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Resumen

Se sintetizaron tres nuevas series de compuestos hibridos derivados de
quinazolinas y antiinflamatorios no esteroideos (AINE) (01-12). Los productos se
evaluaron biolégicamente como agentes citotoxicos contra lineas celulares de
carcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma de préstata humano (PC-3), rifidn
de mono (COS-7) y fibroblasto gingival humano (FGH); utilizando tamoxifeno y
gefitinib como farmacos de referencia. La mayoria de los compuestos evaluados
mostraron una actividad citotéxica significativa, especialmente el derivado 02. Se
realizé el acoplamiento molecular de los compuestos con el receptor EGFR y al sitio
de union de la enzima COX-2 para predecir los modos de unidn ligando/diana y se
calculo la energia de union AG. Las reglas de Lipinski y Veber sugirieron que los
compuestos 02 y 04 son agentes que pueden tener actividad bioldgica, con un
enfoque similar al farmaco que tiene actividad citotdxica inhibiendo EGFR. El modo
de unién mas favorable sugiere que el atomo de N1 0 N3 en el nicleo de quinazolina
esta unido por enlace de hidrogeno con Met 769, mientras que el modo de union
mas favorable con COX-2, sugiere que el atomo de H en el grupo funcional amida
de los derivados hibridos esta unido por enlaces de hidrégeno con Ser 530. Las
estructuras de todos los compuestos sintetizados se confirmaron mediante IR,
RMN-'H, NOESY y EM.

Abstract

Three novel series of quinazolines and non-steroidal anti-inflamatory drugs
(NSAID’s) derived hybrids compounds (01-12) were synthesized and biologically
evaluated as cytotoxic agents against human breast carcinoma cell lines (MCF-7),
human prostate carcinoma cell lines (PC-3), monkey kidney cell lines (COS-7) and
human gingival fibroblast (FGH) using tamoxiphen and gefitinib as a reference
drugs. Most of the evaluated compounds displayed meaninful cytotoxic activity,
especially analog 02. The compounds were docked into the EGFR receptor and
COX-2 enzyme binding site to predict the ligand/target binding modes and AG
binding energy was calculated. Lipinski and Veber rules suggested that compounds
02 and 04 are agents that can have biological activity, with drug likeness approach
that have cytotoxic activity inhibiting EGFR. The most favorable binding mode
suggests that, the N1 or N3 atom in quinazoline nucleus is hydrogen-bonded
interacts with Met 769, while, the most favorable binding mode with COX-2 suggests
that the H atom in the amide of hybrid derivatives is hydrogen-bonded interacts with
Ser 530. The structures of all synthesized compounds were confirmed by IR, NMR-
'H, NOESY and MS data.
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Introduccién

El cancer es una de las enfermedades con mayor recurrencia a nivel mundial y es
causante de un gran numero de muertes cada ano, por lo que el descubrimiento de
nuevas formas de combatirlo se ha vuelto una necesidad imperativa en la
investigacion. De acuerdo con Hanahan y Weinberg, el cancer se define como “un
conjunto de enfermedades caracterizadas por un desequilibrio entre la division y
muerte celular”, [ con lo cual queda evidenciada la dificultad en su tratamiento.
Entre los tipos de tratamientos con los que se cuenta actualmente se tiene a la
quimioterapia, que es el uso de sustancias con actividad antitumoral y normalmente,
es la primera eleccion cuando se habla de cancer; sin embargo, la terapia con los
farmacos actuales, tiene diversos inconvenientes como la presencia de severas
reacciones adversas, poca selectividad de accion, baja solubilidad acuosa,
problemas de biodisponibilidad, entre otros. Dentro de la quimioterapia contra el
cancer existe un grupo de moléculas, como el erlotinib y el gefitinib, que tienen en
su estructura al nucleo de quinazolina, los cuales, se sabe interactuan con el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Este receptor esta
directamente relacionado con la proliferacion de células tumorales. En este estudio
se tomo al nucleo de la quinazolina como uno de los andamios (scaffold) del disefio
de los derivados. Lo anterior porque se le considera una estructura privilegiada en
el ambito de la quimica farmacéutica, debido a su presencia en diversos
compuestos con variadas actividades bioldgicas, incluyendo anticancerigena. Se
sabe ademas, que en todo proceso cancerigeno un componente importante es la
generacion de inflamaciéon en la zona afectada antes de que se presente la
diseminacion a diversos érganos, por lo cual algunos grupos de investigacién han
estudiado a los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) como agentes
quimiopreventivos en el tratamiento en etapas tempranas del cancer, pues se sabe
que este tipo de farmacos actuan inhibiendo a la enzima COX-2, que esta
encargada de la sintesis de prostaglandinas, y que por lo tanto, esta asociada a los
procesos inflamatorios.

De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo se enfoca en el disefo, sintesis,
evaluacion biolégica y acoplamiento molecular de derivados que puedan presentar
una accion antitumoral dada por la porcidon de quinazolina y otra antiinflamatoria
presuntiva en los estudios de acoplamiento molecular, proporcionada por algun
AINE y, de esta manera, contar con compuestos con accion dual para el tratamiento
del cancer.

Roberto Garduno-Villavicencio
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Marco tedrico

Definicién y patologia

El cancer es una enfermedad compleja, la cual se presenta de manera muy variable
de un paciente a otro. La misma variabilidad también se exhibe a niveles tanto
celulares como moleculares. Este padecimiento es un proceso de diversos pasos
en el que las células se someten a cambios metabdlicos drasticos, encabezados
por la proliferacion celular en un rango de tiempo muy corto, la evasion a los
mecanismos de respuesta inmune vy, finalmente, la invasién de tejidos distantes,
produciendo metastasis. [

El proceso cancerigeno tiene como resultado la formacion de una masa de células
no reguladas genéticamente, que pueden ser clasificadas como “rebeldes”, ya que
no obedecen las reglas de crecimiento y muerte celular. Esta masa celular puede
llegar a ser asintomatica por un largo periodo de tiempo; sin embargo, seguira
creciendo hasta perturbar las funciones fisiolégicas normales, causando diversos
sintomas dependiendo de la localizacion y el tamafio de la masa, asi como de la
manera en como se dé la propagacion de las células cancerigenas. 1!

Muchos tipos de cancer son originados a partir de una célula (o de un numero
pequeiio de células). [ Para que la célula pueda volverse cancerosa, debe
presentar diversos cambios en los oncogenes y en los genes supresores que haran
que la célula comience a proliferar mas alla de su limite normal. Este proceso dara
como resultado la formacion de una clona de células “rebeldes”, si esta clona es
tolerada por el organismo y permite que no sea perturbado, la clona continuara
proliferando y, durante el proceso, las células tumorales acumularan cada vez mas
modificaciones en el ciclo celular. Siguiendo este contexto, solo las células que sean
mas aptas y agresivas prosperaran, tomando asi el lugar de las células sanas; es
asi como los tumores se desarrollan para volverse malignos. De esta manera surge
uno de los problemas en el tratamiento del cancer cuando un paciente recibe un
farmaco que mata células cancerigenas; si el tratamiento no es totalmente efectivo
y permite la sobrevivencia de una pequefa cantidad de células malignas, éstas
generaran cambios que las hace resistentes al farmaco. EI numero de células
residuales pueden hacer que el cancer recaiga en una forma que sea peor a la
inicial.

Para oncdlogos y patologos, el cancer esta mejor descrito como una enfermedad
progresiva, que comienza como una pequefia lesidbn que generalmente se
encuentra localizada sobre un tejido y es considerada clinicamente de origen
benigno.
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Cuando se detecta en una etapa temprana, la lesion puede ser completamente
extraida y posiblemente no cause la muerte del paciente. En ocasiones, las
pequefias lesiones aparecen en un area de tejido que es afectado por una
enfermedad inflamatoria cronica, como la cirrosis hepatica, gastritis o eséfago de
Barrett. Las enfermedades antes mencionadas son llamadas “enfermedades
precursoras”, debido a que representan un terreno favorable para que el cancer
pueda desarrollarse. Cuando no es detectado en alguna etapa temprana, el cancer
tiene la posibilidad de desarrollarse no solo por el tamafo de los tumores, sino
también por su capacidad de interferir y perturbar ciertas funciones del organismo.
Cuando el tumor es mas grande, no puede estar confinado en un solo lugar, con lo
cual se extendera en el érgano inicial y se diseminara a otros érganos vecinos. %!

La caja del cancer

A pesar de la diversidad en la generacién, desarrollo y progresion del proceso
cancerigeno, existe un esquema comun a seguir en la proliferacién y muerte celular;
como resultado, un numero de oncogenes y supresores de tumores se ven
frecuentemente alterados, independientemente del tipo de cancer o la causa de la
enfermedad. La Figura 1, representa lo que se ha definido como la “caja del cancer”,
que es la red de genes y procesos que tienen que ser alterados para inducir la
formacion de células cancerigenas.

La caja del cancer involucra tres procesos principales de sefializacién: dos que
promueven el crecimiento y uno que lo suprime. Una de las principales sefiales de
crecimiento involucrada en la caja del cancer, incluye receptores externos de
membrana como el receptor del factor del crecimiento epidérmico (EGFR), una
proteina que se extiende en ambos lados de la membrana celular. En el dominio
externo, interacciona con factores de crecimiento presentes en la sangre o en
espacios intercelulares. En cuanto al dominio interno, el proceso tiene la actividad
enzimatica de una tirosina cinasa, que se activa cuando el receptor se une al factor
de crecimiento. La tirosina cinasa inicia una cascada intracelular de sefializaciéon
parecida a una reaccidén en cadena que se propaga amplificando moléculas como
productos de los genes KRAS. El ultimo efecto de estas sefiales es activar la
proliferacion celular por la estimulacion de la progresion del ciclo celular.

Para contrarrestar estas senales, el principal proceso antiproliferativo es controlado
por el gen TP53 y su producto p53. Cuando el ADN de la célula se dafa y no es
reparado, p53 detecta la anomalia activando un gran numero de mecanismos
antiproliferativos que ocurren al mismo tiempo. Estos mecanismos antiproliferativos
pueden bloquear la progresién del ciclo celular, obligando a la diferenciacién celular
o induciendo a una muerte celular programada, conocido como apoptosis. La caja
del cancer muestra como los tres procesos mencionados anteriormente estan
interconectados. [©
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A: Sefnal de crecimiento
intracelular

B: Senal de crecimiento
extracelular

Diferenciacion

| C: Mutagénesis |
Figura 1. Caja del cancer.

La figura muestra como diversos genes pueden cooperar en el desarrollo del cancer. Se ilustran las
3 fases de la vida de una célula: division (arriba), diferenciacion (izquierda) y muerte celular
programada (derecha). Genes importantes y sus ayudantes son representados con flechas. €

Epidemiologia

En el mundo, el numero de casos presentados cada afio aumenta de manera
significativa, por ello la necesidad de encontrar diversos métodos que disminuyan
la mortalidad y morbilidad asociadas a este padecimiento. De acuerdo a la OMS, el
cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, simplemente en 2015 ocasiond
8.8 millones de defunciones, lo cual se traduce a que una de cada seis muertes en
el mundo es debido a esta enfermedad.

Los cinco tipos de cancer "l que causan un mayor nimero de fallecimientos son los
siguientes:

- Pulmonar (1.69 millones de defunciones)
- Hepatico (788 000 defunciones)

- Colorrectal (774 000 defunciones)

- Gastrico (754 000 defunciones)

- Mamario (571 000 defunciones)
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Alrededor de un tercio de las muertes por cancer se debe a siete factores principales
de riesgo conductuales y dietéticos. La modificacion o la prevencion de los
principales factores de riesgo pueden reducir de forma significativa la incidencia de
cancer. Estos factores de riesgo incluyen:

- consumo de tabaco

- sobrepeso u obesidad

- mala alimentacion en la que se ingieren cantidades insuficientes de frutas y
hortalizas

- inactividad fisica

- consumo de bebidas alcohdlicas

- radiaciones ionizantes y ultravioleta

- contaminacion del aire en las ciudades

El tabaquismo es el principal factor de riesgo y ocasiona aproximadamente el 22%
de las muertes por cancer. La acumulacién general de factores de riesgo se
combina con la pérdida de eficacia de los mecanismos de reparacion celular que
suele ocurrir con la edad. 81 Cuando alguno de estos factores de riesgo incide sobre
una o un grupo de células, inicia el proceso que se ejemplifica en la Figura 2, [ en
donde se muestra la promocion de todo proceso cancerigeno, asi como los
mecanismos de muerte celular que intervienen en la disminucion del numero de
células afectadas. Por otra parte, las infecciones oncogénicas, ocasionan el 25% de
los casos de cancer en los paises de ingresos medios y bajos y cerca del 15% de
los casos de cancer diagnosticados en 2012 se atribuyeron a infecciones,
especialmente las causadas por Helicobacter pylori, los virus de la hepatitis By C,
y el virus de Epstein-Barr.

Los virus de la hepatitis B y de la hepatitis C y algunos tipos de papiloma aumentan
el riesgo de contraer cancer de higado y cancer de cuello uterino, respectivamente.
Asimismo, la infeccion por el VIH aumenta considerablemente el riesgo de contraer
el cancer cervicouterino. 1'%

Uno de los problemas mas graves, aunque muy comun, es la deteccion del cancer
en una fase avanzada. En 2017, solo el 26% de los paises de ingresos bajos
informaron que el departamento de sanidad publica contaba con servicios de
patologia para atender a la poblacion en general. Mas del 90% de los paises de
ingresos altos ofrecen tratamiento a los enfermos oncolégicos, mientras que en los
paises de ingresos bajos este porcentaje es inferior al 30%. El impacto econémico
del cancer es sustancial y va en aumento. De acuerdo a las estimaciones, el costo
total atribuible a la enfermedad en 2010 ascendié a US$ 116 billones. Con esto,
queda reflejado que solo uno de cada cinco paises de ingresos medianos o bajos
dispone de los recursos necesarios para impulsar politicas de lucha contra la
enfermedad.

9|Pagina *NIU-



El dano' a ADN es , Transformacion .,
convertido en mutaciones de células Expansién
proliferando células mutadas clonal
rapidamente

Falla en la reparacion del
ADN y en la maquinaria de
apoptosis para eliminar

: F —
T ) células dafadas
erapia W
citotoxica/ Induccion de o /
mutagénica dafio al ADN
en algunas o
l células \ o
Baja proliferacion de

células con poco dafio a
ADN, donde las

oo mutaciones

eventualmente son

reparadas o las células
y eliminadas
Reparacion de ADN o
mecanismos de muerte celular

para eliminar células dafiadas

Figura 2. La figura ilustra el rol de las células en la muerte y proliferacién celular relacionada a la
carcinogénesis. Las exposiciones de agentes externos en un tejido pueden inducir mutaciones y
citotoxicidad provocada por el dafio al ADN. La reparacion del ADN y la muerte celular ayudan a
subsanar o eliminar células dafiadas, respectivamente. El fallo en la reparacién o eliminacion de

células dafiadas pueden resultar en la permanencia del ADN dafado y asi formar una mutacién. (el

Entre el 30 y el 50% de los tipos de cancer se pueden evitar. Para ello, es necesario
reducir los factores de riesgo y aplicar estrategias preventivas. La prevencién abarca
también la deteccion precoz de la enfermedad y el tratamiento de los pacientes. Si
se detectan a tiempo y se tratan adecuadamente, las posibilidades de recuperacion
para muchos tipos de cancer son excelentes. [']

Tratamiento

El diagnéstico correcto del cancer es esencial para poder prescribir un tratamiento
adecuado y eficaz, porque cada tipo de cancer requiere de un protocolo especifico
que puede abarcar una o mas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o
la quimioterapia. Como primer paso es importante determinar los objetivos del
tratamiento o los cuidados paliativos. Los servicios médicos ofrecidos deben ser
integrados y centrados en las personas. ['2

10| Pagina *NIU-



Dentro de los tratamientos con los que se cuenta actualmente para combatir el
cancer, existe la quimioterapia, que es el uso de sustancias que puedan interactuar
con ciertas dianas farmacoldgicas asociadas a la enfermedad. En este rubro existe
un grupo de farmacos que cuentan en su estructura con el nucleo de quinazolina,
un biciclo aromatico fusionado con un anillo de benceno y uno de pirimidina, la
estructura quimica se muestra en la Figura 3.

