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Resumen

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células. En
2015, provoco 8.8 millones de muertes, siendo una de las enfermedades de mayor
recurrencia y la segunda causa de muerte a nivel mundial. Actualmente, una de las
opciones mas viables para el tratamiento del cancer es la quimioterapia. La
guinazolina es considerada una estructura privilegiada al poder presentar diferentes
actividades biologicas, siendo de vital importancia su actividad anticancerosa. La
LDH cataliza la reaccion de reduccion de piruvato a L—Lactato, utilizando como
cofactor NADH. Esta reaccidén puede ser monitoreada por espectroscopia UV-Vis a
340 nm. La enzima se relaciona con algunos tipos de cancer mediante el efecto
Warburg. Considerando que existen quinolinas que inhiben la actividad de la enzima
LDH, se realiz6 el disefio, la sintesis y la evaluacién biol6gica de ocho derivados de
2,4-diaminoquinazolinas, de las cuales, soélo siete moléculas presentaron actividad

inhibitoria mayor al 50% al probarse a 15 puM.



1. Introduccidn

1.1. Introduccién

El cancer engloba un conjunto de enfermedades, aunque en realidad, su principio
es el mismo. En todos los tipos, algunas de las células comienzan a dividirse de
manera descontrolada, lo cual se disemina a diferentes 6rganos o tejidos,
provocando asi diferentes alteraciones. De manera normal, las células creceny se
dividen para formar nuevas, segun sea necesario, permitiendo que al envejecer,
éstas puedan morir y ser reemplazadas por su descendencia. Sin embargo, cuando
el cuerpo no tiene controlado este proceso, las células comienzan a ser anormales,
es decir, aunque las células envejezcan y/o estén dafiadas, estas no mueren, aun
manteniendo un ciclo normal de reproduccion, por lo cual se genera un crecimiento

descontrolado y la formacién de masas conocidas como tumores.?

En México, fallecen 14 de cada 100 personas anualmente por cancer, convirtiéndola
en la tercera causa de muerte a nivel nacional, con una esperanza de vida para
quienes la padecen de 63 afios. A lo largo de aproximadamente tres décadas, su
tasa de mortalidad ha sido practicamente duplicada, al pasar de 41000 muertes en
1990 a 89000 muertes en 2019.2

El cancer tiene efectos importantes en todo el mundo. Las estadisticas nos dicen
cuantas personas reciben un diagndstico de cancer y mueren por esta enfermedad
cada afio, cuantas personas tienen un diagnéstico en la actualidad, la edad
promedio y el nimero de personas todavia vivas en un momento dado después del
diagndstico. También nos informan sobre las diferencias entre grupos definidos por

edad, sexo, raza o grupo étnico, ubicacién geografica, entre otras.?!

El 2020 trajo consigo la enfermedad por coronavirus COVID-19, provocando una
pandemia a nivel global y mdultiples afecciones a la salud publica, con la necesidad

de albergar mas pacientes y mas infraestructura para su correcto cuidado.

En la actualidad, se han contabilizado mas de 130000 muertes y se detecté un
exceso en la mortalidad que a la fecha sigue sin ser cuantificado con exactitud, pero

en julio de 2020 alcanzaba ya un 38%, con alrededor de 218000 muertes por encima
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de las esperadas. Sin duda, un nimero importante de dichas muertes se asocian
directamente a la pandemia, muertes por COVID-19 no registradas y, de otras
formas indirectas, debido primordialmente a las enfermedades cronico—
degenerativas, cardiovasculares y cancer que no fueron atendidas v,

desafortunadamente, progresaron hacia la muerte.?

En el dltimo afio, en México y en todo el mundo, los pacientes oncolégicos han
sufrido retrasos en su diagnéstico, tratamiento y rehabilitacion, debido a la
saturacion del sistema de salud por COVID-19, confinamiento domiciliario indicado

y/o voluntario, y un desabasto mundial y nacional de medicamentos.?

Tomando en consideraciéon la informaciéon citada anteriormente, la blisqueda de
nuevas alternativas mas economicas que funjan como farmacos para tratamiento

del cancer, es sumamente importante.

Actualmente, una de las opciones mas viables para el tratamiento del cancer es la
quimioterapia. La quimioterapia usa farmacos para destruir las células cancerosas.
Esta funciona al detener o hacer mas lento el crecimiento de las células cancerosas,
las cuales crecen y se dividen con rapidez. Pero puede también dafiar las células
sanas que crecen y se dividen rapidamente, como las células que revisten la boca
y los intestinos o las que hacen crecer el cabello. El dafio a las células sanas puede
causar efectos secundarios. Con frecuencia, los efectos secundarios disminuyen o

desaparecen después de que termina la quimioterapia.*

En julio de 2015, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés), aprobd el Gefitinib para el tratamiento inicial de pacientes con
cancer metastasico de pulmoén de células no pequefias, cuyos tumores tienen
mutaciones especificas en el gen para el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR).®> El Gefitinib es un inhibidor del dominio tirosina—cinasa del
EGFR. En algunos tipos de cancer, este receptor es hiperactivo, lo que produce que
las células proliferen y se dividan demasiado rapido. Al inhibirlo, el farmaco impide
la proliferacién descontrolada de células que contribuye al crecimiento del tumor.®
Con lo anterior, se puede entonces tomar la estructura base del Gefitinib: la

guinazolina.



Las quinazolinas son probablemente una de las familias mas importantes de la
guimica heterociclica. Su estructura quimica esta compuesta por dos anillos
aromaticos de 6 miembros condensados: una pirimidina y un benceno. Este anillo
heterociclico se considera una estructura privilegiada, al presentar sus derivados
actividades antimalaricas, anticancerosas, antimicrobianas y antivirales. Esto
implica que, la quinazolina tiene la capacidad de actuar sobre diferentes dianas

terapéuticas a la vez, por lo que incide en el campo de la polifarmacologia.

Por lo anterior, el trabajo de tesis se enfoca en el disefio y la sintesis de derivados
de quinazolina con potencial accién polifarmacolégica en distintas dianas bioldgicas,

utilizando el acoplamiento molecular como un auxiliar para su disefio.
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2. Antecedentes

2.1. Y para la bioquimica, ¢,qué es el cancer?

Como ya se dijo anteriormente, el cancer no se define como una sola enfermedad,
sino que constituye un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan
por la acumulacion de mutaciones en el genoma de las células, hasta el punto en
gue estas mutaciones afectan las diversas funciones a nivel molecular, celular,
tisular y sistémico, con la consecuente muerte del paciente.” El cancer es una
entidad genética y la mayoria de las neoplasias ocurren por errores puntuales en el
DNA. Por lo general, una sola mutacién es insuficiente para producir la
transformacion maligna, de modo que se necesitan varios genes alterados en forma

secuencial para dar lugar a neoplasias establecidas.®

Los mecanismos responsables de mantener y reparar el DNA pueden verse
afectados por mutaciones. Las mutaciones pueden ser hereditarias o esporadicas y
pueden presentarse en todas las células del organismo, o sélo en las células
tumorales. A nivel nucleétido, estas mutaciones alteran la fisiologia celular
induciendo la transformacion de esta. Varios oncogenes pueden ser activados por
mutaciones puntuales que llevan a la sustitucion de aminoacidos en porciones

