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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se reporta la sintesis, caracterizacion, evaluacion biologica y estudios de
acoplamiento molecular de ocho piridinas novedosas, cuyo nucleo base y patron de sustitucion no se

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

posicion 4:
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La evaluacion bioldgica consistié en la determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento de
cinco lineas celulares cancerosas (PC-3, DU-145, HCT-15, MCF-7, MDA-MB-231) y una linea celular
sana (COS-7). Las dos primeras como modelos de cancer de préstata, las cuales estan relacionadas

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

Se utilizé también la linea celular de cancer de mama MCF-7, la cual esta asociada con la isoforma
AKT1, al igual que la linea restante HCT-15, de cancer de colon. Sin embargo, para comprobar la
especificidad de los compuestos contra alguna isoforma particular seria necesario complementar con

estudios de inhibicidn enzimatica.

En lo que respecta a los resultados de actividad biolégica, los compuestos de la serie DLPMB
presentaron valores mas altos de porcentaje de inhibicion que la serie DLPMP. La mayoria de los
compuestos no presentaron inhibicion en la linea HCT-15. No obstante, todos presentaron valores
moderados de inhibicién contra la linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231, lo cual

podria correlacionarse con cierta selectividad frente a AKT3.

Se encontraron también moderados porcentajes de inhibicidn de las lineas de cancer de préstata (DU-
145y PC-3, asociadas con AKT3) por parte de los compuestos pertenecientes a la serie DLPMB. Estos
resultados sugieren que los compuestos evaluados podrian ser el punto de partida para la optimizacion

de las estructuras, con la finalidad de encontrar moléculas mas potentes y selectivas.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En la actualidad, las enfermedades no transmisibles representan las principales causas de
mortalidad a nivel mundial. Entre estas se encuentran todas aquellas con caracteristicas propias,
relacionadas con el término céncer, de las cuales se ha observado un incremento en la incidencia
durante los ultimos afios. Los principales tipos que afectan actualmente a la poblacion son los de
mama, préstata y pulmon. Aunque existen diversas opciones terapéuticas, se ha encontrado que
gran parte de estas presentan efectos adversos; por lo que la busqueda de tratamientos mas
eficaces y seguros que los disponibles hoy en dia es de suma importancia.

Los avances de la biologia molecular y diversas técnicas computacionales han hecho posible el
entendimiento del cancer a nivel bioguimico. A partir de esto, se han desarrollado nuevas terapias
dirigidas, enfocadas en blancos terapéuticos relacionados con aspectos fisiol6gicos desregulados
en las células cancerosas, que les confieren caracteristicas como la division descontrolada de
células anormales o la reprogramacion del metabolismo. De esta forma, se ha obtenido una nueva
generacién de compuestos que presentan mayor selectividad, resultando en farmacos con menor

namero de efectos adversos y mayor efectividad.

Entre las dianas biol6gicas que se han detectado como blancos prometedores para el
descubrimiento de nuevos anticancerigenos se encuentran las isoformas de la proteina cinasa B
(AKT), involucradas en procesos como la regulacién del ciclo celular. A partir de este conocimiento,
nuestro grupo de investigacién encontrd, mediante herramientas computacionales, una molécula del
tipo piridina 2,4,6-trisustituida con potencial inhibitorio contra AKT. Este patrén de sustitucién 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 dinamica molecular para la modificacién
estructural de los sustituyentes presentes en la molécula encontrada, con el fin de determinar los
requerimientos estructurales fundamentales para la actividad biologica deseada. A partir de este
razonamiento, se disefiaron y sintetizaron series de compuestos derivados de piridina como
potenciales inhibidores de AKT. Sin embargo, la mayoria de los compuestos sintetizados ha
presentado baja solubilidad, lo que ha dificultado su evaluacion. A raiz de ello, en el presente trabajo
se propuso la incorporacion de ciclos alifaticos en la posicion 4 de las piridinas, sustituyentes que
no se han explorado anteriormente en nuestro grupo. Adicionalmente, se realizaron ensayos de
inhibicion del crecimiento de lineas celulares cancerosas para evaluar el potencial de los nuevos

compuestos.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES
2.1 Fundamentos del cancer

El término cancer 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 division celulares.
La multiplicacién rapida de células anormales causa un tumor primario que se extiende mas alla de
sus limites habituales. También es posible que se extienda a otras regiones del cuerpo mediante un
proceso conocido como metastasis, lo cual provoca aproximadamente el 90% de las defunciones.?

El cancer se produce por la transformacién de células normales en células tumorales.® Esta
transformacion puede dividirse conceptualmente en cuatro pasos: iniciacion del tumor, promocién
del tumor, conversién maligna y progresion del tumor.* La acumulaciéon de mutaciones en los genes
qgue regulan la proliferacién celular, la apoptosis y la reparacion del ADN estd asociada a la
carcinogeénesis. En general, el origen de la transformacion maligna recae en la pérdida del balance
entre la apoptosis y la proliferacion celular (Figura 1).°

Mutacion Mutaciones
genetica genéticas
Mutaciones f/ /
genéticas Mutaciones genéticas
O ®
0]e]® Q00 .: @) ~
Q0 —> — — C
ER 00 o
O Factores
ambientales
Tejido normal Lesiones premalignas Tumor primario
(O Célula normal @ Célula premaligna @ Célula maligna

Figura 1. La transformacion de células normales es el resultado de alteraciones genéticas acumuladas.®

La tumorogénesis es un proceso de mdltiples 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 estdn asociados con la
disfuncion del control epigenético. Dichas alteraciones genéticas le confieren a la célula ventajas
para su crecimiento, lo que transforma células normales en células cancerosas.?

Dichas alteraciones son resultado de la interaccion entre los factores genéticos del paciente y tres
categorias de agentes externos: carcindgenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e
ionizantes; carcind6genos quimicos, como los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas, el
arsénico, etc.; y carcinégenos biologicos, como determinados virus, bacterias y parasitos. La
acumulacion general de factores de riesgo se combina con la pérdida de eficacia de los mecanismos
de reparacion celular que suele ocurrir con la edad.®
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En células normales existen varios mecanismos que controlan la acumulacion de mutaciones que
ocurren de manera espontanea: la detencién del ciclo celular, la reparacion del ADN vy los genes
supresores de tumor. La tasa de mutaciones en las células tumorales es més alta debido a su mayor
sensibilidad a agentes mutagénicos o por fallas en uno o mas puntos de la maquinaria de control de
la integridad genética, por lo que la célula no es destinada a senescencia o apoptosis.’

Algunas caracteristicas reportadas que son adquiridas durante el desarrollo de tumores humanos,
se enlistan a continuacion: mantenimiento de sefializacion proliferativa, evasion de supresores de
crecimiento, resistencia a muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis,
invasién y metastasis, evasion del sistema inmune, reprogramacion del metabolismo energético,
inestabilidad genémica y mutacion, inflamaciéon promovida por el tumor.2’

En la actualidad, se conoce el funcionamiento de la mayoria de las células involucradas en distintos
tipos de cancer, a nivel genético y bioquimico. Sin embargo, la busqueda de opciones terapéuticas
continda siendo fundamental debido al alto potencial de mutacién de las células tumorales y la
variedad de alteraciones genéticas que presentan. Estas propiedades podrian ser la causa de que
se observen recaidas en pacientes que recibieron un tratamiento anticancerigeno exitoso.?

2.1.1 Estadisticas sobre el cancer

A nivel mundial, el cancer 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 algun tipo de cancer. Las proyecciones de defunciones por neoplasias indican
gue de 2007 a 2030 la mortalidad aumentara en 45%, pasando de ocho millones a 11.5 millones
anuales (Figura 2).18
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Figura 2. Tasas estandarizadas de mortalidad, en ambos sexos, todas las edades y para todos los tipos de
cancer en 2018.°
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Debido al crecimiento poblacional y el envejecimiento, se estima que para el afio 2030 los casos
nuevos sobrepasaran los 20 millones anuales; empero se calcula que entre el 30 y el 50% de los
canceres se pueden evitar.® Para ello es necesario reducir los factores de riesgo y aplicar estrategias
preventivas de base cientifica. La prevencidén abarca también la deteccion precoz de la enfermedad
y el tratamiento de los pacientes.!

Los tipos de cancer que causan un mayor nimero anual de muertes son los de pulmén, higado,
estbmago, colon y mama. Los tipos mas frecuentes son diferentes en el hombre y la mujer; en el
caso del sexo masculino los tipos mas frecuentes son los de préstata y pulmon (Figura 3), mientras
gue en el caso del sexo femenino son mas comunes los de mama y el cervicouterino (Figura 4).

Prostata (114)
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Higado {8)
Colorrectal (7)
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Figura 4. Tasas estandarizadas de incidencia, cancer mas comun en el sexo femenino, todas las edades en
2018.°
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En México, el cancer 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 econémico-social para el sistema de salud, para los pacientes
y sus familias.°

En la poblacion general, en ambos sexos, los mas recurrentes son los canceres de mama, de
préstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmoén. Los mas comunes en mexicanos son los de
prostata, colorrectal, testicular, pulmonar y géstrico. Mientras los mas comunes en mexicanas son
los de mama, tiroides, cervicouterino, cuerpo uterino y colorrectal (Figura 5).°

o Mama
B 27 263 (26%) Prostata
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| ) 12 450 (38, 7%)
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Colorrectal
P05 9.1%)
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Ovario Cervicouterino Leucemia Testiculos
4 750 ¢4 9%) 7 D6 (73%) A543 (41%) 4 603 (5.4%)
Colorrectal Utero Estomago Pulmén
7 106 16.8%) T 266 (5.0M) 3 021 {4.0%) 4 500 (5.3%)
Total : 105 051 Total : B5 616

Figura 5. Numero estimado de nuevos casos de cancer en México, en mujeres (izquierda) y hombres
(derecha) de todas las edades en 2018.°

Los estados del norte, como Chihuahua, Sonora y Nuevo Leén, asi como la Ciudad de México son
aquellos en los que se ha observado un mayor numero de neoplasias con tasas de mortalidad
superiores a 75 por 100,000 habitantes.® Durante el periodo de 2011 a 2016, aproximadamente
50% de las muertes observadas por tumores malignos, en la poblacion de 0 a 17 afios, se deben a
cancer de 6rganos hematopoyéticos; lo que se traduce en dos de cada 100 000 personas.!!

Por otro lado, en los jévenes menores de 25 afios son mas comunes las leucemias y los linfomas,
mientras que entre los de 26 a 29 afios se observan canceres cervicales, de mama y colon. En
poblacion de 30 a 59 afios comienzan a presentarse tumores relacionados a factores de riesgo
asociados al estilo de vida. Se observa que tres de cada diez muertes por cancer en la poblacion
mayor a 30 afios se deben a cancer en érganos digestivos.!!

2.1.2 Tratamiento disponible

La mortalidad por cancer se puede reducir si los casos se detectan y se tratan a tiempo. La primera
fase fundamental en el tratamiento del cancer es el diagnéstico de este, basado en un examen
patolégico, para la posterior seleccion de un tratamiento adecuado y eficaz.” Las opciones
disponibles abarcan una o mas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o la
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quimioterapia.! Cuando el tumor es localizado, los tratamientos de eleccién son la cirugia y la
radioterapia.®*?

Dentro de las opciones de tratamiento disponibles, la quimioterapia ha probado su efectividad contra
ciertos tipos de cancer a lo largo de los afios.'** Esta utiliza distintos farmacos para eliminar células
cancerosas, deteniendo o alentando el crecimiento de las mismas.®? La mayoria de los agentes
quimioterapéuticos utilizados en la clinica inhiben los mecanismos involucrados en la divisién celular.
Como consecuencia, los compuestos desarrollados bajo ese principio son citostaticos o citotdxicos
para cada célula en division, lo cual incluye a las células normales, por lo que son inespecificos.?

La quimioterapia afecta principalmente a las células cancerosas debido a su rapido crecimiento, sin
embargo, puede también atacar células sanas que se dividen rapidamente, como las que se
encuentran en el intestino o las responsables del crecimiento del cabello. Esta inespecificidad causa
efectos secundarios frecuentes como: nauseas, fatiga, anemia, problemas de memoria o
concentracion, edema, dificultad para dormir y pérdida de cabello.®

Las investigaciones recientes se enfocan en el descubrimiento de agentes quimioterapéuticos
disefiados para atacar aberraciones moleculares especificas de las células tumorales, es decir,
terapia dirigida. Estos agentes antitumorales especificos se basan en los avances de la biologia
molecular desarrollada a finales de los afios ochenta. Dichos avances permitieron conocer las redes
de sefializacion y regulacion de procesos celulares como la vascularizacion, el crecimiento celular y
la proliferacion.?

El entendimiento actual sobre la biologia tumoral ha hecho posible el surgimiento de nuevos
farmacos dirigidos hacia una diana especifica.? La descripcién de los genes, proteinas y el
microambiente que caracteriza a los tumores entrega informacién especifica para facilitar el
diagnostico y pronéstico, ademas de la eleccion del tratamiento mas eficaz. El conocimiento de los
procesos biolégicos que caracterizan a los distintos tipos de cancer permitird acelerar la introduccién
de nuevas practicas moleculares a los procedimientos clinicos habituales.’

Las terapias dirigidas pueden incluir moléculas pequefias o estructuras macromoleculares como
anticuerpos monoclonales.? Las dianas terapéuticas pueden incluir factores de crecimiento,
moléculas de sefalizacion, proteinas del ciclo celular, moduladores de la apoptosis y moléculas que
promueven la angiogénesis. De esta forma, en la actualidad han sido aprobados distintos farmacos
dentro del grupo de las moléculas pequefias que inhiben preferentemente a un blanco molecular
especifico (Tabla 1).12

Tomando en consideracién, por ejemplo, la independencia de sefiales 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 sefiales externas de proliferacién que activan
receptores presentes en la superficie celular, tipicamente con dominios tirosina cinasa. La
descripcion de estas alteraciones ha permitido la identificacion de blancos terapéuticos para
controlar el crecimiento de las células cancerosas.’
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Tabla 1. Algunos farmacos aprobados para el tratamiento del cancer y su blanco terapéutico 215

Farmaco

Imatinib

Gefitinib

Sunitinib

Nilotinib

Temsirolimus

Lapatinib

Vemurafenib

Ruxolitinib

Idelalisib

Estructura

_CHs
HN N N
T
= ‘ N
=

Blanco

c-kit, PFGFR

EGFR

VEGFR

Bcer-Abl

mTOR

HER-2

Raf

JAK

PI3K

Aprobacién por la
FDA

2001

2003

2006

2006

2007

2007

2011
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2014
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2.2 Proteinas cinasas

Las proteinas cinasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato del ATP hacia
un residuo de serina, treonina o tirosina de su proteina blanco. Desempefian un rol fundamental en
la transduccion de sefiales y otros procesos celulares (Figura 6), representando entre el 2% vy el 3%
de los genes. La disfunciéon de las cinasas estd implicada en distintas enfermedades humanas,
particularmente cancer, lo cual las ha colocado como una de las familias proteicas mas estudiadas
como dianas terapéuticas.®
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Figura 6. Ejemplos de rutas de sefializacién que involucran cinasas.’

La fosforilacion de proteinas puede tener efectos drasticos en la sefalizacion celular, por lo que
existen varios mecanismos para la regulacion de las cinasas tales como: la inhibicion por otras
proteinas, auto inhibicion con dominios regulatorios, el control de los niveles de expresion y la
restriccion de la localizacion. Las mutaciones asociadas a los distintos padecimientos relacionados
con las cinasas suelen evadir dichos mecanismos inhibitorios.81°

El dominio catalitico de las proteinas cinasas consiste en el I6bulo N-terminal y el C-terminal. El
primero consiste en cinco hojas B-plegadas y una a-hélice. En contraste, el C-terminal es
mayormente compuesto por a-hélices. La cavidad del sitio de unién a ATP se encuentra entre los
dos I6bulos. El ATP tiene interacciones con ambos, ademas de elementos conservados como la
region bisagra y los bucles de unién a fosfato (P-loop), de activacién y catalitico.?®

La region bisagra conecta al [6bulo N-terminal con el C-terminal y forma interacciones con la adenina
presente en el ATP. El bucle de unién a fosfato es rico en residuos de glicina, mientras el bucle de
activacion posee los residuos Asp-Phe-Gly, el cual es altamente conservado. Asimismo, en el sitio
activo se encuentra un acido aspartico que promueve la fosforilacion del sustrato, el cual forma
puentes de hidrégeno con el residuo de serina, treonina o tirosina.?!
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El desarrollo de compuestos inhibidores de cinasas comenzo6 con la sintesis de analogos de la
tirosina. Posteriormente se analizaron productos naturales, como el erbstatin, para inhibir al receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y otras cinasas.’’??2 Se desarrollaron también
inhibidores contra las serina-treonina cinasas, encontrando moléculas pequefias que inhiben a las
cinasas compitiendo por el ATP. Asi surgio el interés de sintetizar nuevas moléculas pequefas para
inhibir cinasas involucradas en rutas de sefializacién como la de AKT.%-2%

2.2.1 Rutade sefializacién de AKT

Las células con altas tasas de crecimiento, como las células cancerosas, requieren una eficiente
biosintesis de macromoléculas para satisfacer las demandas metabdlicas, ademas de procesos
celulares que contribuyen a la tumorigénesis.?° La ruta que involucra a PI3K-AKT-mTOR se activa
por factores de crecimiento, lo que lleva al aumento de la glucélisis mediante distintos caminos. AKT
promueve la expresion del transportador GLUT1, estimula la actividad de la fosfofructoquinasa y la
asociacion de las hexocinasas 1y 2 con la mitocondria.?®

La sefial corriente abajo de AKT involucra a la diana de la rapamicina en mamiferos (nTOR), que
estimula numerosas rutas de sefializacién. Ademas, la ruta de PI3BK/AKT/mTOR y la de MAPK estan
involucradas en la biosintesis de lipidos.?® También controla factores de transcripcién que
intervienen en la expresion de algunos elementos clave de otras rutas de sefializacion. De esta
forma, AKT, una serina-treonina cinasa, tiene un papel fundamental en numerosos procesos
celulares.?”?8

AKT se acciona por factores de crecimiento a través de PI3K; la activacion de PI3K genera
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir del sustrato fosfatidilinositol 3,4-bifosfato (PIP2). PIP3
se une al dominio de homologia con pleckstrina (PH), presente en AKT, lo que provoca la
traslocacion de este Ultimo a la membrana celular.?° El reclutamiento de AKT a la membrana provoca
su fosforilacion en la Ser473 mediante mTORC2 y en la Thr308 mediante la cinasa dependiente de
fosfoinositol-1 (PDK1) para su completa activacion.?®

Posteriormente es capaz de fosforilar sustratos como: la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK-3), los
factores de transcripcion FoxO y el complejo 1 del blanco de la rapamicina en mamiferos
(mMTORC1).29?" Esta sefializaciéon contribuye a funciones celulares como la toma de nutrientes,
reacciones anabdlicas, crecimiento celular y supervivencia, sintesis de proteinas, traduccion de RNA,
autofagia, angiogénesis, etc (Figura 7).28:30-32

Existen tres isoformas conocidas de AKT: AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) y AKT3 (PKBYy), las cuales
tienen aproximadamente el 80% de homologia 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 homologia a Pleckstrina (PH), un dominio central catalitico de serina/treonina
(CAT) y un dominio regulatorio C-terminal (EXT) que contiene el motivo hidrofobico regulatorio (HM).
El dominio catalitico se encuentra unido con el dominio PH mediante un linker (Figura 8).2733

AKT1 se expresa en la mayoria de los tejidos; AKT2 es predominante en tejidos sensibles a la
insulina, como el higado y el tejido adiposo; mientras que AKT3 se encuentra principalmente en el
cerebro. El cultivo de diferentes lineas celulares de cancer sugiere que la inhibicién selectiva de
cada una de las diferentes isoformas de AKT puede ser (til en tipos de cancer especificos.?
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Figura 7. Sustratos y funciones celulares de la ruta de AKT.2°
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Figura 8. Estructura cristalografica compuesta del dominio PH de AKT1 (PDB:1UNQ) y el dominio catalitico
de AKT2 (PDB:106K). El linker fue modelado.34

2.2.2 AKT como blanco terapéutico

La ruta de sefializacion de AKT se ha posicionado como fuente de blancos atractivos para el
descubrimiento de nuevos anticancerigenos. La hiperactivacion de AKT se observa mediante
multiples mecanismos como: la pérdida de la actividad de la fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato-3-
fosfatasa (PTEN), mutaciones que activan la subunidad catalitica de PI3K, mutaciones que activan
a las isoformas de AKT, la activacion de RAS y receptores de factores de crecimiento, asi como la
amplificacién de genes que codifican la subunidad catalitica de PI3K y AKT (Figura 9).353/

AKT, también conocida como proteina cinasa B (PKB), suele estar sobreexpresada o hiperactivada
en cancer de pulmén, mama, ovario, gastrico, pancreatico y gliomas. Cada una de las isoformas
conocidas esta asociada a ciertos tipos de cancer. Por ejemplo, AKT1 esta asociada con cancer
gastrico y de mama; mientras que AKT2 con cancer de ovario, pancreas, higado y colorrectal; por
Gltimo, AKT3 con cancer de mama triple negativo y melanoma. 236:38-40

11
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Figura 9. Ruta de sefializaciéon de AKT y su activacién en cancer.2°

Por ello, se han desarrollado inhibidores especificos de PI3K y AKT como compuestos
anticancerigenos. Sin embargo, se ha demostrado que la inhibicion de AKT puede ser mas util en
combinacion con otros anticancerigenos. Esto es debido a la relacion que existe entre la ruta de
sefalizaciéon de PI3K y la absorcion de glucosa, lo cual puede provocar efectos adversos como
hiperglucemia o hiperinsulinemia.?°36

De ahi el interés por el descubrimiento de inhibidores selectivos para las isoformas de AKT, desde
la busqueda por nuevos blancos para terapia dirigida en los afios 2000,° donde se observé que la
inhibicion de estas cinasas podria ser clave para el tratamiento de tipos de cancer agresivos o que
desarrollan resistencia después del tratamiento farmacolégico inicial. Tal es el caso de cancer de
pulmén de células no pequefias® y el cancer de mama triple negativo.