5 4
6 | XN 3
J,
! N
8 1

Figura 3. Estructura del nucleo de quinazolina.

Los farmacos derivados de quinazolina son agentes terapéuticos de considerable
importancia quimica y farmacoldgica. Este nucleo ha sido extensamente utilizado
como scaffold (nucleo base para el desarrollo de moléculas bioactivas) en el area
de la quimica farmacéutica, especialmente como agente anticancerigeno. Algunos
derivados de quinazolina, como el nolatrexedato (), son considerados como
inhibidores de la antifolato timidilato sintasa, ['3] mientras que los derivados de 2,4-
dihidroquinazolinas estan normalmente asociados con la inhibicion de la
polimerizacion sobre tubulina, como ejemplo el compuesto GMC-5-193 (I1). ['4
Ademas, algunas 4-anilinoquinazolinas representan una clase de farmacos
antitumorales que han demostrado selectividad sobre EGFR, inhibiendo la
autofosforilacién, detectando que la interaccion por parte de este tipo de
compuestos es reversible, demostrando, ademas, mayor especificidad que en otros
tipos de cinasas; ejemplo de este tipo de farmacos son el gefitinib (111) o el erlotinib
(1V). I8 Por dltimo, derivados de la 2-triclorometilaminoquinazolinas (V) exhiben un
importante efecto inhibitorio sobre cinasas dependientes de ciclina. Los derivados
antes mencionados se muestran en la Figura 4. [6]

El disefo estructural de las moléculas derivadas de quinazolina ha atraido la
atencion de gran manera, debido a su accesibilidad sintética (facilidad en la compra
o sintesis de las materias primas), diversidad en la reactividad quimica, y por
asociarseles a otro tipo de actividades biologicas ademas de la anticancerigena
como antiinflamatoria, ['1 antimalarica, '8 antihelmitica, ['® relajante muscular, 2%
antihiperlipidémica, 2"l antituberculosa, 2l antimicrobiana ?3l o antihipertensiva. 24
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Figura 4. Farmacos que contienen el nucleo de quinazolina que han sido utilizados para el
tratamiento del cancer. I: nolatrexedato, II: 4-quinazolinonas-2-sustituidas, lll: erlotinib y 1V: gefitinib
V: 2-triclorometil-aminoquinazolinas. ['6]

Como ya se habia mencionado anteriormente, algunos farmacos que contienen la
estructura de quinazolina, como el erlotinib o el gefitinib, interaccionan con el EGFR,
que es una proteina de tipo tirosina cinasa. Estas proteinas son enzimas que estan
envueltas en muchos procesos celulares como la proliferacion celular, el
metabolismo, supervivencia o apoptosis. [?°! Diversas proteinas tipo tirosina cinasa
son activadas en células cancerosas, dando como resultado el crecimiento y la
progresion de tumores, por lo que el bloquear la actividad de estas proteinas
representan un enfoque racional en la terapia del cancer. Las proteinas tirosina
cinasas (PTKs, por sus siglas en inglés), catalizan la fosforilacion de residuos de
tirosina y serina/treonina en varias proteinas involucradas en la regulacion de todas
las funciones del organismo. La activacion inapropiada y no controlada de muchas
de estas cinasas, por sobreexpresion, activacion constitutiva o mutacion, da como
resultado el crecimiento celular acelerado y no regulado. 2! La sobreexpresion de
estos receptores fue encontrada en diversos tipos de cancer (mama, ovario, colon
y préstata) y sus niveles de expresidén estan correlacionados con la vascularidad
que esta asociada a su vez con una pobre prognosis en pacientes. 1?7l La Figura 5
[28] presenta muchas de las funciones que estan controladas por el EGFR, ademas
de los sitios de accion en los que interaccionan farmacos como el gefitinib, el cual
actua en el dominio intermembranal del receptor, realizando una competencia con
el ligando enddgeno, el ATP.
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Figura 5. Efecto de la radiacion y la quimioterapia sobre la sefalizacion de EGFR. Se observa como
el gefitinib interactua con el dominio interno del receptor inhibiendo su fosforilacién induciendo la
muerte celular. 28]

Por otra parte, aunque siguiendo con el mismo rubro en el tratamiento del cancer,
en 1863, Rudolf Virchow noté la presencia de leucocitos en tejidos con neoplasia,
con lo que comenzé a hacer una conexion entre inflamacion y cancer. El sugirié que
el “infiltrado linforeticular’ (como llamé a la aparicién de leucocitos en tejidos en
donde no deberian de observarse) reflejaba el origen del cancer en sitios de
inflamacion cronica. Después de 10 afios de estudio del microambiente inflamatorio
en tejidos malignos, dio origen a la hipétesis de Virchow, y la union entre cancer e
inflamacion comenzo a tener implicaciones en la prevencion y tratamiento. 2 En la
Tabla 1 se muestran algunos tipos de cancer que se originan cuando el proceso
inflamatorio es cofactor de la carcinogénesis. Cerca del 15% del cancer es atribuible
a agentes infecciosos, 3% y la inflamacién es un componente importante. Ademas,
un mayor riesgo de recurrencia, es asociado con la inflamacion crénica causada por
agentes quimicos Yy fisicos, 3"l y reacciones inflamatorias autoinmunes. 32

De acuerdo con lo propuesto con Virchow, fue que se comenzaron a utilizar a los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) como agentes preventivos en el
tratamiento del cancer, ya que se observo que la inflamacion es un componente vital
en la progresion de tumores, respaldado por diversos estudios que muestran que
en el inicio y progresion del tumor hay una irritacion crénica, infeccion e inflamacion.
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Tabla 1. Algunas asociaciones entre riesgo de cancer e inflamacion.

Céancer Estimulo/condicion inflamatoria
Vesicula Esquistosomiasis
Cervicouterino Virus del papiloma
Ovario Inflamacién pélvica
Gastrico H. pylori inductor de gastritis
Linfoma de MALT H. pylori
Esofagico Metaplasia de Barret
Colon Enfermedad gastrointestinal inflamatoria
Hepatico Virus de la hepatitis (B y C)
Bronquial Silice, asbestos, humo de cigarro
Sarcoma de Kaposi Virus del herpes tipo 8

Los AINE’s son una clase de compuestos que proveen efecto analgésico,
antipirético y en altas dosis pueden mostrar efecto antiinflamatorio. La importancia
de este tipo de compuestos en la reduccién del riesgo, ha surgido en ainos recientes
de acuerdo a lo mostrado en estudios clinicos y preclinicos. Uno de las primeras
observaciones clinicas en las que los AINE’s pudieron inhibir la progresion del
cancer, deriva de estudios de pacientes con poliposis adenomatosa familiar (FAP)
y sindrome de Gardner. Los pacientes con FAP desarrollan numerosos polipos
intestinales durante el inicio de la edad adulta debido a una mutacion en el gen APC,
un importante modulador de la sefalizacion de Wnt. En esta poblacién de pacientes,
la ingestion por un afio de sulindaco disminuyd la multiplicacion de polipos e indujo
su regresion a células sanas. Estos estudios fueron consistentes con los
encontrados en modelos animales inducidos con cancer, pues mostraron la
regresion de polipos intestinales siguiendo un tratamiento con AINE's. En 1991, una
gran poblacion mostré en un estudio que dosis bajas de AINE’s reducian el riesgo
relativo de cancer de colon, seguidamente otros estudios revelaron que la ingesta
cronica de AINE s redujo significantemente la formacion y recurrencia de polipos en
el colon, resultando en un 40-50% en la reduccion del riesgo relativo de cancer
colorrectal. 133 Después la pregunta fue, ;qué mecanismos eran responsables de
estos efectos benéficos? En 1994, se reportd que la COX-2, fue selectivamente
regulada en cancer colorrectal por este tipo grupo de compuestos. 34 Desde
entonces, los niveles de COX-2, se han mostrado mas elevados en otros tumores
de tipo epitelial incluyendo el de mama, estbmago, pancreas, vejiga, pulmon vy
prostata. 39 El principal efecto de los AINE’s es la inhibicion de la actividad
enzimatica sobre COX-1y COX-2, con lo que se llegé a demostrar que al disminuir
la expresion o la actividad en COX-2, se disminuyd la formacion de tumores en
animales y humanos, con lo que se demostré que ésta enzima es un blanco en la
inhibicion de la progresion del cancer. 1361
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Se sabe que la COX-2 produce PG’s (prostaglandinas) que regulan la angiogénesis,
modulan el sistema inmune, regulan la migracién/invasion celular e inhiben la
apoptosis, todos estos fendbmenos son promotores en la progresion del cancer.
Otros subproductos de la COX-2, como el malondialdehido, forma aductos con el
ADN resultando en mutaciones que pueden iniciar carcinogénesis. Todos estos
efectos estimulan la progresién tumoral y ayudan a explicar el papel pro-neoplasico
de la COX-.2 371 Uno de los principales productos en cuanto a PG’s de la COX-2 en
el microambiente gastrointestinal es la PGE2. En un comportamiento fisiolégico
normal, las PG’s derivadas de COX juegan un papel muy importante en la proteccion
de la mucosa gastroduodenal. 8 La PGE2 que se deriva de la COX-2, ha mostrado
ser proinflamatoria mediante la progresion de enfermedades como la artritis y
cancer. En la Figura 6 139 se muestra la cascada de sefializacion que sigue la PGE2
en el cancer de colorrectal. Como se observa hay un punto en el que la sefalizacion
converge con la ruta de la B-catetina, la cual interacciona con el factor de
crecimiento epidérmico vascular (VEGF, cofactor que regula la angiogénesis),
desencadenando efectos biolégicos como la supervivencia celular, angiogénesis,

proliferacion celular y anti-apoptosis.
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Figura 6. Sefializacién producida por PEGa. [*]

Disefio de moléculas

Actualmente, diversos reportes muestran que las 4-anilinoquinazolinas son potentes
y altamente selectivos inhibidores de EGFR, formando un enlace reversible que
compite con el ATP en el sitio de union. Diversos grupos quimicos en las
quinazolinas han sido descritos como esenciales para que interactuen con el EGFR.
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De acuerdo con Xu y colaboradores, el anillo de pirimidina es obligatorio para que
haya actividad y un enlace NH libre junto con el de la anilina de la posicion 4, son
optimos para potenciarla, un sustituyente electroatractor en la posicion 3 del anillo
de anilina puede resultar favorable, siendo cloro o bromo los mas optimos y teniendo
de preferencia grupos donadores o atractores en posiciones 6 o 7 de la quinazolina;
por ultimo, pero no menos importante un enlace NH en la posicion dos sera
importante ya, que este grupo o en N en la posicion 3 pueden interaccionar con el
residuo de metionina 769. (4]

Teniendo en cuenta los parametros anteriores, el grupo de Xu hizo la propuesta de
una molécula base; ademas, el grupo de Patel *laporté que la naturaleza del grupo
NH de la posicién 4 de la quinazolina no necesariamente debe ser una anilina, estas
dos estructuras se muestran en la figura 7.

Xu, et al. Patel, et al.

Figura 7. Moléculas con el nucleo de quinazolina propuestas por los grupos de investigacion de Xu
10l y Patel [, con colores se representan los elementos farmacoféricos esenciales para que haya
interaccion con EGFR. X, Y: GED o GEA, Z: Cl o Br, R: alquilo, alilo.

Con base en los requerimientos estructurales sefalados, y tomando en cuenta las
reglas de Lipinsky y Veber (los valores de los descriptores de las moléculas pueden
consultarse en la Tabla 9 en el Anexo 1), fue que se propuso en el presente trabajo
la sintesis de tres series de compuestos que tuvieran actividad biolégica potencial
en lineas celulares tumorales y actividad antinflamatoria de manera predictiva,
realizada con estudios de acoplamiento molecular, formadas por una porcion de
quinazolina y de un AINE.

En este trabajo, los AINE’s utilizados fueron el (S)-ibuprofeno y el (S)-naproxeno,
debido a su facil adquisicion comercial, ya que los medicamentos en el mercado

cuentan con estos enantiomeros en un porcentaje de EE>99%.

De acuerdo a lo anterior, las series propuestas se muestran en la Figura 8.
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HN)J\Y 01:

X: NOz, Y: (S)-ibuprofenilo
X 4 02: X: NH2, Y: (S)-ibuprofenilo
X :
6 N 03: X: NO2, Y: (S)-naproxenilo
N)Z\NH 04: X: NHz, Y: (S)-naproxenilo
2
Serie A
o)
)k 05: X: NOg, Y: (S)-ibuprofenilo
“4“ Y 06: X: NHz, Y: (S)-ibuprofenilo
X XN 07: X: NOg, Y: (S)-naproxenilo
6 . . - - 1
)\ 08: X: NH2, Y: (S)-naproxenilo

N™ 2 "NHCOCH;

Serie B
0
09: X: NOgz, Y: (S)-ibuprofenilo
v 10: X: NHz, Y: (S)-ibuprofenilo
11: X: NOg, Y: (S)-naproxenilo
12: X: NHz, Y: (S)-naproxenilo

Serie C

Figura 8. Compuestos hibridos propuestos conformados por una porcién de quinazolina y un AINE.

En cuanto al disefio de la serie A, se tomd como base las observaciones del grupo
de Patel, la amina libre de la posicion 2 y en lugar de colocar un enlace N-C
formando una anilina en la posicion 4, se sustituyd por un grupo amida para poder
formar asi un enlace entre la quinazolina y el AINE correspondiente, por ultimo, del
grupo de Xu se decidié colocar un grupo donador (NH2) o un grupo atractor (NO2)
en posicion 6 para observar el efecto electrénico en reflejado en la actividad
bioldgica. Siguiendo con la serie B, se decidié colocar un grupo acetilo, formando
una amida en la posicién 2 respetando el enlace NH, con la finalidad de disminuir la
polaridad los compuestos y que estos puedan ingresar mas facilmente a la célula 'y
aumentar la actividad bioloégica, ademas de que posiblemente dentro de la célula
las moléculas pudieran sufrir una reaccion metabdlica de desacetilacién. En cuanto
a la serie C, se tom6 como estructura la base de quinazolina propuesta por el grupo
de Xu, que coincide con la estructura del erlotibib y el gefitinib en cuanto al
sustituyente H en la posicidn 2, en este caso se continud considerando la formacion
del enlace amida en la posicion 4, respetando ese enlace NH y de igual manera se
propuso colocar un grupo electrodonador y uno electroatractor en posicién 6.
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Planteamiento del problema

El tratamiento contra el cancer con el que se cuenta en la actualidad tiene diversas
desventajas, como la toxicidad asociada, resistencia generada por las células
afectadas, poca selectividad y baja biodisponibilidad, por lo que existe una
constante busqueda de nuevas moléculas que disminuyan estos efectos adversos
y combatan la enfermedad.