criticas de las proteinas.®

En el 2000, Hanahan y Weinberg describen los hall marks, o rasgos distintivos del
cancer como las capacidades que va adquiriendo la célula cancerosa durante el
desarrollo y progresion de un cancer clinicamente manifiesto. Los seis rasgos son:
mantener la sefializacién proliferativa, evadir la supresion del crecimiento, resistir la
muerte celular, activar la invasion y metastasis, permitir la inmortalidad replicativa e
inducir la angiogénesis. Otros cuatro rasgos que se pueden considerar son las
desregulaciones energéticas, la evasion de la respuesta inmunitaria, promover la
inflamacion y la inestabilidad genética. Estos rasgos hoy en dia son blancos de
multiples investigaciones con la finalidad de caracterizar molecularmente al cancer
y desarrollar nuevas herramientas terapéuticas dirigidas especificamente contra los
mecanismos celulares y vias de sefializacion que se encuentran alterados en esta
patologia.’
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Las células neoplasicas tienen un comportamiento anormal, caracterizado por un
crecimiento desordenado que sobrepasa los mecanismos de control fisiolgico,
junto con una fuerte tendencia a invadir localmente o a distancia, otros organos.
Tales fenémenos son explicados por fallas en los procesos de division celular,
diferenciacion y apoptosis, asi como en los mecanismos tendientes a conservar la

integridad gendémica.®

El descubrimiento de que los virus RNA producian tumores (retrovirus), surgio de la
observacion que la produccion del tumor era el resultado de la introduccion de
oncogenes virales dentro del genoma celular del huésped. Al mismo tiempo se
observo que el DNA de varios tumores humanos diferian del tejido no tumoral, y que
el elemento responsable de la transformacion maligna podria inducirse en otras

“células blanco”.®

El surgimiento de la biologia molecular ha permitido el estudio de las estructuras
celulares desde el punto de vista de sus constituyentes moleculares, en particular
de las moléculas de proteinas y acidos nucleicos. Representa una tendencia de la
biologia moderna que ha permitido conocer el papel de cada organelo en el contexto

de la regulacion de la expresion genética.’

En el caso del cancer, como se ha mencionado, las principales vias que se
encuentran alteradas en las células cancerosas y que se les han determinado como

los ragos caracteristicos son:

- Inestabilidad genética.
- Apoptosis y ciclo celular.
- Proliferacion, angiogénesis y metastasis.

A continuacion, se detallan brevemente algunos de estos rasgos o marcadores

caracteristicos del cancer.”
Inestabilidad genética.

Se ha sugerido que las tasas normales de mutacion, junto con la velocidad de
expansion clonal, son suficientes para generar una alteracion en el proceso normal

en los seres humanos e inducir cancer, pero que es a partir de un mecanismo de
12



evasion en la correccion de estas mutaciones lo que origina a las células tumorales
transformadas. Es importante recalcar que la inestabilidad genética es necesaria
para que un tumor se desarrolle, pero no son exactamente los mismos cambios los

gue ocurren en todos los tipos de tumores.”’

Las alteraciones genéticas inciden no solo en la distribucion del gen, sino también
en gran porcentaje en su funcion, afectando principalmente los mecanismos
naturales de las células relacionadas a su ciclo celular, apoptosis, proliferacion y en

determinados casos, a la angiogénesis.’
Apoptosis y ciclo celular.

El ciclo celular esta dividido en cuatro etapas: G1, S, G2y M. En la fase G1 (Gap 1
o de presintesis) la célula funciona normalmente, pero en cualquier momento es
capaz de iniciar el proceso de replicacion. En el periodo S (sintesis) ocurre la
sintesis de DNA y culmina con la duplicacién completa de todo el genoma. Durante
la fase G2 (Gap 2 o de postsintesis), son reparados los errores producidos mientras
el DNA es sintetizado y, por ultimo, en la fase M o de mitosis ocurre la division

celular, produciendo dos células hijas con idéntico contenido genético.®

Mientras esto ocurre, existen puntos de chequeo en los que se lleva a cabo una
vigilancia del proceso. Se han descrito tres de estos puntos durante el ciclo celular;
el primero es el punto Start (G1/S), que se encuentra a finales del periodo G1,
cuando la célula va a comenzar la sintesis de DNA. En este punto, la célula verifica
si las condiciones son apropiadas y si ha alcanzado el tamafio adecuado para entrar
en division; si esto no ha sucedido, entonces el ciclo se detiene en este punto. El
segundo se encuentra a la entrada de la mitosis (G2/M), la célula detiene la
progresion en el ciclo si la replicacion esta incompleta o si el DNA esta dafiado. El
tercer punto de este tipo se encuentra en la transicibn metafase — anafase y es el
gue regula la salida de la mitosis (M/G1), donde el paso a G1 se detiene si los
cromosomas no se han acoplado correctamente al huso mitético. Cuando se
localiza cierto dafio, el punto envia una sefial que detiene el ciclo celular hasta que
se realiza la reparacion. Cuando no es posible reparar el dafio, se marca la célula

para su destruccion por apoptosis; las células normales estdn programadas para
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morir si se ven sujetas a distintos estimulos que produzcan estrés no fisioldgico; si
se aislan de su medio, las células son incapaces de recibir sefiales de supervivencia
especificas del tejido, produciendo expresion de oncogenes (genes que codifican
proteinas del ciclo celular que favorecen la proliferacién celular) o a la inactivacion
de genes supresores de tumor (genes que codifican proteinas que frenan el ciclo

celular) de manera espontanea.’

El paso de G1a S yde G2 a M es regulado por ciclasas y cinasas dependientes de
ciclinas. El complejo ciclina B/cdk2 o factor promotor de la mitosis interviene en la
transicion entre G2 y M. Por su parte, la ciclina D/cdk4 y la ciclina E/cdk2 favorecen
el viraje de G1 a S. Tales compuestos fosforilan el producto del gen Rb, activando
de esa forma vias moleculares que promueven la transcripcion gendmica y la

sintesis de DNA.?

Por lo tanto, se entiende que, en algunos tipos de cancer, la reparacion del DNA no
es adecuada, debido a mutaciones en los genes que codifican para las proteinas

encargadas de cumplir cierta funcion.®

Se ha propuesto que la habilidad de supervivencia inherente a las células
cancerosas transformadas se debe a su alta resistencia a la apoptosis, mientras
gue la capacidad invasora local y a distancia se debe a mutaciones adicionales. En
condiciones normales no se permite la progresion del ciclo hasta que el error no se
haya corregido; sin embargo, las células tumorales tienen mutaciones con las que

son capaces de repetir el ciclo indefinidamente, aun sin integridad del DNA.’

