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Resumen

El MLB13, derivado de quinazolina-2,4,6-triamina, ha destacado por su actividad
antioxidante y potencial actividad citoprotectora (disminucion de dafio genotoxico), pero
debido a su baja solubilidad acuosa su estudio en lineas celulares malignas es limitado. El
presente trabajo describe la busqueda de una posible solucién al problema, mediante la
sintesis de un profarmaco de MLB13, utilizando el aminoacido N, N-dietil-beta-alanina como
modificador. La intencion fue que al agregar un grupo ionizable a MLB13 éste incrementaria
su solubilidad acuosa. Su diseiio considerd que el profarmaco liberaria el compuesto activo
por hidrélisis enzimatica del grupo funcional éster. Para poder llevar a cabo la sintesis del
profarmaco fue necesario contar con una ruta de sintesis que permitiera obtener MLB13,
con mayor rendimiento y pureza a lo previamente informado. Los estudios llevados a cabo
permitieron encontrar una ruta sintética que proporcioné la cantidad suficiente de MLB13
para después obtener el profdrmaco LCAC137, que se caracterizd mediante métodos
espectroscopicos y espectrométricos. Posteriormente, se explor6é su comportamiento frente
a células cancerosas y, mediante un estudio de acoplamiento molecular, se estimé la
susceptibilidad de hidrélisis de este compuesto frente a la enzima carboxilesterasa humana
1 (hCET).




INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El cancer tiene grandes repercusiones como problema de salud publica en nuestro pais 'y en
todo el mundo. En el orbe, 1 de cada 6 muertes es debida a este padecimiento y, alrededor
del 70% de las muertes que ocasiona, ocurren en paises de bajos y medianos ingresos. En
México, el cancer es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes.

El cancer involucra un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolada de células.
Aparece practicamente en cualquier lugar del cuerpo y puede llegar a invadir el tejido
circundante provocando metastasis en puntos distantes del organismo, lo cual generalmente
conlleva a la muerte. Actualmente, la quimioterapia es uno de los tratamientos mas utilizados.
Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos presentan ciertas desventajas en su uso clinico
al afectar a células sanas del cuerpo, lo cual desencadena efectos secundarios graves;
encontrar resistencia, innata y/o adquirida, de las células cancerosas para evadir sus efectos.
Estas limitantes, junto con la incidencia cada vez mayor del cancer, ocasionan la necesidad
continua de descubrir y desarrollar nuevos agentes quimioterapéuticos para su tratamiento.

En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha estudiado diversos derivados de
quinazolin-2,4,6-triamina, con la intencién de contar con compuestos que alteren el proceso
carcinogénico implicando aspectos del estatus redox celular. Uno de ellos, denominado
MLB13, destaco por su potencial antioxidante y comportamiento favorable frente al dafio
genotdxico ocasionado por otra sustancia; sin embargo, presentd problemas de baja
solubilidad acuosa. Con la intencion de ampliar su perfil de bioactividad se pretende estudiar
su comportamiento frente a células cancerosas para estimar si podria trastornar su
crecimiento, o influir en la actividad de otros citotdxicos. Sin embargo, su insolubilidad
acuosa limita el alcance de estos cometidos.

Para tratar de resolver este inconveniente, el presente trabajo tuvo como objetivo el disefio,
sintesis y evaluacion de un profarmaco de MLB13 con el propodsito de contar con un
compuesto de mayor solubilidad acuosa y de potencial citotoxico frente a células cancerosas.
Para lograr esto se adicioné de forma covalente un aminoacido a la estructura pobremente
soluble en agua a través del grupo funcional éster, el cual fuera facilmente hidrolizado por
enzimas de la Fase I de biotransformacion de xenobidticos. Con la idea de conocer mas
acerca de la susceptibilidad de hidrdlisis del profarmaco se propuso también un estudio de
acoplamiento molecular con una enzima carboxilesterasa.




ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

En este capitulo se presenta la informacion previa que da lugar al problema planteado e
hipotesis del presente trabajo de tesis. Primero se menciona algunos conceptos del cancer,
después se abordan las quinazolinas como agentes quimioterapéuticos, y al final se comenta
la importancia de los profarmacos en la quimica farmacéutica.

2.1. Generalidades del cancer

Segun la Sociedad Americana contra el Cancer, el cancer es un grupo de enfermedades
caracterizadas por un crecimiento celular incontrolado y la propagacién de células
anormales. Se han emitido teorias para explicar el mecanismo por el cual ocurre la pérdida
del control de la proliferacidn. La teoria genética propone que las alteraciones adquiridas en
el genoma celular, es decir las mutaciones somaticas, son las que dan origen al cancer,
mientras que la teoria epigenética sugiere que las alteraciones metabdlicas pueden inducir
la expresion de genes que originan cancer'?.

Aunque el cancer a menudo se conoce como una condicion Unica, en realidad consiste en
mas de 100 enfermedades diferentes. Puede surgir en casi cualquier sitio del cuerpo humano
y segun el érgano afectado y otras consideraciones, cada cancer tiene diferentes formas de
evolucién, prondstico, posibilidades de prevencidn, diagnéstico y tratamiento. El cancer que
se origina en un érgano del cuerpo lleva consigo sus caracteristicas, incluso si se propaga a
otra parte del organismo®*.

Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células conforme
el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen o se dafian, mueren, y células
nuevas las reemplazan. Sin embargo, en el cancer, este proceso ordenado se descontrola. A
medida que las células se vuelven anormales, las células viejas o dafiadas sobreviven en lugar
de morir, y células nuevas se forman cuando no son necesarias. Estas células adicionales
pueden dividirse sin interrupcion, ya que contienen mutaciones en genes implicados en el
ciclo celular y pueden llegar a formar masas, mejor conocidas como tumores®>.

Todo este proceso lleva muchos afios, de manera que desde que se genera la primera célula
dafada hasta que el cancer se desarrolla lo bastante como para ser detectable o producir los
primeros sintomas pueden pasar entre 10 y 20 afos. Ademas, para que el proceso siga
adelante, esa célula y sus primeros descendientes tienen que superar numerosas barreras
que tratan de impedir su accion®.

En las células normales, los procesos de division celular y replicacion de ADN son
rigurosamente regidos por controles del ciclo celular, ya que poseen mecanismos para
corregir irregularidades pequefas o efectos mas nocivos que resultan en la muerte celular
por apoptosis o en una detencion irreversible del ciclo celular, conocida como senescencia
celular. Las células cancerosas adoptan capacidades que les permiten superar los
mecanismos descritos anteriormente®.
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El cancer se considera un proceso multiescalonado que requiere la acumulacion de
mutaciones en proto-oncogenes y/o en genes supresores de tumores (los mas comunes son
los que codifican Kras y p53) y que puede acelerase si se afectan los genes de reparacion del
ADN. Cada una de las anomalias genéticas presentes en las células cancerosas contribuye a
la pérdida del control de la proliferacion y diferenciacion celulares, y a la adquisicién de
capacidades, como la invasion histica, el potencial de metastasis y la angiogénesis?.

El cAncer comienza como un tumor primario, pero existe el peligro de que, al crecer algunas
células cancerosas puedan desprenderse y moverse a lugares distantes del cuerpo por medio
del sistema circulatorio o del sistema linfatico y formar nuevos tumores, lejos del tumor
original estableciendo metastasis. Son estas metastasis las que suelen acabar con la vida de
los pacientes 3’

Debido a que pueden ocurrir una amplia variedad de cambios genéticos y epigenéticos en
diferentes células dentro de los tumores malignos a lo largo del tiempo, la mayoria de los
canceres se caracterizan por la heterogeneidad notable en la poblacién de células. Esta
heterogeneidad complica significativamente el tratamiento de la mayoria de los canceres
porque es probable que existan subgrupos de células que seran resistentes al tratamiento y
por tanto sobreviviran y proliferaran incluso si la mayoria de las células se eliminan®,

2.2. Los signos distintivos del cancer

Se ha observado que el desarrollo del cancer se realiza a través de un proceso formalmente
analogo a la evolucién darwiniana, en el que una sucesion de cambios genéticos, cada uno
de los cuales confiere uno u otro tipo de ventaja de crecimiento, conduce a la conversion
progresiva de las células normales del ser humano en células cancerosas.

Hanahan, D. y Weinberg, R. sugieren que la manifestacion de seis alteraciones esenciales en
la fisiologia celular, hace que las células normales se transformen en células cancerosas.
(Figura 2.1). Cada uno de estos cambios fisiolégicos permite evadir los mecanismos de
defensa contra el cancer de las células y tejidos sanos. Los autores proponen que estas seis
capacidades estan presentes en la mayoria y quizas en todos los tipos de tumores humanos®.

1. Autosuficiencia en sefiales de crecimiento. Las células tumorales no necesitan
sefalizacion para saber cuando tienen que crecer y proliferar, a diferencia de las
células normales que si necesitan esas sefales para iniciar el proceso.

2. Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento. Las células cancerosas pueden
interrumpir o ignorar estos mensajes inhibitorios. Por lo general, esto es el resultado
de mutaciones o alteraciones en genes conocidos como genes supresores de
tumores, que normalmente controlan la respuesta de una célula a sefiales externas e
internas para salir del ciclo de division celular.

3. Invasion de tejidos y metastasis. Las células cancerosas, a diferencia de las células
normales, pueden romper las barreras de los tejidos y propagarse de un 6rgano a
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otro. A veces lo hacen al ingresar a los vasos sanguineos recién formados creados por
el tumor.

4. Potencial replicativo ilimitado. Las células normales tienen un numero finito de
divisiones que pueden realizar durante su ciclo de vida antes de morir; sin embargo,
las células tumorales son mucho mas "promiscuas”, pues la mayoria de ellas pueden
dividirse todas las veces que quieran sin problema alguno.

5. Angiogénesis mantenida. Para que un tumor crezca, necesita un suministro de sangre
cada vez mayor para proporcionar oxigeno y nutrientes al creciente niumero de
células. Un tumor puede estimular la formacién de nuevos vasos sanguineos, un
proceso conocido como angiogénesis, para suministrarle nutrientes adecuados y
promover su crecimiento.

6. Evasion de la apoptosis. Cuando las células envejecen o se dafian, estan programadas
para morir en un proceso llamado apoptosis. Las células cancerosas son peligrosas
porque evitan el ciclo normal de muerte celular y continlan acumulandose en el
cuerpo. Las sefiales de apoptosis pueden interrumpirse cuando los genes supresores
de tumores sufren mutaciones u otros dafios®'°.

Evasion de la

apoptosis

Angiogénesis Invasion de tejidos y
sostenida metastasis

Figura 2.1. Capacidades adquiridas por las células cancerosas’.
2.3. Epidemiologia

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la segunda causa de muerte
a nivel mundial, en el aflo 2018 fue responsable de un estimado de 9.6 millones de muertes.
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Aproximadamente 1 de cada 6 muertes en el mundo es debida al cancer. Estudios han
revelado que alrededor del 70% de las muertes por cancer ocurren en paises de bajos y
medianos ingresos'".

En el 2018 se presentaron 18.1 millones de nuevos casos en el mundo, debido a los cambios
en el crecimiento poblacional y el envejecimiento, se estima que para el 2040 la cifra
incrementara a 29.5 millones de casos de incidencia. El Ultimo reporte de la OMS muestra
que mas del 70% de todos los nuevos casos de cancer se registran en Asia y Europa (Figura
2.2)%,

Tasas estimadas de incidencia estandarizadas por edad en el mundo en 2018,
todos los canceres, ambos sexos, todas las edades
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Figura 2.2. Incidencia del cancer en el mundo en 2018,

Los canceres mas comunes a nivel mundial son el de pulmén, mama, colorrectal, prostata,
cancer de piel y estbmago. Mientras que las causas mas comunes de muerte por cancer son
debido a los canceres de pulmén, colorrectal, estomago, higado y mama'’.

El panorama en nuestro pais no es muy diferente de lo que ocurre a nivel mundial, en México
el cancer es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes. En 2018, se presentaron 190,667 casos nuevos y hubo 83,476 muertes debidas al
cancer (Figura 2.3). Los canceres mas recurrentes en la poblacion mexicana en general en
ambos sexos, son los de mama, prostata, cervicouterino, colorrectal y de pulmén'. Se estima
que para el 2025 en México aumente la incidencia a mas de 220 mil nuevos casos'.
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HOMBRES MUJERES

Prostata Mama
6915 (17.1%) 6 884 (16%)

Otros canceres

14 677 (36.2%) Otros cinceres

16 840 (39.2%) Cuello uterino

Pulmén 4121 (9.6%)

4081 (10.1%)
Higado
Colorrectal 3 507 (8.2%)
3719 (9.2%)
Colorrectal
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Figura 2.3. NUmero estimado de muertes en México en 20182,
2.4. Carcinogénesis

El desarrollo del cancer involucra la mutacién y la seleccion de células con capacidad
progresivamente creciente de proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis (Figura 2.4).
El primer paso es la iniciacion, ocurre por una alteracion genética que conduce a la
proliferacién anormal de una sola célula. El segundo paso es la promocion, un proceso
reversible en el cual se acumulan otras alteraciones genéticas. En esta etapa, agentes
especificos conocidos como promotores, mejoran el desarrollo de neoplasias al proporcionar
a las células iniciadas una ventaja de crecimiento selectivo sobre las células normales
circundantes. La proliferacion celular provoca entonces el crecimiento de una poblacion de
células tumorales derivadas clonalmente. La progresion, es la Ultima etapa y es irreversible,
contindia a medida que ocurren mutaciones adicionales dentro de las células de la poblacion
tumoral y perpetuan su crecimiento y proliferacion. Algunas de estas mutaciones confieren
una ventaja selectiva a la célula, por ejemplo, crecimiento mas rapido. Entonces ocurre la
seleccion clonal, la cual consiste en que un nuevo clon de células tumorales evolucionado
con propiedades (como supervivencia, invasion o metastasis) que confieren una ventaja
selectiva, se vuelvan dominantes en la poblacién tumoral. La seleccion clonal continua
durante el desarrollo del tumor, por lo que los tumores se vuelven continuamente de
crecimiento mas rapido y cada vez mas malignos. Las células cancerosas contindan
proliferando y diseminandose a través de los tejidos cercanos. Finalmente, las células
cancerosas invaden otros érganos e incluso los vasos sanguineos y linfaticos, lo que les
permite hacer metastasis en todo el cuerpo’™™8,
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Figura 2.4. Etapas del desarrollo tumoral. El desarrollo del cancer se inicia cuando una sola célula
mutada comienza a proliferar de manera anormal. Mutaciones adicionales seguidas de la seleccién
de células de crecimiento mas rapido dentro de la poblacion, resultan en la progresion del tumor a

un crecimiento cada vez mas rapido™

2.5. Metastasis

La metastasis es el término general utilizado para describir la propagacién de las células
cancerosas desde el tumor primario a los tejidos circundantes e incluso a los érganos
distantes y es la principal causa de morbilidad y mortalidad por cancer (Figura 2.5). Se estima
que la metastasis es responsable de aproximadamente el 90% de muertes por cancer™. La
metastasis implica una serie de pasos secuenciales e interrelacionados.

Para completar la cascada metastasica, las células cancerosas deben desprenderse del tumor
primario, intravasarse en los sistemas circulatorio y linfatico, evadir el ataque inmune,
extravasarse en lechos capilares distantes e invadir y proliferar en érganos distantes. Las
células metastasicas también establecen un microambiente que facilita la angiogénesis y la
proliferacién, lo que resulta en tumores secundarios malignos macroscopicos®?'.

Metastasis

Tumor metaslésloo?y
g

\ =N ) \

J
El cancer se diseminaa | < Células cancerosas
olras partes del cuerpo en el sistema linfatico ./

Metéstasis

Células
en el pulmén

cancerosas
en la sangre
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Figura 2.5. Metastasis. En la metastasis, las células cancerosas se separan del sitio donde se
formaron originalmente (cancer primario), viajan a través de la sangre y el sistema linfatico, y forman
nuevos tumores (tumores metastasicos) en otras partes del cuerpo. El tumor metastasico es el
mismo tipo de cancer que el tumor primario®
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La presencia de metastasis tiene implicaciones en el diagndstico, prondstico y tratamiento
del cancer. En cuanto al tratamiento, tanto la cirugia como la quimioterapia sistémica pueden
desempefar un papel importante en la mejora de pacientes seleccionados, todo dependera
del tipo de cancer original, donde comenzo, cuanto se ha diseminado y dénde se encuentra,
edad del paciente, etc. Sin embargo, es importante reconocer que los desenlaces de
pacientes con metastasis son, con raras excepciones, eventualmente fatales y que la
quimioterapia se administra con el objetivo paliativo de prolongar la vida y mejorar la calidad
de vida, ya que estudios han demostrado que la mediana de supervivencia después del
desarrollo de metastasis a distancia es de 26 meses®* .

Pocos farmacos se han desarrollado para intentar actuar directamente en el proceso de
metastasis, en parte debido a que las caracteristicas de los pasos criticos en los procesos
metastasicos aun se estan identificando. Sin embargo, ya se tiene conocimiento de un
numero de blancos potenciales. Por ejemplo, los genes que controlan la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) y la motilidad celular, asi como sus vias de sefializacién, son candidatos
racionales para el desarrollo de farmacos. Las células tumorales a menudo son atraidas por
varios tipos de quimiocinas a los sitios de 6rganos distantes, estas quimiocinas también
pueden servir como objetivos moleculares para la terapia antimetastasica. La reactivacién de
genes supresores de metastasis y sus vias de sefalizacion, asi como la inhibicion de la
actividad transcripcional del promotor de metastasis también son estrategias racionales®®.

2.6. Causas del cancer

A pesar de que todavia no existe un acuerdo absoluto entre la comunidad de investigacién
del cancer en términos de lo que realmente causa el cancer, los cientificos estan seguros de
que muchos factores pueden estar relacionados con el cancer. A estos factores se les conoce
como "factores de riesgo de cancer”, los cuales incluyen habitos alimenticios, estilo de vida,
entornos de vida o trabajo, genética y muchos otros (Figura 2.6). Los siguientes son algunos
de los principales factores de riesgo de cancer que han sido identificados®:

a) Tabaquismo; fumar cigarrillos esta directamente relacionado con al menos un tercio
de todas las muertes por cancer anualmente en los Estados Unidos. Fumar cigarrillos
es la causa mas importante de cancer de pulmon y la principal causa de muerte por
cancer de pulmon tanto en hombres como en mujeres. Fumar también es responsable
de la mayoria de los canceres de laringe, cavidad oral y eséfago®#.

b) Dieta; la evidencia sugiere que aproximadamente un tercio de las muertes por cancer
que ocurren cada afo en los Estados Unidos estan relacionadas con factores
dietéticos. Estos incluyen tipos de alimentos, métodos de preparacion, tamafio de
porcion, variedad y balance caldrico general. Una dieta alta en grasas se ha asociado
con un mayor riesgo de cancer de prostata, endometrio, colon y recto®#.

c) Genética; un mayor riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer puede heredarse en
el material genético transmitido de generacion en generacion, lo que representa
hasta el 4 por ciento de todos los canceres en todo el mundo. Los cambios genéticos
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que contribuyen al cancer tienden a afectar tres tipos principales de genes — proto-
oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores del ADN??%,

d) Ocupacion y medio ambiente; las personas que tienen contacto directo con agentes
cancerigenos en el lugar de trabajo tienen mayor riesgo de desarrollar cancer, por
ejemplo, el refinamiento de niquel, y el trabajo con cuero y madera han sido
asociados con un aumento de riesgo de canceres especificos. La contaminacion del
aire (interior y exterior), el agua y el suelo causa aproximadamente del 1 al 4 por
ciento de todos los canceres en todo el mundo®?®,

e) Agentes infecciosos; los principales son el virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la
hepatitis C, el virus del papiloma humano (VPH) y Helicobacter pylori, estos siguen al
tabaco en importancia como factores de riesgo para la incidencia de cancer en los
paises en desarrollo?®,

f) Inactividad fisica; ha sido reconocida como una pandemia global que causa
aproximadamente el 10% de los canceres de mama y colon, y el 9% de la mortalidad
prematura en general. En consecuencia, la carga de salud de la inactividad fisica se ha
comparado con la del tabaquismo o la obesidad?®.

g) Uso de alcohol; los canceres de la cavidad oral, la faringe, la laringe, el eséfago, el
higado y los senos pueden ser causados por el consumo excesivo de alcohol, con un
riesgo que varia segun el sitio del cancer, pero aumenta para todos los sitios con
mayor consumo. Segun los datos de 2009, se estima que el 3.5% de las muertes por
cancer en los Estados Unidos (alrededor de 19,500 muertes) estaban relacionadas con
el alcohol?®°,

Infecciones Abuso de alcohol
7% A 3%

Factores
ambientales y
ocupacionales
10% Obesidad/falta
de actividades
fisicas/diabetes

Carcinégenos
35%

quimicos y otros —
factores
15%

—— Uso de tabaco
30%

Figura 2.6. Factores de riesgo para el desarrollo del cancer®.

2.7. Tipos de cancer

Los canceres se clasifican de dos maneras: por el tipo de tejido en el que se origina el cancer
(tipo histoldgico) y por el sitio primario, o la ubicacion en el cuerpo donde se desarroll6 el
cancer por primera vez. A continuacion, se muestra la clasificacion del cancer segun el tipo
histoldgico®'.
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Carcinoma: Cancer que comienza en la piel o en los tejidos que recubren o cubren los
organos internos. Los carcinomas, tumores malignos del tejido epitelial, representan
del 80 al 90 por ciento de todos los casos de cancer. Los carcinomas se dividen en
dos subtipos principales: adenocarcinoma, que se desarrolla en un érgano o glandula,
y carcinoma de células escamosas, que se origina en el epitelio escamoso.