De acuerdo a lo anterior, se plantea la siguiente interrogante, al sintetizar moléculas
hibridas con una porcién de quinazolina y otra de un antiinflamatorio, ;se obtendra
un efecto citotoxico en lineas celulares y se observara una relacion entre los
estudios de acoplamiento molecular con el posible efecto antiinflamatorio de los
compuestos?

Hipotesis

Si se evaluan in vitro los compuestos hibridos, éstos presentaran un efecto
citotoxico en algunos tipos de lineas celulares, ademas del efecto antiinflamatorio
presuntivo mostrado en el acoplamiento molecular. Asimismo, el estudio
computacional mostrara las interacciones presentes entre las moléculas y las dianas
farmacoldgicas que expliquen la actividad biolégica mostrada.
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Objetivos

General

Sintetizar tres series de moléculas hibridas entre derivados de quinazolina y
antiinflamatorios no esteroideos, evaluarlos in vitro sobre lineas celulares
cancerigenas y con fenotipo no tumoral, asi como realizar el estudio de
acoplamiento molecular con dos dianas farmacolégicas que estan involucradas en
la actividad biolégica estudiada.

Particulares

a) Sintetizar 12 compuestos hibridos entre derivados de quinazolina y
antiinflamatorios no esteroideos (S)-ibuprofeno y (S)-naproxeno.

b) Evaluar in vitro los hibridos sobre 2 lineas celulares cancerigenas (MCF-7,
PC-3) y sobre dos lineas celulares con fenotipo no tumoral (FGH, COS-7).

c) Realizar el acoplamiento molecular entre los compuestos hibridos y las
dianas farmacologicas EGFR y COX-2.
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Metodologia

Sintesis

Sintesis de la serie A

A continuacion, se muestra en el Esquema 1 el método seguido para sintetizar los
compuestos 01-04. Cada una de las reacciones sera descrita de manera
independiente. La caracterizacion estructural de los compuestos se presenta en el
apartado de Resultados y discusion.

N +
O,N Z NH,
+ )J\ ® COs*
H,N NH
NH, 2 2/2
KOH
EtOH/n-PrOH, 90°C
NH,
o}
O,N
SN
)\ HN R
NT NH
2 O,N
A 2 XN
N,, 85°C
DMF/CHCI %
+ 3 N NH,
o 01, 03
)J\ Ni(OAC),.4H,0, NaBH,
R N/B CH5CN/H,0, ta.
.
i )OJ\
HN R
R: (S)-ibuprofenilo ‘ No. ta
S)-naproxenilo 2, - H,oN
(S)nap CHCl, 2 XN

Esquema 1. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos de la serie A.
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Sintesis del intermediario 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (A)

En un matraz bola de 100 mL de una boca se colocaron 9.19 mmol de 2-amino-5-
nitrobenzonitrilo y 6.89 mmol de carbonato de guanidina en 45 mL de una mezcla
(1:2) EtOH/n-PrOH, la reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 30 min.
Posteriormente, se adicionaron 11.03 mmol de KOH al matraz y el sistema se colocé
a reflujo, en agitacion constante, a una temperatura de 90°C. Pasadas 10 h de
reaccion en calentamiento continuo, la suspensidn se separo por filtracion al vacio
en caliente y se realizd una extraccion sélido-liquido con una mezcla MeOH/H20
(1:3) (5 x 20 mL c/u) hasta llegar a un pH=7 en el filtrado.El producto se seco al
vacio durante 16 h.

Se realizd una ccf y se eluyd en un sistema CHCIs/MeOH (9:1) (1x, 254 nm), no se
detecto la presencia de impurezas.

NH,

N +

O,N 74 NH O,N
2 2 2 \ N
—|— )J\ ) 0032— KOH -
H,N NH, EtOH/n-PrOH, 90°C _
NH, 2 N NH,
(A)

Esquema 2. Formacién del intermediario A.

Sintesis de intermediario (S)-1-(1H-imidazol-1-il)-2-(4-isobutilfenil)propan-1-ona (B)

En un matraz bola de 100 mL de una boca secado previamente 2 h en la estufa, se
adicionaron 2.42 mmol de (S)-ibuprofeno, 2.89 mmol de CDI y 5 mL de CHCIs. El
sistema se purgd y se colocod bajo atmosfera de N2. La reaccidn se colocd en
agitacion constante a temperatura ambiente. Después de 1 h se realizo la ccf de la
reaccion en disolucion y se eluyé en un sistema Hex/AcOEt (6:4) (1x, 254 nm). Al
no observarse presencia de materia prima, se dio por terminada la reaccién. El
producto no fue aislado debido a su inestabilidad.

OH : N/i>

CDI =
CHC|3, t.a., N2

Esquema 3. Formacién del intermediario B.
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Sintesis del compuesto (S)-N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)-2-(4-isobutilfenil)-
propanamida (01)

En un matraz bola de 100 mL de una boca, donde ya se tenian disueltos 2.42 mmol
del intermediario B, se afnadieron 1.21 mmol del intermediario A disuelto en 20 mL
de DMF, a continuacion, se afiadieron 20 mL mas de DMF al matraz. Se adapt6 un
serpentin para reflujo, el sistema se purgd, la reaccién se colocé en agitacion
constante, a temperatura de 85°C, bajo atmdsfera de N2. Pasadas 18 h en
calentamiento continuo, el producto fue extraido con 50 mL de una disolucién al
20% de HCI y CH2Cl2 sucesivamente como fase organica (4 x 20 mL c/u). La fase
organica se tratdo con Na2SO4 anhidro y se concentro a presion reducida. El producto
se precipitod con éter etilico anhidro y se filtr6 al vacio.

Se realizo la ccf del sélido y se eluyd en un sistema CHCIs/MeOH (9:1) (1x, 254 nm).

No se observo presencia de impurezas.
T
NH, o HN :
N)\NHZ N7l

85°C, Ny

>7

(A) (B) (01)

Esquema 4. Formaciéon del compuesto 01.

Sintesis del compuesto (S)-N-(2,6-diaminoquinazolin-4-il)-2-(4-isobutilfenil)-
propanamida (02)

Se anadieron 0.64 mmol del compuesto 01, 0.12 mmol de Ni(OAc)2:4H20 y 3.3 mL
de una mezcla (10:1) CH3CN/H20 en un matraz bola de 50 mL de una boca, la
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 30 min. Al término de este
tiempo, se afadieron 2.50 mmol de NaBHa4y la reaccién continué por 30 min mas,
el color de la disolucién se torné negro. Al término de la reaccién, el compuesto se
extrajo con 20 mL de H20 y AcOEt (5 x 6 mL c/u), posteriormente se realizé una
filtracion rapida sobre algodén para retirar los restos de sales de niquel.

La fase organica se traté con Na2SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida. Se
realizé la ccf del solido obtenido y se eluyé en un sistema CHCI3/MeOH (7:3) (1x,
365 nm). No se observoé presencia de subproductos con el compuesto de interés.
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O,N : Ni(OAc),"4H,0, NaBHy_ H,N . -
\©5\N CH,CN/H,0, ta. N
)\ )\
N N~ NH,

(01) (02)

Esquema 5. Formacion del compuesto 02.

Sintesis del intermediario (S)-1-(1H-imidazol-1-il)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)propan-1-
ona (C)

Se colocaron 2.18 mmol de (S)-naproxeno y 2.83 mmol de CDI en un matraz bola
de una boca previamente secado en la estufa durante 2 h. Se anadieron 5 mL de
CHCIs y una barra de agitacion magnética. El sistema se purgd y se colocd en
agitacion constante, a temperatura ambiente, bajo una atmadsfera de Na.

Pasada 1.5 h se realiz6 la ccf comparando contra la materia prima, el sistema de
elucion utilizado fue Hex/AcOEt (6:4) (1x, 254 nm), al no observarse presencia de
ésta se dio por finalizada la reaccion. El producto no fue aislado debido a su
inestabilidad.

‘. _OH N
col
0 CHCly, t. a., N, 0
MeO MeO

Esquema 6. Formacioén del intermediario C.

9

Sintesis del compuesto (S)-N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)-2-(6-metoxinaftalen-
2-il)propanamida (03)

En un matraz bola de 100 mL de una boca, se disolvieron previamente 2.10 mmol
del intermediario C en 5 mL de CHCIs, se afiadieron 1.09 mmol del intermediario A
disueltos en 20 mL de DMF, después se afadieron 20 mL mas de DMF.

Se colocd un serpentin para reflujo en el sistema y fue purgado, la reaccién se
coloco bajo atmdsfera de N2. El sistema se coloco a 85°C en agitacion constante.
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Después de 15 h de reaccion, se realizé una extraccion liquido-liquido con 50 mL
de una disolucion de HCI al 20% y CH2Cl2 (4 x 20 mL c/u). La fase organica se trato
con Na2SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. La precipitacién del
compuesto se realizé con éter etilico anhidro y se filtré al vacio para posteriormente
realizar ccf del sélido comparandolo contra el intermediario A, el sistema de elucién
utilizado fue CHCIs/MeOH (9:1) (1x, 254 nm). No se observd presencia de
impurezas junto con el producto.

NH, o OMe
O,N £
O2N NN OO DMF, CHCl, 2 SN
Ll 37 e
= =
N~ NH, Né/ =

85°C, N, )\
(A) (€) (03)

Esquema 7. Formacién del compuesto 03.

Sintesis de (S)-N-(2,6-diaminoquinazolin-4-il)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanamida
(04)

En un matraz bola de 50 mL de una boca se afadieron 0.60 mmol del compuesto
03, 0.12 mmol de Ni(OAc)2-4H20 y 3.3 mL de una mezcla (10:1) CH3CN/H20, la
reaccion permanecié en agitacion constante durante 30 min. Pasado este tiempo,
se adicionaron 2.40 mmol de NaBHa4 y la reaccion continué por 30 min mas, el color
en la disolucién viré a negro.

El compuesto se extrajo con 20 mL H20 y AcOEt (5 x 5 mL c/u). Se realiz6é una
filtracion rapida con algodon de la fase organica para retirar restos de sales de
niquel, se traté con Na2S0O4 anhidro y se concentrd a presion reducida.

Se ejecuto la ccf del sélido obtenido, comparandolo contra el compuesto 03. La
cromatoplaca se eluy6é en un sistema CHCIls/MeOH (7:3) (1x, 365 nm). No se
observé la presencia de impurezas con el producto.

OMe OMe
HNT HN®
OzN\QjKN - Ni(OAc),-4H,0, NaBH, HzN\QjKN -
CH3CN/H20, t.a.
= =
N)\NHZ N/‘\NHZ

(03) (04)

Esquema 8. Formacion del compuesto 04.
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Sintesis de la serie B

En el Esquema 9 se representa la sintesis seguida para la elaboracion de los
compuestos 05-08. La metodologia para cada reaccion sera descrita de manera
independiente, la caracterizacion espectroscopica y espectrométrica esta descrita
en el apartado de Resultados y discusion.

Q o)
HN)J\R HN)J\R
O2N Ac,0 O,N
SN 70°C XN
)\
N NH, N NHCOCH,
01, 03 05, 07
H,, [Pd/C]
R: (S)-ibuprofenilo MeOH, t.a.
(S)-naproxenilo
)OJ\
HN R
HoN
\ N
)\
N NHCOCH;,
06, 08

Esquema 9. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos de la serie B.

Sintesis de (S)-N-(2-acetamido-6-nitroquinazolin-4-il)-2-(4-isobutilfenil)-
propanamida (05)

Se colocaron 0.76 mmol del compuesto 01 y 3 mL de anhidrido acético en un matraz
bola de 50 mL de una boca. El sistema fue purgado, se colocé bajo atmésfera de
N2 en agitacion constante a temperatura de 70°C. Pasadas 36 h en calentamiento
constante, se afiadieron 5 mL de hexano y se mantuvo en agitacion durante 20 min,
se separo por decantacién el acido acético de la emulsion formada y esta ultima se
vertio en éter etilico anhidro para obtener un sélido.
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Al solido formado se le hicieron extracciones solido-liquido con éter etilico anhidro
(4 x 5 mL c/u) y posteriormente se realizd ccf usando como sistema de elucion
CHCI3/MeOH (9:1) (1x, 254 nm). No se observo que hubiera impurezas presentes
con el producto.

(01) (05)

Esquema 10. Formacion del compuesto 05.

Sintesis del (S)-N-(2-acetamido-6-aminoquinazolin-4-il)-2-(4-isobutilfenil)-
propanamida (06)

Se colocaron 0.76 mmol del compuesto 05 y 0.030 g de Pd/C al 10% en un vaso de
precipitados de 50 mL y se realizé una mezcla en sélido. La mezcla se trasvaso con
ayuda de 10 mL de MeOH en un vaso Paar de 500 mL y se afiadieron 30 mL mas
de MeOH para completar un volumen total de 40 mL. El frasco se colocé en un
equipo de hidrogenacion Paar a 60 Ib/inch? de presion y 30 rpm en el redstato.
Pasados 15 minutos de reaccion, la disolucién se filtré al vacio sobre celita y la fase
alcohdlica se concentré a presion reducida.

Se indujo la precipitacién del producto con éter etilico anhidro y se filtr6 al vacio. Se
realizd ccf del solido obtenido, el sistema de elucidn utilizado fue CHCIs/MeOH (7:3)
(1x, 365 nm). No se observo presencia de impurezas en la reaccion.

/\O‘\/Q/Y /(”)\/Q/Y
HN : HN :

O,N
H,, [Pd/C]

SN0 HN SN0
N)\H)l\ MeOH, t.a. N)\HJ\
(05) (06)

Esquema 11. Formacion del compuesto 06.
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Sintesis de (S)-N-(2-acetamido-6-nitroquinazolin-4-il)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)-
propanamida (07)

En un matraz bola de una boca se colocaron 0.72 mmol 03 y 3 mL de anhidrido
acético. El sistema se purgd y se colocé bajo atmésfera de N2. La reaccion se colocod
a 70°C en agitacion constante.

Después de 48 h de calentamiento y agitacién constantes, se dejo reposar la
reaccion hasta alcanzar la temperatura ambiente y se adicionaron 5 mL de hexano
para seguir con la agitacién por 15 min mas. Se decanté el producto separando el
acido acético de la emulsion formada; esta ultima se vertié en éter etilico anhidro
para inducir la precipitacion del producto.