2.2.3 Lineas celulares relacionadas con las isoformas de AKT

Para el estudio de compuestos potencialmente anticancerigenos suelen utilizarse lineas celulares.
Una linea celular de cultivo se define como el conjunto de células de un tipo Unico (humano, animal
0 vegetal) que se han adaptado para crecer continuamente en el laboratorio y que se usan en
investigacion.*? Entre las lineas celulares relacionadas con AKT se encuentran las siguientes:
LNCaP, CL-1, DU-145, PC-3 (prostata), HCT-15, HCT116 (colon), MCF-7, HS578T, MDA-MB-468,
MDA-MB-231 (mama). A continuacion, se detallan las utilizadas en el estudio de los compuestos
presentados en este trabajo.

Comenzando con las lineas de cancer de préstata, en general, se ha encontrado una activacion
significativa de AKT en méas del 50% de los carcinomas de prOstata. Particularmente, se ha
encontrado que la actividad de AKT3 esta elevada de 40 a 100 veces en la linea celular PC-3. Otra
linea celular que expresa niveles moderados de AKT1, AKT2 y AKT3 es la linea celular DU-145,
ambas utilizadas en el estudio del cancer de préstata.*®

12
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Las células PC-3 y DU-145 son negativas al receptor de andrdgenos, las cuales se obtuvieron a
partir de metastasis de cancer de pristata en hueso y cerebro, respectivamente. Estas lineas
celulares presentan mayor abundancia de la isoforma AKT3 respecto a LNCaP. La elevacion de
AKT3 promueve la proliferaciéon de lineas celulares de cancer de préstata como DU-145y PC-3.44

Por otro lado, la actividad de AKT se ha considerado un factor critico en la agresividad del cancer
de colon. En estudios previos, se han observado niveles altos de AKT fosforilada en las células HCT-
15, una caracteristica comun 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-15.4546

En cuanto a lineas celulares de cancer de mama, se ha reportado actividad elevada de AKT2 en el
30-40% de los carcinomas, ademas se ha detectado actividad elevada de AKT1 en el 30-38% de
los tumores primarios de mama. Entre las células mas utilizadas para el estudio de este tipo de
cancer estan las de la linea MCF-7, derivada de un derrame pleural maligno, cuyas células son
positivas para el receptor de estrégeno. Se sabe que este tipo de células expresan niveles
significativos de AKT1 fosforilada.*’

En contraste, se ha encontrado que los niveles de expresion de AKT3 estan elevados en tumores
de cancer de mama negativos para el receptor de estrégeno, lo que sugiere que esa isoforma esta
relacionada con el fenotipo agresivo del cancer de mama.*’ Tal es el caso de los canceres de mama
triple negativo, los cuales presentan mayores tasas de recurrencia.

Una de las lineas utilizadas para el estudio del cancer de mama triple negativo es la MDA-MB-231,
cuyo crecimiento es independiente de hormonas.® El tratamiento de este tipo de cancer es
complicado debido a la complejidad y heterogeneidad de este, por lo que siguen estudiandose los
mecanismos moleculares involucrados en su progresion.*®

Los ejemplos anteriores muestran que las isoformas de AKT se relacionan con distintos tipos de
cancer, por lo que representan un blanco terapéutico prometedor. Los inhibidores de AKT pueden
ser un tratamiento anticancerigeno eficaz por si mismos o en combinacion con otros farmacos.

2.2.4 Compuestos inhibidores de AKT

La investigacion de moléculas pequefias como inhibidores de AKT est4d centrada en el
descubrimiento y en la mejora de los perfiles farmacoldgicos de los compuestos. Dentro de estas
moléculas, los inhibidores competitivos de ATP son los mas comunes, sin embargo, también existe
una gran diversidad de inhibidores alostéricos de otras regiones de la cinasa como el dominio PH o
el dominio catalitico.5%-%3

Realizando la busqueda de las isoformas de AKT como blanco, en la base de datos ChEMBL®*, se
encontré que existen 6024 moléculas pequefas 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 nucleos como: aminofurazanos, pirrolopirimidinas, tiazoles, indoles, espirocromanos,
indazoles, entre otros.27:50:53.55-62
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Figura 10. Estructuras quimicas de algunos inhibidores de AKT.1751.6364

-

De los resultados de actividad biolégica, de los compuestos que presentaron alta potencia sobre
alguna isoforma en particular, surgié 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 regulacién de la migracion celular de las células cancerosas, lo que implica que la
inhibicion no selectiva puede llevar a efectos indeseables de diseminacién del cancer in vivo.*
Ademas, se ha encontrado que los compuestos con menor potencia hacia AKT2 presentan mejores
perfiles farmacolégicos, debido a la relacién de esta isoforma con el metabolismo de la glucosa.?°

El disefio y la optimizacion de nuevos inhibidores contra AKT se debe, en gran medida, a la
disponibilidad de las estructuras cristalograficas de las isoformas AKT1 y AKT2. Estas cristalografias
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 homologia 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
disefio basado en la estructura.®-
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2.3 Disefio de farmacos asistido por computadora

Los métodos computacionales han sido ampliamente utilizados en el proceso de descubrimiento de
farmacos durante los ultimos afios. Esto es debido a que el proceso tradicional para posicionar un
farmaco en el mercado consume mucho tiempo. Por ello, diversos métodos computacionales se han
aplicado al descubrimiento, desarrollo y analisis de moléculas biologicamente activas. La aplicacion
de dichos métodos se conoce como disefio de farmacos asistido por computadora.®’-5°

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) ha sido de crucial importancia en el
desarrollo de nuevas moléculas pequefias por mas 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 farmacolégica, obtenida por rayos X
o RMN. Ademas, los métodos computacionales pueden ser Utiles para la optimizacion de
propiedades fisiolégicas y prediccion de la toxicidad de nuevas moléculas.”™

Por otro lado, durante el desarrollo de nuevos farmacos es importante conocer sus propiedades
guimicas, tales como solubilidad y reactividad, debido a que estas son relevantes para el
metabolismo en todas sus etapas: absorcion, distribucién, metabolismo y excreciéon (ADME).2 Estas
propiedades pueden predecirse mediante DIFAC para aumentar las probabilidades de encontrar
compuestos con caracteristicas deseables y acelerar el desarrollo de hit a lead (Figura 11).%87

Identlflcarluna — Validarel . Pgnflcar y
macromolécula blanco cristalizar el blanco
blanco

Disefiar y sintetizar

ligandos con mejores Estructuradel Generar un Determinar la
interacciones complejo compuesto lider estructura 3D
del blanco

blanco-ligando

Optimizacion

/ .
Estudios preclinicos

Ensayos biolégicos Estudios clinicos

Figura 11. Esquema general del disefio basado en la estructura.?
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Lo anterior debido a que los métodos de evaluacién de las propiedades ADME y la toxicidad de
nuevos compuestos son costosos, toman tiempo y suelen requerir una gran cantidad de pruebas
con animales. Ademas, la prediccion de estas permite eliminar candidatos en etapas tempranas del
proceso de descubrimiento de nuevas moléculas. No obstante, la prediccion realizada depende de
factores como la calidad de los datos utilizados para crear el modelo, la cantidad de compuestos y
los pardmetros utilizados."?

Por otro lado, el conocimiento de las estructuras tridimensionales (3D) de los nuevos blancos de
interés, comunmente proteinas, permite el disefio de moléculas pequefias. Cuando no existe una
estructura 3D, se aplican criterios de homologia para obtener modelos basados en estructuras
experimentales de proteinas similares. Estas estructuras también son Utiles para disefiar y generar
bibliotecas de compuestos para su evaluacion in silico, como el caso anteriormente expuesto sobre
las isoformas de AKT. La evaluacion puede realizarse con técnicas como el acoplamiento
molecular.?

2.3.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular tiene como objetivo proponer un modelo de unién entre dos moléculas,
lo que ha permitido el entendimiento de las fuerzas de interaccion involucradas en el reconocimiento
molecular. En la quimica farmacéutica y el descubrimiento de nuevos farmacos, dicha técnica se
enfoca principalmente en las interacciones proteina-ligando, aunque recientemente también se ha
aplicado para la prediccién de interacciones proteina-proteina.”

La mayoria de los programas de acoplamiento molecular estan basados en mecanica molecular, lo
gue implica la descripcion de sistemas poliatdbmicos mediante fisica clasica. Se utilizan parametros
experimentales como cargas, angulos torsionales y geométricos para minimizar la diferencia
existente entre los datos experimentales y las predicciones de mecanica molecular. También pueden
utilizarse calculos teéricos semiempiricos o ab initio.”®

La mecanica molecular se utiliza para calcular parametros relacionados con la entalpia de unién,
cambios en el area superficial, enlaces rotables fijos y otros relacionados con la entropia. Ademas
de la prediccion del complejo intermolecular formado por el ligando y su blanco, puede aportar
informacion como la extension y especificidad de la interaccion. Con esto se pueden identificar los
sitios de unién esenciales que posee un ligando para interactuar con la estructura tridimensional
conocida del blanco.8"

En algunos programas se incluyen también pardmetros de mecéanica estadistica, con campos de
fuerza que incluyen polarizabilidad y solvatacion; por lo que las funciones de evaluacién se vuelven
complejas. El acoplamiento molecular puede dividirse en tres etapas: preparacion del ligando y la
macromolécula, definicion del tipo de acoplamiento molecular (rigido o flexible) y establecimiento del
método de busqueda para la conformacion de los ligandos. El andlisis de los datos resultantes es
de utilidad para priorizar la sintesis y evaluacién de los compuestos candidatos.”>"4

Entre las limitaciones del acoplamiento molecular esta la falta de precision de las funciones de
evaluacion para determinar las energias de union, lo cual se relaciona con que la prediccion de
algunas interacciones como el efecto de solvatacion y el cambio de entropia son dificiles de estimar.
También puede mencionarse el problema de las moléculas de agua en el sitio de union, debido a la
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dificultad que representa calcular el nimero de moléculas de agua que podrian reemplazarse con
ligandos potenciales.”

Otro de los grandes retos a resolver es la flexibilidad del blanco en el caso de las proteinas, ya que
estas pueden adoptar diferentes conformaciones dependiendo del ligando al cual se unen. En
consecuencia, el disefio de farmacos asistido por computadora aun 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 farmacos.”

2.3.2 Cribado virtual

Durante el descubrimiento de farmacos, 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
metodologias 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.”®

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 disefiar nuevos
compuestos. Esto permite la evaluacion de bases de datos numerosas o bibliotecas de compuestos
para identificar un pequefio numero de moléculas cuya actividad puede confirmarse
experimentalmente.®876

2.3.3 Busqueda por similitud

La busqueda por similitud estd basada en el principio que dicta: “los compuestos quimicos con
estructuras similares pueden tener actividades similares”,”” lo cual guia la identificacién de nuevos
lideres. La similitud puede determinarse basada en propiedades topoldgicas, estéricas, electronicas
o fisicoquimicas. Los criterios utilizados para la similitud pueden variar e incluyen: compuestos que
comparten un grupo funcional, que comparten el mismo nucleo base, sus descriptores o propiedades
son similares, o compuestos con farmacoéforos similares.’®

La busqueda por similitud que involucra propiedades o descriptores requiere el célculo de
coeficientes entre pares de compuestos. Los descriptores pueden ser nimeros 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 busqueda por similitud basados en
propiedades bidimensionales de las estructuras estudiadas.’®

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 basquedas basadas en el ligando y
encontrar compuestos que actien sobre un blanco de interés.”
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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 combinacién de metodologias basadas en fragmentos y en la
estructura han permitido la identificacion de compuestos inhibidores en el rango hanomolar. Estos
antecedentes y el acceso a las estructuras cristalograficas de AKT2 (PDB: 2UW9 y 2JDR) han
permitido la identificacion de nuevos compuestos potenciales inhibidores de AKT.”®

Debido al interés en la identificacion de nuevos compuestos anticancerigenos con actividad
inhibitoria frente a AKT, en trabajos previos se realiz6 un cribado virtual con una base de datos de
105 937 compuestos, usando las dos estructuras cristalograficas de la AKT2 mencionadas
anteriormente. Se realiz6 acoplamiento molecular en dos etapas, como se describe a continuacion:”

La primera etapa se realiz6 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 cristalograficas utilizadas. Finalmente, fueron seleccionados 19 compuestos para
evaluar in vitro. De la evaluacion realizada se detecté al compuesto A como potencial inhibidor de
AKT, mientras los otros compuestos no presentaron actividad detectable a 50 uM y 25 uM (Figura
12).7°

1050937
compuestos

- 1 -
l PDB: 2UW9 l PDB: 2JDR
RGO
1000 mejores 1000 mejores | AKT2 CISO: 1'1 SM |
50~ 1- '
‘ |

| AKT3 Clg, = 4.0 pM

| MDA-MB-468 EC5,= 3.8 uM

" . . MDA-MB-453 ECs;= 10.0 uM |

seleccionados seleccionados

Figura 12. Esquema del flujo de trabajo para el descubrimiento del compuesto A.7°
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Este compuesto A no presenta compuestos similares en la base de datos ChEMBL>* utilizando un
limite al 85% de similitud y es novedoso respecto a los nlcleos observados en otros inhibidores de
AKT, por lo que se decidié optimizarlo utilizando acoplamiento molecular para disefiar nuevos
compuestos basados en la estructura.?’ La piridina 2,4,6-trisustituida (compuesto A) fue utilizada
como base para el inicio de un programa de optimizacion que resulté en el disefio y sintesis de una
gran variedad de compuestos por parte de nuestro grupo de investigacion (Figura 13).8!
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Figura 13. Series de piridinas 2,4,6-trisustituidas sintetizadas por nuestro grupo de investigacion a la fecha. Se
muestra en color rojo la modificacion realizada.5582-84

En una primera etapa de optimizaciéon se conservaron simétricos los patrones 2,6 de la piridina,
mientras que en la posicidn 4 se afiadieron grupos NH y amidas con diferentes patrones de
sustitucién para favorecer interacciones por puente de hidrégeno 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 sustitucion en las posiciones 2,6, se propuso la sustitucion
de un fragmento para obtener la Serie ESC2.
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Por otro lado, en la serie JVM se decidié sustituir la posicion 4 con heterociclos saturados y no
saturados para tener un espacio quimico mas diverso. Todo esto permitié expandir la base de datos
de piridinas trisustituidas en nuestro grupo de investigacion, con el objetivo de realizar estudios
QSAR que serian de utilidad en la busqueda de inhibidores con mejores propiedades farmacoldgicas.

2.5 Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio

En fechas recientes, la catalisis con metales de transicién ha tomado relevancia en la sintesis
organica, debido a la versatilidad y utilidad de los catalizadores en diversas transformaciones
qguimicas. El uso de las reacciones catalizadas con paladio ha aumentado en los ultimos afos, tanto
en el ambito académico como en el industrial. Los laboratorios de sintesis las han utilizado como
una herramienta poderosa para la formacion de nuevos enlaces C-C y C-heterodtomo. En ese
sentido, se han desarrollado varias reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio (Figura
14).%

Los ejemplos en la Figura 14 muestran los sustratos y condiciones clésicas reportados en la
literatura, la mayoria de estas reacciones sigue un ciclo catalitico como mecanismo de reaccion.
Este trabajo se enfocé en la reaccion de Suzuki-Miyaura, por lo que se muestra su mecanismo a
manera de ejemplo (Esquema 1). Sin embargo, los acoplamientos cruzados muestran similitudes
mecanisticas entre ellos.®

El mecanismo del acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura (Esquema 1) comienza con la adicién
oxidante (AO) del haluro de arilo sobre el centro metalico (cambio de estado de oxidacion de Pd(0)
a Pd(Il)). Después se intercambia el anién unido al Pd por el anién de la base (metatesis);
posteriormente, se lleva a cabo la transmetalacién (T) del Pd(ll) y el boronato (generado de la
reaccion del compuesto de organoboro y la base). Finalmente, se lleva a cabo una eliminacién
reductora (ER) en el centro metalico que genera el enlace C-C y libera Pd(0) en el medio de
reaccion.®®

Para nuestro grupo de investigacion, la implementacion de acoplamientos cruzados catalizados por
paladio fue de gran relevancia, debido principalmente al patron de sustitucion que presentan las
piridinas trisustituidas. Esto es porque las moléculas propuestas serian de dificil obtencién por otras
rutas sintéticas mediante quimica convencional. En general, debido a que en los trabajos anteriores
se han presentado resultados positivos, en este trabajo se utilizo la reaccion de Suzuki-Miyaura
como parte de la ruta de sintesis planteada para la obtencién de las moléculas propuestas.
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Esquema 1. Mecanismo del acoplamiento Suzuki-Miyaura.8®
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JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

El cancer 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. Ademas, las estadisticas revelan que
la incidencia de los distintos tipos de cancer va en aumento. Esto se traduce en un 45% mas
de casos anuales, lo cual representaria 11.5 millones de casos. El incremento de pacientes
representa un esfuerzo para los servicios de salud publica.

Aungue existen varias opciones de tratamiento disponibles, la mayoria 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 aparicion
de la resistencia tras un primer tratamiento, donde un paciente en remision podria volver a
presentar un tipo de cancer mas agresivo.

Estas evidencias hacen notable la necesidad de continuar con la busqueda de nuevos
farmacos anticancerigenos, que presenten mayor potencia y selectividad para minimizar los
efectos adversos comunes; ademas de tener opciones terapéuticas en caso de que se
presente resistencia a algun grupo de farmacos especificos. En los ultimos afios se han
identificado diversos blancos terapéuticos de interés para el disefio de nuevas moléculas, entre
estos se encuentran las isoformas de AKT.

Se sabe que las isoformas de AKT estan desreguladas en varios tipos de cancer, por lo que
se han realizado esfuerzos para el descubrimiento de nuevos inhibidores contra dicha cinasa.
El cultivo de diferentes lineas celulares de cancer sugiere que la inhibicion selectiva de AKT1,
AKT2 o AKT3 puede ser util en tipos de cancer especificos, lo que ha incrementado el interés
en la selectividad de los inhibidores. Ademas, se han encontrado posibles efectos adversos de
los compuestos activos contra las tres isoformas, tales como la diseminacion del cancer in vivo
o0 alteraciones del metabolismo de la glucosa.

Dentro de estas investigaciones, se han llevado a cabo estudios computacionales para la
identificacion de nuevos compuestos. En trabajos previos, se realizé un cribado virtual con el
gue se identific6 a una piridina trisustituida como nuevo compuesto potencial, el cual
representa un nucleo base novedoso, sin compuestos similares reportados en la base de datos
de ChEMBL. Por ello, la piridina encontrada se optimizé utilizando métodos de disefio basado
en la estructura.

Bajo esta premisa, se han sintetizado mas de 50 compuestos de tipo piridina trisustituida en
nuestro grupo de investigacion. Sin embargo, la mayoria de ellos presenta problemas de
solubilidad acuosa y en disolventes organicos, lo cual representa un obstaculo para su
desarrollo como posibles farmacos, en algunos casos, ha dificultado también su evaluacion
bioldgica.

