debido al bajo rendimiento obtenido para la amida 12 no fue
posible llevar a cabo la ultima reaccién y originar el compuesto final DL5B (R= 3-
Cl).

Debido a que en la reaccion con cloruros de acilo no se agota la materia prima, se
llevo a cabo la sustitucion de los cloros presentes en las posiciones 2 y 6 de la
piridina por los anillos de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)ona para originar el compuesto
7. El compuesto 7 se obtuvo llevando a cabo un acoplamiento de Suzuki entre el

compuesto 5y la materia prima 6 (Esquema 8).

Se utilizaron diferentes condiciones de reaccion para llevar a cabo la formacion de
las amidas a partir del compuesto 7 (Tabla 9), lo cual originaria los compuestos
finales. Ninguna de estas resultdé en la formacion del producto, lo cual muy
probablemente se debe al impedimento estérico que evita que el grupo amino
ataque nucleofilicamente al cloruro de acilo o a los intermediarios reactivos

formados con agentes acoplantes.

Tabla 9. Condiciones de reaccion utilizadas para la formacion de amidas con el compuesto (7)

1 cloruro de EtsN calentamiento a 45°C, sin formacién del
acilo 24 horas producto

2 cloruro de EtsN MW 130°C, 175W, 20 sin formacion del
acilo minutos producto

3 PyBOP NMM  temperatura ambiente, sin formacién del
24 horas producto

4 comMu NMM  temperatura ambiente, sin formacién del
24 horas producto

5 CDI MW 130°C, 350W, 20 sin formacion del
minutos producto

*La materia prima utilizada en las metodologias 3-5 fue el &cido carboxilico correspondiente y el agente

acoplante mencionado en la tabla.

A continuacion se describe la caracterizacion estructural de las amidas obtenidas,

la cual se realizé utilizando espectroscopia RMN *H (Anexo Il). En los espectros se
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observa una sefial simple correspondiente al hidrogeno de la amida alrededor de
11 ppm, la que desaparece con D20. Mientras que alrededor de 7.9 ppm esta
presente la sefial que integra para los dos hidrogenos de la piridina. En el caso de

la amida 11 se detallan las sefiales aromaticas en el Anexo Il.

Para las amidas intermediarias 12 y 13, las sefiales aromaticas correspondientes a
los hidrégenos 1-6 (Figura 1l-1, del Anexo 1l) se observan duplicadas, es decir, se
observa una sefal principal y otra con las mismas caracteristicas pero menor
intensidad a campo més alto. Este fendmeno se observo también en los espectros
de los compuestos finales, lo cual sugiere la presencia de dos conférmeros del

mismo compuesto.

Debido a lo anterior, para llevar a cabo la asignacion de sefiales de las amidas se
realizaron los siguientes experimentos bidimensionales: COSY, HSQC, HMBC y
NOESY. A continuacién, se muestra un ejemplo de esta asignacion con el
compuesto 12. El andlisis se enfocé en la asignacion de las sefiales arométicas,
debido a que ya se habia asignado el H-8.

Se comenzd por el experimento COSY (Figura 18), con el que se establecen
correlaciones con hidrogenos vecinos. Aqui se encontrd interaccion de H-3 con H-
2 y H-4; ademés de interaccion de H-6 con H-2 y H-4. Se continu6 con el espectro
HSQC para la asignacion de carbonos; en la Tabla 10 se muestra la correlacion de
sefales que indican un enlace carbono-hidrégeno. En la Figura 19 se muestra una

ampliacion a la regién aromatica del espectro obtenido.

Para la asignacion de carbonos cuaternarios se utilizé el experimento HVBC,
descartando las seiiales obtenidas del experimento anterior. Los valores de
desplazamiento se muestran en la Tabla 11, asi como una ampliacion del espectro

en la Figura 20.
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Figura 18. Correlacién *H-'H a dos y tres enlaces de distancia (COSY) del compuesto 12.

Tabla 10. Correlacion del enlace H-3C observada en el espectro HSQC de 12

Posicién del H Desplazamiento del H (ppm) Desplazamiento del C (ppm)
2 7.87 127.13
3 7.58 131.08
4 7.71 132.80
6 7.97 127.99
27 7.85 113.05
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Figura 19. Correlacién del enlace *H-*C (HSQC) del compuesto 12.

Tabla 11. Correlacion del enlace *H-3C observada en el espectro HMBC de 12. Se enlistan
las correlaciones no observados en el experimento HSQC
Carbono con el que

1 (ppm)

Posicion del H 0 de H (ppm) correlaciona 0 de C (ppm)
2 789 . 12797
: : 135,65
6 7.98 7 165.70
; s
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Figura 20. Correlacion *H-1*C a dos y tres enlaces de distancia (HMBC) del compuesto 12.