Sarcoma: Los sarcomas, que son raros en los humanos, son tumores sélidos de tejidos
de soporte y conectivos, como musculos, huesos, cartilagos y tejido fibroso.
Generalmente ocurre en adultos jovenes, el sarcoma mas comiun a menudo se
desarrolla como una masa dolorosa en el hueso.

Leucemia: Cancer que comienza en el tejido formador de sangre, como la médula
0sea, y hace que se produzcan células sanguineas anormales que ingresan a la sangre.
La enfermedad a menudo se asocia con la sobreproduccién de globulos blancos
inmaduros. Estos glébulos blancos inmaduros no funcionan bien, por lo tanto, el
paciente a menudo es propenso a la infeccion. La leucemia también afecta a los
glébulos rojos y puede causar mala coagulacion de la sangre y fatiga debido a la
anemia.

Mieloma: Es un cancer que se origina en las células plasmaticas de la médula 6sea.
Las células plasmaticas pueden volverse anormales, multiplicarse incontrolablemente
y solo producen un tipo de anticuerpo que no funciona correctamente para combatir
las infecciones.

Linfoma: Se desarrolla en las glandulas o ganglios del sistema linfatico, una red de
vasos, ganglios y 6rganos (especificamente el bazo, las amigdalas y el timo) que
purifican los fluidos corporales y producen globulos blancos o linfocitos que
combaten las infecciones. Se reconocen mas de 30 tipos de linfoma, con un
comportamiento clinico que abarca desde notablemente indolente hasta
profundamente agresivo.

Canceres del sistema nervioso central: Son canceres en cerebro y médula espinal. Los
tumores cerebrales primarios van desde los astrocitomas pilociticos, que son muy
poco frecuentes, no invasivos y curables quirdrgicamente, hasta el glioblastoma
multiforme, el tumor cerebral intraparenquimatoso mas comun en adultos, que es
altamente invasivo y practicamente incurable™3"34,

2.8. Tratamientos contra el cancer

En los ultimos afos, se ha logrado un progreso notable hacia una mejor comprensién del
desarrollo del cancer, lo que ha llevado a importantes avances en su tratamiento. El tipo de
tratamiento en cada paciente dependera de dénde esta su cancer, qué tan grande es, si se
ha diseminado y su salud general. Algunas personas con cancer tendran un solo tratamiento,

pero la mayoria necesitan una combinacion de tratamientos

35,36

Cirugia. La cirugia se usa para tratar muchos tipos de cancer. Es un procedimiento en
el cual un cirujano extirpa el cancer del cuerpo. Funciona mejor para tumores sélidos
que estan contenidos en un area, si el cancer se ha diseminado, la cirugia no es opcién
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de tratamiento. Algunas veces la cirugia no es posible debido a la posicion del tumor,

por ejemplo, si el tumor esté cerca de un vaso sanguineo u otro tejido delicado®®.
% Radioterapia. La radiacién puede describirse como una entidad fisica utilizada para
matar a las células cancerosas. El tipo de radiacién utilizada es la radiacion ionizante.
La radiaciéon hace que las particulas en los cuerpos biolégicos se carguen
eléctricamente, de tal manera que puede matar directamente a las células cancerosas
o alterarlas genéticamente para que accedan a la apoptosis y la muerte celular. El
efecto adverso de la radioterapia es que también dafa a las células normales que se
encuentran en la periferia de la masa tumoral principal®’.
Quimioterapia. Usa medicamentos para destruir las células cancerosas. La
quimioterapia provoca cambios en las células tumorales para que dejen de crecer o
mueran; por lo tanto, las dos ramas de los farmacos quimioterapéuticos son
citostaticos y citotoxicos®’.
Inmunoterapia. La premisa de la inmunoterapia es que el cuerpo se cure a si mismo.
La inmunoterapia tiene una amplia gama de modalidades terapéuticas bajo
investigacion, que incluyen trasplantes alogénicos de células madre, vacunas
antineoplasicas, citocinas proinflamatorias, receptores de antigeno quimérico y
transferencia adoptiva de células T, entre otros®®.
Terapia dirigida. Es un tipo de tratamiento contra el cancer que se enfoca en los
cambios en las células cancerosas que las ayudan a crecer, dividirse y propagarse. Los
farmacos dirigidos pueden: evitar que las células cancerosas se dividan y crezcan,
buscar células cancerosas y matarlas, alentar al sistema inmunitario a atacar las células
cancerosas, detener el cancer de los vasos sanguineos en crecimiento o ayudar a
llevar otros tratamientos, como la quimioterapia, directamente a las células
cancerosas>®.
Terapia hormonal. Se sabe que casi el 25% de los tumores en hombres y el 40% en
mujeres tienen una base hormonal. La terapia hormonal es un tratamiento contra el
cancer que ralentiza o detiene el crecimiento del cancer que utiliza hormonas para
crecer. Suele utilizarse para tratar los canceres de prostata y de mama®’,
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2.9. Busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos

El cancer es una enfermedad agresiva que es dificil de tratar debido a varias razones, una de
ellas es porque el cancer se trata de una enfermedad no estatica, sino que evoluciona y
progresa con el tiempo acumulando nuevas mutaciones™.

La quimioterapia es uno de los tratamientos mas comdnmente recetados para el cancer, la
ventaja mas importante que ofrece es su capacidad de viajar por todo el cuerpo y atacar los
canceres generalizados. La quimioterapia puede ser dirigida o no dirigida, se habla de
quimioterapia dirigida cuando genes, proteinas o receptores que se encuentran en células
cancerosas son el objetivo exacto del farmaco™.

Los farmacos de la quimioterapia no dirigida se pueden agrupar por su funcionamiento, su
estructura quimica y sus relaciones con otros farmacos. Algunos funcionan de mas de una
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manera y pueden pertenecer a mas de un grupo. La siguiente tabla enlista los tipos de
farmacos quimioterapéuticos de acuerdo a su mecanismo de accion:

Tabla 2.9. Clasificacion de farmacos de la quimioterapia seglin su mecanismo de accion*™,
Clase de farmaco Mecanismo de accion Ejemplos

e Platinos (cisplatino, carboplatino,
oxaliplatino)
e Mostazas nitrogenadas
(clorambucilo, melfalan)
e Oxazafosforinas (ciclofosfamida,

Deterioro de la funcion celular mediante la
Agentes alquilantes | formacién de enlaces covalentes en moléculas
importantes como proteinas, ADN y ARN.

ifosfamida)
Funcionan como anélogos estructurales ¢ Anélogos de pirimidina
sustituyendo metabolitos naturales (gemcitabina, 5-fluorouracilo,
Antimetabolitos involucrados en la sintesis de ADN y ARN, o capecitabina)
compiten por el sitio catalitico de una enzima o Anti-folatos (metotrexato,
clave. raltitrexed)
e Intercalan ADN en secuencias especificas, ¢ Antraciclinas (doxorrubicina,
Antibioticos . . . .
o creando radicales libres que causan la rotura de epirrubicina)
antitumorales L .
la cadena. ¢ Bleomicina, mitoxantrona

Actlan interfiriendo con las topoisomerasas
que son enzimas que controlan la estructura 3D
del ADN. Las topoisomerasas 'y Il son las
responsables del desenrollamiento del ADN
durante la replicacién.

e Inhibidores de la topoisomerasa I
(irinotecan, topotecan)
e Inhibidores de la topoisomerasa II
(etopdsido)

Inhibidores de la
topoisomerasa

Se unen a la tubulina y previenen la formacién

Farmacos de unién = del microtibulo, que es importante durante la

a tubulina mitosis, pero también para la forma celular, el
transporte intracelular y la funcién axonal.

¢ Alcaloides de la vinca (vincristina,
vinorelbina)
e Taxanos (paclitaxel, docetaxel)

e Inhibidor de ribonucleétido

Algunos farmacos quimioterapéuticos ejercen reductasa (hidroxiurea)
Agentes ., . . _ .
- L. su accion de manera ligeramente diferente y no e Inhibidor de esteroides
quimioterapéuticos g . . . .
miscelaneos se pueden clasificar bien en ninguna de las adrenocorticales (mitotano)
otras categorias. e Retinoides (bexaroteno,

isotretinoina)

Actualmente existe una gran variedad de agentes quimioterapéuticos, sin embargo, estos
mantienen la desventaja de también afectar a las células sanas del cuerpo, como las células
de la médula 6sea, el revestimiento epitelial del sistema digestivo, los foliculos pilosos y las
ufias. Como consecuencia este tipo de farmacos suelen provocar algunos efectos secundarios
graves (nauseas, vomitos, pérdida de cabello, fatiga, estrefiimiento, fiebre, diarrea) y, en
ocasiones, causar la muerte de los pacientes* .
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Otro problema que enfrentan los farmacos quimioterapéuticos es que las células cancerosas
generan gradualmente resistencia a casi todos estos compuestos a través de una variedad
de mecanismos y vias distintas. La resistencia quimioterapéutica se presenta de las siguientes
maneras: intrinseca, cuando existe desde el principio del tratamiento; y adquirida, si aparece
durante el transcurso del tratamiento*’“,

La quimiorresistencia puede ser causada por la disminucién de la activacion intracelular de
profarmacos o el aumento de la inactivacién de farmacos por las enzimas de fase I y/o II. Por
ejemplo, la resistencia a citarabina, utilizada para el tratamiento de la leucemia mielégena
aguda, se debe a la disminucién de la activacion del farmaco a través de la mutaciéon de la
desoxicitidina quinasa, enzima encargada de su biotransformacién. También se genera
resistencia por el incremento de la exportacion de farmacos o la disminucion de la
acumulacion intracelular de farmacos. Ejemplo de ello es la resistencia a doxorrubicina
ocasionada por la sobreexpresion de la glucoproteina P en células tumorales, lo cual provoca
la expulsion del farmaco hacia el exterior de las células. La evasion de la apoptosis es otro
mecanismo por el cual se desarrolla resistencia, se sabe por ejemplo que células cancerosas
comunmente sobreexpresan proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2, lo que resulta en una
falta de respuesta a la quimioterapia**°,

Estas desventajas mencionadas junto con la incidencia cada vez mayor del cancer, ocasionan
la necesidad continua de descubrir y desarrollar nuevos agentes quimioterapéuticos para el
tratamiento del cancer.

2.10. Aplicacion de las quinazolinas como agentes terapéuticos contra el cancer

En los dltimos afios ha habido un considerable interés en el desarrollo y farmacologia de
compuestos organicos heteroaromaticos. En la busqueda de nuevos farmacos contra el
cancer, los derivados heterociclicos, debido a sus usos terapéuticos generalizados, han
atraido una gran atencion entre la comunidad cientifica®'.

Entre estas estructuras, la quinazolina constituye una clase importante de farmacoforos en
quimica medicinal debido a su potencial para formar interacciones intermoleculares tipo 1 —
Ty de puente de hidrégeno con residuos de aminoacidos aromaticos de los receptores™. La
quinazolina es un heterociclo que pertenece a la familia de las benzodiazinas con su
nitrogeno heteroatomico ubicado en las posiciones 1y 3. Es el nucleo heterociclico mas
comunmente experimentado en la investigacion médica, debido a su amplio espectro de
potencial farmacologico y que una gran cantidad de sus derivados son de relevancia
fisiologica y farmacéutica®. Las quinazolinas han mostrado tener actividad antiviral,
anticancerigena, antimicrobiana, antifingica, antituberculosa, analgésica, antiinflamatoria,
antihipertensiva, antipaltdica y anticonvulsiva entre otras>*>’.

Algunos farmacos con el nucleo de quinazolina incluyen al erlotinib, gefitinib y lapatinib
(Figura 2.7). Todos ellos comparten el scaffold de quinazolin-4-amina y se desarrollaron
como terapias para el tratamiento del cancer al inhibir la tirosina quinasa del receptor del
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factor de crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), que esta involucrado en la
regulacion del crecimiento celular, la diferenciacion y supervivencia®?,
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Figura 2.7. FArmacos con nucleo de quinazolina disponibles comercialmente.

Con base al buen desempeiio de los derivados de quinazolina contra el cancer, el desarrollo
de nuevos derivados de quinazolina como medicamentos contra el cancer es un campo
prometedor.

2.10.1. Derivados de quinazolina-2,4,6-triamina y su actividad quimioterapéutica

En 1970, el grupo de investigacion de John Davoll report6 la sintesis de derivados de la
quinazolina-2,4,6-triamina, con el fin de explorar su uso como antagonistas del acido félico
para el tratamiento de leucemia®®.

Posteriormente, en 1972 el mismo grupo reportd dos nuevos conjuntos de derivados con
actividad antiparasitaria contra Plasmodium berghei, Plasmodium Cynomolgiy Trypanosoma
cruzi, con lo cual comenzé a explorarse mas la actividad antiparasitaria de estos derivados>°%°.

En 1989, en un estudio de actividad antiparasitaria con Leishmania majory L. mexicana de
algunos de los derivados sintetizados anteriormente por el grupo de Davoll, se encontré que
la actividad inhibidora de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) no estaba directamente
relacionada con la actividad antiparasitaria /n vitro como se creia, sin embargo, se concluy6
que de alguna manera estas moléculas interferian con el metabolismo de folatos, esenciales
para la supervivencia de dichos paréasitos®’.

Posteriormente, el grupo de Aleem Gangjee también sintetiz6 derivados de quinazolina-
2,4,6-triamina. Sus compuestos los evaluaron contra la enzima DHFR humana y al observarse
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concentraciones inhibitorias nanomolares, comenzaron a explorar las propiedades
antitumorales de estos derivados®.

Recientemente, en el grupo de investigacion del Dr. Francisco Hernandez Luis, se ha
desarrollado la sintesis de derivados de quinazolina-2,4,6-triamina con actividad
antiparasitaria en 7rypanosoma cruzi, Leishmania mexicanay Plasmodjum berghei mediante
la potencial inhibicion de la DHFR y la PTR®®. También se ha explorado la potencial
actividad citotoxica en diferentes lineas celulares de cancer (PC-3, HCT-15, MCF-7, MDA-
MB231, SK-LU-1) de derivados de quinazolina-2,4,6-triamina y 2,6-diaminoquinazolin-
4(3H)-ona)®.

Uno de estos derivados, el denominado MLB13 se diseiid y sintetizd como agente
antioxidante debido a la porcion fendlica en su estructura (Figura 2.8). Este presento
actividad atrapadora de radicales libres y destacé por su accion inhibitoria frente a Xantina
oxidasa (XO), una enzima en la que su inhibicién esta relacionada con la modificacion del
equilibrio redox en células malignas, lo que les puede ocasionar la muerte. Por otro lado, en
un estudio de genotoxicidad /n vivo se observd que MLB13 no produce dafio genotoxico,
sino por el contario lo disminuye y que la posible via es mediante la induccion de muerte
celular de las células dafiadas. De esta manera surge el interés de evaluar el comportamiento
de este nuevo compuesto frente a células cancerosas, sin embargo, presenta problemas de

baja solubilidad acuosa lo que limita su evaluacién en cultivos de lineas celulares malignas®’
69

OCH;

Figura 2.8. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) enumerada
con base a la nomenclatura quimica.
2.11. Profarmacos

La solubilidad, es uno de los parametros importantes para lograr la concentracion deseada
del farmaco en la circulacion sistémica para la respuesta farmacologica deseada. Cualquier
farmaco a absorber debe estar presente en forma de solucion acuosa en el sitio de absorcion.
La baja solubilidad es uno de los principales problemas que enfrentan los investigadores
durante el desarrollo de farmacos, sobre todo porque cada vez las moléculas son mas
complejas y de mayor peso molecular. Mas del 40% de las nuevas entidades quimicas
desarrolladas en la industria farmacéutica son practicamente insolubles en agua. Para
resolver este problema suelen emplearse diversas técnicas que mejoran la solubilidad de los

farmacos poco solubles, las cuales incluyen modificaciones fisicas o quimicas del farmaco’
72
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El disefo de profarmacos es una alternativa para mejorar la solubilidad acuosa. Esta
estrategia es un método versatil y potente que se puede aplicar a una amplia gama de
moléculas. Actualmente, entre el 5y el 7% de los medicamentos aprobados en todo el mundo
se pueden clasificar como profarmacos, y aproximadamente el 20% de todos los
medicamentos nuevos de molécula pequefia aprobados durante el periodo 2000-2008
pueden clasificarse como profarmacos’™".

La estrategia de profarmacos no debe considerarse un ultimo recurso o limitarse a solo
cuando el prototipo presenta problemas inesperados, ya que con esta estrategia ademas se
pueden modular la farmacocinética, farmacodinamica y toxicologia de los medicamentos’®

Un profarmaco es una molécula que no tiene ninguna actividad bioldgica intrinseca pero que
es capaz durante las diferentes fases de su metabolismo de generar un farmaco
biolégicamente activo (Figura 2.9). Hay dos clases principales de profarmacos, uno se llama
profarmaco bioprecursor, este resulta de una modificacién molecular del principio activo. La
modificacidon genera un nuevo compuesto que es capaz de ser un sustrato de las enzimas
metabdlicas, siendo el metabolito el compuesto activo esperado. Otro tipo es el derivado
biorreversible, el cual consiste en una molécula activa unida covalentemente a una entidad
denominada modificador, que al hidrolizarse libera al principio activo’®”’. Estos Gltimos son
el tipo de profdrmaco de interés en este trabajo.

\
Blotranst:“y
RECEPTOR | SRR |

Figura 2.9. Esquema de funcionamiento de un profarmaco.

El modificador ideal de los derivados biorreversibles debe tener las siguientes
caracteristicas’

e Debe guardar el compuesto activo hasta que llegue al sitio de accion terapéutica
e Permitir la liberacion del compuesto activo por accion quimica o enzimatica

e Ser facil de preparar y de bajo costo

e Debe ser inerte y estable
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Si el modificador posee actividad bioldgica per se se dice que se trata de un profarmaco
mutuo o co-farmaco y cuando al liberarse el modificador genera un segundo profarmaco (es
decir, se requieren dos etapas metabdlicas para generar el principio activo), se denomina
pre-profarmaco (Figura 2.10)".

-- :Bioprecursor .
.=Modiﬁcador =Conector

Figura 2.10. Tipos de derivados biorreversibles.

El incremento en la solubilidad del compuesto problema se logra mediante la adicion, de
algunos grupos ionizables al compuesto pobremente soluble en agua, como fosfato,
hemisuccinato o ésteres de aminoacidos, o incluso un enlace a macromoléculas neutras
como el polietilenglicol.

Se ha visto que los profarmacos de aminoacidos mejoran la administracion oral de los
medicamentos que tienen poca solubilidad y permeabilidad. La introduccién de un
aminoacido, ya sea natural o derivado, en un farmaco original generalmente aumenta la
solubilidad en agua en varios érdenes de magnitud a través de un anion de carboxilato
ionizado o un cation de amonio. Actualmente existen profdrmacos de aminoacidos
comerciales y también se han descrito varios ejemplos preclinicos del uso de aminoacidos
como modificadores.

El valaciclovir es un ejemplo de este tipo de profarmacos, se trata del éster de L-valina del
aciclovir que es empleado actualmente en el tratamiento del herpes, varicela zéster y
citomegalovirus. Valaciclovir fue desarrollado para aumentar la absorcion oral y los niveles
plasmaticos de aciclovir. El profarmaco ha demostrado tener una biodisponibilidad oral tres
a cinco veces mayor que el farmaco original debido a la participacion de multiples
transportadores en la captacién de valaciclovir en el intestino delgado®®®'.

De forma similar la valbenazina es un éster de L-valina del (+)-a-dihidrotetrabenazina
(DHTBZ) que se emplea para tratar la discinesia tardia, este profarmaco fue disefiado para
prolongar la vida media de los metabolitos activos y minimizar la variabilidad en la exposicion
al farmaco para limitar los efectos secundarios. Otro ejemplo es el profarmaco midodrina,
donde el aminoacido glicina se encuentra unido a la desglimidodrina, un agonista selectivo
del receptor a1 utilizado en el tratamiento de la hipotension ortostatica. La midodrina tiene
una biodisponibilidad oral del 93%, que es significativamente mas que el valor
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correspondiente para la desglimidodrina (50%). Algunos ejemplos mas son los profarmacos
valganciclovir, talaglumetad, valtorcitabina, etc®®*.

Debido a la amplia especificidad del sustrato, el direccionamiento de profarmacos a
transportadores del tracto gastrointestinal como PEPT1, PEPT2, hPT1, etc. se considera uno
de los métodos prometedores para mejorar la absorcién oral de las formas activas de escasa
permeabilidad. Una via exitosa para ser un sustrato de PEPT1 es la conjugacion de un
aminoacido natural con el farmaco original. En la mayoria de los casos, el profarmaco de
éster de L-valina ha demostrado tener mejor afinidad con PEPT1 que otros ésteres de
aminoacidos®®,

La mayoria de los profarmacos de aminoacidos son ésteres o amidas, en los que el grupo a-
amina o a-carboxilico de los aminoacidos esta unido a grupos funcionales del farmaco o
compuesto activo (hidroxilo, amina y carboxilo). El grupo a-amina o a-carboxilico de los
aminoacidos también se puede unir al farmaco original a través de enlaces de carbonato y
carbamato. El uso de las cadenas laterales de los aminoacidos, que ofrecen una gran cantidad
de grupos funcionales (por ejemplo, amina, acido carboxilico, alcohol, tiol), incrementa las
oportunidades en el disefio de profarmacos (Figura 2.11)".