Se hicieron extracciones sucesivas solido-liquido (4 x 5 mL c/u) con éter etilico al
soélido formado y se le realizé ccf fina en un sistema de elusion (CHCIs/MeOH (9:1)
(1x, 254 nm). No se observo presencia de impurezas en el producto.

OMe OMe
P P
HN ; HN

O,N N - (Ac),0  OuN N
T ER OO
N” NH, N N
(03) (07)

Esquema 12. Formacion del compuesto 07.

Sintesis de (S)-N-(2-acetamido-6-aminoquinazolin-4-il)-2-(6-metoxinaftalen-2-
il)propanamida (08)

Se realiz6 la mezcla en sdlido, de 0.44 mmol del compuesto 07 con 0.021 g de Pd/C
al 10% en un vaso de precipitados de 50 mL. Se anadieron 10 mL de MeOH a la
mezcla y se trasvaso a un frasco Paar de 500 mL, se colocaron 30 mL adicionales
de MeOH vy la reaccion se instalé en el equipo de hidrogenacién a una presion de
60 Ib/inch? y 30 rpm en el redstato. Después de 15 min de reaccion, la disolucion se
filtr6 al vacio en celita y la fase alcohdlica se concentré a presion reducida.

Para la obtencién del solido se indujo la precipitacion del compuesto con éter etilico
anhidro y se filtré al vacio. Posteriormente se realizé ccf en un sistema de elucion
CHCI3/MeOH (7:3) (1x, 365 nm). No se observaron impurezas ademas del producto.
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Esquema 13. Formacién del compuesto 08.

Sintesis de la serie C

La ruta sintética seguida para la formacién de los compuestos 09—-12 se muestra en
la Esquema 14, en donde la caracterizacion de cada uno de los compuestos se
muestra en el apartado de Resultados y analisis.

N
. +
O,N Z NH,
T )k e CH,COO
H,N H

NH,
KOH
DMF/MeOH, 90°C
NH,
O,N o)
N PN
) HN R
N

N,, 90°C )
e =

R: (S)-ibuprofenilo DMF/CHCl3

(S)-naproxenilo

R N/X Ni(OAC),.4H,0, NaBH,
l CH4CN/H,0, t.a.

N
B-C o
N,, ta. HN R
CHCl, H,N
2 \N

Esquema 14. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos de la serie C.
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Sintesis del intermediario 4-amino-6-nitroquinazolina (D)

Se mezclaron 6.13 mmol de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo, 7.36 mmol de acetato de
formamidina y 7.36 mmol de KOH en 50 mL de una mezcla (4:1) DMF/MeOH. Al
sistema se le adapt6 una columna Vigreux y se colocé en agitacion constante a una
temperatura de 90°C. Después de 24 h de calentamiento continud, la mezcla de
reaccion se vertiéo en una disolucién saturada y fria de NaCl. El sélido se mantuvo
precipitando durante 12 h y posteriormente se filtré al vacio.

La purificacion del compuesto consistio en una extraccion solido-liquido con 30 mL
de MeOH frio. Posteriormente se realizé ccf, eluyendo la cromatoplaca en un
sistema CHCI3/MeOH (9:1) (1x, 254 nm). No se observé presencia de impurezas.

N NH,
O,N Z +

NH, O:N N
+ ® CH,;COO KOH > N
3 DMF/MeOH, 90°C J

NH, HoN H >

N
(D)

Esquema 15. Formacion del intermediario D.

Sintesis de (S)-2-(4-isobutilfenil)-N-(6-nitroquinazolin-4-il)propanamida (09)

Se mezclaron 2.42 mmol del intermediario B previamente disueltos en 5 mL de
CHCIs (la preparacion ya fue descrita anteriormente) y 1.45 mmol del intermediario
D disueltos en 10 mL de DMF, posteriormente se afadieron 15 mL mas de DMF. Al
matraz se le adecud un serpentin para reflujo, se purgd, colocd bajo atmésfera de
N2, en agitacion constante a una temperatura de 90°C. Pasadas 24 h de reaccion,
el compuesto se extrajo con 40 mL de una disolucion al 10% de HCl y con éter etilico
(3 x 10 mL c/u). La fase organica se traté con Na2SO4 anhidro y se concentré al
vacio. Para inducir la precipitacion del compuesto se utilizaron 10 mL de hexano.

Se realiz6 la ccf del solido usando como fase mévil (CHCIs/MeOH (9:1) (1x, 254

nm).

LT
NH, m HN I

O,N ON :
SN N DMF, CHCl; 2 SN

N N=—

—_—
90°C, N, )

(D) (B) (09)

Esquema 16. Formacion del compuesto 09.
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Sintesis de (S)-N-(6-aminoquinazolin-4-il)-2-(4-isobutilfenil) propanamida (10)

Se afadieron 0.53 mmol del compuesto 09, 0.11 mmol de Ni(OAc)2:4H20 y 4.4 mL
de una mezcla (10:1) CH3CN/H20 a un matraz bola de 50 mL de una boca. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 30 min. Al término de este
tiempo, se anadieron 2.12 mmol de NaBHa4y la reaccion continu6 por 30 min mas,
el color de la disolucion se torné negro.

Cuando termino la reaccion, el compuesto se extrajo con 25 mL de H20 y AcOEt (4
x 5 mL c/u). Se ejecuto una filtracion rapida sobre algodon. La fase organica se trato
con Na2S04 anhidro y se concentré a presion reducida. Se realizdé ccf del solido
obtenido y se eluyo6 en un sistema CHCIs/MeOH (7:3) (1x, 365 nm). No se observo
presencia de impurezas ademas del compuesto de interés.

L OT L OorT
HNT HNT
ON : HoN :
N) Ni(OAc),"4H,0, NaBH, N)

CH3CN/H0, t.a.

(09) (10)

Esquema 17. Formacion del compuesto 10.

Sintesis de (S)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)-N-(6-nitroquinazolin-4-il)propanamida (11)

En un matraz bola de 100 mL de una boca, se disolvieron previamente 2.18 mmol
del intermediario C (la preparacion ya fue descrita anteriormente) en 5 mL de CHCls,
se anadieron 1.31 mmol del intermediario D disueltos en 10 mL de DMF, después
se anadieron 15 mL mas de DMF y se colocé una barra de agitaciéon magnética. Se
adaptd un serpentin para reflujo en el sistema y fue purgado. La reaccion se instalo
bajo atmdsfera de N2, a una temperatura de 90°C, en agitaciéon constante.

Después de 28 h, se realizd una extracciéon liquido-liquido con 30 mL de una
disolucion de HCI al 10% vy éter etilico (3 x 10 mL c/u). La fase organica se tratd con
Naz2S04 anhidro y se concentré a presion reducida.

La precipitacion del compuesto se realizé con hexano y se filtré al vacié para
posteriormente realizar ccf del sélido, comparandolo contra el intermediario D, el
sistema de elucion utilizado fue CHCI3/MeOH (9:1) (1x, 254 nm). No se observd
presencia de impurezas junto con el producto.
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Esquema 18. Formacion del compuesto 11.

Sintesis de (S)-N-(6-aminoquinazolin-4-il)-2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanamida
(12)

En un matraz bola de 50 mL de una boca se anadieron 0.67 mmol del compuesto
11, 0.13 mmol de Ni(OAc)2:4H20 y 4.4 mL de una mezcla (10:1) CH3CN/H20, la
reaccion permanecié en agitacion constante durante 30 min. Pasado este tiempo,
se adicionaron 2.69 mmol de NaBH4 y la reaccion continu6é por 35 min mas. El
compuesto se extrajo con 20 mL de H20 y AcOEt (4 x 5 mL c/u). Se realizé una
filtracion rapida con algodon de la fase organica para retirar restos de sales de
niquel, se traté con Na2SO4 anhidro y se concentré a presién reducida.

Se prepard ccf del solido obtenido comparandolo contra el compuesto 11. La
cromatoplaca se eluy6é en un sistema CHCIls/MeOH (7:3) (1x, 365 nm). No se
observé presencia de impurezas con el producto.

OMe OMe
1 i1
HNT Y HN
O,N H,N
2 \N 2 \N
N) Ni(OAc), 4H,0, NaBH, N)

CH3CN/H20, t.a.

(1) (12)

Esquema 19. Formacion del compuesto 12.
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La lista de los compuestos finales que fueron evaluados biologicamente vy

estudiados con acoplamiento molecular se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Estructuras de los compuestos finales.
Serie B Serie C

Serie A
LT 10T

HN ;
HoN £ HzN
N NH, N N

*NIWN-
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Evaluacion bioldgica

Los compuestos finales fueron evaluados en el laboratorio de pruebas bioldgicas
LSA del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autébnoma de México, a
cargo de la M. en C. Teresa Ramirez Apan.

Los ensayos se realizaron de manera in vitro sobre 4 lineas celulares, dos lineas
tumorales (PC-3, MCF-7) y dos lineas con fenotipo no tumoral (COS-7 y FGH), en
tres etapas diferentes que se describen a continuacion.

Primera etapa

La evaluacion de los compuestos fue mediante el método de sulforrodamina B
(SRB) sobre dos lineas cancerosas PC-3 (adenocarcinoma de préstata) y MCF-7
(adenocarcinoma de mama con receptor de estrégeno) a 25 uM. Las sustancias
fueron solubilizadas en DMSO para obtener una disolucion stock con la que a partir
de ésta se alcanzaria la concentracion deseada con diluciones seriadas, llevando al
aforo con agua.

Se utilizaron como controles positivos el tamoxifeno y el gefitinib. Cada ensayo se
realizo por triplicado a una sola concentracion. Las células se incubaron durante 48
h a 37°C en una atmodsfera de 5% de COa2. Al término de la incubacion, se midié la
densidad optica en un lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nmy se
obtuvo el porcentaje de inhibicion del crecimiento + EEM.

De este primer ensayo, se seleccionaron los compuestos que presentaron actividad
bioldgica, aunque fuera moderada, para posteriormente evaluarlas en un segundo
ensayo. Las 12 moléculas presentaron actividad bioldgica.

Segunda etapa

Todas las moléculas fueron evaluadas nuevamente de manera in vitro por el método
de SRB, pero esta vez sobre una linea celular con fenotipo no tumoral COS-7 (rifidn
de mono) para asi determinar qué tan téxicas pueden ser en lineas sanas. La
metodologia utilizada es la misma descrita en la primera etapa, usando al
tamoxifeno y el gefitinib como control positivo.

En este ensayo se seleccionaron las moléculas que resultaron con el mejor perfil
citotoxico de la primera etapa y con un porcentaje menor al del gefitinib de la
segunda etapa, por lo que las moléculas estudiadas en la tercera etapa fueron los
derivados de la serie A.
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Tercera etapa

Para la ultima etapa los 4 compuestos seleccionados fueron evaluados por el
método de SRB (descrito en la primera etapa) de manera in vitro en otra linea celular
con fenotipo no tumoral, FGH (fibroblastos gingivales humanos) y asi determinar de
nueva cuenta silas moléculas podrian no ser toxicas en una linea celular de humano
sana. El control positivo fue el tamoxifeno.

Acoplamiento molecular

Se realiz6 el estudio de acoplamiento molecular de los compuestos de las series A,
B y C sobre dos dianas farmacolégicas, COX-2 (PDB ID: 5F1A) y EGFR (PDB ID:
2GS7), con el fin de determinar una tendencia entre actividad biolégica reportada y
la magnitud de la afinidad calculada por el software; asimismo, observar las
interacciones presentes entre las dianas y los derivados. Cabe sefialar que, para
comparar los resultados con farmacos en el mercado de actividad comprobada, se
utilizo el gefitinib en el acoplamiento con EGFR y el (S)-ibuprofeno y (S)-naproxeno
en el acoplamiento con la COX-2.

Validacion

Con el fin de validar que el método utilizado es confiable y puede ser reproducible,
se utilizo el software Maestro v.11 para calcular el valor de RMSD. Este método solo
se realizo para el EGFR, debido a que la COX-2 no contaba con ningun ligando en
el Protein Data Bank. La proteina usada fue EGRF (PDB: 3UG2), puesto que el
EGFR (PDB ID: 2GS7) se encuentra cocristalizado con AMP, no con el gefitinib, que
es el farmaco usado para comparar el valor de AG. Otra razén de no utilizar el EGFR
(PDB ID: 2GS7) para la validacion, es que el software, no admite ligandos con un
numero de enlaces rotables mayor a 10, en el caso del AMP se tienen 15.

Se utilizé la pose en formato PDB generada de AutoDockTools-1.5.6 y la proteina
en formato PDB del Protein Data Bank sin ser tratada.

Ligando

La optimizacion de la geometria de los compuestos de las series A, By C se realizé
en Spartan Graphical User Interface v.10, utilizando un modelo semiempirico tipo
PM6 y fueron guardados en formato MOL2, asignando cargas electrostaticas.
Usando AutoDockTools-1.5.6, se detectd la raiz de la estructura y se identificaron y
visualizaron los enlaces rotables; la estructura del ligando se guard6é en formato
PDBQT.
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Proteina

Las proteinas fueron obtenidas de Protein Data Bank y guardadas en archivo PDB.
Mediante Maestro v.11, se retiraron hidrégenos polares, iones, las moléculas
cocristalizadas, se colocé en un medio fisioldgico de pH=7.4 y se asignaron cargas
Gasteiger; los archivos se guardaron en formato PDBQT.

Molecular docking

Con el software AutoDockTools-1.5.6 se realiz6 el acoplamiento molecular y el
establecimiento del grid entre las moléculas y las dianas. Se consideraron los
enlaces rotables para de los ligandos y rigidos en las dianas. El tamafio del grid fue
de 60x60x60 con un espacio de 0,375 A. se empleo la funcidn de energia empirica
libre y un Algoritmo Genético Lamarckiano con un tamario de poblaciéon de 150, un
numero maximo de evaluaciones de 2 500 000, numero de corridas de 10 y con
numero de generaciones de 27 000.

Se eligio la energia libre de union (AG) con el valor mas bajo del cluster de mayor
numero de conformaciones y el archivo se guardé en formato PDBQT. Los
resultados del acoplamiento se analizaron en PyMOL v.099 para observar las
interacciones entre los ligandos y las dianas farmacologicas.

Todos los estudios del acoplamiento molecular se procesaron en una PC con
sistema operativo Windows 8 y 4 Gb de memoria RAM.

Visualizacién en 2D

Para la visualizacion en 2D del acoplamiento molecular con cada proteina y ligando
se utilizé la plataforma Protein Plus del NCSB: Protein Data Bank.

Se utilizé el archivo PDB generado en AutoDockTools-1.5.6 de la pose seleccionada
para cada ligando, el cual fue convertido en formato SDF con ayuda del software
OpenBabelGUI v.2.1.6. Para la proteina se utilizd el archivo PDB previamente
preparado en Maestro v.11.
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Resultados y analisis

Sintesis

Caracterizacion

La caracterizacion fisica, y los datos obtenidos de IR, EM y RMN-'H de los
compuestos finales se presenta a continuacion. Los espectros de NOESY para la
serie A se muestra de manera independiente.

Tabla 3. Caracterizacion de los compuestos finales. Fase movil en la determinacion del R
CHCI3s/MeOH (7:3) 1x.