Las ciclinas y cinasas dependientes de ciclina regulan el ciclo celular mediante
complejas vias enziméticas. Mutaciones en tales moléculas se encuentran

relacionadas con la génesis del cancer.®

Uno de los inhibidores mas importantes es p53; esta molécula es expresada cuando
ocurre algun dafo importante en el DNA e induce la transcripcion de otros factores
como p21, el cual detiene el ciclo celular en varios puntos, permitiendo que actien

los mecanismos de reparacion del genoma. En casos extremos, cuando no es
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posible solucionar el dafio gendémico, p21 interviene favoreciendo los mecanismos

de apoptosis.®

La replicacion del DNA que ocurre durante el ciclo normal de division celular tiene
como fin que el complemento genético de las células hijas resultantes sea igual al
de la célula madre, por lo que este debe poseer un muy alto grado de fidelidad. El
dafio al DNA se puede deber al funcionamiento normal de las células y su necesidad
de reparacion, la luz UV, algunos medicamentos contra el cancer y la radiacién que
también se usa para tratar el cancer. Es bien conocido que tanto la inflamacién como
el estrés oxidante continuo actian como fuertes promotores tumorales,

favoreciendo el desarrollo del tumor.”
Proliferacion, angiogénesis y metastasis

Dentro de los mecanismos desregulados en las células tumorales, encontramos de
manera general que estas células se duplican aceleradamente y que su tasa de
proliferacion es mayor a la del tejido normal de origen, esto principalmente debido
a que su ciclo celular y sus puntos de regulacion se encuentran desregulados,
activando oncogenes y apagando los genes supresores de tumor. Esta
desregulacion permite el escape de las células tumorales de su ciclo celular normal,
promoviendo la invasion de vasos sanguineos que nutren el tumor mediante una
angiogeénesis y que incluso permite que estas células salgan a circulacion e invadan

otros tejidos u 6rganos en el proceso conocido como metastasis.’

Los genes que participan en estos fendbmenos son muy diversos, y entre ellos
podemos destacar aquellos que como se ha mencionado desempefian un papel

COMOo oncogenes 0 COMO genes supresores de tumor.”’

El concepto de los genes supresores de tumores (GST), proviene de los
experimentos genéticos en células somaticas, donde la hibridacion entre células
cancerosas Y células normales fue no tumorigénica, lo que sugiere que la presencia
de uno o varios genes de las células normales eran dominantes y capaces de

suprimir el potencial tumorigénico de las células cancerosas. Con el avance de la
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tecnologia genética, se hizo posible analizar fusiones microcelulares que contenian

cromosomas, resultando un hibrido no productor de tumor.®

“‘Q’\\""' Inestabilidad genética
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Célula
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Figura 1. Marcadores moleculares relacionados con estabilidad genética,

proliferacién, angiogénesis y metastasis de células tumorales.’

La existencia de los GST ha permitido un mejor entendimiento de la predisposicion
genética al cancer, el tipo celular o tejido especificamente asociado con algunos
genes anormales sus productos, asi como la reproducibilidad en las anomalias

cariotipicas de ciertos canceres.®

Las mutaciones que activan a los proto-oncogenes hacia oncogenes pueden residir
en el gen estructural y alterar directamente al producto proteico o en algunos casos
son encontradas en la porcion reguladora de un gen y condicionan la
sobreproduccion del producto proteico normal. En ambos casos el producto
genético alterado gana una funcién, resultando en una continua sefializacion o una
sefal anormal para la proliferacion o crecimiento celular. En contraste, los productos
de los GST actuan de alguna forma para detener la proliferacion celular, aun en
presencia de sefializaciones anormales, en este contexto los GST son reguladores

negativos de la proliferacion celular y la pérdida o mutacién de un alelo no impacta
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en la funcién del otro, por lo que ambos alelos deben estar mutados para inactivar

la funcién de un gen.®

Cuando mutan, los oncogenes tienen el potencial de hacer que las células normales
se vuelvan cancerosas y principalmente inducir la migracion de éstas a otros

6rganos mediante la metastasis.’

En cuanto a la angiogénesis, se ha descrito como el proceso mediante el cual se
forman nuevos vasos sanguineos a expensas de un lecho vascular preexistente. La
angiogénesis tumoral consiste en una serie de complejos pasos consecutivos que
llevan en ultimo lugar a la formacién de nuevos vasos sanguineos que suministran
sangre y nutrientes a la masa tumoral. Por tanto, se trata de un proceso esencial
tanto para el crecimiento del propio tumor como para el desarrollo de metastasis a
distancia. Las células neoplasicas, asi como las células inmunes infiltrantes y/o las
células de los tejidos sanos son capaces de secretar sustancias con actividad

angiogénica.’
2.2. ¢, Qué terapias se han ocupado para su tratamiento?

El tratamiento de los tumores malignos se basa en el empleo aislado o en
combinacién de cirugia, radioterapia y quimioterapia, y en algunos tumores
concretos, de tratamientos hormonales e inmunoldgicos. Teniendo en cuenta los
efectos secundarios que pueden derivarse de estos tratamientos, cualquier decision
terapéutica que se tome en el transcurso de la enfermedad puede repercutir
significativamente en la calidad de vida del paciente.°

Todos los métodos de tratamiento son diferentes y estan relacionados segun el
tamano, el lugar donde se localiza y la etapa en la que se encuentre el tumor. El
oncélogo es responsable de elegir el tratamiento adecuado, acorde a la condicién
del paciente y del tumor.?

Cirugia

La cirugia es uno de los pilares fundamentales del tratamiento de los pacientes

oncoldgicos. Practicamente la totalidad de los pacientes van a necesitar en algun
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momento de alguna intervencion quirtrgica.® La cirugia es un tratamiento comdn
para muchos tipos de cancer si son encontrados en una etapa temprana. Sin
embargo, debido a que el cancer de origen primario desconocido ya se ha
propagado mas alla del lugar donde comenz0, la cirugia es menos probable que
sea util. Esta puede ser una opcion si el cancer sélo se encuentra en los ganglios
linfaticos o en un érgano donde el cirujano puede extirparlo por completo. Sin
embargo, aun existe una probabilidad de que el cancer puede estar en cualquier

otro lugar del cuerpo.!?
Radioterapia

La radioterapia, como la cirugia, es un tratamiento local. Su efecto terapéutico se
basa en la interaccion de la energia, habitualmente fotones con la materia. Cuando
un fotdn incide sobre un organo, se producen diferentes interacciones con los
atomos que dependen de la energia del fotdn incidente y de la probabilidad de
impacto con los electrones de las distintas capas energéticas del atomo.*°

Cuando el cancer se ha propagado extensamente, la radiacién puede ser usada
para aliviar sintomas tal como dolor, sangrado, dificultad para tragar, obstrucciéon
intestinal, compresion de los vasos sanguineos o nervios debido a tumores y los

problemas causados por las metastasis que han llegado a los huesos.*?

El efecto citotoxico de la radiacion se debe fundamentalmente a su accion sobre las
moléculas de DNA y, en menor medida, por alteracion directa de la funcién de la
membrana celular y los microtibulos. Aunque parte del dafio sobre el DNA puede
deberse a impactos directos de los fotones sobre la doble hélice, el principal
mecanismo de lesién se debe a la ionizacién del medio interno con formacién de
radicales hidroxilos que “roban” electrones del DNA. Existen factores extrinsecos
gue pueden modificar la radiosensibilidad celular como son el oxigeno circundante,
gue estabiliza los radicales libres producidos prolongando su semivida, y el uso de

farmacos citotoxicos radiosensibilizadores. 10

Este tratamiento se considera invasivo y consiste en la radiacion ionizante que

provee una dosis letal a tumores definidos. Sin embargo, la radiacion puede afectar
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al DNA y provocar que las células cancerosas mueran durante la mitosis con el dafio
minimo posible. En este método, el tumor debe ser erradicado y la calidad de vida
del paciente suele aumentar. Es esencial para el 50 al 60 % de los casos de cancer.