Esteres y tioésteres

o 0 o} 0
, R
R—O)K" R'—O’LAA Fa')ko’”e‘A R g M
NH,
~ Amidas
R'—OH o
0] R (0] 0
R: Grupo de cadena lateral
" \ R AA
R R'=NH, R—HJH’ RPN CooH Ry RSN
J\ + > NH, H H H
H,N" ~COOH R'—COOH
Carbonatos y carbamatos
Aminoacido (AA) Farmaco
) O R O 0
AA
R'—OJJ\N/LCOOH R' O)LO’ R'—N’J'LO’AA
H

Eter y tioéteres

R'—0-AA R'—S—-AA
Figura 2.11. Enlaces tipicos entre los grupos funcionales de aminoacidos y los farmacos originales’.

Los ésteres son los profarmacos mas comuUnmente utilizados, y se estima que
aproximadamente el 49% de todos los profarmacos comercializados se activan por hidrolisis
enzimatica’. Las enzimas principalmente involucradas en la bioconversién de profarmacos a
base de éster son la paraoxonasa, carboxilesterasa, acetilcolinesterasa, colinesterasa,
butirilcolinesterasa y arilesterasa. La mayoria de estas enzimas entran en la categoria de
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enzimas hidroliticas, sin embargo, las enzimas no hidroliticas como citocromo P450, también
pueden catalizar la bioconversion de profarmacos de éster?’.

Las esterasas son responsables de la activacion de profarmacos y la desintoxicacion de
farmacos, estas enzimas contribuyen al metabolismo del 10% de los farmacos clinicos y
terapéuticos que contienen enlaces éster, amida y tioéster. Las esterasas se dividen en 3
categorias A-, B- y C-esterasas, segun la especificidad del sustrato y la sensibilidad a varios
inhibidores. En general, las A-esterasas no son inhibidas por organofosforados, sin embargo,
hidrolizan estos compuestos; las B-esterasas son inhibidas por organofosforados,
carbamatos y compuestos organosulfurados y las C-esterasas no hidrolizan los ésteres
organofosforados ni son inhibidas por ellos® 28

Entre estas esterasas, las enzimas carboxilesterasas (CES), pertenecientes a las B-esterasas,
son bien conocidas por su participacién en el metabolismo de los farmacos. Las enzimas CES
son miembros de la superfamilia de serina esterasa que posee el residuo de serina del
dominio conservado -Gly-X-Ser-X-Gly- en el sitio activo®. Las CES hidrolizan sustratos
utilizando un mecanismo de dos pasos que se conserva en todas las hidrolasas serinas. Este
proceso depende de una triada catalitica esencial que generalmente esta compuesta por tres
residuos (serina, histidina y acido glutamico). Primero, el ataque nucleofilico por el atomo de
oxigeno de serina activado por base (como Ser221 en CES1 de humano) en el carbono
carbonilico del sustrato, conduce a la formacion de un acil-enzima intermediario y la
liberacion de un alcohol, tiol, o amina. En segundo lugar, el acil-enzima intermediario es
atacado de manera idéntica por el agua que actua como nucledfilo, lo que lleva a liberar el
metabolito acido carboxilico y regenerar la carboxilesterasa a su estado original (Figura
2.12)%.

Las enzimas CES humanas se clasifican en 5 subfamilias: CES1, CES2, CES3, CES4A y CES5A.
Se sabe que CES1y CES2 son responsables de la biotransformacion de varios farmacos y
profarmacos utilizados clinicamente. La homologia de aminoacidos de CES1y CES2 alrededor
del sitio activo es alta, sin embargo, se han observado diferencias significativas en su
especificidad de sustrato. Hasta la fecha se han reportado bastantes farmacos que actian
como sustratos de carboxilesterasa humana 1 (hCE1): capecitabina, lovastatina, imidapril,
metilfenidato, oseltamivir, clopidogrel, etc®.

En particular la hCE1 se expresa principalmente en el higado, con cantidades menores en el
intestino, rindn, pulmon, testiculos, corazdén, monocitos y macréfagos. Es una enzima capaz
de hidrolizar ésteres, tioésteres, amidas, carbamatos e incluso puede llevar a cabo reacciones
de transesterificacion. LA hCE1 se localiza en el reticulo endoplasmico de las células, existe
en un equilibrio trimero-hexamero y cada trimero posee tres sitios cataliticos. El dominio
catalitico de hCES1 esta compuesto por la triada Ser-221, Glu-354 e His-468. El sitio catalitico
tiene una cavidad grande (aproximadamente 1300 A) con regiones especificas para la unién
de porciones estructurales metilo o etilo y una region mas grande y mas flexible que puede
interaccionar con grupos funcionales mas voluminosos. El sitio activo de hCE1 contiene
bolsas rigidas y flexibles, lo que explica la capacidad de la enzima para actuar de manera

19

——
| —



ANTECEDENTES

especifica y promiscua. Asi mismo, la enzima presenta el sitio Z, que funge como regulador
alostérico y la compuerta o “side door”, que permite la entrada y salida de sustratos y
productos® .
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Figura 2.12. Mecanismo catalitico de dos pasos de carboxilesterasas de mamiferos®.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es un grupo de padecimientos que afecta a millones de personas en el mundo cada
afho, principalmente de paises en vias de desarrollo. Los actuales agentes quimioterapéuticos
de uso clinico no son suficientes para combatir este problema ya que tienen ciertas
limitaciones lo cual mantiene la necesidad de seguir buscando nuevas moléculas que puedan
llegar a actuar en el tratamiento del cancer. El MLB13 ha destacado por su actividad
antioxidante y su comportamiento favorable frente al dafio genotdxico, sin embargo, su baja
solubilidad acuosa ha limitado su evaluacion frente a lineas celulares malignas. ;Sera posible
que, mediante la incorporacion de un aminoacido a la estructura del MLB13, se logre mejorar
su comportamiento frente a células cancerosas?

4. HIPOTESIS

La sintesis del profarmaco LCAC137, mediante la esterificacion del grupo hidroxilo de MLB13
con un aminoacido, dara origen a un compuesto con actividad inhibitoria de la viabilidad
celular en células cancerosas.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

» Sintetizar, caracterizar y evaluar frente a células cancerosas, el profarmaco LCAC137.
5.2. Objetivos particulares

» Sintetizar el derivado MLB13 mediante diferentes rutas con la finalidad de mejorar
su método de obtencion.

» Elegir el método de sintesis mas conveniente para obtener MLB13 en mayor cantidad
y con mayor pureza.

» Sintetizar un profdrmaco éster de aminoacido utilizando diferentes agentes
acoplantes.

» Caracterizar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos el intermediario
MLB13 y su profarmaco.

» Enviar a evaluacion bioldgica contra células cancerosas a MLB13 y su profarmaco.

> Realizar estudios de acoplamiento molecular (docking) con la enzima carboxilesterasa
humana 1.
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6. METODOLOGIA

Los pasos de la metodologia que se siguieron para desarrollar el presente trabajo pueden
observarse en el siguiente diagrama (Figura 6.1). Posteriormente se describira de forma
general las actividades estipuladas y detalladamente en los apéndices correspondientes.

Revisién bibliografica para determinar las rutas de
sintesis que permitieran obtener el derivado de
quinazolina-2,4,6-triamina (MLB13) y su profarmaco

=

Experimentos a microescala para ajuste de
condiciones y determinacién de
condiciones 6ptimas para sintesis

-

Sintesis, purificacion y
caracterizacion del derivado MLB13

e

Eleccion de la mejor ruta de sintesis para
obtener MLB13 a escala de 500 mg

=

Seleccion del aminoéacido a
utilizar como modificador del
profarmaco y condiciones de

reaccion para su sintesis

-

Sintesis, purificacion y
caracterizacion del profarmaco

Estudios de Ensayo biolégico
acoplamiento molecular con células
con la enzima hCE1 cancerosas

Figura 6.1. Metodologia llevada a cabo para el desarrollo del proyecto de esta tesis.
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6.1. Parte quimica
6.1.1. Consideraciones para el diseiio del profarmaco

El profarmaco disefado es del tipo bipartita, es decir un farmaco unido a un modificador, el
cual se estructurd de acuerdo a la Figura 6.2.

N,N-Dietil-beta-alanina
Aminoécido no esencial

con potencial efecto
antitumoral, también
puede llegar a aumentar
la eficacia de agentes
citotoxicos
Porcién estructural de
acido carboxilico

MLB13
Molécula de comprobada
actividad antioxidante y
comportamiento favorable
frente a dafio genotoxico,
ala cual se le realizara
una esterificacion en su

porcion fendlica

Enlace tipo éster capaz
de hidrolizarse por
diferentes esterasas
responsables del
metabolismo de
farmacos

Figura 6.2. Profarmaco éster de aminoacido (LCAC137) a sintetizar a partir de N, N-dietil-beta-
alanina y un derivado de quinazolina-2,4,6-triamina (MLB13).

MLB13 es un derivado de quinazolina-2,4,6-triamina que inicialmente fue disefiado con
similitud estructural al pirogalol, con la finalidad de que este presentara actividad
antioxidante y asi lograr una molécula con posibilidades de aplicacion contra la
carcinogénesis por estrés oxidante. Al evaluar el compuesto resultd tener la actividad
esperada. Explorando mas esta molécula, en un ensayo de genotoxicidad /n vivo, mediante
el ensayo de micronucleos, se observo que MLB13 no solo no causaba dafio genotoxico,
sino que disminuia el dafio causado por un agente téxico como el CrOs, probablemente tras
ocasionar la muerte de células dafadas. La limitante de esta molécula es su baja solubilidad
acuosa lo cual ha imposibilitado su evaluacién en lineas celulares malignas. De acuerdo a lo
anterior, fue considerado como un candidato idéneo para llevar a cabo su sintesis y la de su
profarmaco y de esta manera poder indagar acerca de su actividad en células cancerosas.

La estrategia de profarmacos suele emplearse para mejorar la solubilidad acuosa, la
permeabilidad o para reducir el rapido metabolismo de un compuesto de interés. En este
trabajo lo que se desea es mejorar la solubilidad acuosa del compuesto original tras
introducir un aminoacido a su estructura.

La unién de aminoacidos a compuestos insolubles en agua por medio de un enlace éster es
un método bastante utilizado. A pH fisiolégico, el aminoacido presente en el profarmaco se
encuentra ionizado, de esta manera se logra el incremento de la solubilidad acuosa de la
molécula original. Este tipo de profarmacos suelen ser muy convenientes porque una vez
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activado el farmaco /n vivo, el modificador liberado, es decir el aminoacido, no presenta
toxicidad en el organismo, requisito indispensable en un profarmaco®.

Se decidi6 incorporar el aminoacido mediante una esterificacion en el grupo hidroxilo de
MLB13 debido a que los enlaces tipo éster son facilmente hidrolizados por un gran nimero
de enzimas metabolizadoras, ademas son enlaces mas faciles de escindir si los comparamos
con las amidas que son de mayor estabilidad. Las velocidades de hidrolisis de los
profarmacos estructurados mediante un enlace amida suelen ser bajas y por lo tanto no se
alcanza la liberacion /n vivo de cantidades suficientes del farmaco, disminuyendo asi el efecto
terapéutico esperado.

El aminoacido que se decidié utilizar para la sintesis del profarmaco fue A, N-dietil-beta-
alanina debido a su potencial efecto antitumoral debido a que se biotransforma a beta-
alanina, un aminoacido no esencial que ha demostrado reducir el metabolismo canceroso
de las células epiteliales de mama cuando se utiliza como tratamiento. Ademas, este
aminoacido puede aumentar la eficacia de agentes citotoxicos como Doxorubicina. La beta-
alanina al combinarse con histidina forma carnosina cuya acumulacion ha demostrado
reducir la proliferacion de células tumorales cultivadas y el crecimiento tumoral /n vivo. Otros
investigadores han sugerido que la beta-alanina puede ser un agente antitumoral potencial
que exhibe varios efectos anticancerigenos en células tumorales renales y cervicales®™®.

N,N-Dietil-beta-alanina proporciona ventaja al momento de la sintesis del profarmaco, ya
que mediante sus dos etilos mantiene protegido el grupo amino del aminoacido, evitando
reacciones colaterales que pudieran disminuir el rendimiento de la reaccion y dificultar la
purificacion. Mantener la proteccion del grupo amino en la estructura final del profarmaco
no causa mayor dificultad, debido a que se espera que, al biotransformarse estas cadenas
alquilicas, den paso a la formacion de dos moléculas de acetaldehido y la beta-alanina.
Actualmente existen farmacos que en su estructura contienen aminoacidos N-alquilados los
cuales suelen ayudar al incremento de la liposolubilidad de la molécula mejorando su
traslado por las membranas celulares®” %,

6.1.2. Sintesis de los compuestos

6.1.2.1. Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida
(MLB13)

De forma general, para la obtencion del derivado MLB13 se siguieron tres rutas de sintesis
diferentes:
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6.1.2.1.1. Ruta de sintesis A para obtener el derivado MLB13

OCH,4 OCH3
HO | HO
1) SOCI,, DIPEA, 0°C N
2 > H 4
OH 2) 5-amino-2-fluorobenzonitrilo, H,CO
H3CO DIPEA, 0°C
O © F
a b
e
11 \HoN""NH, /) C0s
DIPEA, 115°C
OCH3
HO
NH,
N
HsCO SN
o )\
N NH,
MLB13

Figura 6.3. Ruta sintética A para la obtencién de MLB13.

Esta metodologia ya habia sido propuesta y estudiada, segun lo reportado en la tesis de
Lopez Sanchez, M. A. en el afio 2015%. La obtencidn del primer producto (b) se realizo en
dos etapas. En la primera, se formé el cloruro de acilo, mediante la reaccidn con cloruro de
tionilo del carboxilato, producto de la neutralizacién previa del acido siringico (a) con DIPEA.
Una vez que se realizé la destilacion azeotropica del exceso de cloruro de tionilo con tolueno
anhidro, se procedié con la siguiente etapa que consistio en la reacciéon del cloruro de acilo
con el 5-amino-2-flurobenzonitrilo en medio basico para dar lugar a la formacién de la
carboxamida (b). La ultima reaccién para obtener MLB13 se traté de una ciclocondensacion
con guanidina formada /n s/itu de la neutralizacion con DIPEA del carbonato de guanidina;
esta reaccion implica una sustitucién nucleofilica aromatica y el ataque de la guanidina al
carbono sp del nitrilo (Figura 6.3).

El avance de cada una de estas reacciones se monitore6 mediante cromatografia de capa
fina (ccf). La purificacion con cromatografia en columna con polaridad creciente de
cloroformo a metanol, permitié eliminar residuos de materias primas y otras impurezas del
producto obtenido mediante esta ruta de sintesis.
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6.1.2.1.2. Ruta de sintesis B y C para obtener el derivado MLB13
|
.
. NH, NH,
O,N Z 1) J\ CO;  O,N Q
H,N NH, /, N
-i " )\
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Figura 6.4. Ruta sintética B (flechas rojas) y ruta sintética C (flechas azules) para la obtencion de
MLB13.

La primera reaccion de la ruta de sintesis B consistio en ciclar 2-amino-5-nitrobenzonitrilo (1)
con carbonato de guanidina formada /n s/itu de la neutralizacion con KOH del carbonato de
guanidina, para obtener 6-nitroquinazolina-2,4-diamina (2). Posteriormente, al compuesto
obtenido se le protegieron los grupos amino acetilando con anhidrido acético a una
temperatura de 110 °C. La siguiente reaccion fue una reduccion del grupo nitro a amino,
mediante una hidrogenacién catalitica con Pd/C para la formacién de NN-(6-
aminoquinazolina-2,4-diil)diacetamida (4). Después se hizo reaccionar (4) con cloruro de
3,4,5-trimetoxibenzoilo a temperatura ambiente, para obtener la carboxamida (5) en la
posicion 6 de la quinazolina mediante una reaccion de Schotten-Baumann. El siguiente paso
se tratd de una desmetilacion selectiva de (5) en la posicion 4 del anillo de benceno,

——
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catalizada con LiCl anhidro en DMF a una temperatura de 160 °C, de esta reaccién se logro
el compuesto MLB13 deseado (Figura 6.4).

Los métodos B y C tienen en comun la primera reaccion para la formacion de 6-
nitroquinazolina-2,4-diamina (2). El método C, a diferencia del B, indicia con una reduccion
del grupo nitro a amino en la posicion 6 de (2), sin proteger previamente los aminos en
posiciones 2 y 4 de la quinazolina, mediante una reaccion con formiato de amonio catalizada
con Pd/C en metanol a 80 °C. Una vez que se tiene la quinazolina-2,4,6-triamina (6) se lleva
a cabo una reaccion de acoplamiento con acido siringico en presencia de una base y
benzotriazol-1-iloxi)-tris-(pirrolidino)fosfato (PyBOP), como agente activante de grupos
carboxilos en DMF y a temperatura ambiente, para finalmente obtener MLB13.

El avance de cada una de estas reacciones se monitore6 mediante cromatografia de capa
fina (ccf). La purificacion con cromatografia en columna con polaridad creciente de
cloroformo a metanol, permitié eliminar residuos de materias primas y otras impurezas del
producto MLB13 finalmente obtenido a través de las rutas sintéticas By C.

6.1.2.2. Sintesis de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-dimetoxifenil 3-
(dietilamino)propanoato (LCAC137)

OCHs ﬁ OCHj

N
HO N, S~ W \/NW

N 0.2 eq. DMAP,
HsCO Y °9

2 eq. EDAC HBCO
)\ DMF 5

MLB13 LCAC137

Para realizar esta reaccion primero se tuvo que obtener MLB13 a escala de 500 mg mediante
la ruta de sintesis C. Posteriormente, a través de una variante de la esterificacion de Steglich,
se hizo reaccionar MLB13 con clorhidrato de N, N-dietil-beta-alanina en presencia de DMAP
como catalizador (crucial para la formacion eficiente del éster), EDAC como agente acoplante
(el cual da paso a la formacion del intermediario de O-acilurea) y DMF como disolvente. Esta
reaccion se llevo a cabo a 60 °C durante 6 dias y se fue monitoreando mediante cromatografia
de capa fina (ccf). La purificacion con cromatografia en columna con polaridad creciente de
diclorometano a metanol, permitio eliminar residuos de materias primas y otras impurezas
del producto LCAC137.

6.1.3. Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica

La caracterizacidon espectroscédpica de los intermediarios N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) obtenidos mediante las diferentes metodologias y
del profarmaco (LCAC137), se llevé a cabo mediante espectros elaborados por el personal
de la Unidad de Servicio de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII), FQ UNAM
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mediante RMN de 'H, 3C, COSY, HSQC, HMBC, NOESY y experimentos de intercambio con
agua deuterada en el espectrémetro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo VNMRS y/o en
el espectrometro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo MR.

Los espectros de IR fueron elaborados por la Q. Maricela Gutierrez Franco en el equipo
FTIR/FIR 400 de Perkin-Elmer. (Reflectancia atenuada ATR). Los espectros de masas se
realizaron mediante APCI de alta resolucion en el espectrémetro de masas con analizador
masico de tiempo de vuelo, marca Perkin ElImer, modelo AXION 2 TOF por la Q. Georgina
Artemisa Duarte Lisci.

En particular, la asignacion de los protones de las moléculas en el espectro de RMN de 'H
se realiz6 mediante los valores de desplazamiento quimico (§) y la correlacion de las
constantes de acoplamiento observadas en el mismo espectro, asi como la correlacion
observada en el espectro bidimensional COSY.

La asignacion de los protones de las carboxamidas y los aminos se llevé a cabo mediante
los experimentos de intercambi6 con agua deuterada, y NOESY; mientras que la asignacién
de los carbonos de las moléculas en el espectro de RMN de *C se llevé a cabo mediante los
valores de desplazamiento quimico (8) y las correlaciones existentes en los espectros de
correlacion heteronuclear HSQC y HMBC.

6.2. Parte biologica

Se emplearon dos lineas celulares de cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231; una linea
celular de cancer cervicouterino, Hela; y una linea celular no cancerosa, J774. Los ensayos /in
vitro de éstas cuatro lineas celulares fueron realizados en el laboratorio de investigacion en
disefios experimentales, epidemiolégicos y clinicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Autdbnoma “Benito Juarez” de Oaxaca (UABJO) por el grupo de la Dra. Adriana
Moreno Rodriguez; donde se evallo la actividad (inhibicion de la viabilidad celular) del
compuesto MLB13 y su profarmaco LCAC137 frente a la del cisplatino, que se utiliz6 como
farmaco de referencia.

Las lineas celulares fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA). MCF-7, MDA-MB-231 y J774 fueron cultivadas con medio RPMI 1640,
mientras que la linea celular Hela fue cultivada en medio DMEM. Ambos medios fueron
suplementados previamente con 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de antibidticos y
10% de suero fetal bovino (SFB). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37° C con 95% de
humedad y 5% de CO..