Compuesto Caracterizacion

Sdélido amarillo paja
Rendimiento=72%
P.f.=178-180 °C
R=0.73
IR-ATR (cm-): 3424, 3268, 3133 y
1502 (N-H), 1678 (C=0), 1619 y
1463 (C=Carom), 1571 (C=N), 1414
4 3 (CHs), 1330 y 1282 (C-NOz2), 730
0 (CH2).
EM-DART (m/z): M [H*] = 394
8 HN - 4 1 RMN-H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 0.83 [(H1-r) (d, J = 8.8Hz,
6H)], 1.37 [(H7) (d, J = 9.28Hz, 3H)],
)\ 1.75 [(H2) (m, J = 9.0Hz, 1H)], 2.39
Z [(H3) (d, J = 9.48Hz, 2H)], 4.24 [(He)
12 (dd, J = 8.92Hz, 9.36Hz, 1H)], 7.10
01 [(Ha-#) (d, J = 10.68Hz , 2H)], 7.30
[(Hs-5) (d, J = 10.72Hz, 2H)], 7.58
[(H12) (d, J = 12.32Hz, 1H)], 8.09
[(Ho) (sa, 2H)], 8.38 [(H41) (dd, J =
3.1Hz, 3.24Hz, 1H)], 9.24 [(H10) (d,
J = 3.32Hz, 1H)], 10.29 [(Hs) (s,
1H)].
RMN-13C (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 129.19 [(C-Namida)]
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Sélido amarrillo intenso
Rendimiento=90%

P.f.=143-146 °C

R=0.58

IR-ATR (cm-"): 3431, 3210, 2953 y
1519 (N-H), 1633 (C=0), 1519 y
830 (C=Carom), 1585 (C=N), 1421
(CHas), 725 (CHy).

EM-DART (m/z): M [H*] = 364
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 0.84 [(H4-r) (d, J = 6.64Hz,
6H)], 1.35 [(H7) (d, J = 7.0Hz, 3H)],
1.79 [(H2) (m, J = 6.72, 1H)], 2.39
[(Hs) (d, J =7.12Hz, 2H)], 4.11 [(He)
(sa,1H)], 5.21 [(H13) (s, 2H)], 7.29
[(Hss) (d, J = 7.92Hz, 2H)], 7.08
[(Hs-#4) (d, J = 8.16Hz , 2H)], 7.09
[(H11) (d, J=2.42Hz, 1H)], 7.26 [(H1)
(dd, J =7.88Hz, 1H)], 7.27 [(H10) (d,
J=7.56Hz, 1H)], 9.77 [(Hs) (s, 1H)].
RMN-3C (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 125.15 [(C-Namida)]

Soélido amarillo paja
Rendimiento=67%

P.f.=187-188 °C

R~=0.78

IR-ATR (cm-): 3467, 3251, 3133 y
1503 (N-H), 1671 (C=0), 1617 y
1466 (C=Carom), 1571 (C=N), 1430
(CH3), 1325 y 1289 (C-NO2), 1289
(C-0).

EM-DART (m/z): M [H*] = 418
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.46 [(Ho) (d, J = 7.0Hz, 3H)],
3.34 [(H41) (s, 3H)], 4.43 [(Hs) (d, J =
6.56Hz, 1H)], 7.13 [(H3) (dd, J =
2.56Hz, 2.56Hz, 1H)], 7.26 [(H2) (d,
J = 2.44, 1H)], 7.52 [(H7) (dd, J =
1.72Hz, 1.68Hz, 1H)], 7.58 [(H14) (d,
J = 9.28Hz, 1H)], 7.74 [(H4) (d, J =
8.84Hz, 1H)], 7.77 [(Hs) (d, J =
3.88Hz, 1H)], 7.80 [(He) (d, J =
4.4Hz, 1H)], 8.07 [(H11) (s, 2H), 8.38
[(H13) (dd, J = 2.52Hz, 5.00Hz 1H)],
9.25 [(H12) (d, J = 2.52Hz, 1H)],
10.36 [(H10) (s, 1H)].

RMN-3C (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 127.31 [(C-Namida)]
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Sélido amarrillo intenso
Rendimiento=92%

P.f.=155-157 °C

R=0.48

IR- ATR (cm™): 3332, 3210, 2970 y
1502 (N-H), 1631 (C=0), 1603 y
1447 (C=Carom), 1583 (C=N), 1385
(CHas), 1295 (C-0).

EM-DART (m/z): M [H*] = 388
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.45 [(H9) (d, J = 7.0Hz, 3H)],
3.36 [(H41) (s, 3H)], 4.28 [(Hs) (sa,
1H)], 5.21 [(H1s) (s, 1H)], 7.03 [(H2)
(d, J =2.36Hz, 1H)], 7.04 [(H13) (dd,
J = 2.4Hz, 2.56Hz, 1H)], 7.11 [(H3)
(dd, J = 2.48Hz, 2.64Hz, 1H)], 7.14
[(H12)(d, J = 2.56Hz, 1H)], 7.52 [(H7)
(d, J=1.64Hz, 1H)], 7.58 [(H14) (d,
J = 1.56Hz, 1H)], 7.24 [(H4) (d, J =
8.88Hz, 1H)], 7.77 [(Hs) (d, J =
9.0Hz, 1H)], 7.80 [(Hs) (d, J =
10.84Hz, (1H)], 9.81 [(H10) (s, 1H)].
RMN-3C (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 126.97 [(C-Namida)]

Sélido crema

Rendimiento=76%

P.f.=134-137 °C

R=0.67

IR-ATR (cm): 3422, 3266, 3104 y
1512 (N-H), 1679 (C=0), 1619 y
1463 (C=Carom), 1575 (C=N), 1417
(CHs), 1338 y 1290 (C-NO2), 746
(CHz2).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 416
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 01.55 [(H1-1) (d, J = 7.12
6H)], 2.12 [(H7) (d, J = 8.2Hz, 3H)],
1. 75 [(H2) (m, J = 3.43Hz, 1H)],
2.39 [(H3) (d, J = 7.56Hz, 2H)], 4.24
[(He) (dd, J = 2.54Hz, 2.57Hz, 1H)],
7.30 [(Hs-5) (d, J = 8.3Hz, 2H)], 7.10
[(Hs-4) (d, J = 8.8Hz , 2H)], 7.58
[(H12) (d, J = 8.5Hz, 1H)], 8.09 [(Ho)
(sa, 2H), 8.38 [(H11) (dd, J =
10.53Hz, 3.4Hz, 1H)], 9.24 [(H10) (d,
J =4.1Hz, 1H), 10.29 [(Hs) (s, 1H)].
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Sélido amarillo verdoso
Rendimiento=85%

P.f.=122-125 °C

R=0.45

IR-ATR (cm-"): 3424, 3268, 3133 y
1502 (N-H), 1678 (C=0), 1619 y
1463 (C=Carom), 1571 (C=N), 1414
(CHs), 1330 y 1282 (C-NO2), 730
(CHz2).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 406
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 0.83 [(H1-1) (d, J = 7.9Hz
6H)], 1.37 [(H7) (d, J = 6.5Hz 3H)],
1.75 [(H2) (m, J = 7.9Hz, 1H)], 2.39
[(Hs) (d, J = 5.4Hz, 2H)], 4.24 [(He)
(dd, J = 2.45Hz, 2.70Hz, 1H)], 7.30
[(Hs.5) (d, J = 8.3Hz, 2H)], 7.10 [(Ha-
4)(d, J=8.8Hz, 2H)], 7.58 [(H12) (d,
J =8.5Hz, 1H)], 8.09 [(Ho) (sa, 2H),
8.38 [(H14) (dd, J = 1.43Hz, 1.55Hz,
1H), 9.24 [(H10) (d, J = 4.1Hz, 1H),
10.29 [(Hs) (s, 1H)].

Sélido crema

Rendimiento=50%

P.f.=124-126 °C

R~=0.70

IR-ATR (cm-): 3467, 3251, 3133 y
1503 (N-H), 1671 (C=0), 1617 y
1466 (C=Carom), 1571 (C=N), 1430
(CH3), 1325 y 1289 (C-NO2), 1289
(C-0).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 460
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.46 [(He) (d, J = 7.23Hz,
3H)], 3.34 [(H1) (s, 3H)], 4.43 [(Hs)
(dd, J = 6.5Hz, 6.80Hz, 1H)], 7.13
[(Hs) (dd, J = 8.2Hz, 7.9Hz, 1H)],
7.26 [(H2) (d, J = 3.9Hz, 1H)], 7.52
[(H?7) (dd, J = 6.3Hz, 5.95Hz, 1H)],
7.58 [(H14) (d, J = 8.5Hz, 1H)], 7.74
[(H4) (d, J = 8.7Hz, 1H)], 7.77 [(H5s)
(d, J = 8.4Hz, 1H)], 7.80 [(Hs) (d, J
= 4.4Hz, 1H)], 8.07 [(H11) (s, 2H),
8.38 [(H13) (dd, J = 8.7Hz, 8.67Hz,
1H)], 9.25 [(H12) (d, J = 4.2Hz, 1H)],
10.36 [(H10) (s, 1H)].
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Sélido amarillo verdoso
Rendimiento=85%

P.f=115-119 °C

R=0.59

IR- ATR (cm™): 3332, 3210, 2970 y
1502 (N-H), 1631 (C=0), 1603 y
1447 (C=Carom), 1583 (C=N), 1385
(CHas), 1295 (C-0).

EM-APCI (m/z): M [H*] =430
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.45 [(He) (d, J = 7.23Hz,
3H)], 3.36 [(H41) (s, 3H)], 4.28 [(Hs)
(dd, J = 7.23Hz, 7.15Hz, 1H)], 5.21
[(H1s) (s, 1H)], 7.03 [(H2) (d, J =
3.9Hz, 1H)], 7.04 [(H13) (dd, J =
2.19Hz, 2.23Hz, 1H)], 7.11 [(H3)
(dd, J = 8.2Hz, 8.33Hz, 1H)], 7.14
[(H12) (d, J = 4.2Hz, 1H)], 7.52 [(H7)
(dd, J = 6.3Hz, 6.50Hz, 1H)], 7.58
[(H14) (d, J = 8.5Hz, 1H)], 7.24 [(H4)
(d, J = 8.7Hz, 1H)], 7.77 [(Hs) (d, J
= 8.4Hz, 1H)], 7.80 [(He) (d, J =
4.4Hz, (1H)], 8.07 [(H11) (s, 2H),
9.81 [(H10) (s, 1H)].

Sdlido naranja palido
Rendimiento=85%

P.f.=145-148 °C

R=0.72

IR-ATR (cm): 3424, 3268, 3133 y
1502 (N-H), 1678 (C=0), 1619 y
1463 (C=Carom), 1571 (C=N), 1414
(CHs), 1330 y 1282 (C-NO2), 730
(CHz2).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 379
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 0.83 [(H1-r) (d, J = 6.9Hz,
6H)], 1.37 [(H7) (d, J = 7.23Hz, 3H)],
1.75 [(H2) (m, 1H)], 2.39 [(H3) (d, J
= 2.24Hz, 2H)], 4.24 [(Hs) (dd, J =
2.67Hz, 2.80Hz, 1H)], 7.30 [(Hs-5)
(d, J = 8.3Hz, 2H)], 7.10 [(Hs-4) (d,
J =8.8Hz, 2H)], 7.58 [(H12) (d, J =
8.5Hz, 1H)], 8.09 [(He) (sa, 2H),
8.38 [(H11) (dd, J = 10.72Hz,
10.81Hz, 1H), 9.24 [(H10) (d, J =
4.1Hz, 1H), 10.29 [(Hs) (s, 1H)].
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Sélido verde obscuro
Rendimiento=92%
P.f=123-125°C

R=0.43

IR-ATR (cm-"): 3431, 3210, 2953 y
1519 (N-H), 1633 (C=0), 1519 y
830 (C=Carom), 1585 (C=N), 1421
(CHas), 725 (CHy).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 349
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 0.84 [(H4-r) (d, J = 6.78Hz,
6H)], 1.35 [(H7) (d, J = 8.2Hz, 3H)],
1.79 [(H2) (m, J =1.78Hz, 1H)], 2.39
[(Hs) (d, J =7.78Hz, 2H)], 4.11 [(He)
(dd, J = 2.14Hz, 2.20Hz, 1H)], 5.21
[(H13) (s, 2H)], 7.29 [(Hss) (d, J =
8.7Hz, 2H)], 7.08 [(H4-4) (d, J
8.5Hz , 2H)], 7.09 [(H11) (d, J
8.1Hz, 1H)], 7.26 [(H1) (dd, J
8.50Hz, 8.51Hz, 1H), 7.27 [(H10) (d,
J=4.1Hz, 1H)], 9.77 [(Hs) (s, 1H)].

Sdlido naranja

Rendimiento=85%

P.f.=117-119 °C

R~=0.73

IR-ATR (cm-): 3467, 3251, 3133 y
1503 (N-H), 1671 (C=0), 1617 y
1466 (C=Carom), 1571 (C=N), 1430
(CHs), 1325 y 1289 (C-NO2), 1289
(C-0).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 403
RMN-'"H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.46 [(Ho) (d, J = 7.59Hz,
3H)], 3.34 [(H1) (s, 3H)], 4.43 [(Hs)
(dd, J = 2.45Hz, 2.47Hz, 1H)], 7.13
[(Hs) (dd, J = 1.89Hz, 1.92Hz, 1H)],
7.26 [(H2) (d, J = 3.9Hz, 1H)], 7.52
[(H?7) (dd, J = 6.3Hz, 6.27Hz, 1H)],
7.58 [(H14) (d, J = 8.5Hz, 1H)], 7.74
[(H4) (d, J = 8.7Hz, 1H)], 7.77 [(H5s)
(d, J = 8.4Hz, 1H)], 7.80 [(Hs) (d, J
= 4.4Hz, 1H)], 8.07 [(H11) (s, 2H),
8.38 [(H13) (dd, J = 8.7Hz, 8.57Hz,
1H)], 9.25 [(H12) (d, J = 4.2Hz, 1H)],
10.36 [(H10) (s, TH)].
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Sélido verdoso

Rendimiento=95%

P.f.=100-101 °C

R=0.52

IR- ATR (cm™): 3332, 3210, 2970 y
1502 (N-H), 1631 (C=0), 1603 y
1447 (C=Carom), 1583 (C=N), 1385
(CHas), 1295 (C-0).

EM-APCI (m/z): M [H*] = 377
RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds), &
(ppm): 1.45 [(He) (d, J = 6.89Hz,
3H)], 3.36 [(H1) (s, 3H)], 4.28 [(Hs)
(dd, J =7.54Hz, 7.44Hz, 1H)], 5.21
[(H1s) (s, 1H)], 7.03 [(H2) (d, J =
3.9Hz, 1H)], 7.04 [(H13) (dd, J =
8.7Hz, 8.56Hz, 1H)], 7.11 [(H3) (dd,
J = 2.87Hz, 2.77Hz, 1H)], 7.14
[(H12) (d, J = 4.2HZz, 1H)], 7.52 [(H7)
(dd, J = 6.3Hz, 6.38Hz, 1H)], 7.58
[(H14) (d, J = 8.5Hz, 1H)], 7.24 [(H4)
(d, J =8.7Hz, 1H)], 7.77 [(Hs) (d, J
= 8.4Hz, 1H)], 7.80 [(He) (d, J =
4.4Hz, 1H)], 8.07 [(H11) (s, 2H), 9.81
[(H10) (s, 1H)].
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Los espectros NOESY fueron obtenidos para determinar la posicion en la que se
formo el enlace la amida de la serie A, entre el intermediario A con los AINE’s, ya
que como se observa en la estructura del intermediario podria formarse en la
posicion 2 y/o 4 de la quinazolina.

