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RESUMEN 

RESUMEN 

En el presente trabajo se reporta la síntesis, caracterización, evaluación biológica y estudios de 

acoplamiento molecular de ocho piridinas novedosas, cuyo núcleo base y patrón de sustitución no se 

ha observado en otros inhibidores de AKT. Dichas piridinas trisustituidas presentan amidas en la 

posición 4: 

 

La evaluación biológica consistió en la determinación del porcentaje de inhibición del crecimiento de 

cinco líneas celulares cancerosas (PC-3, DU-145, HCT-15, MCF-7, MDA-MB-231) y una línea celular 

sana (COS-7). Las dos primeras como modelos de cáncer de próstata, las cuales están relacionadas 

con AKT3, al igual que la línea de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231.  

Se utilizó también la línea celular de cáncer de mama MCF-7, la cual está asociada con la isoforma 

AKT1, al igual que la línea restante HCT-15, de cáncer de colon. Sin embargo, para comprobar la 

especificidad de los compuestos contra alguna isoforma particular sería necesario complementar con 

estudios de inhibición enzimática. 

En lo que respecta a los resultados de actividad biológica, los compuestos de la serie DLPMB 

presentaron valores más altos de porcentaje de inhibición que la serie DLPMP. La mayoría de los 

compuestos no presentaron inhibición en la línea HCT-15. No obstante, todos presentaron valores 

moderados de inhibición contra la línea celular de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231, lo cual 

podría correlacionarse con cierta selectividad frente a AKT3.  

Se encontraron también moderados porcentajes de inhibición de las líneas de cáncer de próstata (DU-

145 y PC-3, asociadas con AKT3) por parte de los compuestos pertenecientes a la serie DLPMB. Estos 

resultados sugieren que los compuestos evaluados podrían ser el punto de partida para la optimización 

de las estructuras, con la finalidad de encontrar moléculas más potentes y selectivas.
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1. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad, las enfermedades no transmisibles representan las principales causas de 

mortalidad a nivel mundial. Entre estas se encuentran todas aquellas con características propias, 

relacionadas con el término cáncer, de las cuales se ha observado un incremento en la incidencia 

durante los últimos años. Los principales tipos que afectan actualmente a la población son los de 

mama, próstata y pulmón. Aunque existen diversas opciones terapéuticas, se ha encontrado que 

gran parte de estas presentan efectos adversos; por lo que la búsqueda de tratamientos más 

eficaces y seguros que los disponibles hoy en día es de suma importancia. 

Los avances de la biología molecular y diversas técnicas computacionales han hecho posible el 

entendimiento del cáncer a nivel bioquímico. A partir de esto, se han desarrollado nuevas terapias 

dirigidas, enfocadas en blancos terapéuticos relacionados con aspectos fisiológicos desregulados 

en las células cancerosas, que les confieren características como la división descontrolada de 

células anormales o la reprogramación del metabolismo. De esta forma, se ha obtenido una nueva 

generación de compuestos que presentan mayor selectividad, resultando en fármacos con menor 

número de efectos adversos y mayor efectividad. 

Entre las dianas biológicas que se han detectado como blancos prometedores para el 

descubrimiento de nuevos anticancerígenos se encuentran las isoformas de la proteína cinasa B 

(AKT), involucradas en procesos como la regulación del ciclo celular. A partir de este conocimiento, 

nuestro grupo de investigación encontró, mediante herramientas computacionales, una molécula del 

tipo piridina 2,4,6-trisustituida con potencial inhibitorio contra AKT. Este patrón de sustitución del 

anillo de piridina no se ha observado anteriormente en otros compuestos reportados como 

inhibidores de la cinasa mencionada. 

Por lo anterior, se han realizado estudios de acoplamiento y dinámica molecular para la modificación 

estructural de los sustituyentes presentes en la molécula encontrada, con el fin de determinar los 

requerimientos estructurales fundamentales para la actividad biológica deseada. A partir de este 

razonamiento, se diseñaron y sintetizaron series de compuestos derivados de piridina como 

potenciales inhibidores de AKT. Sin embargo, la mayoría de los compuestos sintetizados ha 

presentado baja solubilidad, lo que ha dificultado su evaluación. A raíz de ello, en el presente trabajo 

se propuso la incorporación de ciclos alifáticos en la posición 4 de las piridinas, sustituyentes que 

no se han explorado anteriormente en nuestro grupo. Adicionalmente, se realizaron ensayos de 

inhibición del crecimiento de líneas celulares cancerosas para evaluar el potencial de los nuevos 

compuestos.
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Fundamentos del cáncer 

El término cáncer describe a un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier parte 

del organismo, caracterizadas por la pérdida de control sobre el crecimiento y la división celulares. 

La multiplicación rápida de células anormales causa un tumor primario que se extiende más allá de 

sus límites habituales. También es posible que se extienda a otras regiones del cuerpo mediante un 

proceso conocido como metástasis, lo cual provoca aproximadamente el 90% de las defunciones.1,2 

El cáncer se produce por la transformación de células normales en células tumorales.3 Esta 

transformación puede dividirse conceptualmente en cuatro pasos: iniciación del tumor, promoción 

del tumor, conversión maligna y progresión del tumor.4 La acumulación de mutaciones en los genes 

que regulan la proliferación celular, la apoptosis y la reparación del ADN está asociada a la 

carcinogénesis. En general, el origen de la transformación maligna recae en la pérdida del balance 

entre la apoptosis y la proliferación celular (Figura 1).5 

 

Figura 1. La transformación de células normales es el resultado de alteraciones genéticas acumuladas.5 

La tumorogénesis es un proceso de múltiples pasos, los cuales reflejan distintas alteraciones 

genéticas, las cuales incluyen: aberraciones cromosomales, como translocaciones, deleciones y 

amplificaciones; y cambios que afectan la estructura de la cromatina y están asociados con la 

disfunción del control epigenético. Dichas alteraciones genéticas le confieren a la célula ventajas 

para su crecimiento, lo que transforma células normales en células cancerosas.2 

Dichas alteraciones son resultado de la interacción entre los factores genéticos del paciente y tres 

categorías de agentes externos: carcinógenos físicos, como las radiaciones ultravioletas e 

ionizantes; carcinógenos químicos, como los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas, el 

arsénico, etc.; y carcinógenos biológicos, como determinados virus, bacterias y parásitos. La 

acumulación general de factores de riesgo se combina con la pérdida de eficacia de los mecanismos 

de reparación celular que suele ocurrir con la edad.1,6 
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En células normales existen varios mecanismos que controlan la acumulación de mutaciones que 

ocurren de manera espontánea: la detención del ciclo celular, la reparación del ADN y los genes 

supresores de tumor. La tasa de mutaciones en las células tumorales es más alta debido a su mayor 

sensibilidad a agentes mutagénicos o por fallas en uno o más puntos de la maquinaria de control de 

la integridad genética, por lo que la célula no es destinada a senescencia o apoptosis.7  

Algunas características reportadas que son adquiridas durante el desarrollo de tumores humanos, 

se enlistan a continuación: mantenimiento de señalización proliferativa, evasión de supresores de 

crecimiento, resistencia a muerte celular, inmortalidad replicativa, inducción de angiogénesis, 

invasión y metástasis, evasión del sistema inmune, reprogramación del metabolismo energético, 

inestabilidad genómica y mutación, inflamación promovida por el tumor.2,7 

En la actualidad, se conoce el funcionamiento de la mayoría de las células involucradas en distintos 

tipos de cáncer, a nivel genético y bioquímico. Sin embargo, la búsqueda de opciones terapéuticas 

continúa siendo fundamental debido al alto potencial de mutación de las células tumorales y la 

variedad de alteraciones genéticas que presentan. Estas propiedades podrían ser la causa de que 

se observen recaídas en pacientes que recibieron un tratamiento anticancerígeno exitoso.2 

2.1.1 Estadísticas sobre el cáncer 

A nivel mundial, el cáncer es una enfermedad que va en aumento y es la segunda causa de muerte. 

En el 2018 se registraron cerca de 9.6 millones de defunciones, lo que se traduce en 1 de cada 6 

muertes causadas por algún tipo de cáncer. Las proyecciones de defunciones por neoplasias indican 

que de 2007 a 2030 la mortalidad aumentará en 45%, pasando de ocho millones a 11.5 millones 

anuales (Figura 2).1,8 

 

Figura 2. Tasas estandarizadas de mortalidad, en ambos sexos, todas las edades y para todos los tipos de 

cáncer en 2018.9 
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Debido al crecimiento poblacional y el envejecimiento, se estima que para el año 2030 los casos 

nuevos sobrepasarán los 20 millones anuales; empero se calcula que entre el 30 y el 50% de los 

cánceres se pueden evitar.9 Para ello es necesario reducir los factores de riesgo y aplicar estrategias 

preventivas de base científica. La prevención abarca también la detección precoz de la enfermedad 

y el tratamiento de los pacientes.1  

Los tipos de cáncer que causan un mayor número anual de muertes son los de pulmón, hígado, 

estómago, colon y mama. Los tipos más frecuentes son diferentes en el hombre y la mujer; en el 

caso del sexo masculino los tipos más frecuentes son los de próstata y pulmón (Figura 3), mientras 

que en el caso del sexo femenino son más comunes los de mama y el cervicouterino (Figura 4). 

 
Figura 3. Tasas estandarizadas de incidencia, cáncer más común en el sexo masculino, todas las edades 

en 2018.9 

 
Figura 4. Tasas estandarizadas de incidencia, cáncer más común en el sexo femenino, todas las edades en 

2018.9 
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En México, el cáncer es la tercera causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares 

y la diabetes. Desde la década de 1960 se ha ubicado entre las diez principales causas de 

defunciones. La mortalidad por tumores malignos presenta un comportamiento ascendente, lo que 

tiene como consecuencia una carga económico-social para el sistema de salud, para los pacientes 

y sus familias.10 

En la población general, en ambos sexos, los más recurrentes son los cánceres de mama, de 

próstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmón. Los más comunes en mexicanos son los de 

próstata, colorrectal, testicular, pulmonar y gástrico. Mientras los más comunes en mexicanas son 

los de mama, tiroides, cervicouterino, cuerpo uterino y colorrectal (Figura 5).9 

 
Figura 5. Número estimado de nuevos casos de cáncer en México, en mujeres (izquierda) y hombres  

(derecha) de todas las edades en 2018.9 

Los estados del norte, como Chihuahua, Sonora y Nuevo León, así como la Ciudad de México son 

aquellos en los que se ha observado un mayor número de neoplasias con tasas de mortalidad 

superiores a 75 por 100,000 habitantes.10 Durante el periodo de 2011 a 2016, aproximadamente 

50% de las muertes observadas por tumores malignos, en la población de 0 a 17 años, se deben a 

cáncer de órganos hematopoyéticos; lo que se traduce en dos de cada 100 000 personas.11 

Por otro lado, en los jóvenes menores de 25 años son más comunes las leucemias y los linfomas, 

mientras que entre los de 26 a 29 años se observan cánceres cervicales, de mama y colon. En 

población de 30 a 59 años comienzan a presentarse tumores relacionados a factores de riesgo 

asociados al estilo de vida. Se observa que tres de cada diez muertes por cáncer en la población 

mayor a 30 años se deben a cáncer en órganos digestivos.11 

2.1.2 Tratamiento disponible 

La mortalidad por cáncer se puede reducir si los casos se detectan y se tratan a tiempo. La primera 

fase fundamental en el tratamiento del cáncer es el diagnóstico de este, basado en un examen 

patológico, para la posterior selección de un tratamiento adecuado y eficaz.7 Las opciones 

disponibles abarcan una o más modalidades, tales como la cirugía, la radioterapia o la 
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quimioterapia.1 Cuando el tumor es localizado, los tratamientos de elección son la cirugía y la 

radioterapia.8,12 

Dentro de las opciones de tratamiento disponibles, la quimioterapia ha probado su efectividad contra 

ciertos tipos de cáncer a lo largo de los años.13,14 Esta utiliza distintos fármacos para eliminar células 

cancerosas, deteniendo o alentando el crecimiento de las mismas.8 La mayoría de los agentes 

quimioterapéuticos utilizados en la clínica inhiben los mecanismos involucrados en la división celular. 

Como consecuencia, los compuestos desarrollados bajo ese principio son citostáticos o citotóxicos 

para cada célula en división, lo cual incluye a las células normales, por lo que son inespecíficos.2  

La quimioterapia afecta principalmente a las células cancerosas debido a su rápido crecimiento, sin 

embargo, puede también atacar células sanas que se dividen rápidamente, como las que se 

encuentran en el intestino o las responsables del crecimiento del cabello. Esta inespecificidad causa 

efectos secundarios frecuentes como: náuseas, fatiga, anemia, problemas de memoria o 

concentración, edema, dificultad para dormir y pérdida de cabello.8 

Las investigaciones recientes se enfocan en el descubrimiento de agentes quimioterapéuticos 

diseñados para atacar aberraciones moleculares específicas de las células tumorales, es decir, 

terapia dirigida. Estos agentes antitumorales específicos se basan en los avances de la biología 

molecular desarrollada a finales de los años ochenta. Dichos avances permitieron conocer las redes 

de señalización y regulación de procesos celulares como la vascularización, el crecimiento celular y 

la proliferación.2 

El entendimiento actual sobre la biología tumoral ha hecho posible el surgimiento de nuevos 

fármacos dirigidos hacia una diana  específica.2 La descripción de los genes, proteínas y el 

microambiente que caracteriza a los tumores entrega información específica para facilitar el 

diagnóstico y pronóstico, además de la elección del tratamiento más eficaz. El conocimiento de los 

procesos biológicos que caracterizan a los distintos tipos de cáncer permitirá acelerar la introducción 

de nuevas prácticas moleculares a los procedimientos clínicos habituales.7  

Las terapias dirigidas pueden incluir moléculas pequeñas o estructuras macromoleculares como 

anticuerpos monoclonales.2 Las dianas terapéuticas pueden incluir factores de crecimiento, 

moléculas de señalización, proteínas del ciclo celular, moduladores de la apoptosis y moléculas que 

promueven la angiogénesis. De esta forma, en la actualidad han sido aprobados distintos fármacos 

dentro del grupo de las moléculas pequeñas que inhiben preferentemente a un blanco molecular 

específico (Tabla 1).12 

Tomando en consideración, por ejemplo, la independencia de señales de crecimiento que presentan 

frecuentemente las células tumorales se sabe que existe una pérdida de homeostasis del ciclo 

celular. Normalmente, las células son estimuladas por señales externas de proliferación que activan 

receptores presentes en la superficie celular, típicamente con dominios tirosina cinasa. La 

descripción de estas alteraciones ha permitido la identificación de blancos terapéuticos para 

controlar el crecimiento de las células cancerosas.7 
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Tabla 1. Algunos fármacos aprobados para el tratamiento del cáncer y su blanco terapéutico 2,15 

Fármaco Estructura Blanco 
Aprobación por la 

FDA 

Imatinib 

 

c-kit, PFGFR 2001 

Gefitinib 

 

EGFR 2003 

Sunitinib 

 

VEGFR 2006 

Nilotinib 

 

Bcr-Abl 2006 

Temsirolimus 

 

mTOR 2007 

Lapatinib 

 

HER-2 2007 

Vemurafenib 

 

Raf 2011 

Ruxolitinib 

 

JAK 2011 

Idelalisib 

 

PI3K 2014 
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2.2 Proteínas cinasas 

Las proteínas cinasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato del ATP hacia 

un residuo de serina, treonina o tirosina de su proteína blanco. Desempeñan un rol fundamental en 

la transducción de señales y otros procesos celulares (Figura 6), representando entre el 2% y el 3% 

de los genes. La disfunción de las cinasas está implicada en distintas enfermedades humanas, 

particularmente cáncer, lo cual las ha colocado como una de las familias proteicas más estudiadas 

como dianas terapéuticas.16 

 

Figura 6. Ejemplos de rutas de señalización que involucran cinasas.17 

La fosforilación de proteínas puede tener efectos drásticos en la señalización celular, por lo que 

existen varios mecanismos para la regulación de las cinasas tales como: la inhibición por otras 

proteínas, auto inhibición con dominios regulatorios, el control de los niveles de expresión y la 

restricción de la localización. Las mutaciones asociadas a los distintos padecimientos relacionados 

con las cinasas suelen evadir dichos mecanismos inhibitorios.18,19 

El dominio catalítico de las proteínas cinasas consiste en el lóbulo N-terminal y el C-terminal. El 

primero consiste en cinco hojas β-plegadas y una α-hélice. En contraste, el C-terminal es 

mayormente compuesto por α-hélices. La cavidad del sitio de unión a ATP se encuentra entre los 

dos lóbulos. El ATP tiene interacciones con ambos, además de elementos conservados como la 

región bisagra y los bucles de unión a fosfato (P-loop), de activación y catalítico.20 

La región bisagra conecta al lóbulo N-terminal con el C-terminal y forma interacciones con la adenina 

presente en el ATP. El bucle de unión a fosfato es rico en residuos de glicina, mientras el bucle de 

activación posee los residuos Asp-Phe-Gly, el cual es altamente conservado. Asimismo, en el sitio 

activo se encuentra un ácido aspártico que promueve la fosforilación del sustrato, el cual forma 

puentes de hidrógeno con el residuo de serina, treonina o tirosina.21 
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El desarrollo de compuestos inhibidores de cinasas comenzó con la síntesis de análogos de la 

tirosina. Posteriormente se analizaron productos naturales, como el erbstatin, para inhibir al receptor 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y otras cinasas.17,22 Se desarrollaron también 

inhibidores contra las serina-treonina cinasas, encontrando moléculas pequeñas que inhiben a las 

cinasas compitiendo por el ATP. Así surgió el interés de sintetizar nuevas moléculas pequeñas para 

inhibir cinasas involucradas en rutas de señalización como la de AKT.23–25 

2.2.1 Ruta de señalización de AKT 

Las células con altas tasas de crecimiento, como las células cancerosas, requieren una eficiente 

biosíntesis de macromoléculas para satisfacer las demandas metabólicas, además de procesos 

celulares que contribuyen a la tumorigénesis.20 La ruta que involucra a PI3K-AKT-mTOR se activa 

por factores de crecimiento, lo que lleva al aumento de la glucólisis mediante distintos caminos. AKT 

promueve la expresión del transportador GLUT1, estimula la actividad de la fosfofructoquinasa y la 

asociación de las hexocinasas 1 y 2 con la mitocondria.26  

La señal corriente abajo de AKT involucra a la diana de la rapamicina en mamíferos (mTOR), que 

estimula numerosas rutas de señalización. Además, la ruta de PI3K/AKT/mTOR y la de MAPK están 

involucradas en la biosíntesis de lípidos.26 También controla factores de transcripción que 

intervienen en la expresión de algunos elementos clave de otras rutas de señalización. De esta 

forma, AKT, una serina-treonina cinasa, tiene un papel fundamental en numerosos procesos 

celulares.27,28 

AKT se acciona por factores de crecimiento a través de PI3K; la activación de PI3K genera 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir del sustrato fosfatidilinositol 3,4-bifosfato (PIP2). PIP3 

se une al dominio de homología con pleckstrina (PH), presente en AKT, lo que provoca la 

traslocación de este último a la membrana celular.20 El reclutamiento de AKT a la membrana provoca 

su fosforilación en la Ser473 mediante mTORC2 y en la Thr308 mediante la cinasa dependiente de 

fosfoinositol-1 (PDK1) para su completa activación.29  

Posteriormente es capaz de fosforilar sustratos como: la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK-3), los 

factores de transcripción FoxO y el complejo 1 del blanco de la rapamicina en mamíferos 

(mTORC1).20,27 Esta señalización contribuye a funciones celulares como la toma de nutrientes, 

reacciones anabólicas, crecimiento celular y supervivencia, síntesis de proteínas, traducción de RNA, 

autofagia, angiogénesis, etc (Figura 7).28,30–32 

Existen tres isoformas conocidas de AKT: AKT1 (PKBα), AKT2 (PKBβ) y AKT3 (PKBγ), las cuales 

tienen aproximadamente el 80% de homología en sus secuencias. Cada una de las isoformas de 

estas serina/treonina cinasas son de unos 57 kDa, que comparten una estructura similar: un dominio 

amino-terminal de homología a Pleckstrina (PH), un dominio central catalítico de serina/treonina 

(CAT) y un dominio regulatorio C-terminal (EXT) que contiene el motivo hidrofóbico regulatorio (HM). 

El dominio catalítico se encuentra unido con el dominio PH mediante un linker (Figura 8).27,33  

AKT1 se expresa en la mayoría de los tejidos; AKT2 es predominante en tejidos sensibles a la 

insulina, como el hígado y el tejido adiposo; mientras que AKT3 se encuentra principalmente en el 

cerebro. El cultivo de diferentes líneas celulares de cáncer sugiere que la inhibición selectiva de 

cada una de las diferentes isoformas de AKT puede ser útil en tipos de cáncer específicos.20 
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Figura 7. Sustratos y funciones celulares de la ruta de AKT.29 
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Figura 8. Estructura cristalográfica compuesta del dominio PH de AKT1 (PDB:1UNQ) y el dominio catalítico 

de AKT2 (PDB:1O6K). El linker fue modelado.34  

2.2.2 AKT como blanco terapéutico 

La ruta de señalización de AKT se ha posicionado como fuente de blancos atractivos para el 

descubrimiento de nuevos anticancerígenos. La hiperactivación de AKT se observa mediante 

múltiples mecanismos como: la pérdida de la actividad de la fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-

fosfatasa (PTEN), mutaciones que activan la subunidad catalítica de PI3K, mutaciones que activan 

a las isoformas de AKT, la activación de RAS y receptores de factores de crecimiento, así como la 

amplificación de genes que codifican la subunidad catalítica de PI3K y AKT (Figura 9).35–37  

AKT, también conocida como proteína cinasa B (PKB), suele estar sobreexpresada o hiperactivada 

en cáncer de pulmón, mama, ovario, gástrico, pancreático y gliomas. Cada una de las isoformas 

conocidas está asociada a ciertos tipos de cáncer. Por ejemplo, AKT1 está asociada con cáncer 

gástrico y de mama; mientras que AKT2 con cáncer de ovario, páncreas, hígado y colorrectal; por 

último, AKT3 con cáncer de mama triple negativo y melanoma. 2,36,38–40 
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Figura 9. Ruta de señalización de AKT y su activación en cáncer.20 

Por ello, se han desarrollado inhibidores específicos de PI3K y AKT como compuestos 

anticancerígenos. Sin embargo, se ha demostrado que la inhibición de AKT puede ser más útil en 

combinación con otros anticancerígenos. Esto es debido a la relación que existe entre la ruta de 

señalización de PI3K y la absorción de glucosa, lo cual puede provocar efectos adversos como 

hiperglucemia o hiperinsulinemia.20,36  

De ahí el interés por el descubrimiento de inhibidores selectivos para las isoformas de AKT, desde 

la búsqueda por nuevos blancos para terapia dirigida en los años 2000,40 donde se observó que la 

inhibición de estas cinasas podría ser clave para el tratamiento de tipos de cáncer agresivos o que 

desarrollan resistencia después del tratamiento farmacológico inicial. Tal es el caso de cáncer de 

pulmón de células no pequeñas38 y el cáncer de mama triple negativo.41 

2.2.3 Líneas celulares relacionadas con las isoformas de AKT 

Para el estudio de compuestos potencialmente anticancerígenos suelen utilizarse líneas celulares. 