Finalmente, con el experimento NOESY pudo observarse correlaciéon en el espacio
entre los hidrégenos 2”, 6 y 8, ademas de los hidrogenos 2 y 8; lo cual confirma la

presencia de dos conférmeros.

Continuando con la caracterizacién estructural de los compuestos finales, en
primera instancia se asignaron las sefiales de los hidrégenos correspondientes a
los anillos de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)onas en las posiciones 2 y 6. Tomando como
ejemplo al compuesto final DL5A, se obtuvo del espectro de RMN *H la siguiente
asignacion de sefales en ppm (Figura 21): 4.65 (s, 4H, H-1°), 7.11 (d, J= 8.3 Hz,
2H, H-8"), 7.69 (dd, J=8.3, 2.1 Hz, 2H, H-7’), 7.72 (d, J= 2.0 Hz, 2H, H-5’), 8.23 (s,
2H, H-2"), 10.74 (s, -D20, 1H, H-8), 10.88 (s, -D20, 2H, H-3").
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Figura 21. Numeracion arbitraria dada al compuesto DL5A para la asignacion de sefiales en
los espectros de RMN.

Para la asignacion de sefales aromaticas se analizé el espectro 2D COSY,
encontrandose interaccion de los hidrégenos 3, 4 y 5 con los hidrégenos 2 y 6.
Ademas se observo la interaccion de H-7’ con H-8’ (Figura 22). Posteriormente con
el espectro HSQC (Figura 23), se realizo6 la asignacién de carbonos mostrada en
la Tabla 12.

Tabla 12. Correlacion del enlace '*H-'3C observada en el espectro HSQC de DL5A
Posicién del H Desplazamiento del H (ppm) Desplazamiento del C (ppm) |

2 8.01 128.23
3 7.57 128.97
4 7.63 132.58
27 8.21 108.56
1 4.63 67.15
5 7.70 114.41
7 7.72 121.84
8’ 7.09 116.76
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Figura 22. Correlacion *H-'H a dos y tres enlaces de distancia (COSY) del compuesto

DL5A.
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Figura 23. Correlacién del enlace *H-*C (HSQC) del compuesto DL5A.
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Para la asignacion de carbonos cuaternarios se utiliz6 el experimento HMBC,
descartando las sefiales obtenidas del experimento anterior. Los valores de
desplazamiento se muestran en la Tabla 13, asi como una ampliacion del espectro
en la Figura 24.

Tabla 13. Correlacién del enlace *H-3C observada en el espectro HMBC de DL5A. Se

enlistan las correlaciones no observados en el experimento HSQC
Carbono con el que

Posicién del H 0 de H (ppm) correlaciona 0 de C (ppm)
g 2 165.08
1 402 9 144.61
8 7.08 4 133.72
8 114.42
r 7.69 9 144.07
17 156.25
3 7.56 1 134.56
2" 8.19 3" 148.51
6 8.02 7 166.96
8 10.72 2" 108.65
3 10.85 9 144.62
[] i
{10.72,108.65} 110
—_— I L F115
— ' 1 +120
| l“ u“ '“ 130
—3 {7.56,184.56, {7.08,133.72}
Eﬁﬁ }\ rI i s 2
g
] {10.85,144.62} {7.57,144.07}, (4.62,144.61 e =
" {8.19,148.51}‘ ¥ L }‘ 145
(150
— ) " 155
160
| {8.02,166_96}\” {4.6[),165.08];.. s

T T T T T T
5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

110 10.5 10.0 0.5 0.0 8.5 8.0 7.
f2 (ppm)

Figura 24. Correlacién *H-3C a dos y tres enlaces (HMBC) del compuesto DL5A.
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7.2.2. Sintesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-
2H-benzol[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (5)

La ruta de sintesis se inici6 con el 4-bromo-2-nitrofenol (1), el cual se hizo
reaccionar con a-bromoacetato de etilo (2) para llevar a cabo una sustitucion
nucleofilica Sn2;"® se empledé carbonato de potasio para favorecer la
desprotonacion del grupo hidroxilo y facilitar el ataque nucleofilico de este al
compuesto 2. El rendimiento obtenido fue muy alto (99.7%), por lo que sélo se
realizaron lavados de agua fria para remover los restos de compuesto 2 y sales

remanentes.

Posteriormente, el compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (3) obtenido
de la reaccion anterior se sometio a reduccién quimica con Fe° en presencia de
acido acético glacial. Para esta reaccion, es necesario llevar a cabo la reduccion
quimica y no catalitica porque se desea que el grupo amino resultante de la
reduccion del nitro lleve a cabo un ataque nucleofilico intramolecular al grupo acilo.
Esto se favorece con la catdlisis acida presente y el calentamiento a 50 °C. Una vez
obtenido el compuesto 4 se lleva a cabo una borilacion de Miyaura, de la cual se

obtiene un rendimiento del 67.4% de compuesto puro.