Estos resultados, junto con la problematica actual del cancer 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 obtencion de piridinas trisustituidas que podrian
presentar mejores caracteristicas de solubilidad, ademas de potencial actividad
anticancerigena.
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4. HIPOTESIS

Si se modifica la sustitucion en la posicién 4 de las piridinas trisustituidas con distintos ciclos alifaticos
unidos a través de un enlace carboxamida, ademas de la presencia de sustituyentes diferentes en las
posiciones 2 y 6, entonces se obtendran compuestos con potencia inhibitoria superior frente a diversas
lineas celulares de céancer que sobreexpresan AKT. Ademads, se mantendran las predicciones de
interacciones observadas previamente con el sitio de union de AKT1, AKT2 y AKT3.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Disefiar, sintetizar y evaluar el potencial anticancerigeno de nuevas piridinas trisustituidas in vitro
sobre diferentes lineas celulares de cancer e in silico con las tres isoformas de AKT.

5.2 Objetivos especificos

» Encontrar un nuevo fragmento mediante busqueda por similitud estructural para proponer nuevas
piridinas trisustituidas con diferentes sustituyentes en posiciones 2 y 6 del ndcleo de piridina.

» Establecer una ruta de sintesis para los compuestos disefiados, caracterizar
espectroscOpicamente-espectrométricamente y determinar las constantes fisicas (punto de fusién
y Rf) de las piridinas trisustituidas obtenidas.

» Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos obtenidos sobre diferentes lineas celulares de
cancer (DU-145, PC-3, MCF-7, MDA-MB-231 y HCT-15) y una linea 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. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia del presente trabajo se divide en cuatro secciones, la primera de las cuales describe la
estrategia seguida para el disefio de nuevas piridinas como inhibidores de las isoformas de AKT. La
segunda parte describe la ruta de sintesis para la obtencién de los compuestos, posteriormente se
presenta la evaluacion bioldgica realizada in vitro sobre distintas lineas celulares. Finalmente, se
muestran los estudios de acoplamiento molecular con las tres isoformas de AKT.

6.1 Disefio de nuevas piridinas trisustituidas

Para el disefio de nuevas piridinas 2,4,6-trisustituidas se planteé el reemplazo de uno de los
fragmentos de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (benzoxazinona), presentes en las posiciones 2y 6 del
ndcleo de piridina (Figura 15). Para esto se realiz6 una busqueda por similitud estructural con la
benzoxazinona utilizando el servidor Swiss Similarity,® 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.
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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 posicién 4, la benzoxazinona original
en posicién 2 y el fragmento evaluado en posicién 6. Los ligandos se construyeron y minimizaron en
Spartan 108 y se optimiz6 su geometria con el método semi-empirico PM6. Los atomos de
hidrogeno no polares se fusionaron a sus correspondientes carbonos, se detectaron los centros de
torsion y enlaces rotables de la molécula utilizando la interfaz gréfica Autodock Tools 1.5.4.

Todos los ligandos se evaluaron con la isoforma AKT1 (preparada como se describe en la seccion
6.4.1), la busqueda de los complejos de unién mas favorables se realizé con el programa AutoDock
4.28%8 ytilizando el algoritmo genético Lamarckiano como método de busqueda conformacional, un
total de 20 corridas, un tamafio de poblacion de 150 conférmeros, un nimero maximo de 2 500 000
evaluaciones energéticas y 27 000 generaciones. El resultado de energia de union para cada
molécula se compardé con el de la piridina simétrica con benzoxazinona en posiciones 2 y 6.

De esta forma, se encontré un fragmento de pirimidina que sustituy6 a la benzoxazinona en una de
las posiciones adyacentes al heteroatomo del nucleo de piridina (Figura 16). Continuando con la
optimizacion de los compuestos, se propuso la sustitucion de las piridinas en posicion 4 con amidas
unidas a sustituyentes alifaticos ciclicos. De esta forma, se evalu6 la influencia entre el tamafio del
ciclo y el grado de interaccion de los ligandos con la cavidad hidrofébica de AKT.
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Figura 16. Piridinas 2,4,6-trisustituidas propuestas.

Posteriormente, las moléculas propuestas se evaluaron con el servidor SwissTarget®® para la
prediccion de su diana biol6gica mas probable. Ademas, se calcularon algunas propiedades de
interés con el servidor SwissADME®® como: el area polar superficial topoldgica (tPSA), nimero de
aceptores y donadores de puente de hidrogeno, nUmero de enlaces rotables, entre otras. Con el
célculo de estas propiedades se determiné si los compuestos propuestos cumplen con las reglas de
Lipinski, Veber y Egan.

6.2 Parte quimica

La sintesis de los compuestos propuestos se plante6 a partir del andlisis retrosintético mostrado en
el Esquema 2. En este se muestran estrategias utilizadas previamente por nuestro grupo de
investigacion para la sintesis de piridinas 2,4,6-trisustituidas. La desconexion de las posiciones 2 y
6 del anillo de piridina muestra que se requiere la formacion de un enlace amida en la posicién 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 obtencién de los compuestos.

6.2.1 Sintesis de los intermediarios AM3-AM6

Los intermediarios AM3-AM6 se desconectaron en la posicion 4, lo cual dio como resultado el acido
2,6-dicloro-4-carboxilico y las aminas ciclicas alifaticas correspondientes (Esquema 3). Para la
obtencién de estos intermediarios se realizé la activacion del acido carboxilico con el agente
acoplante CDI, utilizando acetonitrilo como disolvente y la amina correspondiente, bajo condiciones
de calentamiento convencional.

Cl Cl .Cy
= =
r °" + cyNH, —CDI N
Na CH3CN Na
Cl A Cl
AM3-AM6

o LA B DD
2
AM3 AM4 AM5 AM6

Esquema 3. Sintesis de las amidas AM3-AM6.
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Esquema 2. Sintesis de las piridinas asimétricas con amidas en posicién 4.
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6.2.2 Sintesis 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 obtencién de la serie DLPMB fue necesario sintetizar el éster borénico del
nacleo de la 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN, Esquema 4). La sintesis partié del 4-bromo-2-
nitrofenol y a-bromoacetato de etilo, en presencia de carbonato de potasio como base y acetona
como disolvente para sintetizar el producto de la reaccion Sn2. Se obtuvo asi el (4-bromo-2-
nitrofenoxi)acetato de etilo (1), el cual se hizo reaccionar bajo condiciones de reduccién-ciclacion en
tandem, con hierro en presencia de &cido acético para originar a la 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-
3(4H)-ona (2). Esta dultima se someti6 a condiciones de borilacibn de Miyaura, con
diborobispinacolato (B2Pinz), Pd(dppf)Cl.-CH.Cl, 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).

H Q H
Br N02 Br N02 Br N ) B N 0]
Tl = U - OO =70y
— 0 —_—
OH oY o 0
o)

2

Esquema 4. Sintesis de 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona. Reactivos y
condiciones: a: a-bromoacetato de etilo, K2COs, acetona, 50 °C; b: Fe°, AcOH, 50 °C; c: B2Piny,
Pd(dppf)Cl2-CH2Cl2, AcOK, 1,4-dioxano, reflujo.

6.2.3 Sintesis de la serie DLPMB

Una vez obtenidos los intermediarios necesarios, se procedid a realizar monoacoplamientos de
Suzuki con los compuestos AM3-AM6 y BXN, Pd(PPh3), como catalizador, carbonato de potasio
como base y una mezcla de DMF/H,O como disolventes, bajo condiciones de calentamiento
convencional para acceder a los compuestos de la serie DLPMB (Esquema 5).

Cy

o K,CO, OxNH
CNZ N, _ PA(PPhg)y
| H N
N f TowFmo I H o
& 90 °C CI” "N f

AM3-AM6 BXN DLPMB3-DLPMB6
Esquema 5. Sintesis de los compuestos de la serie DLPMB.

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

Para continuar con la sintesis de los compuestos disefiados se obtuvo la sal de trifluoroborato
derivada del nucleo de N-(5-bromopirimidin-2-iljacetamida (PYR1, Esquema 6). Se inicié con la
bromacién de la 2-aminopirimidina con N-bromosuccinimida y acetato de amonio para obtener la 5-
bromopirimidin-2-amina (3). Este ultimo compuesto se sometid a una acetilacién con cloruro de
acetilo y piridina para originar la N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4). Dicha molécula se sometid
a las condiciones estandar de borilacién 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 dltimo
compuesto se transformé en su sal de trifluoroborato de potasio correspondiente, mediante el
tratamiento con exceso de bifluoruro de potasio (KHF;) en MeOH/H»O para obtener PYR1.

Nl/j a Nl/j/Br b o N/ﬁ/Br
|
HZN)\N/ HZN)\N/ N )\N/

N
3 Ho 4

o)
BF 3K ’/k<
LT gy
)J\N N/ )J\N)l\N/

H

PYR1 PYR

Esquema 6. Sintesis de [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1). Reactivos y
condiciones: a: NBS, NH4OAc, CHsCN; b: Cloruro de acetilo, piridina, CH2Clz; c: B2Pinz, Pd(dppf)Cl2: CH2Clz,
AcOK, 1,4-dioxano, reflujo; d: KHF2, MeOH/H20.

6.2.5 Sintesis de la serie DLPMP

Por dltimo, se hicieron reaccionar los intermediarios AM3-AM6 y PYR1 para la obtencion de
intermediarios necesarios en la sintesis de los compuestos disefiados DLP (Figura 16). Se utilizaron
las condiciones de acoplamiento de Suzuki mencionadas anteriormente, con Pd(PPhs3)s como
catalizador, carbonato de potasio como base y la mezcla de DMF/H,O como disolventes. No
obstante, las condiciones de reaccion no dieron lugar a la formacion del enlace C-C como se tenia
previsto. De estos experimentos se logré aislar una nueva serie de compuestos denominados como
DLPMP (Esquema 7).

Cy
0 O<__NH
Cl Cy BF3K K2CO3
= N __Pd(PPh3),
| H )\ XN
N DMF/H o) | P
90°C -
ol Ccl” N l\ll
AM3-AM6 PYR1

Esquema 7. Sintesis de los compuestos de la serie DLPMP.
6.3 Evaluacion bioldgica de las series DLPMB y DLPMP

Los ensayos de inhibicion del crecimiento en lineas celulares se realizaron en el Laboratorio de
Pruebas Bioldgicas (LSA) del Instituto de Quimica, UNAM, utilizando el protocolo de la
sulforrodamina B. Se emplearon las siguientes lineas celulares:

» DU-145: Céncer de prostata (ATTC)
» PC-3: Cancer de proéstata (NCI)
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= MCF-7: Cancer de mama ER* (NCI)

= MDA-MB-231: Cancer de mama triple negativo (ATTC)

= HCT-15: Céncer de colon.

= COS-7: Linea celular de rifibn de mono no cancerosa (Céntro Médico Nacional Siglo XXI)

Las lineas celulares se cultivaron en el medio RPMI-1640, adicionado con suero fetal bovino (10%)
y una mezcla de antibiéticos-antimicético. Posteriormente, en cada microplaca de 96 pozos se
depositaron dos lineas celulares por triplicado en un volumen de 100 uL/pozo y se incubaron durante
24 h a 37 °C bajo una atmésfera de 5% de CO; para favorecer su estabilidad.

Para efectuar el andlisis primario, los compuestos a evaluar se solubilizaron en DMSO a una
concentracion de 20 mM. Después se tomd una alicuota de la disolucion de prueba y se diluyé en
medio de cultivo suplementado. A continuacion, se adicionaron 100 pL de la solucién preparada con
anterioridad a la microplaca, y después se incub6 durante 48 h bajo las condiciones previamente
mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacién, las células se fijaron in situ afiadiendo 50 pL de una solucién de
CF3COOH frio al 50% y se incubaron a 4 °C durante 60 min. Después se desecho el sobrenadante,
se realizaron 5 lavados con agua fria y se dej6 secar a temperatura ambiente. Para efectuar el tefiido
de las células fijadas al pozo, se afiadieron 100 uL de una solucion al 0.4% de sulforrodamina B
(SRB) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.

La SRB no unida se removi6 con lavados de CH3;COOH al 1% para después secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afadieron 100 pL de solucién amortiguadora Tris y se agitd durante
10 minutos para favorecer la disolucién del complejo. Luego se midi6 la densidad 6ptica (DO) en un
lector de microplacas a una A=515 nm.

Los datos se procesaron obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados con el
compuesto (DO), los tres pozos tratados con DMSO (DOc) y dos pozos testigos (DOb; aquellos que
no presentan células, pero si compuesto). El porcentaje de inhibicién del crecimiento (%IC) se
calculé con la siguiente operacion:

DOt - DOb

%ﬂc=100_(DOC—DOb

)*(100)

6.4 Parte computacional
6.4.1 Acoplamiento molecular con AutoDock 4.2

Los ligandos se construyeron en el programa Spartan 108" y se optimizé su geometria con el método
semi-empirico PM6. Empleando el programa AutoDock 4.2%8 y su interfaz grafica Autodock Tools
1.5.4, los atomos de hidrégeno no polares se fusionaron a sus correspondientes carbonos, se
detectaron los centros de torsién y enlaces rotables de la molécula.

Las estructuras cristalograficas de las isoformas AKT1 y AKT2 se obtuvieron del Protein Data Bank
(PDB), seleccionando las claves 4GV1°! y 106L°% para las isoformas 1y 2, respectivamente. Se
removieron las moléculas de agua y el sustrato GSK-3. Estas estructuras, junto con el modelo por
homologia de AKT3 previamente construido por nuestro grupo de investigacion®, se prepararon
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para el estudio de acoplamiento molecular. Se afadieron cargas Gasteiger y se fusionaron los
hidrégenos no polares a las proteinas utilizando MGLTools 1.5.6.

El acoplamiento se realizé en la modalidad rigido-flexible, utilizando la interfaz gréfica de Autodock
Tools 1.5.4 y el programa complementario Autogrid4. La caja de busqueda se centré en las
coordenadas (X, y, z) -19.687, 5.811, 16.166 para AKT1 y AKT3, en 42.679, 30.329,109.603 para
AKT2; todos con 60x60x60 puntos de tamafio y un espaciado de 0.375 A.

La busqueda de los complejos de unidon mas favorables se realiz6 con el programa AutoDock 4.2,
con el algoritmo genético Lamarckiano como método de busqueda conformacional, con un total de
20 corridas, un tamafio de poblacion de 150 conférmeros, un ndmero maximo de 2 500 000
evaluaciones energéticas y 27 000 generaciones.

6.4.2 Acoplamiento molecular con Maestro

El acoplamiento molecular se realizé con el médulo Glide del software Maestro 12.2%, se utiliz6 el
Protein Preparation Wizard para preparar las tres isoformas de la enzima (PDB AKT1: 4GV1, AKT2:
106L y el modelo por homologia de AKT3) mediante una minimizacion con un campo de fuerza
OPLS_2005. Las cajas de busqueda se construyeron utilizando cubos de 10x10x10 A 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 utilizé el modo Flexible con la precision XP (Extra Precision) bajo condiciones estandar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Disefio de nuevas piridinas trisustituidas

Debido a la insolubilidad presentada por la mayoria de los compuestos investigados previamente en
nuestro grupo, se propuso la sintesis de nuevas piridinas trisustituidas con el objetivo de mejorar sus
propiedades fisicoquimicas. Se ha encontrado que aquellas piridinas que poseen diferentes
sustituyentes en las posiciones 2 y 6 (asimétricas) presentan una mayor solubilidad en disolventes
organicos®. A partir de esta observacion, se planted la sustitucion de uno de los sustituyentes en
dichas posiciones.

Utilizando la molécula de 2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (benzoxazinona), se realizd una busqueda
por similitud con el servidor Swiss Similarity®® para sustituir el fragmento en las piridinas trisustiuidas.
Se utilizé 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 disefiados anteriormente por nuestro grupo de investigacion y
las isoformas de AKT.

Cabe destacar que, la mayoria de los puentes de hidrogeno 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 mas similares (coeficiente de similitud= 0.912-0.848), excluyendo a la
molécula original de busqueda y aquellos con centros quirales. Se construyeron moléculas que
incluyeron al nucleo de piridina con un fenilo en la posicion 4, benzoxazinona en la posicion 2 y el
fragmento evaluado en posicion 6 (Figura 17).

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

En lo que respecta a la posicién 4 de la piridina, se conservé un grupo fenilo con la finalidad de
minimizar los efectos de este sustituyente en el desempefio del fragmento evaluado, debido a que
se ha observado que ciertos grupos afectan el pKa de la piridina, modificando su protonacion cuando
el valor de pH es igual a 7.% Con las moléculas construidas, se procedi6 al acoplamiento molecular
con la isoforma AKT1. Para continuar con el disefio, se eligi6 al fragmento con mejor energia de
union calculada, la cual fue mas favorable que la presentada por la piridina simétrica, con
benzoxazinona en posiciones 2 y 6.

Una vez encontrado el fragmento mas favorable se cambi6 el sustituyente de la posicion 4. La
primera modificaciébn contemplé la adicion de un enlace amida, con el grupo carbonilo unido
directamente a la piridina. Esto fue debido a que, en estudios anteriores, se determiné que un linker
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de tipo carboxamida podria favorecer interacciones con Glu234/236/234 (AKT1/AKT2/AKT3) y
Lys158/160/158, al ser un grupo aceptor/donador de hidrogeno®:. El disefio se complement6 con
ciclos alifaticos adyacentes a las amidas propuestas, con el objetivo de mejorar la solubilidad acuosa
de los compuestos respecto a sus contrapartes aromaticas. Ademas, se planteé la posibilidad de
estudiar la influencia del tamafio del ciclo en las propiedades experimentales de las moléculas.

Respecto a los valores de energia de union, las moléculas disefiadas se contrastaron con la molécula
A, encontrada con el estudio previo de cribado virtual y utilizada como punto de partida para el disefio
de nuevos inhibidores de AKT; ademas de compararse con la molécula B, utilizada para encontrar
un nuevo fragmento para la generacion 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 comprobd que el nuevo
fragmento de pirimidina presente en la molécula B podria ser equivalente al de la molécula original.

B !
y 7 N._O
(0] A 0

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

Al comparar los resultados de energia de unién de las moléculas A y B con las nuevas moléculas
propuestas (Tabla 2), se encontré que las Ultimas no presentan una diferencia significativa de
energia de unién con AKT1. A pesar de ello, se observd una aparente selectividad por las isoformas
AKT1 y AKT3, lo cual podria ser de utilidad para mejorar sus propiedades farmacoldgicas; 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 conservé las interacciones
antes mencionadas con Glu234/236 y Lys160/158 en las isoformas de AKT2 y AKT3,
respectivamente. El compuesto disefiado con ciclopropilo como sustituyente también conservo esas
interacciones con la isoforma AKT2, mientras que el resto de las moléculas no lo presentaron. Sin
embargo, se observdé una nueva interaccion entre el fragmento propuesto y el residuo
Asp439/440/439 en la mayoria de los casos. Estos resultados motivaron la sintesis de los nuevos
compuestos.

En cuanto a los resultados obtenidos con el servidor SwissTarget®®, cuya predicciéon se basa en
busqueda por similitud, las cuatro amidas propuestas presentaron probabilidad de actuar contra una
cinasa como blanco terapéutico. EI compuesto con la amida adyacente al ciclopropilo en posicién 4
present6 el 40% de actuar frente a algun tipo de cinasa; el compuesto con ciclobutilo present6 el
20%; el ligando propuesto con ciclopentilo un 53%; finalmente, el compuesto con ciclohexilo como
sustituyente mostro el 60% de probabilidad. Todos los compuestos presentaron a las tres isoformas
de AKT como las dianas més probables.
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Tabla 2. Valores de energia de union de moléculas disefiadas evaluadas contra las isoformas de AKT

O NH

R

AKT1 AKT?2 AKT3
R AGouni()n * AGounién * AGouni()n *
(Kcal/mol) Cluster (Kcalimoly ~ Cluster (Kcal/mol) Cluster
: %_ -10.21 57 -9.96 61 -10.35 33
DLP3
N -10.41 50 -9.59 50 -10.72 39
DLP4

ﬁﬁz -10.68 63 -10.28 68 -11.18 45

Qﬁ’ -11.66 24 -10.79 63 -9.55 18

*Basado en un total de 100 corridas.

Ademas de los resultados anteriores, se predijeron también distintas propiedades estructurales de
interés con el servidor Swiss ADME®, tales como: peso molecular (PM), donadores de hidrégeno
(DPH), aceptores de hidrégeno (APH), enlaces rotables (EnR), area polar superficial topolégica y
logaritmo del coeficiente de particion (logP) (Tabla 3). Estas propiedades se utilizaron para la
prediccion de la biodisponibilidad oral, basandose en las reglas de Lipinski (PM < 500, DPH < 5, APH
<10y logP =< 5), Egan (0 <tPSA <132, -1 <logP < 6) y Veber (ER =< 10, tPSA < 140).