Una línea celular de cultivo se define como el conjunto de células de un tipo único (humano, animal 

o vegetal) que se han adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en 

investigación.42 Entre las líneas celulares relacionadas con AKT se encuentran las siguientes: 

LNCaP, CL-1, DU-145, PC-3 (próstata), HCT-15, HCT116 (colon), MCF-7, HS578T, MDA-MB-468, 

MDA-MB-231 (mama). A continuación, se detallan las utilizadas en el estudio de los compuestos 

presentados en este trabajo. 

Comenzando con las líneas de cáncer de próstata, en general, se ha encontrado una activación 

significativa de AKT en más del 50% de los carcinomas de próstata. Particularmente, se ha 

encontrado que la actividad de AKT3 está elevada de 40 a 100 veces en la línea celular PC-3. Otra 

línea celular que expresa niveles moderados de AKT1, AKT2 y AKT3 es la línea celular DU-145, 

ambas utilizadas en el estudio del cáncer de próstata.43  
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Las células PC-3 y DU-145 son negativas al receptor de andrógenos, las cuales se obtuvieron a 

partir de metástasis de cáncer de próstata en hueso y cerebro, respectivamente. Estas líneas 

celulares presentan mayor abundancia de la isoforma AKT3 respecto a LNCaP. La elevación de 

AKT3 promueve la proliferación de líneas celulares de cáncer de próstata como DU-145 y PC-3.44 

Por otro lado, la actividad de AKT se ha considerado un factor crítico en la agresividad del cáncer 

de colon. En estudios previos, se han observado niveles altos de AKT fosforilada en las células HCT-

15, una característica común en varios tipos de células cancerosas. Se ha comprobado que la 

isoforma AKT1 es indispensable para mantener la tumorigenicidad de células cancerosas, entre ellas 

las clasificadas como HCT-15.45,46 

En cuanto a líneas celulares de cáncer de mama, se ha reportado actividad elevada de AKT2 en el 

30-40% de los carcinomas, además se ha detectado actividad elevada de AKT1 en el 30-38% de 

los tumores primarios de mama. Entre las células más utilizadas para el estudio de este tipo de 

cáncer están las de la línea MCF-7, derivada de un derrame pleural maligno, cuyas células son 

positivas para el receptor de estrógeno. Se sabe que este tipo de células expresan niveles 

significativos de AKT1 fosforilada.47 

En contraste, se ha encontrado que los niveles de expresión de AKT3 están elevados en tumores 

de cáncer de mama negativos para el receptor de estrógeno, lo que sugiere que esa isoforma está 

relacionada con el fenotipo agresivo del cáncer de mama.47 Tal es el caso de los cánceres de mama 

triple negativo, los cuales presentan mayores tasas de recurrencia. 

Una de las líneas utilizadas para el estudio del cáncer de mama triple negativo es la MDA-MB-231, 

cuyo crecimiento es independiente de hormonas.48 El tratamiento de este tipo de cáncer es 

complicado debido a la complejidad y heterogeneidad de este, por lo que siguen estudiándose los 

mecanismos moleculares involucrados en su progresión.49 

Los ejemplos anteriores muestran que las isoformas de AKT se relacionan con distintos tipos de 

cáncer, por lo que representan un blanco terapéutico prometedor. Los inhibidores de AKT pueden 

ser un tratamiento anticancerígeno eficaz por sí mismos o en combinación con otros fármacos. 

2.2.4 Compuestos inhibidores de AKT 

La investigación de moléculas pequeñas como inhibidores de AKT está centrada en el 

descubrimiento y en la mejora de los perfiles farmacológicos de los compuestos. Dentro de estas 

moléculas, los inhibidores competitivos de ATP son los más comunes, sin embargo, también existe 

una gran diversidad de inhibidores alostéricos de otras regiones de la cinasa como el dominio PH o 

el dominio catalítico.50–53  

Realizando la búsqueda de las isoformas de AKT como blanco, en la base de datos ChEMBL54, se 

encontró que existen 6024 moléculas pequeñas reportadas para el caso de AKT1, 2898 para AKT2 

y 1934 para AKT3; lo cual no implica que sean selectivas para las isoformas de AKT. Por ello, es 

posible citar varios ejemplos de inhibidores (Figura 10), los cuales son diversos estructuralmente, 

incluyendo núcleos como: aminofurazanos, pirrolopirimidinas, tiazoles, indoles, espirocromanos, 

indazoles, entre otros.27,50,53,55–62  
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Figura 10. Estructuras químicas de algunos inhibidores de AKT.17,51,63,64 

De los resultados de actividad biológica, de los compuestos que presentaron alta potencia sobre 

alguna isoforma en particular, surgió el interés sobre la selectividad de los futuros inhibidores. Esto 

es porque se ha encontrado que las diferentes isoformas tienen diferentes funciones, incluso 

opuestas, en la regulación de la migración celular de las células cancerosas, lo que implica que la 

inhibición no selectiva puede llevar a efectos indeseables de diseminación del cáncer in vivo.48 

Además, se ha encontrado que los compuestos con menor potencia hacia AKT2 presentan mejores 

perfiles farmacológicos, debido a la relación de esta isoforma con el metabolismo de la glucosa.20 

El diseño y la optimización de nuevos inhibidores contra AKT se debe, en gran medida, a la 
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han sido reportadas por varios grupos y se encuentran disponibles en el PDB. Sin embargo, la 

estructura de AKT3 no ha sido determinada experimentalmente, por lo que se ha recurrido al 

modelado por homología de esta isoforma, tomando ventaja de la alta similitud entre las secuencias 

de las tres isoformas. Con esto ha sido posible utilizar diversas técnicas computacionales para el 
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2.3 Diseño de fármacos asistido por computadora 

Los métodos computacionales han sido ampliamente utilizados en el proceso de descubrimiento de 

fármacos durante los últimos años. Esto es debido a que el proceso tradicional para posicionar un 

fármaco en el mercado consume mucho tiempo. Por ello, diversos métodos computacionales se han 

aplicado al descubrimiento, desarrollo y análisis de moléculas biológicamente activas. La aplicación 

de dichos métodos se conoce como diseño de fármacos asistido por computadora.67–69  

El diseño de fármacos asistido por computadora (DiFAC) ha sido de crucial importancia en el 

desarrollo de nuevas moléculas pequeñas por más de tres décadas. Los métodos utilizados pueden 

estar basados en el ligando o en la estructura. Los métodos basados en el ligando se fundamentan 

en el conocimiento de moléculas activas. Mientras que los basados en la estructura requieren el 

conocimiento de la estructura tridimensional del blanco o diana farmacológica, obtenida por rayos X 

o RMN. Además, los métodos computacionales pueden ser útiles para la optimización de 

propiedades fisiológicas y predicción de la toxicidad de nuevas moléculas.70 

Por otro lado, durante el desarrollo de nuevos fármacos es importante conocer sus propiedades 

químicas, tales como solubilidad y reactividad, debido a que estas son relevantes para el 

metabolismo en todas sus etapas: absorción, distribución, metabolismo y excreción (ADME).2 Estas 

propiedades pueden predecirse mediante DiFAC para aumentar las probabilidades de encontrar 

compuestos con características deseables y acelerar el desarrollo de hit a lead (Figura 11).68,71  

 

Figura 11. Esquema general del diseño basado en la estructura.2  
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Lo anterior debido a que los métodos de evaluación de las propiedades ADME y la toxicidad de 

nuevos compuestos son costosos, toman tiempo y suelen requerir una gran cantidad de pruebas 

con animales. Además, la predicción de estas permite eliminar candidatos en etapas tempranas del 

proceso de descubrimiento de nuevas moléculas. No obstante, la predicción realizada depende de 

factores como la calidad de los datos utilizados para crear el modelo, la cantidad de compuestos y 

los parámetros utilizados.72 

Por otro lado, el conocimiento de las estructuras tridimensionales (3D) de los nuevos blancos de 

interés, comúnmente proteínas, permite el diseño de moléculas pequeñas. Cuando no existe una 

estructura 3D, se aplican criterios de homología para obtener modelos basados en estructuras 

experimentales de proteínas similares. Estas estructuras también son útiles para diseñar y generar 

bibliotecas de compuestos para su evaluación in silico, como el caso anteriormente expuesto sobre 

las isoformas de AKT. La evaluación puede realizarse con técnicas como el acoplamiento 

molecular.2 

2.3.1 Acoplamiento molecular 

El acoplamiento molecular tiene como objetivo proponer un modelo de unión entre dos moléculas, 

lo que ha permitido el entendimiento de las fuerzas de interacción involucradas en el reconocimiento 

molecular. En la química farmacéutica y el descubrimiento de nuevos fármacos, dicha técnica se 

enfoca principalmente en las interacciones proteína-ligando, aunque recientemente también se ha 

aplicado para la predicción de interacciones proteína-proteína.73 

La mayoría de los programas de acoplamiento molecular están basados en mecánica molecular, lo 

que implica la descripción de sistemas poliatómicos mediante física clásica. Se utilizan parámetros 

experimentales como cargas, ángulos torsionales y geométricos para minimizar la diferencia 

existente entre los datos experimentales y las predicciones de mecánica molecular. También pueden 

utilizarse cálculos teóricos semiempíricos o ab initio.73 

La mecánica molecular se utiliza para calcular parámetros relacionados con la entalpía de unión, 

cambios en el área superficial, enlaces rotables fijos y otros relacionados con la entropía. Además 

de la predicción del complejo intermolecular formado por el ligando y su blanco, puede aportar 

información como la extensión y especificidad de la interacción. Con esto se pueden identificar los 

sitios de unión esenciales que posee un ligando para interactuar con la estructura tridimensional 

conocida del blanco.68,74 

En algunos programas se incluyen también parámetros de mecánica estadística, con campos de 

fuerza que incluyen polarizabilidad y solvatación; por lo que las funciones de evaluación se vuelven 

complejas. El acoplamiento molecular puede dividirse en tres etapas: preparación del ligando y la 

macromolécula, definición del tipo de acoplamiento molecular (rígido o flexible) y establecimiento del 

método de búsqueda para la conformación de los ligandos. El análisis de los datos resultantes es 

de utilidad para priorizar la síntesis y evaluación de los compuestos candidatos.73,74   

Entre las limitaciones del acoplamiento molecular está la falta de precisión de las funciones de 

evaluación para determinar las energías de unión, lo cual se relaciona con que la predicción de 

algunas interacciones como el efecto de solvatación y el cambio de entropía son difíciles de estimar. 

También puede mencionarse el problema de las moléculas de agua en el sitio de unión, debido a la 
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dificultad que representa calcular el número de moléculas de agua que podrían reemplazarse con 

ligandos potenciales.75  

Otro de los grandes retos a resolver es la flexibilidad del blanco en el caso de las proteínas, ya que 

estas pueden adoptar diferentes conformaciones dependiendo del ligando al cual se unen. En 

consecuencia, el diseño de fármacos asistido por computadora aún tiene varios retos por resolver; 

sin embargo, es posible encontrar varios ejemplos en los cuales las técnicas in silico han sido de 

ayuda en el desarrollo de nuevos fármacos.75 

2.3.2 Cribado virtual 

Durante el descubrimiento de fármacos, es posible analizar una gran cantidad de compuestos 

presentes en bases de datos, lo cual se define como cribado virtual. Este representa una de las 

metodologías fundamentales para encontrar nuevos candidatos potenciales que muestran cierta 

actividad inicial (hits). Las bases de datos utilizadas incluyen compuestos virtuales que poseen 

similitud con un inhibidor conocido del blanco estudiado o que muestran complementariedad con la 

estructura del receptor.76 

Con esta técnica pueden utilizarse tanto métodos basados en la estructura del receptor, como 

métodos que no requieren el conocimiento de la estructura del blanco para diseñar nuevos 

compuestos. Esto permite la evaluación de bases de datos numerosas o bibliotecas de compuestos 

para identificar un pequeño número de moléculas cuya actividad puede confirmarse 

experimentalmente.68,76 

2.3.3 Búsqueda por similitud 

La búsqueda por similitud está basada en el principio que dicta: “los compuestos químicos con 

estructuras similares pueden tener actividades similares”,77 lo cual guía la identificación de nuevos 

líderes. La similitud puede determinarse basada en propiedades topológicas, estéricas, electrónicas 

o fisicoquímicas. Los criterios utilizados para la similitud pueden variar e incluyen: compuestos que 

comparten un grupo funcional, que comparten el mismo núcleo base, sus descriptores o propiedades 

son similares, o compuestos con farmacóforos similares.78 

La búsqueda por similitud que involucra propiedades o descriptores requiere el cálculo de 

coeficientes entre pares de compuestos. Los descriptores pueden ser números o mapas de bits, 

mientras que las propiedades de las moléculas suelen obtenerse de datos experimentales o estudios 

in silico. En la actualidad existen varios algoritmos de búsqueda por similitud basados en 

propiedades bidimensionales de las estructuras estudiadas.78 

Los compuestos suelen representarse con fingerprints o huellas digitales que representan una 

propiedad molecular o un fragmento estructural. Para cuantificar la similitud pueden utilizarse 

distintos coeficientes o correlaciones como la distancia Euclideana o el coeficiente de Tanimoto. 

Esta técnica puede ser utilizada, por ejemplo, para realizar búsquedas basadas en el ligando y 

encontrar compuestos que actúen sobre un blanco de interés.78 
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2.4 Piridinas 2,4,6-trisustituidas como inhibidores potenciales de AKT 

En el caso de los inhibidores de AKT, se han encontrado compuestos que inhiben a la isoforma 

AKT2 en el rango micromolar. La combinación de metodologías basadas en fragmentos y en la 

estructura han permitido la identificación de compuestos inhibidores en el rango nanomolar. Estos 

antecedentes y el acceso a las estructuras cristalográficas de AKT2 (PDB: 2UW9 y 2JDR) han 

permitido la identificación de nuevos compuestos potenciales inhibidores de AKT.79 

Debido al interés en la identificación de nuevos compuestos anticancerígenos con actividad 

inhibitoria frente a AKT, en trabajos previos se realizó un cribado virtual con una base de datos de 

105 937 compuestos, usando las dos estructuras cristalográficas de la AKT2 mencionadas 

anteriormente. Se realizó acoplamiento molecular en dos etapas, como se describe a continuación:79 

La primera etapa se realizó con el programa FRED 2.2.3 de donde se seleccionaron 1000 moléculas 

para cada estructura de AKT2. Estos compuestos se volvieron a someter a acoplamiento molecular 

con el programa GOLD 3.2. Se seleccionaron los compuestos con mejor puntaje para cada una de 

las estructuras cristalográficas utilizadas. Finalmente, fueron seleccionados 19 compuestos para 

evaluar in vitro. De la evaluación realizada se detectó al compuesto A como potencial inhibidor de 

AKT, mientras los otros compuestos no presentaron actividad detectable a 50 μM y 25 μM (Figura 

12).79  

 
Figura 12. Esquema del flujo de trabajo para el descubrimiento del compuesto A.79 
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Este compuesto A no presenta compuestos similares en la base de datos ChEMBL54 utilizando un 

límite al 85% de similitud y es novedoso respecto a los núcleos observados en otros inhibidores de 

AKT, por lo que se decidió optimizarlo utilizando acoplamiento molecular para diseñar nuevos 

compuestos basados en la estructura.80 La piridina 2,4,6-trisustituida (compuesto A) fue utilizada 

como base para el inicio de un programa de optimización que resultó en el diseño y síntesis de una 

gran variedad de compuestos por parte de nuestro grupo de investigación (Figura 13).81  

 
Figura 13. Series de piridinas 2,4,6-trisustituidas sintetizadas por nuestro grupo de investigación a la fecha. Se 

muestra en color rojo la modificación realizada.65,82–84   

 

En una primera etapa de optimización se conservaron simétricos los patrones 2,6 de la piridina, 

mientras que en la posición 4 se añadieron grupos NH y amidas con diferentes patrones de 

sustitución para favorecer interacciones por puente de hidrógeno con el sitio activo de AKT (Series 

PTS, JVM y DLP; Figura 13). Posteriormente, debido a la baja solubilidad observada en los 

compuestos con patrones simétricos de sustitución en las posiciones 2,6, se propuso la sustitución 

de un fragmento para obtener la Serie ESC2. 
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Por otro lado, en la serie JVM se decidió sustituir la posición 4 con heterociclos saturados y no 

saturados para tener un espacio químico más diverso. Todo esto permitió expandir la base de datos 

de piridinas trisustituidas en nuestro grupo de investigación, con el objetivo de realizar estudios 

QSAR que serían de utilidad en la búsqueda de inhibidores con mejores propiedades farmacológicas. 

2.5 Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio 

En fechas recientes, la catálisis con metales de transición ha tomado relevancia en la síntesis 

orgánica, debido a la versatilidad y utilidad de los catalizadores en diversas transformaciones 

químicas. El uso de las reacciones catalizadas con paladio ha aumentado en los últimos años, tanto 

en el ámbito académico como en el industrial. Los laboratorios de síntesis las han utilizado como 

una herramienta poderosa para la formación de nuevos enlaces C-C y C-heteroátomo. En ese 

sentido, se han desarrollado varias reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio (Figura 

14).85 

Los ejemplos en la Figura 14 muestran los sustratos y condiciones clásicas reportados en la 

literatura, la mayoría de estas reacciones sigue un ciclo catalítico como mecanismo de reacción. 

Este trabajo se enfocó en la reacción de Suzuki-Miyaura, por lo que se muestra su mecanismo a 

manera de ejemplo (Esquema 1). Sin embargo, los acoplamientos cruzados muestran similitudes 

mecanísticas entre ellos.85  

El mecanismo del acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura (Esquema 1) comienza con la adición 

oxidante (AO) del haluro de arilo sobre el centro metálico (cambio de estado de oxidación de Pd(0) 

a Pd(II)). Después se intercambia el anión unido al Pd por el anión de la base (metátesis); 

posteriormente, se lleva a cabo la transmetalación (T) del Pd(II) y el boronato (generado de la 

reacción del compuesto de organoboro y la base). Finalmente, se lleva a cabo una eliminación 

reductora (ER) en el centro metálico que genera el enlace C-C y libera Pd(0) en el medio de 

reacción.85 

Para nuestro grupo de investigación, la implementación de acoplamientos cruzados catalizados por 

paladio fue de gran relevancia, debido principalmente al patrón de sustitución que presentan las 

piridinas trisustituidas. Esto es porque las moléculas propuestas serían de difícil obtención por otras 

rutas sintéticas mediante química convencional. En general, debido a que en los trabajos anteriores 

se han presentado resultados positivos, en este trabajo se utilizó la reacción de Suzuki-Miyaura 

como parte de la ruta de síntesis planteada para la obtención de las moléculas propuestas.
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Figura 14.  Reacciones comunes de acoplamiento catalizadas por paladio para formar enlaces C-C.85 
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Esquema 1.  Mecanismo del acoplamiento Suzuki-Miyaura.85
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3. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial causando 9.6 millones 

de defunciones anuales, es decir, 1 de cada 6 muertes. Además, las estadísticas revelan que 

la incidencia de los distintos tipos de cáncer va en aumento. Esto se traduce en un 45% más 

de casos anuales, lo cual representaría 11.5 millones de casos. El incremento de pacientes 

representa un esfuerzo para los servicios de salud pública. 

Aunque existen varias opciones de tratamiento disponibles, la mayoría de ellas conlleva una 

serie de efectos adversos que afecta la calidad de vida de los pacientes. Se sabe que la 

principal causa de esos efectos adversos es la falta de selectividad de las opciones 

terapéuticas, principalmente de los agentes quimioterapéuticos. A esto se suma la aparición 

de la resistencia tras un primer tratamiento, donde un paciente en remisión podría volver a 

presentar un tipo de cáncer más agresivo. 

Estas evidencias hacen notable la necesidad de continuar con la búsqueda de nuevos 

fármacos anticancerígenos, que presenten mayor potencia y selectividad para minimizar los 

efectos adversos comunes; además de tener opciones terapéuticas en caso de que se 

presente resistencia a algún grupo de fármacos específicos. En los últimos años se han 

identificado diversos blancos terapéuticos de interés para el diseño de nuevas moléculas, entre 

estos se encuentran las isoformas de AKT. 

Se sabe que las isoformas de AKT están desreguladas en varios tipos de cáncer, por lo que 

se han realizado esfuerzos para el descubrimiento de nuevos inhibidores contra dicha cinasa. 

El cultivo de diferentes líneas celulares de cáncer sugiere que la inhibición selectiva de AKT1, 

AKT2 o AKT3 puede ser útil en tipos de cáncer específicos, lo que ha incrementado el interés 

en la selectividad de los inhibidores. Además, se han encontrado posibles efectos adversos de 

los compuestos activos contra las tres isoformas, tales como la diseminación del cáncer in vivo 

o alteraciones del metabolismo de la glucosa.   

Dentro de estas investigaciones, se han llevado a cabo estudios computacionales para la 

identificación de nuevos compuestos. En trabajos previos, se realizó un cribado virtual con el 

que se identificó a una piridina trisustituida como nuevo compuesto potencial, el cual 

representa un núcleo base novedoso, sin compuestos similares reportados en la base de datos 

de ChEMBL. Por ello, la piridina encontrada se optimizó utilizando métodos de diseño basado 

en la estructura. 

Bajo esta premisa, se han sintetizado más de 50 compuestos de tipo piridina trisustituida en 

nuestro grupo de investigación. Sin embargo, la mayoría de ellos presenta problemas de 

solubilidad acuosa y en disolventes orgánicos, lo cual representa un obstáculo para su 

desarrollo como posibles fármacos, en algunos casos, ha dificultado también su evaluación 

biológica. 

Estos resultados, junto con la problemática actual del cáncer hacen resaltar la importancia del 

desarrollo de nuevos compuestos inhibidores de AKT. Es por ello por lo que, en el presente 

trabajo, se muestra una estrategia para la obtención de piridinas trisustituidas que podrían 

presentar mejores características de solubilidad, además de potencial actividad 

anticancerígena.
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4. HIPÓTESIS 

Si se modifica la sustitución en la posición 4 de las piridinas trisustituidas con distintos ciclos alifáticos 

unidos a través de un enlace carboxamida, además de la presencia de sustituyentes diferentes en las 

posiciones 2 y 6, entonces se obtendrán compuestos con potencia inhibitoria superior frente a diversas 

líneas celulares de cáncer que sobreexpresan AKT. Además, se mantendrán las predicciones de 

interacciones observadas previamente con el sitio de unión de AKT1, AKT2 y AKT3.  

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Diseñar, sintetizar y evaluar el potencial anticancerígeno de nuevas piridinas trisustituidas in vitro 

sobre diferentes líneas celulares de cáncer e in silico con las tres isoformas de AKT. 

 

5.2 Objetivos específicos  

➢ Encontrar un nuevo fragmento mediante búsqueda por similitud estructural para proponer nuevas 

piridinas trisustituidas con diferentes sustituyentes en posiciones 2 y 6 del núcleo de piridina. 

 

➢ Establecer una ruta de síntesis para los compuestos diseñados, caracterizar 

espectroscópicamente-espectrométricamente y determinar las constantes físicas (punto de fusión 

y Rf) de las piridinas trisustituidas obtenidas. 

 

➢ Evaluar la actividad citotóxica de los compuestos obtenidos sobre diferentes líneas celulares de 

cáncer (DU-145, PC-3, MCF-7, MDA-MB-231 y HCT-15) y una línea celular sana (COS-7). 

 

➢ Realizar estudios de acoplamiento molecular de las piridinas trisustituidas obtenidas con las tres 

isoformas de AKT.
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6. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

La metodología del presente trabajo se divide en cuatro secciones, la primera de las cuales describe la 

estrategia seguida para el diseño de nuevas piridinas como inhibidores de las isoformas de AKT. La 

segunda parte describe la ruta de síntesis para la obtención de los compuestos, posteriormente se 

presenta la evaluación biológica realizada in vitro sobre distintas líneas celulares. Finalmente, se 

muestran los estudios de acoplamiento molecular con las tres isoformas de AKT. 