7.2.3. Sintesis de los compuestos finales DL5A y DL5G

Los compuestos finales se sintetizaron a partir de las amidas correspondientes y el
compuesto 5 mediante un acoplamiento de Suzuki-Miyaura. Para realizar dicho
acoplamiento es necesario un catalizador de paladio, una base, un compuesto de
organoboro y compuestos con un buen grupo saliente, como un haluro de arilo. Con

esos reactivos es posible la formacion de un enlace carbono-carbono.

Con el acoplamiento de Suzuki es posible utilizar una gran variedad de halogenuros,
asi como diferentes compuestos de organoboro como ésteres boronicos, acidos

boronicos o sales de trifluoroborato. Debido a la menor toxicidad de los reactivos,
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el acoplamiento de Suzuki presenta ventajas frente a otros acoplamientos cruzados

para la formacién de enlaces carbono-carbono como el de Stille o Negishi.”

Los principales pasos del mecanismo de reaccion del acoplamiento de Suzuki son:
la adicion oxidante, la transmetalacién y la eliminacién reductora (Figura 25). Para
aumentar el rendimiento en la obtencion de los compuestos finales, es posible llevar
a cabo modificaciones en las condiciones de reaccidon que favorezcan una o varias

de las etapas del mecanismo.”* 7°

R—X
LnPd(0)
R-R’
Adicion Oxidante
Eliminacién Reductora
AR AR
LnPd(ll) LnPd(ll)
base
Transmetalacion
©
X-BY3 e R1-BY3

Figura 25. Mecanismo general del acoplamiento de Suzuki.”
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8. CONCLUSIONES

» Se realiz6 el disefio de una nueva serie de piridinas 2,4,6-trisustituidas a partir

de un inhibidor en el rango micromolar detectado con técnicas de cribado virtual
de alta eficiencia. Los compuestos de la nueva serie presentan buenos valores

de energia libre de unién con AKT1 y AKT2, pero no con AKT3.

No se conservan todas las interacciones observadas en la serie 2 con los anillos
en posicion 2y 6 de la piridina para la serie DL5, sin embargo, existen otras que
podrian compensarlas. Del acoplamiento molecular con AKT1 se sabe que
aguellos compuestos de la serie DL5 sustituidos en la posicion 3 del fenilo,
presente en la posicion 4 de la piridina, interaccionan con los residuos Glu234

y Glu236 para formar un puente de hidrogeno.

Los compuestos de la serie DL5 presentan propiedades moleculares que
aumentan su probabilidad para tener buena biodisponibilidad oral. Sin embargo,

presentan caracteristicas que los predicen como potencialmente toxicos.

Del estudio sobre la metodologia para la sintesis de los compuestos disefiados,
se obtuvo que la mejor opcion para la obtencion de los compuestos finales es
la sintesis de amidas a partir de la 4-amino-2,6-dicloropiridina y cloruros de
acilo; para después llevar a cabo un acoplamiento de Suzuki.

Se sintetizaron dos compuestos finales a los cuales se les determinaron sus
propiedades fisicoquimicas (Rf y pf) y se caracterizaron por medio de RMN
unidimensional y bidimensional. En dichos espectros se observa la presencia

de dos conférmeros.
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9. PERSPECTIVAS

» Realizar estudios de dinamica molecular para determinar cuales de los
compuestos poseen la mejor estabilidad en el complejo de union con las

isoformas de AKT.

» Sintetizar los compuestos finales obtenidos a mayor escala, asi como la
obtencion del resto de los compuestos de la serie DL5 para llevar a cabo la
evaluacion de su actividad inhibitoria contra AKT. Correlacionar estos
resultados con los de acoplamiento molecular y establecer si los Ultimos son

predictivos.

» Realizar ensayos de actividad inhibitoria in vitro con lineas celulares de cancer
que sobreexpresen AKT, ademas de lineas celulares sanas. Determinar su CI150

y su indice de selectividad.
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.Instrumentacién y materiales

El peso de las sustancias se determind en una balanza analitica Sartorius

A210P o bien en una balanza granataria Scientech SL600.

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla
automatica IKA modelo IKAMAG RET baésica con sensor de temperatura
modelo IKATRON ETS-D4 fuzzy.

Los acoplamientos de Suzuki se llevaron a cabo en un microondas Anton

Paar modelo Monowave 400, con viales de 10 mL.

Las metodologias de formacion de amidas se realizaron en un microondas
Anton Paar modelo Multiwave PRO, rotor 64GM.

La evaporacion de los disolventes se realizd a presion reducida empleando
un rotaevaporador IKA modelo RV 10, con un bafio de calentamiento IKA
modelo HB10 acoplado a una bomba de vacio Vacuubrand, modelo 4C y un

condensador conectado a un enfriador Brinkmann modelo 1C-30.