Ninguno de los compuestos propuestos cumplié con las reglas de Egan debido a su area polar
superficial (tPSA), que en todos los casos fue igual a 135.20 A% No obstante, se cumplieron con
todas las reglas de Lipinski y Veber. En cuanto a la solubilidad, puede observarse que el aumento
del tamafio del ciclo alifatico es inversamente proporcional con el valor de la prediccion; sin embargo,
todos son superiores al calculado para la molécula B, de 18.8 mg/L. Los calculos anteriores sugieren
gue las nuevas piridinas disefiadas podrian tener la misma o mayor actividad que los compuestos
estudiados con anterioridad, ademas de la posibilidad de mejora de sus propiedades farmacoldgicas.
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Tabla 3. Propiedades moleculares de los compuestos propuestos para la sintesis

Cy
Oy NH
| D % \F x{o YO
0 NN
P DLPR3 DLPR4 DLPR5 DLPR6
NN
H
Clave PM (g/mol) LogP* tPSA (A2 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
DLPRS5 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 quimica
7.2.1 Sintesis de los intermediarios AM3-AM6

Para la obtencién de las amidas correspondientes a los intermediarios AM3-AM6, se planted la
retrosintesis a partir del acido 2,6-dicloropiridin-4-carboxilico y las aminas ciclicas alifaticas
correspondientes (Esquema 8). En primera instancia, se plante6 el uso de agentes acoplantes para
la activacion del acido carboxilico. En ese sentido, se realiz6 un pequefio estudio tomando a la
ciclohexilamina como ejemplo, con distintos agentes, disolventes y una base organica, en caso
necesario (Tabla 4).

¢l | OH &?

+ Cy-NH2 _ >

AM3-AM6
Esquema 8. Obtencién de las amidas intermediarias AM3—-AM6.

Tabla 4. Condiciones de reaccion utilizadas para la formacion de las amidas intermediarias

Experimento Disolvente Agente acoplante Base Tiempo de reaccion Rendimiento
1 CHsCN cbolr e 15h 80%
2 CHzCl2 PyBOP NMM 35h 63%

3 CH2Cl2 6{0]\Y/[V] NMM 2h 21%
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Al observar los resultados, se determin6 que la mejor opcién de agente acoplante era el CDI. Esto
debido a que el tiempo de reaccion fue el mas corto, ademas de que proporcioné al compuesto de
interés con mayor pureza respecto a PyBOP y COMU, aunado a que es un reactivo economico. El
montaje de la reaccion requiere atmosfera libre de humedad para evitar la hidrdlisis del CDI, este se
mezcla en primera instancia con el acido carboxilico para activarlo y formar un buen grupo saliente
(Esquema 9). Ademas, se establecié que para la formacion del intermediario imidazolido se requiere
una temperatura de 50 °C, la cual debe disminuirse antes de la adicion de la ciclopropilamina debido
a su bajo punto de ebullicién.
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Esquema 9. Mecanismo de reaccidn de la formacion del imidazélido.

Los rendimientos obtenidos para las cuatro cicloalquilaminas utilizadas fueron cercanos al 90%
después del proceso de purificacion, el cual resulté sencillo. En el caso de la ciclohexilamina, la
purificacion del crudo de reaccion se realizd con extracciones liquido-liquido con AcOEt y una
dilucion acuosa de HCI a pH=5. No obstante, los productos obtenidos con las reacciones de
ciclobutilamina y ciclopropilamina presentaron algin grado de solubilidad acuosa, por lo que la
recuperacion del producto por este método disminuy6 significativamente. Esta fue la razén por la
cual las purificaciones de los demas productos se realizaron mediante cromatografia en columna.

La caracterizacion de los intermediarios AM3—-AM6 mediante RMN *H (Espectros 11-29, 33, 37 y 41)
mostré una sefal aromatica simple en 7.55 ppm, que integra para los dos hidrogenos del ndcleo de
piridina. Se observo también la sefial del grupo NH de la amida que intercambia con éxido de
deuterio en 6.01-6.57 ppm, la sefial se desplaz6 a campo mas bajo conforme el tamafio del ciclo
alifatico disminuyé. La sefial del hidrégeno del ciclo alifatico adyacente al grupo amida se encontrd
alrededor de 3.93-4.53 ppm; la excepcion fue el intermediario AM3, el cual se observé en 2.89 ppm,
evidencia de las diferencias electrénicas que presenta el sustituyente ciclopropilo.®®

Mientras que, en los espectros de *C (Espectros 11-30, 34, 38 y 42), se observo el nimero de
seflales aromaticas 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 sefiales del ciclo alifatico, los
intermediarios AM4-AM6 presentaron las sefiales del carbono unido directamente al grupo NH
alrededor de 45.70-52.40 ppm y las sefiales de los carbonos restantes del ciclo en 15.35-33.10
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ppm. Por otro lado, el intermediario AM3 presento las sefales anteriores en 23.61 ppm y 6.92 ppm,
respectivamente.

En cuanto a los espectros de IR (Espectros 1I1-31, 35, 39 y 43) se destacan las sefiales
pertenecientes a la vibracion N-H en 3263.74-3273.53 cm™ y las caracteristicas del grupo C=0 de
la amida en 1640.56-1643.97 cm™. Finalmente, en los espectros de masas de los compuestos
(Espectros 11-32, 36, 40 y 44), pueden observarse los iones moleculares de los intermediarios.
Particularmente, se detect6é que de la pérdida del ciclo alifatico resultd 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 observo 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 isotopia del cloro.

7.2.2 Sintesis 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 sintesis del intermediario BXN comenzé con el 4-bromo-2-nitrofenol como materia prima,
el cual se hizo reaccionar con a-bromoacetato de etilo (Esquema 10) para llevar a cabo una
sustitucién nucleofilica Sn2, en medio basico (1.5 equivalentes de K.CO3) y acetona como disolvente.
Se obtuvo un alto rendimiento y el producto se identificé estructuralmente mediante varias técnicas.
El espectro de RMN H (Espectro II-1) mostré tres sefiales en la regién de los aromaticos, cada una
representa uno de los hidrégenos correspondientes al anillo. Se observa también la sefial del
metileno adyacente al grupo carbonilo en 4.98 ppm, ademas de sefiales caracteristicas del etilo: una
sefal cuadruple en 4.21 ppm y una triple en 1.24 ppm.

Br NO,
Br\©iN02 o K,COj \©i
+ B VT o)
Br\)J\ PN Acetona 0 ~
OH O 50 °C /\fg

1
Esquema 10. Reaccion de sustitucién nucleofilica para la obtencién de 1.

Por otro lado, en el espectro de 3C (Espectro II-2) se confirmé la presencia de un carbono alifatico
en 14.44 ppm; de carbonos unidos a heteroatomo en 61.99 ppm y 66.84 ppm, correspondientes a
los metilenos adyacentes al oxigeno y al carbonilo, respectivamente. Ademas, se observo la sefal
caracteristica de carbonilo en 168.37 ppm. El espectro de IR (Espectro 1I-3) mostrd también la banda
caracteristica del carbonilo del éster en 1747.67 cm™ (Vc=o éster).

Tras confirmar la obtencion del producto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1), se realiz6 una
reduccion quimica con Fe® en presencia de acido acético glacial. De esta reduccién quimica resulta
un grupo amino, el cual puede atacar intramolecularmente al éster etilico, resultando una ciclacion
en tdndem (Esquema 11). Esta metodologia de reduccién quimica tiene como ventaja la posibilidad
de evitar reacciones de hidrogendlisis que comprometan al haldgeno presente en la molécula, lo
cual sucederia en el caso de utilizar catalizadores como Pd/C.
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Esquema 11. Reaccidn de reduccion-ciclacién para la obtencion de 2. Se muestra entre corchetes el
intermediario con la reduccion del grupo nitro antes de la ciclacién.

La obtencién del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2) se comprob6é mediante RMN
IH (Espectro 1I-5), donde se observo la desaparicion de las sefiales alifaticas correspondientes al etilo
del éster presente en 1; ademas de la aparicion de una sefial que intercambia con DO, correspondiente
al NH de la amida en 9.74 ppm. En el espectro de *C (Espectro 1I-6) igualmente se confirmé la
ausencia de sefiales de carbonos alifaticos y se observé solamente el carbono correspondiente al
metileno adyacente a la amida en 67.83 ppm, asi como la sefial caracteristica del grupo carbonilo en
165.24 ppm. En IR (Espectro 1I-7) se observaron las bandas del NH de amida secundaria en 3340.01
cm™ (vn-n), Y del grupo carbonilo en 1677.37 cm™ (Vc=0 amida)-

Posteriormente, el compuesto 2 se utiliz6 como materia prima para una borilacion 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 atmdsfera de nitrégeno. Después de la purificacion del compuesto se
obtuvo un rendimiento del 71.9%. Al observar el espectro de RMN H (Espectro 11-9) se detect6 en
1.28 ppm la sefial caracteristica de los metilos adyacentes al enlace B-O, la cual integré para doce
hidrégenos.

/O Pd(dppf)Cl,-CH,Cl, \ H

O’B N (0]
/ N 1,4-Dioxano f
H 120 °C

@)
2 BXN

Esquema 12. Borilacién de Miyaura para la obtencién del éster borénico BXN.

Asimismo, en el espectro de *C (Espectro 11-10) se observé la sefial correspondiente a los metilos
alifaticos en 25.16 ppm, ademés del carbono cuaternario unido a dichos metilos en 84.51 ppm. En
el espectro de IR (Espectro II-11) se encontraron las bandas caracteristicas del grupo N-H de amida
en 3360.17 cm™ (vn.n), del grupo carbonilo de amida en 1690.49 cm™ (Vc-0 amida) Y del enlace B-O en
1349.45 cm (vg.0). Finalmente, en el espectro de masas (EM) (Espectro 11-12) se detecté el [M+H]*
en 276.1400, concordante con el calculado [M+H]*: 276.1402, confirmando la obtencién del
compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN).

38



RESULTADOS Y DISCUSION

7.2.3 Sintesis de |la serie DLPMB

Una vez obtenido el éster borénico BXN, se continud la ruta de sintesis 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 clasicas del acoplamiento. Previamente, en nuestro grupo de
investigacion, se exploraron condiciones de monoacoplamiento con el haluro de arilo
correspondiente, 0.7 equivalentes del compuesto BXN, Pd(PPhs). como fuente de paladio y K.CO3
como base en un medio de CH3;CN/H2O 4:1 bajo condiciones de calentamiento asistido por
microondas (MW, 170 °C, 40 minutos).5®

Cy

0 K,CO, OxNH
CINF N, _ PA(PPh)y
| H N
N f TowFmo I H o
i 90 °C CI” "N f

AM3-AM6 BXN DLPMB3-DLPMB6
Esquema 13. Acoplamiento de Suzuki para la obtencién 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 reaccion y evitar la formacion colateral del producto disustituido del
nacleo de piridina, se llevd a cabo la reaccion de acoplamiento cruzado con calentamiento
convencional y utilizando DMF/H-0 4:1 como disolventes. La presencia de la atmédsfera de nitrégeno
fue fundamental ya que el catalizador de paladio utilizado es sensible al oxigeno. El mecanismo de
reaccion del acoplamiento de Suzuki se muestra en el Esquema 14.

Otra estrategia que se utilizé para minimizar la formacion del producto doblemente sustituido
correspondi6 a la adicion de una disolucion del éster borénico BXN mediante un embudo de adicion.
Es decir, los reactivos necesarios para el acoplamiento de Suzuki-Miyaura no estuvieron en contacto
desde el inicio de la reaccion. De esta forma, se intentaron favorecer los pasos de adicion oxidante
y metatesis, poniendo en contacto a la amida intermediaria correspondiente (haluro de arilo; AM3—
AMBG6) con la base y la fuente de paladio.

Una vez que estos reactivos estuvieron en agitacion, se adicion6 el organoborano y se completo el
volumen utilizado para la obtencién de una dilucién alta (1.1 mmol de materia prima en 25 mL). Se
piensa que la alta diluciéon disminuye la probabilidad de colision entre moléculas, lo cual podria
favorecer el monoacoplamiento. Tras afiadir completamente la disolucion del intermediario BXN, se
inicio el calentamiento de la mezcla de reaccion 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 purificacion.
Esto podria deberse, en parte, a las posibles reacciones de homoacoplamiento del compuesto de
organoboro. Sin embargo, gran parte de la disminucién del rendimiento se debe al mismo proceso
de purificacion. Esto es, porque los compuestos de la serie DLPMB presentan moderada solubilidad
en disolventes organicos como el AcOEt.
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Esquema 14. Mecanismo general del acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura.8

Una vez purificados los compuestos, se corroboré su estructura mediante la asignacion de sefiales
de RMN 'H y 3C, la cual se realizé 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 elucidacién
del compuesto DLPMB5 (Figuras 19-21). En primera instancia, en el espectro de RMN *H (Espectro
11-57) se detectaron sefiales multiples correspondientes al ciclo alifatico en 1.51-1.95 ppm. Asimismo,
se identific6 otra sefial multiple centrada en 4.24 ppm, que integré para 1H, correspondiente al
hidrogeno del ciclo alifatico unido directamente al -NH.

A la par, se observé una sefial simple en 4.66 ppm, que integr6 para 2H, correspondiente a la sefal
del metileno presente en la benzoxazinona. De este mismo grupo se identificaron sefales
correspondientes a hidrégenos aromaticos: una sefial doble en 7.09 ppm y una sefal multiple de
7.68 a 7.71 ppm que integré para 2H. Se encontraron también sefiales dobles en 7.75 ppm y 8.16
ppm, cada una de las cuales integré para 1H, correspondientes al nlcleo de piridina. Finalmente, se
asignaron dos sefiales que disminuyeron al intercambiar con DO, en 8.73 ppm y 10.83 ppm, cada
una integr6 para 1H y corresponden con los grupos -NH de la molécula.

Para determinar la asignacion de los hidrégenos alifaticos, asi como de los grupos -NH de cada una
de las amidas se observé el experimento COSY (Espectro 11-58). En este se encontraron
correlaciones de la sefal en 4.24 ppm con la sefial multiple en 1.90 ppm y la sefial doble en 8.73
ppm. La primera correlacion correspondio a la existente entre el hidrégeno alifatico que se encuentra
adyacente al grupo amino (4.24 ppm) y el resto de los hidrogenos alifaticos presentes en el ciclo. La
segunda correspondié a la correlacion existente entre el mismo hidrégeno en 4.24 ppm vy el
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hidrogeno del -NH; confirmando que la sefial en 8.73 ppm pertenecié a la amida presente en la
posicién 4 de la piridina. Por lo tanto, la sefial en 10.83 ppm se asigné al -NH de la benzoxazinona

(Figura 19).
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Figura 19. Espectro RMN *H del compuesto DLPMB5. Se muestra la asignacion de sefiales.

Una vez determinadas las sefiales correspondientes a cada uno de los protones presentes en el
compuesto, se procedié a analizar el espectro HSQC (Espectro 11-60), que mostré la correlacion H-
C a un enlace de distancia, para la asignacion de las sefales encontradas en el espectro de RMN
13C (Espectro 11-59). De esta forma, se encontré que las sefiales en 23.73 ppm y 32.06 ppm
pertenecieron al ciclo alifatico; asi como la sefial en 51.29 ppm correlaciond con el carbono
adyacente al grupo -NH de la amida en posicion 4 de la piridina (Figura 20).

Después, se asigno la sefial presente en 66.81 ppm, caracteristica del metileno de la benzoxazinona.
Posteriormente, se observl un grupo de 11 sefiales aromaticas, 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 nucleo de piridina. Posteriormente, la sefial en 116.59
ppm correlacioné con el C-14 del nicleo de benzoxazinona (Figura 20).

Para completar la asignacion de las sefiales, se recurrié al experimento HMBC, el cual permitid
observar la correlacion heteronuclear a mas de un enlace de distancia. Se comenzé con las
interacciones observadas entre la sefial de 4.66 ppm (H-19) y las sefales en 146.20 ppm y 164.49
ppm (Figura 21); de esto se concluyo que la primera correspondié con el carbono cabeza de puente
de la benzoxazinona, méas cercano al metileno (C-15). Mientras que, la sefial en 164.49 ppm
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pertencio al carbono carbonilico de la misma benzoxazinona (C-20). Con lo anterior, se asigné la
sefal en 162.96 ppm al otro grupo carbonilo presente (C-7).
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Figura 20. Experimento HSQC del compuesto DLPMB5. Se muestra la asignacion de sefiales.
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Figura 21. Experimento HMBC del compuesto DLPMB5. Se muestran algunas de las correlaciones mas
relevantes utilizadas para la asignacion de las sefiales de 3C.
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Las correlaciones encontradas del protén H-14 de la benzoxazinona con la sefial en 127.79 ppm
permitié asignar esta Ultima al otro carbono cabeza de puente C-16. Mientras que, la relacion del
mismo H-14 con la sefial observada en 130.83 ppm correspondié con el carbono cuaternario de la
benzoxazinona unido a la piridina; esto porque también se encontré correlaciéon con la sefial de *H
en 8.16 ppm, que corresponde al H-5 del nucleo de piridina. Para terminar la asignacion de los
carbonos pertenecientes al sustituyente de tipo benzoxazinona, se observé la correspondencia del
protén del H-21 con la sefial en 114.11 ppm, perteneciente al C-17; por lo tanto, la dltima sefial en
121.90 ppm se asigno al C-13.

Quedando sin establecer Unicamente los carbonos cuaternarios del nucleo de piridina, el primero
gue se asigno fue el observado en 156.70 ppm, el cual correlacioné con la sefial de H-13 y 17, por
lo que correspondio6 con el C-4. La sefial en 156.70 ppm mostré interaccién con la sefial en 8.16 ppm
del H-5 de la piridina, por lo que se determind su pertenencia con el carbono cuaternario C-4 de ese
mismo nucleo. Finalmente, la Ultima sefial por asignar fue la de 150.58 ppm que pertenecié al otro
carbono cuaternario C-2.

Las sefiales del resto de los compuestos de la serie DLPMB se determinaron de manera similar a
la mostrada anteriormente como ejemplo. A continuacién, se muestra un resumen de las sefiales de
RMN !H y ¥C asignadas a los compuestos (Tablas 5y 6). Posteriormente, se observé la masa
esperada para las moléculas mediante espectrometria de masas (Espectros 1I-50, 56, 62 y 67).
Ademas, se encontraron las sefiales de los grupos funcionales caracteristicos en los espectros de
IR (Espectros 11-49, 55, 61 y 66), que incluyen: el grupo -NH en 3254.89-3309.28 cm, dos grupos
carbonilo en 1676.32-1689.84 cm™ y 1630.33-1655.51 cm™, ademas de sefiales caracteristicas
aromaticas de enlace C=N en 1526.78-1536.02 cm™ y 1489.56-1494.33 cm™™.

Tabla 5. Caracterizacion espectroscopica mediante RMN 'H de la serie DLPMB
Cy
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Tabla 6. Caracterizacion espectroscopica mediante RMN *3C de la serie DLPMB

Cy
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Compuesto  Seiial Ca en ppm Sefial Cb en ppm Sefial Cc en ppm Sefial Cd en ppm

DLPMB3 23.20 571 e

DLPMB4 44.79 29.91 1483 -
DLPMB5 51.29 32.06 2373 -
DLPMB6 48.78 32.21 24.80 24.44

7.2.4 Sintesis de [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1)

La retrosintesis del intermediario PYR se planteé originalmente para utilizar el éster borénico como
el organoborato en una posterior reaccion de Suzuki. Para obtenerlo se plantearon dos posibles
rutas, marcadas como A y B en el Esquema 15. La ruta A implicé la acetilacion de la 2-
aminopirimidina como primer paso, posteriormente la bromacion para obtener la N-(5-
bromopirimidin-2-il)acetamida (4). Por otro lado, la ruta B requirié la obtencion de la 2-amino-5-
bromopirimidina como primer paso y la posterior acetilacion para acceder al compuesto 4.

e

9/? N Br
TS AT
T PR 4 BN )N'\/j

H,N N
Esquema 15. Retrosintesis de N-(5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR).