Para MCF-7, MDA-MB-231 y Hela se sembraron 10,000 células por pozo en placas de 96
pozos, mientras que para la linea celular J774 se colocaron 50,000 células por pozo. Las
cuatro lineas celulares se mantuvieron en un volumen constante de 100 puL/pozo y se dejaron
incubar durante 24 horas. Posteriormente las células fueron tratadas con los compuestos de
interés a diferentes concentraciones por 24 horas.
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Para la preparacion de las disoluciones a diferentes concentraciones de los compuestos de
interés se partioé de una disolucién stock de 10 mg/mL de MLB13 y de LCAC137 en DMSO,
para después obtener 7 microplacas de 96 pozos con concentraciones de 0.78125 uM,
1.5625 uM, 3.125 uM, 6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM, 50 uM y 100 uM, montadas por triplicado y
para cada uno de los compuestos. Las diluciones de trabajo se prepararon en el medio de
crecimiento correspondiente el dia de la prueba.

6.2.1. Ensayo de reduccion del MTT

Después de tratar las diferentes lineas celulares con los compuestos durante 24 horas, se
retird el medio de cultivo y se lavéd con solucion buffer de fosfatos (PBS) cada uno de los
pozos. El reactivo revelador de la viabilidad celular que se utilizé fue el MTT (una sal amarilla
de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol o simplemente metil-tiazol-
tetrazolio) a una concentracién de 0.25 mg/mL en PBS. Transcurridas 4 horas de incubacion
a 37 °C con el reactivo revelador, se descartaron los sobrenadantes de las placas de 96 pozos
y los cristales de formazan se disolvieron en alcohol isopropilico. Posteriormente se realizé
la lectura de absorbancia en un lector de placas BIORAD 550 a 570 nm.

6.2.2. Ensayo de captacion del rojo neutro

Después de tratar las diferentes lineas celulares con los compuestos durante 24 horas, se
retird el medio de cultivo de las placas y se lavd con solucion PBS cada uno de los pozos.
Posteriormente se afiadidé el colorante rojo neutro a una concentracion de 0.33%.
Transcurridas 1.5 horas de incubacion a 37 °C con el colorante, se descartaron los
sobrenadantes de las placas de 96 pozos y se lavaron con solucion PBS. Luego se afiadi¢ la
solucion de revelado, se agitd unos segundos la placa y se realizo la lectura de absorbancia
en un lector de placas BIORAD 550 a 540 nm.

6.2.3. Ensayo con cristal violeta

Después de tratar las diferentes lineas celulares con los compuestos durante 24 horas, se
retird el medio de cultivo de las placas y se agregd una solucion de formaldehido al 10% a
cada uno de los pozos. Luego las placas se lavaron con agua destilada para posteriormente
agregar el colorante cristal violeta a una concentracién de 0.5%. Transcurridos 20 min de
incubacién a 37 °C con el colorante, se descartaron los sobrenadantes de las placas de 96
pozos y se lavaron con agua destilada. Finalmente se afiadié una solucion de acido acético
al 10% y se realizo la lectura de absorbancia en un lector de placas BIORAD 550 a 595 nm.

6.2.4. Ensayo de reduccion de resazurina

Después de tratar las diferentes lineas celulares con los compuestos durante 24 horas, se
retiré el medio de cultivo y se lavd con solucion buffer de fosfatos (PBS) cada uno de los
pozos. El reactivo revelador de la viabilidad celular que se utilizé fue la resazurina
(compuesto no fluorescente, azul) a una concentracion de 10% v/v. Posteriormente
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transcurridas 4 horas de incubacion a 37 °C con el reactivo revelador, se realizo la lectura de
absorbancia en un lector de placas BIORAD 550 a 570 nm.

Los resultados de las mediciones fueron procesados en los programas de analisis estadistico
BioStat® y GraphPad Prism, para obtener la Clso de cada compuesto mediante un analisis
Probit.

6.3. Parte computacional

Esta parte del proyecto se realizd6 con el apoyo del Dr. Antonio Romo Mancillas de la
Universidad Autonoma de Querétaro.

6.3.1. Eleccion de la estructura cristalizada de la enzima

La enzima carboxilesterasa humana 1 (hCE1) se localizé en la base de datos de UniProt,
primero se busco la proteina cristalizada de la especie Homo sapiens con mejor resolucion
(debajo de 2.5 A) y que no estuviera en su forma inhibida. En este sentido, se empleé la
enzima hCE1 obtenida por el método de difraccidn de rayos X, con resolucion de 2.4 A (ID
PDB: 1MXT1).

La enzima se descargd por medio del programa Maestro 12.2, donde se removieron las
moléculas de agua, los ligandos y las cadenas B, C, D, E, F, ya que se trataba del
homohexadmero y solo se dejo la cadena A. También se realizo la alineacion de los puentes
de hidrégeno utilizando PROPKA pH 7.0. Después se guardd la proteina en formato mol2
para su posterior empleo en el estudio de acoplamiento molecular.

6.3.2. Estudio de acoplamiento molecular®'®

6.3.2.1. Preparacion del ligando

Los ligandos se modelaron en el programa Maestro 12.2 y se guardaron en formato mol2.
Posteriormente, se prepararon en el programa Autodock tools 1.5.6, en donde se detecto
automaticamente la raiz de la estructura y los enlaces rotables.

6.3.2.2. Preparacion de la proteina

La proteina se preparé empleando la herramienta Autodock tools 1.5.6, donde se fusionaron
los hidrogenos no polares, se mantuvieron los hidrégenos polares capaces de formar
puentes de hidrogeno y se agregaron las cargas parciales.

6.3.2.3. Acoplamiento molecular

Se empled la herramienta Receptor Grid Generation de Glide en Maestro 12.2 para localizar
las coordenadas del sitio activo con ayuda de la posicion del ligando (tacrina) que
originalmente traia la enzima. Para el acoplamiento molecular se emple6 el programa
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Autodock 4.2.6 y la visualizacién y analisis de los resultados generados se realizé empleando
nuevamente Autodock tools 1.5.6 y MOE 2014.0901.

La generacion de la rejilla se realizé en el sitio activo reportado para la hCE1, la cual se centré
en el sitio catalitico del monémero A (coordenadas x=21.2 y=-29.95 z=28.41), con un
tamafio de rejilla de 18.75 x 18.75 x 18.75 A

Para la busqueda de las conformaciones se empled un algoritmo aleatorio del tipo
Lamarckiano, el nimero de corridas fue igual a 20, tamafio de poblaciéon de 150, 10’
evaluaciones y nimero maximo de generaciones 27000, fijando un valor de operador de
recombinacion de 0.8 y de mutacion de 0.02. Se escogié la conformacién energéticamente
mas favorable del conjunto mas abundante.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El analisis de resultados se divide en tres apartados; la primera seccién contempla la sintesis
y caracterizacién espectroscopica del derivado MLB13 y su profarmaco, en la segunda se
realiza el andlisis de los resultados obtenidos de la evaluacion bioldgica y por ultimo, en la
tercera seccion se discuten los resultados del estudio de acoplamiento molecular con la
enzima hCE1.

7.1. Parte quimica
7.1.1. Sintesis de los compuestos

Los resultados generados al realizar la sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) y su profarmaco, asi como los intentos para la realizacién
de los mismos, se reportan en esta seccion.

7.1.1.1. Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida
(MLB13)

Existen diferentes rutas de sintesis para obtener las N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)
carboxamidas. Una de ellas se planted anteriormente en la tesis de Lopez Sanchez, M. A. en
2015% para sintetizar MLB13 y otras dos se disefiaron en este trabajo para optimizar la
obtencion de este mismo compuesto. En la Figura 7.1 se muestran el andlisis retrosintético
que conllevé al disefio de rutas alternativas de sintesis.

Un punto a considerar es que, para la sintesis de amidas a partir de aminas y acidos
carboxilicos, se debe utilizar un agente activador del grupo carboxilo con el fin de volver al
carbono sp? de este grupo, un electrofilo susceptible de ser atacado por la amina. Con ello
en mente cualquier ruta de sintesis que se eligiera conllevaba el uso de algun agente
activante o el uso de materias primas de mayor reactividad como los cloruros de acilo.

La ruta de sintesis A como ya se menciond en la metodologia, fue previamente disefiada y
llevada a cabo por Lépez Sanchez, M. A. en el grupo de investigacion®. Esta surgié a partir
de la busqueda de una ruta que permitiera la formacion inequivoca de la carboxamida en la
posicion 6 de la quinazolina-2,4,6-triamina, ya que, si se empleaba una estrategia semejante
a la ruta B o C se corria el riesgo de llevar a cabo el acoplamiento sobre otras posiciones
susceptibles de reaccionar, lo que causaria la obtencién de multiples subproductos.

A pesar de tratarse de una ruta de sintesis corta, esta mantenia ciertos inconvenientes. El
primero de ellos era el uso de SOCI,, el cual es un reactivo altamente corrosivo, toxico y que
produce acido clorhidrico, el segundo fue la formacion de diferentes subproductos que
complicaban la purificacion y el tercer inconveniente era que la Ultima reaccién de esta ruta
no era cuantitativa, ya que gran cantidad de materia prima quedaba sin reaccionar, lo cual
ocasionaba rendimientos bajos.
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Figura 7.1. Rutas retrosintéticas propuestas para sintetizar MLB13.

Con todas estas limitantes en mente, se propusieron rutas de sintesis alternativas a la ya
reportada. La ruta de sintesis B se pensd con base en la existencia de una metodologia
estandarizada por Mendoza Martinez, C. y Matus Meza, S. A**'%'. para la obtencion del nicleo
de la N,N-(6-aminoquinazolina-2,4-diil)diacetamida, pues permite tener la certeza de que
s6lo el grupo amino en la posicion 6 reaccionaria. Con la quinazolina protegida en posiciones
2 y 4, facilmente se podria llevar a cabo la formacién de la carboxamida en posicion 6 frente
al cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo, el cual, a diferencia del acido carboxilico, tiene el
carbono sp? activado lo que lo hace muy susceptible de ser atacado por un nucleéfilo como
la amina de la quinazolina. Una vez obtenida la carboxamida faltaria el ultimo paso de
desproteccion del metoxilo de la posicion 4 del anillo de 3,4,5-trimetoxibencilo para llegar al
compuesto deseado. La desproteccion selectiva implica el uso de acidos (incluidos los acidos
de Lewis, por ejemplo, AICl; y BBr3) o bases; sin embargo, estas condiciones no son
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compatibles con compuestos que tienen grupos funcionales sensibles a acidos o bases como
lo podria ser nuestra amida de interés, por ello se decidié emplear LiCl como catalizador ya
que es un reactivo econdmico y ofrece compatibilidad con otros grupos funcionales. El
mecanismo de reaccion por el cual ocurre la desproteccion selectiva de aril metil éteres con
LiCl se muestra en la Figura 7.2.

Se cree que el proceso de reacciéon de desmetilacion probablemente ocurre por un ataque
nucleofilico por parte del LiCl en el grupo metilo seguido de la liberacién de CHsCl. Esta
ruptura regioselectiva se debe a la diferencia en la estabilizacién electronica del fenoxido
resultante. El efecto de los sustituyentes en el anillo permite que la reaccién de escisién sea
mas rapida y facil cuando se tratan de grupos electroatractores en posicion para u orto.
Debido a estos efectos, la selectividad y la reactividad estan muy influenciadas por los grupos
presentes que ayudan especificamente al ion cloruro a extraer el grupo saliente.

o

™~ HiC ~@ CI
L & T oLi P OH
~ )—
©/ + LiCl o \ SN Q/o\
CHO CHO CHiCl  CHO CHO
®0 o 0
0 ---.Lici ° H H
J /
o 0 Licl °.. oo ©
CH3 —TO- —_—— _'T""
9 CHCI ° O‘CH CH,CI ]
AY
oMe  CHs ™ OMe CH, OMe 3 3 ome H

Figura 7.2. Mecanismo propuesto de desalquilacion catalitica de aril éter por LiCI"%%

Retomando las rutas de sintesis propuestas, la ruta C surgioé de la necesidad de tener un
método de obtencion de MLB13 que implicara un menor niUmero de pasos a realizar, lo cual
aumentaria el rendimiento global. Ademas, con esta estrategia no se tendria el problema de
la probable aparicion de subproductos provenientes de las desacetilaciones del nucleo de
quinazolina, las cuales son dificiles de evitar a lo largo del proceso de sintesis. Se sabe que
esto ocurre porque el grupo acetilo de la posicidon 4 es muy labil, y susceptible de sufrir
hidrdlisis, debido a que es el sitio con una menor densidad electrénica®. Esta ruta sintética
comparte la primera reaccion con la ruta B, la cual ya estaba previamente estandarizada por
el grupo de investigacion. El verdadero desafio en esta metodologia era activar al grupo
carboxilo del acido siringico y que una vez activado se acoplara con la quinazolina-2,4,6-
triamina, por lo que se plante6 el uso de agentes acoplantes como el A,V -carbonildiimidazol
(CDI) y el Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il- N-oxi-tris(pirrolidin) fosfonio (PyBOP).
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La siguiente tabla muestra algunas condiciones experimentales bajo las cuales se llevaron a
cabo las reacciones de las tres diferentes rutas de sintesis y algunas observaciones
experimentales de los productos obtenidos en cada una.

Tabla 7.1. Condiciones de reaccién y resultados.

Ruta A
I 19 Ambiente 44 0.59* 233.0-234.1 Sélido beige
I 35 115 13 0.28** 210.2-211.8 Sélido gris
Ruta B
I 8.0 95 86 0.31* 360.2-363.1 | Sélido naranja
II 6.0 110 63 0.71* 277.2-279.5 | Solido amarillo
11 0.5 Ambiente 90 0.36* 225.6-227.0 @ Sélido amarillo
v 25 Ambiente 91 0.58* 256.0-259.0 Sélido gris
\'} 24 160 90 0.28** 224.0-227.4 | Sélido amarillo
Ruta C
VI 0.5 80 83 0.26** 231.7-233.0 | Solido amarillo
VII 50 Ambiente 55 0.28** 223.0-224.2 | Solido amarillo

* Sistema I = CHCl3/MeOH 8:2
** Sistema II = CHCls/MeOH/NH; 70:25:5

La ruta de sintesis A se realizd bajo las mismas condiciones previamente reportadas como
las mejores para llegar a obtener MLB13’; las observaciones experimentales llevadas a cabo
a lo largo de esta ruta parecian indicar que se habia llegado al compuesto final deseado, ya
que algunas propiedades fisicoquimicas como el factor de retencién coincidian con las de
su referencia. Incluso el espectro de masas indicé que se habia obtenido un compuesto con
el peso molecular esperado al observarse la presencia del ion molecular (M+1) en 356.1299
m/z (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Espectro de masas del compuesto final obtenido mediante la ruta de sintesis A.

Pero no fue sino hasta la caracterizacion mediante RMN de 'H y de 13C de este producto,
donde se corroboré que el compuesto no se trataba de MLB13 sino de un isbmero
estructural de este.

Al analizar el espectro de 'H lo que mas resalté fue que las sefales que se esperaba
correspondieran a los grupos amino de las posiciones 2 y 4 de la quinazolina, estaban
desplazadas hacia campo mas alto respecto de las sefiales de estos grupos en el espectro
de referencia. La diferencia entre estas sefales al comparar ambos espectros oscilo entre
0.5-0.6 ppm, por lo que se sospechd que no se trataba de la molécula esperada, sino de otra
muy similar. En el espectro de "*C también se observaron sefiales que no se ajustaban a las
esperadas (Figura 7.4).

Probablemente lo que ocurri6 fue que Unicamente se llevd a cabo la sustitucion nucleofilica
aromatica sobre el atomo de fldor por parte de la guanidina y no se llevé a cabo el ataque
nucleofilico hacia el nitrilo, lo cual impidio el cierre del anillo para formar la correspondiente
quinazolina. Esta suposicion concuerda con que las sefales se hayan recorrido hacia campo
alto, ya que los protones de las aminas unidas a anillos aromaticos muestran mayor
desplazamiento quimico que las aminas que no lo estan.

Otra forma de corroborar que el compuesto sintetizado a través de esta ruta no se trataba
de MLB13, fue mediante su hidrdlisis. Para ello se puso a reaccionar una pequefia muestra
de este compuesto disuelto en MeOH, con unas gotas de disolucién acuosa de NaOH y se
calento. Los productos de hidrolisis se observaron mediante cromatografia en capa fina. Uno
de ellos tuvo un Rf similar al del acido siringico y el otro tuvo un Rf distinto al de la
quinazolina-2,4,6-triamina que se tenia de referencia y del que se esperaba que coincidiera.
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Figura 7.4. Fragmentos de los espectros de 'H y °C del producto obtenido mediante la ruta de
sintesis A (sefales en azul) y de MLB13 obtenido mediante la ruta de sintesis B (sefiales en rojo).

Con esto ultimo se concluye que las condiciones de reaccion manejadas en esta ruta de
sintesis no son adecuadas en el Ultimo paso para propiciar el cierre del anillo. Se sugiere que
posteriormente se prueben otras condiciones de reaccién empleando sintesis asistida por
microondas, para lograr disminuir variantes que tal vez afecten el cierre del anillo. Otra
opcién también seria probar algun agente catalizador que favorezca la formacién del nucleo
de quinazolina.

Con esta ruta de sintesis lo que si se logro fue la formacién de la N-(3-ciano-4-fluorofenil)-
4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida a partir del acido siringico previamente activado con
cloruro de tionilo y su posterior ataque nucleofilico por parte del 5-amino-2-
fluorobenzonitrilo. El rendimiento de esta reaccion fue de 44%, el cual se considera pobre
de acuerdo al Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry'®. Dicho rendimiento
probablemente se debe a que el grupo amino no es lo suficientemente nucleofilico para
llevar a cabo la reaccion de forma eficiente a pesar de que el acido carboxilico se encuentre
activado. Los grupos fluor y ciano son sustituyentes electroatractores que le restan
nucleofilia a la materia prima.
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En cuanto a la ruta de sintesis B, las primeras cuatro reacciones ya habian sido desarrolladas
y estandarizadas por diferentes miembros del grupo de investigacion en distintos
trabajos®*®, por lo que no hubo mayor problema en la reproduccién de las mismas.

El mecanismo propuesto para la reaccién de ciclocondensacion de esta ruta de sintesis es el
que se muestra en la Figura 7.5. Consiste en que la guanidina pasa de un estado catiénico a
uno neutro, a partir de la cual se realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono sp del nitrilo
generandose asi el intermediario reactivo. De ahi que el grupo amino proveniente del 2-
amino-5-nitrobenzonitrilo ataca al grupo imina del intermediario proveniente de la
guanidina liberdndose asi amoniaco. En principio, el favorecimiento se debe a la
aromatizacién de este ciclo para dar paso a la formacion de una especie estable y de menor
energia.

NH Nlj

o P

//4 NH
N
O,N Z O,N
\@i N NH, -NH3 NH
H s /K
NH, NH, HN—H N NH
H N/<
2 NH
TP

NH, NH,
ON OoN
SN ‘LP—; SN
)\ /K
N NH, H NH

Figura 7.5. Propuesta de mecanismo de ciclocondensacién para formar la 6-nitroquinazolina-2,4-
diamina (2).

Los rendimientos de las primeras reacciones de esta ruta de sintesis estuvieron entre 60% y
90%, fueron muy similares a los ya reportados e incluso se mejoré el rendimiento de la
reaccion numero IV pasando del 55% al 91% (Figura 7.6). Hasta la reaccion numero III la
cantidad de impurezas que se observaban fue minima y con ayuda de las referencias de los
productos previamente sintetizados, no se complicé el seguimiento de estas primeras
reacciones.
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Figura 7.6. Esquema de las rutas de sintesis B (flechas rojas) y C (flechas azules) para la obtencién
de MLB13 sefalandose el rendimiento de cada reaccién en color verde.

En la reaccién 1V se utilizod cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzoilo para dar paso a la formacién
de la carboxamida en posicion 6, la ventaja de esta reaccion es que no se requiere del uso
previo de un agente activante y que la quinazolin-2,4,6-triamina viene protegida en las otras
dos posiciones susceptibles de reaccionar, por lo que el rendimiento de la reaccién resultd
ser del 91%. Cabe resaltar que en este paso de la ruta de sintesis se comenzaron a observar
impurezas en mayor proporcion. Al intentar purificar el producto principal obtenido, se
observd que conforme se iban aplicando diferentes técnicas de purificacion, no se lograba
retirar del todo las impurezas y conforme mas se trataba el producto, las impurezas volvian
a aparecer; esto se atribuy6 a las reacciones de desacetilacion que ocurren simplemente por
tener el producto en disolucion y un poco de temperatura, sobre todo la desacetilacion de
la posicion 4 que ya se ha reportado como la mas susceptible de hidrdlisis, debido a la falta
de densidad electronica en esta zona.

39

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

La reaccion V tuvo que realizarse bajo diferentes condiciones de acuerdo a la bibliografia,
después se eligieron las mas 6ptimas para llevar a cabo el Ultimo paso de esta ruta de sintesis
B. La siguiente tabla muestra algunas variables que se modificaron a lo largo de esta
experimentacion.

Tabla 7.2. Condiciones de reaccion probadas durante la optimizacién de la reaccién V de la ruta de
sintesis B.