Los puntos de fusiébn no corregidos de los compuestos se determinaron
utilizando capilares de vidrio en un aparato Biichi B-540.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se realizaron en
espectrometros Varian modelo Unity Inova de 400 MHz. Los disolventes
deuterados empleados fueron dimetilsulféxido y agua. Los desplazamientos
quimicos (8) se reportan en ppm. Las constantes de acoplamiento J se
reportan en Hertz. La simbologia expresada es: s= sefial simple, d= sefal
doble, t= sefal triple, m= sefial multiple, dd= sefal doble de dobles, -D20=

desaparece por intercambio con agua deuterada.
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o Las cromatografias en capa fina (ccf) para el seguimiento de reacciones se
hicieron en placas cromatograficas de gel de silice 60 Merck® GF-254. La
visualizacion de los compuestos se realizdé con una ldmpara UV UVGL-25
UVP®. Las cromatografias en columna se llevaron a cabo usando como fase
estacionaria gel de silice 60A Aldrich con una distribucion de tamafo de

particula de 0.015-0.040 mm. Los sistemas de elucién se listan en la Tabla

I-1.
Tabla I-1. Sistemas cromatogréficos utilizados
Sistema Proporcion
! ~ Hexano:AcOEt 60:40
Il Hexano:AcOEt 80:20
1 Hexano:AcOEt 85:15
\Y, CHCIs:MeOH 95:5
\% CHCIs:MeOH 85:15

11.2. Técnicas para la sintesis de los compuestos

11.2.1. (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (3)

Br NO, (l? K,CO, Br NO,
+ Br —~
\©: ~ 0N Acetona ~_O -
OH o O
50 °C |c|)
21%.00 16%00 30209

En un matraz bola de una boca de 100 mL, equipado con agitador magnético y
condensador en posicion de reflujo, se afiadieron 5.00 g (22.94 mmol) de 4-bromo-
2-nitrofenol (1), los cuales se disolvieron en 50 mL de acetona. Una vez disuelto el
compuesto 1, se colocaron 4.11 g (29.78 mmol, 1.3 eq) de carbonato de potasio y
la mezcla se dejo en agitacion por 15 minutos (cambio de coloracidon a rojo).

Finalmente se adicionaron 3.30 mL (29.84 mmol, 1.3 eq) de a-bromoacetato de etilo
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(2) y la mezcla se calentd a una temperatura de 50°C por 5 horas. La ausencia de
materia prima se comprob6é mediante analisis por ccf, posteriormente se eliminé el
disolvente a presion reducida y se afiadié agua fria al sélido resultante. El producto
obtenido se separé mediante filtracion al vacio, se lavo con agua fria y se dejé secar
por succion. Se obtuvieron 6.94 g (rendimiento 99.7%) de un sélido amarillo
correspondiente al compuesto 3, el cual presenté un Rf de 0.30 (Sistema |) y un pf
de 68.6-69.4°C.

11.2.2. 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (4)

H
BrC[NOZ - B NP
—_—
AcOH, 50 °C
O/W ~_— o
O
3 4

228.04
304.09

En un vaso de precipitados de 250 mL se colocaron 6.00 g de (4-bromo-2-
nitrofenoxi)acetato de etilo (3), 12.00 g de Fe®y 120.0 mL de acido acético glacial.
Utilizando un agitador mecanico, la mezcla se puso en agitacion y se inicié el
calentamiento a 50°C por 3 horas. Tras comprobar la ausencia de materia prima
por ccf, la mezcla de reaccion se filtré al vacio para eliminar el exceso de hierro y
sus sales, realizando varios lavados con acetato de etilo. Se elimino el disolvente
del filtrado mediante destilacion a presion reducida y al residuo resultante se le
adicion6 agua hasta observar la formacion de un precipitado. El sélido obtenido se
separé mediante filtracion al vacio, se lavo con agua y se dejo secar por succion.
Se obtuvieron 2.75 g (rendimiento 61.1%) de un sélido beige correspondiente al
producto 4, el cual present6é un Rf de 0.23 (Sistema |) y un pf de 222.7-223.5°C.
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11.2.3. 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-
3(4H)-ona (5)

H3C CHy
H B,Pin, o
Br N %O Pd(dPPf)CL,-CH,CI, | H
o Dioxano, 120 °C 3
O
4 5
228.04 275.11