Segun el tipo de tumor, hay diferentes sensibilidades.!*
Hormonoterapia

Después del descubrimiento de los receptores hormonales en las células de
determinados tumores y de un mejor conocimiento de la fisiologia endocrinoldgica,
los tratamientos hormonales estdn basados en farmacos disefiados
especificamente para modificar la homeostasis hormonal. Las hormonas se
asemejan bastante al farmaco ideal: su mecanismo de accibn es bastante
especifico, se administran de forma oral, tienen escasos efectos secundarios y son

baratos.0

En casos donde el cancer de origen primario desconocido es probable que sea un
cancer de mama o de proéstata, la terapia hormonal puede ser una manera eficaz de
disminuir el crecimiento del cancer, o quizas hasta reducir su tamafio y puede que

ayude a la persona a vivir por mas tiempo.*?

Cerca del 25% de tumores en hombres y del 40% en mujeres son conocidos por
tener una base hormonal. El tratamiento hormonal es efectivo contra el cancer sin
actividad citotoxica asociada a la quimioterapia. Unicamente cuando se ocupan los
esteroides como un procedimiento de quimioterapia, estos compuestos son
conocidos como farmacos quimioterapéuticos, siendo entonces que esta hormona
suele ser abundante en la naturaleza y pueden ser ocupadas como tratamiento
contra algunos tipos de cancer, como lo son el de linfoma, leucemia y mieloma
multiple. Ademas, antes de ser usada la quimioterapia, suelen mitigar la
hipersensibilidad del tratamiento. Algunos ejemplos son: Prednisona,

Metilprednisolona y la Dexametasona.*®
Inmunoterapia

La modulacion del sistema inmunolégico mediante la administracion de interferones,

citocinas, vacunas especificas o linfocitos estimulados ha sido objeto de numerosos
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estudios en el tratamiento de algunos tumores, como el melanoma o el tumor de
células renales. También se utilizan como tratamiento de mantenimiento en linfomas
de bajo grado y mieloma multiple tras la respuesta a quimioterapia de induccién con

intencion de retrasar las recaidas.?
Quimioterapia

La quimioterapia (quimio) es el uso de medicamentos para tratar el cancer. A
menudo, estos medicamentos se administran por via intravenosa o se toman via
oral. Estos medicamentos entran al torrente sanguineo y alcanzan todo el cuerpo,
por lo que este tratamiento es potencialmente beneficioso en los casos en los que

el cancer se ha propagado mas alla del érgano en el que inici6.*?

Los citostaticos son farmacos que producen un dafio molecular directo que acaba
induciendo la apoptosis 0 muerte celular. La mayoria de estos farmacos acttan
durante el proceso de division celular, situacibn que aprovechamos al tener las
células tumorales una mayor tasa de division que las células normales. Muchas
veces se utilizan combinaciones de farmacos debido a que muchos de ellos

presentan sinergismo y para salvar fendmenos de resistencia de las células.®

Para los canceres que son claramente avanzados, la quimioterapia puede ser el
tratamiento principal, y resulta poco probable que los tratamientos locales tal como
cirugia o radioterapia sean Utiles. En algunos casos, puede ser muy eficaz en reducir
el tamafio de los tumores o incluso desaparecerlo por completo. Para los canceres
gue parecen haberse extraido completamente con cirugia o radiacion, la
quimioterapia puede ser agregada para tratar de destruir las células cancerosas

remanentes en el cuerpo.!?

El uso conjunto de quimioterapia y radioterapia puede proveer mejores resultados
en el tratamiento. En cancer rectal, cerebral y cervical, la combinacion de ambas

terapias es mas efectiva.'!

Las terapias dirigidas utilizan farmacos que tienen efectos adversos menos severos
y que las células tumorales sean las Unicas afectadas. Los anticuerpos

monoclonales e inhibidores de moléculas pequefias son los dos principales tipos de
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terapias dirigidas. En estas técnicas, el crecimiento del tumor es detenido desde
una via bioquimica o bien, alterando la funcion de una proteina que realizan la
proliferacion y la supervivencia de las células tumorales. Los farmacos se acoplan
en el receptor de la membrana de la proteina e inhiben el crecimiento de estas

células cancerosas.!

Los farmacos utilizados en quimioterapia rondan aproximadamente en 100, los
cuales pueden ser ocupados de manera individual o combinada. Cada uno tiene

una composicion y una estructura quimica diferente.3

2.3. ¢Cudles son las dianas farmacolégicas mas comunes como

tratamiento?, ¢ tienen efectos secundarios?

Las dianas de los farmacos comprenden una amplia variedad de componentes
celulares que pueden estar presentes tanto en el hospedador como en el huésped,
en el caso de enfermedades ocasionadas por un patdgeno, incluyendo proteinas,
acidos nucleicos, lipidos o carbohidratos. Puesto que las proteinas son los
componentes macromoleculares mas abundantes, no sorprende gque estas sean las

dianas de los farmacos mas frecuentes.4

La terapia dirigida es la base de la medicina de precision. Se trata de un tipo de
tratamiento del cancer que actia sobre los cambios que promueven el crecimiento,
la division y diseminacion de las células cancerosas. La mayoria de las terapias

dirigidas utilizan medicamentos micromoleculares o anticuerpos monoclonales.®®

Los medicamentos micromoleculares o de moléculas pequefias son capaces de
entrar facilmente en las células debido a su tamafio pequefio y por ello se usan para
gue actuen sobre el objetivo o blanco del tratamiento que esta en el interior de las
células. Los anticuerpos monoclonales, también conocidos como anticuerpos
terapéuticos, son proteinas producidas en el laboratorio. Estas proteinas estan
disefladas para que se adhieran a blancos especificos que se encuentran en las

células cancerosas.®

Los indicadores de las terapias dirigidas son muy concretos, ya que no todos los

tumores tienen los mismos blancos o dianas. Es importante tener en cuenta que?®:
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- Un tratamiento dirigido no funcionara si el tumor no tiene la diana especifica.
- Sitiene la diana, no significa que el tumor respondera al farmaco.

- Larespuesta al tratamiento puede ser temporal.

En el caso de los anticuerpos monoclonales, las dianas se localizaran en el exterior
de las células tumorales; mientras que, para las moléculas pequefias, pueden actuar

sobre sustancias intracelulares.6
Moléculas pequefias

Los farmacos de moléculas pequefas son sintéticos, no bioldgicos. Se utilizan en la
guimioterapia convencional (por ejemplo: metotrexato) y se desconoce si actian
sobre dianas concretas. Sin embargo, los farmacos dirigidos de moléculas
pequefias estan disefiados para actuar sobre una diana terapéutica especifica, al
igual que los anticuerpos monoclonales. Actian bloqueando el proceso que ayuda
a las células patégenas a multiplicarse y diseminarse; muchos de ellos se

administran por via oral.®

Pueden actuar sobre receptores extracelulares de la superficie y, por su pequefio
tamafo, también pueden penetrar a través de la membrana celular e interactuar con
dianas intracelulares. Habitualmente estan disefiados para interferir con la actividad

enzimatica de la proteina diana hacia la que van dirigidos.®
¢, Como funciona la terapia dirigida? Beneficios y efectos secundarios