6.1 Diseño de nuevas piridinas trisustituidas 

Para el diseño de nuevas piridinas 2,4,6-trisustituidas se planteó el reemplazo de uno de los 

fragmentos de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (benzoxazinona), presentes en las posiciones 2 y 6 del 

núcleo de piridina (Figura 15). Para esto se realizó una búsqueda por similitud estructural con la 

benzoxazinona utilizando el servidor Swiss Similarity,86 en el que se calcularon las huellas digitales 

de los fragmentos de la base de datos Zinc Fragment Like con el método Spectrophores, y 

comparando con el coeficiente de similitud de Tanimoto.  

 
Figura 15.  Piridina 2,4,6-trisustituida con el mismo sustituyente en posiciones 2 y 6.  

Los fragmentos encontrados y seleccionados se evaluaron con acoplamiento molecular. Se 

construyeron piridinas con un fenilo como sustituyente en la posición 4, la benzoxazinona original 

en posición 2 y el fragmento evaluado en posición 6. Los ligandos se construyeron y minimizaron en 

Spartan 1087 y se optimizó su geometría con el método semi-empírico PM6. Los átomos de 

hidrógeno no polares se fusionaron a sus correspondientes carbonos, se detectaron los centros de 

torsión y enlaces rotables de la molécula utilizando la interfaz gráfica Autodock Tools 1.5.4. 

Todos los ligandos se evaluaron con la isoforma AKT1 (preparada como se describe en la sección 

6.4.1), la búsqueda de los complejos de unión más favorables se realizó con el programa AutoDock 

4.288 utilizando el algoritmo genético Lamarckiano como método de búsqueda conformacional, un 

total de 20 corridas, un tamaño de población de 150 confórmeros, un número máximo de 2 500 000 

evaluaciones energéticas y 27 000 generaciones. El resultado de energía de unión para cada 

molécula se comparó con el de la piridina simétrica con benzoxazinona en posiciones 2 y 6. 

De esta forma, se encontró un fragmento de pirimidina que sustituyó a la benzoxazinona en una de 

las posiciones adyacentes al heteroátomo del núcleo de piridina (Figura 16). Continuando con la 

optimización de los compuestos, se propuso la sustitución de las piridinas en posición 4 con amidas 

unidas a sustituyentes alifáticos cíclicos. De esta forma, se evaluó la influencia entre el tamaño del 

ciclo y el grado de interacción de los ligandos con la cavidad hidrofóbica de AKT. 

R 
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Figura 16.  Piridinas 2,4,6-trisustituidas propuestas.  

Posteriormente, las moléculas propuestas se evaluaron con el servidor SwissTarget89 para la 

predicción de su diana biológica más probable. Además, se calcularon algunas propiedades de 

interés con el servidor SwissADME90 como: el área polar superficial topológica (tPSA), número de 

aceptores y donadores de puente de hidrógeno, número de enlaces rotables, entre otras. Con el 

cálculo de estas propiedades se determinó si los compuestos propuestos cumplen con las reglas de 

Lipinski, Veber y Egan. 

  

6.2 Parte química 

La síntesis de los compuestos propuestos se planteó a partir del análisis retrosintético mostrado en 

el Esquema 2. En este se muestran estrategias utilizadas previamente por nuestro grupo de 

investigación para la síntesis de piridinas 2,4,6-trisustituidas. La desconexión de las posiciones 2 y 

6 del anillo de piridina muestra que se requiere la formación de un enlace amida en la posición 4 

para sintetizar intermediarios del tipo 2,6-dicloro-N-cicloalquilpiridin-4-carboxamidas (AM3-AM6). 

Con estos intermediarios y el compuesto de organoboro correspondiente se realizaron 

acoplamientos de Suzuki-Miyaura para la obtención de los compuestos. 

6.2.1 Síntesis de los intermediarios AM3-AM6 

Los intermediarios AM3-AM6 se desconectaron en la posición 4, lo cual dio como resultado el ácido 

2,6-dicloro-4-carboxílico y las aminas cíclicas alifáticas correspondientes (Esquema 3). Para la 

obtención de estos intermediarios se realizó la activación del ácido carboxílico con el agente 

acoplante CDI, utilizando acetonitrilo como disolvente y la amina correspondiente, bajo condiciones 

de calentamiento convencional.  

 

Esquema 3. Síntesis de las amidas AM3-AM6. 
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Esquema 2. Síntesis de las piridinas asimétricas con amidas en posición 4. 
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6.2.2 Síntesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-

benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-ona (BXN) 

Posteriormente, para la obtención de la serie DLPMB fue necesario sintetizar el éster borónico del 

núcleo de la 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN, Esquema 4). La síntesis partió del 4-bromo-2-

nitrofenol y α-bromoacetato de etilo, en presencia de carbonato de potasio como base y acetona 

como disolvente para sintetizar el producto de la reacción SN2. Se obtuvo así el (4-bromo-2-

nitrofenoxi)acetato de etilo (1), el cual se hizo reaccionar bajo condiciones de reducción-ciclación en 

tándem, con hierro en presencia de ácido acético para originar a la 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-

3(4H)-ona (2). Esta última se sometió a condiciones de borilación de Miyaura, con 

diborobispinacolato (B2Pin2), Pd(dppf)Cl2·CH2Cl2 como catalizador y acetato de potasio como base 

para acceder a la 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN).  

 
Esquema 4. Síntesis de 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona. Reactivos y 

condiciones: a: α-bromoacetato de etilo, K2CO3, acetona, 50 ºC; b: Feº, AcOH, 50 ºC; c: B2Pin2, 

Pd(dppf)Cl2∙CH2Cl2, AcOK, 1,4-dioxano, reflujo. 

6.2.3 Síntesis de la serie DLPMB 

Una vez obtenidos los intermediarios necesarios, se procedió a realizar monoacoplamientos de 

Suzuki con los compuestos AM3-AM6 y BXN, Pd(PPh3)4 como catalizador, carbonato de potasio 

como base y una mezcla de DMF/H2O como disolventes, bajo condiciones de calentamiento 

convencional para acceder a los compuestos de la serie DLPMB (Esquema 5). 

 
Esquema 5. Síntesis de los compuestos de la serie DLPMB. 

6.2.4 Síntesis de [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1) 

Para continuar con la síntesis de los compuestos diseñados se obtuvo la sal de trifluoroborato 

derivada del núcleo de N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (PYR1, Esquema 6). Se inició con la 

bromación de la 2-aminopirimidina con N-bromosuccinimida y acetato de amonio para obtener la 5-

bromopirimidin-2-amina (3). Este último compuesto se sometió a una acetilación con cloruro de 

acetilo y piridina para originar la N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4). Dicha molécula se sometió 

a las condiciones estándar de borilación de Miyaura mencionadas previamente para acceder a la N-
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(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR). Finalmente, el último 

compuesto se transformó en su sal de trifluoroborato de potasio correspondiente, mediante el 

tratamiento con exceso de bifluoruro de potasio (KHF2) en MeOH/H2O para obtener PYR1. 

 

Esquema 6. Síntesis de [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1). Reactivos y 

condiciones: a: NBS, NH4OAc, CH3CN; b: Cloruro de acetilo, piridina, CH2Cl2; c: B2Pin2, Pd(dppf)Cl2·CH2Cl2, 

AcOK, 1,4-dioxano, reflujo; d: KHF2, MeOH/H2O. 

6.2.5 Síntesis de la serie DLPMP  

Por último, se hicieron reaccionar los intermediarios AM3-AM6 y PYR1 para la obtención de 

intermediarios necesarios en la síntesis de los compuestos diseñados DLP (Figura 16). Se utilizaron 

las condiciones de acoplamiento de Suzuki mencionadas anteriormente, con Pd(PPh3)4 como 

catalizador, carbonato de potasio como base y la mezcla de DMF/H2O como disolventes. No 

obstante, las condiciones de reacción no dieron lugar a la formación del enlace C-C como se tenía 

previsto. De estos experimentos se logró aislar una nueva serie de compuestos denominados como 

DLPMP (Esquema 7). 

 
Esquema 7. Síntesis de los compuestos de la serie DLPMP. 

6.3 Evaluación biológica de las series DLPMB y DLPMP 

Los ensayos de inhibición del crecimiento en líneas celulares se realizaron en el Laboratorio de 

Pruebas Biológicas (LSA) del Instituto de Química, UNAM, utilizando el protocolo de la 

sulforrodamina B. Se emplearon las siguientes líneas celulares: 

▪ DU-145: Cáncer de próstata (ATTC)  

▪ PC-3: Cáncer de próstata (NCI) 
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▪ MCF-7: Cáncer de mama ER+ (NCI) 

▪ MDA-MB-231: Cáncer de mama triple negativo (ATTC) 

▪ HCT-15: Cáncer de colon. 

▪ COS-7: Línea celular de riñón de mono no cancerosa (Céntro Médico Nacional Siglo XXI) 

Las líneas celulares se cultivaron en el medio RPMI-1640, adicionado con suero fetal bovino (10%) 

y una mezcla de antibióticos-antimicótico. Posteriormente, en cada microplaca de 96 pozos se 

depositaron dos líneas celulares por triplicado en un volumen de 100 µL/pozo y se incubaron durante 

24 h a 37 °C bajo una atmósfera de 5% de CO2 para favorecer su estabilidad. 

Para efectuar el análisis primario, los compuestos a evaluar se solubilizaron en DMSO a una 

concentración de 20 mM. Después se tomó una alícuota de la disolución de prueba y se diluyó en 

medio de cultivo suplementado. A continuación, se adicionaron 100 μL de la solución preparada con 

anterioridad a la microplaca, y después se incubó durante 48 h bajo las condiciones previamente 

mencionadas. 

Al finalizar el periodo de incubación, las células se fijaron in situ añadiendo 50 μL de una solución de 

CF3COOH frío al 50% y se incubaron a 4 °C durante 60 min. Después se desechó el sobrenadante, 

se realizaron 5 lavados con agua fría y se dejó secar a temperatura ambiente. Para efectuar el teñido 

de las células fijadas al pozo, se añadieron 100 μL de una solución al 0.4% de sulforrodamina B 

(SRB) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

La SRB no unida se removió con lavados de CH3COOH al 1% para después secar a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se añadieron 100 μL de solución amortiguadora Tris y se agitó durante 

10 minutos para favorecer la disolución del complejo. Luego se midió la densidad óptica (DO) en un 

lector de microplacas a una λ=515 nm. 

Los datos se procesaron obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/línea tratados con el 

compuesto (DOt), los tres pozos tratados con DMSO (DOc) y dos pozos testigos (DOb; aquellos que 

no presentan células, pero sí compuesto). El porcentaje de inhibición del crecimiento (%IC) se 

calculó con la siguiente operación: 

%𝑰𝑪 = 𝟏𝟎𝟎 − (
𝑫𝑶𝒕 − 𝑫𝑶𝒃

𝑫𝑶𝒄 − 𝑫𝑶𝒃
) ∗ (𝟏𝟎𝟎) 

6.4 Parte computacional   

6.4.1 Acoplamiento molecular con AutoDock 4.2 

Los ligandos se construyeron en el programa Spartan 1087 y se optimizó su geometría con el método 

semi-empírico PM6. Empleando el programa AutoDock 4.288 y su interfaz gráfica Autodock Tools 

1.5.4, los átomos de hidrógeno no polares se fusionaron a sus correspondientes carbonos, se 

detectaron los centros de torsión y enlaces rotables de la molécula. 

Las estructuras cristalográficas de las isoformas AKT1 y AKT2 se obtuvieron del Protein Data Bank 

(PDB), seleccionando las claves 4GV191 y 1O6L66 para las isoformas 1 y 2, respectivamente. Se 

removieron las moléculas de agua y el sustrato GSK-3β. Estas estructuras, junto con el modelo por 

homología de AKT3 previamente construido por nuestro grupo de investigación65, se prepararon 
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para el estudio de acoplamiento molecular. Se añadieron cargas Gasteiger y se fusionaron los 

hidrógenos no polares a las proteínas utilizando MGLTools 1.5.6. 

El acoplamiento se realizó en la modalidad rígido-flexible, utilizando la interfaz gráfica de Autodock 

Tools 1.5.4 y el programa complementario Autogrid4. La caja de búsqueda se centró en las 

coordenadas (x, y, z) -19.687, 5.811, 16.166 para AKT1 y AKT3, en 42.679, 30.329,109.603 para 

AKT2; todos con 60x60x60 puntos de tamaño y un espaciado de 0.375 Å. 

La búsqueda de los complejos de unión más favorables se realizó con el programa AutoDock 4.2, 

con el algoritmo genético Lamarckiano como método de búsqueda conformacional, con un total de 

20 corridas, un tamaño de población de 150 confórmeros, un número máximo de 2 500 000 

evaluaciones energéticas y 27 000 generaciones.  

6.4.2 Acoplamiento molecular con Maestro 

El acoplamiento molecular se realizó con el módulo Glide del software Maestro 12.292, se utilizó el 

Protein Preparation Wizard para preparar las tres isoformas de la enzima (PDB AKT1: 4GV1, AKT2: 

1O6L y el modelo por homología de AKT3) mediante una minimización con un campo de fuerza 

OPLS_2005. Las cajas de búsqueda se construyeron utilizando cubos de 10x10x10 Å en las 

coordenadas (x, y, z) -19.687, 5.811, 16.166 para AKT1 y AKT3, en 42.679, 30.329,109.603 para 

AKT2. Se utilizó el modo Flexible con la precisión XP (Extra Precisión) bajo condiciones estándar.  

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
32 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Diseño de nuevas piridinas trisustituidas 

Debido a la insolubilidad presentada por la mayoría de los compuestos investigados previamente en 

nuestro grupo, se propuso la síntesis de nuevas piridinas trisustituidas con el objetivo de mejorar sus 

propiedades fisicoquímicas. Se ha encontrado que aquellas piridinas que poseen diferentes 

sustituyentes en las posiciones 2 y 6 (asimétricas) presentan una mayor solubilidad en disolventes 

orgánicos65. A partir de esta observación, se planteó la sustitución de uno de los sustituyentes en 

dichas posiciones.   

Utilizando la molécula de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (benzoxazinona), se realizó una búsqueda 

por similitud con el servidor Swiss Similarity86 para sustituir el fragmento en las piridinas trisustiuidas. 

Se utilizó la base de datos de Zinc Fragment Like disponible en dicho servidor, con el fin de aumentar 

la probabilidad de encontrar un fragmento sintéticamente accesible. El descriptor utilizado fue la 

huella digital o fingerprint de tipo Spectrophores, el cual toma en cuenta interacciones espaciales de 

las moléculas analizadas. Esto, con el fin de conservar la afinidad observada mediante estudios 

computacionales, entre los ligandos diseñados anteriormente por nuestro grupo de investigación y 

las isoformas de AKT.  

Cabe destacar que, la mayoría de los puentes de hidrógeno que se han predicho con acoplamiento 

molecular involucran los sustituyentes de las posiciones 2 y 6 de las piridinas. Se eligieron los 

primeros 27 fragmentos más similares (coeficiente de similitud= 0.912-0.848), excluyendo a la 

molécula original de búsqueda y aquellos con centros quirales. Se construyeron moléculas que 

incluyeron al núcleo de piridina con un fenilo en la posición 4, benzoxazinona en la posición 2 y el 

fragmento evaluado en posición 6 (Figura 17). 

 
Figura 17.  Piridinas 2,4,6-trisustituidas evaluadas.  

En lo que respecta a la posición 4 de la piridina, se conservó un grupo fenilo con la finalidad de 

minimizar los efectos de este sustituyente en el desempeño del fragmento evaluado, debido a que 

se ha observado que ciertos grupos afectan el pKa de la piridina, modificando su protonación cuando 

el valor de pH es igual a 7.65 Con las moléculas construidas, se procedió al acoplamiento molecular 

con la isoforma AKT1. Para continuar con el diseño, se eligió al fragmento con mejor energía de 

unión calculada, la cual fue más favorable que la presentada por la piridina simétrica, con 

benzoxazinona en posiciones 2 y 6. 

Una vez encontrado el fragmento más favorable se cambió el sustituyente de la posición 4. La 

primera modificación contempló la adición de un enlace amida, con el grupo carbonilo unido 

directamente a la piridina. Esto fue debido a que, en estudios anteriores, se determinó que un linker 
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de tipo carboxamida podría favorecer interacciones con Glu234/236/234 (AKT1/AKT2/AKT3) y 

Lys158/160/158, al ser un grupo aceptor/donador de hidrógeno81. El diseño se complementó con 

ciclos alifáticos adyacentes a las amidas propuestas, con el objetivo de mejorar la solubilidad acuosa 

de los compuestos respecto a sus contrapartes aromáticas. Además, se planteó la posibilidad de 

estudiar la influencia del tamaño del ciclo en las propiedades experimentales de las moléculas. 

Respecto a los valores de energía de unión, las moléculas diseñadas se contrastaron con la molécula 

A, encontrada con el estudio previo de cribado virtual y utilizada como punto de partida para el diseño 

de nuevos inhibidores de AKT; además de compararse con la molécula B, utilizada para encontrar 

un nuevo fragmento para la generación de piridinas asimétricas (Figura 18). Utilizando la isoforma 

de AKT1 como modelo, se obtuvo un valor de -10.05 Kcal/mol para la molécula A; mientras que, 

para la molécula B se obtuvo un valor de -9.99 Kcal/mol. Con esto se comprobó que el nuevo 

fragmento de pirimidina presente en la molécula B podría ser equivalente al de la molécula original. 

 

Figura 18.  Piridinas 2,4,6-trisustituidas.  

Al comparar los resultados de energía de unión de las moléculas A y B con las nuevas moléculas 

propuestas (Tabla 2), se encontró que las últimas no presentan una diferencia significativa de 

energía de unión con AKT1. A pesar de ello, se observó una aparente selectividad por las isoformas 

AKT1 y AKT3, lo cual podría ser de utilidad para mejorar sus propiedades farmacológicas; excepto 

en el caso de la molécula que presenta un ciclohexilo como sustituyente, la cual presenta menos 

afinidad por la isoforma de AKT3.  

No obstante, la molécula que presenta el ciclohexilo como sustituyente conservó las interacciones 

antes mencionadas con Glu234/236 y Lys160/158 en las isoformas de AKT2 y AKT3, 

respectivamente. El compuesto diseñado con ciclopropilo como sustituyente también conservó esas 

interacciones con la isoforma AKT2, mientras que el resto de las moléculas no lo presentaron. Sin 

embargo, se observó una nueva interacción entre el fragmento propuesto y el residuo 

Asp439/440/439 en la mayoría de los casos. Estos resultados motivaron la síntesis de los nuevos 

compuestos. 

En cuanto a los resultados obtenidos con el servidor SwissTarget89, cuya predicción se basa en 

búsqueda por similitud, las cuatro amidas propuestas presentaron probabilidad de actuar contra una 

cinasa como blanco terapéutico. El compuesto con la amida adyacente al ciclopropilo en posición 4 

presentó el 40% de actuar frente a algún tipo de cinasa; el compuesto con ciclobutilo presentó el 

20%; el ligando propuesto con ciclopentilo un 53%; finalmente, el compuesto con ciclohexilo como 

sustituyente mostró el 60% de probabilidad. Todos los compuestos presentaron a las tres isoformas 

de AKT como las dianas más probables.  
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Tabla 2. Valores de energía de unión de moléculas diseñadas evaluadas contra las isoformas de AKT 
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ΔGºunión 
(Kcal/mol) 

Cluster* 
ΔGºunión 

(Kcal/mol) 
Cluster* 

ΔGºunión 
(Kcal/mol) 

Cluster* 

 
DLP3 

-10.21 57 -9.96 61 -10.35 33 

 
DLP4 

-10.41 50 -9.59 50 -10.72 39 

 
DLP5 

-10.68 63 -10.28 68 -11.18 45 

 
DLP6 

-11.66 24 -10.79 63 -9.55 18 

*Basado en un total de 100 corridas. 

 

Además de los resultados anteriores, se predijeron también distintas propiedades estructurales de 

interés con el servidor Swiss ADME90, tales como: peso molecular (PM), donadores de hidrógeno 

(DPH), aceptores de hidrógeno (APH), enlaces rotables (EnR), área polar superficial topológica y 

logaritmo del coeficiente de partición (logP) (Tabla 3). Estas propiedades se utilizaron para la 

predicción de la biodisponibilidad oral, basándose en las reglas de Lipinski (PM ≤ 500, DPH ≤ 5, APH 

≤ 10 y logP ≤ 5), Egan (0 ≤ tPSA ≤ 132, -1 ≤ logP ≤ 6) y Veber (ER ≤ 10, tPSA ≤ 140). 

Ninguno de los compuestos propuestos cumplió con las reglas de Egan debido a su área polar 

superficial (tPSA), que en todos los casos fue igual a 135.20 Å2. No obstante, se cumplieron con 

todas las reglas de Lipinski y Veber. En cuanto a la solubilidad, puede observarse que el aumento 

del tamaño del ciclo alifático es inversamente proporcional con el valor de la predicción; sin embargo, 

todos son superiores al calculado para la molécula B, de 18.8 mg/L. Los cálculos anteriores sugieren 

que las nuevas piridinas diseñadas podrían tener la misma o mayor actividad que los compuestos 

estudiados con anterioridad, además de la posibilidad de mejora de sus propiedades farmacológicas.   
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Tabla 3. Propiedades moleculares de los compuestos propuestos para la síntesis  

 

Clave PM (g/mol) LogP* tPSA (Å2) DPH APH EnR Solubilidad (mg/L)** 

DLPR3 444.44 1.50 135.20 3 7 7 435 

DLPR4 458.47 1.80 135.20 3 7 7 224 

DLPR5 472.50 2.07 135.20 3 7 7 117 

DLPR6 486.52 2.38 135.20 3 7 7 45.3 

*Solubilidad estimada con el método ESOL. **LogP consenso. 

7.2 Parte química 

7.2.1 Síntesis de los intermediarios AM3–AM6 

Para la obtención de las amidas correspondientes a los intermediarios AM3–AM6, se planteó la 

retrosíntesis a partir del ácido 2,6-dicloropiridin-4-carboxílico y las aminas cíclicas alifáticas 

correspondientes (Esquema 8). En primera instancia, se planteó el uso de agentes acoplantes para 

la activación del ácido carboxílico. En ese sentido, se realizó un pequeño estudio tomando a la 

ciclohexilamina como ejemplo, con distintos agentes, disolventes y una base orgánica, en caso 

necesario (Tabla 4). 

 
Esquema 8. Obtención de las amidas intermediarias AM3–AM6. 

 

Tabla 4. Condiciones de reacción utilizadas para la formación de las amidas intermediarias 

Experimento Disolvente Agente acoplante Base Tiempo de reacción Rendimiento 

1 CH3CN CDI ------- 1.5 h 80% 

2 CH2Cl2 PyBOP NMM 3.5 h 63% 

3 CH2Cl2 COMU NMM 2 h 21% 
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Al observar los resultados, se determinó que la mejor opción de agente acoplante era el CDI. Esto 

debido a que el tiempo de reacción fue el más corto, además de que proporcionó al compuesto de 

interés con mayor pureza respecto a PyBOP y COMU, aunado a que es un reactivo económico. El 

montaje de la reacción requiere atmósfera libre de humedad para evitar la hidrólisis del CDI, este se 

mezcla en primera instancia con el ácido carboxílico para activarlo y formar un buen grupo saliente 

(Esquema 9). Además, se estableció que para la formación del intermediario imidazólido se requiere 

una temperatura de 50 °C, la cual debe disminuirse antes de la adición de la ciclopropilamina debido 

a su bajo punto de ebullición. 