Se comenzé explorando la ruta A, con la 2-aminopirimidina como materia prima. La primera reaccion
correspondié a una acetilacion, utilizando cloruro de acetilo en presencia de piridina y diclorometano
como disolvente. La obtencién del producto se comprobé mediante RMN H (Espectro 1), en el que
se observa la sefial en 2.18 ppm correspondiente al metilo del acetilo, una sefial aromética que
integra para dos hidrégenos correspondiente a los vecinos del nitrdgeno, otra sefial aromética
correspondiente al otro hidrogeno de la pirimidina y finalmente, la sefial en 10.50 ppm que
corresponde al -NH de la amida.

Sin embargo, el rendimiento de la reaccion fue muy bajo (~10%), por lo que se descarté esta
metodologia. Se intentd realizar la misma transformacién con anhidrido acético, obteniéndose un
rendimiento de ~20%. Debido a los bajos rendimientos observados, se exploro la ruta B. La primera
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reaccion fue la bromacion de la 2-aminopirimidina con N-bromosuccinimida, en presencia de acetato
de amonio como catalizador.
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Espectro 1. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm) del compuesto N-(pirimidin-2-il)acetamida.

Se ha propuesto que la NBS en presencia de NHsOAc genera Br, y HBr en el medio de reaccion;
debido a que el NH4sOAc puede disociarse en NHs* y OAC, se genera NHz y AcOH después de una
transferencia de protén. La NBS podria reducirse para formar Br,, succinimida y N.. La posterior
reduccion del Br; por el NH3 podria originar HBr y N2. La presencia del HBr podria polarizar el enlace
N-Br de la NBS y facilitar la bromacién.%*%

Se observé la formacion 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 eleccion para continuar con la sintesis del éster
borénico PYR (Esquema 15). Se comprobé la transformacion de la materia prima con el espectro
de RMN H (Espectro 11-13), en el cual se asigné una sefial en 6.90 ppm, que integra para los dos
hidrégenos aromaticos de la pirimidina y la sefial del grupo amino en 8.30 ppm, la cual intercambia
con D20.

Una vez obtenida la 2-amino-5-bromopirimidina, se continué con la reaccion de acetilacion,
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 H (Espectro 1I-17) se comprobd la presencia del metilo adyacente al enlace
amida, con una sefial en 2.15 ppm que integra para tres hidrégenos. En el espectro de *C (Espectro
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[1-18) se observo una sefial en 24.61 ppm, perteneciente al mismo metilo; ademas de la sefal
caracteristica del grupo carbonilo en 168.77 ppm.

Por otra parte, se realizaron ensayos con la 2-amino-5-yodopirimidina para la obtencién del éster
borénico PYR. Con dicha materia prima se requieren dos reacciones: una acetilacién y una borilacion
de Miyaura (Esquema 16). La ventaja de este sustrato es la presencia de un mejor grupo saliente
para la reaccion de borilacion, no obstante, se presentaron varias desventajas experimentales como
la pureza del sustrato y reactividad de este en la reaccion de acetilacion.

H

? O N ! N !
iNi/Nj/B o )J\N)l\/"‘j/ — HzN)l\/Nj/
H

Esquema 16. Retrosintesis del éster bordnico PYR, a partir de 2-amino-5-yodopirimidina.

Se comprobd6 que la materia prima no se encontraba pura de origen con ccf, por lo que el compuesto
se purific6 mediante cromatografia en columna previo a la reaccion de acetilacion. Una vez lista la
materia prima, se volvid a intentar la reaccion; sin embargo, tampoco se completé con las
condiciones encontradas para el sustrato bromado. Se exploraron algunos disolventes (CH.Cly,
AcOEt), no obstante, la solubilidad del compuesto resulté ser muy baja, lo que repercutid
directamente en la transformacion del sustrato al producto de interés.

Debido a lo expuesto anteriormente, la borilacion de Miyaura se continué con el compuesto 4,
obtenido por la ruta B antes expuesta (Esquema 17). Se llevo a cabo la reaccion con las mismas
condiciones descritas para la obtencién del anterior éster borénico (Esquema 12), con 1.1
equivalentes de diborobis(pinacolato), 5% mol de Pd(dppf)Clz-CH2Cl> como fuente de paladio y tres
equivalentes de AcOK bajo atmésfera de nitr6geno. La obtencién del producto deseado PYR se
comprobd con las sefiales de RMN caracteristicas de los metilos adyacentes al enlace B-O,
presentes en 1.31 ppm, que integran para 12H (*H, Espectro 11-21) y en 24.64 ppm (*3C, Espectro

11-22).
?\LOF AcOK o
B~ Pd(dppf)Clp*CH,Cl,
B\

o Nl/j/ Br z
+ <
)J\N)\N/ o 1,4-dioxano i )N|\/j/ ©
H N~ N
PYR

o 120 °C
T H
4

Esquema 17. Borilacién de Miyaura para la obtencién del éster borénico PYR.

El éster borénico PYR present6 dificultades para su purificacion, debido principalmente a su baja
solubilidad en varios disolventes organicos incluyendo: 1,4-dioxano, acetona, acetato de etilo y
etanol. Considerando que esta problemética podria influir en el posterior acoplamiento de Suzuki, el
compuesto PYR se sometio a una reaccion de fluoracién con un exceso de KHF, en una mezcla de
MeOH/H,0 para la obtencion de la sal de trifluoroborato de potasio correspondiente (Esquema 18).
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Esquema 18. Reaccion de fluoracién del éster boronico para la obtencion del intermediario PYR1.

Para la purificacion de la sal de trifluoroborato PYR1, se realizaron lavados de MeOH/H20 1:1 debido
a que se ha reportado anteriormente que el pinacol liberado durante el curso de la reaccién forma
un azedtropo con el agua, el cual puede ser removido con destilacion a presion reducida con un
rotaevaporador.®? El sélido obtenido después de realizar la destilacion azeotrépica se extrae varias
veces con metanol, concentrando la fase organica a presién reducida. Esto con la finalidad de
eliminar el exceso de KHF,, asi como el KF producido durante el curso de la reaccién.

Para tratar de minimizar el nUmero de extracciones, se realizo el procedimiento con acetonay etanol,
sin embargo, el metanol presenté mejores resultados. La transformacion se verific6 con RMN *H
(Espectro 11-25), con una sefial aromatica en 8.63 ppm que integré para los dos hidrégenos del
nacleo de pirimidina y otra sefial en 2.21 ppm que representd a los tres hidrégenos del metilo
adyacente al grupo amida. En RMN*3C (Espectro 11-26) se encontraron los mismos grupos: el metilo
en 23.63 ppm, los carbonos arométicos en 161.36 ppm; ademas del carbono aromatico cuaternario
unido al grupo amida en 155.23 ppm y el del grupo carbonilo en 173.39 ppm.

Se realizé también el espectro de RMN *°F (Espectro 11-27) donde se observé una sefial cuadruple
en -143.61 ppm, correspondiente al desplazamiento obtenido anteriormente para otras sales de
trifluoroborato; ademas de observar el acoplamiento *B-'°F con una J=15.05 Hz, cercana a la
reportada en la literatura de 14.6 Hz cuando el disolvente es D,0.% En cuanto al espectro de IR
(Espectro 11-28), se detectaron sefales caracteristicas del enlace B-F en 1382.69 cm™ (vg.f),
ademas de las ya observadas para el grupo NH en 3223.58 cm™ (vn.1) Y el grupo carbonilo 1688.84
cm? (Vc=0 amida).

7.2.5 Sintesis de la serie DLPMP

Una vez obtenidos los compuestos de la serie DLPMB y el compuesto de organoboro PYR, la ruta
de sintesis para la obtencién de las piridinas trisustituidas disefiadas, se continu6é con un segundo
acoplamiento de Suzuki-Miyaura (Esquema 19). Para establecer una metodologia adecuada para
esta reaccion, se probaron distintas condiciones para acceder a los compuestos de la serie DLPR,
mostrados en la Tabla 7.

H
© N\Cy B/OJ% KzCO3

“ s 0 NX°0 _ Pd(PPhg)s _ S
| P H o )LN)'\N/ DMF/H20 N/

cl” N j? H 70 °C T
DLPMB O PYR DLPR

Esquema 19. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura propuesto para la sintesis de los compuestos disefiados 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 excepciéon de la proporcion del derivado de
organoboro utilizado que se aument6 de 0.7 a 1.2 equivalentes. Ademas, la temperatura se elevo
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 decidié aumentar
la carga catalitica (condiciones B).

Tabla 7. Condiciones de reaccién empleadas para el segundo acoplamiento de Suzuki-Miyaura

0,
Condiciones Compuesto de Base /O.de Temperatura Tiempo Resultado
organoboro* catalizador
25eq 0 R Materia prima
A 1.2 eq PYR K>COs 5% mol 90 °C 24 horas recuperada
3e ~20% de
B 1.2 eq PYR d 10% mol 90 °C 24 horas = materia prima
K>COs3 .
consumida
3e ~25% de
C 1.2 eq PYR g 10% mol 90 °C 72 horas  materia prima
K2COs3 .
consumida
D 1.2 eq PYR 3eq 10% mol 100°C 72 horas Mezcla
K2CO3 compleja
E 1.2 eq PYR 3eq 10% mol 100°C 48 horas Mezcla
Cs2CO3 compleja
F 12eqPYRT 2% 10%mol 100°C 48 horas Mezcla
K2COs compleja
25eq R Mezcla
G 2.5eq PYR1 10% mol 100 °C 48 horas .
K2CO3 compleja

*Las primeras pruebas se realizaron con el éster borénico PYR, para después utilizar su sal de trifluoroborato
correspondiente PYR1.

Tras el aumento del porcentaje de catalizador, se estim6 con ccf la transformacion de las materias
primas; sin embargo, la proporcion de los compuestos de partida siguidé siendo alta. Por ello, se
aumenté el tiempo de reaccion para favorecer la transformacion observada previamente
(condiciones C). Se obtuvo una transformacion ligeramente mayor que en las condiciones anteriores;
no obstante, el porcentaje cualitativo no aumenté drasticamente.

Para beneficiar el curso de la reaccién, se aument6 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 K.COs; por Cs;COs; puede ayudar al curso del ciclo catalitico,
mediante la transformacion més eficiente del éster borénico a su boronato correspondiente. Por esa
razon, se cambio la base utilizada por Cs,COs3 con los mismos equivalentes (condiciones E). Como
resultado no se observo diferencia respecto al uso del K2COs.

Derivado de los resultados negativos hasta el momento, surgio la hipétesis de que la baja solubilidad
del éster borénico PYR podria dificultar el curso de la reaccién, al no disolverse completamente en
el medio de reaccion. Para solucionar esto, se probo 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 reaccion (DMF/H.0 4:1).
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Como la transformacién observada a 90 °C no fue significativa, se decidié hacer la reaccion con
PYR1 a 100 °C; no obstante, estas condiciones (F, Tabla 7) tampoco permitieron la obtencién del
producto esperado. Una posible causa podria 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 catalitico.®”*® 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 sintesis se modificd. Asi, se planteé la obtencién 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 obtencion
de resultados exitosos previos con distintos sustratos en nuestro grupo.

o N
H ~C
Os__N. K2CO3 Y
Cy /j/BFsK __Pd(PPhg), _ | A
X )\ T DMFH,0 PN
| 70 °C cl” N | N O
—
oW A
AM3-AM6 PYR1 H

Esquema 20. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura para la obtencion de compuestos monoacoplados a partir de
PYR1y las amidas precursoras.

Las pruebas de condiciones de reaccién se iniciaron con la sal de trifluoroborato PYR1, debido a lo
expuesto anteriormente sobre la solubilidad que presentaron los derivados de pirimidina. Se inicid
con 0.7 equivalentes de dicho compuesto, 5% mol del catalizador Pd(PPhs). y 70 °C (A, Tabla 8);
condiciones que fueron exitosas en el primer monoacoplamiento realizado (serie DLPMB).

Tabla 8. Condiciones de reaccion empleadas para el acoplamiento de Suzuki-Miyaura. Se invirtio el orden
del acoplamiento cruzado planteado en la ruta de sintesis seguida hasta este punto.

0
Condiciones Compuesto de Base /O.de Temperatura  Tiempo Rendimiento
organoboro catalizador

2.5eq R

A 0.7 eq PYR1 5% mol 70 °C 24 horas ~30%
K>CO3
25eq R

B 1.5eq PYR1 5% mol 70 °C 36 horas ~45%
KoCOs3

No obstante, la transformacién no fue significativa, probablemente debido a los equivalentes de sal
de trifluoroborato, como se mencioné en la seccién precedente. De esta forma, se aumentaron los
equivalentes del derivado de organoboro y se amplié el tiempo de reaccién (B, Tabla 8). Con estas
condiciones de reaccién se obtuvo un producto mayoritario, el cual fue de facil aislamiento mediante
cromatografia flash.

Sin embargo, al observar el espectro de RMN !H se determiné que las sefiales del compuesto
aislado no correspondian con la estructura esperada, al no observarse las sefiales caracteristicas
del nacleo de benzoxazinona. Con ayuda del espectro de masas por impacto electronico (Espectro
2) se elucid6 que el compuesto aislado era resultado de la sustitucion nucleofilica aromatica (SnA)
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de la dimetilamina, producto de descomposicion de la DMF utilizada como disolvente en el medio
de reaccion.
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Espectro 2. EM (IE, [M*], m/z) del compuesto 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida
(DLPMP®).

En el Espectro 2 pudo notarse el ion molecular del espectro en 281 m/z que correspondié con la
masa calculada para el compuesto DLPMP6; ademas pudo observarse la isotopia del cloro, con el
pico caracteristico en 283 m/z. Las rupturas principales son resultado de la pérdida del grupo amino
unido al ciclo alifatico para la formacion del ion acilio y la posterior descarboxilacion.

Con las condiciones de reaccién encontradas se originé la serie DLPMP, la cual se eligié evaluar
biolégicamente, como prueba de la importancia de los sutituyentes de las piridinas en las posiciones
2y 6 para su actividad. Esto debido a que se ha predicho que el sustituyente de tipo benzoxazinona
es crucial para la interaccion de los compuestos con las isoformas de AKT; no obstante, en nuestro
grupo no se ha evaluado ninglin compuesto que no presente dicho sustituyente.

Una vez obtenidos los compuestos de la serie, se caracterizaron con los espectros de RMN Hy 3C
de manera similar a la ejemplificada con los compuestos pertenecientes a DLPMB. En las siguientes
tablas (Tabla 9y 10) se presenta un resumen de las principales sefiales de las moléculas analizadas,
donde se observé nuevamente que DLPMP3 posee desplazamientos distintos a los de sus
contrapartes alifaticas.

En los espectros de masas (Espectros 1I-73, 79, 85y 91) se encontré la masa esperada para todos
los compuestos de la serie. Ademas, en los espectros de IR (Espectros 1I-72, 78, 84 y 90) se
observaron sefiales pertenecientes a los grupos funcionales caracteristicos: el grupo -NH en
3291.83-3279.55 cm, el grupo carbonilo de amida en 1633.63-1637.43 cm™ y sefiales aromaticas
de enlace C=N en 1595.12-1598.36 cm™* y 1520.90-1527.11 cm™.

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas realizadas para el acoplamiento de Suzuki que
incorporaria al sustituyente derivado de pirimidina, arrojaron distintos problemas que sugieren la
necesidad de cambiar las condiciones utilizadas. De la sustitucién nucleofilica que realizé 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 reaccion, podrian
ser las principales causas que promueven dicha sustitucion.
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Tabla 9. Caracterizacion espectroscépica mediante RMN *H de la serie DLPMP

Cy
O~ _NH
&
~
cl” >N N7

Cy=

R

MP6
| 3.05 ppm
Compuesto Sefial H1 Sefial H5 Sefial NH Sefial Ha Sena!es de! r’efsto del
ciclo alifatico
8.59 ppm (d, 2.82 ppm (m, 0.55-0.59 ppm, 0.68—
DLPMP3 ~~ 6.88ppm  €.88PPM 5 _36017) 3= 8.04, 4.04Hz) 0.73 ppm
SLpyps | 6:92PPM (A, 6.90ppm (d, 8.75ppm (d,  4.37 ppm (m, 12'6131_ 1'7; pzpr1n7,_22.02(;—
J=0.85Hz) J=0.96Hz) J=7.35H2) J= 8.04Hz) L Pbm, £ 272
ppm, 3.05 ppm
1.48-1.58 ppm, 1.65—
DLPMP5  6.93ppm  6.89ppm  SAPPM s 423 pom 173 ppm, 1.84-1.92
J=7.22Hz)
ppm, 3.05 ppm
6.92 ppm (d, 6.89 ppm (d, 8.37 ppm (d, g 1.19-1.87 ppm, 3.05
DLPMPG 1 083Hz)  J=092Hz)  J=7.86Hz) 00 /6 PPM ppm

Tabla 10. Caracterizacién espectroscopica mediante RMN 13C de la serie DLPMP

Cy
@) NH
Cy= c c
145.8 ppm__ 7 /102.6 ppm b b c b . g
X
107.5ppm” [ ]/ 159-06 ppm i{A b i — £> i ]
—
CI)NT N7 L -
j | MP3 MP4 MP5 MP6
148.6 ppm )
37.72 ppm
Compuesto Sefial C7 Sefial Ca Sefial Cb Sefial Cc Sefial Cd
DLPMP3 165.28 ppm 23.06 ppm 565ppm | -
DLPMP4 163.05 ppm 44.60 ppm 29.90 ppm 1476 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 podrian estar afectando al acoplamiento, se conservaron los 2.5
equivalentes de K,COs utilizados y la carga catalitica de Pd(PPhs)s en 5% mol. Se comenzd
comprobando que la temperatura era un factor crucial para la descomposicion de la DMF, que
eventualmente generé la dimetilamina en el medio de reaccion. Para ello, se llevé a cabo una
reaccion a temperatura ambiente y 1.5 eq de la sal de trifluoroborato PYR1 (condiciones A, Tabla
11), de la cual no se observé transformacion de las materias primas; esto comprobé que se necesita
temperatura elevada tanto para el acoplamiento de Suzuki como para la sustitucién observada.

51



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 11. Condiciones de reaccion empleadas para el segundo acoplamiento de Suzuki-Miyaura

Compuesto de

Condiciones Temperatura Disolvente Tiempo Resultado
organoboro

A 15eqPYRL  T.ambiente DMF/H,0 4:1 1 semana Sin
transformacion

- E—— 70 °C DMF/H.0 4:1 72horas | Sustitucion

nucleofilica

c 1.5 eq PYR1 70 °C 1,4-dioxano/H.0 4:1 72 horas Sin
transformacion

D 0.7 eq PYR 70°C DME/H,0 4:1 72 horas Sin
transformacion

E 1.5 eq PYR1 70 °C DME/H20 4:1 72 horas =il .,
transformacion

Posteriormente se comprobé que la presencia del compuesto de organoboro no fue fundamental
para la SnA (condiciones B), ya que se observé en ccf la formacioén del mismo producto de sustitucion
con la dimetilamina. Los experimentos se continuaron con distintos disolventes, primero se
reemplazé la DMF por 1,4-dioxano, conservando los 1.5 eq del compuesto PYR1. De esta mezcla
de reaccién se recuperaron las materias primas integramente, por lo que se decidié utilizar otro
disolvente.

Se realizaron dos pruebas adicionales sustituyendo la DMF por 1,2-dimetoxietano (DME), en una de
las cuales se sustituyo la sal de trifluoroborato utilizada hasta el momento, por su éster borénico
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
gue podria existir una deficiencia en la transmetalacién del ciclo catalitico que imposibilita la
obtencion de los compuestos deseados mediante el acoplamiento de Suzuki.

7.3 Evaluacién biolégica de las series DLPMB y DLPMP

La evaluacién biolégica de los compuestos obtenidos se realiz6 mediante un protocolo establecido
por el National Cancer Institute.®® La evaluacion de la sensibilidad de las lineas celulares frente a los
compuestos de la serie DLPMB y DLPMP se determiné a una concentracion de 25 uM, mientras
gue el compuesto GSK690693, reportado como un inhibidor frente a las tres isoformas de AKT se
evalu6 a una concentracion de 2.5 uM. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12 y en la
Gréfica 1, presentadas a continuacion.

Al observar los resultados de la Tabla 12, se establecié que la mayoria de los compuestos no
presenta actividad frente a la linea HCT-15, lo cual indica determinada selectividad. El compuesto
DLPMPS5 presentd una inhibicién baja frente a esta linea y el compuesto DLPMB4 destac6 en su
porcentaje de inhibicion.
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Tabla 12. Porcentaje de inhibicién de crecimiento celular de las series DLPMB y DLPMP a 25 uM
% de inhibicion del crecimiento celular

Compuesto
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 23.6x1.9 26.6x4.4 32.4+5.6 27.8+3.5 37.6£2.4 33.7£3.0
DLPMB5 22.2+2.0 27.8145.3 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 37.3t2.4 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 18.6x2.7 7.310.6
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 pM) 23.7+2.3 33.0+1.5 28.5+5.6 64.9+1.9 16.0x2.4 NC

NC: no citotoxico; PC-3: células cancerosas de préstata, DU-145: células cancerosas de prostata, 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 rifion de mono no cancerosas.

Citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas

®PC-3 mDU-145 mHCT-15 MCF-7 ®MDA-MB-231 = COS-7 -
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Grafica 1. Porcentaje de inhibicién de crecimiento celular de los compuestos de las series DLPMB y DLPMP,
ademas del inhibidor GSK690693.

La siguiente linea celular donde se observé menor inhibicion fue la MCF-7, donde la mitad de los
compuestos evaluados no presentd actividad. Dentro de la serie DLPMB, tres de las cuatro
moléculas presentaron moderada actividad; el aumento del tamafio del ciclo alifatico favorecié la
inhibicion de los compuestos DLPMB4 y DLPMB5. No obstante, la tendencia no se siguio con el
compuesto DLPMB6, lo cual podria estar asociado al mayor nimero 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 fisicoquimica como la solubilidad, la cual fue menor entre mayor fuera el tamafio del ciclo.

Continuando con la otra linea celular de cancer de mama, todos los compuestos evaluados
presentaron algun grado de inhibicion frente a la MDA-MB-231. En general, la serie DLPMP fue
menos activa que la otra serie evaluada. En esta linea celular se encontré la tendencia a disminuir
la actividad conforme aumenté el tamafio del ciclo alifatico 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 linea particular.

Caso contrario, en la linea celular DU-145, donde el incremento en la cantidad de carbonos
presentes en el ciclo alifatico aumenta ligeramente la actividad en ambas series. Mientras que, al
observar los resultados de la linea PC-3, no se detectdé 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 anul6 la actividad observada para los otros compuestos; lo cual
sugiere que en dicha serie el aumento del ciclo podria favorecer su potencial anticancerigeno.

En cuanto a la citotoxicidad observada contra la linea celular no cancerosa (COS-7), pudo notarse
gue todos los compuestos presentaron inhibicion. En general, los compuestos de la serie DLPMP
presentan un menor porcentaje de inhibicién contra esta linea. No obstante, los valores observados
son cercanos a los de otras lineas cancerosas o incluso mayores, lo cual sugiere que estos
compuestos requieren mayor optimizacion por su baja selectividad. Esto podria estar relacionado
con su tamafio molecular, ya que ocuparian menor volumen de la cavidad del blanco, y esto a su
vez favoreceria la inespecificidad de su actividad.

Por otro lado, los porcentajes de inhibicion de la serie DLPMB contra la linea COS-7 son
comparables con los observados con otras de las lineas celulares o incluso mayores. Esto sugiere
gue los compuestos podrian no presentar selectividad entre células sanas y células cancerosas, lo
cual podria deberse a la elevada homologia de AKT con otras cinasas o a la falta de afinidad por la
diana bioldgica.

La diferencia de actividad entre las lineas también podria relacionarse con el grado de
sobreexpresion 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 sobreexpresion de AKT en las lineas celulares cancerosas evaluadas, no se ha reportado
cuantitativamente el grado de sobreexpresion de cada isoforma.4445:49.100,101

No obstante, se ha reportado que las lineas de cancer de préstata PC-3 y DU-145 podrian responder
a tratamientos que inhiban a la isoforma AKT3, al igual que el cancer de mama triple negativo
representado por MDA-MB-231.* Por lo cual, los resultados anteriores podrian sugerir que los
compuestos evaluados presentaron cierta selectividad contra la isoforma AKT3, lo cual tendria que
ser evaluado cuantitativamente con un ensayo de inhibiciéon enzimatica.

Las caracteristicas fisicoquimicas como el coeficiente de particion también podrian 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).*° A partir de las predicciones obtenidas, no se observé 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 observd el aumento directamente proporcional al tamafio del
ciclo. Sin embargo, aunque las dos propiedades mencionadas podrian sugerir que el aumento del
namero de carbonos en los compuestos podria desfavorecer su permeabilidad, se observé que dicho
aumento favorece la citotoxicidad en la mayoria de las lineas. Lo anterior refuerza la hipétesis de
gue la actividad podria 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

Cy Cy
O«_NH - 0. NH
| \/ N__o /E> @ B
clI” °N T \,HA nP i% o N T/
0 3 4 5 6
DLPMB DLPMP
Clave PM (g/mol)  LogP* tPSA (A  DPH APH EnR S‘z:]:’;/ill_iﬁfd
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 comparacién entre los modelos de interaccion y energias de union predichas
por cada uno de estos. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos con ambos programas.

7.4.1 Acoplamiento molecular con AutoDock 4.2

Los valores mas favorables calculados por el programa se presentan en la Tabla 14, asi como el
tamafio de grupo. Se eligio el grupo con mayor nUmero de elementos y mejor energia de unién. En
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estos estudios, se incluyé al inhibidor GSK690693 como referencia (Figura 22), cuyos valores de
energia predichos no fueron significativamente distintos. Esto coincide con el valor experimental
reportado de actividad inhibitoria contra cada una de las isoformas.

OH
AKT1 Clso= 2.0 nM
NH It AKT2 Cls= 13.0 nM
2 AKT3 Clgo= 9.0 nM
N= NN
4
(') / |
N N~ F
— NH
GSK690693

Figura 22. Estructura de GSK690693, un inhibidor reportado para las tres isoformas de AKT.

Tabla 14. Valores de energia de unién y tamafio de grupo encontrados con AutoDock 4.2 para los
compuestos de las series DLPMB y DLPMP

Cy

. Cy
Oy NH Os_NH
Cy=
L fo @ ﬁ
ClI” N T % ‘\F oSN
(@) 3 4 5 6 |
DLPMB DLPMP
AKT1 AKT2 AKT3
e (KAcgll;rr“r?nol) Grupo® (K?:Slj:;)gl) Grupo® (K?:(jl;xgl) 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 observo que los compuestos de la serie DLPMB presentaron mejores valores de
energia de unién que los de la serie DLPMP. Esto podria 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 podria 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 observo una diferencia significativa entre los valores de energia de unién, aunque existio
una tendencia directamente proporcional entre mayor tamafio de ciclo alifatico como sustituyente y
una mejor energia.

Hablando especificamente de la serie DLPMB, los resultados mostraron ligeras variaciones entre
los valores de energia de unién para cada isoforma, donde AKT3 tuvo los valores menos favorables;
no obstante, la diferencia no parecio significativa. Sin embargo, los grupos no fueron altos, lo cual
sugiere que la estabilidad del complejo ligando-proteina podria ser baja. Ademas, los diversos
conférmeros de las moléculas también pudieron influenciar el tamafio de grupo observado.

Pasando a la serie DLPMP, se encontraron algunos tamafos de grupos mayores a los de la serie
anterior; principalmente en el caso de la isoforma AKT2. Nuevamente, se observaron diferencias
minimas entre los valores de energia de union entre las isoformas, con preferencia ligera hacia AKT3,
seguido de la isoforma AKT2 en el caso de los compuestos DLPMP5 y DLPMP6. Esta minima
tendencia que favorecio a la isoforma AKT3 podria estar relacionada con la citotoxicidad observada
contra las lineas PC-3, DU-145 y MDA-MB-231, mientras que la actividad contra HCT-15 y MCF-7
fue minima en el caso de la serie DLPMP.

En cuanto a las interacciones observadas, se encontré que los compuestos de la serie DLPMB
presentaron poses similares, excepto en el caso del compuesto DLPMB5. ElI compuesto DLPMB6
también present6 un acomodo ligeramente distinto de la amida en posicién 4 del nlcleo de piridina
(Figura 23), lo que favorecio su interaccioén con el residuo Glu234, que no presentd ningun otro
compuesto de la serie. En cambio, los compuestos DLPMB3 y DLPMBA4 presentaron un puente de
hidrogeno entre el oxigeno del grupo carbonilo en posicion 4 de la piridina y el residuo Lys158.
Ademés de interacciones del nucleo de benzoxazinona con Ala230 y Tyr229.
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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 DLPMB®6 en verde.
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En cambio, DLPMB5 no present6 ninguno de los puentes de hidrogeno antes mencionados; sin
embargo, a pesar de la reduccion de dichas interacciones, la energia de unién predicha no se afecto
significativamente. Esto podria 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 Glul91, Met281, Lys276 y Asp292; la interaccion con este ultimo residuo se
encontré 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 hidrégeno similar al de AKT1 con Lys160, ademas de Ala232 y Tyr231
con el grupo de benzoxazinona. EI compuesto DLPMB5 también interaccioné con Lys160, ademas
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 DLPMBG6 en verde.

A pesar de que el Ultimo compuesto de la serie no mostré estos puentes de hidrégeno, igualmente
se observdé menor exposicion del ligando, lo que podria explicar su valor de energia de unién. En
cuanto a GSK690693, se observaron varias interacciones, incluyendo a los residuos: Asn280,
Asp293, Asp275, Thr197y Thr313. El valor menos favorecido para este inhibidor podria 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 conservé con AKT3. Los
compuestos DLPMB3 y DLPMBA4 interaccionaron con Glu234, Asp292 y Lys179. Mientras que
DLPMB5 sélo conservé las dos Ultimas interacciones; el ultimo compuesto DLPMB6 no presenté
ninguna de las mencionadas, lo que explicaria la ligera disminucion observada en la energia de
union. El inhibidor presento interacciones con varios residuos, que incluyen: Asp274, Lys179, Thr291
y Asn279.
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Figura 25. Superposicion de los compuestos de la serie DLPMB vy el inhibidor GSK690693 (negro) en la
cavidad de AKT?2.

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 razén por la cual se observd una interaccion entre los dos primeros ligandos y
el residuo Asp439. En cambio, para los compuestos DLPMP5 y DLPMP6 no se predijo ningun
puente de hidrégeno. Esto ultimo podria explicar la ligera disminucién en valor de energia de unién
gue se observo para el compuesto DLPMPS5.

Por el contrario, en el caso de AKT2 las poses observadas para todos los compuestos de la serie
DLPMP fueron muy similares. Esto podria explicar la interaccion entre el grupo carbonilo de la amida
en posicion 4 del nacleo de piridina con Lys181, que se predijo para todos los compuestos. Los
compuestos DLPMP3 y DLPMP4 presentaron también interacciones con los residuos Phel63 y
Gly161. Lo anterior justificaria la razén por la cual aument6 el tamafio de los grupos en esta isoforma
particular.

En el caso de AKT3, se observé 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 interaccion con Asp274. El compuesto DLPMP4 present6
puentes de hidrégeno también entre el grupo carbonilo y los residuos Gly294 y Leu295. En cambio,
los compuestos DLPMP5 y DLPMP6 interactuaron con Asp439.

La distribucion de los ligandos dentro de la superficie del blanco confirmé que los compuestos
pertenecientes a esa serie estan en desventaja, lo cual era esperado debido a que tipicamente los
inhibidores de cinasas son compuestos que ocupan mayor volumen. Esto sugiere que los
compuestos evaluados podrian ser inespecificos para las isoformas de AKT, lo que correlacionaria
con la citotoxicidad observada con la linea 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 energia de union calculados con el médulo Glide de Maestro para los compuestos
sintetizados, ademas 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 mas favorables de energia de union respecto a los de la serie DLPMP.

Respecto a la serie DLPMB, se encontrd que la isoforma AKT3 podria estar desfavorecida con
respecto a las otras dos isoformas; los compuestos DLPMB3 y DLPMB4 mostraron una ligera
mejora de energia de unién (valores mas negativos) contra AKT2, mientras DLPMB5 hacia AKT1.
El ultimo compuesto se presento similar ante AKT1 y AKT2. Se observé una drastica disminucion de
la energia de unién para DLPMB6 y la isoforma AKT3, lo que podria deberse a la exposicion del
ligando presente en el diagrama de interacciones (Figura lll-1).

La interaccion comun observada para todos los compuestos de la serie con AKT1, correspondio al
residuo Ala230 con el grupo carbonilo del sustituyente de tipo benzoxazinona. Adicionalmente, el
compuesto DLPMB3 tuvo una interaccién de tipo -1 con Phe442. Los compuestos DLPMB5 y
DLPMB6 también interaccionaron con Asp292, este residuo también se observo en el diagrama de
interacciones de GSK690693. La observacién anterior podria 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 energia de union encontrados con Glide de Maestro para los compuestos de las series
DLPMB y DLPMP

Cy Cy
O NH Os_NH
Cy=
® o B
CI” °N T I NN
(@) 3 4 5 6 |
DLPMB DLPMP
AKT1 AKT2 AKT3
Clave
AGunisn (Kcal/mol) AGunisn (Kcal/mol) AGunisn (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 DLPMBG6 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 posicién 4 del nacleo
de piridina. Por el contrario, el compuesto DLPMB5 formé puentes de hidrégeno con Lys181 por
parte del grupo carbonilo de la amida en posicion 4 de la piridina; y otra con la benzoxazinona y
Glul93. Esta ultima también se observo con el inhibidor GSK690693. La posible causa de la
disminucion de afinidad del compuesto DLPMBS5 podria ser el aumento en la exposicién del ligando
en el sitio catalitico.

Al observar el modelo tridimensional de las interacciones anteriores (Figura 28), puede decirse que
el compuesto DLPMBS5 tiene un acomodo particular, que difiere significativamente del resto de los
compuestos de la serie. Esto expondria la razon por la cual se detect6 una interaccién con un residuo
no predicho para el resto de las moléculas. Ademas, este resultado hizo notar lo que se discutié
anteriormente sobre la ocupacién de la cavidad de AKT por parte del ligando. Esto referente a que,
la prediccién en distintas topologias 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 interaccioné con el grupo —NH en posicion 4 de la piridina
en el caso de DLPMB3 y DLPMBA4. El sustituyente de tipo benzoxazinona se asoci6é con el residuo
Lys179 con DLPMB3 y DLPMBS5; con Asn279 en el caso de DLPMB4; y con Val230 hablando de
DLPMB6, ademas de una interaccién 1-1m 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 pequefio,
lo cual podria ser perjudicial para la actividad biolégica 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 esté relacionada con efectos
adversos como hiperglucemia, mencionado en secciones anteriores, lo que podria poner en
desventaja a estos compuestos. Ademas, no se observéd una clara correlacién entre la actividad
bioldgica y los resultados encontrados en la Tabla 15.

Respecto a AKTL, los primeros dos compuestos de la serie también formaron un puente de
hidrogeno con Asp292. El compuesto DLPMP5 presentd una interaccion de tipo -1 con Phe442.
Como el compuesto DLPMP6 no present6 alguna interaccion de este tipo, es probable que
aumentara ligeramente su energia de unién (menos favorable); no obstante, parece existir una
relacion directamente proporcional entre la energia mas favorable y mayor tamafio del ciclo alifatico
como sustituyente. Las poses encontradas difieren significativamente entre los compuestos,
sugiriendo que existird menor probabilidad de que la unién sea selectiva a la cinasa blanco, debido
a que el sitio de unién a ATP es altamente conservado.

Continuando con AKT2, se conservo la interaccion predicha entre la amida en posicién 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 interaccion se conservé en los otros
dos compuestos, e igualmente la energia tiende a ser mas favorable conforme aumenta el tamafio
del ciclo. La prediccion 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 mas similares
entre si.
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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 hidrogeno o T-11 para los
compuestos DLPMP3 y DLPMP4. El compuesto DLPMP5 presentd interaccién de tipo -1 con
Phe442, observada también con AKT1. En el Gltimo compuesto de la serie se observd esta misma
interaccion con el nucleo 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, basandose en un método de
busqueda por similitud. El nuevo fragmento, derivado de pirimidina, se seleccion6 con valores de
acoplamiento molecular; ademas se sustituyé la posicion 4 de la piridina con ciclos alifaticos y una
amida como linker. Con esto se lograron disefiar nuevas piridinas 2,4,6-trisustituidas que
presentaron una prediccion de energia de unién comparable con la molécula encontrada por nuestro
grupo mediante cribado virtual.

Los compuestos disefiados originalmente no se lograron sintetizar mediante la ruta propuesta con
acoplamientos catalizados por paladio, debido a problemas experimentales encontrados para la
formacion del enlace carbono-carbono con el nuevo fragmento derivado de pirimidina. No obstante,
se sintetizaron dos ésteres boronicos, y de las pruebas realizadas se obtuvieron los compuestos de
la serie DLPMP.

De los experimentos realizados con los acoplamientos de Suzuki, se observé que la causa mas
probable que impide la obtencion de los compuestos esperados es la deficiencia de la
transmetalacién. Se encontraron condiciones para la sustitucion de s6lo uno de los halégenos
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 inhibicion en lineas 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 biolégica de los compuestos. La mayoria de las
moléculas evaluadas no present6 actividad frente a la linea HCT-15, de células cancerosas de colon.
En cuanto a las lineas de cancer de mama, los compuestos DLPMB4-6 presentaron cierta inhibicion
contra MCF-7.

No obstante, todos los compuestos tuvieron algin grado de citotoxicidad con MDA-MB-231, por lo
gue podrian ser el punto de partida para mayor optimizacion de las piridinas trisustituidas. Todos los
compuestos excepto DLPMP3, presentaron actividad frente a las dos lineas celulares cancerosas
de préstata PC-3 y DU-145, aunque en menor medida que contra la linea de cancer de mama triple
negativo. Ninguno de los compuestos presenté mayor potencia que el inhibidor GSK690693, excepto
en el caso de la linea 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 energias de union mas favorables, lo cual coincide con la tendencia
observada en los resultados de porcentaje de inhibicion del crecimiento celular. No obstante, las
diferencias entre dichos valores de energia no fueron significativamente diferentes entre los
compuestos sintetizados y el inhibidor GSK690693, lo cual no puede correlacionarse directamente
con la actividad observada en las lineas celulares. Esto ultimo resalta la necesidad de realizar
ensayos de inhibicién enzimatica con las isoformas de AKT.
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PERSPECTIVAS

9. PERSPECTIVAS

» Proponer una nueva ruta de sintesis para la obtencién de las piridinas 2,4,6-trisustituidas

disefiadas como potenciales inhibidores de las isoformas de AKT.
» Optimizar los compuestos de la serie DLPMB para aumentar su potencia y selectividad.

> Realizar estudios de inhibicion enzimatica contra cada una de las isoformas de AKT, con las
ocho piridinas obtenidas. Determinar la Clso de los compuestos que presenten mejores

resultados.

» Efectuar estudios de dinamica molecular de los compuestos sintetizados en este trabajo, con
cada una de las isoformas de AKT y predecir la estabilidad de los complejos proteina-ligando.

> Realizar estudios de selectividad frente a diversas cinasas.
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11.  ANEXO I. SECCION EXPERIMENTAL
11.1 Instrumentacidon 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 purificacion a menos que se indique lo contrario.

La masa de las sustancias se determind en una balanza analitica Sartorius® A210P o bien en una
balanza granataria Scientech® SL600.

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empleé una parrilla automatica IKA® RET
BasicS001 con sensor de temperatura IKATRON ETS-D4 fuzzy.

Para la evaporacion de los disolventes se utilizé el rotaevaporador Biichi® R-215, provisto de un
bafio de agua Buichi® B-490, acoplado a una bomba de vacio Vacuubrand® MD 4C y un enfriador
Thermo® IP20 o el rotaevaporador IKA® RV 10, provisto de un bafio de agua IKA® HB 10, acoplado
a una bomba de vacio Vacuubrand® MD 4C NT+AK+IK y un enfriador Brinkman® 1C-30.

Los puntos de fusién de los compuestos (pf) se determinaron en un aparato Biichi® B-540, utilizando
capilares de vidrio y no estan corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se realizaron en espectrometros Varian® modelo
VNMRS o MR de 9.4 T equipados con una sonda Broad Band Switchable de dos canales de
radiofrecuencia (*H/*°F) (®!P/**N) o una sonda de Deteccién Indirecta de dos canales de
radiofrecuencia (*H) (3'P/**N), respectivamente. Los desplazamientos quimicos () se reportan en
ppm, las constantes de acoplamiento J se reportan en Hertz. Los disolventes deuterados empleados
fueron dimetilsulféxido, cloroformo, acetona y agua. La simbologia empleada es: s=sefial simple,
d=sefial doble, m= sefial multiple, dd= sefial doble de dobles, -D.O= desaparece por intercambio
con agua deuterada.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro 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, la resolucion del equipo es 4 cm™.