La quimioterapia convencional actla sobre todas aquellas células que se
reproducen rgpidamente, tanto las células tumorales como sanas de crecimiento
rapido, desencadenando efectos secundarios como la bajada de defensas, caida
del cabello, diarreas o llagas en la boca. Por el contrario, los tratamientos dirigidos
actian mas selectivamente sobre las células tumorales con una caracteristica

determinada, lo cual les confiere un perfil de efectos secundarios mas tolerable.®
Sin embargo, estos farmacos se enfrentan a dos problemas basicos:

- Hoy en dia, se conocen pocas moléculas o procesos que sean exclusivas o

caracteristicas de las células tumorales, lo que dificulta la aparicion de
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nuevos farmacos selectivos, haciendo que sus dianas sean poco adecuadas

a nuevos tratamientos, ya que la mayor parte de los procesos celulares son

comunes al resto de células del organismo. 16

- Las células tumorales disponen de ciertos recursos que les confieren

ventajas respecto a las células sanas. Asi, aunque se bloqueé un

determinado mecanismo de crecimiento tumoral, la célula tumoral encuentra

una via alternativa para crecer independientemente del

mecanismo

bloqueado, por lo que hay que localizar tratamientos eficaces que impidan

que el tumor encuentre otras alternativas de crecimiento.®

A continuacion, se enlistan algunos farmacos y sus dianas farmacoldgicas

correspondientes, mas comunes.

Tabla 1. Terapias dirigidas en oncologia.®

Medicamento Estructura Diana Indicacién en
farmacologica oncologia
Imatinib N7 c-kit Neoplasias malignas
HN)l\N/ AN PDGFR hematologicas
CHz =y, | BCR-ABL (leucemia mieloide
N cronica y leucemia
5 (\N,CHg linfoblastica aguda)
N\) Tumores del estroma
gastrointestinal
Dermatofibrosarcoma
protuberans
Erlotinib HC g™~ O Nﬁ EGFR (HER Carcinoma de
HaG” "0 =N 1/ERBB1) pulmén no

microcitico (con
mutaciones
activadoras del
EGFR)
Cancer de pancreas
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Gefitinib /CIF EGFR (HER Carcinoma de
(\ HN cl 1/ERBB1) pulmén no

N_ O microcitico (con
E j | » mutaciones

o H;CO

3 activadoras del

EGFR)

¢Y qué pasa con el sistema inmune?

Hay numerosas evidencias de que el sistema inmune puede contribuir a eliminar y/o
controlar la expansion de las células transformadas. La profundizacion del
conocimiento de como funcionan las distintas ramas del sistema inmune innato y
adaptativo, de los mecanismos moleculares involucrados en los procesos
inflamatorios sumados al advenimiento de técnicas como la citometria de flujo, la
inmunohistoquimica y la biologia molecular permitieron discernir el complejo dialogo
entre sistema inmune y cancer. A grandes rasgos, se podria simplificar diciendo que
algunos componentes del sistema inmune pueden ser considerados factores
capaces de promover la iniciacion, promocién y progresion del cancer y ademas
gue pueden actuar paralizando otros mecanismos inmunoldgicos claves para

efectuar la destruccion del tumor.?!

En el aflo 2000, Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg, resumieron una
enfermedad tan compleja como el cancer en seis caracteristicas (figura 2) que
debiera adquirir una determinada célula para generar una transformacion a célula
neoplasica. Estas seis caracteristicas del proceso neoplasico son compartidas por
cualquier tipo de célula, independientemente de su origen embrionario o del tejido
u érgano al cual ella pertenezca y son entonces, comunes a la increible diversidad

de enfermedades neoplasicas.?*

Los primeros de estos cuatro rasgos esenciales en un proceso de transformacion
maligna son aquellos relacionados con: (1) el sostenimiento de una seiial
proliferativa; (2) la evasion de mecanismos supresores o inhibidores de la

replicacion celular; (3) la resistencia a la muerte; (4) la permisividad para la
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inmortalidad replicativa. Las dos caracteristicas restantes: (5) induccion de
angiogénesis y (6) activacion de la invasion y la metastasis, ejemplifican la
adquisicion de habilidades que le van a permitir a la célula tumoral crecer y

diseminarse mediante la modificacion del microambiente.?

En los ultimos afios, hubo un importante cambio en la forma de abordar el problema
y se comenz0 a trabajar en la nocion de que los tumores malignos son mas que una
masa de células transformadas proliferando indefinidamente, sino que mas bien son
tejidos complejos formados por mudltiples y heterogéneos tipos celulares que
participan interaccionando entre ellos mismos. Asi, tanto el estroma asociado al
tumor como también las células reclutadas al mismo son participantes activos en el

proceso de tumorigénesis y no soélo testigos pasivos de ese proceso.?!

Once afios después de haberse descrito los seis atributos distintitos del proceso
neoplasico se reforman estos postulados agregando dos nuevos rasgos
fundamentales a la biologia del cancer (figura 1). Estos dos nuevos rasgos que
completan la enumeracion anterior son: (7) la capacidad de reprogramar el
metabolismo energético (aumento de glicdlisis y captacion de glucosa) y (8) la
capacidad de las células neoplasicas de evadir su destruccion por parte del sistema

inmune.?!

El sistema inmune tiene tres roles fundamentales en la prevencion de tumores
malignos pudiendo los dos primeros ser considerados como mecanismos indirectos.
Por un lado, el sistema inmune protege al organismo de neoplasias inducidas por
virus al suprimir las correspondientes infecciones virales. Ademas, es responsable
de la eliminacion eficiente y a tiempo de patégenos con una pronta resoluciéon de la
respuesta inflamatoria, lo cual evita el establecimiento de un ambiente inflamatorio
cronico, el cual es un fuerte promotor de la tumorigénesis. Finalmente, el sistema
inmune puede especificamente identificar y eliminar células tumorales que expresen
antigenos especificos de tumor. Este proceso, denominado inmunovigilancia ocurre
cuando el sistema inmune identifica células transformadas que han escapado a los
mecanismos intrinsecos supresores de tumor y pueden asi generar un tumor

maligno. Las células efectoras del sistema inmune emplean diversos mecanismos
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para controlar y eliminar a esas células mutadas y es por eso que es considerado
el tercer mecanismo supresor tumoral extrinseco. Asi, la habilidad de evadir la

inmunovigilancia ha sido incluida como un nuevo rasgo distintito del cancer.?*

Sostener una sefial
proliferativa

Evasién de supresor
de crecimiento

Desregulacién
energética celular

Resistira la
muerte celular
Inestabilidad
igenémica y mutacién)

34

s

(4

A

C

Inducir la
angiogénesis

Activar invasion
metdstasis

)

Evitar la destruccién
inmunolégica

Permitir inmortalidad
replicativa

Inflamacién promovida

por el tumor

Figura 2. Las caracteristicas del cancer (“The hallmarks of cancer”).?!

Los efectos secundarios mas comunes de la terapia dirigida son la diarrea y
problemas en el higado. Otros efectos secundarios pueden incluir problemas de
coagulacién de la sangre y cicatrizacion de heridas, presion arterial alta, fatiga,
llagas en la boca, cambios en las ufias, pérdida de color del cabello y problemas en
la piel, los cuales pueden incluir erupciones o piel reseca. En muy pocas ocasiones,
se forma una perforacion en la pared del es6fago, el estbmago, el intestino delgado,

el intestino grueso, el recto o la vesicula biliar.*®

2.4. ¢ Qué puede inhibir la quinazolina?