En un matraz bola de dos bocas de 50 mL, equipado con agitador magnético,
condensador en posicion de reflujo y atmosfera de nitrégeno se colocaron 2.50 g
(10.96 mmol) de 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)ona (4), 3.08 g (12.12 mmol, 1.1
eq) de diborobis(pinacolato) (B2Pinz), 3.24 g (33.06 mmol, 3.0 eq) de acetato de
potasio y 0.45 g (5% mol) de [1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno]dicloropaladio (II) en
complejo con diclorometano. Bajo atmdsfera de nitrdgeno se afiadieron 15.0 mL de
1,4-dioxano; luego se inicio la agitacion y se calenté a 120°C por 5 horas. El término
de la reaccién se comprobo por ccf y la mezcla se hizo pasar por una columna de
silice, realizando varios lavados con acetato de etilo. Posteriormente, el disolvente
se retir6 mediante destilacién a presion reducida y el solido resultante se purificd
mediante cromatografia en columna (gradiente Sistema | y Il) obteniendo 2.04 g
(rendimiento 67.4%) de un soélido blanco correspondiente al compuesto 5. Este

compuesto presentd un Rf de 0.41 (Sistema l) y un pf de 177.1-180.2°C.

RMN 1H (CDCls, 400 MHz, & ppm): 1.28 (s, 12H, H-1""), 4.60 (s, 2H, H-1"), 6.91 (d,
J=8.0 Hz, 1H, H-7), 7.22 (s, 1H, H-5") 7.39 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-8"), 9.05 (s, 1H, H-
3).
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11.2.4. 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7)

HsC
3 CH, NH,

Pd(PPh,),
_K€O,

7@3 E O T
Cl

275 11 163 00 388 38

En un vial para microondas de 10 mL equipado con agitador magnético se colocaron
100 mg (0.61 mmol) de 4-amino-2,6-dicloropiridina (6), 71 mg (10% mol) de
catalizador tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (Pd(PPhs)s), 296 mg (2.14 mmol, 3.5 eq)
de carbonato de potasio y 388 mg (1.41 mmol, 2.3 eq) de 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (5). Tras la adicién de los
solidos se adicionaron 4 mL de una mezcla CHsCN:H20 (4:1) y se llevo a cabo la
reaccion mediante calentamiento asistido por microondas durante 50 minutos a
190°C. Se comprobd la ausencia de materia prima (6) por ccf y se afiadi6é agua a la
mezcla de reaccion. La mezcla se transfirié a un matraz bola de una boca de 50 mL
y se elimindé el CH3CN mediante destilacion a presion reducida. El precipitado
obtenido se aislé mediante filtracion al vacio y se lavé con CH2Cl2 para obtener 115
mg (rendimiento 49.4%) de un solido amarillo claro correspondiente al compuesto
7. Este sélido presentd un Rf de 0.36 (Sistema |) y un punto de descomposicion de
243.4°C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 4.62 (s, 4H, H-1), 6.17 (s, 2H, -D20, H-8),
6.84 (s, 2H, H-2"), 7.03 (d, J=8.2 Hz, 2H, H-5'), 7.57 (d, J= 7.6 Hz, 2H, H-7’), 10.81
(s, 2H, -D20, H-2).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 66.95 (C-1'), 103.15 (C-2”), 114.02 (C-5'),
116.14 (C-8), 121.23 (C-7°), 127.30 (C-6’), 134.34 (C-4’), 143.80 (C-9’), 155.29 (C-
1), 156.08 (C-3"), 164.84 (C-2).
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11.2.5. N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamidas (11-13)

I
NH
) 0 HN R Clave R
Et.N 8,11, DL5A | H
\ CI 3 i) 1
ﬁj\ + -~ | N 9,12 |3-Cl
P DMEF, 110°C _ 10, 13, DL5G | 4-F
c” SN Sl R c” N Sl
5 8-10

11-13

163.00

Método general.

En un matraz bola de una boca de 25 mL, equipado con agitador magnético,
condensador en posicion de reflujo y atmdsfera de nitrégeno, se colocaron 100
mg (0.61 mmol) del compuesto (6), 2.0 eq del cloruro de acilo correspondiente (8-
10), 3.2 eq de trietilamina (EtsN) y 3 mL de DMF. La mezcla de reaccion se calent6
a 110°C por 24 horas; después de este tiempo se retiré el disolvente a presion
reducida. El residuo se disolvio con acetato de etilo y se lavo con solucion de NaOH
al 20% (pH=10). La fase organica se trat6 con Na2SO4 anhidro, se concentrd y el
sélido resultante se purific6 mediante cromatografia en columna (Sistema lll o

Sistema IV) obteniendo un sélido correspondiente a las amidas 11-13.