 

Esquema 9. Mecanismo de reacción de la formación del imidazólido. 

Los rendimientos obtenidos para las cuatro cicloalquilaminas utilizadas fueron cercanos al 90% 

después del proceso de purificación, el cual resultó sencillo. En el caso de la ciclohexilamina, la 

purificación del crudo de reacción se realizó con extracciones líquido-líquido con AcOEt y una 

dilución acuosa de HCl a pH=5. No obstante, los productos obtenidos con las reacciones de 

ciclobutilamina y ciclopropilamina presentaron algún grado de solubilidad acuosa, por lo que la 

recuperación del producto por este método disminuyó significativamente. Esta fue la razón por la 

cual las purificaciones de los demás productos se realizaron mediante cromatografía en columna. 

La caracterización de los intermediarios AM3–AM6 mediante RMN 1H (Espectros II-29, 33, 37 y 41) 

mostró una señal aromática simple en 7.55 ppm, que integra para los dos hidrógenos del núcleo de 

piridina. Se observó también la señal del grupo NH de la amida que intercambia con óxido de 

deuterio en 6.01–6.57 ppm, la señal se desplazó a campo más bajo conforme el tamaño del ciclo 

alifático disminuyó. La señal del hidrógeno del ciclo alifático adyacente al grupo amida se encontró 

alrededor de 3.93–4.53 ppm; la excepción fue el intermediario AM3, el cual se observó en 2.89 ppm, 

evidencia de las diferencias electrónicas que presenta el sustituyente ciclopropilo.93 

Mientras que, en los espectros de 13C (Espectros II-30, 34, 38 y 42), se observó el número de 

señales aromáticas esperadas para cada compuesto en el intervalo de 120.78–151.62 ppm, junto 

con el grupo carbonilo en 162.25–164.61 ppm. En cuanto a las señales del ciclo alifático, los 

intermediarios AM4–AM6 presentaron las señales del carbono unido directamente al grupo NH 

alrededor de 45.70–52.40 ppm y las señales de los carbonos restantes del ciclo en 15.35–33.10 
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ppm. Por otro lado, el intermediario AM3 presentó las señales anteriores en 23.61 ppm y 6.92 ppm, 

respectivamente. 

En cuanto a los espectros de IR (Espectros II-31, 35, 39 y 43) se destacan las señales 

pertenecientes a la vibración N-H en 3263.74–3273.53 cm-1 y las características del grupo C=O de 

la amida en 1640.56-1643.97 cm-1. Finalmente, en los espectros de masas de los compuestos 

(Espectros II-32, 36, 40 y 44), pueden observarse los iones moleculares de los intermediarios. 

Particularmente, se detectó que de la pérdida del ciclo alifático resultó el pico de m/z 188.994 en el 

caso de AM4, y el pico base en 191 Da en los casos de AM5 y AM6. Asimismo, se observó al ion 

acilio en el fragmento localizado alrededor de 174 Da, en los espectros de AM3, AM5 y AM6; en 

ambos picos puede observarse la isotopía del cloro. 

7.2.2 Síntesis del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-

3(4H)-ona (BXN) 

La ruta de síntesis del intermediario BXN comenzó con el 4-bromo-2-nitrofenol como materia prima, 

el cual se hizo reaccionar con α-bromoacetato de etilo (Esquema 10) para llevar a cabo una 

sustitución nucleofílica SN2, en medio básico (1.5 equivalentes de K2CO3) y acetona como disolvente. 

Se obtuvo un alto rendimiento y el producto se identificó estructuralmente mediante varias técnicas. 

El espectro de RMN 1H (Espectro II-1) mostró tres señales en la región de los aromáticos, cada una 

representa uno de los hidrógenos correspondientes al anillo. Se observa también la señal del 

metileno adyacente al grupo carbonilo en 4.98 ppm, además de señales características del etilo: una 

señal cuádruple en 4.21 ppm y una triple en 1.24 ppm. 

 
Esquema 10. Reacción de sustitución nucleofílica para la obtención de 1. 

Por otro lado, en el espectro de 13C (Espectro II-2) se confirmó la presencia de un carbono alifático 

en 14.44 ppm; de carbonos unidos a heteroátomo en 61.99 ppm y 66.84 ppm, correspondientes a 

los metilenos adyacentes al oxígeno y al carbonilo, respectivamente. Además, se observó la señal 

característica de carbonilo en 168.37 ppm. El espectro de IR (Espectro II-3) mostró también la banda 

característica del carbonilo del éster en 1747.67 cm-1 (νC=O éster). 

Tras confirmar la obtención del producto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1), se realizó una 

reducción química con Fe° en presencia de ácido acético glacial. De esta reducción química resulta 

un grupo amino, el cual puede atacar intramolecularmente al éster etílico, resultando una ciclación 

en tándem (Esquema 11). Esta metodología de reducción química tiene como ventaja la posibilidad 

de evitar reacciones de hidrogenólisis que comprometan al halógeno presente en la molécula, lo 

cual sucedería en el caso de utilizar catalizadores como Pd/C. 
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Esquema 11. Reacción de reducción-ciclación para la obtención de 2. Se muestra entre corchetes el 

intermediario con la reducción del grupo nitro antes de la ciclación. 

La obtención del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2) se comprobó mediante RMN 
1H (Espectro II-5), donde se observó la desaparición de las señales alifáticas correspondientes al etilo 

del éster presente en 1; además de la aparición de una señal que intercambia con D2O, correspondiente 

al NH de la amida en 9.74 ppm. En el espectro de 13C (Espectro II-6) igualmente se confirmó la 

ausencia de señales de carbonos alifáticos y se observó solamente el carbono correspondiente al 

metileno adyacente a la amida en 67.83 ppm, así como la señal característica del grupo carbonilo en 

165.24 ppm. En IR (Espectro II-7) se observaron las bandas del NH de amida secundaria en 3340.01 

cm-1 (νN-H), y del grupo carbonilo en 1677.37 cm-1 (νC=O amida). 

Posteriormente, el compuesto 2 se utilizó como materia prima para una borilación de Miyaura 

(Esquema 12), con 1.1 equivalentes de diborobis(pinacolato), 5% mol de [1,1’-

bis(difenilfosfina)ferroceno]dicloropaladio (II) en complejo con diclorometano como fuente de paladio y 

tres equivalentes de AcOK bajo atmósfera de nitrógeno. Después de la purificación del compuesto se 

obtuvo un rendimiento del 71.9%. Al observar el espectro de RMN 1H (Espectro II-9) se detectó en 

1.28 ppm la señal característica de los metilos adyacentes al enlace B-O, la cual integró para doce 

hidrógenos. 

 
Esquema 12. Borilación de Miyaura para la obtención del éster borónico BXN. 

Asimismo, en el espectro de 13C (Espectro II-10) se observó la señal correspondiente a los metilos 

alifáticos en 25.16 ppm, además del carbono cuaternario unido a dichos metilos en 84.51 ppm. En 

el espectro de IR (Espectro II-11) se encontraron las bandas características del grupo N-H de amida 

en 3360.17 cm-1 (νN-H), del grupo carbonilo de amida en 1690.49 cm-1 (νC=O amida) y del enlace B-O en 

1349.45 cm-1 (νB-O). Finalmente, en el espectro de masas (EM) (Espectro II-12) se detectó el [M+H]+ 

en 276.1400, concordante con el calculado [M+H]+: 276.1402, confirmando la obtención del 

compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN). 
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7.2.3 Síntesis de la serie DLPMB 

Una vez obtenido el éster borónico BXN, se continuó la ruta de síntesis con los acoplamientos de 

Suzuki-Miyaura que originaron los compuestos DLPMB3–DLPMB6. Como las amidas 

intermediarias presentan dos posiciones posibles para el nuevo enlace C-C (Esquema 13), se 

modificaron las condiciones clásicas del acoplamiento. Previamente, en nuestro grupo de 

investigación, se exploraron condiciones de monoacoplamiento con el haluro de arilo 

correspondiente, 0.7 equivalentes del compuesto BXN, Pd(PPh3)4 como fuente de paladio y K2CO3 

como base en un medio de CH3CN/H2O 4:1 bajo condiciones de calentamiento asistido por 

microondas (MW, 170 °C, 40 minutos).65 

 
Esquema 13. Acoplamiento de Suzuki para la obtención de los compuestos de la serie DLPMB. 

Sin embargo, dichas condiciones no resultaron muy alentadoras, por lo que en un intento por 

aumentar el rendimiento de la reacción y evitar la formación colateral del producto disustituido del 

núcleo de piridina, se llevó a cabo la reacción de acoplamiento cruzado con calentamiento 

convencional y utilizando DMF/H2O 4:1 como disolventes. La presencia de la atmósfera de nitrógeno 

fue fundamental ya que el catalizador de paladio utilizado es sensible al oxígeno. El mecanismo de 

reacción del acoplamiento de Suzuki se muestra en el Esquema 14.  

Otra estrategia que se utilizó para minimizar la formación del producto doblemente sustituido 

correspondió a la adición de una disolución del éster borónico BXN mediante un embudo de adición. 

Es decir, los reactivos necesarios para el acoplamiento de Suzuki-Miyaura no estuvieron en contacto 

desde el inicio de la reacción. De esta forma, se intentaron favorecer los pasos de adición oxidante 

y metátesis, poniendo en contacto a la amida intermediaria correspondiente (haluro de arilo; AM3–

AM6) con la base y la fuente de paladio.  

Una vez que estos reactivos estuvieron en agitación, se adicionó el organoborano y se completó el 

volumen utilizado para la obtención de una dilución alta (1.1 mmol de materia prima en 25 mL). Se 

piensa que la alta dilución disminuye la probabilidad de colisión entre moléculas, lo cual podría 

favorecer el monoacoplamiento. Tras añadir completamente la disolución del intermediario BXN, se 

inició el calentamiento de la mezcla de reacción a 90 °C, temperatura menor a la utilizada con el 

calentamiento asistido por microondas, con el fin de minimizar las reacciones colaterales. 

Los rendimientos observados oscilaron entre el 40 y el 64%, después del proceso de purificación. 

Esto podría deberse, en parte, a las posibles reacciones de homoacoplamiento del compuesto de 

organoboro. Sin embargo, gran parte de la disminución del rendimiento se debe al mismo proceso 

de purificación. Esto es, porque los compuestos de la serie DLPMB presentan moderada solubilidad 

en disolventes orgánicos como el AcOEt. 
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Esquema 14.  Mecanismo general del acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura.85 

Una vez purificados los compuestos, se corroboró su estructura mediante la asignación de señales 

de RMN 1H y 13C, la cual se realizó con la ayuda de los experimentos de RMN en dos dimensiones 

(2D RMN): Correlated Spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) y 

Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC). A manera de ejemplo, se muestra la elucidación 

del compuesto DLPMB5 (Figuras 19-21). En primera instancia, en el espectro de RMN 1H (Espectro 

II-57) se detectaron señales múltiples correspondientes al ciclo alifático en 1.51–1.95 ppm. Asimismo, 

se identificó otra señal múltiple centrada en 4.24 ppm, que integró para 1H, correspondiente al 

hidrógeno del ciclo alifático unido directamente al -NH. 

A la par, se observó una señal simple en 4.66 ppm, que integró para 2H, correspondiente a la señal 

del metileno presente en la benzoxazinona. De este mismo grupo se identificaron señales 

correspondientes a hidrógenos aromáticos: una señal doble en 7.09 ppm y una señal múltiple de 

7.68 a 7.71 ppm que integró para 2H. Se encontraron también señales dobles en 7.75 ppm y 8.16 

ppm, cada una de las cuales integró para 1H, correspondientes al núcleo de piridina. Finalmente, se 

asignaron dos señales que disminuyeron al intercambiar con D2O, en 8.73 ppm y 10.83 ppm, cada 

una integró para 1H y corresponden con los grupos -NH de la molécula. 

Para determinar la asignación de los hidrógenos alifáticos, así como de los grupos -NH de cada una 

de las amidas se observó el experimento COSY (Espectro II-58). En este se encontraron 

correlaciones de la señal en 4.24 ppm con la señal múltiple en 1.90 ppm y la señal doble en 8.73 

ppm. La primera correlación correspondió a la existente entre el hidrógeno alifático que se encuentra 

adyacente al grupo amino (4.24 ppm) y el resto de los hidrógenos alifáticos presentes en el ciclo. La 

segunda correspondió a la correlación existente entre el mismo hidrógeno en 4.24 ppm y el 
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hidrógeno del -NH; confirmando que la señal en 8.73 ppm perteneció a la amida presente en la 

posición 4 de la piridina. Por lo tanto, la señal en 10.83 ppm se asignó al -NH de la benzoxazinona 

(Figura 19). 

 
Figura 19.  Espectro RMN 1H del compuesto DLPMB5. Se muestra la asignación de señales.  

Una vez determinadas las señales correspondientes a cada uno de los protones presentes en el 

compuesto, se procedió a analizar el espectro HSQC (Espectro II-60), que mostró la correlación H-

C a un enlace de distancia, para la asignación de las señales encontradas en el espectro de RMN 
13C (Espectro II-59). De esta forma, se encontró que las señales en 23.73 ppm y 32.06 ppm 

pertenecieron al ciclo alifático; así como la señal en 51.29 ppm correlacionó con el carbono 

adyacente al grupo -NH de la amida en posición 4 de la piridina (Figura 20). 

Después, se asignó la señal presente en 66.81 ppm, característica del metileno de la benzoxazinona. 

Posteriormente, se observó un grupo de 11 señales aromáticas, que coincidieron con lo esperado 

de acuerdo con la estructura analizada. En primera instancia, se asignaron las de 116.38 ppm y 

120.12 ppm a cada uno de los carbonos del núcleo de piridina. Posteriormente, la señal en 116.59 

ppm correlacionó con el C-14 del núcleo de benzoxazinona (Figura 20). 

Para completar la asignación de las señales, se recurrió al experimento HMBC, el cual permitió 

observar la correlación heteronuclear a más de un enlace de distancia. Se comenzó con las 

interacciones observadas entre la señal de 4.66 ppm (H-19) y las señales en 146.20 ppm y 164.49 

ppm (Figura 21); de esto se concluyó que la primera correspondió con el carbono cabeza de puente 

de la benzoxazinona, más cercano al metileno (C-15). Mientras que, la señal en 164.49 ppm 
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pertenció al carbono carbonílico de la misma benzoxazinona (C-20). Con lo anterior, se asignó la 

señal en 162.96 ppm al otro grupo carbonilo presente (C-7). 

 
Figura 20.  Experimento HSQC del compuesto DLPMB5. Se muestra la asignación de señales.  

  
Figura 21.  Experimento HMBC del compuesto DLPMB5. Se muestran algunas de las correlaciones más 

relevantes utilizadas para la asignación de las señales de 13C. 
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Las correlaciones encontradas del protón H-14 de la benzoxazinona con la señal en 127.79 ppm 

permitió asignar esta última al otro carbono cabeza de puente C-16. Mientras que, la relación del 

mismo H-14 con la señal observada en 130.83 ppm correspondió con el carbono cuaternario de la 

benzoxazinona unido a la piridina; esto porque también se encontró correlación con la señal de 1H 

en 8.16 ppm, que corresponde al H-5 del núcleo de piridina. Para terminar la asignación de los 

carbonos pertenecientes al sustituyente de tipo benzoxazinona, se observó la correspondencia del 

protón del H-21 con la señal en 114.11 ppm, perteneciente al C-17; por lo tanto, la última señal en 

121.90 ppm se asignó al C-13. 

Quedando sin establecer únicamente los carbonos cuaternarios del núcleo de piridina, el primero 

que se asignó fue el observado en 156.70 ppm, el cual correlacionó con la señal de H-13 y 17, por 

lo que correspondió con el C-4. La señal en 156.70 ppm mostró interacción con la señal en 8.16 ppm 

del H-5 de la piridina, por lo que se determinó su pertenencia con el carbono cuaternario C-4 de ese 

mismo núcleo. Finalmente, la última señal por asignar fue la de 150.58 ppm que perteneció al otro 

carbono cuaternario C-2. 

Las señales del resto de los compuestos de la serie DLPMB se determinaron de manera similar a 

la mostrada anteriormente como ejemplo. A continuación, se muestra un resumen de las señales de 

RMN 1H y 13C asignadas a los compuestos (Tablas 5 y 6). Posteriormente, se observó la masa 

esperada para las moléculas mediante espectrometría de masas (Espectros II-50, 56, 62 y 67). 

Además, se encontraron las señales de los grupos funcionales característicos en los espectros de 

IR (Espectros II-49, 55, 61 y 66), que incluyen: el grupo -NH en 3254.89–3309.28 cm-1, dos grupos 

carbonilo en 1676.32–1689.84 cm-1 y 1630.33–1655.51 cm-1, además de señales características 

aromáticas de enlace C=N en 1526.78–1536.02 cm-1 y 1489.56–1494.33 cm-1. 

Tabla 5. Caracterización espectroscópica mediante RMN 1H de la serie DLPMB 

 

Compuesto Señal H1 Señal H5 Señal NH Señal Ha 
Señales del resto 

del ciclo alifático 

DLPMB3 
7.71 ppm (d, 

J= 1.17Hz) 

8.15 ppm (d, 

J=1.09Hz) 

8.85 ppm (d, 

J= 4.12Hz) 

2.89 ppm (m, 

J= 8.04, 

4.01Hz) 

0.60–0.63 ppm, 

0.73–0.78 ppm 

DLPMB4 
7.74 ppm (d, 

J= 1.05Hz) 

8.17 ppm (d, 

J=1.07Hz) 

9.03 ppm (d, 

J= 7.34Hz) 
4.39–4.45 ppm 

1.68–1.75 ppm, 

2.04–2.14 ppm, 

2.22–2.29 ppm 

DLPMB5 
7.75 ppm (d, 

J= 1.01Hz) 

8.16 ppm (d, 

J=1.03Hz) 

8.73 ppm (d, 

J= 7.15Hz) 

4.24 (m, J= 

7.21Hz) 

1.51–1.60 ppm, 

1.67–1.75 ppm, 

1.86–1.95 ppm 

DLPMB6 7.74 ppm (s) 8.16 ppm (s) 
8.64 ppm (d, 

J= 7.72Hz) 
3.77–3.78 ppm 1.01–1.86 ppm 
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Tabla 6. Caracterización espectroscópica mediante RMN 13C de la serie DLPMB 

 

Compuesto Señal Ca en ppm Señal Cb en ppm Señal Cc en ppm Señal Cd en ppm 

DLPMB3 23.20 5.71 ----- ----- 

DLPMB4 44.79 29.91 14.83 ----- 

DLPMB5 51.29 32.06 23.73 ----- 

DLPMB6 48.78 32.21 24.80 24.44 

7.2.4 Síntesis de [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1) 

La retrosíntesis del intermediario PYR se planteó originalmente para utilizar el éster borónico como 

el organoborato en una posterior reacción de Suzuki. Para obtenerlo se plantearon dos posibles 

rutas, marcadas como A y B en el Esquema 15. La ruta A implicó la acetilación de la 2-

aminopirimidina como primer paso, posteriormente la bromación para obtener la N-(5-

bromopirimidin-2-il)acetamida (4). Por otro lado, la ruta B requirió la obtención de la 2-amino-5-

bromopirimidina como primer paso y la posterior acetilación para acceder al compuesto 4. 

 
Esquema 15. Retrosíntesis de N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR). 

Se comenzó explorando la ruta A, con la 2-aminopirimidina como materia prima. La primera reacción 

correspondió a una acetilación, utilizando cloruro de acetilo en presencia de piridina y diclorometano 

como disolvente. La obtención del producto se comprobó mediante RMN 1H (Espectro 1), en el que 

se observa la señal en 2.18 ppm correspondiente al metilo del acetilo, una señal aromática que 

integra para dos hidrógenos correspondiente a los vecinos del nitrógeno, otra señal aromática 

correspondiente al otro hidrógeno de la pirimidina y finalmente, la señal en 10.50 ppm que 

corresponde al -NH de la amida.  

Sin embargo, el rendimiento de la reacción fue muy bajo (~10%), por lo que se descartó esta 

metodología. Se intentó realizar la misma transformación con anhídrido acético, obteniéndose un 

rendimiento de ~20%. Debido a los bajos rendimientos observados, se exploró la ruta B. La primera 
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reacción fue la bromación de la 2-aminopirimidina con N-bromosuccinimida, en presencia de acetato 

de amonio como catalizador. 

 
Espectro 1. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto N-(pirimidin-2-il)acetamida. 

Se ha propuesto que la NBS en presencia de NH4OAc genera Br2 y HBr en el medio de reacción; 

debido a que el NH4OAc puede disociarse en NH4
+ y OAc-, se genera NH3 y AcOH después de una 

transferencia de protón. La NBS podría reducirse para formar Br2, succinimida y N2. La posterior 

reducción del Br2 por el NH3 podría originar HBr y N2. La presencia del HBr podría polarizar el enlace 

N-Br de la NBS y facilitar la bromación.94,95 

Se observó la formación del producto deseado en poco tiempo (alrededor de 1h) y un rendimiento 

alto (cerca del 90%), por lo que la ruta B fue la de elección para continuar con la síntesis del éster 

borónico PYR (Esquema 15). Se comprobó la transformación de la materia prima con el espectro 

de RMN 1H (Espectro II-13), en el cual se asignó una señal en 6.90 ppm, que integra para los dos 

hidrógenos aromáticos de la pirimidina y la señal del grupo amino en 8.30 ppm, la cual intercambia 

con D2O.  

Una vez obtenida la 2-amino-5-bromopirimidina, se continuó con la reacción de acetilación, 

utilizando las condiciones iniciales en presencia de cloruro de acetilo y piridina como base. El 

producto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4) se obtuvo con un rendimiento de 88.5%. Con el 

espectro de RMN 1H (Espectro II-17) se comprobó la presencia del metilo adyacente al enlace 

amida, con una señal en 2.15 ppm que integra para tres hidrógenos. En el espectro de 13C (Espectro 
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II-18) se observó una señal en 24.61 ppm, perteneciente al mismo metilo; además de la señal 

característica del grupo carbonilo en 168.77 ppm. 

Por otra parte, se realizaron ensayos con la 2-amino-5-yodopirimidina para la obtención del éster 

borónico PYR. Con dicha materia prima se requieren dos reacciones: una acetilación y una borilación 

de Miyaura (Esquema 16). La ventaja de este sustrato es la presencia de un mejor grupo saliente 

para la reacción de borilación, no obstante, se presentaron varias desventajas experimentales como 

la pureza del sustrato y reactividad de este en la reacción de acetilación.  

 
Esquema 16. Retrosíntesis del éster borónico PYR, a partir de 2-amino-5-yodopirimidina. 

Se comprobó que la materia prima no se encontraba pura de origen con ccf, por lo que el compuesto 

se purificó mediante cromatografía en columna previo a la reacción de acetilación. Una vez lista la 

materia prima, se volvió a intentar la reacción; sin embargo, tampoco se completó con las 

condiciones encontradas para el sustrato bromado. Se exploraron algunos disolventes (CH2Cl2, 

AcOEt), no obstante, la solubilidad del compuesto resultó ser muy baja, lo que repercutió 

directamente en la transformación del sustrato al producto de interés.  

Debido a lo expuesto anteriormente, la borilación de Miyaura se continuó con el compuesto 4, 

obtenido por la ruta B antes expuesta (Esquema 17). Se llevó a cabo la reacción con las mismas 

condiciones descritas para la obtención del anterior éster borónico (Esquema 12), con 1.1 

equivalentes de diborobis(pinacolato), 5% mol de Pd(dppf)Cl2·CH2Cl2 como fuente de paladio y tres 

equivalentes de AcOK bajo atmósfera de nitrógeno. La obtención del producto deseado PYR se 

comprobó con las señales de RMN características de los metilos adyacentes al enlace B-O, 

presentes en 1.31 ppm, que integran para 12H (1H, Espectro II-21) y en 24.64 ppm (13C, Espectro 

II-22). 