Las quinazolinas son un grupo de moléculas del tipo heterociclica con bioactividad
en términos de sintesis y aplicaciones de medicina quimica muy importantes.
Multiples actividades y/o aplicaciones han sido reportadas a lo largo de los afios,
trayendo consigo un desarrollo de disefio estructural de estos compuestos para ser

selectivos y con alto potencial farmacoldgico.
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En 1988, Evans junto a su equipo de Merck, encontraron un compuesto terapéutico
derivado de asperlicina y reconocieron que esa estructura tenia afinidad a
receptores de benzodiacepinas, opioides, a-adrenérgicos, serotonina, muscarinicos
y angiotensina |. Para llamar de alguna forma a esta estructura, Evans la denominé
como privilegiada. Algunos inhibidores de EGFR como erlotinib, gefitinib,
dacomitinib y afatinib tienen un nucleo base de quinazolina, mismo que es
considerado como una estructura privilegiada al poder presentar actividades
antifngicas, antibacterianas, antimaléricas, antivirales, antituberculosas,
inhibidoras de timidilato sintasa y, por supuesto, de las tirosin cinasas. Lo anterior
muestra entonces que, la polifarmacologia existe en las quinazolinas y explica los
diversos efectos adversos que, eventualmente, pueden ser utilizados a favor del

disefio de farmacos.’

A lo largo de la ultima década, se han hecho avances en la investigacion de la
actividad que pueden presentar los compuestos sintetizados de quinazolina; esto
ha permitido tener un mejor desarrollo estructural de estos compuestos para ser
selectivos y que presenten un alto potencial farmacoldgico. En la tabla 2, se enlistan

algunas de estas aplicaciones.

Tabla 2. Actividades farmacologicas descritas de derivados de quinazolina.

Actividad Investigacion Molécula
farmacoldgica
Anticancerigena | En 2016, Ahmed y Belal R
desarrollaron una serie de derivados O
de quinazolina incorporando piridina A\ CN
y pirano. Evaluados en HEPG2, o) O lu NH
HCT116 y MCF7. Actividad @[m/ N
potencial en HEPG2.22 " O/
R-Mo~
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Anticonvulsiva

Zhang y colaboradores reportaron
una serie de derivados de
guinazolina, incorporando triazol y
otros compuestos heterociclicos.
Evaluados mediante electroshock y
pruebas rotarod de neurotoxicidad.
Mayor indice de proteccion que los
farmacos existentes y actividad oral
significativa contra las convulsiones

indicadas en ratones.?3

Antihistaminico

Gobinath y colaboradores
desarrollaron una serie de derivados
de quinazolina, incorporando triazol
y un fenilo sustituido. Evaluados por
broncoconstriccion  inducida  por
histamina en conejillos de indias. El
andlisis de relacion actividad -
estructura revela que diferentes
sustituyentes en el C-1 influyen en
la actividad biolégica en un grado
variable. El 4-(3-clorometil)-1-metil-
[1,2,4]triazol[4,3]quinazolin-5(4H)-

ona es el analogo mas potente con

una proteccion del 69.65%.%2

Cl
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Antiinflamatorio | Liang y colaboradores desarrollaron ~
una serie de derivados de 4- /@ﬂ“\)
HN

aminoguinazolinas con actividad

N
antinflamatoria en  macréfagos N/)
inducidos por lipopolisacéaridos. Los
mas potentes inhiben tanto TNF—-a e ,@;Nj
IL-6.%3 HN Z
HN SN
>

En la segunda mitad del siglo XIX se describio, por primera vez, en levaduras y otros
organismos, al L—lactato y al etanol como productos de la fermentacion de diversos
azucares. Se observdé que las concentraciones de ambos metabolitos eran
caracteristicas de los procesos de fermentacion anaerobios, y que ambos
disminuian sus concentraciones en presencia de oxigeno. Para la primera década
del siglo XX, utilizando células del musculo esquelético de ancas de rana, Walter M.
Fletcher y Frederik G. Hopkins reportaron que, durante la estimulacién muscular,
cuando se llegaba a la fatiga, el transporte de lactato hacia el plasma aumentaba, y
gue la concentracion de esta molécula en el plasma disminuia cuando las fibras
musculares se colocaban en condiciones de alta oxigenacion. En la década de
1940, Otto Fritz Meyerhof y Gustav Embdem demostraron que el lactato derivaba
de la degradacion del glucégeno muscular y de la via glucolitica. En este contexto,
las funciones de la Lactado deshidrogenasa y del lactato quedaron relegadas a ser
parte de un mecanismo que permitia la oxidacién del NADH citoplasmatico en la
segunda parte de la via glucolitica, siendo elemental para el correcto funcionamiento

de la glucdlisis.!®

El Lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que cataliza la oxidacion de los
acidos piravico y lactico. Su valor real en oncologia radica en que su incremento es
acorde a la velocidad de duplicacion de las células neoplasicas, con una relacion

directamente proporcional al volumen tumoral. De hecho, es factible encontrar una
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elevacion de esta enzima en aquellos pacientes con enfermedad neoplasica

avanzada.l®

2.5. ¢Podemos utilizar la quinazolina para inhibir nuevas dianas

biol6gicas?

La LDH cataliza de forma simultanea y estereoespecifica la reaccion de reduccién
de piruvato a L-lactato, utilizando como cofactor NADH que se oxida a NAD®.
También puede catalizar la reaccidn inversa, es decir, la oxidacion de L—lactato a
piruvato, pasando de NAD* a NADH. Esta reaccion puede ser monitoreada por
espectroscopia UV-Vis de forma continua a 340 nm, debido a que el NADH tiene

una banda de absorcion a esta longitud de onda.?°

Ccoo Ccoo
LDH
o + NADH + H* Nt NAD™
H5C H4C o
Piruvato L-lactato

Figura 3. Reaccion de piruvato a L—lactato, oxidando NADH a NAD* como

cofactor.

Esta oxidorreductasa ha sido relacionada con enfermedades como la malaria y
algunos tipos de cancer. Sin embargo, su relacion con procesos cancerigenos es
mas estrecha de lo que se habia pensado. En el afio de 1956 se descubri6 el efecto
Warburg, el cual consiste en obtener energia por la rapida conversion de glucosa a
L-lactato en condiciones aerdbicas. En condiciones aerdbicas en una célula sana
se obtienen 38 ATP de energia por cada molécula de glucosa, siguiendo la via de
la fosforilacién oxidativa, mientras que, en condiciones anaerdbicas soélo se obtienen
2 ATP de energia. Es decir, las células cancerigenas prefieren obtener energia de
la conversion de glucosa en L—lactato por la via de la glucdlisis, que obtener energia

de la fosforilacién oxidativa.2°

La conversion de glucosa en L—lactato tiene varias aristas, como la alteracion de los

niveles normales de LDH, que dirige a la formacion de especies reactivas de
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oxigeno. El medio extracelular se acidifica porque la célula expulsa acido lactico del
interior de las células esto promueve factores de respuesta a la inflamacién, que
atraen macroéfagos (células que degradan material celular), los cuales secretan

sustancias que promueven el desarrollo celular y la metastasis.?°

Multiples factores, como lo son las variaciones genéticas y cambios en la expresion
de mRNA son conocidos por influir en la eficiencia de los farmacos. Sin embargo, la
respuesta al farmaco también es afectada por cambios en la conformacion, la
localizacion y la expresion de diversas proteinas, las cuales regulan mutaciones y

niveles de expresion de mRNA.?*

La expresion de diferentes proteinas séricas ha sido reportada como indicadores
utiles de la sensibilidad de la quimioterapia en el cancer, también se ha reportado
gue la variacion en los niveles de LDH es util como biomarcador de la eficiencia de
bevacizumab, una molécula pequefia utilizada para tratar células con cancer de

pulmon.