En los compuestos nitrados, se observa la interaccion del protén en el anillo de
quinazolina 10 y 12 en los compuestos 01 y 03, respectivamente, con el protdn de
la amida en posicién 4 de la quinazolina. Otra sefial confirmatoria es la interaccion
que se presenta entre los hidrogenos de la amina en posicion 6 de la quinazolina
con el proton de la amida de los compuestos 02 y 04, aunque también se observa
la interaccidn descrita para los compuestos nitrados. A manera de ejemplo se
colocaron los espectros de NOESY de 03 y 04, donde se observan las interacciones
descritas.
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Parte quimica

Para la formacion de los intermediarios A y D se utilizé una variacion de la reaccidn
de Niementowski, usando guanidina para la sintesis de la quinazolina
correspondiente a la serie A y B; mientras que para la sintesis de la serie C, se us6
como equivalente sintético la formamidina. El analisis retrosintético se muestra en
la Figura 9.

NH,

A: X=NH, (90%)
D: X=H (79%)

Figura 9. Andlisis retrosintético de la formacion de las quinazolinas utilizadas.

En cuanto a la formacién de ambos nucleos de quinazolina, se proponen dos
transformaciones quimicas que pueden ocurrir simultaneamente. Por una parte, el
mecanismo de reaccidén acido-base, representado en la Figura 10, el cual esta
mediado por la adicion en la reaccion de una base fuerte como el KOH, que
desplaza el equilibrio de la reaccion hacia la formacion del producto. Por otro lado,
se muestra un mecanismo de SNAr, que ocurre mediante la formacién de un
intermediario tipo Meisenheimer, que esta promovido por el efecto del grupo electro-
atrayente fuerte como es el NOz2, que esta en posicion para al grupo saliente, el NHz,
en la materia prima del 2-amino-5-nitrobenzonitrilo.

Mecanismo de reacciéon acido-base

HCO\H

N [
= + + +
N N___NH Ho NH Ho N O2N SN
-,
. NHz Y
NH, HoNT X NH2 NH K7 NH

Mecanismo de reaccidon SyAr

HC‘O\
H _
‘ NH NH,
* |
0N N _ N OaN NN
NH; HzN NH ¥ NH N NH,
X: NHy, H

Figura 10. Mecanismos de reaccién propuestos en la formacién del nucleo de quinazolina.
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Aunque no se determino cual es el mecanismo de reaccion predominante en esta
transformacién, se considera que, de acuerdo a que el NO2 es un grupo electro-
atrayente y el amino un electro-donador muy fuertes, el mecanismo en el que se
involucra la formacion del intermediario de Meisenheimer podria ser el que aporte
mas en la formacion de los respectivos productos, debido a la estabilidad dada por
el efecto mesomeérico entre estos dos grupos funcionales.

Este efecto también podria explicarse con los rendimientos obtenidos para cada
quinazolina. En el caso del intermediario A, se obtuvo un rendimiento del 90%, en
donde se utiliza a la guanidina para la reaccion de ciclacion; la guanidina tiene un
grupo NH2 mas en su estructura en comparacion de la formamidina, que para la
obtencion del intermediario D, se consiguido con un rendimiento menor (79%). El
grupo NH2 dona densidad electronica, haciendo favorable la reaccion de adiciéon
nucleofilica del nitrégeno de la imina sobre el carbono del nitrilo en la materia prima,
con lo que al tener un grupo NH2 extra, la adicion se llevara a cabo con mayor
facilidad. El rendimiento podria reflejar la eleccion de un mecanismo de reaccion
predominante; si el mecanismo de SNAr es el que aporta mas a la formacién del
producto, al tener ese NH2 adicional en la guanidina, dona mayor densidad
electrénica haciendo mas factible, en comparacién con el H de la formamidina, la
sustitucion del grupo amino en la materia prima por la amina en la guanidina. El
resultado de una reaccién mas favorecida sobre otra, seria un mayor rendimiento,
indicando mecanismo de reaccién principal. Por otro lado, si la reaccion procediera
mayormente por el mecanismo acido-base, un paso determinante en la reaccion es
la eliminacidn de una molécula de amoniaco de la parte de la guanidina o
formamidina, y como ambas pueden expulsar esa molécula, no deberia verse
reflejado en el rendimiento de las reacciones.

Para la formacion de los compuestos hibridos, se requirié previamente una reaccién
de activacion del acido carboxilico de los AINE’s. Debido a la baja reactividad del
carbono sp? del carboxilo frente a reacciones de adicidén-eliminacion, se favorece
primero la reaccion acido-base frente a nucledfilos, como en este caso, las aminas
en posiciones 2 y 4 de la quinazolina A y la amina en posicidon 4 del intermediario
D. Ademas, el efecto mesomérico entre los dos oxigenos y el carbono que
constituyen un acido carboxilico, disminuye la electrofilia del carbono. Es por ello
que se debe minimizar el efecto mesomérico para aumentar la reactividad del centro
electrofilico con la sustitucién de un mejor grupo.

Se decidio utilizar al CDI como agente activante para favorecer la reaccion de
formacion del enlace amida en los compuestos hibridos, destacando sobre otros
activantes, por la facilidad en el manejo del compuesto, el tiempo para la formacién
de los respectivos derivados imidazolicos (1 h) y que la reaccién se realiza a
temperatura ambiente en un disolvente que no necesitd destilarse previamente.
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Una de las condiciones de reaccion que mas se cuido fue que la atmésfera dentro
del sistema estuviera libre de la mayor humedad posible, por lo que fue muy
importante purgar la mezcla y colocarla bajo atmosfera de nitrégeno, para que asi
la humedad del medio ambiente no hiciera reversible a la reaccién, efecto que si fue
observado al no tener los cuidados antes mencionados. También, si la reaccion
permanecia en agitacion por mas de dos horas, se observaba la formacién de nueva
cuenta de las materias primas.

Los intermediarios imidazolicos no fueron aislados debido a su baja estabilidad
frente a su exposicion con el medio ambiente. En ninguna de las activaciones,
después del tiempo reaccién, se observod la presencia de materia prima, por lo que
fue una reaccién cuantitativa y se tomé en cuenta en los calculos estequeométricos
para la adicién de la quinazolina correspondiente. Esta adicion se realizé en el
mismo matraz donde se activé el AINE. La solubilidad de la quinazolina es un factor
muy importante a considerar para su reactividad pues, al ser poco solubles en
disolventes organicos, el rendimiento de las reacciones disminuye a menos del 10%.
Por ello se optd por utilizar DMF para solubilizarlas previamente y no adicionar el
compuesto en estado sdlido. Los rendimientos de los compuestos nitrados
obtenidos para la serie A son del 67 al 72%, mientras que para los derivados
nitrados de la serie C, los rendimientos aumentan del 75 al 82%.

En el caso de la serie A, los rendimientos obtenidos pueden ser discutidos iniciando
desde la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (A), pues al tener dos aminas en su
estructura, hay competencia en la formacion de mas de un enlace tipo amida, por lo
que se optd en colocar 0.5 equivalentes de quinazolina por cada equivalente de
acido carboxilico activado. Con esto se redujo el numero y proporcion de
subproductos, ademas de aumentar la proporcion del compuesto de interés. Este
efecto puede ser explicado de acuerdo a los hibridos de resonancia mostrados en
la Figura 11, donde la estructura | de la resonancia del grupo NHz, en la posicién 2
de la quinazolina, muestra la pérdida de aromaticidad en dos anillos, lo cual no es
favorable. Ademas de un efecto electro-atrayente por parte del grupo NO:2 en
posicion 6, haciendo que la imina formada en posicion 2 tenga menos disponibles
los electrones para realizar adiciones nucleofilicas.

Por otro lado, las estructuras de resonancia con la amina en posicion 4 de la
quinazolina, muestran en la estructura Il un hibrido similar a la estructura |, llegando
asi al mismo inconveniente antes mencionado. Por lo tanto, hay dos estructuras
donde se observa la disminucién de la nuclecfilia de la amina en posicion 2,
haciendo favorable la formacion del enlace amida en la posicion 4.

En el caso de la formacion de los compuestos nitrados de la serie C, aunque no hay
competencia de reactividad, se decidio colocar en menor proporcion a la quinazolina
debido también a su baja solubilidad, utilizando condiciones de reaccion similares.
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Figura 11. Estructuras canodnicas del hibrido de resonancia de mayor importancia en la formacién
de las moléculas hibridas.

Para la reaccion de acetilacién utilizada en la sintesis de la serie B, se observé que
cuando se realiza a una temperatura mayor a 80°C, el enlace amida en la posiciéon
4 se hidroliza, por lo que se decidid realizarla a 70°C durante un mayor tiempo,
desde 36 a 48 h, de acuerdo al correspondiente derivado nitrado. A pesar de
modificar las condiciones iniciales, en todo momento se observé la presencia de
materia prima en el analisis por ccf. Este comportamiento dio como resultado un
rendimiento moderado, entre 56 al 70%, de acuerdo al compuesto sintetizado.

Se pudo observar también que un método de purificacion idéneo para el compuesto
05 fue vertiendo la reaccion en una disolucién saturada fria de NaCl para inducir la
precipitacion del producto, y posteriormente hacer extracciones solido-liquido con
éter etilico anhidro para retirar las trazas de materia prima. Sin embargo, al querer
extrapolar este método para purificar al compuesto 07, el producto se hidrolizé
regenerando el intermediario A y el (S)-naproxeno. Se piensa que el acido acético
generado, in situ en la reaccién por la degradacion del anhidrido acético, protona al
oxigeno del enlace amida, y a continuacion, el agua de la disolucion de NaCl realiza
una reaccion de adicion-eliminacidn, obteniendo asi las materias primas. Este
fendmeno se ve favorecido por el grupo OMe que se encuentra en el (S)-
naproxeno, a comparacion con el isobutilo del (S)-ibuprofeno.
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Por ultimo, se utilizaron dos métodos de catalisis diferentes para reducir el grupo
NO2 a NHz. La primera, una catalisis homogénea mediada por Ni(OAc)2:4H20 vy
NaBH4 en CH3CN/H20, usada en los derivados nitrados de las series A y C,
obteniéndose rendimientos buenos del 80 al 87% en la serie A, y del 85 al 92% para
los correspondientes compuestos de la serie C.

Para la reduccién de los compuestos de la serie B, al utilizar el método mencionado
anteriormente, se observo que, aunque el grupo NO:2 se reducia, el grupo acetilo de
la posicion 2 se eliminaba, generando los compuestos con NHz de la serie A. Los
productos de interés si fueron aislados, pero con rendimiento <10%, por lo que no
se consideré un método viable y se procedid a emplear otras condiciones de
reaccion y se optd por un método de reaccion mas suave, utilizando una catalisis
heterogénea intervenida por Hz y [Pd/C] en MeOH.

El rendimiento de reaccién aumento considerablemente a 92-96%, de acuerdo al
compuesto. El inconveniente de este método de reaccion son las cantidades de
compuesto y disolvente usadas, ya que, por ejemplo, para la reduccion con
Ni(OAc)2-4H20 seguido de NaBHa, 2! se podian manejar cantidades menores a 150
mg, la reaccién procedia con 3 mL de CH3CN vy para la purificacion se usaban 30
mL de AcOEt en series de extracciones liquido-liquido. Por otro lado, en la reduccién
en donde se utiliza [Pd/C], las cantidades minimas requeridas son de 400 mg de
acuerdo al recipiente utilizado en el equipo de hidrogenacion, mientras que la
cantidad de disolvente que se emplea en este método es alrededor de 150 mL de
MeOH.

En general, en la parte sintética se obtuvieron rendimientos de moderados a
buenos, cada una de las reacciones fue optimizada, reportandose los rendimientos
y las condiciones de reaccion que resultaron mejores.

48| Pagina *NIU-



Evaluacion bioldgica

Se realizé la evaluacién bioldgica in vitro de los compuestos finales sobre lineas
celulares por el método de SRB y se determiné el porcentaje de inhibicién celular.
La evaluacion de las moléculas se efectud en tres etapas las cuales se describen a
continuacion.

Primera etapa

Los compuestos se evaluaron en dos lineas celulares tumorales, PC-3
(adenocarcinoma de prostata) y MCF-7 (adenocarcinoma de mama dependiente de
estrégeno. La concentracion utilizada fue de 25 uyM y el resultado se determiné a
las 48 h de exposicion, mientras que el control positivo fueron el tamoxifeno y el
gefitinib. Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion celular de los compuestos hibridos en las lineas celulares PC-3 y
MCF-7. NC=no citotdoxico. n=3

Linea Celular (% inhibicion)

Serie Compuesto

PC-3 MCF-7
01 62.1+3.8 71.516.1

02 89.1£3.3 100
A 03 61.5+6.2 57.915.7
04 72.915.8 75.415.9
05 32.1+4.8 29.5+3.1
06 21.1+5.3 23.515.1
° 07 31.524.2 37.9+3.7
08 25.9+4.7 25.416.9
09 12.1+5.8 11.63.1
10 19.1+4.3 12.5+2.3
¢ 11 11.544.2 17.613.6
12 NC 40.8+2.3
Tamoxifeno 58.99+7 .1 29.6+2.9
Gefitinib 98.3%+1.7 96.8+2.2
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Como se puede observar en la tabla anterior, el compuesto que resulté con mayor
actividad frente a ambas lineas fue el 02, que tiene grupos NHz2 libres en posiciones
2y6,yal(S)-ibuprofeno como el AINE que forma el enlace amida. Inclusive mostro
un mejor perfil que el tamoxifeno y que el gefitinib, en donde se sabe que este ultimo
actua sobre EGFR produciendo un efecto antiproliferativo. En el caso particular de
este compuesto se observa que en la linea celular MCF-7 muestra un mayor
porcentaje de inhibicion, esto podria deberse por el hecho de que esta linea celular
tiene mayormente expresado el EGFR en comparacién con la linea PC-3.

De manera general los compuestos de la serie A presentaron mejores valores a
comparacion de las series B y C en estas dos lineas celulares, esto podria deberse
al NHz libre de la posicion 2. Sin embargo, los compuestos 02 y 04, que tienen
ademas el NH2 de la posicion 6, resultaron mas activos que sus analogos nitrados.

La serie B, en donde se tiene un grupo acetilo formando una amida en posicién 2,
se observa la tendencia contraria mostrada en la serie A, los compuestos nitrados
ahora fueron mas activos que los compuestos con el grupo amino. Posiblemente, el
grupo NO:2 de la posicién 6 “retire” densidad electrénica haciendo que el H de la
amida en posicion 2 al estar mas “libre” pueda formar mas facilmente una
interaccion tipo puente de hidrogeno con la diana farmacoldgica, a comparacion del
grupo NH2 que, al donar densidad electronica, la interaccién se ve desfavorecida.
Esta serie puede evidenciar lo esencial de tener un enlace NH libre en la posicion 2
para la actividad de la quinazolina, aunque no sea de la misma naturaleza que la
amina en la misma posiciéon que compuestos de la serie A, también forma puentes
de hidrégeno, aunque no con tanta fuerza y por eso disminuyen su actividad.