 
Esquema 17. Borilación de Miyaura para la obtención del éster borónico PYR. 

El éster borónico PYR presentó dificultades para su purificación, debido principalmente a su baja 

solubilidad en varios disolventes orgánicos incluyendo: 1,4-dioxano, acetona, acetato de etilo y 

etanol. Considerando que esta problemática podría influir en el posterior acoplamiento de Suzuki, el 

compuesto PYR se sometió a una reacción de fluoración con un exceso de KHF2 en una mezcla de 

MeOH/H2O para la obtención de la sal de trifluoroborato de potasio correspondiente (Esquema 18).  
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Esquema 18. Reacción de fluoración del éster borónico para la obtención del intermediario PYR1. 

Para la purificación de la sal de trifluoroborato PYR1, se realizaron lavados de MeOH/H2O 1:1 debido 

a que se ha reportado anteriormente que el pinacol liberado durante el curso de la reacción forma 

un azeótropo con el agua, el cual puede ser removido con destilación a presión reducida con un 

rotaevaporador.82 El sólido obtenido después de realizar la destilación azeotrópica se extrae varias 

veces con metanol, concentrando la fase orgánica a presión reducida. Esto con la finalidad de 

eliminar el exceso de KHF2, así como el KF producido durante el curso de la reacción. 

Para tratar de minimizar el número de extracciones, se realizó el procedimiento con acetona y etanol, 

sin embargo, el metanol presentó mejores resultados. La transformación se verificó con RMN 1H 

(Espectro II-25), con una señal aromática en 8.63 ppm que integró para los dos hidrógenos del 

núcleo de pirimidina y otra señal en 2.21 ppm que representó a los tres hidrógenos del metilo 

adyacente al grupo amida. En RMN13C (Espectro II-26) se encontraron los mismos grupos: el metilo 

en 23.63 ppm, los carbonos aromáticos en 161.36 ppm; además del carbono aromático cuaternario 

unido al grupo amida en 155.23 ppm y el del grupo carbonilo en 173.39 ppm. 

Se realizó también el espectro de RMN 19F (Espectro II-27) donde se observó una señal cuádruple 

en -143.61 ppm, correspondiente al desplazamiento obtenido anteriormente para otras sales de 

trifluoroborato; además de observar el acoplamiento 11B-19F con una J=15.05 Hz, cercana a la 

reportada en la literatura de 14.6 Hz cuando el disolvente es D2O.96 En cuanto al espectro de IR 

(Espectro II-28), se detectaron señales características del enlace B-F en 1382.69 cm-1 (νB-F), 

además de las ya observadas para el grupo NH en 3223.58 cm-1 (νN-H) y el grupo carbonilo 1688.84 

cm-1 (νC=O amida). 

7.2.5 Síntesis de la serie DLPMP 

Una vez obtenidos los compuestos de la serie DLPMB y el compuesto de organoboro PYR, la ruta 

de síntesis para la obtención de las piridinas trisustituidas diseñadas, se continuó con un segundo 

acoplamiento de Suzuki-Miyaura (Esquema 19). Para establecer una metodología adecuada para 

esta reacción, se probaron distintas condiciones para acceder a los compuestos de la serie DLPR, 

mostrados en la Tabla 7. 

 
Esquema 19. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura propuesto para la síntesis de los compuestos diseñados DLPR. 
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Para comenzar los experimentos se utilizaron como condiciones iniciales aquellas que se emplearon 

para obtener los compuestos de la serie DLPMB; a excepción de la proporción del derivado de 

organoboro utilizado que se aumentó de 0.7 a 1.2 equivalentes. Además, la temperatura se elevó 

de 70 °C a 90 °C para tratar de favorecer el segundo acoplamiento (condiciones A, Tabla 7). Dichas 

condiciones no transformaron significativamente las materias primas, por lo que se decidió aumentar 

la carga catalítica (condiciones B). 

Tabla 7. Condiciones de reacción empleadas para el segundo acoplamiento de Suzuki-Miyaura 

Condiciones 
Compuesto de 

organoboro* 
Base 

% de 

catalizador 
Temperatura Tiempo Resultado 

A 1.2 eq PYR 
2.5 eq 

K2CO3 
5% mol 90 °C 24 horas 

Materia prima 

recuperada 

B 1.2 eq PYR 
3 eq 

K2CO3 
10% mol 90 °C 24 horas 

~20% de 

materia prima 

consumida 

C 1.2 eq PYR 
3 eq 

K2CO3 
10% mol 90 °C 72 horas 

~25% de 

materia prima 

consumida 

D 1.2 eq PYR 
3 eq 

K2CO3 
10% mol 100 °C 72 horas 

Mezcla 

compleja 

E 1.2 eq PYR 
3 eq 

Cs2CO3 
10% mol 100 °C 48 horas 

Mezcla 

compleja 

F 1.2 eq PYR1 
2.5 eq 

K2CO3 
10% mol 100 °C 48 horas 

Mezcla 

compleja 

G 2.5 eq PYR1 
2.5 eq 

K2CO3 
10% mol 100 °C 48 horas 

Mezcla 

compleja 

*Las primeras pruebas se realizaron con el éster borónico PYR, para después utilizar su sal de trifluoroborato 

correspondiente PYR1. 

Tras el aumento del porcentaje de catalizador, se estimó con ccf la transformación de las materias 

primas; sin embargo, la proporción de los compuestos de partida siguió siendo alta. Por ello, se 

aumentó el tiempo de reacción para favorecer la transformación observada previamente 

(condiciones C). Se obtuvo una transformación ligeramente mayor que en las condiciones anteriores; 

no obstante, el porcentaje cualitativo no aumentó drásticamente. 

Para beneficiar el curso de la reacción, se aumentó la temperatura de la mezcla (condiciones D), sin 

resultados favorables, obteniéndose una mezcla compleja de compuestos. En trabajos previos se 

ha observado que el cambio del K2CO3 por Cs2CO3 puede ayudar al curso del ciclo catalítico, 

mediante la transformación más eficiente del éster borónico a su boronato correspondiente. Por esa 

razón, se cambió la base utilizada por Cs2CO3 con los mismos equivalentes (condiciones E). Como 

resultado no se observó diferencia respecto al uso del K2CO3. 

Derivado de los resultados negativos hasta el momento, surgió la hipótesis de que la baja solubilidad 

del éster borónico PYR podría dificultar el curso de la reacción, al no disolverse completamente en 

el medio de reacción. Para solucionar esto, se probó la sal de trifluoroborato correspondiente PYR1, 

debido a que este compuesto fue altamente soluble en agua, por lo que pudo disolverse en la mezcla 

utilizada para la reacción (DMF/H2O 4:1).  
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Como la transformación observada a 90 °C no fue significativa, se decidió hacer la reacción con 

PYR1 a 100 °C; no obstante, estas condiciones (F, Tabla 7) tampoco permitieron la obtención del 

producto esperado. Una posible causa podría ser la falta de equivalentes de sal de trifluoroborato, 

debido a que se ha reportado que estos compuestos se hidrolizan lentamente, lo cual impide su 

entrada al ciclo catalítico.97,98 Por esta causa se utilizaron 2.5 equivalentes de la sal para las 

condiciones G; dando resultados poco favorables de igual manera, al observarse una mezcla 

compleja de productos. 

Analizando los resultados anteriores y sabiendo que el primer acoplamiento de Suzuki fue exitoso, 

la ruta de síntesis se modificó. Así, se planteó la obtención de los compuestos acoplados en primera 

instancia con el derivado de pirimidina (a partir de PYR1; Esquema 20), y posteriormente realizar el 

segundo acoplamiento con el compuesto de tipo benzoxazinona, lo cual ha permitido la obtención 

de resultados exitosos previos con distintos sustratos en nuestro grupo. 

 
Esquema 20. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura para la obtención de compuestos monoacoplados a partir de 

PYR1 y las amidas precursoras. 

Las pruebas de condiciones de reacción se iniciaron con la sal de trifluoroborato PYR1, debido a lo 

expuesto anteriormente sobre la solubilidad que presentaron los derivados de pirimidina. Se inició 

con 0.7 equivalentes de dicho compuesto, 5% mol del catalizador Pd(PPh3)4 y 70 °C (A, Tabla 8); 

condiciones que fueron exitosas en el primer monoacoplamiento realizado (serie DLPMB). 

Tabla 8. Condiciones de reacción empleadas para el acoplamiento de Suzuki-Miyaura. Se invirtió el orden 

del acoplamiento cruzado planteado en la ruta de síntesis seguida hasta este punto. 

Condiciones 
Compuesto de 

organoboro 
Base 

% de 

catalizador 
Temperatura Tiempo Rendimiento 

A 0.7 eq PYR1 
2.5 eq 

K2CO3 
5% mol 70 °C 24 horas ~30% 

B 1.5 eq PYR1 
2.5 eq 

K2CO3 
5% mol 70 °C 36 horas ~45% 

No obstante, la transformación no fue significativa, probablemente debido a los equivalentes de sal 

de trifluoroborato, como se mencionó en la sección precedente. De esta forma, se aumentaron los 

equivalentes del derivado de organoboro y se amplió el tiempo de reacción (B, Tabla 8). Con estas 

condiciones de reacción se obtuvo un producto mayoritario, el cual fue de fácil aislamiento mediante 

cromatografía flash. 

Sin embargo, al observar el espectro de RMN 1H se determinó que las señales del compuesto 

aislado no correspondían con la estructura esperada, al no observarse las señales características 

del núcleo de benzoxazinona. Con ayuda del espectro de masas por impacto electrónico (Espectro 

2) se elucidó que el compuesto aislado era resultado de la sustitución nucleofílica aromática (SNA) 
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de la dimetilamina, producto de descomposición de la DMF utilizada como disolvente en el medio 

de reacción. 

 
Espectro 2. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida 

(DLPMP6). 

En el Espectro 2 pudo notarse el ión molecular del espectro en 281 m/z que correspondió con la 

masa calculada para el compuesto DLPMP6; además pudo observarse la isotopía del cloro, con el 

pico característico en 283 m/z. Las rupturas principales son resultado de la pérdida del grupo amino 

unido al ciclo alifático para la formación del ion acilio y la posterior descarboxilación. 

Con las condiciones de reacción encontradas se originó la serie DLPMP, la cual se eligió evaluar 

biológicamente, como prueba de la importancia de los sutituyentes de las piridinas en las posiciones 

2 y 6 para su actividad. Esto debido a que se ha predicho que el sustituyente de tipo benzoxazinona 

es crucial para la interacción de los compuestos con las isoformas de AKT; no obstante, en nuestro 

grupo no se ha evaluado ningún compuesto que no presente dicho sustituyente. 

Una vez obtenidos los compuestos de la serie, se caracterizaron con los espectros de RMN 1H y 13C 

de manera similar a la ejemplificada con los compuestos pertenecientes a DLPMB. En las siguientes 

tablas (Tabla 9 y 10) se presenta un resumen de las principales señales de las moléculas analizadas, 

donde se observó nuevamente que DLPMP3 posee desplazamientos distintos a los de sus 

contrapartes alifáticas.  

En los espectros de masas (Espectros II-73, 79, 85 y 91) se encontró la masa esperada para todos 

los compuestos de la serie. Además, en los espectros de IR (Espectros II-72, 78, 84 y 90) se 

observaron señales pertenecientes a los grupos funcionales característicos: el grupo -NH en 

3291.83–3279.55 cm-1, el grupo carbonilo de amida en 1633.63–1637.43 cm-1 y señales aromáticas 

de enlace C=N en 1595.12–1598.36 cm-1 y 1520.90–1527.11 cm-1. 

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas realizadas para el acoplamiento de Suzuki que 

incorporaría al sustituyente derivado de pirimidina, arrojaron distintos problemas que sugieren la 

necesidad de cambiar las condiciones utilizadas. De la sustitución nucleofílica que realizó la 

dimetilamina se dedujo que el principal inconveniente fue el disolvente utilizado. Sin embargo, se 

hicieron distintos experimentos para probar que este, aunado a la temperatura de reacción, podrían 

ser las principales causas que promueven dicha sustitución. 

 

,  26-nov-2019 + 11:38:07

47 67 87 107 127 147 167 187 207 227 247 267 287
m/z0

100

%

DLP69-1 1476 (15.072) Cm (1475:1477) Scan EI+ 
2.35e8156

155

94

41

39

38

44 79

55
53 64

59

67

71

92
81

98

105

104

119 127 140

136

154

184

170

158

167

183

172

182

281

186
199

198

201
266252209

236224
246 280

283

284

281 m/z 

1 º D 
_,,N~N 

N'( H 

CI 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
51 

Tabla 9. Caracterización espectroscópica mediante RMN 1H de la serie DLPMP 

 

Compuesto Señal H1 Señal H5 Señal NH Señal Ha 
Señales del resto del 

ciclo alifático 

DLPMP3 6.88 ppm 6.88 ppm 
8.59 ppm (d, 

J=3.60Hz) 

2.82 ppm (m,   

J= 8.04, 4.04Hz) 

0.55–0.59 ppm, 0.68–

0.73 ppm 

DLPMP4 
6.92 ppm (d, 

J= 0.85Hz) 

6.90 ppm (d, 

J= 0.96Hz) 

8.75 ppm (d, 

J= 7.35Hz) 

4.37 ppm (m,   

J= 8.04Hz) 

1.63–1.71 ppm, 2.00–

2.11 ppm, 2.17–2.24 

ppm, 3.05 ppm 

DLPMP5 6.93 ppm 6.89 ppm 
8.45 ppm (d, 

J=7.22Hz) 
4.13–4.23 ppm 

1.48–1.58 ppm, 1.65–

1.73 ppm, 1.84–1.92 

ppm, 3.05 ppm 

DLPMP6 
6.92 ppm (d, 

J= 0.83Hz) 

6.89 ppm (d, 

J= 0.92Hz) 

8.37 ppm (d, 

J=7.86Hz) 
3.68–3.76 ppm 

1.19–1.87 ppm, 3.05 

ppm 

Tabla 10. Caracterización espectroscópica mediante RMN 13C de la serie DLPMP 

 

Compuesto Señal C7 Señal Ca Señal Cb Señal Cc Señal Cd 

DLPMP3 165.28 ppm 23.06 ppm 5.65 ppm ----- ----- 

DLPMP4 163.05 ppm 44.60 ppm 29.90 ppm 14.76 ppm ----- 

DLPMP5 163.73 ppm 51.07 ppm 31.99 ppm 23.70 ppm ----- 

DLPMP6 163.15 ppm 48.59 ppm 32.27 ppm 25.24 ppm 24.92 ppm 

Para estudiar las condiciones que podrían estar afectando al acoplamiento, se conservaron los 2.5 

equivalentes de K2CO3 utilizados y la carga catalítica de Pd(PPh3)4 en 5% mol. Se comenzó 

comprobando que la temperatura era un factor crucial para la descomposición de la DMF, que 

eventualmente generó la dimetilamina en el medio de reacción. Para ello, se llevó a cabo una 

reacción a temperatura ambiente y 1.5 eq de la sal de trifluoroborato PYR1 (condiciones A, Tabla 

11), de la cual no se observó transformación de las materias primas; esto comprobó que se necesita 

temperatura elevada tanto para el acoplamiento de Suzuki como para la sustitución observada. 
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Tabla 11. Condiciones de reacción empleadas para el segundo acoplamiento de Suzuki-Miyaura 

Condiciones 
Compuesto de 

organoboro 
Temperatura Disolvente Tiempo Resultado 

A 1.5 eq PYR1 T. ambiente DMF/H2O 4:1 1 semana 
Sin 

transformación 

B ------- 70 °C DMF/H2O 4:1 72 horas 
Sustitución 

nucleofílica 

C 1.5 eq PYR1 70 °C 1,4-dioxano/H2O 4:1 72 horas 
Sin 

transformación 

D 0.7 eq PYR 70 °C DME/H2O 4:1 72 horas 
Sin 

transformación 

E 1.5 eq PYR1 70 °C DME/H2O 4:1 72 horas 
Sin 

transformación 

Posteriormente se comprobó que la presencia del compuesto de organoboro no fue fundamental 

para la SNA (condiciones B), ya que se observó en ccf la formación del mismo producto de sustitución 

con la dimetilamina. Los experimentos se continuaron con distintos disolventes, primero se 

reemplazó la DMF por 1,4-dioxano, conservando los 1.5 eq del compuesto PYR1. De esta mezcla 

de reacción se recuperaron las materias primas íntegramente, por lo que se decidió utilizar otro 

disolvente. 

Se realizaron dos pruebas adicionales sustituyendo la DMF por 1,2-dimetoxietano (DME), en una de 

las cuales se sustituyó la sal de trifluoroborato utilizada hasta el momento, por su éster borónico 

precursor: el compuesto PYR (condiciones D y E, Tabla 10). Esto con el fin de corroborar la 

reactividad de los dos derivados de organoboro en el acoplamiento de Suzuki. No obstante, los 

resultados observados fueron los mismos que con las condiciones anteriores (C), lo cual sugiere 

que podría existir una deficiencia en la transmetalación del ciclo catalítico que imposibilita la 

obtención de los compuestos deseados mediante el acoplamiento de Suzuki.  

7.3 Evaluación biológica de las series DLPMB y DLPMP 

La evaluación biológica de los compuestos obtenidos se realizó mediante un protocolo establecido 

por el National Cancer Institute.99 La evaluación de la sensibilidad de las líneas celulares frente a los 

compuestos de la serie DLPMB y DLPMP se determinó a una concentración de 25 μM, mientras 

que el compuesto GSK690693, reportado como un inhibidor frente a las tres isoformas de AKT se 

evaluó a una concentración de 2.5 μM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12 y en la 

Gráfica 1, presentadas a continuación. 

Al observar los resultados de la Tabla 12, se estableció que la mayoría de los compuestos no 

presenta actividad frente a la línea HCT-15, lo cual indica determinada selectividad. El compuesto 

DLPMP5 presentó una inhibición baja frente a esta línea y el compuesto DLPMB4 destacó en su 

porcentaje de inhibición. 
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Tabla 12. Porcentaje de inhibición de crecimiento celular de las series DLPMB y DLPMP a 25 μM 

Compuesto 
% de inhibición del crecimiento celular 

PC-3 DU-145 HCT-15 MCF-7 MDA-MB-231 COS-7 

DLPMB3 19.8±2.0 15.6±2.8 NC NC 44.9±3.5 15.4±2.4 

DLPMB4 23.6±1.9 26.6±4.4 32.4±5.6 27.8±3.5 37.6±2.4 33.7±3.0 

DLPMB5 22.2±2.0 27.8±5.3 NC 36.9±3.0 37.5±2.9 36.9±6.2 

DLPMB6 26.9±2.4 25.5±2.2 NC 23.5±3.2 37.3±2.4 21.0±2.4 

DLPMP3 NC 7.8±1.6 NC NC 26.2±3.6 4.8±0.7 

DLPMP4 15.4±1.2 10.0±1.8 NC NC 20.7±2.7 12.0±1.6 

DLPMP5 12.2±3.0 15.5±3.2 5.6±1.8 NC 18.6±2.7 7.3±0.6 

DLPMP6 12.1±1.5 13.9±2.7 NC 5.8±1.3 18.7±2.7 1.9±1.7 

GSK690693 (2.5 μM) 23.7±2.3 33.0±1.5 28.5±5.6 64.9±1.9 16.0±2.4 NC 

NC: no citotóxico; PC-3: células cancerosas de próstata, DU-145: células cancerosas de próstata, HCT-15: 

células cancerosas de colon, MCF-7: células cancerosas de mama, MDA-MB-231: células cancerosas de 

mama triple negativo, COS-7: células de riñón de mono no cancerosas. 

 
Gráfica 1. Porcentaje de inhibición de crecimiento celular de los compuestos de las series DLPMB y DLPMP, 

además del inhibidor GSK690693. 

La siguiente línea celular donde se observó menor inhibición fue la MCF-7, donde la mitad de los 

compuestos evaluados no presentó actividad. Dentro de la serie DLPMB, tres de las cuatro 

moléculas presentaron moderada actividad; el aumento del tamaño del ciclo alifático favoreció la 

inhibición de los compuestos DLPMB4 y DLPMB5. No obstante, la tendencia no se siguió con el 

compuesto DLPMB6, lo cual podría estar asociado al mayor número de conformaciones posibles, 
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en el caso de que una o algunas de ellas ejercieran la actividad inhibitoria; o con alguna otra 

propiedad fisicoquímica como la solubilidad, la cual fue menor entre mayor fuera el tamaño del ciclo. 

Continuando con la otra línea celular de cáncer de mama, todos los compuestos evaluados 

presentaron algún grado de inhibición frente a la MDA-MB-231. En general, la serie DLPMP fue 

menos activa que la otra serie evaluada. En esta línea celular se encontró la tendencia a disminuir 

la actividad conforme aumentó el tamaño del ciclo alifático sustituyente, especialmente al aumentar 

del ciclopropilo a los ciclos de 4, 5 y 6 carbonos, sugiriendo que las propiedades del primer 

sustituyente son favorables para la actividad en esta línea particular. 

Caso contrario, en la línea celular DU-145, donde el incremento en la cantidad de carbonos 

presentes en el ciclo alifático aumenta ligeramente la actividad en ambas series. Mientras que, al 

observar los resultados de la línea PC-3, no se detectó una diferencia significativa de citotoxicidad 

dentro de la serie DLPMB. En cambio, para los compuestos de la serie DLPMP, la presencia del 

ciclopropilo como sustituyente anuló la actividad observada para los otros compuestos; lo cual 

sugiere que en dicha serie el aumento del ciclo podría favorecer su potencial anticancerígeno. 

En cuanto a la citotoxicidad observada contra la línea celular no cancerosa (COS-7), pudo notarse 

que todos los compuestos presentaron inhibición. En general, los compuestos de la serie DLPMP 

presentan un menor porcentaje de inhibición contra esta línea. No obstante, los valores observados 

son cercanos a los de otras líneas cancerosas o incluso mayores, lo cual sugiere que estos 

compuestos requieren mayor optimización por su baja selectividad. Esto podría estar relacionado 

con su tamaño molecular, ya que ocuparían menor volumen de la cavidad del blanco, y esto a su 

vez favorecería la inespecificidad de su actividad. 

Por otro lado, los porcentajes de inhibición de la serie DLPMB contra la línea COS-7 son 

comparables con los observados con otras de las líneas celulares o incluso mayores. Esto sugiere 

que los compuestos podrían no presentar selectividad entre células sanas y células cancerosas, lo 

cual podría deberse a la elevada homología de AKT con otras cinasas o a la falta de afinidad por la 

diana biológica. 

La diferencia de actividad entre las líneas también podría relacionarse con el grado de 

sobreexpresión de las isoformas de AKT en cada una de estas y una posible preferencia de las 

moléculas evaluadas frente a determinada isoforma. Sin embargo, aunque existen diversos trabajos 

de la sobreexpresión de AKT en las líneas celulares cancerosas evaluadas, no se ha reportado 

cuantitativamente el grado de sobreexpresión de cada isoforma.44,45,49,100,101 

No obstante, se ha reportado que las líneas de cáncer de próstata PC-3 y DU-145 podrían responder 

a tratamientos que inhiban a la isoforma AKT3, al igual que el cáncer de mama triple negativo 

representado por MDA-MB-231.44 Por lo cual, los resultados anteriores podrían sugerir que los 

compuestos evaluados presentaron cierta selectividad contra la isoforma AKT3, lo cual tendría que 

ser evaluado cuantitativamente con un ensayo de inhibición enzimática. 