Los anticuerpos monoclonales de EGFR, incluyendo cetuximab y panitumumab, son
farmacos efectivos para el tratamiento de cancer colorrectal. Sin embargo, estos
son muy caros y suelen presentar efectos secundarios severos tales como
reacciones infusionales (ocurren cuando el cuerpo tiene una respuesta inmunitaria
fuerte al tratamiento) y erupciones cutaneas. Es por ello que, estos farmacos deben

usarse s6lo en pacientes donde se espera una correcta respuesta.?*

La LDH es una enzima glicolitica que cataliza la conversion del acido piravico al
acido lactico y estd compuesta por dos subunidades, LDHA (tipo muscular,
subunidad M) y LDHB (tipo cardiaca, subunidad H). La LDHA es reportada por estar
involucrada en la proliferaciéon y metabolismo de células en la mayoria de los
canceres, mientras que la expresion de LDHB varia mucho segun el tipo de

cancer.?

En 2012, la expresion de LDHB estuvo relacionada al crecimiento celular de cancer
de pulmén con mutaciones del gen KRAS (gen que da origen a una proteina que

participa en las vias de sefializacion celular que controlan la multiplicacion, la
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maduracion y la destrucciéon de las células),?® y su utilidad como factor del tipo
prondstico para el cancer de seno triple negativo, osteosarcomay NSCLC (cancer

de pulmoén de células no pequeiias).?

La activacion de LDH ha sido reportada para mejorar el efecto Warburg.?* Hace mas
de ochenta afos el bioquimico aleman Otto Warburg hizo estudios de los procesos
enzimaticos involucrados en la respiracion celular; encontré cambios importantes
en el metabolismo de las células tumorales por lo que recibié el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina en 1931. Report6é que la tasa de glucdlisis fermentativa se
incrementaba aun en condiciones aerdbicas. Se sabe que la fermentacion es un
proceso que ocurre independientemente del oxigeno, por lo que el fenémeno de

Warburg era una contradiccién al efecto Pasteur.?®

Con la observacion de que la energia de las células tumorales se producia en el
citosol y no mediante la fosforilacion oxidativa las primeras hipétesis e ideas
adjudicaban este cambio a dafios irreversibles ocurridos en la mitocondria.
Actualmente se acepta que el cancer es el resultado de mudltiples procesos

patogénicos asociados, entre ellos un intenso anabolismo.?°

En condiciones normales la célula produce el ATP que requiere para cubrir sus
necesidades mediante dos mecanismos catabdlicos acoplados. El primero es la
glucdlisis, la cual consiste en 10 reacciones enzimaticas que degradan a la glucosa
hasta piruvato. El otro mecanismo es el ciclo de Krebs con el que se obtiene un
mayor aporte energético durante la oxidaciéon completa de la glucosa en presencia
de oxigeno molecular. El piruvato sufre cambios dentro de las mitocondrias
mediante dos reacciones de condensacion: 1) por la coenzima A y 2) por el
oxalacetato. La oxidacion completa del piruvato contina mediante el ciclo de Krebs,
la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa.2®

A nivel celular los tumores presentan ventajas de supervivencia debido a la
secrecion de lactato. El acido lactico confiere a las células tumorales propiedades
invasivas, afectando la estructura normal de los tejidos. Adicionalmente, la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular y de su receptor (VEGF y

VEGFR) responde a diferentes estimulos para generar nuevos vasos sanguineos a
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partir de los preexistentes. La estimulacion del VEGF y su receptor tienen como
objeto generar un mayor abastecimiento de oxigeno a las células para promover el
metabolismo oxidativo y suprimir la glucolisis fermentativa. Sin embargo, en su lugar

se promueve la metastasis.?®

Cuando la disponibilidad de oxigeno es limitada y el metabolismo oxidativo
disminuye, el piruvato se reduce hasta lactato. Si la cadena respiratoria no trabaja
adecuadamente (como en una célula tumoral) la oxidacion del NADH + H* no ocurre
por dicha via. Es por esto, por lo que, el paso de piruvato a lactato es un punto
critico en el metabolismo de células tumorales. En células tumorales, se han
observado cambios en la expresion en las células isoformas de la enzima lactato
deshidrogenasa; como consecuencia hay alteraciones en la fisiologia mitocondrial.
Esto se comprobd en un estudio experimental en el que se observé que las células
tumorales deficientes de lactato — deshidrogenasa mostraron un incremento en la

respiracion mitocondrial.?®

En presencia de oxigeno, la mayoria de las células normalmente diferenciadas
dependen principalmente del fésforo oxidativo mitocondrial para generar ATP.
Durante la oxidacion fosforilativa, el piruvato derivado de la glucosa es transferido a
la mitocondria y es usado como sustrato en el ciclo de Krebs. En contraste, la
mayoria de las células cancerosas se han adaptado para que la mayoria de su ATP
sea utilizada para convertir glucosa a lactato en el citosol, aun en presencia de
oxigeno. Durante la glicolisis aerdbica, el piruvato mitocondrial es suprimido y la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) del citosol reduce el crecimiento de piruvato
a &cido lactico, regenerando NAD* y permite que continle la produccion de energia.
Como ya se dijo anteriormente, la LDH tiene dos subunidades, la LDHA y la LDHB,
las cuales son proteinas reguladas de manera diferenciada en células cancerosas.
LDHB, cuando se presenta, es constitutivamente expresada, mientras que la LDHA
es inducible en condiciones hipdxicas y suele ser sobre expresada en canceres con
una amplificaciéon de MYC. La reduccion de niveles de LDHA en células cancerosas

por SiRNA (small interference RNA) o shRNA (short hairpin RNA), estimulan la
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respiracion mitocondrial y reduce la proliferacion celular y su potencial

tumorigénico.?®

La glucdlisis induce a una acidificaciébn del microambiente. La excrecién de acido
lactico es la causa de la acidificacion del area tumoral. El ambiente acido promueve
la muerte de las células normales debido a la falta de mecanismos que se adapten
a la acidez extracelular. Lo anterior selecciona a aquellas células que resisten a un
ambiente 4cido en la rapida divisién del tumor, impidiendo a su vez una respuesta
inmunitaria contra este y, de esta manera, facilitando los mecanismos de seleccién

para el crecimiento agresivo del tejido tumoral.?®

2.6. ¢ Qué moléculas si han podido inhibir LDH?

Una de las familias de alcaloides mas estudiada, debido a sus interesantes
propiedades farmacoldgicas es la de los compuestos quinolinicos; muchos de sus
derivados pueden actuar como agentes analgésicos potentes, hipertensores,

amebicidas, virucidas, entre otros.?’