OCHs4 o OCH,4
H3CO

__LiCI/DMF
H3CO H;CO N

k

5 MLB13

Método con microondas

Experimento Tiempo de Equivalentes = Temperatura = Rendimiento Observaciones
P reaccion (min) de LiCl (°C) (%)
1 10 3 160 - No hubo reaccién
2 20 3 160 - No hubo reaccién
3 40 3 160 - No hubo reaccién
4 60 3 180 ) P|roI|§|s d? la
materia prima
5 20 10 160 ) Poco producto
formado
6 30 10 160 ) Poco producto
formado
7 50 10 160 ) Poco producto
formado
8 30 16 160 44 Sélido color café
Experimento Tiempo de Equivalentes = Temperatura = Rendimiento Observaciones
P reaccién (h) de Licl <) (%)
1 14 10 165 51 Solido café
2 19 10 165 57 Solido color café
oscuro
3 10 16 170 64 Solido color gris

Las variables que se modificaron en esta reaccion fueron el tiempo, el nimero de
equivalentes de LiCl, la temperatura y el método, ya sea convencional o por microondas. Los
mejores rendimientos se lograron a través del método convencional con 16 equivalentes de
LiCl, durante 10 h de reaccion y a 170 °C. Se esperaba que esta reaccion diera buenos
resultados mediante el método por microondas, ya que en la bibliografia se mencionan altos
rendimientos con poco tiempo de reaccion para reacciones similares'®. En este caso ocurrid
lo contrario, mediante el método convencional se alcanzaron rendimientos mas altos.
Probablemente la potencia utilizada en el microondas no fue la mas adecuada; sin embargo,
no fue posible modificarla porque el equipo utilizado no lo permite. Incluso, tal vez
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incrementando todavia mas el tiempo de reaccion en el microondas se hubieran mejorado
los rendimientos.

Inicialmente cuando se planteé esta ruta de sintesis se pensé que el producto que se
obtendria al final seria MLB13 protegido en posiciones 2 y 4 y que se iba a tener que llevar
a cabo una reaccion adicional, ya sea antes o después de la sintesis del profadrmaco, para la
desproteccion de los aminos en posiciones 2 y 4. Al realizar la sintesis y aislar el producto
principalmente obtenido de la reaccion V, se observd que coincidia en propiedades
fisicoquimicas con el compuesto MLB13, después mediante su caracterizacién
espectroscodpica se confirmd que efectivamente se trataba del derivado MLB13 ya sin los
grupos protectores, por lo tanto no era necesario realizar la reaccion de desproteccion
inicialmente pensada. Con esto, se vuelve a corroborar que los acetilos en posiciones 2 y 4
son grupos labiles que se hidrolizan facilmente, sobre todo bajo condiciones fuertes de
temperatura como la empleada durante la Ultima reaccién y condiciones acidas como la que
se empled durante el tratamiento del producto con HCl una vez terminada la reaccién.

La ruta de sintesis B implico6 mayor nimero de reacciones, lo cual provoco una pérdida
significativa de materia a lo largo del camino, ya que en cada paso fue necesario el
correspondiente tratamiento del producto sintetizado previo a la realizacion de la siguiente
reaccion. El producto obtenido de la ultima reaccién de esta ruta se observd acompanado
de varias impurezas, estas solo se lograron separar mediante cromatografia en columna, lo
cual también produjo pérdidas del compuesto final.

La ruta de sintesis C implico Unicamente tres reacciones. La primera coincide con la ruta By
pertenece a las reacciones previamente estandarizadas, por lo cual no hubo problema en
llevarse a cabo. La segunda reaccion surgié de utilizar otro método diferente al de la
hidrogenacion catalitica con Pd/C previamente reportada para la sintesis de quinazolina-
2,4,6-triamina, ya que esta mantiene dos desventajas, una es que, debido a la infraestructura
con la que se cuenta, maximo se puede poner a reaccionar un gramo de materia prima por
reaccion en el hidrogenador y dura 1 hora. La otra es que con esta reacciéon las impurezas
que se generan no se pueden separar facilmente del producto. Con ello en mente se probo
la reaccion de reduccién utilizando formiato de amonio como agente de transferencia de
hidrégeno en presencia de 10% de Pd/C como catalizador en metanol a reflujo (Figura 7.7).
Esta reaccion se caracteriza por ser suave, simple, rapida y selectiva para reducir el grupo
nitro aromatico de compuestos a los derivados amino correspondientes. Con estas otras
condiciones se logrd disminuir el tiempo de reaccién a 15 min para un gramo de materia
prima. El rendimiento fue bueno, pero disminuyd un poco respecto del que se logra con las
condiciones en el hidrogenador, el cual va del 91% al 95%. También se observé que el
producto facilmente precipitaba al retirar un poco de disolvente a presion reducida y que al
filtrar el solido las impurezas se mantenian en disolucién, logrando asi un producto mas
limpio y de mejor apariencia.
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NH> NH,
O2N XN HCO,NH,, _ PN AN
Pd/C (10%) / MeOH

= 7

N NH, N NH,

2 6
Figura 7.7. Reaccién de reduccién para la obtencion de quinazolina-2,4,6-triamina en la ruta de
sintesis C.

Al realizar ambos métodos de reduccion se observo que cuando se almacena el compuesto
obtenido en el hidrogenador, este se descompone mas rapido que cuando se almacena el
compuesto proveniente de la reaccion con formiato de amonio. Probablemente las
impurezas que se generan y se mantienen en el primer producto aceleran la oxidacién de la
quinazolina-2,4,6-triamina a sus derivados nitrosos y nitro, lo que ocasiona que el sélido
amarillo se vuelva café oscuro en poco tiempo.

Hallar las condiciones de reaccién mas adecuadas para llevar a cabo el Ultimo paso de esta
ruta de sintesis fue una tarea complicada. Esta metodologia implicaba el uso de acido
siringico como materia prima, por lo que era necesario activarla previamente, es decir,
convertir el grupo hidroxilo en un mejor grupo saliente y asi favorecer la formacion de la
amida en posiciéon 6. Lo anterior es imprescindible, ya que el acoplamiento directo entre un
acido carboxilico y una amina dificilmente ocurre debido a las reacciones acido base que
compiten. Existe un gran numero de agentes acoplantes, asi como condiciones de reaccién
que permiten la activacion de acidos carboxilicos para la posterior formacion de amidas. Los
reactivos mas cominmente utilizados son carbodiimidas y sales de fosfonio o uronio/aminio
de benzotriazol. Algunos de estos reactivos fueron probados para llegar a las mejores
condiciones de reaccion y finalmente obtener MLB13. La siguiente tabla desglosa las
condiciones experimentales probadas.

Tabla 7.3. Diferentes condiciones para la reaccidn de activacion y acoplamiento del acido siringico a
quinazolina-2,4,6-triamina.

OCHs
OCHs
NH, HO.
HO NH,
+ N A
OH )\ H3CO N
HaCO NT NH o) )\
o 2 N/ NH,
a 6 MLB13
CH,Cl,/DMF La reaccion de
anhidro para la . 2.5 activacion
C,Cl,0, . p Ambiente para ., .,
activacion y S (activacion) ocurrio, pero en
1 (2eqg.y 1.6 eq. . la activaciéon y = .
CH>Cl; anhidro . 48 el acoplamiento
de DIPEA) acoplamiento . ;
para el (acoplamiento) no se observo
acoplamiento avance
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Continuacion de la Tabla 7.3

La reaccion de

CHClz para la ., 1.5 Y
Ny Activaciona T L activacion
CDI activacion y ambiente y el (CIaEI) ocurriod, pero en
2 CHCIs/DMF oy 48 - o
(1.2 eq.) anhidro para el acoplamiento a (acoplamiento) el acoplamiento
p. 80 °C P no se observo
acoplamiento
avance
Tolueno para La reaccion de
. p Activacién a 0 °C 1.5 activacién
SOCl la activacion y el (activacién) ocurrié, pero en
3 (5eq.y 1.4eq. | DMF anhidro ye - : PET
acoplamiento a 48 el acoplamiento
de DIPEA) para el . . .
. T ambiente (acoplamiento) no se observo
acoplamiento
avance.
Se realizé la
PyBOP R
DMF . I
4 (1.6eqy 1.5 e Ambiente 50 55 ajst';’aa;'ic; ';ti)een
de TEA) o

un solo paso.

Como se puede observar, en la tabla anterior los primeros tres reactivos fueron Utiles para
activar al acido siringico, sin embargo, una vez formado el intermediario reactivo la reaccién
de acoplamiento no ocurria. En ninguna de estas tres reacciones se observé la formaciéon de
un compuesto similar al de referencia, ni el consumo de las materias primas. El Unico cambio
que se observaba conforme transcurria el tiempo de reaccion, era que el acido volvia a su
forma desactivada. Una vez que se tenia el acido activado por medio de cualquier reactivo,
la reaccion de acoplamiento se empezaba a temperatura ambiente y luego se iba
incrementando paulatinamente la temperatura hasta 80 °C para ver si mejoraba el avance de
la reaccion, lo cual no ocurrié en ninguno de los casos.

Probablemente la baja nucleofilia de los grupos amino de la quinazolina-2,4,6-triamina sea
la razén por la que no se llevé a cabo la formacion de la carboxamida bajo estas condiciones.
Aunque el amino en la posicion 6 sea el mas reactivo de los tres disponibles, sigue siendo
poco nucleofilico debido a que su par de electrones esta comprometido con la resonancia
que se lleva a cabo en el heterociclo. Ademas, los tres intermediarios resultantes de la
activacion del acido siringico también tuvieron que ser lo suficientemente estables como para
no ser susceptibles al ataque nucleofilico por parte de la quinazolina-2,4,6-triamina.

La Figura 7.8 muestra un ejemplo del mecanismo de reaccion para la activacion de acidos
carboxilicos con uno de los agentes acoplantes utilizados y en color verde se marca el
intermediario que probablemente no fue susceptible de reaccionar frente a la baja nucleofilia
de la quinazolina.
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Figura 7.8. Mecanismo de reaccion del CDI para la sintesis de amidas'®.

Con los otros dos reactivos utilizados, es decir, cloruro de tionilo y cloruro de oxalilo se
observd la formacion del correspondiente cloruro de acilo, que tampoco fue susceptible de
reaccionar como se esperaba, ya que de entre todos los derivados de acidos carboxilicos,
estos se consideran los mas reactivos.

Solo las condiciones del experimento 4 permitieron tener avance en la reaccién para la
obtencion de MLB13 y no fue necesario realizar primero la activacion y después el
acoplamiento, sino que ambas reacciones sucedian en el mismo matraz.

Esta reaccion consistid en mezclar el acido siringico con la quinazolina-2,4,6-triamina en
presencia de PyBOP y trietilamina en DMF. El acido desprotonado por la base, reacciona
primero con PyBOP para generar tanto una especie de acilfosfonio activado como
hidroxibenzotriazol en su forma desprotonada. La especie anionica de hidroxibenzotriazol
reacciona facilmente con el acido activado para producir un éster reactivo, el cual finalmente
es atacado por la quinazolina-2,4,6-triamina dando paso a la formacién de la
correspondiente amida. La fuerza que impulsa esta reaccion basada en fosfonio es generar
el 6xido correspondiente (Figura 7.9).

N PFo
LD
Ne N
1 :
e,
j’\ (_7 J®nN R” OBt RNH, RJLNHR. + HOBt
R, “O-PLy — ® ©

R™ "OH NEs \ (0] + HMEt; + PFg

2 odC
° O

Figura 7.9. Mecanismo de reaccion con PyBOP para la sintesis de amidas'®.
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En este caso el intermediario formado fue mas susceptible de reaccionar con la quinazolina
probablemente porque las especies que se generan al final de esta reaccion sean todavia
mas estables que las que se generarian con otros agentes activantes, lo que impulsa a que
bajo estas condiciones si se lleve a cabo la formacion de la carboxamida.

El rendimiento de esta reaccion fue bajo, lo cual era de esperarse ya que durante su
monitoreo se observaba bastante materia prima sin reaccionar y que ya no avanzaba por mas
tiempo que se dejaba. La naturaleza del nucledfilo empleado es la principal desventaja para
que se lleve a cabo la reaccion de acoplamiento.

La formacion de la carboxamida en posiciones 2 y 4 del heterociclo era posible mediante esta
ruta de sintesis, sin embargo, si se llevd a cabo fue en minimas cantidades ya que al
monitorear la reacciéon se observaba principalmente la formacion de un solo producto, el cual
correspondia a la carboxamida en posicién 6 que posteriormente se confirmé mediante
RMN. Esto concuerda con lo esperado ya que los aminos en posiciones 2 y 4 del nucleo de
quinazolina son todavia menos nucleofilicos que el de la posicién 6, como se pudo observar
en un estudio de modelado molecular dénde es posible obtener el potencial electrostatico
mapeado en la densidad electrénica. Aqui se puede visualizar qué atomos de la molécula
poseen alta densidad electronica y cuales una deficiencia de ella. Los aminos en 2 y 4 al tener
menor densidad electrénica, son poco nucleofilicos y esto los hace menos susceptibles de
reaccionar frente al electrofilo (Figura 7.10). De igual manera el menor caracter nucleofilico
de los aminos en 2 y 4 respecto del amino en posicion 6 se puede explicar a través de la
deslocalizacion de sus pares de electrones solitarios, ya que los aminos en 2 y 4 generan
mayor numero de estructuras resonantes que el amino en posicion 6, lo cual provoca que
este Ultimo tenga mayor capacidad de ataque hacia el electrofilo.

-180.7 kJ/mol <
) ----_p 120.8 kJ/mol

" -147.1 kI/mol

Figura 7.10. Mapa del potencial electrostatico de la quinazolina-2,4,6-triamina. Las zonas azules
indican deficiencia de densidad electrénica mientras que las rojas indican alta densidad electronica.
La molécula se minimizd con el método semiempirico PM3, en el programa Spartan ‘14 V1.14 y el
mapa de potencial electrostatico se obtuvo con un isovalor de 0.006.

Las impurezas que se formaron de esta reaccion no fueron mayor problema, ya que eran
minimas y fueron faciles de retirar mediante algunas extracciones sélido-liquido con
disolventes organicos como acetato de etilo y éter etilico. Al no requerir un mayor
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procedimiento de purificacion, se lograron obtener cantidades suficientes de MLB13 con un
buen grado de pureza.

Finalmente, los rendimientos globales de las rutas de sintesis B y C resultaron ser muy
similares (40% y 39% respectivamente). La ruta C tuvo la ventaja de llevarse a cabo en menos
pasos ya que conlleva tres reacciones donde solo la Ultima es de bajo rendimiento; sin
embargo, se logra un producto con pocas impurezas las cuales no son tan complicadas de
separar si lo comparamos con el producto obtenido mediante la ruta B. Gracias a las ventajas
que ofrece esta ruta, se eligi6 como la opcion mas conveniente para sintetizar MLB13 en
mayores cantidades y asi poder realizar el siguiente paso que era la obtencion del
profarmaco.

7.1.1.2. Sintesis de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-dimetoxifenil 3-
(dietilamino)propanoato (LCAC137)

La reaccidon que se utilizo para llevar a cabo la sintesis del profarmaco se tratoé de una variante
de la esterificacion de Steglich, la cual tiene la ventaja de ser una reaccion en condiciones
suaves que permite que sustratos labiles a los acidos y/o estéricamente demandantes puedan
reaccionar, como es el caso de MLB13. Esta reaccion se lleva a cabo por la presencia de una
carbodiimida como reactivo de acoplamiento.

Antes de saber cudles eran las condiciones adecuadas para obtener LCAC137 se probaron
otras donde se variaron ya sea el aminoacido empleado, el tiempo de reaccion, la
temperatura, el agente acoplante o el método de sintesis utilizado. Algunos intentos
realizados en el laboratorio se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 7.4. Condiciones de reaccién probadas durante la optimizacién de la reaccién para la
obtencién del profarmaco LCAC137.

OCH; ﬁ ﬁ OCHj4
N OH
HO ~ W ~_N o
y NH, d \/Y | NH,
S
N § DMF o N x
HsCO N HaCO N

MLB13 LCAC137

I Convencional DCC 43 Ambiente No
(1.2 eq.)
II Convencional DCC 5 50 No
(1.2 eq.)
III Convencional PyBOP 72 Ambiente No
(1.2 eq.)
v Convencional EDAC 92 Ambiente Si, en ?a.ntldades
(1.5 eq.) minimas
( )|
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Continuacion de la Tabla 7.4 \

\'J Convencional EDAC 96 60 Si, en t:a‘ntldades
(1.5eq) minimas
VI Convencional SDIA(S 9% 60 Si, en Fa.ntldades
(2eq) minimas
Si, con
Vil Convencional (EZD:C) 144 60 rendimiento
* crudo de 65%
VIII Microondas DcC 2 70 Si, en (I:a.ntldades
(1.2 eq.) minimas
IX Microondas DcC 1 80 Si, en ?a.nt|dades
(1.2 eq.) minimas
X Microondas DcC 1 9 Si, en (I:a.ntldades
(1.2 eq.) minimas
XI Microondas EDAC 2 70 Si, en c{:a.ntldades
(1.5 eq.) minimas
XII Microondas G 2 80 No
(1.2 eq.)
XIII Microondas PyBOP 1 100 No
(1.2 eq.)

Como se puede observar, las mejores condiciones que permitieron la obtencién del
profarmaco fueron utilizando a la N, N-dietil-beta-alanina, mediante el método convencional,
con EDAC como agente acoplante, durante 6 dias de reaccion, a 60 °Cy con 0.2 equivalentes
de DMAP. De esta reaccion se recuperoé un sélido color amarillo, con un rendimiento del 5%,
Rf = 0.60 (sistema II) y punto de descomposicién = 245.0-246.8 °C.

Cabe mencionar que también se intentd la sintesis de un profarmaco de MLB13 usando el
aminoacido Fmoc-Prolina con EDAC como agente acoplante, sin embargo, la reaccion no
procedié bajo las condiciones de tiempo y temperatura probadas.

En la practica, la reaccion con acidos carboxilicos, EDAC y aminas conduce a amidas sin
problemas, pero los alcoholes, por su caracter poco nucleofilico suelen necesitar de agentes
catalizadores para que se lleve a cabo la reaccién de esterificacion de forma cuantitativa. En
este caso se decidio utilizar la DMAP para que actuara como un reactivo de transferencia de
acilo y asi poder obtener el éster deseado sin problema.

En la reaccion la EDAC y el acido carboxilico forman un intermediario de O-acilurea, que
ofrece una reactividad similar al anhidrido del acido carboxilico correspondiente. Después
DMAP, como un nucleéfilo mas fuerte que el alcohol, reacciona con la O-acilurea que
conduce a la formacion de una amida reactiva y a la urea correspondiente que es estable.
Luego el alcohol lleva a cabo el ataque nucleofilico sobre el carbonilo de la amida reactiva,
dando paso a la formacion del éster y la regeneracion de la DMAP (Figura 7.11).

Esta reportado que el uso de las carbodiimidas para la sintesis de ésteres y amidas tiene
como inconveniente que cuando el grupo nucleofilico no ataca lo suficientemente rapido al
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intermediario O-acilurea, dicha molécula sufre un rearreglo y produce una N-acilurea que no
es reactiva. Esta reaccion colateral logré disminuirse con la presencia de la DMAP.

(0]
J\ + R?—N=C=N—R?® EDC: R?= Etil
R OH RS = 3-Dimetilaminopropil
R3
\
o Ri /NH
S
R2 )]\ R3 N=C
\N N/ . \
)\ H < 6]
o DR @::< DMAP
R’ — _Me
N-Acilurea O-Acilurea N N
\ /
Me
Me
\
N—Me
o
i = Me o — o
R2 c R3 + N N/ + 4 <R*OH_ R2 cl; R3
SNUSN \ / \ ; _R \ / + \N% N
H H Me R [©) ®N H
Dialquilurea DMAP Ester o}

R1
Figura 7.11. Mecanismo de acoplamiento de éster mediado por EDAC/DMAP'®,

El rendimiento de reaccion resulté ser muy bajo, lo cual era de esperarse ya que al dar por
terminada la reaccién se observaba que quedaba bastante materia prima, la cual ya no
reaccionaba por mas tiempo que se dejaba. El rendimiento se calculd respecto de la cantidad
obtenida del profarmaco después de ser purificado mediante cromatografia en columna,
esto también contribuy6 a las pérdidas que ocasionaron un bajo rendimiento.

Esta reaccion fue de pobre rendimiento debido a que el hidroxilo de MLB13, que da paso a
la formacion del éster, es muy poco nucleofilico por la resonancia que se lleva a cabo en el
anillo de benceno y ademas se encuentra impedido estéricamente por la presencia de los
metoxilos. Por esta razén fue complicado hallar condiciones que permitieran obtener el
profarmaco con mayor rendimiento.

También se observo en algunos experimentos que bastante de la especie acil piridinio,
formado a partir del intermediario O-acilurea y DMAP, quedaba sin reaccionar, a tal grado
que fue posible purificarlo y aislarlo. Mediante RMN de 'H y "C se confirmé su presencia y
se concluyd que la causa de que dicho intermediario no estuviera reaccionando de la forma
esperada era debido a la baja nucleofilia de MLB13 (Figura 7.12). Este problema se logro
mejorar disminuyendo la cantidad de equivalentes de DMAP utilizados durante la reaccion.