Las características fisicoquímicas como el coeficiente de partición también podrían estar 

relacionadas con la diferencia de actividad observada, afectando la solubilidad o permeabilidad de 

los compuestos. Por ello, se determinaron las propiedades moleculares de las series evaluadas con 

el servidor SwissADME (Tabla 13).90 A partir de las predicciones obtenidas, no se observó una 
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tendencia clara entre alguna de las propiedades con la citotoxicidad presentada por los compuestos. 

No obstante, pudo notarse que los valores de solubilidad de las moléculas sustituidas con 

ciclopropilo (DLPMB3 y DLPMP3) difieren significativamente del resto de los compuestos de cada 

una de las series. 

En cuanto a los valores de logP, se observó el aumento directamente proporcional al tamaño del 

ciclo. Sin embargo, aunque las dos propiedades mencionadas podrían sugerir que el aumento del 

número de carbonos en los compuestos podría desfavorecer su permeabilidad, se observó que dicho 

aumento favorece la citotoxicidad en la mayoría de las líneas. Lo anterior refuerza la hipótesis de 

que la actividad podría estar relacionada con la afinidad de los compuestos por alguna o algunas de 

las isoformas de AKT, sin descartar la posibilidad de que existan otras cinasas involucradas en la 

citotoxicidad observada.  

Tabla 13. Propiedades moleculares de los compuestos de las series DLPMB y DLPMP  

 

Clave PM (g/mol) LogP* tPSA (Å2) DPH APH EnR 
Solubilidad 

(mg/L)** 

DLPMB3 343.76 2.25 80.32 2 4 4 108 

DLPMB4 357.79 2.56 80.32 2 4 4 56.7 

DLPMB5 371.82 2.84 80.32 2 4 4 30.0 

DLPMB6 385.84 3.14 80.32 2 4 4 11.8 

DLPMP3 239.70 1.83 45.23 1 2 4 521 

DLPMP4 253.73 2.15 45.23 1 2 4 278 

DLPMP5 267.75 2.45 45.23 1 2 4 147 

DLPMP6 281.78 2.77 45.23 1 2 4 59.8 

* LogP consenso. **Solubilidad estimada con el método ESOL. 

7.4 Parte computacional 

Como parte complementaria del presente trabajo, se efectuaron estudios de acoplamiento molecular 

con los compuestos de las series DLPMB y DLPMP utilizando dos programas diferentes, con la 

finalidad de realizar una comparación entre los modelos de interacción y energías de unión predichas 

por cada uno de estos. A continuación, se presentan los resultados obtenidos con ambos programas. 

7.4.1 Acoplamiento molecular con AutoDock 4.2 

Los valores más favorables calculados por el programa se presentan en la Tabla 14, así como el 

tamaño de grupo. Se eligió el grupo con mayor número de elementos y mejor energía de unión. En 
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estos estudios, se incluyó al inhibidor GSK690693 como referencia (Figura 22), cuyos valores de 

energía predichos no fueron significativamente distintos. Esto coincide con el valor experimental 

reportado de actividad inhibitoria contra cada una de las isoformas. 

 
Figura 22.  Estructura de GSK690693, un inhibidor reportado para las tres isoformas de AKT. 

Tabla 14. Valores de energía de unión y tamaño de grupo encontrados con AutoDock 4.2 para los 

compuestos de las series DLPMB y DLPMP 

 

Clave 

AKT1 AKT2 AKT3 

ΔGunión 

(Kcal/mol) 
Grupo* 

ΔGunión 

(Kcal/mol) 
Grupo* 

ΔGunión 

(Kcal/mol) 
Grupo* 

DLPMB3 -8.08 9 -7.92 8 -7.41 4 

DLPMB4 -8.24 9 -8.11 6 -7.50 6 

DLPMB5 -8.47 5 -8.54 5 -8.55 4 

DLPMB6 -8.60 4 -8.70 6 -8.41 4 

DLPMP3 -5.71 5 -5.28 9 -5.88 6 

DLPMP4 -6.17 3 -5.79 15 -5.80 7 

DLPMP5 -6.07 9 -6.66 11 -6.89 4 

DLPMP6 -6.62 13 -6.76 10 -7.00 6 

GSK690693 -7.49 3 -7.04 8 -7.49 5 

*Basado en 20 corridas 

A primera vista, se observó que los compuestos de la serie DLPMB presentaron mejores valores de 

energía de unión que los de la serie DLPMP. Esto podría explicarse con el volumen molecular de 

los compuestos, ya que las moléculas de la primera serie mencionada poseen mayor peso molecular 
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y ocupan un mayor espacio, lo que podría favorecer las interacciones entre estos ligandos y la 

cavidad estudiada de las isoformas de AKT. Dentro de los compuestos pertenecientes a la misma 

serie, no se observó una diferencia significativa entre los valores de energía de unión, aunque existió 

una tendencia directamente proporcional entre mayor tamaño de ciclo alifático como sustituyente y 

una mejor energía. 

Hablando específicamente de la serie DLPMB, los resultados mostraron ligeras variaciones entre 

los valores de energía de unión para cada isoforma, donde AKT3 tuvo los valores menos favorables; 

no obstante, la diferencia no pareció significativa. Sin embargo, los grupos no fueron altos, lo cual 

sugiere que la estabilidad del complejo ligando-proteína podría ser baja. Además, los diversos 

confórmeros de las moléculas también pudieron influenciar el tamaño de grupo observado. 

Pasando a la serie DLPMP, se encontraron algunos tamaños de grupos mayores a los de la serie 

anterior; principalmente en el caso de la isoforma AKT2. Nuevamente, se observaron diferencias 

mínimas entre los valores de energía de unión entre las isoformas, con preferencia ligera hacia AKT3, 

seguido de la isoforma AKT2 en el caso de los compuestos DLPMP5 y DLPMP6. Esta mínima 

tendencia que favoreció a la isoforma AKT3 podría estar relacionada con la citotoxicidad observada 

contra las líneas PC-3, DU-145 y MDA-MB-231, mientras que la actividad contra HCT-15 y MCF-7 

fue mínima en el caso de la serie DLPMP. 

En cuanto a las interacciones observadas, se encontró que los compuestos de la serie DLPMB 

presentaron poses similares, excepto en el caso del compuesto DLPMB5. El compuesto DLPMB6 

también presentó un acomodo ligeramente distinto de la amida en posición 4 del núcleo de piridina 

(Figura 23), lo que favoreció su interacción con el residuo Glu234, que no presentó ningún otro 

compuesto de la serie. En cambio, los compuestos DLPMB3 y DLPMB4 presentaron un puente de 

hidrógeno entre el oxígeno del grupo carbonilo en posición 4 de la piridina y el residuo Lys158. 

Además de interacciones del núcleo de benzoxazinona con Ala230 y Tyr229.  

 
Figura 23.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMB con AKT1. 

Se muestran: DLPMB3 en rojo, DLPMB4 en azul, DLPMB5 en morado y DLPMB6 en verde. 
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En cambio, DLPMB5 no presentó ninguno de los puentes de hidrógeno antes mencionados; sin 

embargo, a pesar de la reducción de dichas interacciones, la energía de unión predicha no se afectó 

significativamente. Esto podría deberse a la diferencia de pose respecto a los otros compuestos de 

la serie, ya que este se encuentra menos expuesto; es decir que, este ligando se introdujo con mayor 

efectividad dentro de la cavidad de AKT1. Por otro lado, en el inhibidor GSK690693 se observaron 

interacciones con Glu191, Met281, Lys276 y Asp292; la interacción con este último residuo se 

encontró también en los compuestos evaluados. 

Continuando con las observaciones realizadas para la isoforma AKT2 con los compuestos de la 

serie DLPMB, las poses fueron igualmente similares para DLPMB3 y DLPMB4, mientras que las 

otras dos moléculas tomaron acomodos diferentes (Figura 24). Los dos primeros compuestos 

presentaron un puente de hidrógeno similar al de AKT1 con Lys160, además de Ala232 y Tyr231 

con el grupo de benzoxazinona. El compuesto DLPMB5 también interaccionó con Lys160, además 

de Glu236.  

 
Figura 24.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMB con AKT2. 

Se muestran: DLPMB3 en rojo, DLPMB4 en azul, DLPMB5 en morado y DLPMB6 en verde. 

A pesar de que el último compuesto de la serie no mostró estos puentes de hidrógeno, igualmente 

se observó menor exposición del ligando, lo que podría explicar su valor de energía de unión. En 

cuanto a GSK690693, se observaron varias interacciones, incluyendo a los residuos: Asn280, 

Asp293, Asp275, Thr197 y Thr313. El valor menos favorecido para este inhibidor podría relacionarse 

con la zona donde se acomoda este compuesto respecto a los compuestos de la serie DLPMB 

(Figura 25).82 

La tendencia observada con las isoformas descritas anteriormente se conservó con AKT3. Los 

compuestos DLPMB3 y DLPMB4 interaccionaron con Glu234, Asp292 y Lys179. Mientras que 

DLPMB5 sólo conservó las dos últimas interacciones; el último compuesto DLPMB6 no presentó 

ninguna de las mencionadas, lo que explicaría la ligera disminución observada en la energía de 

unión. El inhibidor presentó interacciones con varios residuos, que incluyen: Asp274, Lys179, Thr291 

y Asn279. 
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Figura 25.  Superposición de los compuestos de la serie DLPMB y el inhibidor GSK690693 (negro) en la 

cavidad de AKT2. 

Respecto a los compuestos presentes en la serie DLPMP, la pose observada fue la misma para 

DLPMP3 y DLPMP4, mientras que los otros dos compuestos presentaron una pose similar entre 

ellos. Esto explica la razón por la cual se observó una interacción entre los dos primeros ligandos y 

el residuo Asp439. En cambio, para los compuestos DLPMP5 y DLPMP6 no se predijo ningún 

puente de hidrógeno. Esto último podría explicar la ligera disminución en valor de energía de unión 

que se observó para el compuesto DLPMP5. 

Por el contrario, en el caso de AKT2 las poses observadas para todos los compuestos de la serie 

DLPMP fueron muy similares. Esto podría explicar la interacción entre el grupo carbonilo de la amida 

en posición 4 del núcleo de piridina con Lys181, que se predijo para todos los compuestos. Los 

compuestos DLPMP3 y DLPMP4 presentaron también interacciones con los residuos Phe163 y 

Gly161. Lo anterior justificaría la razón por la cual aumentó el tamaño de los grupos en esta isoforma 

particular. 

En el caso de AKT3, se observó que las poses adoptadas por los compuestos se predijeron en sitios 

distintos de la cavidad del receptor (Figura 26). Los compuestos DLPMP3 y DLPMP4 tuvieron 

modelos tridimensionales similares y una interacción con Asp274. El compuesto DLPMP4 presentó 

puentes de hidrógeno también entre el grupo carbonilo y los residuos Gly294 y Leu295. En cambio, 

los compuestos DLPMP5 y DLPMP6 interactuaron con Asp439.  

La distribución de los ligandos dentro de la superficie del blanco confirmó que los compuestos 

pertenecientes a esa serie están en desventaja, lo cual era esperado debido a que típicamente los 

inhibidores de cinasas son compuestos que ocupan mayor volumen. Esto sugiere que los 

compuestos evaluados podrían ser inespecíficos para las isoformas de AKT, lo que correlacionaría 

con la citotoxicidad observada con la línea celular sana COS-7. 
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Figura 26.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMP con AKT3. 

Se muestran: DLPMP3 en rojo, DLPMP4 en azul, DLPMP5 en morado y DLPMP6 en verde. 

7.4.2 Acoplamiento molecular con Maestro 

Los resultados de energía de unión calculados con el módulo Glide de Maestro para los compuestos 

sintetizados, además del inhibidor GSK690693, se muestran en la Tabla 15. Los valores observados 

difieren significativamente de los obtenidos con el software anterior, debido a las diferencias de 

algoritmos utilizados por cada uno de los programas. Nuevamente, los compuestos de la serie 

DLPMB presentaron valores más favorables de energía de unión respecto a los de la serie DLPMP.  

Respecto a la serie DLPMB, se encontró que la isoforma AKT3 podría estar desfavorecida con 

respecto a las otras dos isoformas; los compuestos DLPMB3 y DLPMB4 mostraron una ligera 

mejora de energía de unión (valores más negativos) contra AKT2, mientras DLPMB5 hacia AKT1. 

El último compuesto se presentó similar ante AKT1 y AKT2. Se observó una drástica disminución de 

la energía de unión para DLPMB6 y la isoforma AKT3, lo que podría deberse a la exposición del 

ligando presente en el diagrama de interacciones (Figura III-1). 

La interacción común observada para todos los compuestos de la serie con AKT1, correspondió al 

residuo Ala230 con el grupo carbonilo del sustituyente de tipo benzoxazinona. Adicionalmente, el 

compuesto DLPMB3 tuvo una interacción de tipo π-π con Phe442. Los compuestos DLPMB5 y 

DLPMB6 también interaccionaron con Asp292, este residuo también se observó en el diagrama de 

interacciones de GSK690693. La observación anterior podría deberse a la diferencia de poses que 

se encontraron en el modelo 3D del acoplamiento molecular; esto es porque los compuestos 

DLPMB5 y DLPMB6 mostraron un acomodo muy similar, mientras los otros dos fueron diferentes 

(Figura 27). 
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Tabla 15. Valores de energía de unión encontrados con Glide de Maestro para los compuestos de las series 

DLPMB y DLPMP 

 

Clave 

AKT1 AKT2 AKT3 

ΔGunión (Kcal/mol) ΔGunión (Kcal/mol) ΔGunión (Kcal/mol) 

DLPMB3 -4.750 -5.657 -3.940 

DLPMB4 -4.926 -5.685 -3.831 

DLPMB5 -5.182 -4.711 -4.151 

DLPMB6 -5.058 -5.084 -3.786 

DLPMP3 -1.198 -3.606 -2.016 

DLPMP4 -2.321 -3.539 -2.539 

DLPMP5 -2.353 -4.236 -2.733 

DLPMP6 -2.249 -4.421 -3.114 

GSK690693 -3.068 -5.082 -2.817 

 
Figura 27.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMB con AKT1. 

Se muestran: DLPMB3 en rojo, DLPMB4 en azul, DLPMB5 en morado y DLPMB6 en verde. 
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En cuanto a la isoforma AKT2, los compuestos DLPMB3, DLPMB4 y DLPMB6 interaccionaron con 

los residuos Thr292 y Ala232. Dichas interacciones se observaron con la benzoxazinona presente 

en los compuestos, lo que sugiere que, en estos no influye el sustituyente en posición 4 del núcleo 

de piridina.  Por el contrario, el compuesto DLPMB5 formó puentes de hidrógeno con Lys181 por 

parte del grupo carbonilo de la amida en posición 4 de la piridina; y otra con la benzoxazinona y 

Glu193. Esta última también se observó con el inhibidor GSK690693. La posible causa de la 

disminución de afinidad del compuesto DLPMB5 podría ser el aumento en la exposición del ligando 

en el sitio catalítico. 

Al observar el modelo tridimensional de las interacciones anteriores (Figura 28), puede decirse que 

el compuesto DLPMB5 tiene un acomodo particular, que difiere significativamente del resto de los 

compuestos de la serie. Esto expondría la razón por la cual se detectó una interacción con un residuo 

no predicho para el resto de las moléculas. Además, este resultado hizo notar lo que se discutió 

anteriormente sobre la ocupación de la cavidad de AKT por parte del ligando. Esto referente a que, 

la predicción en distintas topologías hecha para ligandos similares sugiere la posibilidad de que los 

compuestos propuestos presenten baja selectividad frente a AKT respecto a otras cinasas. 

Por otro lado, con AKT3, el residuo Glu234 interaccionó con el grupo –NH en posición 4 de la piridina 

en el caso de DLPMB3 y DLPMB4. El sustituyente de tipo benzoxazinona se asoció con el residuo 

Lys179 con DLPMB3 y DLPMB5; con Asn279 en el caso de DLPMB4; y con Val230 hablando de 

DLPMB6, además de una interacción π-π con Phe442. Nuevamente, las poses se distribuyeron de 

manera ligeramente diferente para dar origen a distintas interacciones. En la Figura 29 puede 

observarse que el espacio que ocupan los ligandos dentro de la cavidad es relativamente pequeño, 

lo cual podría ser perjudicial para la actividad biológica estudiada. 

 
Figura 28.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMB con AKT2. Se 

muestran: DLPMB3 en rojo, DLPMB4 en azul, DLPMB5 en morado y DLPMB6 en verde. 
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Figura 29.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMB con AKT3. Se 

muestran: DLPMB3 en rojo, DLPMB4 en azul, DLPMB5 en morado y DLPMB6 en verde. 

Hablando de la serie DLPMP, los valores obtenidos sugieren una posible selectividad frente a la 

isoforma AKT2, después frente a AKT3 y finalmente contra AKT1. AKT2 está relacionada con efectos 

adversos como hiperglucemia, mencionado en secciones anteriores, lo que podría poner en 

desventaja a estos compuestos. Además, no se observó una clara correlación entre la actividad 

biológica y los resultados encontrados en la Tabla 15. 

Respecto a AKT1, los primeros dos compuestos de la serie también formaron un puente de 

hidrógeno con Asp292. El compuesto DLPMP5 presentó una interacción de tipo π-π con Phe442. 

Como el compuesto DLPMP6 no presentó alguna interacción de este tipo, es probable que 

aumentara ligeramente su energía de unión (menos favorable); no obstante, parece existir una 

relación directamente proporcional entre la energía más favorable y mayor tamaño del ciclo alifático 

como sustituyente. Las poses encontradas difieren significativamente entre los compuestos, 

sugiriendo que existirá menor probabilidad de que la unión sea selectiva a la cinasa blanco, debido 

a que el sitio de unión a ATP es altamente conservado. 

Continuando con AKT2, se conservó la interacción predicha entre la amida en posición 4 de la 

piridina y el residuo Asp293, para los compuestos DLPMP3 y DLPMP4. Sin embargo, ambos 

compuestos presentaron cierta preferencia por esta isoforma. La interacción se conservó en los otros 

dos compuestos, e igualmente la energía tiende a ser más favorable conforme aumenta el tamaño 

del ciclo. La predicción del modelo 3D coloca a todos los compuestos en un sitio cercano (Figura 

30), sin embargo, los dos primeros mencionados son los que poseyeron las poses más similares 

entre sí. 
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Figura 30.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMP con AKT2. Se 

muestran: DLPMP3 en rojo, DLPMP4 en azul, DLPMP5 en morado y DLPMP6 en verde. 

 

Finalmente, para AKT3 no se observaron interacciones de tipo puente de hidrógeno o π-π para los 

compuestos DLPMP3 y DLPMP4. El compuesto DLPMP5 presentó interacción de tipo π-π con 

Phe442, observada también con AKT1. En el último compuesto de la serie se observó esta misma 

interacción con el núcleo de piridina. En este caso, los acomodos tridimensionales variaron entre 

cada compuesto de la serie; sin embargo, las poses se encontraron distribuidas en un radio cercano 

(Figura 31). 

 
Figura 31.  Modelo 3D de las conformaciones adoptadas por los compuestos de la serie DLPMP con AKT3. Se 

muestran: DLPMP3 en rojo, DLPMP4 en azul, DLPMP5 en morado y DLPMP6 en verde. 
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8. CONCLUSIONES 

Se propuso un nuevo sustituyente de las piridinas trisustituidas, basándose en un método de 

búsqueda por similitud. El nuevo fragmento, derivado de pirimidina, se seleccionó con valores de 

acoplamiento molecular; además se sustituyó la posición 4 de la piridina con ciclos alifáticos y una 

amida como linker. Con esto se lograron diseñar nuevas piridinas 2,4,6-trisustituidas que 

presentaron una predicción de energía de unión comparable con la molécula encontrada por nuestro 

grupo mediante cribado virtual. 

Los compuestos diseñados originalmente no se lograron sintetizar mediante la ruta propuesta con 

acoplamientos catalizados por paladio, debido a problemas experimentales encontrados para la 

formación del enlace carbono-carbono con el nuevo fragmento derivado de pirimidina. No obstante, 

se sintetizaron dos ésteres borónicos, y de las pruebas realizadas se obtuvieron los compuestos de 

la serie DLPMP.  

De los experimentos realizados con los acoplamientos de Suzuki, se observó que la causa más 

probable que impide la obtención de los compuestos esperados es la deficiencia de la 

transmetalación. Se encontraron condiciones para la sustitución de sólo uno de los halógenos 

presentes en los intermediarios de piridina AM3–AM6, mediante acoplamientos de Suzuki con 

calentamiento convencional; de este monoacoplamiento se obtuvo la serie DLPMB. 

Respecto al porcentaje de inhibición en líneas celulares, los resultados mostraron que la serie 

DLPMB tuvo mayor potencia que la serie DLPMP, lo que sugiere que el sustituyente de tipo 

benzoxazinona es importante para la actividad biológica de los compuestos. La mayoría de las 

moléculas evaluadas no presentó actividad frente a la línea HCT-15, de células cancerosas de colon. 

En cuanto a las líneas de cáncer de mama, los compuestos DLPMB4–6 presentaron cierta inhibición 

contra MCF-7. 

No obstante, todos los compuestos tuvieron algún grado de citotoxicidad con MDA-MB-231, por lo 

que podrían ser el punto de partida para mayor optimización de las piridinas trisustituidas. Todos los 

compuestos excepto DLPMP3, presentaron actividad frente a las dos líneas celulares cancerosas 

de próstata PC-3 y DU-145, aunque en menor medida que contra la línea de cáncer de mama triple 

negativo. Ninguno de los compuestos presentó mayor potencia que el inhibidor GSK690693, excepto 

en el caso de la línea celular sana COS-7. 

Las predicciones de acoplamiento molecular mostraron que se conservaron interacciones con 

Glu234/236/234 en el caso de DLPMB6/DLPMB5/DLPMB3-4. Los valores mostraron que los 

compuestos DLPMB tuvieron energías de unión más favorables, lo cual coincide con la tendencia 

observada en los resultados de porcentaje de inhibición del crecimiento celular. No obstante, las 

diferencias entre dichos valores de energía no fueron significativamente diferentes entre los 

compuestos sintetizados y el inhibidor GSK690693, lo cual no puede correlacionarse directamente 

con la actividad observada en las líneas celulares. Esto último resalta la necesidad de realizar 

ensayos de inhibición enzimática con las isoformas de AKT.  
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9. PERSPECTIVAS 

 

➢ Proponer una nueva ruta de síntesis para la obtención de las piridinas 2,4,6-trisustituidas 

diseñadas como potenciales inhibidores de las isoformas de AKT. 

➢ Optimizar los compuestos de la serie DLPMB para aumentar su potencia y selectividad. 

➢ Realizar estudios de inhibición enzimática contra cada una de las isoformas de AKT, con las 

ocho piridinas obtenidas. Determinar la CI50 de los compuestos que presenten mejores 

resultados. 

➢ Efectuar estudios de dinámica molecular de los compuestos sintetizados en este trabajo, con 

cada una de las isoformas de AKT y predecir la estabilidad de los complejos proteína-ligando. 

➢ Realizar estudios de selectividad frente a diversas cinasas. 
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11. ANEXO I. SECCIÓN EXPERIMENTAL 

11.1 Instrumentación y materiales 

Los reactivos y disolventes utilizados corresponden a las casas J.T. Baker®, Sigma Aldrich® y Merck®. 

Estos materiales se utilizaron directamente de los recipientes contenedores y no se sometieron a 

procesos adicionales de purificación a menos que se indique lo contrario. 