11.2.5.1. N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (11)

De 100 mg (0.61 mmol) del compuesto (6), 0.14 mL (1.21 mmol, 2.0 eq) de cloruro
de benzoilo (8), 0.2 mL (1.44 mmol, 2.4 eq) de trietilamina (EtsN) y 5 mL de CHsCN
se obtuvieron 105 mg (rendimiento 65.5%) de un solido cristalino beige
correspondiente al compuesto 11 con Rf de 0.42 (Sistema Ill) y un pf de 151.9-
152.3°C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 7.58 (t, J= 7.5 Hz, 2H, H-3, H-5), 7.66 (dt,
J=2.6 Hz, 1H, H-4), 7.91 (s, 2H, H-3"), 7.92-7.99 (m, 2H, H-2, H-6), 10.93 (s, 1H, -
D20, H-8).
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11.2.5.2. 3-cloro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (12)

De 100 mg (0.61 mmol) del compuesto (6), 0.12 mL (0.94 mmol, 1.5 eq) de cloruro
de 3-clorobenzoilo (9), 0.27 mL (1.95 mmol, 3.2 eq) de trietilamina (EtsN) y 3 mL de
DMF se obtuvieron 37 mg (rendimiento 20%) de un sélido correspondiente al
compuesto 12. Debido al bajo rendimiento el punto de fusion no pudo ser
determinado, se observé un Rf de 0.60 (Sistema llI).

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 7.61 (t, J=7.9 Hz, 1H, H-5), 7.74 (ddd, J=
8.0, 2.1, 1.0 Hz, 1H, H-6), 7.88 (s, 2H, H-2"), 7.89 (m, 1H, H-4), 8.01 (t, J= 1.8 Hz,
1H, H-2), 11.01 (s, -D20, 1H,H-8).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 112.90 (C-2”), 116.04 (d, J=22.1 Hz, C-3,
C-5), 130.07 (d, J=2.9 Hz, C-1), 131.18 (d, J=9.4 Hz, C-2, C-6), 150.03 (C-1"),
150.56 (C-3"), 164.97 (d, J=250.9 Hz, C-4), 165.95 (C-7).

11.2.5.3. 4-fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (13)

De 100 mg (0.61 mmol) del compuesto (6), 0.10 mL (0.85 mmol, 1.4 eq) de cloruro
de 4-fluorobenzoilo (10), 0.27 mL (1.95 mmol, 3.2 eq) de trietilamina (EtsN) y 3 mL
de DMF se obtuvieron 87 mg (rendimiento 49.7%) de un sélido correspondiente al
compuesto 13. El compuesto presentd un Rf de 0.57 (Sistema 1ll) y un pf de 164.8-
165.7°C.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 7.43 (t, J = 8.9 Hz, 2H, H-3, H-5), 7.89 (s,
2H, H-3"), 8.04 (dd, J = 8.9, 5.4 Hz, 2H, H-2, H-6), 10.93 (s, 1H, -D20, H-8).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 11 (C-2”), 127.0 (C-2), 127.83 (C-6), 130.9
(C-3), 132.66 (C-4), 133.58 (C-5), 135.45 (C-1), 149.86 (C-1"), 165.43 (C-7).
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11.2.6. N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-
ilbenzamidas (DL5A, DL5G)

o)

o} |

| Pd(PPh,), HN

HN ? H K,CO, §
+ o8 N O — > H | H
B j/ CHCN:H,0 o N P N
P MW A

Cl” >N al O

11, 13 5 DL5A, DL5G
27511

Método general.

En un vial para microondas de 10 mL equipado con agitador magnético se colocaron
100 mg de la amida correspondiente, 2.5 eq de K2COs, 10% mol de catalizador
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (Pd(PPhs)s), y 2.1 eq de 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (5). Tras la adicion de los
soélidos se adicionaron 5 mL de una mezcla CHsCN:H20 (4:1) y se llevo a cabo la
reaccion en microondas por 50 minutos a 190°C. Se comprobé la ausencia de
materia prima (6) por ccf y se afiadio agua a la mezcla de reaccion. La mezcla se
transfirid a un matraz bola de una boca de 50 mL y se elimin6 el CH3CN mediante
destilacidn a presion reducida. El precipitado obtenido se aislé mediante filtracion al
vacio y el residuo se lavé con CH2Clz para obtener un sélido correspondiente a los
compuestos finales DL5A o DL5G. Los compuestos se purificaron por cromatografia

en columna (Sistema V).

11.2.6.1. N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-
ilbenzamida (DL5A)

De 100 mg (0.37 mmol) de 11, 130 mg (0.95 mmol, 2.5 eq) de K2COs, 43 mg (10%

mol) de catalizador tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (Pd(PPhs)s4), y 220 mg (0.8

mmol, 2.2 eq) de 5 se obtuvieron 120 mg (rendimiento 61%) de un solido

correspondiente a DL5A con Rf de 0.81 (Sistema V) y un punto de descomposicién

igual a 281.4°C.

o
Z

o
—
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RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 4.65 (s, 4H, H-1"), 7.11 (d, J= 8.3 Hz, 2H, H-
8), 7.57-7.61 (m, 3H, H-3, H-4, H-5), 7.69 (dd, J=8..3, 2.1 Hz, 2H, H-7’), 7.72 (d, J=
2.0 Hz, 2H, H-5’), 8.02-8.04 (m, 2H, H-6), 8.23 (s, 2H, H-2"), 10.74 (s, -D20, 1H, H-
8), 10.88 (s, -D20, 2H, H-3).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 66.88 (C-1°), 108.21 (C-2"), 114.11 (C-5),
116.48 (C-8'), 121.47 (C-7°), 127.61 (C-4’), 127.92 (C-2, C-6), 128.65 (C-3, C-5),
132.30 (C-4), 133.42 (C-4'), 134.26 (C-1), 144.53 (C-9’), 148.10 (C-3"), 155.94 (C-
17, 164.75 (C-2"), 166.65 (C-7).