48

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

I~
L
HBC\“N /qu o
0
B (d) A(d) [
8.35 7.01
1(7.73) 1(7.75)
[=] =] 3&
8
/1“\\ N % ?:EI 2
= —_— [~ = =~ _.-r—"
g ; nom, B I 55
- o . = & {
™ = 1 I\ gl & b
o ™~ CHaz 7 [l i [
| | l Y f ri
..-_...j-.—.--....._.--.-..a..._..-. Jll--... e S —— ..J-_......-.-J JJ-—.A‘.-..l._.....I.....—.—.._....._.— T
T i, N 7
& 8 8 RBH B8R
— (o] [} o ul & 7
T T T T T T T T T T T T T T
B5 20 75 70 &5 &0 55 50 45 4.0 35 3.0 5 0 LE 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)
o
-
)
=
=1
£
3
w
.
8o
+ E
[
5
o
o
g g " -
= — 8. i — 13 = ed :al
2 g s 2 8 g & o2
S 9 | E = = § E
£ ] EI 3 ? N
L | Il
|
. Ll
T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 ?c- ) ] &0 50 40 0 20 10 0
1 (ppm)

Figura 7.12. Espectros de "H y *C de la especie acil piridinio formada entre DMAP y A, N-dietil-beta-
alanina proveniente de la reaccion de acoplamiento con EDAC.

De esta reaccion también era probable la incorporacion del aminoéacido en las posiciones 2
y 4 del nucleo de quinazolina a través de la formacion de un enlace amida. Un estudio del
potencial electrostatico de MLB13 permitio visualizar qué atomos de la molécula poseen alta
densidad electronica y cuales una deficiencia de ella. En la Figura 7.13 se observa que los
aminos en 2 y 4 tienen una menor densidad electronica respecto del hidroxilo y, por lo tanto,
son menos nucleofilicos. Dicha observacion es a causa de la deslocalizacién de los pares de
electrones solitarios de estos nitrogenos lo cual permite la formacion de un mayor nimero
de estructuras resonantes al estar unidos estos atomos directamente al anillo de quinazolina
y lo cual provoca la disminucién de la capacidad de ataque del nucledfilo. De esta manera se
pudo predecir que el aminoéacido se incorporaria en los aminos 2 y 4 del heterociclo con
menor probabilidad.
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-240.9 kJ/mol <. -> -40.5 kJ/mol

"S- -105.0 kJ/mol

Figura 7.13. Mapa del potencial electrostatico de MLB13. Las zonas azules indican deficiencia de
densidad electronica mientras que las rojas indican alta densidad electrénica. La molécula se
minimiz6 con el método Hartree-Fock, con base 3-21G, en el programa Spartan ‘14 V1.1.4 y el mapa
de potencial electrostatico se obtuvo con un isovalor de 0.002.

7.1.2. Caracterizacion espectroscopica del derivado de la 2,4,6-triaminoquinazolina
(MLB13) y su profarmaco

Para realizar la caracterizacion espectréoscopica de los compuestos sintetizados,
fundamentalmente se utilizd RMN de 'H y de "C y para la caracterizacién espectrométrica
se utilizo espectrometria de masas por APCI, en el que un indicio de que se sintetizé la
molécula indicada es el peso molecular, que puede confirmarse con el ion molecular y el
patron de fragmentacidn realizado. Los espectros de infrarrojo sirvieron de apoyo para
confirmar que los grupos funcionales producian las bandas de absorcion por las vibraciones
de tensién y/o flexion caracteristicos.

La Tabla 7.5 incluye la estructura del intermediario, el rendimiento obtenido y algunas
constantes determinadas, como el Rf y el punto de fusién, asi como las sefiales de los

espectros de IR, masas, RMN de 'H y "C asignadas. Los espectros completos adquiridos se
encuentran en el apéndice II.
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Tabla 7.5. Caracteristicas e informacion espectroscopica del derivado MLB13 y su profarmaco

LCAC137.

MLB13 (obtenido mediante la ruta de sintesis B)
N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida
P.M.: 355.35 g/mol
Aspecto: Polvo amarillo
Rendimiento: 90%

Punto de fusion: 224.0-227.4 °C
Rf: 0.28 en sistema II

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3195y 1601, (-NHy) 3336, 1557 y 824,
(C=0) 1646, (-OCHs) 2851, (C-O-CHs) 1218

EM (APCI)*: 356.1260 (M+17)

RMN "H (DMSO-ds, 400MHz): & 10.17 [(H11)(s, TH,
Protdn intercambiado en experimento con D0)],
8.26 [(Hs)(d, /= 1.7857 Hz, 1H)], 7.73 [(H7)(dd, /=
1.987.5, 8.917.8 Hz, 1H)], 7.65 [(H10)(s, 2H, Protones

intercambiados en experimento con D;0)], 7.38
[(H2.6)(s, 2H)], 7.27 [(Hs)(d, / = 8.88s.7 Hz, 1H), 6.49
[(Ho)( s, 2H, Protones intercambiados en
experimento con D,0)], 3.85 [(H7.9)(s, 6H)], 3.74
[(Hg)('s, TH, Protones intercambiados en
experimento con D,0)]

RMN 3C (DMSO-ds, 100MHz): § 164.73 (Cy+),
162.46 (C4), 158.66 (C2), 147.50 (Cs'57), 145.67 (Csa),
139.01 (Cy), 132.21 (C4a), 129.52 (C7), 123.91 (Cy),
122.09 (Cg), 116.82 (Cs), 109.68 (Cs), 105.45 (Cz¢),

56.18 (C7,9)

MLB13 (obtenido mediante la ruta de sintesis C)
N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida
P.M.: 355.35 g/mol
Aspecto: Polvo amarillo claro
Rendimiento: 55%

Punto de fusion: 223.0-224.2 °C
Rf: 0.28 en sistema II

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3195y 1603, (-NH) 3343, 1544 y 829,
(C=0) 1644, (-OCHs3) 2843, (C-O-CHs) 1214y 1038

EM (APCI)*: 356.1485 (M+17)

RMN "H (DMSO-ds, 400MHz): § 10.11 [(H11)(s,TH,
Protén intercambiado en experimento con D;0,)],
8.20 [(Hs)(d, /= 2.085.7 Hz, 1H)], 7.68 [(H7)(dd, /=
2.157.5, 8.937.5 Hz, TH)], 7.54 [(H10)(s,2H, Protones

intercambiados en experimento con D;0)], 7.36
[(Hz2.6)(s, 2H)], 7.25 [(Hs)(d, / = 8.89s.7 Hz, 1H), 6.36
[(Ho)( s,2H, Protones intercambiados en
experimento con D,0)], 3.85 [(H7,9)(s, 6H)], 3.80
[(Hs)('s, TH, Protones intercambiados en

experimento con D;0)]
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RMN '*C (DMSO-d¢, 400MHz): § 164.73 (Cy),
162.44 (C4), 159.23 (Cp), 147.52 (Cz'5), 147.03 (Caga),
139.01 (Cy), 131.81 (C4a), 129.38 (C7), 123.98 (Cy),
122.85 (Cg), 116.77 (Cs), 109.77 (Ce), 105.40 (C2¢),

56.17 (C7,9)

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3165y 1599, (-NH) 3328, 1537 y 839,
(C=0 amida) 1644, (-OCHs) 2849, (C-O-CHj3) 1238,

(O=C éster)1730

EM (APCI)*: 483.2638 (M+1")
RMN "H (DMSO-d¢, 400MHz): § 10.66 [(H11)(s, TH)],

8.70 [(H10)(s,2H)], 8.50 [(Hs)(d, / = 1.965.7 Hz, 1H),
7.94 [(H7)(dd, /= 1.967.5, 8.917.8 Hz, 1H)], 7.60

LCAC137 [(Ho)(s,2H)], 7.44 [(Hz5)(s, 2H)], 7.39 [(He)(d, / =
4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6- 8.76g.7 Hz, TH), 4.56 [(H3-)(t, 2H), 3.87 [(H7.8)(s, 6H)],
dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato 3.74 [(H11+)(c, 4H)], 2.88 [(H2")(t, 2H)], 1.22 [(H2)(t,
P.M.: 482.54 g/mol 3H)], 0.83 [(Ha)(t, 3H)]
Aspecto: Polvo amarillo

Rendimiento: 5% RMN '3C (DMSO-ds, 400MHz): § 168.51 (C1-),

Punto de descomposicion: 245.0-246.8 °C 164.64 (Cq2), 162.84 (Cy), 162.56 (Cy), 151.71 (Cy),
Rf: 0.60 en sistema II 147.55 (Cx¢), 137.67 (Cga), 134.29 (Csa), 132.46 (Cs),

130.30 (C7), 118.03 (Cq), 117.24 (Cs), 109.36 (Ce),
104.70 (C:5), 56.36 (C7.8), 56.19 (Cr1+), 41.25 (Ca),
29.10 (C2), 28.91 (Czr2)

7.1.2.1. Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica de la N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13)

Los espectros de RMN, IR y masas que se van a discutir a continuacién son los generados a
partir de MLB13 sintetizado mediante la ruta C propuesta en este trabajo. Los espectros
obtenidos para la caracterizacion de MLB13 sintetizado a través de la ruta B se encuentran
detallados en el apéndice II.

La espectrometria de masas de alta resolucion arrojo el ion molecular M+1 356.1485 m/z
correspondiente al peso molecular esperado. La espectroscopia de infrarrojo mostré la banda
para la vibracion de tensién del enlace N-H de amidas secundarias a 3195 cm; la banda para
la vibracion de flexion del enlace N-H de amidas aparecid a 1603 cm™; en 3343 cm™ se mostrd
la banda para la vibracién de tensién N-H de aminas primarias; las bandas para la vibracién
de flexién del enlace N-H de aminas aparecieron a 1544 y 829 cm™; en 1644 cm' se registr6
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la banda de tension del enlace C=0 de la amida; en 2843 cm™ apareci6 la banda de tension
del enlace CHs-O de los éteres metilicos y las bandas para la tensiéon C-O del aril alquil éter
aparecieron en 1214y 1038 cm™.

La asignacion de los protones de las moléculas se realizd mediante el valor de
desplazamiento quimico (§), la multiplicidad, la integracién de cada una de las sefales, asi
como la medicién de las constantes de acoplamiento, y mediante esto Ultimo se hizo la
correlacion de las sefales que pertenecian al mismo nucleo aromatico. Dicha correlacion fue
confirmada mediante los espectros bidimensionales COSY.

La espectroscopia de RMN "H mostrd para el anillo de quinazolina la sefial que corresponde
al protédn de la posicién 5, un doblete (8.20 ppm, J=2.08 Hz acoplamiento meta); para el
protdn en 7, mostrd un doble de dobles (7.68 ppm, J=8.93 Hz acoplamiento orto y 2.15 Hz
acoplamiento meta) y para el proton en 8 presentd un doblete (7.25 ppm, J=8.89 Hz
acoplamiento orto). Los protones aromaticos del 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenceno marcados
en 2"y 6', por ser equivalentes estuvieron representados por una sola sefial en el espectro a
7.36 ppm. Los protones de la amina marcados en 10 propiciaron una sefial ancha que
integraba para dos protones a 7.54 ppm y los protones de la amina marcados en 9
presentaron una sefial ancha que integraba para dos protones a 6.36 ppm. Estos ultimos
cuatro, se corroboraron con su desaparicion en el experimento de intercambio con agua
deuterada (Figura 7.14).

OCH;

B.20 769

B (d) C (dd} I,
! . b
H2.08) 32.15, 8.:33) ™~

768[H7]
7.54 [H10]

B3 B2 Bl B0 75 B 7 L] 75 74 72 7l 20 a9 6.8 a7 &6 85 a4 8.3

73
f1 {ppn)

Figura 7.14. Ampliacion del fragmento de la zona aromética del espectro de RMN 'H de MLB13.

Se sabe que el grupo amino de la posicion 4 del nucleo de quinazolina estd mas desprotegido
debido a la resonancia que esta llevando a cabo dicho nucleo. Segun el estudio /n silico
realizado por Matus Meza, A. S. en 2013, el grupo amino de la posicién 2 del nicleo de
quinazolina esta mas favorecido al mantener una mayor distribucion electronica por parte de
los nitrogenos de las posiciones 1y 3. Entonces de acuerdo a lo anterior, se esperaba
encontrar el grupo amino de la posicién 4 en un valor de desplazamiento quimico hacia
campo mas bajo en comparacion del correspondiente con el grupo amino en la posicion 2.
Con ayuda del espectro NOESY de MLB13 se confirma lo predicho ya que se puede observar
la correlacion a distancia del proton en la posicién 5 de la quinazolina, con los dos protones
del amino de la posicion 4. Este mismo espectro nos permite corroborar que la amida se
formo con el amino de la posicion 6 del nucleo de quinazolina, al observar las correlaciones
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entre el protdn de la amida y los protones de las posiciones 5y 7 del heterociclo (Figura

7.15).
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Figura 7.15. Fragmento del espectro NOESY de MLB13, y correlaciones observadas.

El protén del grupo carboxamida fue asignado a la sefial que aparece a 10.11 ppm, que
integra para un proton y que adicionalmente desaparece en el experimento de intercambio
con agua deuterada (Figura 7.16). Los protones de los metoxilos marcados en 7'y 9" son
equivalentes y corresponden con la sefal encontrada a 3.85 ppm que integra para 6 protones.
La sefial del proton del hidroxilo es muy pequefia y dificil de observar, este fenédmeno se
debe a que este hidrégeno presenta caracter acido, lo que causa que el intercambio del
proton por los del medio sea muy rapido y por lo tanto se complica detectarlo mediante
RMN en disolucion; sin embargo, se logré asignar en 3.80 ppm.
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Figura 7.16. Fragmento del espectro de 'H del experimento de intercambio con D,O de MLB13. Se
indican las sefiales que desaparecen.

El espectro bidimensional COSY sirvié para confirmar las asignaciones de las sefiales de los
protones en posiciones 5, 7 y 8 pertenecientes al ndcleo de quinazolina (Figura 7.17).
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Figura 7.17. Fragmento del espectro COSY de MLB13 y sus correlaciones encontradas y asignadas a

la molécula.

Para corroborar la asignacién correcta de las sefales de 'H y "*C fue necesario registrar
espectros de correlacién heteronuclear, HSQC y HMBC, que correlacionan a un enlace y a
larga distancia, respectivamente.

55

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

Con las correlaciones encontradas en el experimento HSQC, se pudieron asignar los carbonos
de las posiciones 5,7, 8,2', 6', 7'y 9' en el espectro de "*C (Figura 7.18).
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Figura 7.18. Fragmento del espectro HSQC de MLB13 y correlaciones observadas.

El resto de los carbonos lograron asignarse con ayuda de las correlaciones del espectro
bidimensional HMBC. El carbono 1" correlaciona con los protones 11y 2', el carbono 4 con
el proton 5, el carbono 3’ con los protones 7' y 6', el carbono 8a con los protones 5y 7, el
carbono 4’ con el proton 2', el carbono 4a con los protones 5y 8, el carbono 1’ con el proton
2"y el carbono 6 con el proton 8 (Figura 7.19).

La asignacién del carbono 2 se llevd a cabo de forma indirecta, pues no se observaba
correlacion con ningun proton, a diferencia del carbono 4, que correlaciona con el protdn 5.

El carbono 6, es decir el que esta unido directamente al nitrégeno de la carboxamida, estuvo
localizado en la zona de campo alto, dado que la densidad electrénica en esta zona es mayor,
en comparacion con los otros carbonos del nicleo de quinazolina-2,4,6-triamina.

56

——
| —



DISCUSION DE RESULTADOS

N
=
= — —_
[
= T = g T
ot T - et
I ( = I I
A " M
I 17.37,105.69
[C2] ————— 1 Hg » 105
{7.27,110.0}
[C6] — W hw
10.11,117.07} g 2 {7.69,117.02 115
[C5] f H1CO ‘
120
[C8] ! {7.35,124.29
[c1T == 1 9 125
10.14,133 65} 18.21,125.68
[C7] — f {s.n,uz.osQn rr'.zs'.zsz.u}b 130
[CAa] — |
135 =
- 17.37,139.29), _ £
[Ca'] — &- PP
(2] [cga] | {3-2!.143‘.25&‘ {}'.69.14?.25}“7_3}“1413;3}". 145
150
+155
[C2] — 82116279 160
— 10.11,164.99 ' .35,165.00
[ca] } k\- o z.
[C1"] —— . 165
170

T T T T T T T T T T T T T T
101 2.9 9.7 8.5 9.3 91 89 87 &5 83 81 7.9 7 78 7.3
f2 { ppm})

Figura 7.19. Fragmento aumentado del espectro HMBC de MLB13 y sus correlaciones observadas.

7.1.2.2. Caracterizacion espectroscopica y espectrométrica de 4-[(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato
(LCAC137)

La espectrometria de masas de alta resolucion arrojo el ion molecular M+1 483.2638 m/z
correspondiente al peso molecular esperado. La espectroscopia de infrarrojo mostré la banda
para la vibracion de tensién del enlace N-H de amidas secundarias a 3165 cm'; la banda para
la vibracion de flexion del enlace N-H de amidas aparecié a 1599 cm™’; en 3328 cm™ se mostré
la banda para la vibracion de tensiéon N-H de aminas primarias; las bandas para la vibracion
de flexion del enlace N-H de aminas aparecieron a 1537 y 839 cm™; en 1644 cm™ se registrd
la banda de tension del enlace C=0 de la amida; en 2849 cm™ aparecié la banda de tensién
del enlace CHs-O de los éteres metilicos; las bandas para la tensién C-O del aril alquil éter
aparecieron en 1238y por ultimo la banda para la tensién C=0 del éster se encontré en 1730
cm™.

La asignacion de los protones de las moléculas se realiz6 mediante el valor de
desplazamiento quimico (§), la multiplicidad, la integracién de cada una de las sefales, asi
como la medicion de las constantes de acoplamiento, y mediante esto Ultimo se hizo la
correlacion de las sefales que pertenecian al mismo nucleo aromatico. Dicha correlacion fue
confirmada mediante los espectros bidimensionales COSY.
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La espectroscopia de RMN "H mostré para el anillo de quinazolina la sefial que corresponde
al protén marcado en posiciéon 5, un doblete (8.50 ppm, J=1.96 Hz acoplamiento meta); para
el proton marcado en 7, mostré un doble de dobles (7.94 ppm, J=8.91 Hz acoplamiento orto
y 1.96 Hz acoplamiento meta) y para el protdn en 8 presentd un doblete (7.39 ppm, J=8.76
Hz acoplamiento orto). Los protones aromaticos del anillo de benceno marcados en 3"y 5,
por ser equivalentes estuvieron representados por una sola sefal en el espectro a 7.44 ppm.
Los protones de la amina marcados en 10 propiciaron una sefial ancha que integraba para
dos protones a 8.70 ppm y los protones de la amina marcados en 9 presentaron una sefial
ancha que integraba para dos protones a 7.60 ppm (Figura 7.20).
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Figura 7.20. Ampliacién del fragmento de la zona aromatica del espectro de RMN 'H de LCAC137.

El proton del grupo carboxamida fue asignado a la sefial que integra para uno y que aparece
a 10.66 ppm, este tipo de protones suelen aparecer en la zona de campo bajo del espectro
por la poca densidad electrénica que conservan como consecuencia del efecto
electroatractor del carbonilo proximo. Los protones de los metoxilos marcados en 7'y 8’ son
equivalentes y corresponden con la sefial que integra para 6 protones encontrada a 3.87
ppm, la cual coincide con la zona donde suelen hallarse los protones de carbonos unidos a
oxigeno.

Los protones que forman parte del modificador, es decir del aminoacido del profarmaco,
correspondieron con las sefiales encontradas en la zona que va desde 0.8 a 4.5 ppm la cual
coincide con la zona de protones alifaticos y protones de carbonos unidos a nitrégeno. En
4.35y 4.56 ppm se encuentra dos tripletes que integran para un protén cada uno 'y los cuales
corresponden con los protones marcados en 3". Estos protones son los mas desplazados
hacia campo bajo del espectro debido a que el carbono que les corresponde esta unido
directamente a nitrégeno y son vecinos proximos al carbonilo que forma parte del éster, por
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lo cual se encuentran mas desprotegidos. Los protones del multiplete en 3.74 ppm que
integran para 4 aproximadamente, se asignaron a los de la posicion 1"y 1" ya que son
equivalentes y los siguientes mas desprotegidos por estar sobre un carbono unido
directamente a nitrégeno. Los tripletes encontrados en 2.88 y 2.98 ppm que integraban para
un proton cada uno fueron asignados a los protones en 2" ya que se encontraban proximos
al carbonilo. Por ultimo, las sefiales multipletes entre 0.83 y 1.22 ppm que integran para 6
protones, fueron asignadas a los de las posiciones 2" y 2" por ser de caracter alifatico
(Figura 7.21)

"

Los protones quimicamente equivalentes son protones que se encuentran en el mismo
entorno y, por lo tanto, experimentan la misma fuerza magnética en RMN. Como
consecuencia suelen crear sefales superpuestas en el espectro. Esto no ocurre cuando los
protones llegan a percibir ambientes quimicos diferentes. En este caso varios protones que
se esperaba fueran equivalentes, desdoblaron en dos sefales, probablemente porque esta
parte de la molécula cuenta con varios enlaces sencillos que tienen libre giro y lo cual origina
que protones equivalentes perciban diferentes entornos quimicos.

-2 50 Dirnethyl Sulfoxide-da

387[HT]

2""\/N
" 3"
> —
L e :
i
N E I|""|| i = 5
o A A&
& [ = - L
m Jw A -
oo [ il Ii o
T < \ | 7
| \y rKU | JW 5
— [P T W S W L W

|
1 %
09-?'
{
i_
T

r —r T T

o i =5 =

] - a =]
I|"\-II L0 i = L0

456 44 42 40 35 36 34 32 30D szrl'ﬁ 24 22 20 15 16 14 12 10 08 06
\ppm

Figura 7.21. Ampliacion del fragmento de la zona alifatica del espectro de RMN 'H de LCAC137.