La masa de las sustancias se determinó en una balanza analítica Sartorius® A210P o bien en una 

balanza granataria Scientech® SL600. 

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empleó una parrilla automática IKA® RET 

BasicS001 con sensor de temperatura IKATRON ETS-D4 fuzzy. 

Para la evaporación de los disolventes se utilizó el rotaevaporador Büchi® R-215, provisto de un 

baño de agua Büchi® B-490, acoplado a una bomba de vacío Vacuubrand® MD 4C y un enfriador 

Thermo® IP20 o el rotaevaporador IKA® RV 10, provisto de un baño de agua IKA® HB 10, acoplado 

a una bomba de vacío Vacuubrand® MD 4C NT+AK+IK y un enfriador Brinkman® IC-30. 

Los puntos de fusión de los compuestos (pf) se determinaron en un aparato Büchi® B-540, utilizando 

capilares de vidrio y no están corregidos. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se realizaron en espectrómetros Varian® modelo 

VNMRS o MR de 9.4 T equipados con una sonda Broad Band Switchable de dos canales de 

radiofrecuencia (1H/19F) (31P/15N) o una sonda de Detección Indirecta de dos canales de 

radiofrecuencia (1H) (31P/15N), respectivamente. Los desplazamientos químicos (δ) se reportan en 

ppm, las constantes de acoplamiento J se reportan en Hertz. Los disolventes deuterados empleados 

fueron dimetilsulfóxido, cloroformo, acetona y agua. La simbología empleada es: s=señal simple, 

d=señal doble, m= señal múltiple, dd= señal doble de dobles, -D2O= desaparece por intercambio 

con agua deuterada. 

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotómetro de transformada de Fourier marca y 

modelo Perkin Elmer® FT-IR 1600, equipado con un accesorio universal de ATR, las frecuencias de 

las bandas resultantes se representan en cm-1, la resolución del equipo es 4 cm-1. 

La espectrometría de masas se realizó en un equipo Perkin Elmer AxION® 2 TOF acoplado a un 

módulo AxION® DSA mediante la técnica de ionización APCI, con temperatura de corona de 280°C 

y 3 μA usando como gas secante N2 a 4 L/min en una ventana espectral de 50–3000 u. En lo que 

respecta a la técnica IE, se utilizó un cromatógrafo de gases Perkin Elmer Clarus 680 con columna 

de 30 m y fase DB5 acoplado a un espectrómetro de masas Perkin Elmer Clarus SQ 8 C con 200 °C 

y 70 eV en la cámara de ionización, con una ventana espectral de 33–500 u. 

Las cromatografías en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en placas 

cromatográficas de gel de sílice 60 Merck® GF-254. La visualización de los compuestos se realizó 

con una lámpara UVP® UVGL-25 Mineralight®. 
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Las cromatografías en columna se llevaron a cabo usando como fase estacionaria gel de sílice 60Å 

Sigma Aldrich con una distribución de tamaño de partícula de 63-200 μm (malla 70–230). Los 

sistemas de elución utilizados se muestran en la Tabla I-1. 

Tabla I-1. Sistemas cromatográficos utilizados 

Sistema Disolventes Proporción 

I Hex/AcOEt 60:40 

II Hex/AcOEt 70:30 

III Hex/AcOEt 80:20 

IV AcOEt/Hex 60:40 

V AcOEt/Hex 70:30 

VI CHCl3/MeOH 99.5/0.5 

11.2 Técnicas para la síntesis de los compuestos  

11.2.1 (4-Bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1) 

 

En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético, atmósfera de nitrógeno y 

condensador en posición de reflujo, se mezclaron 5.00 g (22.93 mmol) de 4-bromo-2-nitrofenol y 

4.80 g (34.73 mmol, 1.5 eq) de K2CO3 en 10 mL de acetona. Posteriormente se adicionaron 

lentamente 4 mL (34.50 mmol, 1.5 eq) de α-bromoacetato de etilo. La mezcla se calentó a 50 °C 

durante dos horas. La ausencia de la materia prima se comprobó mediante análisis por ccf, se 

adicionó agua fría y se eliminó el disolvente a presión reducida. El sólido resultante se separó 

mediante filtración al vacío, se lavó con agua helada y se dejó secar. Se recuperaron 6.73 g 

(rendimiento 96.3%) de un sólido amarillo correspondiente al compuesto 1, el cual presentó un Rf 

de 0.35 (Sistema I) y un pf de 68.8–69.0 °C. 

RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.24 (t, 3H, J= 7.1Hz), 4.21 (c, 2H, J= 7.1Hz), 4.98 (s, 2H), 

7.29 (d, 1H, J= 9Hz), 7.77 (dd, 1H, J= 9, 2.5Hz), 8.04 (d, 1H, J= 2.5Hz) 

RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm): 14.44, 61.99, 66.84, 113.03, 118.27, 128.39, 137.27, 

151.17, 168.37 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 2994.80 (νAr-H), 1747.67 (νC=O éster), 1520.25 (νC-NO2), 1345.28 

(νC-NO2), 1204.41 (νArC-O-C) 

EM (IE, [M+·], m/z): 302.902 (teórico [M+·]: 302.974)  

Anexo II – Espectros 1, 2, 3 y 4 

ª'UNO, o K2CO3 ª'UNO, 
+ sr0o~ 

ó OH 
Acetona ,✓,;:, o~º'-./ 

50ºC o 
1 

218.01 167.00 304.10 
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11.2.2 6-Bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2) 

 

En un vaso de precipitados de 250 mL, equipado con agitación mecánica, se mezclaron 22.89 g 

(75.27 mmol) de (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1), 46.20 g (82.73 mmol, 1.1 eq) de Fe0 y 

110 mL de ácido acético glacial. Se inició la agitación de la mezcla y se calentó a una temperatura 

de 50 °C durante 3 horas. Una vez terminada la reacción se eliminó el ácido acético a presión 

reducida, el sólido resultante se suspendió con acetato de etilo y se filtró al vacío, realizando varios 

lavados. Se eliminó el disolvente del filtrado y se adicionó agua helada hasta observar la formación 

de un precipitado. El sólido obtenido se separó mediante filtración al vacío y se dejó secar. Se 

obtuvieron 15.90 g (rendimiento 92.6%) de un sólido beige correspondiente al producto 2, el cual 

presentó un Rf de 0.29 (Sistema I), y un pf de 223.4–223.9 °C. 

RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm): 4.59 (s, 2H), 6.90 (d, 1H, J= 8.5Hz), 7.09 (dd, 1H, J= 8.5, 

2.3Hz), 7.15 (d, 1H, J= 2.3Hz), 9.74 (s, 1H, -D2O) 

RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm): 67.83, 114.63, 118.97, 119.19, 126.55,165.24 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) 3340.01 (νN-H), 2960.22 (νAr-H), 1677.37 (νC=O amida), 1597.36 (νAr-

N), 1216.63 (νArC-O-C) 

EM (IE, [M+·], m/z): 226.935 (teórico [M+·]: 226.958)  

Anexo II – Espectros 5, 6, 7 y 8. 

11.2.3 6-(4,4,5,5)-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN) 

 

En un matraz de 50 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posición de reflujo y 

atmósfera de nitrógeno se colocaron 4.0 g (17.54 mmol) de 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)ona 

(2), 4.9 g (19.30 mmol, 1.1 eq) de diborobis(pinacolato) (B2Pin2), 5.16 g (52.58 mmol, 3 eq) de acetato 

de potasio y 0.716 g (5% mol) de [1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno]dicloropaladio (II) en complejo con 

H 
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diclorometano. Se añadieron 30 mL de 1,4-dioxano, se inició la agitación y el calentamiento a reflujo 

por 5 horas. Al término de la reacción, la mezcla se filtró a través de celita y AcOEt como fase móvil. 

El disolvente se concentró a presión reducida, obteniéndose un sólido que se purificó por columna 

flash usando como fase móvil Hexano/AcOEt 60:40. Las fracciones colectadas se concentraron a 

presión reducida hasta obtener 3.47 g (rendimiento 71.9%) de un sólido blanco correspondiente al 

producto BXN, que presentó un Rf de 0.41 (Sistema I) y un pf de 189.4–190.8 °C.  

RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.28 (s, 12H), 4.60 (s, 2H), 6.91 (d, 1H, J= 8Hz), 7.22 (s, 

1H), 7.39 (d, 1H, J= 8Hz), 9.05 (s, 1H, -D2O) 

RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm): 25.16, 67.90, 84.51, 116.71, 122.88, 127.78, 131.08, 

147.28, 165.17 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3360.17 (νN-H), 3043.47 (νAr-H), 2979.22 (νMe), 1690.49 (νC=O 

amida), 1488.68 (νMe), 1349.45 (νB-O), 1210.73 (νArC-O-C), 1125.39 (νCH2-O) 

EM (APCI, [M+H]+, m/z): 276.1400 (teórico [M+H]+: 276.1402)  

Anexo II – Espectros 9, 10, 11 y 12. 

11.2.4 5-Bromopirimidin-2-amina (3) 

 

En un matraz de 500 mL, equipado con agitador magnético y una columna Vigreaux se adicionaron 

10.01 g de 2-aminopirimidina (105.14 mmol), 0.83 g (10.77 mmol, 10% mol) de acetato de amonio y 

250 mL de acetonitrilo. La mezcla se agitó por 30 minutos y después se añadieron 19.84 g (11.15 

mmol, 1.06 eq) de NBS, dejando en agitación a temperatura ambiente por una hora. Tras comprobar 

el fin de la reacción con ccf, se añadieron 25 mL de H2O y se concentró el acetonitrilo a presión 

reducida. La suspensión resultante se enfrió y se filtró al vacío, el sólido resultante se lavó con agua 

fría. Se obtuvieron 16.58 g (rendimiento 90.5%) de un sólido blanco correspondiente al compuesto 

3, con un Rf de 0.20 (Sistema I + NH4OH) y un pf de 242.8–243.6 °C. 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 6.90 (s, 2H, -D2O), 8.30 (s, 2H) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 105.14, 158.11, 162.06 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) 3322.26 (νNH2), 3166.93 (νAr-NH2), 1645.59 (νC=N), 1570.43 (νC=N), 

1545.51 (νC=N), 1479.61 (νC=N) 

EM (IE, [M+·], m/z): 173.058 (teórico [M+·]: 172.959)  

Anexo II – Espectros 13, 14, 15 y 16. 
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11.2.5 N-(5-Bromopirimidin-2-il)acetamida (4) 

 

En un matraz de 250 mL, equipado con agitador magnético, refrigerante en posición de reflujo y 

atmósfera de nitrógeno, se adicionaron 10.00 g (57.47 mmol) de 2-amino-5-bromopirimidina (3), 9.3 

mL (11.50 mmol, 2eq) de piridina y 6.1 mL (85.79 mmol, 1.5 eq) de cloruro de acetilo. La mezcla se 

dejó en agitación con 100 mL de CH2Cl2, por 1.5 horas, a temperatura ambiente. Para comprobar el 

término de la reacción se realizó ccf con el Sistema VI, más hidróxido de amonio; fueron necesarias 

cuatro eluciones para observar diferencia con respecto a la materia prima. Se añadieron 10 mL de 

H2O y se concentró el CH2Cl2 a presión reducida. El sólido resultante se filtró al vacío, se lavó con 

agua fría y se dejó secar. Se obtuvieron 11.0 g (rendimiento 88.5%) de un sólido blanco 

correspondiente al producto 4, con un Rf de 0.44 y un pf de 237.7–240.6 °C.  

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 2.15 (s, 3H), 8.79 (s, 2H), 10.74 (s, 1H, -D2O) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 24.61, 112.85, 156.22, 158.63, 168.77 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3158.62 (νN-H), 3114.85 (νN-H), 2979.45 (νMe), 1694.29 (νC=O), 

1674.49 (νC=N), 1563.12 (νC=N), 1510.51 (νC=N), 1420.52 (νMe) 

EM (IE, [M+·], m/z): 214.946 (teórico [M+·]: 214.969)  

Anexo II – Espectros 17, 18, 19 y 20. 

11.2.6 N-(5-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR) 

 

En un matraz de 50 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posición de reflujo y 

atmósfera de nitrógeno se colocaron 5.0 g (23.14 mmol) de N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4), 

6.5 g (25.60 mmol, 1.1 eq) de diborobis(pinacolato) (B2Pin2), 6.8 g (69.29 mmol, 3 eq) de acetato de 

potasio y 0.95 g (5% mol) de [1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno]dicloropaladio (II) en complejo con 

diclorometano. Se añadieron 30 mL de 1,4-dioxano, se inició la agitación y el calentamiento a reflujo 

por 5 horas. Al término de la reacción, la mezcla se filtró con celita y MeOH como fase móvil. El 
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disolvente se concentró a presión reducida, obteniéndose un sólido que se lavó con EtOH caliente. 

El sólido se filtró al vacío y se dejó secar hasta obtener 4.0 g (rendimiento 65.5%) de un sólido blanco 

correspondiente al producto PYR, que presentó un pf de 216.8–217.5 °C.  

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.31 (s, 12H), 2.20 (s, 3H), 8.74 (s, 2H), 10.69 (s, 1H, -D2O) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 24.64, 24.87, 84.25, 159.31, 163.63, 169.15 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3159.22 (νN-H), 3119.84 (νN-H), 3061.44 (νArC-H), 2990.40 (νMe), 

1686.37 (νC=O amida), 1594.79 (νC=N), 1575.30 (νC=N), 1520.30 (νC=N), 1350.55 (νB-O), 1296.34 (νC-B) 

EM (APCI, [M+H]+, m/z): 264.1488 (teórico [M+H]+: 264.1514)  

Anexo II – Espectros 21, 22, 23 y 24. 

 

11.2.7 [2-(Acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1) 

 

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitador magnético, se colocaron 2.93 g (11.1 mmol) 

del compuesto PYR y 50 mL de MeOH. El matraz se sumergió en un baño de hielo y se adicionaron 

10 mL de una solución acuosa 4.5 M de bifluoruro de potasio (KHF2), dejando en agitación por 4 

horas a temperatura ambiente. Concluido el tiempo de reacción, se concentró la mezcla a presión 

reducida. Posteriormente, se adicionaron 50 mL de una mezcla MeOH/H2O 1:1 y se eliminaron los 

disolventes a presión reducida; este proceso se repitió dos veces. El sólido obtenido se extrajo con 

MeOH a ebullición (10x50 mL), se recuperó el MeOH y se eliminó el disolvente mediante destilación 

a presión reducida. Se obtuvieron 1.64 g (rendimiento 60%) de un sólido beige, con punto de fusión 

de 270.4-270.7 °C, correspondiente al producto PYR1. 

RMN 1H (D2O-d2, 400 MHz, δ ppm): 2.21 (s, 3H), 8.63 (s, 2H) 

RMN 13C (D2O-d2, 100 MHz, δ ppm): 23.63, 155.23, 161.36, 173.39 

RMN 19F (D2O-d2, 565 MHz, δ ppm): -143.62 (c, J= 15.05 Hz) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3223.58 (νN-H), 3055.06 (νArC-H), 1688.84 (νC=O amida), 1613.06 

(νC=N), 1578.23 (νC=N), 1522.52 (νC=N), 1430.92 (νMe), 1382.69 (νB-F), 840.61 (νC-B) 

Anexo II – Espectros 25, 26, 27 y 28. 
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11.2.8 2,6-Dicloro-N-cicloalquilpiridin-4-carboxamidas (AM3–AM6) 

 

En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posición de reflujo 

y atmósfera de nitrógeno se colocaron 850 mg (4.43 mmol) del ácido 2,6-dicloropiridin-4-benzoico, 

1.08 g (6.66 mmol, 1.5 eq) de CDI y 10 mL de CH3CN. Se inició la agitación y el calentamiento a 

50 °C por 30 minutos. Se comprobó la formación del imidazólido con ccf (Sistema I) y se adicionaron 

1.2 equivalentes de la cicloalquilamina correspondiente, la mezcla se dejó en agitación a 50 °C por 

tres horas más. Tras comprobar la ausencia de materia prima, se concentró el disolvente a presión 

reducida. El sólido obtenido se purificó mediante cromatografía en columna (Sistema I). 

11.2.8.1 2,6-Dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-carboxamida (AM3) 

 

De 850 mg (4.43 mmol) de ácido 2,6-dicloropiridin-4-carboxílico, 1.077 g (6.64 mmol, 1.5 eq) de CDI 

y 368 μL (5.31 mmol, 1.2 eq) de ciclopropilamina, se obtuvieron 974.8 mg (rendimiento 95.3%) de 

un sólido blanco correspondiente a AM3. 

Rf= 0.22 (Sistema II) pf= 149.9–150.0 °C 

RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm): 0.62–0.67 (m, 2H), 0.86–0.93 (m, 2H), 2.89 (m, 1H, J= 7.08, 

3.76Hz), 6.57 (s, 1H, -D2O), 7.55 (s, 2H) 

RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm): 6.92, 23.61, 120.78, 146.89, 151.62, 164.61 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3273.53 (νN-H), 3070.52 (νArC-H), 3029.65 (νArC-H), 1640.56 (νC=O 

amida), 1529.69 (νC=N) 

EM (IE, [M+·], m/z): 229.880 (teórico [M+·]: 230.001)  

Anexo II – Espectros 29, 30, 31 y 32. 
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11.2.8.2 2,6-Dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida (AM4) 

 

De 850 mg (4.43 mmol) de ácido 2,6-dicloropiridin-4-carboxílico, 1.08 g (6.66 mmol, 1.5 eq) de CDI 

y 454 μL (5.32 mmol, 1.2 eq) de ciclobutilamina, se obtuvieron 907 mg (rendimiento 83.2%) de un 

sólido blanco correspondiente a AM4. 

Rf= 0.24 (Sistema II) pf= 145.8–145.9 °C 

RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm): 1.73–1.84 (m, 2H), 1.92–2.05 (m, 2H), 2.37–2.47 (m, 2H), 4.53 

(m, 1H, J= 7.76Hz), 6.47 (s, 1H, -D2O), 7.55 (s, 2H) 

RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm): 15.35, 31.12, 45.70, 120.82, 147.19, 151.59, 162.25 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3268.03 (νN-H), 3082.08 (νArC-H), 2968.05 (νMe), 1643.97 (νC=O 

amida), 1531.97 (νC=N) 

EM (APCI, [M+H]+, m/z):245.0211 (teórico [M+H]+: 245.0243)  

Anexo II – Espectros 33, 34, 35 y 36. 

 

11.2.8.3 2,6-Dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-carboxamida (AM5) 

 

De 800 mg (4.17 mmol) de ácido 2,6-dicloropiridin-4-carboxílico, 1.013 g (6.25 mmol, 1.5 eq) de CDI 

y 493 μL (5 mmol, 1.2 eq) de ciclopentilamina, se obtuvieron 820.9 mg (rendimiento 76.0%) de un 

sólido blanco correspondiente a AM5. 

Rf= 0.34 (Sistema II) pf= 172.8–173.0 °C 

RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm): 1.46–1.52 (m, 2H), 1.65–1.73 (m, 4H), 2.03-2.11 (m, 2H), 4.35 

(m, 1H, J= 6.94Hz), 6.38 (s, 1H, -D2O), 7.55 (s, 2H) 

RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm): 23.91, 33.14, 52.40, 120.84, 147.49, 151.50, 162.88 
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IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3265.98 (νN-H), 3078.99 (νArC-H), 2959.51 (νMe), 2871.63 (νMe), 

1643.31 (νC=O amida), 1532.97 (νC=N) 

EM (IE, [M+·], m/z): 258.084 (teórico [M+·]: 258.033)  

Anexo II – Espectros 37, 38, 39 y 40. 

 

11.2.8.4 2,6-Dicloro-N-ciclohexilpiridin-4-carboxamida (AM6) 

 

De 800 mg (4.17 mmol) de ácido 2,6-dicloropiridin-4-carboxílico, 1.013 g (6.25 mmol, 1.5 eq) de CDI 

y 572 μL (5 mmol, 1.2 eq) de ciclohexilamina, se obtuvieron 836.1 mg (rendimiento 73.5%) de un 

sólido blanco correspondiente a AM6. 

NOTA: El sólido obtenido puede también disolverse con AcOEt y purificarse con tres extracciones 

de una disolución de bicarbonato de sodio (5% m/v), posteriormente tres extracciones de una 

dilución de HCl (pH=5) y una extracción con agua. La fase orgánica se seca con Na2SO4 anhidro y 

se concentra a presión reducida para obtener al producto puro.   

Rf= 0.30 (Sistema III) pf= 187.1–187.3 °C 

RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm): 1.18–1.48 (m, 4H), 1.65–1.80 (m, 4H), 1.99–2.04 (m, 2H), 3.93 

(m, 1H, J= 11.34, 8.17, 3.82Hz), 6.01 (s, 1H, -D2O), 7.54 (s, 2H) 

RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm): 24.94, 25.50, 33.10, 49.61, 120.80, 147.63, 151.59, 162.30 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) 3263.74 (νN-H), 3077.95 (νArC-H), 2939.98 (νMe), 2855.92 (νMe), 

1641.98 (νC=O amida), 1535.23 (νC=N) 

EM (IE, [M+·], m/z): 271.994 (teórico [M+·]: 272.048)  

Anexo II – Espectros 41, 42, 43 y 44. 
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11.2.9 2-Cloro-N-cicloalquil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-

carboxamidas (DLPMB3–DLPMB6) 

 

En un matraz bola de dos bocas de 25 mL se añadieron 300 mg de la 2,6-dicloro-N-cicloalquilpiridin-

4-carboxamida (AM3–AM6), 2.5 equivalentes de carbonato de potasio, 5% mol del catalizador 

Pd(PPh3)4 y 20 mL de DMF/H2O 4:1, bajo atmósfera de nitrógeno. Con un embudo de adición se 

agregaron 0.7 equivalentes del éster borónico BXN disuelto en 5 mL de DMF/H2O 4:1. Terminada la 

adición, la mezcla de reacción se mantuvo a 90° C por 4 horas. Tras confirmar el fin de la reacción 

con cromatografía en capa fina, la mezcla se filtró con alúmina neutra y se eluyó con acetato de etilo. 

El disolvente se concentró a presión reducida y el sólido resultante se purificó mediante 

cromatografía en columna, con el sistema correspondiente (utilizado para determinar su Rf).   

 

11.2.9.1 2-Cloro-N-ciclopropil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-

carboxamida (DLPMB3) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (1.08 mmol) de AM3, 208.3 mg (0.76 mmol, 0.7 eq) de BXN, 373.8 mg (2.70 mmol, 2.5 

eq) de K2CO3 y 62.5 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 145 mg (rendimiento 38.7%) de un 

sólido beige correspondiente a DLPMB3. 
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Rf= 0.30 (Sistema IV) pf= 295.3–295.4 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 0.60–0.63 (m, 2H, -CH2- 13), 0.73–0.78 (m, 2H, -CH2- 14), 

2.89 (m, 1H, J= 8.04, 4.01Hz, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH2-  21), 7.09 (d, 1H, J= 8.37Hz, H 16), 7.67–

7.69 (m, 1H, H 15), 7.71 (d, 2H, J= 1.17Hz, H 1 y 19), 8.15 (d, 1H, J=1.09Hz, H 5), 8.85 (d, 1H, J= 

4.12Hz, -D2O, H 11), 10.81 (s, 1H, -D2O, H 23) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 5.71 (C 13 y 14), 23.20 (C 12), 66.78 (C 21), 114.09 (C 19), 

116.20 (C 5), 116.56 (C 16), 119.92 (C 15), 121.83 (C 1), 127.77 (C 18), 130.78 (C 8), 145.01 (C 6), 

145.82 (C 17), 150.59 (C 2), 156.76 (C 4), 164.44 (C 9), 164.46 (C 22) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3260.91 (νN-H), 3074.55 (νArC-H), 2959.36 (νMe), 2923.59 (νMe), 

2879.68 (νMe), 2852.84 (νMe), 1676.32 (νC=O amida), 1633.37 (νC=O amida), 1526.78 (νC=N), 1489.56 (νC=N) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 344.0872 (teórico [M+H]-: 344.0796)  

Anexo II – Espectros 45, 46, 47, 48, 49 y 50. 