La espectrometria de masas se realizé en un equipo Perkin EImer AXION® 2 TOF acoplado a un
modulo AXION® DSA mediante la técnica de ionizacién APCI, con temperatura de corona de 280°C
y 3 pA usando como gas secante Nz a 4 L/min en una ventana espectral de 50-3000 u. En lo que
respecta a la técnica IE, se utilizé un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 680 con columna
de 30 my fase DB5 acoplado a un espectrémetro de masas Perkin ElImer Clarus SQ 8 C con 200 °C
y 70 eV en la camara de ionizacion, con una ventana espectral de 33-500 u.

Las cromatografias en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en placas
cromatogréficas de gel de silice 60 Merck® GF-254. La visualizacién de los compuestos se realizé
con una lampara UVP® UVGL-25 Mineralight®.
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Las cromatografias en columna se llevaron a cabo usando como fase estacionaria gel de silice 60A
Sigma Aldrich con una distribuciéon de tamafio de particula de 63-200 um (malla 70-230). Los
sistemas de elucion utilizados se muestran en la Tabla I-1.

Tabla I-1. Sistemas cromatograficos utilizados

Sistema Disolventes Proporcion
| Hex/AcOEt 60:40
Il Hex/AcOEt 70:30
[ Hex/AcOEt 80:20
v AcOEt/Hex 60:40
\ AcOEt/Hex 70:30
VI CHCls/MeOH 99.5/0.5

11.2 Técnicas para la sintesis de los compuestos

11.2.1 (4-Bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1)

Br N02
Br\©iN02 @) K2C03 \©i
+ > 0
Br\)J\ PN Acetona o ~
OH 0 50°C /\fg
1
218.01 167.00 304.10

En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético, atmosfera de nitrégeno y
condensador en posicion 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 K;COs3 en 10 mL de acetona. Posteriormente se adicionaron
lentamente 4 mL (34.50 mmol, 1.5 eq) de a-bromoacetato de etilo. La mezcla se calenté a 50 °C
durante dos horas. La ausencia de la materia prima se comprobd mediante analisis por ccf, se
adicion6 agua fria y se elimin6 el disolvente a presion reducida. El solido resultante se separ6
mediante filtraciébn al vacio, se lavd con agua helada y se dej6 secar. Se recuperaron 6.73 ¢
(rendimiento 96.3%) de un solido amarillo correspondiente al compuesto 1, el cual present6é un Rf
de 0.35 (Sistema I) y un pf de 68.8—69.0 °C.

RMN H ((CD3)2CO-ds, 400 MHz, § 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 2C ((CD3).CO-ds, 100 MHz, & 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™): 2994.80 (Varn), 1747.67 (Vc=o0 ester), 1520.25 (Vc-noz), 1345.28
(Ve-no2), 1204.41 (Varc-oc)

EM (IE, [M*], m/z): 302.902 (tedrico [M*]: 302.974)

Anexo Il — Espectros 1,2,3y 4
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11.2.2 6-Bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2)

Br NO, H

Fe° Br N._O
\Qowov CH,COOH \(:[ f
o 50 °C 0
1 2
304.10 228.05
En un vaso de precipitados de 250 mL, equipado con agitacion mecénica, 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 Fe’y
110 mL de &cido acético glacial. Se inici6 la agitacion de la mezcla y se calentd a una temperatura
de 50 °C durante 3 horas. Una vez terminada la reaccion se eliminé el acido acético a presién
reducida, el sélido resultante se suspendi6 con acetato de etilo y se filtr6 al vacio, realizando varios
lavados. Se eliminé el disolvente del filtrado y se adicioné agua helada hasta observar la formacion
de un precipitado. El sdélido obtenido se separé mediante filtracion al vacio y se dejé secar. Se
obtuvieron 15.90 g (rendimiento 92.6%) de un sdlido beige correspondiente al producto 2, el cual
presenté un Rf de 0.29 (Sistema ), y un pf de 223.4-223.9 °C.

RMN H ((CD3)2CO-ds, 400 MHz, 5 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, -D,0)

RMN 3C ((CD3),CO-ds, 100 MHz, § ppm): 67.83, 114.63, 118.97, 119.19, 126.55,165.24

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm™) 3340.01 (vn.u), 2960.22 (Varn), 1677.37 (V=0 amida), 1597.36 (Var-
n), 1216.63 (Varc-o-c)

EM (IE, [M*], m/z): 226.935 (tedrico [M*]: 226.958)

Anexo Il — Espectros 5,6, 7y 8.

11.2.3 6-(4,4,5,5)-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN)

?LF AcOK >?L

-0 Pd(dppf)Cl,-CH,Cl,

H o)
Br N._O B \ H
+ / - O/B N (0]
-B_ 1,4-Dioxano \Q f
(e}
(@] @)
ﬂ 0
2 BXN

120 °C

228.05 253.94 275.11

En un matraz de 50 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posicion de reflujo y
atmosfera de nitrdgeno 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) (B2Pin;), 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 (1) en complejo con
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diclorometano. Se afiadieron 30 mL de 1,4-dioxano, se inici6 la agitacion y el calentamiento a reflujo
por 5 horas. Al término de la reaccion, la mezcla se filtr6 a través de celita y ACOEt como fase movil.
El disolvente se concentrd a presion reducida, obteniéndose un sélido que se purificd por columna
flash usando como fase mavil Hexano/AcOEt 60:40. Las fracciones colectadas se concentraron a
presion reducida hasta obtener 3.47 g (rendimiento 71.9%) de un sélido blanco correspondiente al
producto BXN, que presenté un Rf de 0.41 (Sistema |) y un pf de 189.4-190.8 °C.

RMN !H ((CD3)2.CO-ds, 400 MHz, & 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, -D20)

RMN 33C ((CD3).CO-ds, 100 MHz,  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™): 3360.17 (Vn-n), 3043.47 (Vart), 2979.22 (Vme), 1690.49 (Vc-o
amida), 1488.68 (Vme), 1349.45 (ve.0), 1210.73 (Varc-o-c), 1125.39 (vchz-0)

EM (APCI, [M+H]*, m/z): 276.1400 (tedrico [M+H]*: 276.1402)
Anexo Il — Espectros 9, 10, 11y 12.

11.2.4 5-Bromopirimidin-2-amina (3)
/j é& _ NHOAc Nl/ﬁ/Br
N TOHON
95.11 177.99 174.00

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 agité por 30 minutos y después se afiadieron 19.84 g (11.15
mmol, 1.06 eq) de NBS, dejando en agitacién a temperatura ambiente por una hora. Tras comprobar
el fin de la reaccion con ccf, se afiadieron 25 mL de H;O y se concentr6 el acetonitrilo a presion
reducida. La suspensién resultante se enfrié y se filtr6 al vacio, el sélido resultante se lavé con agua
fria. Se obtuvieron 16.58 g (rendimiento 90.5%) de un sélido blanco correspondiente al compuesto
3, con un Rf de 0.20 (Sistema | + NH4sOH) y un pf de 242.8-243.6 °C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 6.90 (s, 2H, -D-0), 8.30 (s, 2H)
RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, § ppm): 105.14, 158.11, 162.06

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm™) 3322.26 (VnHz), 3166.93 (Varntz), 1645.59 (Ve=n), 1570.43 (ve-n),
1545.51 (vc=n), 1479.61 (Vc=n)

EM (IE, [M*], m/z): 173.058 (tedrico [M*]: 172.959)

Anexo Il — Espectros 13, 14, 15y 16.
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11.2.5 N-(5-Bromopirimidin-2-il)acetamida (4)
I

X
N/TBF o N/ 0 )Nl\/j/Br
| +
HZN)\N/ )J\m CH,Cl, )J\” N"
3 4

174.00 78.50 216.04

En un matraz de 250 mL, equipado con agitador magnético, refrigerante en posicién de reflujo y
atmosfera de nitrégeno, 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
dej6 en agitacion con 100 mL de CH.Cl., por 1.5 horas, a temperatura ambiente. Para comprobar el
término de la reaccion se realiz6 ccf con el Sistema VI, mas hidréxido de amonio; fueron necesarias
cuatro eluciones para observar diferencia con respecto a la materia prima. Se afiadieron 10 mL de
H20 y se concentr6 el CH,Cl, a presion reducida. El solido resultante se filtr6 al vacio, se lavo con
agua fria y se dej6 secar. Se obtuvieron 11.0 g (rendimiento 88.5%) de un sélido blanco
correspondiente al producto 4, con un Rf de 0.44 y un pf de 237.7-240.6 °C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 2.15 (s, 3H), 8.79 (s, 2H), 10.74 (s, 1H, -D,0)
RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 24.61, 112.85, 156.22, 158.63, 168.77

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm™): 3158.62 (Vn.n), 3114.85 (Vn-n), 2979.45 (Vme), 1694.29 (vc-o),
1674.49 (vc=n), 1563.12 (vc=n), 1510.51 (ve=n), 1420.52 (Vme)

EM (IE, [M*], m/z): 214.946 (tedrico [M*]: 214.969)

Anexo Il — Espectros 17, 18, 19y 20.

11.2.6 N-(5-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)pirimidin-2-il)acetamida (PYR)

M AcOK 9J§<

Br O
\ N /O
j\ )Nl\/j/ . B PAGPRNC CHCly | B
= .
N~ N O”B\ 1,4-Dioxano |/j/
H H 120 °C )J\N)\N/
H
4 PYR
216.04 253.94 263.10

En un matraz de 50 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posicion de reflujo y
atmosfera de nitrdgeno 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) (B2-Pin.), 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 afiadieron 30 mL de 1,4-dioxano, se inici6 la agitacion y el calentamiento a reflujo

por 5 horas. Al término de la reaccion, la mezcla se filtr6 con celita y MeOH como fase movil. El
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disolvente se concentrd a presion reducida, obteniéndose un sélido que se lavé con EtOH caliente.
El sélido se filtr6 al vacio y se dejo secar hasta obtener 4.0 g (rendimiento 65.5%) de un sélido blanco
correspondiente al producto PYR, que presento6 un pf de 216.8-217.5 °C.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 1.31 (s, 12H), 2.20 (s, 3H), 8.74 (s, 2H), 10.69 (s, 1H, -D20)
RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, § ppm): 24.64, 24.87, 84.25, 159.31, 163.63, 169.15

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm™): 3159.22 (Vn.n), 3119.84 (Vn.n), 3061.44 (Varc-n), 2990.40 (Vive),
1686.37 (Vc=0 amida), 1594.79 (vc=n), 1575.30 (vc=n), 1520.30 (vc=n), 1350.55 (vs-0), 1296.34 (vc-8)

EM (APCI, [M+H]*, m/z): 264.1488 (tedrico [M+H]*: 264.1514)
Anexo Il — Espectros 21, 22, 23y 24.

11.2.7 [2-(Acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de potasio (PYR1)

QJ% BF3K
L )\7

B\
\ O
j.J\ jfj/ “CHZOH/H,0
—
N
H

N
PYR PYR1
263.10 243.04

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 sumergié en un bafio de hielo y se adicionaron
10 mL de una solucion acuosa 4.5 M de bifluoruro de potasio (KHF2), dejando en agitacion por 4
horas a temperatura ambiente. Concluido el tiempo de reaccidn, se concentr6 la mezcla a presion
reducida. Posteriormente, se adicionaron 50 mL de una mezcla MeOH/H,O 1:1 y se eliminaron los
disolventes a presion reducida; este proceso se repitié dos veces. El sélido obtenido se extrajo con
MeOH a ebullicién (10x50 mL), se recuperé el MeOH y se eliminé el disolvente mediante destilacién
a presion reducida. Se obtuvieron 1.64 g (rendimiento 60%) de un sélido beige, con punto de fusién
de 270.4-270.7 °C, correspondiente al producto PYRL1.

RMN *H (D,0-dz, 400 MHz, & ppm): 2.21 (s, 3H), 8.63 (s, 2H)
RMN 3C (D,0-d2, 100 MHz, § ppm): 23.63, 155.23, 161.36, 173.39
RMN °F (D,0-ds, 565 MHz, & ppm): -143.62 (c, J= 15.05 Hz)

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm): 3223.58 (Vn-), 3055.06 (Varcn), 1688.84 (Vc=0 amida), 1613.06
(ve=n), 1578.23 (ve=n), 1522.52 (vc=n), 1430.92 (vme), 1382.69 (vs-), 840.61 (vcs)

Anexo Il — Espectros 25, 26, 27 y 28.

79



ANEXO |. SECCION EXPERIMENTAL

11.2.8 2,6-Dicloro-N-cicloalquilpiridin-4-carboxamidas (AM3-AM6)

cl cl _Cy
= =
I °% + cyNH, —CD_, N
Ny CH3CN Ny
A
192.00 AM3-AM6

En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posicion de reflujo
y atmésfera de nitrégeno se colocaron 850 mg (4.43 mmol) del acido 2,6-dicloropiridin-4-benzoico,
1.08 g (6.66 mmol, 1.5 eq) de CDI y 10 mL de CH3sCN. Se inici6 la agitacién y el calentamiento a
50 °C por 30 minutos. Se comprobd la formacion del imidazélido con ccf (Sistema I) y se adicionaron
1.2 equivalentes de la cicloalguilamina correspondiente, la mezcla se dej6 en agitacién a 50 °C por
tres horas mas. Tras comprobar la ausencia de materia prima, se concentré el disolvente a presiéon

reducida. El sélido obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna (Sistema I).

11.2.8.1 2,6-Dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-carboxamida (AM3)

0
Cl_~ A

I N
N
Cl
AM3
231.08

De 850 mg (4.43 mmol) de acido 2,6-dicloropiridin-4-carboxilico, 1.077 g (6.64 mmol, 1.5 eq) de CDI
y 368 pL (5.31 mmol, 1.2 eq) de ciclopropilamina, se obtuvieron 974.8 mg (rendimiento 95.3%) de

un sélido blanco correspondiente a AM3.
Rf= 0.22 (Sistema Il) pf= 149.9-150.0 °C

RMN *H (CDCls-d, 400 MHz, & 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, -D-0), 7.55 (s, 2H)

RMN 3C (CDCls-d, 100 MHz, § ppm): 6.92, 23.61, 120.78, 146.89, 151.62, 164.61

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm'Y): 3273.53 (Va.+), 3070.52 (Varc), 3029.65 (Varc+), 1640.56 (Ve-o
amida), 1529.69 (Vc-n)

EM (IE, [M*], m/z): 229.880 (tedrico [M*]: 230.001)

Anexo Il — Espectros 29, 30, 31y 32.
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11.2.8.2 2,6-Dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida (AM4)

= | N

N~ H
Cl

AM4

245.10

De 850 mg (4.43 mmol) de &cido 2,6-dicloropiridin-4-carboxilico, 1.08 g (6.66 mmol, 1.5 eq) de CDI
y 454 uL (5.32 mmol, 1.2 eq) de ciclobutilamina, se obtuvieron 907 mg (rendimiento 83.2%) de un
sélido blanco correspondiente a AM4.

Rf= 0.24 (Sistema II) pf= 145.8-145.9 °C

RMN H (CDCls-d, 400 MHz, § 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, -D;0), 7.55 (s, 2H)

RMN C (CDCls-d, 100 MHz, 5 ppm): 15.35, 31.12, 45.70, 120.82, 147.19, 151.59, 162.25

IR (FTIR por reflectancia ATR, cm™): 3268.03 (Vn.n), 3082.08 (Varc+), 2968.05 (Vime), 1643.97 (Vc-o
amida), 153197 (VC:N)

EM (APCI, [M+H]*, m/z):245.0211 (tedrico [M+H]*: 245.0243)

Anexo Il — Espectros 33, 34, 35y 36.

11.2.8.3 2,6-Dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-carboxamida (AM5)

Cl
AMS

259.13

De 800 mg (4.17 mmol) de acido 2,6-dicloropiridin-4-carboxilico, 1.013 g (6.25 mmol, 1.5 eq) de CDI
y 493 uL (5 mmol, 1.2 eq) de ciclopentilamina, se obtuvieron 820.9 mg (rendimiento 76.0%) de un

sélido blanco correspondiente a AM5.
Rf= 0.34 (Sistema ll) pf= 172.8-173.0 °C

RMN *H (CDCls-d, 400 MHz, & 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, -D20), 7.55 (s, 2H)

RMN 3C (CDCls-d, 100 MHz, § ppm): 23.91, 33.14, 52.40, 120.84, 147.49, 151.50, 162.88
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IR (FTIR por reflectancia ATR, cmt): 3265.98 (vn.+), 3078.99 (Vact), 2959.51 (Vie), 2871.63 (Vie),
1643.31 (Vc=0 amiga), 1532.97 (Vc-n)

EM (IE, [M*], m/z): 258.084 (tedrico [M*]: 258.033)
Anexo Il — Espectros 37, 38, 39y 40.

11.2.8.4 2,6-Dicloro-N-ciclohexilpiridin-4-carboxamida (AM6)

AM6
273.16

De 800 mg (4.17 mmol) de acido 2,6-dicloropiridin-4-carboxilico, 1.013 g (6.25 mmol, 1.5 eq) de CDI
y 572 uL (5 mmol, 1.2 eq) de ciclohexilamina, se obtuvieron 836.1 mg (rendimiento 73.5%) de un

so6lido blanco correspondiente a AM6.

NOTA: El sélido obtenido puede también disolverse con AcOEt y purificarse con tres extracciones
de una disolucién de bicarbonato de sodio (5% m/v), posteriormente tres extracciones de una
dilucién de HCI (pH=5) y una extraccidén con agua. La fase organica se seca con Na;SO, anhidro y

se concentra a presion reducida para obtener al producto puro.
Rf= 0.30 (Sistema lll) pf= 187.1-187.3 °C

RMN H (CDCls-d, 400 MHz, § 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, -D,0), 7.54 (s, 2H)

RMN 3C (CDCls-d, 100 MHz, 5 ppm): 24.94, 25.50, 33.10, 49.61, 120.80, 147.63, 151.59, 162.30

IR (FTIR por reflectancia ATR, cmt) 3263.74 (Vn.r), 3077.95 (Vac), 2939.98 (Vie), 2855.92 (Vive),
1641.98 (Vc=0 amida), 1535.23 (Ve=n)

EM (IE, [M*], m/z): 271.994 (tebrico [M*]: 272.048)
Anexo Il — Espectros 41, 42, 43 y 44.
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11.2.9 2-Cloro-N-cicloalquil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-
carboxamidas (DLPMB3-DLPMB6)

Cy
0 K, O«__NH
Ch ~ N-Y Q H Pd(PPha),
N H ' 0® "° TomEmo |\ H
) \©i f 90°C clI” N7 N @
Cl 0 f
0
AM3-AM6 BXN DLPMB3-DLPMB6

275.11

En un matraz bola de dos bocas de 25 mL se afadieron 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(PPhs)s y 20 mL de DMF/H-0 4:1, bajo atmdsfera de nitrégeno. Con un embudo de adicién se
agregaron 0.7 equivalentes del éster borénico BXN disuelto en 5 mL de DMF/H.0 4:1. Terminada la
adicion, la mezcla de reaccién se mantuvo a 90° C por 4 horas. Tras confirmar el fin de la reaccion
con cromatografia en capa fina, la mezcla se filtr6 con alimina neutra y se eluyé con acetato de etilo.
El disolvente se concentr6 a presion reducida y el sélido resultante se purificO mediante

cromatografia en columna, con el sistema correspondiente (utilizado para determinar su Rf).

11.2.9.1 2-Cloro-N-ciclopropil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-
carboxamida (DLPMB3)

DLPMB3
343.77

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relaciéon con
la numeracién 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 KoCO3z y 62.5 mg (5% mol) de Pd(PPhs)s, se obtuvieron 145 mg (rendimiento 38.7%) de un

solido beige correspondiente a DLPMBS3.
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Rf=0.30 (Sistema V) pf= 295.3-295.4 °C

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 0.60-0.63 (m, 2H, -CH- 13), 0.73-0.78 (m, 2H, -CH,- 14),
2.89 (m, 1H, J= 8.04, 4.01Hz, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH,- 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 1y 19), 8.15 (d, 1H, J=1.09Hz, H 5), 8.85 (d, 1H, J=
4.12Hz, -D,0, H 11), 10.81 (s, 1H, -D,0, H 23)

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, § 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™?): 3260.91 (Vn.n), 3074.55 (Varcn), 2959.36 (Vme), 2923.59 (Vive),
2879.68 (VMe), 2852.84 (VMe), 1676.32 (Vc:o amida), 1633.37 (Vc:o amida), 1526.78 (Vc:N), 1489.56 (Vc:N)

EM (APCI, [M+H], m/z): 344.0872 (tedrico [M+H]: 344.0796)
Anexo Il — Espectros 45, 46, 47, 48, 49y 50.