El espectro bidimensional COSY sirvié para confirmar las asignaciones de las sefiales de los
protones de las posiciones 5, 7 y 8 pertenecientes al nicleo de quinazolina y los protones
marcados en 2", 3", 1"y 2"" pertenecientes a la parte del modificador del profarmaco

(Figura 7.22).
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Figura 7.22. Experimento COSY de LCAC137 y sus correlaciones encontradas y asignadas a la
molécula.

Para corroborar la asignacién correcta de las sefiales de 'H y *C fue necesario registrar
espectros de correlacién heteronuclear, HSQC y HMBC, que correlacionan a un enlace y a
larga distancia, respectivamente.

Con las correlaciones encontradas en el experimento HSQC, se pudieron asignar los carbonos
57,8,3,5,2" 3", 1", 2" 1", 2" 7'y 8 en el espectro de "*C (Figura 7.23).
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Figura 7.23. Experimento HSQC de LCAC137 y correlaciones observadas.

El resto de los carbonos lograron asignarse con ayuda de las correlaciones del espectro
bidimensional HMBC. El carbono 12 correlaciona con los protones 11y 3', el carbono 4 con
el protdon 5, el carbono 2' con los protones 7' y 5', el carbono 8a con los protones 5y 7, el
carbono 1’ con los protones 5, 7'y 3", el carbono 4a con los protones 5y 8, el carbono 4’
con el proton 5, el carbono 6 con el proton 8, el carbono 1" con los protones 27, 3"y 1, el
carbono 2" con los protones en 3", el carbono 3" con los protones en 2", el carbono 2" con
los protones en 1", el carbono 1" con los protones en 1"y el carbono 1" con los protones
en 2"". De entre estas correlaciones, la mas importante para saber si el éster se habia formado
en el hidroxilo de MLB13, fue la del carbono 1’ con los protones en 3" (Figura 7.24).
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Figura 7.24. Fragmento aumentado de la zona alifatica del espectro HMBC de LCAC137 y sus
correlaciones observadas.

La asignacién del carbono 2 se llevd a cabo de forma indirecta, pues no se observaba
correlacion con ningun protoén, a diferencia del carbono 4, que correlaciona con el proton en
5.

Otro espectro de utilidad para saber si la A,N-dietil-beta-alanina se habia acoplado en el
hidroxilo de MLB13 y no en los aminos de 2 y 4 fue el de NOESY, el cual correlaciona protones
que estan cerca de otros en el espacio. La correlaciéon entre el proton 3" y el 8 confirma la
formacion del éster (Figura 7.25).
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Figura 7.25. Experimento NOESY de LCAC137 y sus correlaciones observadas.
7.2. Parte biologica

A continuacion, se muestran los resultados de los ensayos de viabilidad celular, obtenidos
mediante el método MTT, para las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231, Hela y J774
después de haber sido expuestas durante 24 horas a diferentes concentraciones de MLB13,
LCAC137 y del farmaco de referencia cisplatino.

Tabla 7.6. Efecto de MLB13 y su profarmaco LCAC137 sobre la inhibicion de la viabilidad celular in
vitro en células tumorales a 24 horas mediante el ensayo de reducciéon del MTT.

MLB13 109.78 >100 12.8557 0.8311
LCAC137 5.7 >100 129.6746 0.9163
Cisplatino 80.41 87.90 11.9 74

Se empled cisplatino como farmaco de referencia porque es un compuesto que tiene un
amplio espectro terapéutico contra el cancer y su costo es bajo en comparacion con otros
tratamientos antineoplasicos. Actualmente se usa solo o en combinacion con otros farmacos
para el tratamiento del cancer de testiculo, ovario, mama, cervical, eséfago, pulmon de células
pequefas y no pequefas, prostata, entre otros'®.

——

63

'



DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del ensayo en la linea celular MCF-7 de cancer de mama ER positivo, muestran
que el profarmaco LCAC137 presentd mayor actividad inhibitoria de la viabilidad celular en
comparacién con MLB13 y Cisplatino. En cambio, MLB13 mantuvo una actividad inhibitoria
menor a la del farmaco de referencia. De acuerdo a lo anterior, se puede decir que la adicion
del aminoacido A, N-dietil-beta-alanina a la estructura de MLB13 mediante un enlace tipo
éster, resulto favorable ya que, para esta linea celular la actividad inhibitoria del profarmaco
mejoro respecto a la de la estructura original como se esperaba.

El ensayo en la linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama reflejé que tanto el derivado
MLB13 como su profarmaco no muestran actividad inhibitoria frente a este tipo de células
cancerosas, las cuales provienen de un cancer de mama triple negativo caracterizado por su
rapida propagacién y opciones de tratamiento limitadas.

Por otro lado, en el ensayo con la linea celular Hela de cancer cérvico-uterino, el compuesto
MLB13 presento una actividad inhibitoria similar a la del Cisplatino, en cambio el profarmaco
LCAC137 mostré menor actividad. Dicho comportamiento fue contrario al observado en la
linea celular MCF-7, por lo que en este caso la adicion del aminoacido al compuesto
pobremente soluble en agua no ayudd a mejorar la actividad del compuesto, sino que la
disminuyd. Probablemente el aminoacido esté modificando la estructura original del
derivado de quinazolina-2,4,6-triamina de tal manera que logre interferir en el mecanismo
de accion por el cual se ve afectada la viabilidad de este tipo de células cancerosas.

El ensayo también se realizd en la linea celular J774, es decir en células de macréfago
normales. Los compuestos evaluados resultaron tener actividades inhibitorias similares entre
ellos, pero mayores a la del Cisplatino, por lo que ambos compuestos mantienen un nivel de
citotoxicidad mayor al esperado en células normales. Este comportamiento es una desventaja
ya que la baja selectividad de accion de los agentes quimioterapéuticos puede provocar los
indeseados efectos adversos.

Simultaneamente se evaluo la actividad inhibitoria de la viabilidad celular de los compuestos
en células MCF-7 mediante el uso de cristal violeta y rojo neutro.

Tabla 7.7. Valores de Clso de los compuestos MLB13 y LCAC137 evaluados en la linea celular MCF-
7 a 24 horas mediante diferentes ensayos de viabilidad celular.

MLB13 109.78 253.5219 137.8511
LCAC137 5.7 59.62 0.0003
Cisplatino 80.41 21.3 389

Existen diferentes ensayos para poder observar el efecto que tienen los compuestos sobre
la viabilidad de las células. En el ensayo de MTT se determina el nUmero de células vivas
mediante la formacion de un compuesto coloreado (formazan), el cual es producto de la
reaccion de reduccion del MTT que tiene lugar en las mitocondrias de las células. La
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determinacion de la viabilidad celular en el ensayo con rojo neutro consiste en la captacion
del colorante por los lisosomas y endosomas de las células vivas, mientras que el ensayo con
cristal violeta se fundamenta en la interaccidn que ocurre entre el colorante con las proteinas
y el ADN presente en las células vivas que mantienen su adherencia'®’%,

Como se observa en la Tabla 7.7 los resultados mantienen la misma tendencia a pesar de
haber empleado diferentes técnicas para determinar la actividad de interés. MLB13 es el
compuesto con menor actividad inhibitoria, mientras que el profarmaco LCAC137 muestra
mayor eficacia que MLB13 e incluso que Cisplatino en los ensayos con MTT y rojo neutro.
Los tres ensayos evidencian que en esta linea celular el profarmaco es mas activo que el
compuesto original MLB13.

El ensayo para evaluar la citotoxicidad de los compuestos en células no cancerosas se realizd
mediante los ensayos de reduccién de MTT y Resazurina. Los resultados obtenidos mediante
ambas técnicas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 7.8. Valores de Clso de los compuestos MLB13 y LCAC137 evaluados en la linea celular J774
a 24 horas mediante los ensayos de MTT y Resazurina.

B —

MLB13 0.8311 0.0235
LCAC137 0.9163 0.9006
Cisplatino 74 8.2

El estudio de la reduccion de resazurina permite monitorear la citotoxicidad de los
compuestos mediante la transformacién de la resazurina (azul, no fluorescente) a resofurina
(rosado, fluorescente), la cual es llevada a cabo por oxidoreductasas que se encuentran
principalmente en la mitocondria de células viables.

Los resultados de los dos ensayos en la linea celular J774, reflejaron una tendencia similar.
Ambos compuestos mostraron ser mas citotoxicos que el farmaco de referencia Cisplatino,
sin embargo, MLB13 resultoé ligeramente mas citotoxico que el profarmaco LCAC137 en
ambos ensayos.

Finalmente, con los ensayos llevados a cabo hasta el momento, se ha observado que tanto
MLB13 como LCAC137 pueden afectar la viabilidad de células cancerosas, un compuesto
mas que el otro dependiendo del tipo de célula. Estos datos colocan a los compuestos como
estructuras prototipos para posteriores estudios de optimizacion.

7.3. Parte computacional

Con esta herramienta de la quimica farmacéutica se buscd explorar un poco acerca del
comportamiento metabdlico que tendra el profarmaco LCAC137 frente a una enzima
hidrolitica, especificamente la enzima hCE1.
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7.3.1. Hidrélisis de los profarmacos

El requisito principal para que el compuesto sintetizado LCAC137 pueda considerarse como
profarmaco, es que debe hidrolizarse /n vivo. Este proceso puede ocurrir por medios quimicos
o enzimaticos. El estudio de acoplamiento molecular realizado permite tener una estimacion
de la factibilidad de hidrdlisis via enzimatica con base a la estabilidad del complejo ligando-
receptor formado, asi como la orientaciéon y conformacion que se calcule en el sitio catalitico.

Para realizar el estudio se selecciond la enzima hCE1 debido a que es una de las principales
enzimas encargadas de hidrolizar farmacos y xenobidticos en general, a la fecha se
encuentran reportados varios profarmacos que son activados principalmente por hCE1. Los
resultados que se generaron después del acoplamiento molecular se muestran en la Tabla
7.9.

Tabla 7.9. Resultados del acoplamiento molecular con la carboxilesterasa humana 1.

LCAC137 -7.99 1.39
Tacrina -6.55 15.85
Oseltamivir -7.87 1.71

Los resultados anteriores sugieren que LCAC137 genera un complejo enzima-sustrato
energéticamente favorable con el sitio catalitico de hCE1 al tener un valor negativo de
energia de union, por lo que presuntamente se puede pensar que se metaboliza por dicha
enzima.

Se decidié realizar el acoplamiento molecular de oseltamivir, ya que es un profarmaco
antiviral del cual se ha demostrado experimentalmente que es activado en su mayor parte
por la enzima hCE1, y entonces puede servir de referencia'®. LCAC137 tuvo un valor de
energia de unidn similar e incluso un poco mas negativo que el de oseltamivir y ambos
tuvieron valores de kI similares y bajos, con lo que se puede proponer que ambas moléculas
tienen alta afinidad por el sitio catalitico de la enzima y que al tener entre ambos profdrmacos
estos parametros tan similares, muy probablemente LCAC137 sea hidrolizado tan
eficazmente por hCE1 como sucede con oseltamivir.

El acoplamiento con tacrina se realizd para validar el estudio y también para tener otro
ligando de hCE1 como referencia. Esta molécula no actia como sustrato, sin embargo, es un
ligando que ya venia en el sitio activo de la enzima cristalizada. Tacrina tuvo un valor de
energia de unién menos negativa y un valor de kI mas alto que la de los profarmacos, por lo
que se puede argumentar que LCAC137 y Oseltamivir pudieran presentar todavia mayor

——

66

'



DISCUSION DE RESULTADOS

afinidad por la enzima, que la que presenta este ligando ya reportado en la estructura
cristalografica.

Igualmente es importante analizar la orientacién que adquiere el profarmaco en el sitio
catalitico, puesto que debe encontrase en la distancia y orientacion adecuada para sufrir el
ataque por parte de la Ser221. En la Figura 7.26 se muestra la orientacién y conformacion
que LCAC137 adquiere en el sitio catalitico. Se puede observar la estabilizacién por la
formacion de siete interacciones intermoleculares, cuatro entre los hidrogenos de los metilos
y metilenos provenientes de la parte del aminoacido del profarmaco y el azufre de los
aminoacidos Met425 y Met364, uno entre el oxigeno de la amida y el hidrégeno de la Gly143,
uno entre el amino de la posicion 2 de la quinazolina y Ala093 y otro entre el amino de la
posicion 4 de la quinazolina y Leu363. Para establecer la hidrélisis hipotética del éster, es
importante la cercania y factibilidad de ataque por parte de Ser221 para desencadenar el
mecanismo catalitico de dos pasos que se menciond en los antecedentes. En varios trabajos
acerca de la hidrolisis de ésteres por hCE1 y en estructuras cristalograficas, la distancia entre
el carbonilo y el hidroxilo de la Ser221 oscila entre 2.8 y 7.1 A" Con base en ello es muy
probable que LCAC137 sea hidrolizado por la enzima dando paso a la liberacién del
compuesto activo, ya que la distancia entre estos atomos es de 5.61 A segun el estudio
realizado. Al observar la distancia de 7.98 A que hay entre los &tomos de interés para que se
lleve a cabo la hidrélisis del profarmaco Oseltamivir y comparandola con la de LCAC137, se
sugiere que el profarmaco sintetizado tiene muy altas probabilidades de ser hidrolizado por
hCE1 como sucede realmente con Oseltamivir (Figura 7.27).

Para validar el estudio de acoplamiento molecular realizado, se utilizo el ligando tacrina que
ya venia en la estructura cristalizada de la proteina y el modo de unién de tacrina calculado
en Autock 4.2.6. Ambos se colocaron en el sitio activo de hCE1 para su visualizacion y se
calculd el RMSD en la plataforma de DockRMSD en linea (Figura 7.28)""". El valor de RMSD
es un parametro utilizado para estudiar el grado de divergencia de estructuras alineadas y
en este caso se esperaba que fuera menor a 2.0 A para la correcta validacién del estudio, lo
cual no sucedid. Esto se puede justificar a partir de que se ha visto que hCET mantiene cierta
promiscuidad de unién al ligando debido a que su sitio activo es muy grande y flexible,
entonces es capaz de permitir que los compuestos se acoplen en varias orientaciones
diferentes a la vez''?. Al ser tacrina una molécula pequefia, pseudo-simétrica y el sitio de
union grande, hay gran oportunidad de que la prediccion de este ligando en el acoplamiento
molecular no concuerde al nivel de precisién esperado, ya que realmente la molécula puede
acomodarse en diferentes orientaciones y seguir siendo reconocida. A pesar de que el
estudio realizado no cumple con el criterio de aceptacion para un modelo de buena precision,
ha permitido darnos idea de lo que puede llegar a suceder con LCAC137.
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Figura 7.26. A) Visualizacion 3D de las interacciones principales de LCAC137 con el sitio catalitico
de hCE1. Los aminoacidos en amarillo pertenecen a la triada catalitica. Los aminoacidos en rosa son
parte de la cavidad grande del sitio catalitico. Las lineas punteadas indican los puentes de
hidrégeno que estabilizan a la molécula y la linea verde indica la distancia entre el hidroxilo de la
Ser221 y el carbonilo del éster. B) Visualizacién 2D de las interacciones principales de LCAC137 con
el sitio catalitico de hCE1.
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Figura 7.27. A) Visualizacion 3D de las interacciones principales de oseltamivir con el sitio catalitico
de hCE1. Los aminoéacidos en amarillo pertenecen a la triada catalitica. Los aminoacidos en rosa son
parte de la cavidad grande del sitio catalitico. Las lineas punteadas indican los puentes de
hidrogeno que estabilizan a la molécula y la linea verde indica la distancia entre el hidroxilo de la
Ser221y el carbonilo del éster. B) Visualizacion 2D de las interacciones principales de oseltamivir
con el sitio catalitico de hCE1.

—

Figura 7.28. Superposiciéon de dos moléculas del ligando tacrina en el sitio activo de hCE1. En color
verde se muestra la estructura cristalografica y en azul la conformacién calculada en el estudio de
acoplamiento molecular.
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Se logro sintetizar el derivado de quinazolina-2,4,6-triamina MLB13 mediante las rutas de
sintesis B y C propuestas con rendimientos globales de 40% y 39% respectivamente, de las
cuales la ruta C permitio sintetizar el compuesto mediante un menor nimero de reacciones
y con menor numero de impurezas las cuales no eran dificiles de separar del compuesto de
interés.

Con la ruta de sintesis C, se obtuvieron mas de 500 mg del compuesto MLB13 con un buen
grado de pureza determinado mediante cromatografia en capa fina, el cual posteriormente
fue utilizado como materia prima para la sintesis de su profarmaco.

Mediante diferentes condiciones de reaccion probadas, se lograron las mas adecuadas para
obtener el profarmaco LCAC137 a través de la esterificacién de un aminoacido con el grupo
hidroxilo del derivado MLB13, aunque este se sintetizd con un bajo rendimiento debido a la
poca reactividad que ofrece el derivado de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) carboxamida en
su porcion fendlica.

Por medio de la caracterizacion espectroscopica y espectrométrica de los compuestos
sintetizados, se confirmo la obtencion de MLB13 y su profarmaco LCAC137.

En el estudio para determinar la actividad inhibitoria de la viabilidad celular de MLB13 y
LCAC137 en células cancerosas, se observo que ambos compuestos afectaron el crecimiento
de la linea celular MCF-7 de cancer de mama y Hela de cancer cervicouterino, lo cual sugiere
que estos compuestos podrian ser Utiles en el tratamiento del cancer.

La adicion del aminoacido N, N-dietil-beta-alanina a la estructura de MLB13 mediante un
enlace tipo éster, resultod favorable en el caso de la linea celular MCF-7 ya que la actividad
inhibitoria del profarmaco LCAC137 mejoro respecto a la de la estructura original e incluso
resulté ser un compuesto mas potente que el farmaco de referencia Cisplatino.

MLB13 y LCAC137 mostraron la desventaja de ser mas citotoxicos que el farmaco Cisplatino
en el ensayo con células no cancerosas J774.

Se anticipa que la molécula LCAC137 sintetizada pueda actuar como profarmaco al ser
sustrato de la enzima carboxilesterasa humana 1 (hCE1), de acuerdo a los resultados
obtenidos en el estudio de acoplamiento molecular, aunque no se rechaza la posible
hidrdlisis por otras enzimas como la acetilcolinesterasa o la carboxilesterasa intestinal,
enzimas que también se encargan de metabolizar una gran cantidad de xenobidticos sin
aparente especificidad.
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9. PERSPECTIVAS

El trabajo desarrollado es solamente una parte de la investigacion emprendida por nuestro
grupo en la busqueda de nuevos derivados de quinazolina-2,4,6-triamina con potencial
actividad citotoxica. En cuanto a este proyecto faltaria llevar a cabo la sintesis de otros
profarmacos con otro tipo de aminoacidos actuando como modificadores, para tener
conocimiento de si estos afectan de forma variable la solubilidad del compuesto y la actividad
que presenten en lineas de células cancerosas.

Debido al bajo rendimiento con el que se obtuvo el profarmaco LCAC137 es necesario
encontrar nuevas condiciones de reaccion que permitan mejorar su obtencién y asi contar
con mas del compuesto para futuras evaluaciones.

Es necesario evaluar el efecto citotoxico de los compuestos en otras lineas celulares de
cancer.

Queda pendiente evaluar los compuestos en combinacién con el farmaco cisplatino para
observar si ocasionan algun efecto aditivo o sinérgico en la viabilidad celular.

Determinar mediante técnicas de microscopia confocal si la actividad inhibitoria de la
viabilidad celular del profarmaco esta relacionada con la interrupcion en la red del
citoesqueleto, disminucion de la funcion mitocondrial o dafio al ADN.

El estudio de acoplamiento molecular no pudo validarse eficientemente debido a que el valor
de RMSD obtenido no fue menor a 2.0 A. Se puede llevar a cabo el mismo estudio utilizando
una estructura cristalografica de la misma enzima en complejo con un ligando diferente al
de tacrina. También se puede utilizar un software distinto para realizar el mismo estudio o
incluso cambiar la enzima por alguna otra esterasa reportada para la hidrodlisis de farmacos.

También queda pendiente realizar estudios de estabilidad quimica y enzimatica a LCAC137
para saber si actUa de acuerdo a lo que se espera de un profarmaco y si coincide con lo
predicho tedricamente.
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APENDICE 1. Metodologia de sintesis de los compuestos

Informacion general de la sintesis y caracterizacion de los compuestos

La sintesis de los compuestos se realizd con disolventes y reactivos de las compafias Sigma
Aldrich®, Meyer® y J.T.Baker® empleandose sin previo tratamiento.

Para pesar la cantidad requerida de reactivos, se usé la balanza analitica marca Sartorius™
modelo CP124 Sy una balanza granataria Scout Pro Ohaus™.

Las reacciones se llevaron a cabo en las parrillas de agitacion y calentamiento controlado de
la marca IKA® modelos RET control-visc C, RCT basic, C-MAG HS 7 y RCT digital; y en un
reactor de microondas marca Anton Paar® modelo Monowave 300 EXTRA, adaptado a un
automuestreador modelo MAS 24. Las reacciones de hidrogenacion catalitica se llevaron a
cabo en el hidrogenador Paar™ 3916 EG, conectado a un tanque de hidrogeno del Grupo
INFRA®.