11.2.6.2. 4-fluoro-N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-
ilpiridin-4-il)benzamida (DL5G)

De 100 mg (0.35 mmol) de la amida 13, 130 mg (0.95 mmol, 2.7 eq) de K2COs, 40

mg (10% mol) de catalizador tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (Pd(PPhs)s), y 220 mg

(0.8 mmol, 2.3 eq) del compuesto 5 se obtuvieron 84 mg (rendimiento 41%) de un

sélido correspondiente a DL5G. El Rf encontrado para el compuesto fue de 0.70

(Sistema V) y un punto de descomposicion igual a 261.5°C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 4.63 (s, 4H, H-1"), 7.09 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-
8'), 7.40 (t, J=8.9 Hz, 2H, H-3, H-5), 7.67 (dd, J=8.4, 2.1 Hz, 2H, H-7’), 7.71 (d, J=2.1
Hz, 2H, H-5'), 8.08 (dd, J=8.9, 5.4 Hz, 2H, H-2, H-6), 8.16 (s, -D20, 2H, H-2"), 10.73
(s, -D20, 1H, H-8), 10.86 (s, -D20, 2H, H-3").

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 67.08 (C-1’), 108.48 (C-2"), 114.36 (C-5),
115.94 (d, J=21.9 Hz, C-3, C-5), 116.77 (C-8'), 121.87 (C-7’), 127.63 (C-4’), 130.83
(d, J=2.9 Hz, C-1), 130.99 (d, J= 9.2 Hz, C-2, C-6), 133.63 (C-6'), 144.57 (C-9’),
148.08 (C-3”), 156.21 (C-17), 164.76 (d, J= 250.2 Hz, C-4), 165.05 (C-2’), 165.81
(C-7).
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11.3. Constantes fisicas y rendimiento de los compuestos obtenidos

Tabla I-2. Rf, pf y %rendimiento de los compuestos sintetizados.

Clave Estructura pf [°C] Rf %rendimiento
BI’@NOZ
0.30
o} -
3 O/\([)f ~ 68.6-69.4 (Sistema I) 99.7
H
Br N /O 023
4 j@[ j/ 22272235 gt 61.1
(0]
HsC
CHg
? 0.41
5 HacﬁZ:/é N._o 177.1-1802 oo 67.4
LY
(0]
NH,
. Ny | o~ " Descompone 0.36 49.4
OTN O N O NTO a243.4 (Sistema I) '
(o] (e]
(0]
)@
Hind 0.42
11 |\ 151.9-152.3 (Sistema Ill) 65.5
Cl N/ Cl
o
I o
HIN 0.60
12 | \A©/ ND (Sistema ) 20.0
—
Cl N Cl
O
Qo)
HN
0.57
13 | N ] 164.8-165.7 (Sistema Ill) 49.7
—
Cl N Cl
O
HN)K©
Descompone 0.81
X
DLoA 1 ok L s a28l4  (SistemaV) 61.0
1SG RO S1
o)
HN*@\
F Descompone 0.70
DLSG N | \/ H a261.5 (Sistema V) 41.0
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12. ANEXO II. ESPECTROS
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Figura II-1. Numeracién arbitraria dada a los compuestos para la asignaciéon de
sefales en los espectros de RMN.
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Espectro 1. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N-(2,6-dicloropiridin-4-
illbenzamida (11).
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Espectro 2. RMN *H (DMSO-ds, D.O, 400 MHz, 5 en ppm) del compuesto N-(2,6-dicloropiridin-4-
ilbenzamida (11).
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Espectro 3. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, d en ppm) del compuesto 3-cloro-N-(2,6-dicloropiridin-4-
illbenzamida (12).
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dicloropiridin-4-il)benzamida (12).
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Espectro 7. RMN *H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN *C (DMSO, 100 MHz, & en ppm).
Experimento HSQC del compuesto 3-cloro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (12).
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Experimento HMBC del compuesto 3-cloro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (12).
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Espectro 9. RMN H (DMSO-ds, D,O, 400 MHz, & en ppm). Experimento NOESY del compuesto 3-
cloro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (12).
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Espectro 10. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, 5 en ppm) del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-

4-il)benzamida (13).
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Espectro 11. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-