11.2.9.2 2-Cloro-N-ciclobutil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-
carboxamida (DLPMB4)

DLPMB4
357.79

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relacién con
la numeracién 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 K,CO3y 47 mg (5% mol) de Pd(PPhs)4, se obtuvieron 146 mg (rendimiento 50.0%) de un sélido
beige correspondiente a DLPMBA4.

Rf= 0.22 (Sistema I) pf= 255.4-256.1 °C

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 1.68-1.75 (m, 2H, -CH,- 13), 2.04-2.14 (m, 2H, -CH,- 14),
2.22-2.29 (m, 2H, -CH>- 15), 4.39-4.45 (m, 1H, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH>- 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, -D,0O, H 11), 10.81 (s, 1H, -D20, H 24)
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RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 3 ppm): 14.83 (C 14), 29.91 (C 13y 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™): 3271.19 (vn-+), 3202.82 (Vn-n), 3128.75 (Vn-), 3075.55 (Varc-H),
2973.61 (Vme), 2948.14 (Vme), 2894.12 (Vime), 2870.32 (Vime), 1681.40 (Vc=0 amida), 1655.51 (Vc=0 amida),
1533.14 (vc=n), 1494.33 (Vc=n)

EM (APCI, [M+H], m/z): 358.1030 (tedrico [M+H]: 358.0953)
Anexo Il — Espectros 51, 52, 53, 54, 55 y 56.

11.2.9.3 2-Cloro-N-ciclopentil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-
carboxamida (DLPMB5)

DLPMBS5
371.82

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relaciéon con
la numeracién 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 K2COs3y 55.7 mg (5% mol) de Pd(PPh3)., se obtuvieron 162 mg (rendimiento 64.3%) de un sélido
beige correspondiente a DLPMB5.

Rf= 0.27 (Sistema ) pf= 270.2-270.6 °C

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 1.51~1.60 (m, 4H, -CH,- 24 y 25), 1.67-1.75 (m, 2H, -CH,-
26), 1.86-1.95 (M, 2H, -CH,- 23), 4.24 (m, 1H, J= 7.21Hz, H 12), 4.66 (s, 2H, -CH»- 19), 7.09 (d,
1H, J= 8.19Hz, H 14), 7.68-7.71 (m, 2H, H 13y 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, -D;0, H 10), 10.83 (s, 1H, -D;0, H 21)

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, § ppm): 23.73 (C 24 y 25), 32.06 (C 23y 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, cmt) 3254.89 (Vn.x), 3126.93 (Vi.h), 3074.91 (Varc.r), 2957.93 (Vie),
2870.51 (VMe), 1676.46 (Vc:o amida), 1630.33 (Vc:o amida), 1535.44 (VC=N), 1490.89 (VC=N)
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EM (APCI, [M+H], m/z): 372.1199 (tedrico [M+H]: 372.1109)
Anexo Il — Espectros 57, 58, 59, 60, 61 y 62.

11.2.9.4 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-
carboxamida (DLPMBG6)

DLPMB6
385.85

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relacién con
la numeracién 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 K,CO3y 53 mg (5% mol) de Pd(PPhs)4, se obtuvieron 141 mg (rendimiento 40.1%) de un soélido
blanco correspondiente a DLPMBS6.

Rf= 0.20 (Sistema Il) pf= 280.1-280.3 °C

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 1.01-1.86 (m, 10H, -CH,- 22-26), 3.77-3.78 (m, 1H, H 12),
4.66 (s, 2H, -CHz- 19), 7.09 (d, 1H, J= 8.33Hz, H 19), 7.69-7.71 (m, 2H, H 13y 17), 7.74 (s, 1H, H
1), 8.16 (s, 1H, H 5), 8.64 (d, 1H, J= 7.72Hz, -D,0, H 11), 10.81 (s, 1H, -D;0, H 21)

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): 24.44 (C 24), 24.80 (C 23y 25), 32.21 (C 22y 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™): 3309.28 (Vn.+), 3196.68 (Vi.+), 3156.66 (Vn.+), 3075.49 (Varch),
2932.82 (Vie), 2852.57 (Vie), 1689.84 (Vc-0 amida), 1638.15 (Vc-o amida), 1536.02 (Vcon), 1489.08 (Vc-n)

EM (APCI, [M+H], m/z): 386.1291 (tedrico [M+H]: 386.1266)
Anexo Il — 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)

Cy
ol i Cy BFsKk  KoCOs OxNH
% N /j/ __Pd(PPhg)s _
NI /I )\ T DMFH,0 | N
L 90 °C o N 'I'/
AM3-AM6 PYR1 DLPMP3-DLPMP6

243.04

En un matraz bola de 25 mL se afadieron 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(PPhs)s y 20 mL de DMF, bajo atmdsfera de nitrégeno. Con un embudo de adicién, se agregaron
1.5 equivalentes de la sal de trifluoroborato PYRL1 disuelta en 5 mL de H>O. Terminada la adicién, la
mezcla de reaccién se mantuvo a 70 °C por 24 horas. Tras confirmar la transformacion de la materia
prima (~50%) con cromatografia en capa fina, se concentro el disolvente de la mezcla de reaccion
a presion reducida. El sélido resultante se lavé con agua y se filtré al vacio; la mezcla se purifico
mediante cromatografia 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)

DLPMP3
239.70

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relaciéon con
la numeracién 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 K:CO3 y 62.5 mg (5% mol) de Pd(PPhs)4, se obtuvieron 62.3 mg (rendimiento 24.0%) de un

solido blanco correspondiente a DLPMP3.

Rf=0.17 (Sistema Il) pf= 130.5-131.1 °C
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RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm): 0.55-0.59 (m, 2H, -CH- 15), 0.68-0.73 (m, 2H, -CH,- 16),
2.82 (m, 1H, J= 8.04, 4.04Hz, H 14), 3.04 (s, 6H, -CHs- 9y 10), 6.88 (s, 2H, H 1y 5), 8.59 (d, 1H,
J=3.60Hz, -D,0, H 13)

RMN C (DMSO-ds, 100 MHz, 5 ppm): 5.65 (C 15y 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): 3279.15 (Vn.+), 3084.81 (Vach), 2955.94 (Vie), 2927.04 (Vie),
1636.67 (Vc=0 amiga), 1595.12 (Ve-n), 1520.90 (Ve-n), 1403.83 (Vue)

EM (APCI, [M+H], m/z): 240.0890 (ted6rico [M+H]: 240.0898)
Anexo Il — Espectros 68, 69, 70, 71, 72y 73.

11.2.10.2 2-Cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)

DLPMP4
253.73

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relaciéon con
la numeracién 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 KoCO3 y 58.9 mg (5% mol) de Pd(PPhs)4, se obtuvieron 79.6 mg (rendimiento 30.7%) de un
sélido blanco correspondiente a DLPMPA4.

Rf= 0.33 (Sistema II) pf= 133.5-134.6 °C

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm): 1.63—1.71 (m, 2H, -CHy- 15), 2.00-2.11 (m, 2H, -CH,- 16),
2.17-2.24 (M, 2H, -CH,- 17), 3.05 (s, 6H, -CHs- 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, -D-0O, H 13)

RMN C (DMSO-ds, 100 MHz, 5 ppm): 14.76 (C 16), 29.90 (C 15y 17), 37.72 (C 9y 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) 3279.55 (Vi.t), 3075.87 (Varc), 2957.07 (Vie), 2924.64 (Vive),
2855.67 (VMe)1637.43 (Vc:o amida), 1598.36 (VC=N), 1527.11 (VC=N), 1494.29 (VC=N), 1464.65 (VMe),
1361.79 (Vie)
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EM (APCI, [M+H], m/z): 254.1113 (tedrico [M+H]: 254.1055)
Anexo Il — Espectros 74, 75, 76, 77, 78 y 79.

11.2.10.3 2-Cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5)

DLPMP5
267.76

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relaciéon con
la numeracién 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(PPhs)4, se obtuvieron 80 mg (rendimiento 32.7%) de un sélido
blanco correspondiente a DLPMP5.

Rf= 0.18 (Sistema IIl) pf= 149.0-149.9 °C

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm): 1.48-1.58 (m, 4H, -CHz- 16 y 17), 1.65-1.73 (m, 2H, -CHo-
15), 1.84-1.92 (m, 2H, -CH,- 18), 3.05 (s, 6H, -CHs- 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, -D;0, H 13)

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 5 ppm): 23.70 (C 16 y 17), 31.99 (C 15y 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™): 3274.65 (Vn.n), 3068.81 (Varch), 2957.99 (Vme), 2869.55 (Vive),
2810.68 (Vme)1634.77 (Vc=0 amida), 1596.19 (Vc=n), 1524.95 (vc=n), 1362.45 (Vie)

EM (APCI, [M+H], m/z): 268.1269 (tedrico [M+H]: 268.1211)
Anexo Il — Espectros 80, 81, 82, 83, 84y 85.
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11.2.10.4 2-Cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6)

17

281.78

Nota: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y tal numeracién no tiene relacién con
la numeracién 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 K>CO3 y 53 mg (5% mol) de Pd(PPhs)s4, se obtuvieron 80 mg (rendimiento 32.7%) de un sélido

blanco correspondiente a DLPMP6.
Rf=0.23 (Sistema lll) pf= 178.9-181.5 °C

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 1.19-1.87 (m, 10H, -CH,- 15-19), 3.05 (s, 6H, -CHs- 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,
-D;0, H 13)

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, 5 ppm): 24.92 (C 16 y 18), 25.24 (C 17), 32.27 (C 15y 19), 37.73 (C
8y 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?): 3291.83 (vn.n), 2933.22 (Vme), 2853.69 (vme), 2808.12
(Vme)1633.63 (Vc=0 amida), 1595.33 (Vcan), 1523.91 (ve=n), 1449.91 (Vime), 1409.87 (Vime)

EM (APCI, [M+H], m/z): 282.1446 (tedrico [M+H]: 282.1368)
Anexo Il — Espectros 86, 87, 88, 89,90y 91.
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12. ANEXO II. ESPECTROS
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Espectro'll—l. RMN *H ((CD3)2CO-ds, 400 MHz, 3 ppm) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1)
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Espectro 1l-2. RMN 13C ((CDz)2CO-ds, 100 MHz, & ppm) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1)
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Espectro 1l-4. EM (IE, [M*], m/z) del compuesto (4-bromo-2-nitrofenoxi)acetato de etilo (1)
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Espectro 1I-7. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm1) del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2)
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Espectro 11-8. EM (IE, [M™], m/z) del compuesto 6-bromo-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (2)
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Espectro 11-9. RMN H ((CD3)2CO-ds, 400 MHz, 8 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 11-10. RMN 13C ((CDs).CO-ds, 100 MHz, § 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 1l-11. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-) del compuesto 6-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
i)-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona (BXN)
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Espectro 11-12. 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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—162.06
158.11

—105.14

T T
65 160

T
155

T
150

T T T T T T T T T T T
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95
f1 (ppm)

Espectro 1l-14. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 6 ppm) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3)
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Espectro 1I-15. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3)
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Espectro 1I-16. EM (IE, [M*], m/z) del compuesto 5-bromopirimidin-2-amina (3)
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Espectro 1I-17. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4)
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Espectro 11-18. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, § ppm) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4)

99



ANEXO Il. ESPECTROS

) M(H

Br
(@] N

)LH'

X
Z
N

Espectro 1I-19. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-?) del compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4)
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Espectro 11-20. EM (IE, [M*], m/z) del

compuesto N-(5-bromopirimidin-2-il)acetamida (4)
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Espectro 1l-21. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § 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 11-22. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 6 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 11-23. 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)
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Espectro 11-24. 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)
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Espectro 11-25. RMN H (D20, 400 MHz, 3 ppm) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de
potasio (PYR1)
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Espectro 11-26. RMN 13C (D20, 100 MHz,  ppm) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato de
potasio (PYR1)
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Espectro 11-28. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto [2-(acetilamino)pirimidin-5-il](trifluoro)borato
de potasio (PYR1)
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Espectro 11-29. RMN 'H (CDCls-d, 400 MHz, & ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-
carboxamida (AM3)
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Espectro 11-30. RMN 13C (CDCls-d, 100 MHz,  ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-
carboxamida (AM3)
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Espectro 11-31. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-
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Espectro 11-32. EM (IE, [M*], m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopropilpiridin-4-carboxamida (AM3)
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Espectro 11-33. RMN H (CDCls-d, 400 MHz, 6 ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida
(AM4)
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Eépectro [1-34. RMN 13C (CDCls-d, 100 MHz, § ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-
carboxamida (AM4)
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Espectro 1I-35. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida
(AM4)
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Espectro 11-36. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclobutilpiridin-4-carboxamida (AM4)
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Espectro 11-37. RMN 'H (CDCls-d, 400 MHz, & ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-
carboxamida (AM5)
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Espectro 11-38. RMN 13C (CDCls-d, 100 MHz, & ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-
carboxamida (AM5)
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Espectro 11-39. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-
carboxamida (AM5)

7.0x10°-
6.0x10°-
5.0%10
4.0x10™
3.0x10
2.0x10°

1.0x10

1.0x10%]

8.0x10%]

6.0x10%

4.0x10%

2.0x104

0.0

13.482
022 12.109 1g.208 187
¥ Jk__,J———f

’y [ A

—— —— 7 ——— T ——— [ —— T ——— T T T —— T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 17 18 19 20 21 22 23 24 2
Retention time (min)
C:\Users\nacaj...g0OA\dIp67-1.raw Injection 1 MS EI+ MS + spectrum 13.48
191.070
100.00%
174.081
70.53% 193.113
65.86%
176.061
43.85%
68.027 145.894
27.56% 28.06%
147.941
40.874 66.999) st 109.924 15.32% 195.003 258.084
11.519% 49.890  12.69% 75 gpg 13/1% 1345% 147.231 = 178.105 11.22% Siagss 228987 12.03%
7.43% o 113.127 6.95%| | 149.155 177.147 6.58% 1o - 7.60%

37.845 6.26% 90.820 6.5 196.050 9 259.041 261.147
0.74% ‘ ‘ ‘ 0.66% hz/.em/., ‘3/,04% 2.90% 0.73% 4.01% H 1_3§.4 1.08%
e YRR Y Y TN PO USRI | Do [T e T L =27 Ll L e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
m/z (Da)

Espectro 11-40. EM (IE, [M*™], m/z) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclopentilpiridin-4-carboxamida (AM5)

110



ANEXO Il. ESPECTROS

< — O_ T OO N
n o = N SO XYY
~ S _ H N -
, , N < |
Cl
T T T T T T
4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80
1 (ppm)
|
3 &' & $ N4
[S] @ o NN @
o o — o < <
T T T T T T T T T T T T T T T T

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 .5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0 3
f1 (ppm)
Espectro 1l-41. RMN 'H (CDCls-d, 400 MHz, & ppm) del compuesto 2,6-dicloro-N-ciclohexilpiridin-4-
carboxamida (AM6)

~162.30
—151.59
—147.63
—120.80
—49.61
~33.10
,25.50
N\ 24.94

WHP— e

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2
f1 (ppm)
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Espectro 11-45. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 5 en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(3-oxo-3,4-
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Espectro 11-46. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-
6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB3)
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Espectro 11-49. 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 (DLPMB 3)

] ©5.08
10000-] A35.0941
g 138.0700
9000
8000
3 149.0264
7000
3
.
= 2
E
E i
= 4 344.0872
& o
1000
i 110.0738
1 53.0616
3000 123.0443
316.0854
196.0945 45.0510
5.07%3
e 240.0961 252.0317 316.0914 347.0883
1 14ff 0332 x}s-x.grjx 155 41477 205.2686 226.01pp 216.0081 266.1871 ﬁ.mss 3070 328.084f 318.9302
T T T T 1 T T T T 1 T T T I’ Ll T T T 1 15

150 200 250 300

Espectro 11-50. EM (APCI, [M + H]*, m/z) 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 1I-51. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 3 en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-0x0-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4)
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Espectro 1I-52. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-
(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4)
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Espectro 11-53. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, § en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-0x0-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4)
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Espectro 1I-54. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 3 ppm). RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm). Experimento
HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-o0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida
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Espectro 1I-55. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm-1) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-

1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4)
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Espectro 11-56. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-

benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB4)
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Espectro 1I-57. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 6 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 11-58. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-
6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5)
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Espectro 11-59. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(3-ox0-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB5)
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Espectro 11-60. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 3 ppm). RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm). Experimento
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Espectro 1I-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)
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Espectro 1I-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)
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Espectro 11-63. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 6 en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-0x0-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6)
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Espectro 1l1-64. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-
(3-0x0-3,4-dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6)
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Espectro 11-65. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-0x0-3,4-
dihidro-2H-1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6)
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Espectro 11-66. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm1) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-0x0-3,4-dihidro-2H-
1,4-benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6)
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Espectro 11-67. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(3-ox0-3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoxazin-6-il)piridin-4-carboxamida (DLPMB6)
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Espectro 11-68. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3)
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Espectro 11-69. RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3)
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" Espectro 11-70. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 8 ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3)
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Espectro 1l-71. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz,  ppm). RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm). Experimento
HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3)
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Espectro 1I-72. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP3)
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Espectro 1I-73. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclopropil-6-(dimetilamino)piridin-4-
carboxamida (DLPMP3)
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Espectro 1I-74. RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 1I-75. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 1I-76. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, § ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 11-77. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). RMN *C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm). Experimento
HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 1I-78. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 1I-79. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuesto 2-cloro-N-ciclobutil-6-(dimetilamino)piridin-4-
carboxamida (DLPMP4)
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Espectro 11-80. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5)
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Espectro 11-81. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 3 ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-

6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5)
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Espectro 11-82. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5)
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Espectro 11-83. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm). Experimento
HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP5)
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Espectro 11-84. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm) del compuesto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-
4-carboxamida (DLPMP5)
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Espectro 1I-85. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuésto 2-cloro-N-ciclopentil-6-(dimetilamino)piridin-4-
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Espectro 11-86. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-

(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6)
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Espectro 11-87. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm). Experimento COSY del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6)
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Espectro 11-88. RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-
(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6)
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Espectro 11-89. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 6 ppm). RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz, 6 en ppm). Experimento
HSQC del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-carboxamida (DLPMP6)
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Espectro 11-90. IR (FTIR por reflectancia ATR, cm) del compuesto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-
4-carboxamida (DLPMP6)
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Espectro 11-91. EM (APCI, [M + H]*, m/z) del compuésto 2-cloro-N-ciclohexil-6-(dimetilamino)piridin-4-
carboxamida (DLPMP6)
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ANEXO lll. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

13. ANEXO Ill. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

13.1 Diagramas 2D de interacciones obtenidos del acoplamiento molecular con AutoDock

Figura lll-1. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT1.

Asp
439

Figura lll-2. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT1.
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Figura lll-4. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT1.
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Figura lll-6. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKTL1.
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Figura llI-8. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKTL1.
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Figura llI-10. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT2.
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Figura lll-11. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT2.
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Figura lll-12. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT2.

142



ANEXO lll. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Phe Phe
238 443

Figura llI-13. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT2.

Phe Phe
238 -

Figura lll-14. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT2.
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Figura llI-16. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT2.
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Figura llI-17. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT2.

Figura IlI-18. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT2.
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Figura 111-19. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT3.

Figura IlI-20. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT3.
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Figura lll-22. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT3.
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Figura IlI-24. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT3.

148



ANEXO lll. ACOPLAMIENTO MOLECULAR

Figura IlI-25. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT3.

Figura IlI-26. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT3.
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Figura 11I-27. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT3.

13.2 Diagramas 2D de interacciones obtenidos del acoplamiento molecular con Glide

Figura l11-28. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKTL1.
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Figura llI-29. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKTL1.
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Figura 111-30. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKTL1.
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n

Figura llI-31. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKTL1.
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Figura llI-32. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKTL1.
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Figura 11I-33. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT1.
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Figura ll1-34. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT1.
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Figura llI-35. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT1.
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Figura ll1-36. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT1.
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Figura l11-37. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT2.
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Figura 111-38. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT2.
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Figura IlI-39. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT2.
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Figura 1l1-40. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB5 con AKT2.
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Figura lll-41. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT2.
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Figura llI-42. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT2.
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Figura llI-44. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT2.
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Figura llI-45. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT2.

Figura lll-46. Diagrama 2D de interacciones de GSK690693 con AKT3.
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Figura lll-47. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB3 con AKT3.
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Figura 111-48. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB4 con AKT3.
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Figura 111-50. Diagrama 2D de interacciones de DLPMB6 con AKT3.
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Figura llI-51. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP3 con AKT3.
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Figura lll-52

. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP4 con AKT3.
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Figura llI-53. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP5 con AKT3.
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Figura llI-54. Diagrama 2D de interacciones de DLPMP6 con AKT3.
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