En cuanto a los compuestos de la serie C, se observa que fueron las moléculas que
tuvieron una menor actividad frente a éstas dos lineas celulares. Aqui también se
observa la tendencia mostrada en la serie A, los compuestos con grupos NH:2
mostraron mejor actividad que los que tienen NO2 en posicién 6, con lo que de nueva
cuenta se observa la importancia de tener un grupo con NH2 libre en la posicion 6
de la quinazolina para aumentar la actividad citotéxica. Ademas, algo de suma
importancia es que en esta serie no hay ningun enlace NH libre en la posicion 2 de
la quinazolina, concluyéndose asi la importancia de este enlace para que pueda
haber actividad citotéxica en estas dos lineas celulares. Aunque en esta serie hay
que tomar muy en cuenta que el compuesto 12 en la linea PC-3 no presento
citotoxicidad, con lo que fue especifico ante MCF-7.

De acuerdo a los datos obtenidos en la primera etapa fue que se decidieron evaluar
los compuestos que tuvieron actividad en una linea celular con fenotipo no tumoral.
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Segunda etapa

Los compuestos que presentaron actividad, por mas moderada que ésta fue, se
decidieron evaluar en una linea celular con fenotipo no tumoral, se utiliz6 COS-7
(rifidn de mono) debido a que es una linea que se utiliza como primer ensayo de
toxicidad en diversos protocolos. La concentracion de los compuestos fue de 25 yM
y el resultado se determiné a las 48 h de exposicidn, mientras que el control positivo
fueron el tamoxifeno y el gefitinib. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de los compuestos hibridos en la linea
celular COS-7. NC: no citotoxico. n=3.

% inhibiciéon de crecimiento

Serie Compuesto

COSs-7
01 30.6+3.9
02 60.8+3.4

A
03 19.0+2.1
04 58.0+2.0
05 32.3+2.7
06 27.0+1.8
B 07 27.0£1.8
08 26.8+2.8
09 35.3%1.5
10 15.31£3.5

C
11 5.2+0.7

12 NC

Tamoxifeno 34.0+4.3
Gefitinib 95.61+4.3

En este ensayo se determind qué tan daiino es un compuesto en una linea celular
sana. En el caso de los valores obtenidos se observé primeramente que el
compuesto que presentd mayor inhibicion del crecimiento fue de nueva cuenta 02,
en ese aspecto fue el mas citotdéxico de todos los compuestos. Exceptuando a los
compuestos 02 y 04 de la serie A, desde el compuesto 01 hasta el 10, todos se
encuentran entre valores de 15y 35% de inhibicion de crecimiento.
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Los compuestos 11 y 12 fueron los que mostraron mejores resultados. Por un lado,
la molécula 11 fue la que mostré el valor mas bajo de inhibicion, lo que significa que
fue la segunda menos toxica, solo por detras de la molécula 12, en donde no
presento valor de inhibicion alguno. Este es un resultado muy positivo, ya que indica
que en esta linea celular el compuesto no es daiino, debido a que no hay receptores
en una linea celular sana con el que interaccione. Cabe recalcar que mientras el
tamoxifeno tuvo un valor de crecimiento dentro de la media de la mayoria de los
compuestos, el gefitinib presenté un valor de toxicidad mucho mayor a todos los
compuestos, inclusive que el compuesto 02, por lo que resultd que los todos
compuestos sintetizados son menos dafinos en esta linea celular que, un
compuesto que se usa en la quimioterapia contra el tratamiento del cancer. Con
base en los resultados de la primera y segunda etapas, se determiné realizar una
tercera con los compuestos que resultaron mas activos en ambas etapas previas

Tercera etapa

Se evaluaron los compuestos de la serie A, en otra linea celular con fenotipo no
tumoral, FGH (fibroblasto gingival humano), ya que fueron los que tuvieron mayor
actividad en los ensayos anteriores. La concentracion de los compuestos fue de 25
MM vy el resultado se determind a las 48 h de exposicidn, el control positivo fue el
tamoxifeno. Los valores obtenidos en el ensayo se listan en la Tabla 6.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de los compuestos hibridos en la linea
celular FGH. NC: no citotéxico. n=3.

% inhibiciéon de crecimiento

Serie Compuesto

FGH

01 NC

02 NC

A

03 NC

04 NC
Tamoxifeno 9.9+04

En la tabla anterior se observa que ninguno de los compuestos que resultaron mas
activos contra las lineas celulares tumorales, presentaron citotoxicidad frente a una
linea celular de humano. Este resultado puede ser muy prometedor, puesto que,
aunque no era el propdsito del trabajo se encontré una serie de compuestos que no
son citotéxicos por lo menos en una linea celular y que es uno de los problemas con
los que cuenta la quimioterapia actual.
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Acoplamiento molecular

Se realizd el estudio in silico de los compuestos sintetizados frente a las dianas
farmacolégicas EGFR y COX-2, con la finalidad observar las interacciones
presentes entre ambos elementos y obtener la energia de unién, y asi asociarlo con
la actividad bioldégica mostrada en la evaluacién in vitro en el caso del EGFR vy
predecir la posible accion que podrian mostrar en un ensayo donde esté involucrado
el efecto antiinflamatorio de la COX-2. Las imagenes del acoplamiento molecular
pueden ser consultadas en el Anexo llI.

Validacién

Se realizo la validacidon del acoplamiento molecular, con el fin de determinar, si el
método utilizado es confiable. De acuerdo a la literatura, un valor de RMSD<2.0 A
es indicativo de que la técnica utilizada es valida; el resultado del calculo, obtenido
en el software fue de RMSD=1.8122 A. Las estructuras del gefitinib cocristalizado y
del que proviene del acoplamiento molecular se muestran en la Figura 12. La
porcion de quinazolina, que es la que interactua con el receptor, se encuentra
sobrepuesta casi en su totalidad en ambas estructuras, aunque en el caso de la
porcidon de la morfolina, seguramente se encuentra mas desviada debido a que al
no interactuar con el EGFR no tiene puntos de unién que hagan que se mantenga
fija, esto puede estar reflejado en el valor de RMSD, pues, aunque es un valor
aceptado, podria ser aun menor, si la porcion de la morfolina estuviera limitada en
su rotacion.

Cl F

o i}

Figura 12. Estructura en 2D del gefitinib (izquierda). Imagenes sobrepuestas del gefitinib en el
software Maestro v.11. En verde se muestra la estructura cocristalizada y en azul el producto del
acoplamiento molecular.
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Los datos obtenidos que se muestran en la Tabla 7 son para el receptor EGFR.
Estos fueron calculados con el software AutoDockTools-1.5.6. y visualizados con
PyMOL v0.99.

Tabla 7. Datos obtenidos del acoplamiento de los compuestos y el EGFR.

EGFR (PDB: 2GS7)

Serie  Compuesto

AG (kJ/mol) Claster Interacciones
01 -7.2 7 Met 769
02 -8.5 7 Asp 776, Met 769
A
03 -7.3 6 Lys 704, Met 769
04 -7.8 7 Met 769
05 -6.3 6 Lys 704, Pro 770
06 -6.4 6 Lys 704, Pro 770
B
Lys 704, Met 769,
07 -6.2 5 Asp 776
08 -6.4 5 Lys 704, Val 986
09 -5.6 5 Pro 770
10 -6.0 6 Pro 770
C
11 -6.1 4 Thr 766
12 -5.8 4 Asp 831
Gefitinib -6.3 8 Met 769

Como se observa en la tabla anterior, el compuesto que presenté el menor AG fue
el 02 que refleja una mejor interaccion en comparacion con los otros compuestos;
esto concuerda con los datos de la evaluacion citotoxica, ademas tiene asociado
uno de los numeros de cluster mayor y se observa la interaccidon con el residuo de
Met 769, formando un puente de hidrogeno entre el N en la posicion 3 de la
quinazolina y el H de la amida en posicion 4, ambos con el OH del acido carboxilico
en la metionina.
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Se sabe que dicha interaccion es muy importante para que haya actividad
antiproliferativa por parte de la quinazolina, también el compuesto presenta una
interaccidon con el Asp 776 entre el H de la NH2 en posicién 6 con el O del acido
aspartico; éstas interacciones pueden ser visualizadas en la Figura 13.

La interaccion con el residuo de metionina se observa en la mayoria de los
compuestos de la serie A, que fueron los que obtuvieron mejores resultados de
evaluacion bioldgica. Adicionalmente a esta interaccion, otras que se observan con
los derivados de la serie A son Asp 776 y Lys 704.

B \:\q / N:\:

Met769A

Lys721A
Val702A
Leu820A

-

\

o >— Asp776A
/
.

o]

Figura 13. Acoplamiento entre 02 y EGFR.

Siguiendo con los compuestos de la serie B, que fueron los que presentaron una
actividad biolégica moderada, también tuvieron los valores de AG intermedios de
las tres series. Para esta serie, las principales interacciones formadas con el
receptor son con los residuos Lys 704, Met 769, Pro 770, Asp 776 y Val 986, en
esta serie solo el compuesto 07 fue el que presentd la interaccion con la metionina.
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Para la serie C en donde se tuvo al compuesto con menor actividad biolégica, 12,
se observa que presentd la mayor energia de union (AG), lo que hace menos
favorable la interaccién con el receptor. Esta serie tuvo la actividad in vitro mas baja,
al igual que lo mostrado en el estudio computacional. Las interacciones presentes
entre las moléculas de la serie y el receptor son Thr 766, Pro 770 y Asp 831, este
ultimo solo presentado con el derivado 12. Recordando los resultados de evaluacion
bioldgica, éste compuesto mostré actividad especifica sobre MCF-7 y no resulté ser
citotoxico en COS-7, quiza debido a que no presenta la interaccion con Met 769
como se observa en la Figura 14.

s ARG LEL WA G ASP U A G OASH WA YE PHE GLY LEU ALA

Leu820A

Thr830A
AlaZ719A Cys751A

Val702A
Thr830A

Asp831A /

e

Leus94A g 775n

Figura 14. Acoplamiento entre 12 y EGFR.

Por ultimo, para comparar qué tan activos son los compuestos frente a un farmaco
que se utiliza en la clinica, se realizd el acoplamiento con la molécula de gefitinib.
El gefitinib tuvo asociada una AG de -6.3 kJ/mol, un numero de cluster de 8 y la
interaccién presentada con la Met 769, que, silo comparamos, por ejemplo, con los
-8.2 kd/mol del compuesto 02 y que presenta la misma interaccion con el receptor,
indicaria que este ultimo deberia ser mas potente para combatir un proceso tumoral
en el organismo.
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Por otro lado, los valores obtenidos del acoplamiento de los compuestos con la
COX-2, se muestran en la Tabla 8. Estos fueron calculados con el software
AutoDockTools-1.5.6. y visualizados con PyMOL v0.99.

Tabla 8. Datos obtenidos del acoplamiento de los compuestos y la COX-2.

COX-2 (PDB: 5F1A)

Serie Compuesto

AG (kdJ/mol) Cluster Interacciones
01 -7.5 7 Tyr 385, Ser 530
02 86 10 Tyr 385, Phe 205,
Ser 530
A
03 -7.2 6 Tyr 355
04 -7.4 6 Tyr 385, Ser 530
05 -1.7 6 Tyr 385, Trp 387
06 -8.0 7 Tyr 385
B
07 -6.8 7 Tyr 385
08 -7.1 7 Tyr 385
09 -1.7 6 Tyr 385
10 8.2 7 Tyr 385, 582e; 530, Ala
C
11 -7.62 8 Tyr 385, Gly 526
12 -7.78 8 Ser 530
(S)-ibuprofeno -8.0 10 Tyr 385, Ser 530
(S)-naproxeno -7.5 10 Tyr 385, Ser 530

Como se muestra en la Tabla 8, los derivados 02 y 10 de la serie Ay C, fueron los
que presentaron los mejores valores de AG =-8.01 kJ/mol y un numero de cluster
de7.

Como se sabe, una interaccion importante con la COX-2 es formando un puente de
hidrégeno entre el OH de la Ser 530 y el OH del acido carboxilico en los AINE’s.
Este hecho fue comprobado con el acoplamiento molecular realizado con el (S)-
ibuprofeno y el (S)-naproxeno, con lo que se observa la interaccion mencionada,
ademas de otra con la Tyr 355.
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Estas interacciones se observan en los compuestos que presentaron la menor AG,
por ejemplo, en el caso del compuesto 06, se observan dos interacciones
principalmente, un puente de hidrégeno formado entre el OH de la Ser 530 con el O
de la amida en posicion 4 y entre el OH de la Tyr 385 con el O de la amida antes
mencionada. En el caso del enlace formado con el H de la amida, se puede explicar
por el hecho de que los grupos funcionales de acido carboxilico y la amida son
isésteros, con los que la amida estaria mimetizando el tipo de enlace formado, la
visualizacion del acoplamiento se puede observar en la Figura 15.

366 37 381 391
5P PRO GLU LEU LEU PHE ASN GLN GLN PHE GLN TYR GLN AS ILE ALA SER GLU PHE ASN THR LEU TRP HIS PRO LEU LEU PRO ASP THH

Tyr3854

Phe205A
Phe209A O
Gly533A
H’O

Phe381A !
;
|

Tyr385A J

Val228A ,,1’ _’_H’O\

Phe205A ',' ’_x‘ Serb30A
Ser530A _0,:,-"

Val344A

b NH Leu352A
a
Vi

Gly526A

Figura 15. Acoplamiento entre el compuesto 06 y la COX-2.

En cuanto al acoplamiento del compuesto 02 mostrado en la Figura 16, también se
observa un enlace tipo puente de hidrogeno entre el OH de la Ser 530 con el H del
enlace NH del carboxilo de la amida en posicidon 4; también podria estarse
mimetizando el tipo de enlace formado normalmente, ya que el grupo funcional
amida presenta efecto mesomérico de resonancia.
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Phe209A
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—
-
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Figura 16. Acoplamiento entre el compuesto 02 y la COX-2.

Aunque la mayoria de los compuestos sintetizados mostraron la interaccién con el
residuo de Tyr 355, en contraparte el compuesto que mostré la mayor AG con un
valor de -6.83 kJ/mol fue el compuesto 07, que, aunque también presentd la
interaccion con Tyr 355, no se observa interaccion con Ser 530, este hecho puede
ser observado en la Figura 17.
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Figura 17. Acoplamiento entre el compuesto 07 y la COX-2.

Con los datos obtenidos, se realizé la comparacion entre de los farmacos usados
como agentes antiinflamatorios con cada uno de los hibridos que tuvieron el mejor
resultado de acuerdo con el AINE utilizado. EI compuesto 12 fue el que mostré un
mejor perfil con el (S)-naproxeno en su estructura y que, al compararlo con el (S)-
naproxeno libre, tuvo un menor valor de AG. En cuanto a la comparacion con el
(S)-ibuprofeno, los compuestos que mostraron mejores resultados son el 02 y el
10. Por lo tanto, estos compuestos son candidatos a ser evaluados in vitro en un
ensayo para determinar su posible efecto antiinflamatorio, ya que presentan
resultados tedricos mejores que los farmacos usados en este trabajo.