)\

dicloropiridin-4-il)benzamida (13).
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Espectro 12. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, 3 en ppm) del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-
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Espectro 13. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento COSY del compuesto 4-
fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (13).
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Espectro 14. RMN 'H (DMSO-de, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en
ppm). Experimento HSQC del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (13).
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Espectro 15. RMN 'H (DMSO-de, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en

[ [

ppm). Experimento HMBC del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (13).
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Espectro 16. RMN *H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, 3 en ppm). Experimento NOESY del compuesto 4-
fluoro-N-(2,6-dicloropiridin-4-il)benzamida (13).
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Espectro 17. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, d en ppm) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-il)-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (5).
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Espectro 18. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-
diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).
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Espectro 19. RMN 'H (DMSO-dg, D20, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-
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Espectro 20. RMN *C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-
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Espectro 21. RMN 'H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento COSY del compuesto
6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).
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Espectro 22. RMN 'H (DMSO-dg, D20, 400 MHz, d en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en ppm).
Experimento HSQC del compuesto 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).
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Espectro 23. RMN 'H (DMSO-dg, D,0O, 400 MHz, & en ppm), RMN C (DMSO, 100 MHz, & en ppm).
Experimento HMBC del compuesto 6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).
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Espectro 24. RMN *H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento NOESY del compuesto
6,6’-(4-aminopiridin-2,6-diil)bis(2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona) (7).
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2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 25. RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-
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Espectro 26. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-

dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 27. RMN *C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-
2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 28. RMN !H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento COSY del compuesto N-
(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 29. RMN 'H (DMSO-dg, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en
ppm). Experimento HSQC del compuesto N-(2,6-bis(3-o0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-
il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 30. RMN 'H (DMSO-dg, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en
ppm). Experimento HMBC del compuesto N-(2,6-bis(3-ox0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-
il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).
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Espectro 31. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento NOESY del compuesto
N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5A).




ANEXO Il. ESPECTROS

9p-8PIXQNS [ALpEWI] 052 — —7* - n
— B ﬁ
B
Eg'b._._ — e i
— -3
80¢~ 3
1L =T
[ [
‘ S - A
LEL of
obL— — = L 2
2! R
a9t g
89, - = SE
3 89{? - \ R | =
u TZ o 12 Lo :] =
dbk -' gy |
Q éo.g : _ 2 % %IZ
. ) sz
BU8 J ] ) przhR
o = |z — 10T
=z / \Z
T \= 1T @
91'8— - == {07
Iz O
p— - &
o// J R
£L01— — - 0
L~ @
5%
e 28 o
o few E
)
|07 —-::"\ E 0

Espectro 32. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, d en ppm) del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-
dihidro-2H-benzol[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5G).
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Espectro 33. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, d en ppm) del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-bis(3-oxo-
3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5G).
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Espectro 34. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, d en ppm). Experimento COSY del compuesto 4-

fluoro-N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-i)benzamida (DL5G).
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Espectro 35. RMN 'H (DMSO-dg, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, & en
ppm). Experimento HSQC del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5G).
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Espectro 36. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm), RMN 3C (DMSO, 100 MHz, d en
ppm). Experimento HMBC del compuesto 4-fluoro-N-(2,6-bis(3-ox0-3,4-dihidro-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-il)benzamida (DL5G).
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Espectro 37. RMN H (DMSO-ds, D20, 400 MHz, & en ppm). Experimento NOESY del compuesto 4-
fluoro-N-(2,6-bis(3-0x0-3,4-dihidro-2H-benzo[b][1,4]oxazin-6-il)piridin-4-i)benzamida (DL5G).
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Figura lll-1. Alineamiento de secuencias de AKT3 (UniProt ID: Q9Y243) con AKT1

(UniProt ID: P31749).
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Figura IV-1. Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie
DL5 con AKT3. Se muestran: DL5A en verde, DL5B en azul, DL5C en rojo, DL5D en
amarillo, DL5E en morado, DL5F en rosa, DL5G en naranja, DL5H en gris y DL5I en

verde azulado.
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Figura IV-3. Diagrama 2D de interacciones de DL5B (3-Cl) con AKT1.
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Figura IV-5. Diagrama 2D de interacciones de DL5F (3-F) con AKT1.
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Figura IV-7. Diagrama 2D de interacciones de DL5H (3-NO2) con AKTL1.
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Figura IV-8. Diagrama 2D de interacciones de DL5H (3-NO_) con AKT1. Se muestra el
segundo mejor tamafio de cllster para este compuesto.
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Figura IV-9. Diagrama 2D de interacciones de DL5I (4-NO;) con AKT1.
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Figura IV-10. Diagrama 2D de interacciones de DL5I (4-NO3) con AKT1. Se muestra el
segundo mejor valor de energia de unién para este compuesto.
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