El seguimiento de las reacciones se hizo mediante cromatografia en capa fina, mediante
placas de aluminio recubiertas con gel de silice de la marca Sorbtech™, usando los sistemas
de elucién de la Tabla 1y fueron reveladas con una lampara de luz ultravioleta Spectroline®
modelo ENF-240C de onda corta (254nm) y larga (365nm), vapor de yodo o con una
disolucion de ninhidrina al 0.3% en BuOH.

Tabla 1. Sistemas de elucion empleados

Sistema Disolventes Proporcion
I CHCl3/MeOH 8:2
I CHCl3/MeOH/NHj3 70:25:5

Para la cromatografia en columna se usé gel de silice de tamafio de particula 60 A, granulos
de 150-250 ym, malla 60-100, de Sigma Aldrich®.

La destilacion a presion reducida de los disolventes se llevo a cabo en el rotaevaporador de
la marca IKA® modelo RV 10 digital, acoplado a una bomba de vacio marca Vacuubrand®
modelo CVC 3000 y un refrigerante de espiral marca Brinkmann™.

La determinacion de los puntos de fusién se hizo con capilares en un aparato térmico digital
de punto de fusion de la marca Electrothermal® modelo 9300.

Los espectros de infrarrojo fueron elaborados en la USAII de la Facultad de Quimica de la
UNAM por la Q. Maricela Gutiérrez Franco en un espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum
400 de Perkin-Elmer. (Reflectancia totalmente atenuada ATR).

Los espectros de masas mediante APCI de alta resolucién fueron realizados a su vez en el
espectrometro de masas con analizador masico de tiempo de vuelo, marca Perkin Elmer,
modelo AXION 2 TOF por la Q. Georgina Artemisa Duarte Lisci.
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Se utilizo6 DMSO-ds Sigma Aldrich® para las muestras de RMN. Los espectros de los
productos fueron adquiridos en el espectrémetro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo
VNMRS y en el espectrémetro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo MR de la USAII, FQ,
UNAM por la M. en C. Nayeli Lopez Balbiaux y la M. en C. Rosa Isela del Villar Morales.

Los desplazamientos quimicos (8) se encuentran especificados en ppm con relacion al TMS.

Sintesis de la 6-nitroquinazolina-2,4-diamina (2)

ltle NH,
N co
NH, 2) EtOH - iPrOH, KOH N)\NHZ
1 2
MM= 163.14 g/mol MM= 205.18 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, con boca de 14x20, se colocaron 3.0094 g (18.45 mmol) de 2-
amino-5-nitrobenzonitrilo y 2.3726 g (13.17 mmol) de carbonato de guanidina con 20 mL
de mezcla de disolventes EtOH/iPrOH (1:2). Dicha mezcla se coloco bajo agitacion por un
lapso de 20 minutos. Por otro lado, en un vaso de precipitados de 50 mL se disolvieron
1.1869 g (21.15 mmol) de KOH en 15 mL de la mezcla de disolventes EtOH/iPrOH (1:2) con
agitacién vigorosa durante aproximadamente 30 minutos, luego de ese tiempo la disolucion
se adicion6 al matraz bola y la mezcla de reaccién se coloco bajo agitacion y a reflujo en un
bafo de aceite a una temperatura de 95 °C por 8 horas. Transcurrido el tiempo se filtr6 a
vacio la mezcla de reaccion en caliente, el sélido naranja obtenido se lavo repetidamente
con agua tibia hasta pH neutro, luego se lavé con 100 mL de MeOH tibio y por ultimo se le
hizo un lavado con 50 mL de acetona. Se obtuvieron 3.2482 g (15.83 mmol) de 6-
nitroquinazolina-2,4-diamina con un rendimiento del 86%, Rf = 0.31 (sistema I), p.f. = 360.2-
363.1 °C.
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Sintesis de la N,N-(6-nitroquinazolina-2,4-diil)diacetamida (3)

HN)J\
SN

0
O,N
2 O O _ ON SN o
)\ 110°C )\ J\
N~ N
H

N NH,

2 3
MM= 205.18 g/mol MM= 289.25 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, con boca de 14x20, se colocaron 1.0090 g (4.92 mmol) de 6-
nitroquinazolina-2,4-diamina junto con 30 mL de anhidrido acético. La mezcla de reaccion
de color naranja se coloco bajo agitacion, a una temperatura de 110 °C en un bafio de aceite
y al matraz bola se le adapté una columna vigreux. Se dejé reaccionar durante 6 horas y
pasado este tiempo se dejo enfriar la mezcla de reaccion para posteriormente filtrarla a
vacio. El solido amarillo obtenido se lavo repetidamente con agua hasta pH neutro. Se
obtuvieron 0.9027 g (3.12 mmol) de N, N*-(6-nitroquinazolina-2,4-diil)diacetamida con un
rendimiento del 63%, Rf = 0.71 (sistema I), p.f. = 277.2-279.5 °C.

Sintesis de la N,N-(6-aminoquinazolina-2,4-diil)diacetamida (4)

o) o)
HN)J\ HN)j\
O,N Ny o H,, Pd/C (10%) . H2N NN o
MeOH

N N N N

H H
3 4

MM= 289.25 g/mol MM= 259.27 g/mol

En un frasco de hidrogenacién Paar de 500 mL se colocaron 1.0032 g (3.47 mmol) de N,/ -
(6-nitroquinazolina-2,4-diil)diacetamida junto con 0.1040 g de Pd/C (10%), ambos sélidos
se mezclaron en seco y posteriormente se adicionaron 200 mL de MeOH. La presion inicial
de hidrégeno se establecid en 60 Ib/in? y se dejé reaccionar por un lapso de 30 minutos
consumiéndose 18 Ib/in®. Posteriormente la mezcla de reaccién verde brillante se filtré a
vacio en un embudo poroso para separar el Pd/C de la disolucién amarilla, el filtrado se
concentré en el rotavapor hasta obtener un sélido amarillo. Se obtuvieron 0.8095 g (3.12
mmol) del intermediario (4) con un rendimiento del 90%, Rf = 0.36 (sistema I), p.f. = 225.6-
227.0 °C.
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Sintesis de N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida (5)

OCH;
H5CO
o} OCH; o)
Cl, NaHCOs, )k
H5CO

0 H

H,N > N
SN 0 Acetona H3CO SN o
)\ )J\ 0 )\ )J\
N H N N

H

4 5
MM= 259.27 g/mol MM= 453.46 g/mol

En un matraz bola de 25 mL, con boca de 14x20, se colocaron 0.3002 g (1.16 mmol) de (4),
0.1460 g (1.74 mmol) de NaHCOs y 10 mL de acetona. La mezcla se colocé bajo agitacién,
se adapt6 una columna vigreux al matraz bola y se sumergi¢ en un bafio de hielo por 15
minutos. Por otro lado, se disolvieron 0.3423 g (1.48 mmol) del cloruro de 3,4,5-
trimetoxibenzoilo en 5 mL de acetona, posteriormente esta disolucion se colocd en un
embudo de adicién. Transcurridos los 15 minutos de la mezcla de reaccién en bafio de hielo,
se prosiguié a cambiar la columna vigreux por el embudo de adicion y se comenzo a gotear
la disolucion al matraz bola bajo atmodsfera de N.. Una vez que se terminé la adicion del
cloruro de acido se cambio el embudo de adicion por la columna vigreux y se dejo reaccionar
en el bafio de hielo por 30 minutos mas. Después, la mezcla de reaccion se dejo a
temperatura ambiente y bajo agitacion por 25 horas. Transcurrido el tiempo, la reaccion se
vertio sobre una mezcla de hielo y agua, esta nueva mezcla se filtré a vacio y el sélido gris
obtenido se lavo con 15 mL de MeOH. Se obtuvieron 0.4786 g (1.06 mmol) de (5) con un
rendimiento del 91%, Rf = 0.58 (sistema ), p.f. = 256.0-259.0 °C.

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida
(MLB13)

OCH, o OCHj

HsCO )J\ HO
HN NH2

H LiCl / DMF H
N A
HsCO SN0 160°C HyCO N SN
. PR 5 PN
N N N NH,
5 MLB13
MM= 453.46 g/mol MM= 355.35 g/mol
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En un matraz bola de 100 mL seco, con boca de 14x20, se colocaron 0.8547 g (1.88 mmol)
de (5) y 1.3218 g (31.18 mmol) de LiCl anhidro en 30 mL de DMF anhidra. Al matraz se le
adaptd un sistema de reflujo, se colocé bajo atmosfera de N, y se dejé reaccionar a 160 °C,
bajo agitacion constante por 41 horas. Pasado este tiempo se dejé enfriar la mezcla de
reaccion y se le adicionaron 30 mL de una disolucién de HCI 0.1 M, luego esta nueva mezcla
se colocd bajo refrigeracidon durante 24 horas. Se formé un precipitado de color café que se
filtré a vacio. Se obtuvieron 0.6031 g (1.70 mmol) de MLB13 con un rendimiento del 90%,
Rf = 0.28 (sistema I), p.f. = 224.0-227.4 °C.

Sintesis de quinazolina-2,4,6-triamina (6)

NH, NH,
ON AN HCO,NH,, - H2N AN
Pd/C (10%) / MeOH
N)\NHZ N)\NHz
2 6
MM= 205.18 g/mol MM= 175.20 g/mol

En un matraz bola de 250 mL, con boca de 24x40, se colocaron 2.0105 g (9.80 mmol) de (2)
junto con 0.2125 g de Pd/C (10%), ambos sélidos se mezclaron en seco y después se les
adicionaron 130 mL de MeOH. La mezcla de reaccion se colocé bajo agitacion y en seguida
se agregaron 7.3759 g (116.97 mmol) de HCO>;NH4. Luego se adapté un sistema de reflujo a
80 °C, se dejo reaccionar durante 30 minutos y con agitacion constante. Transcurrido el
tiempo, la suspension oscura obtenida se paso a través de una camara de celita para separar
el Pd/C de la disolucion café. La disolucion se concentré en rotavapor hasta obtener una
suspension de color café claro, la cual se filtré a vacio. Se recuperd un sélido amarillo que
finalmente se lavo con 25 mL de acetona. Se obtuvieron 1.4315 g (8.17 mmol) de (6) con un
rendimiento del 83%, Rf = 0.26 (sistema II), p.f. = 231.7-233.0 °C.
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Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida

(MLB13)
OCHs
:©\”/ T
NH, HsCO
NH,

)\ PyBOP, TEA / DMF HsCO N XN

=
NN N)\NHZ

6 MLB13
MM= 175.20 g/mol MM= 355.35 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, con boca de 14x20, se disolvieron 1.1072 g (5.59 mmol) de
acido siringico en 10 mL de DMF anhidra, luego se agregd 1 mL (7.17 mmol) de TEA y 0.8140
g (4.65 mmol) de (6) previamente disueltos en 10 mL de DMF anhidra. Al mezclar los
reactivos se obtuvo una disolucién color ambar a la cual se le adicionaron 3.8500 g (7.40
mmol) de PyBOP. Se dejo reaccionar durante 50 horas bajo agitacion constante, atmosfera
de N2 y a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, a la mezcla de reaccion se le
retir6 la mayor cantidad de DMF en el rotavapor hasta quedar una mezcla aceitosa color
café, después se agregaron aproximadamente 10 mL de acetona y luego 30 mL de éter
etilico hasta observar la formacién de un precipitado color amarillo el cual se filtr6 a vacio.
Se recuperd un solido color café oscuro de apariencia pegajosa que pesé 0.9050 g (2.55
mmol), con un rendimiento del 55%, Rf = 0.28 (sistema II), p.f. = 223.0-224.2 °C.

Sintesis de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-dimetoxifenil 3-
(dietilamino)propanoato (LCAC137)

OCHj ﬁ ﬁ OCHs
HO W N
NH, \/ \/W NH,

H H
N 0.2 eq. DMAP, N
H,CO SN 2 eq. EDAC H3CO SN
o )\ DMF o )\
N NH, N NH,

MLB13 LCAC137
MM= 355.35 g/mol MM= 482.54 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, con boca de 14x20, se colocaron 0.4094 g (1.15 mmol) de
MLB13 junto con 0.3156 g (1.74 mmol) de clorhidrato de A, N-dietil-beta-alanina'y 15 mL
de DMF anhidra, luego se agregaron 0.0288 g (0.24 mmol) de DMAP y 0.4421 g (2.31 mmol)
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| 84 )



APENDICE 1. Metodologia de sintesis de los compuestos

de EDAC. La mezcla de reaccion se colocd bajo agitacidén constante y se dejo reaccionar a
una temperatura de 60 °C, bajo atmosfera de N, durante 6 dias. Transcurrido este tiempo a
la mezcla de reaccion se le retird lo mas que se pudo del disolvente en el rotavapor hasta
quedar una miel color café. A esta miel se le agregaron algunos mililitros de CHClz y éter
etilico hasta observar la formacion de un precipitado el cual se filtrd a vacio. Posteriormente,
se purificé mediante columna de cromatografia de silica gel de tamafio de poro 60 A, malla
60-100, con polaridad creciente de diclorometano a metanol. Se recuperd un solido color
amarillo que pesé 0.0290 g (0.06 mmol), con un rendimiento del 5%, Rf = 0.60 (sistema II),
punto de descomposicién = 245.0-246.8 °C.
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Tabla 2. Informacion espectroscopica de los derivados sintetizados.

MLB13 (obtenido mediante la ruta de sintesis B)
N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida
P.M.: 355.35 g/mol
Aspecto: Polvo amarillo
Rendimiento: 90%

Punto de fusion: 224.0-227.4 °C
Rf: 0.28 en sistema II

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3195y 1601, (-NH.) 3336, 1557 y 824,
(C=0) 1646, (-OCHj3) 2851, (C-O-CH3) 1218

EM (APCI)*: 356.1260 (M+17)

RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz): 5 10.17 [(H11)(s, 1H,
Protdn intercambiado en experimento con D;0)],
8.26 [(Hs)(d, /= 1.7857 Hz, 1H)], 7.73 [(H7)(dd, /=
1.987.5, 8.917.8 Hz, 1H)], 7.65 [(H10)(s, 2H, Protones

intercambiados en experimento con D,0)], 7.38
[(Ha6)(s, 2H)], 7.27 [(He)(d, / = 8.885.7 Hz, 1H), 6.49
[(Ho)( s, 2H, Protones intercambiados en
experimento con D,0)], 3.85 [(H79)(s, 6H)], 3.74
[(Hg)('s, TH, Protones intercambiados en

experimento con D,0)]

RMN 3C (DMSO-ds, 100MHz): § 164.73 (Cy-),
162.46 (C4), 158.66 (Cp), 147.50 (Cz'5), 145.67 (Cga),
139.01 (Cy), 132.21 (C4a), 129.52 (C7), 123.91 (Cy),
122.09 (Ce), 116.82 (Cs), 109.68 (Ce), 105.45 (Cz6),

56.18 (C7,9)

MLB13 (obtenido mediante la ruta de sintesis C)
N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida
P.M.: 355.35 g/mol
Aspecto: Polvo amarillo claro
Rendimiento: 55%

Punto de fusion: 223.0-224.2 °C
Rf: 0.28 en sistema II

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3195 y 1603, (-NH,) 3343, 1544 y 829,
(C=0) 1644, (-OCHs) 2843, (C-O-CH3) 1214y 1038

EM (APCI)*: 356.1485 (M+17)

RMN "H (DMSO-ds, 400MHz): § 10.11 [(H11)(s,TH,
Protén intercambiado en experimento con D;0,)],
8.20 [(Hs)(d, /= 2.085.7 Hz, TH)], 7.68 [(H7)(dd, / =
2.157.5, 8.937.8 Hz, 1H)], 7.54 [(H10)(s.2H, Protones

intercambiados en experimento con D;0)], 7.36
[(Hz.6)(s, 2H)], 7.25 [(Hs)(d, / = 8.89s.7 Hz, 1H), 6.36
[(Ho)( s,2H, Protones intercambiados en
experimento con D;0)], 3.85 [(H7,9)(s, 6H)], 3.80
[(Hs)('s, TH, Protones intercambiados en

experimento con D,0)]

——
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APENDICE 1. Metodologia de sintesis de los compuestos

RMN '*C (DMSO-d¢, 400MHz): § 164.73 (Cy),
162.44 (C4), 159.23 (Cp), 147.52 (Cz'5), 147.03 (Cga),
139.01 (Cy), 131.81 (C4a), 129.38 (C7), 123.98 (Cy),
122.85 (Cg), 116.77 (Cs), 109.77 (Ce), 105.40 (Cz6),

56.17 (C7,9)

LCAC137
4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-
dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato
P.M.: 482.54 g/mol
Aspecto: Polvo amarillo

Rendimiento: 5%
Punto de descomposicion: 245.0-246.8 °C
Rf: 0.60 en sistema II

IR - FTIR por reflectancia ATR (cm™):
(-O=C-NH) 3165y 1599, (-NH) 3328, 1537 y 839,
(C=0 amida) 1644, (-OCH3s) 2849, (C-O-CHj3) 1238,

(O=C éster)1730

EM (APCI)*: 483.2638 (M+17)

RMN 'H (DMSO-ds, 400MHz): § 10.66 [(H11)(s, TH)],
8.70 [(H10)(s,2H)], 8.50 [(Hs)(d, / = 1.965.7 Hz, 1H),
7.94 [(H7)(dd, /= 19675, 8.917.¢ Hz, 1H)], 7.60
[(Ho)(s,2H)], 7.44 [(H3:5)(s, 2H)], 7.39 [(He)(d, / =
8.765-7Hz, 1H), 4.56 [(H3-)(t, 2H), 3.87 [(H7.8)(s, 6H)],
3.74 [(Hy17)(c, 4H)], 2.88 [(H2)(t, 2H)], 1.22 [(H2)(t,
3H)], 0.83 [(H2)(t, 3H)]

RMN "*C (DMSO-ds, 400MHz): 5 168.51 (C1),
164.64 (Cr2), 162.84 (C4), 162.56 (C2), 151.71 (C1),
147.55 (C2,6), 137.67 (Csa), 134.29 (Caa), 132.46 (Ca),
130.30 (C7), 118.03 (Cs), 117.24 (Cs), 109.36 (C),
104.70 (Ca:5), 56.36 (C7.8), 56.19 (C11), 41.25 (Cx),
29.10 (Cz), 28.91 (Ca2)

——
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 2. Espectro de masas por APCI de alta resolucion de N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido
mediante ruta B

ad
s
=] el
]
~
-
ﬁ D
™ ok
L‘ 9 4
oy =
o ra "
= [
" 1
—_— ) o
=] =
X ] = — a I
¢ /N < o
™
= I
—_ st
o
L=
=
o
= = =
© o o
=] < =
o =]
o = ool
T . =
[ e 3
=] &
5~
g%
L
(=] L=} |
T Q g
T EH
o a
o
- LI 1
o i
a o
] ~ x|
o ol
- g
~ o
goa E
T =+ A
wu o Ss
8 Z g8
o o e Y
=
2 i
I o 4
o -
= x|
= nE
i3
by 1
==
=3y
- =
=] =
™~
= = I
a =
o =
=+ b = 1=
- I i
= [F= e
] 1
[l [=Y.1]
L T i =t
— M
) .
Mmoo Tl
= ™~ [
oo |
[=] L' -
= =T
= o e
1 =
=] = d
- o=
= |
— =3
= =
=] =
- =
&,
5 R =
m a = o
[=] O
1 L =]
E [ =4
-~ = |
et
=
O
w5
[ .n
=i
W o
(73]
T T L T T T T L T T T T L T T T T I T T T T L T T T T L
=] =] = =1 =]
(=] = (= (=1 Q
A & W S [
i ~ - =]
apny|pdury

89

—
| S—



APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 3. Espectro de RMN 'H de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta B
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 4. Espectro de experimento de intercambio de D,O en RMN 'H de N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido
mediante ruta B

_ =
{=]
ot
[ =
L =
=
L~ ._ "
" ] =
=~ r oo
Sp-2pIX04INS |AugaEWId 05 — L2
L =
2
g J -
_ _ ElLHl €8 — 2 =66'S |
3 TE mil-ﬁqﬁ = S
I =~
L
9
| @ -
1y
= [
® £
oo
R
e -5f
=]
T =
— A - o F o
Owd ?59 ml-Mﬂo O < [8H] 8z L~ TT |
_ _ LeHlze st~ 0z | =
M~
[tHl 9L £ — =007 |
=
o
[cH]0Z'8 —— =560
L v
[+s]
=
[ on
L v
=
- g
w
=]
=
ol
=

91

—
| S—



APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 5. Espectro de RMN *C de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta B
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 8. Espectro de RMN 'H de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta C
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 9. Espectro de experimento de intercambio de D,O en RMN 'H de N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido
mediante ruta C
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 10. Espectro de RMN COSY de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta C
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 11. Espectro de RMN '*C de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta C
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 12. Espectro de RMN HSQC de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzamida (MLB13) obtenido mediante ruta C
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 17. Espectro de RMN 'H de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-
dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato (LCAC137)
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 18. Espectro de RMN COSY de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-
dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato (LCAC137)
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APENDICE II. Espectros de IR, RMN de "H y *C, y de masas de los compuestos sintetizados

Figura 19. Espectro de RMN '3C de 4-[(2,4-diaminoquinazolin-6-il)carbamoil]-2,6-
dimetoxifenil 3-(dietilamino)propanoato (LCAC137)
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