De acuerdo con los datos de evaluacion bioldgica y acoplamiento molecular, el
compuesto 02, es una molécula lead que puede ser evaluada en otros ensayos
bioldgicos, incluso determinar su actividad bioldgica in vivo.
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Conclusiones

Se sintetizaron 12 compuestos hibridos formadas por dos derivados distintos de
quinazolina (intermediarios A y D) y dos AINE’s ((S)-ibuprofeno y (S)-naproxeno),
los cuales fueron caracterizados mediante las técnicas de IR, EM, RMN-'H y
NOESY.

Los compuestos finales se evaluaron in vitro, de donde que se obtuvieron 12
moléculas hit, mostrando que los derivados con el grupo amino en posicion 6 fueron
mas activos que sus analogos nitrados. Los resultados observados fueron bastante
prometedores en las lineas celulares MCF-7 y PC-3, ya que algunos de los
derivados finales son mas activos que farmacos que se emplean en la clinica para
el tratamiento contra el cancer. De esta determinacion, se obtuvo un compuesto
lead, la molécula 02, ademas de la especificidad que present6é el compuesto 12
sobre la linea celular MCF-7. Los resultados obtenidos de la linea celular COS-7
indicaron toxicidad por parte de los derivados, exceptuando a analogo 12, aunque
el gefitinib presentd un valor mayor a los hibridos sintetizados, siendo este mas
dafino. Ademas, el estudio sobre una linea celular de humano (FGH) arrojé un
resultado muy bueno, puesto que las moléculas de la serie A, no son toxicas en
dicho ensayo.

El estudio de acoplamiento molecular arroj6 resultados favorables para el receptor
EGFR, puesto que algunos de los compuestos forman un puente de hidrégeno entre
el atomo de N de la posicion 1 o 3 de la quinazolina y la Met 769, esta interaccion
es esencial en los compuestos derivados de quinazolina para que presenten
actividad citotoxica. En este caso, el compuesto 02 también mostré el mejor perfil
de actividad asociado con el menor valor de AG, haciendo favorable la interaccion
ligando/receptor. En contraparte, el compuesto 12, que fue el menos activo en la
evaluacién biologica, carecio de la interaccion con Met 769, arrojando un valor
mayor de AG a comparacion de los demas compuestos. Esto evidencia la
importancia de tener un enlace NH en posicién 2 para la actividad biologica de la
quinazolina. En cuanto al acoplamiento con la enzima COX-2, se observé que
diversos compuestos interaccionan con el residuo de Ser 530, esencial para el
efecto antiinflamatorio, mimetizando el puente de hidrégeno formado entre el 4tomo
de H del acido carboxilico en los antiinflamatorios, por el H de la amida en los
hibridos sintetizados. Los compuestos con el mejor perfil en este estudio
presentaron valores menores de AG comparado con algunos AINE’s usados en la
clinica, con lo que podrian mostrar un mejor efecto antiinflamatorio de manera in
vitro. Aunque este estudio es predictivo, aporta un argumento a la potencial
actividad antiinflamatoria de estos derivados.
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Materiales y equipos

- Los disolventes utilizados fueron de la marca J. T. Baker (grado analitico) sin ser
destilados previamente.

- Las materias primer fueron utilizadas sin tratamiento previo de la marca Sigma-
Aldrich.

- El (S)-ibuprofeno (marca: Maver, nombre: Dolver, lote: 183077, caducidad: mayo
2020), y (S)-naproxeno (marca: Novag, nombre: Inflanox, lote: SJ1872, caducidad:
octubre 2020) fueron obtenidos por extraccion sélido-liquido con CHCIs de tabletas
comerciales, en donde se reporta un EE>99%, las condiciones de reaccion
utilizadas no afectan la estereoquimica de los compuestos, por lo que no se
determind la configuracion absoluta de los compuestos finales.

- Para |la evaporacion de disolventes a presion reducida se utilizé un rotaevaporador
marca BUCHI modelo R-114, bomba de vacio marca GAST modelo 0523-v47-
6528DX y enfriador marca VWR Scientific modelo 1107.

- El punto de fusion de los compuestos sintetizados se determiné en un aparato
Fischer marca BUCHI modelo B-540 con capilares e vidrio marca Vacubrand
propios del equipo. Los puntos de fusidén no estan corregidos.

- La reduccion catalitica se realizé en un equipo para hidrogenacion marca Parr
modelo 3916-EG adaptado a un tanque de hidrégeno de la compafia INFRA.

- Los espectros de IR-ATR, RMN-'H, EM-DART y EM-APCI, fueron realizados en la
Unidad de Servicios de Apoyo a la investigacion (USAII) de la Facultad de Quimica,
UNAM.

- Para la nomenclatura de los compuestos el utiliz6 el software ChemDraw
Professional 16.0.

- La visualizacion y preparacion de los espectros de RMN-'"H y NOESY se realizd
con el software MestReNova. Mientras que, para visualizar y preparar los espectros
de espectrometria de masas por APCI se realizé con el software TOF MS Driver.

- La preparacién de los ligandos 01-12 se realizé con el software Spartan’10.

- La preparacioén de las macromoléculas y el acoplamiento molecular se realizé con
AutoDockTools-1.5.6. La visualizacion de los acoplamientos moleculares fue con el
software PyMOL 1.1.

- Para la visualizacion en 2D se utilizo el servidos de RCSD: Protein Data Bank. La
conversion del archivo PDB de las poses del acoplamiento a formato SDF se realizo
en el software OpenBabelGUI v2.1.6
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A continuacion, se muestran los valores de cada uno de los parametros de las reglas
empiricas de Lipinsky y Veber que fueron considerados en el disefio de los
compuestos finales.

Tabla 9. Parametros tedricos calculados con el software MolPrime+ v.1.2.7 considerados en el
disefio de los compuestos hibridos.

Peso Atomos Atomos

Compuesto molecular E::;Zi donadores aceptores Log P Tig‘
(g/mol) de H de H

01 393.43 7 2 7 4.06 87.53
02 363.45 6 3 6 3.73 78.15
03 417.41 6 2 8 4.02 109.13
04 387.43 5 3 7 3.70 98.23
05 435.48 9 2 8 4.43 95.85
06 405.49 8 3 7 4.11 88.34
07 459.45 8 2 9 4.40 118.39
08 429.47 7 3 8 4.07 107.30
09 378.42 7 1 6 4.48 81.9
10 348.44 6 2 5 4.15 75.23
11 402.40 6 1 7 4.44 102.65
12 372.42 5 2 6 412 93.51
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ANEXO lII:
Acoplamiento molecular
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=}
/COX2

/ibuprofeno_C1

/C0X2

/naproxeno_C1
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/C0X2 366 371 376 381 386 391 396
ASP PRO GLU LEU LEU PHE ASN GLN GLN PHE GLM TYR GLN ASN ARG ILE ALA SER GLU PHE ASN THR LEU HIS TRP HIS PRO LEU LEU PRO ASP THR PHE ASN
/03_C1

N, ©
\ .

Figura 23. Acoplamiento molecular entre 04 y COX-2.
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/C0X2 371 376 381 386 391 396 401
PHE ASN GLN GLN PHE GLN TYR GLN ASN ARG ILE ALA SER GLU PHE ASN THR LEU R HIS @& HIS PRO LEU LEU PRO ASP THR PHE ASN ILE GLU ASP GLN GLU
/05_C1

/C0X2 366 371 376 381 386 391
PHE ASP PRO GLU LEU LEU PHE ASN GLN GLN PHE GLN TYR GLN ASN ARG ILE ALA SER GLU PHE ASN THR LEU HIS TRP HIS PRO LEU LEU PRO ASP THR PHE
/06_C1

e

.

Figura 26. Acoplamiento molecular entre 07 y COX-2.
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/C
ASN
/08,

0x2 381 386 391 396 401 406
ARG ILE ALA SER GLU PHE ASN THR LEU HIS TRP HIS PRO LEU LEU PRO ASP THR PHE ASN ILE GLU ASP GLN GLU TYR SER PHE LYS GLN PHE LEU TYR ARSI
_C1

]

/C0X2 511

/10_C1

Figura 29. Acoplamiento molecular entre 10 y COX-2.
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/C0X2 501

/11_C1

/C0X2 511

/12_C1

Figura 31. Acoplamiento molecular entre 12 y COX-2.
Z/EGFR 746 751 756 761 766 771
ALA TYR VAL MET ALA SER VAL ASP ASN PRO HIS VAL CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE QR GLN LEU HE§ PRO PHE GLY CYS
/gefinitib_C1

r—

Figura 32. Acoplamiento molecular entre gefitinib y EGFR.
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Z/EGFR 761 766 771 776 781 786 791
THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU FE§ PRO PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAL ARG GLU HIS LYS ASP ASN ILE GLY SER GLN TYR LEU LEU ASN
/01_C1

[

751 756 761 766 771 776 781
¥S ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU PRO PHE GLY CYS LEU LEU EE@ TYR VAL ARG GLU HIS LYS ASP

ZEGFR 746 751 756 761 766 771 776
SER VAL ASP ASN PRO HIS VAL CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU PRO PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR
/03_C1

Figura 35. Acoplamiento molecular entre 03 y EGFR.
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/EGFR 751
HIS WAL CYS ARG LEU LEU GLY

/04_C2

756 761 766 771
ILE CYS LEU THR SER THR WAL GLN LEU ILE THR GLN LEU JE§ PRO PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAL ARG GLU HIS

[

d \'I'

Figura 36. Acoplamiento molecular entre 04 y EGFR.

ZEGFR 6 751 756 761 766 771 76
SER WAL ASP ASN PRO HIS VAL CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR WAL GLN LEU ILE THR GLN LEU MET [@#E PHE GLY CYS LEU LEU RSP TYR WAL

/05_C1

ZEGFR 756 761 766 771 786
LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR WAL GLN LEU ILE THR GLN LEU MET FEE PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAL ARG GLU HIS LYS ASP ASN ILE GLY SER
/06_C1

Figura 38. Acoplamiento molecular entre 06 y EGFR.
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EGFR 756 761 766 771 776 781
CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU PRO PHE GLY CYS LEU LEU BEEE TYR VAL ARG GLU HIS LYS
07_C1

e

/EGFR 766 771 776 781 786 791
LEU ILE THR GLN LEU MET PRO PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAL ARG GLU HIS LYS Gl Yy TYR LEU LEU ASN TRP CYS
08_C1

/EGFR 746 751 756 761 766 771 776
ALA SER VAL ASP ASN PRO HIS VAL CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU MET EEE PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAl
/09_C1

Figura 41. Acoplamiento molecular entre 09 y EGFR.
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ZEGFR 756 761 766 771 776 781
VAL CYS ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE THR GLN LEU MET @Y PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR WAL ARG GLU HIS
/10_C1

ZEGFR 756 761 766 T 776 781 786
ARG LEU LEU GLY ILE CYS LEU THR SER THR VAL GLN LEU ILE IR GLN LEU PRO PHE GLY CYS LEU LEU ASP TYR VAL ARG GLU HIS LYS ASP ASN ILE GLY
/11_C1

Z/EGFR 806 811 816 821 826
LEU GLU ASP ARG ARG LEU VAL HIS ARG ASP LEU ALA ALA ARG ASN VAL LEU VAL LYS THR PRO GLN HIS
/12_C1

Figura 44. Acoplamiento molecular entre 12 y EGFR.
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Arg120A Arg120A

N-H Tyr3ssA
Tyr355A

Val349A
Ala527A

Val349A
Leu352ZA

Val523A
Ala527A

o)
Leu352A /

Val523A

GlyS26A

Figura 45. Acoplamiento 2D entre (S)- Figura 46. Acoplamiento 2D entre (S)-

ibuprofeno y COX-2. naproxeno y COX-2.
PRe3BTIA L oA Phe205A ger5304
Phe205A —

Gly533A

Ser530A
Phe205A
Phe381A
@ Tyr385A . Phe205A
.—"' Tyragsa
D SEI5\30A
-0 HN —\/_

Ala527A Gly526A
Leu352A Gly526A Leu352A

Figura 47. Acoplamiento 2D entre 01 y COX-2. Figura 48. Acoplamiento 2D entre 02 y COX-2.

Tyr355A

Ala527A
Val349A

Ser530A

Tyragsa Leu3s2A
Val349A
. Trp387A
HO . Ser5304
LeuS31A
—0, H- Ala527A
™ Pheg1a

N

val3aaa H
Phe20SA - o

Tyr3gsA

Ser530A

Figura 49. Acoplamiento 2D entre 03 y COX-2. Figura 50. Acoplamiento 2D entre 04 y COX-2.
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.0 Leu3d52A
.
Ser530A =N
Phe205A
Phe209A
Gly533A
Phe381A

Ala527A
Val349a

Phe205A

Tyr385A

Figura 51. Acoplamiento 2D entre 05 y COX-2.
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/ ’;/0 Trp387A
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O Gly526A
- ,

Val349A

Ala527A
Leus31A
Ser530A

Figura 53. Acoplamiento 2D entre 07 y COX-2.
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Figura 55. Acoplamiento 2D entre 09 y COX-2.
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Figura 52. Acoplamiento 2D entre 06 y COX-2.
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W
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Gly526A Gly533A Phe2054
Ser530A Val228A
Leu534A

Figura 54. Acoplamiento 2D entre 08 y COX-2.
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Phe381APhe205A
Gly533A

Ser530A
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L Ser530A
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Leu534A -
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Figura 56. Acoplamiento 2D entre 10 y COX-2.
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Tyr385A

Tyr3554
Ser353A
Tyr3s54 O
Tyr385A —
o = HN—{ N H-0
@ Leu352A
Val523A
Val3494
HO

Figura 57. Acoplamiento 2D entre 11 y COX-2.
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Figura 59. Acoplamiento 2D entre gef y EGFR.

Met769A

Lys721A
val702a N
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g
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Figura 61. Acoplamiento 2D entre 02 y EGFR.
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Figura 58. Acoplamiento 2D entre 12 y COX-2.

ys704A r//Lysmu\

- He N
W T

Figura 60. Acoplamiento 2D entre 01 y EGFR.

Leu694A

Figura 62. Acoplamiento 2D entre 03 y EGFR.
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Figura 63. Acoplamiento 2D entre 04 y EGFR.
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Figura 65. Acoplamiento 2D entre 06 y EGFR.
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Figura 67. Acoplamiento 2D entre 08 y EGFR.
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e
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Figura 64. Acoplamiento 2D entre 05 y EGFR.
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Figura 66. Acoplamiento 2D entre 07 y EGFR.
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Figura 68. Acoplamiento 2D entre 09 y EGFR.
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Figura 69. Acoplamiento 2D entre 10 y EGFR.
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Figura 71. Acoplamiento 2D entre 12 y EGFR.
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Figura 70. Acoplamiento 2D entre 11 y EGFR.
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