 

11.2.9.2 2-Cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-

carboxamida (DLPMB4)  

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 200 mg (0.82 mmol) de AM4, 157 mg (0.57 mmol, 0.7 eq) de BXN, 282 mg (2.29 mmol, 2.5 eq) 

de K2CO3 y 47 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 146 mg (rendimiento 50.0%) de un sólido 

beige correspondiente a DLPMB4. 

Rf= 0.22 (Sistema I) pf= 255.4–256.1 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.68–1.75 (m, 2H, -CH2- 13), 2.04–2.14 (m, 2H, -CH2- 14), 

2.22–2.29 (m, 2H, -CH2- 15), 4.39–4.45 (m, 1H, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH2-  22), 7.09 (d, 1H, J= 8.26Hz, 

H 17), 7.68–7.72 (m, 2H, H 16 y 20), 7.74 (d, 1H, J= 1.05Hz, H 1), 8.17 (d, 1H, J=1.07Hz, H 5), 9.03 

(d, 1H, J= 7.34Hz, -D2O, H 11), 10.81 (s, 1H, -D2O, H 24) 
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RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 14.83 (C 14), 29.91 (C 13 y 15), 44.79 (C 12), 66.81 (C 22), 

114.12 (C 20), 116.31 (C 5), 116.60 (C 17), 120.06 (C 1), 121.89 (C 16), 127.80 (C 19), 130.81 (C 

7), 145.03 (C 6), 145.92 (C 18), 150.63 (C 2), 156.78 (C 4), 162.22 (C 9), 164.49 (C 23) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3271.19 (νN-H), 3202.82 (νN-H), 3128.75 (νN-H), 3075.55 (νArC-H), 

2973.61 (νMe), 2948.14 (νMe), 2894.12 (νMe), 2870.32 (νMe), 1681.40 (νC=O amida), 1655.51 (νC=O amida), 

1533.14 (νC=N), 1494.33 (νC=N) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 358.1030 (teórico [M+H]-: 358.0953)  

Anexo II – Espectros 51, 52, 53, 54, 55 y 56. 

 

11.2.9.3 2-Cloro-N-ciclopentil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-

carboxamida (DLPMB5)  

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (0.96 mmol) de AM5, 186.4 mg (0.64 mmol, 0.7 eq) de BXN, 333 mg (2.29 mmol, 2.5 eq) 

de K2CO3 y 55.7 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 162 mg (rendimiento 64.3%) de un sólido 

beige correspondiente a DLPMB5. 

Rf= 0.27 (Sistema I) pf= 270.2–270.6 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.51–1.60 (m, 4H, -CH2- 24 y 25), 1.67–1.75 (m, 2H, -CH2- 

26), 1.86–1.95 (m, 2H, -CH2- 23), 4.24 (m, 1H, J= 7.21Hz, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH2-  19), 7.09 (d, 

1H, J= 8.19Hz, H 14), 7.68–7.71 (m, 2H, H 13 y 17), 7.75 (d, 1H, J= 1.01Hz, H 1), 8.16 (d, 1H, 

J=1.03Hz, H 5), 8.73 (d, 1H, J= 7.15Hz, -D2O, H 10), 10.83 (s, 1H, -D2O, H 21) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 23.73 (C 24 y 25), 32.06 (C 23 y 26), 51.29 (C 12), 66.81 (C 

19), 114.11 (C 17), 116.38 (C 5), 116.59 (C 14), 120.12 (C 1), 121.90 (C 13), 127.79 (C 16), 130.83 

(C 9), 145.01 (C 6), 146.20 (C 15), 150.58 (C 2), 156.70 (C 4), 162.90 (C 7), 164.49 (C 20) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) 3254.89 (νN-H), 3126.93 (νN-H), 3074.91 (νArC-H), 2957.93 (νMe), 

2870.51 (νMe), 1676.46 (νC=O amida), 1630.33 (νC=O amida), 1535.44 (νC=N), 1490.89 (νC=N) 
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EM (APCI, [M+H]-, m/z): 372.1199 (teórico [M+H]-: 372.1109)  

Anexo II – Espectros 57, 58, 59, 60, 61 y 62. 

 

11.2.9.4 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-

carboxamida (DLPMB6) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (0.91 mmol) de AM6, 176 mg (0.64 mmol, 0.7 eq) de BXN, 316 mg (2.29 mmol, 2.5 eq) 

de K2CO3 y 53 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 141 mg (rendimiento 40.1%) de un sólido 

blanco correspondiente a DLPMB6. 

Rf= 0.20 (Sistema II) pf= 280.1–280.3 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.01–1.86 (m, 10H, -CH2- 22-26), 3.77–3.78 (m, 1H, H 12), 

4.66 (s, 2H, -CH2-  19), 7.09 (d, 1H, J= 8.33Hz, H 19), 7.69–7.71 (m, 2H, H 13 y 17), 7.74 (s, 1H, H 

1), 8.16 (s, 1H, H 5), 8.64 (d, 1H, J= 7.72Hz, -D2O, H 11), 10.81 (s, 1H, -D2O, H 21) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 24.44 (C 24), 24.80 (C 23 y 25), 32.21 (C 22 y 26), 48.78 (C 

12), 66.77 (C 19), 114.09 (C 17), 116.29 (C 5), 116.53 (C 14), 120.06 (C 1), 121.85 (C 13), 127.76 

(C 16), 130.81 (C 8), 144.98 (C 6), 146.26 (C 15), 150.56 (C 2), 156.71 (C 4), 162.32 (C 9), 164.42 

(C 20) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3309.28 (νN-H), 3196.68 (νN-H), 3156.66 (νN-H), 3075.49 (νArC-H), 

2932.82 (νMe), 2852.57 (νMe), 1689.84 (νC=O amida), 1638.15 (νC=O amida), 1536.02 (νC=N), 1489.08 (νC=N) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 386.1291 (teórico [M+H]-: 386.1266)  

Anexo II – Espectros 63, 64, 65, 66 y 67. 
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11.2.10 2-Cloro-N-cicloalquil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamidas (DLPMP3–DLPMP6) 

 

En un matraz bola de 25 mL se añadieron 250 mg de la 2,6-dicloro-N-cicloalquilpiridin-4-

carboxamida (AM3–AM6), 2.5 equivalentes de carbonato de potasio, 5% mol del catalizador 

Pd(PPh3)4 y 20 mL de DMF, bajo atmósfera de nitrógeno. Con un embudo de adición, se agregaron 

1.5 equivalentes de la sal de trifluoroborato PYR1 disuelta en 5 mL de H2O. Terminada la adición, la 

mezcla de reacción se mantuvo a 70 °C por 24 horas. Tras confirmar la transformación de la materia 

prima (~50%) con cromatografía en capa fina, se concentró el disolvente de la mezcla de reacción 

a presión reducida. El sólido resultante se lavó con agua y se filtró al vacío; la mezcla se purificó 

mediante cromatografía flash con el sistema correspondiente (el mismo utilizado para determinar su 

Rf).   

 

11.2.10.1 2-Cloro-N-ciclopropil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (1.08 mmol) de AM3, 394.4 mg (1.62 mmol, 1.5 eq) de PYR1, 373.8 mg (2.70 mmol, 2.5 

eq) de K2CO3 y 62.5 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 62.3 mg (rendimiento 24.0%) de un 

sólido blanco correspondiente a DLPMP3. 

Rf= 0.17 (Sistema II) pf= 130.5–131.1 °C 
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RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 0.55–0.59 (m, 2H, -CH2- 15), 0.68–0.73 (m, 2H, -CH2- 16), 

2.82 (m, 1H, J= 8.04, 4.04Hz, H 14), 3.04 (s, 6H, -CH3- 9 y 10), 6.88 (s, 2H, H 1 y 5), 8.59 (d, 1H, 

J=3.60Hz, -D2O, H 13) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 5.65 (C 15 y 16), 23.06 (C 14), 37.67 (C 9 y 10), 102.50 (C 

5), 107.43 (C 1), 145.60 (C 6), 148.62 (C 2), 159.05 (C 4), 165.28 (C 11) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3279.15 (νN-H), 3084.81 (νArC-H), 2955.94 (νMe), 2927.04 (νMe), 

1636.67 (νC=O amida), 1595.12 (νC=N), 1520.90 (νC=N), 1403.83 (νMe) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 240.0890 (teórico [M+H]-: 240.0898)  

Anexo II – Espectros 68, 69, 70, 71, 72 y 73. 

 

11.2.10.2 2-Cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (1.02 mmol) de AM4, 370.4 mg (1.52 mmol, 1.5 eq) de PYR1, 352.4 mg (2.55 mmol, 2.5 

eq) de K2CO3 y 58.9 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 79.6 mg (rendimiento 30.7%) de un 

sólido blanco correspondiente a DLPMP4. 

Rf= 0.33 (Sistema II) pf= 133.5–134.6 °C 

 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.63–1.71 (m, 2H, -CH2- 15), 2.00–2.11 (m, 2H, -CH2- 16), 

2.17–2.24 (m, 2H, -CH2- 17), 3.05 (s, 6H, -CH3- 9 y 10), 4.37 (m, 1H, J= 8.04Hz, H 14), 6.90 (d, 1H, 

J= 0.96Hz, H 5), 6.92 (d, 1H, J= 0.85Hz, H 1), 8.75 (d, J=7.35Hz, -D2O, H 13) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 14.76 (C 16), 29.90 (C 15 y 17), 37.72 (C 9 y 10), 44.60 (C 

14), 102.65 (C 5), 107.51 (C 1), 145.71 (C 6), 148.65 (C 2), 159.08 (C 4), 163.05 (C 11) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) 3279.55 (νN-H), 3075.87 (νArC-H), 2957.07 (νMe), 2924.64 (νMe), 

2855.67 (νMe)1637.43 (νC=O amida), 1598.36 (νC=N), 1527.11 (νC=N), 1494.29 (νC=N), 1464.65 (νMe), 

1361.79 (νMe) 
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EM (APCI, [M+H]-, m/z): 254.1113 (teórico [M+H]-: 254.1055)  

Anexo II – Espectros 74, 75, 76, 77, 78 y 79. 

 

 

11.2.10.3 2-Cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (0.96 mmol) de AM5, 351.7 mg (1.37 mmol, 1.5 eq) de PYR1, 333 mg (2.29 mmol, 2.5 

eq) de K2CO3 y 56 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 80 mg (rendimiento 32.7%) de un sólido 

blanco correspondiente a DLPMP5. 

Rf= 0.18 (Sistema III) pf= 149.0–149.9 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.48–1.58 (m, 4H, -CH2- 16 y 17), 1.65–1.73 (m, 2H, -CH2- 

15), 1.84–1.92 (m, 2H, -CH2- 18), 3.05 (s, 6H, -CH3- 8 y 9), 4.13–4.23 (m, 1H, H 14), 6.89 (s, 1H, H 

5), 6.93 (s, 1H, H 1), 8.45 (d, J=7.22Hz, -D2O, H 13) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 23.70 (C 16 y 17), 31.99 (C 15 y 18), 37.73 (C 8 y 9), 51.07 

(C 14), 102.70 (C 5), 107.61 (C 1), 146.00 (C 6), 148.59 (C 2), 159.06 (C 4), 163.73 (C 11) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3274.65 (νN-H), 3068.81 (νArC-H), 2957.99 (νMe), 2869.55 (νMe), 

2810.68 (νMe)1634.77 (νC=O amida), 1596.19 (νC=N), 1524.95 (νC=N), 1362.45 (νMe) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 268.1269 (teórico [M+H]-: 268.1211) 

Anexo II – Espectros 80, 81, 82, 83, 84 y 85. 
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11.2.10.4 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6) 

 

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeración no tiene relación con 

la numeración convencional. 

De 250 mg (0.91 mmol) de AM6, 333 mg (1.37 mmol, 1.5 eq) de PYR1, 316 mg (2.29 mmol, 2.5 eq) 

de K2CO3 y 53 mg (5% mol) de Pd(PPh3)4, se obtuvieron 80 mg (rendimiento 32.7%) de un sólido 

blanco correspondiente a DLPMP6. 

Rf= 0.23 (Sistema III) pf= 178.9–181.5 °C 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm): 1.19–1.87 (m, 10H, -CH2- 15-19), 3.05 (s, 6H, -CH3- 8 y 9), 

3.68–3.76 (m, 1H, H 14), 6.89 (d, 1H, J= 0.92Hz, H 5), 6.92 (d, 1H, J= 0.83Hz, H 1), 8.37 (d, J=7.86Hz, 

-D2O, H 13) 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm): 24.92 (C 16 y 18), 25.24 (C 17), 32.27 (C 15 y 19), 37.73 (C 

8 y 9), 48.59 (C 14), 102.66 (C 5), 107.62 (C 1), 146.09 (C 6), 148.61 (C 2), 159.07 (C 4), 163.15 (C 

11) 

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1): 3291.83 (νN-H), 2933.22 (νMe), 2853.69 (νMe), 2808.12 

(νMe)1633.63 (νC=O amida), 1595.33 (νC=N), 1523.91 (νC=N), 1449.91 (νMe), 1409.87 (νMe) 

EM (APCI, [M+H]-, m/z): 282.1446 (teórico [M+H]-: 282.1368)  

Anexo II – Espectros 86, 87, 88, 89, 90 y 91. 
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12. ANEXO II. ESPECTROS 

 
Espectro II-1. RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1) 

 

 
Espectro II-2. RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1) 
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Espectro II-3. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1) 

 
Espectro II-4. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1) 
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Espectro II-5. RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto                                                                                             

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

 
Espectro II-6. RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto                                                                                            

6-bromo-2H-1,4benzoxazin-3(4H)-ona (2) 
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Espectro II-7. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2) 

 
Espectro II-8. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2) 
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Espectro II-9. RMN 1H ((CD3)2CO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-

2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN) 

 
Espectro II-10. RMN 13C ((CD3)2CO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN) 
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Espectro II-11. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN) 

 
Espectro II-12. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-

benzoxazin-3(4H)-ona (BXN) 
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Espectro II-13. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3) 

 
Espectro II-14. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3) 
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Espectro II-15. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3) 

 
Espectro II-16. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3) 
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Espectro II-17. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4) 

 
Espectro II-18. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4) 
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Espectro II-19. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4) 

 
Espectro II-20. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4) 
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Espectro II-21. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR) 

 
Espectro II-22. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-

dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR) 
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Espectro II-23. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-

2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR) 

 
Espectro II-24. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR) 

JI 

l 

I UJ 

' ,u 



ANEXO II. ESPECTROS 

 
103 

 
Espectro II-25. RMN 1H (D2O, 400 MHz, δ ppm) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de 

potasio (PYR1) 

 
Espectro II-26. RMN 13C (D2O, 100 MHz, δ ppm) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de 

potasio (PYR1) 
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Espectro II-27. RMN 19F (D2O, 565 MHz, δ ppm) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de 

potasio (PYR1) 

 
Espectro II-28. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato 

de potasio (PYR1) 
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Espectro II-29. RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-

carboxamida (AM3) 

 
Espectro II-30. RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-

carboxamida (AM3) 
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Espectro II-31. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-

carboxamida (AM3) 

 
Espectro II-32. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-carboxamida (AM3) 
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Espectro II-33. RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida 

(AM4) 

 
Espectro II-34. RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-

carboxamida (AM4) 
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Espectro II-35. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida 

(AM4) 

 
Espectro II-36. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida (AM4) 
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Espectro II-37. RMN 1H (CDCl3-d, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-

carboxamida (AM5) 

 
Espectro II-38. RMN 13C (CDCl3-d, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-

carboxamida (AM5) 
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Espectro II-39. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-

carboxamida (AM5) 

 
Espectro II-40. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-carboxamida (AM5) 
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Espectro II-43. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclohexilpiridin-4-

carboxamida (AM6) 

 
Espectro II-44. EM (IE, [M+·], m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclohexilpiridin-4-carboxamida (AM6) 
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Espectro II-45. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB3) 

 
Espectro II-46. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-

6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB3) 
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Espectro II-47. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB3) 
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Espectro II-49. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-

2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB3) 
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Espectro II-51. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4) 

 
Espectro II-52. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-

(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4) 
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Espectro II-53. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4) 
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HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida 
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Espectro II-55. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-

1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4) 

 
Espectro II-56. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4) 
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Espectro II-57. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5) 

 
Espectro II-58. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-

6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5) 
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Espectro II-59. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5) 
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Espectro II-61. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-

2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5) 

 
Espectro II-62. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5) 

8000,~-------------------------------------------~ 

7000 

6000 

5000 

JODO 

2000 

1000 

83.0616 

67.0 4 

69. "' 

53.0 9 

so 100 

llB.0703 

110.0,<11 

123. 56 

150 

195.09-16 

200 250 
m1, 

300 lSO 

l72.ll99 

374.1181 

73.12]() 

400 450 500 



ANEXO II. ESPECTROS 

 
122 

 
Espectro II-63. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6) 

 
Espectro II-64. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-

(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6) 
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Espectro II-65. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-oxo-3,4-

dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6) 

 
Espectro II-66. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-

1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6) 
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Espectro II-67. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-oxo-3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6) 

 
Espectro II-68. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3) 
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Espectro II-69. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3) 
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Espectro II-71. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm). Experimento 

HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3) 

 
Espectro II-72. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3) 

11 

J~--lL~ . u 
{O. 70,5.6_:~ f ~0.56,5.65} 

o 

10 

~ {6.88,102.50} 
! {6.88,107.43} 

f . 

{2.81,23.i ¼ 

{3.04,37.671 · 

i 
o 

~ U M ~ ~ ~ U ~ ~ ~ ~ 
f2 (oom) 

,u 

1 ll 

1 l 

-~ 

•• 

1.5 

11111 

o 

20 

30 

40 

so e 
5 

60 :e 

70 

80 

90 

100 

110 

1.0 0.5 o.o -0.5 

i º A 
,,.-N~N YH 

CI 



ANEXO II. ESPECTROS 

 
127 

 
Espectro II-73. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(dimetilamino)piridin-4-

carboxamida (DLPMP3) 
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Espectro II-75. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4) 

 
Espectro II-76. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4) 
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Espectro II-77. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ ppm). Experimento 

HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4) 

 
Espectro II-78. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4) 

8.0 

" 

{6.89,102.65~ 

{6.91,107.51~ 

7.5 7.0 

ltl4.M 

6.5 6.0 

{ 4 .37,44.60~ 

5.5 5.0 4.5 
f2 (ppm) 

rmtt 

'" ... , 

{1.67,14.76-r 20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

110 

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 

1 1 

1 o ,EJ 
_,,,N~N YH 

CI 

1" llu 



ANEXO II. ESPECTROS 

 
130 

 
Espectro II-79. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-

carboxamida (DLPMP4) 
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Espectro II-81. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5) 

 
Espectro II-82. RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5) 
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Espectro II-83. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm). Experimento 

HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5) 

 

 
Espectro II-84. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-
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Espectro II-85. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-

carboxamida (DLPMP5) 

 
Espectro II-86. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-
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Espectro II-87. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6) 
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Espectro II-89. RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz, δ ppm). RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz, δ en ppm). Experimento 

HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6) 

 
Espectro II-90. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-

4-carboxamida (DLPMP6) 
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Espectro II-91. EM (APCI, [M + H]+, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-

carboxamida (DLPMP6) 
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13. ANEXO III. ACOPLAMIENTO MOLECULAR 

13.1 Diagramas 2D de interacciones obtenidos del acoplamiento molecular con AutoDock  

 
Figura III-1.  Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT1. 

 
Figura III-2.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT1. 
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Figura III-3.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT1. 

 
Figura III-4.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT1. 
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Figura III-5.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT1. 

 
Figura III-6.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT1. 
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Figura III-7.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT1. 

 
Figura III-8.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT1. 
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Figura III-9.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT1. 

 
Figura III-10.  Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT2. 
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Figura III-11.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT2. 

 
Figura III-12.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT2. 
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Figura III-13.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT2. 

 
Figura III-14.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT2. 
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Figura III-15.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT2. 

 
Figura III-16.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT2. 
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Figura III-21.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT3. 

 
Figura III-22.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT3. 

(Gi;'\ 
~ 

(Gi;'\ 
\2V 

~ 
V:!) 

~ 
~ 

(,í;;\ 
~ 

® 9 

~ 
~ 

í,:;:\ 
\:V 

(í;'\ 
~ 

(C;\ 
\,:::,) 

®l 
8 
~ 
~ 

® 6 

® ® 
38 

9 

(Val\ 
~ 

® 7 

© 63 

(Gi;'\ 
~ 

~ 
~ 

(Val\ 
~ 

~ 
\;:v 

® 2 

~ 
~ 

(Mal\ 
\!:V 

® 58 

@:,::-'S:~·; . 

(Gi;'\ 
~ 

~ 
~ 

(,í;;\ 
~ 

®l 
8 

.-.,>/·.~ ............ .. 
·· .............. ·· @ 

~ 
~ 

~ 
~ 

(Val\ 
~ 

@ 

~ 
\;:v 

(Mal\ 
\!:V 

(Mal\ 
~ 

~ 
~ 

(,í;;\ 
~ 

(C;\ 
\V 

@ 1 

~ 
~ 

(,í;;\ 
~ 

(C;\ 
\V 



ANEXO III. ACOPLAMIENTO MOLECULAR 

 
148 

 
Figura III-23.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT3. 

 
Figura III-24.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT3. 
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Figura III-25.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT3. 

 
Figura III-26.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT3. 
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Figura III-27.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT3. 

13.2 Diagramas 2D de interacciones obtenidos del acoplamiento molecular con Glide 

 
Figura III-28.  Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT1. 

~ 
~ 

(Gi;'\ 
~ 

• l 

(Gi;'\ 
~ 

la 

~ 
\¿v 

~ 
~ 

~ 
\:V 

~ 
~ 

-.._,/N>YN 
r-.ti2 

f 1 
\ ,.,,.... 

1 

~ 
~ 

~ 
~ 

6r;\ 
~ 



ANEXO III. ACOPLAMIENTO MOLECULAR 

 
151 

 
Figura III-29.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT1. 

 
Figura III-30.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT1. 
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Figura III-31.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT1. 

 
Figura III-32.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT1. 
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Figura III-33.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT1. 

 
Figura III-34.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT1. 
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Figura III-35.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT1. 

 
Figura III-36.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT1. 
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Figura III-37.  Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT2. 

 
Figura III-38.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT2. 
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Figura III-39.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT2. 

 
Figura III-40.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT2. 
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Figura III-41.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT2. 

 
Figura III-42.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT2. 

GLY 
,,,,,,.. 164 

r 
GLY 
161 

GLY 
295 

o 

CI 

ª ' 16 

/ 
N 

\ 

THR 
197 

HIS 
196 

) 



ANEXO III. ACOPLAMIENTO MOLECULAR 

 
158 

 
Figura III-43.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT2. 

 
Figura III-44.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT2. 
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Figura III-45.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT2. 

 
Figura III-46.  Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT3. 
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Figura III-47.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT3. 

 
Figura III-48.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT3. 
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Figura III-49.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT3. 

 
Figura III-50.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT3. 
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Figura III-51.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT3. 

 
Figura III-52.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT3. 
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Figura III-53.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT3. 

 
Figura III-54.  Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT3. 
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