Uno de los casos mas importantes a nivel bioldgico y sintético, es el de los alcaloides
aislados de la corteza de la quina, que proviene de la familia Rubicaceas del género
Cinchona. Los extractos de esta planta fueron introducidos como agentes médicos
en el siglo XVII en Europa, cuando la condesa de Cinchon fue tratada y curada de

malaria en el afio 1638.%7

El andlisis detallado del extracto de quina (figura 4) permiti6 a los quimicos
identificar més de 20 alcaloides, de los cuales la quinina (1), la cinconidina (2), la
quinidina (3) y la cinconina (4) son las sustancias de mayor actividad biolégica.?’
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Figura 4. Moléculas quinolinicas con mayor actividad biologica aisladas del

extracto de la quina. (1) Quinina, (2) cinonidina), (3) quinidina, (4) cinconina.?’

En la figura 4, se presentan las estructuras de 4 diferentes productos de sintesis por
el grupo de investigacion de Billiard, los cuales permitieron la inhibicibn de
produccion de lactato, siendo entonces consideradas como inhibidores activos de
LDHA. Estos compuestos son altamente probables de realizar la unién de la
proteina con el citosol, considerando que presentan una alta tasa de unién en un

ensayo de didlisis de equilibrio de proteina plasmatica de rata.?

Tabla 3. Productos de sintesis derivados de quinolina 3-sulfonamidas que inhiben
LDHA 2

Compuesto 1 2 3 4

SO,NH, -
A o :

Estructura

Jy M . s M
MeD” TN TOMe Metr” TN OMe MeO™ “N” TOMe

(1) Acido  3-((3-(N-ciclopropilsulfamoil)-7-(2,4-dimetoxipirimidin-5-il)quinolin-5-il)amino)-5-(3,5-
difluorofenoxi)benzoico; (2) acido 3-cilopentil-5-((3-(N-cilopropilsulfamail)-7-(2,4-dimetoxipirimidin-5-
il)quinolin-5-ilyamino)benzoico; (3) N-ciclopropil-7-(2,4-dimetoxipirimidin-5-il)-5-((3-(4-fluorofenoxi)-5-
sulfamoilfenil)amino)quinolina-3-sulfonamida; (4) N-ciclopropil-7-(2,4-dimetoxipirimidin-5-il)-5-((3-(4-

fluorofenoxi)-5-(trifluorometil)fenil)amino)quinolina-3-sulfonamida

El presente trabajo de investigacion se enfrasca entonces, en indagar si un derivado
de quinazolina que tenga similitudes a los compuestos de la tabla 3 en su estructura,
pueden o no inhibir ala LDHA y funcionar como terapia dirigida en quimioterapia.
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3. Planteamiento del problema

Algunas quinolinas han sido desarrolladas debido a su impacto como inhibidores de
la enzima Lactato deshidrogenasa (LDHA). Considerando su similitud estructural y
tomando en cuenta algunos grupos funcionales que presentan las moléculas de
quinolina, la pregunta inmediata seria, ¢se pueden disefiar derivados de 4-

anilinoquinazolinas que puedan interaccionar como inhibidores de la LDHA?

4. Hipotesis

Considerando que algunos compuestos derivados de quinolina presentan actividad
inhibitoria sobre LDHA, si se disefian nuevas moléculas donde se reemplace dicho
nacleo heterociclico por una quinazolina debidamente sustituida, se podran obtener

moléculas con actividad inhibitoria sobre LDHA.

5. Objetivos
5.1. Objetivo General

Disefiar, sintetizar y evaluar biologicamente derivados de quinazolina frente a la
enzima LDHA.

5.2. Objetivos Particulares

o Disefar y sintetizar derivados de quinazolina (serie QD)

o Caracterizacion espectroscépica de la serie QD

o Evaluacion biologica de la capacidad inhibitoria de la serie QD sobre LDHA.
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6. Metodologia
6.1. Disefio de la serie QD

Con el fin de generar compuestos factibles se decidio utilizar derivados de cloruro
de benzoilo, tales como cloruro de benzoilo, cloruro de 3—clorobenzoilo, cloruro de

4—clorobenzoilo y cloruro de 2,4—diclorobenzoilo.

Los disefios se basaron en la estructura de los inhibidores conocidos de LDH, por
lo que se requiere afiadir también una anilina (4—fluoroanilina y anilina). Se utilizaron
técnicas de acoplamiento molecular para evaluar y validar las modificaciones

propuestas.
6.2. Acoplamiento molecular

Para poder realizar el acoplamiento molecular, el protocolo se dividié en dos partes:
uno es el modelado molecular de los productos y el otro es la preparacion de la
proteina. La primera parte se llevé a cabo en el software Spartan “14,%° donde se
construyeron los compuestos y se generaron los conférmeros 6ptimos. Mientras
tanto, el modelo de la proteina 4AJP se extrajo directamente del Protein Data Bank
(PDB)¥*. La proteinase prepar6 eliminando moléculas de agua y iones interferentes,
optimizando asi energéticamente la estructura del modelo en Chimera 1.15%. El

ligando co-cristalizado se conservoé para facilitar la identificacion del sitio de union.

Se utilizé el software LeDock, con su herramienta LePro, se cargo la proteina
preparada, ajustando 100 evaluaciones con un valor de RMSD de 2 A. EI RMSD se
utiliza para comparar la conformacién con su referencia, al tratarse en este caso de
un ligante dibujado en una herramienta como lo es Spartan 14, entonces no
requiere una correccion de su simetria, lo cual se debe a que no existe una
diferencia significativa entre poses al ser mas holgado el cluster34. El acoplamiento
molecular se llevé a cabo mediante la linea de comando utilizando Ubuntu 20.04

para Windows de acuerdo con lo que se menciona en el manual de LeDock®.

Finalmente, para poder obtener las mejores poses provenientes del acoplamiento

molecular, se utilizé6 un programa predisefiado que interpreta la misma interfaz de
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Ubuntu, permitiendo que se obtenga la pose con mayor probabilidad de salir, lo cual

se lleva a Maestro Elements3® para su visualizacion.
6.3. Sintesis quimica

Con base en lo anterior, se obtuvo la serie QD y se llevd a cabo el analisis
retrosintético para proponer rutas de sintesis. Contemplando que el nicleo base se

trata de una quinazolina, se propuso entonces una ruta sintética unica.
Analisis retrosintético para la obtencién de la serie QD

Para poder realizar la sintesis de la serie QD, el proceso se dividi6 en 4 pasos
(esquema 1) partiendo de la materia prima QDR y los derivados de cloruro de
benzoilo mediante una reaccién de acilacién (proceso 1). El intermediario QDR se
genera a partir del compuesto nitrado ArQ mediante una reaccion de reduccion
(proceso 2). De esta forma, la obtencion de ArQ proviene del uso de la anilina
correspondiente y el intermediario de tipo formamidina (FIMI) mediante una reaccion
de ciclacion (proceso 4). Finalmente, esta FIMI fue generada mediante una reaccién
de iminacion (proceso 4) con las respectivas materias primas: 2—amino—5—

nitrobenzonitrilo (BCN) y el dimetilacetal de la dimetilformamida (DMF-DMA).
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Esquema 1. Retrosintesis de la serie QD

6.4. Andlisis espectroscopico

Con tal de poder confirmar que se hayan logrado sintetizar cada uno de los
productos, es necesario obtener su espectro de infrarrojo (IR), su resonancia
magnética nuclear (RMN) y en teoria, su espectrometria de masas. Sin embargo,
debido a que no se encuentra disponible la espectrometriade masas en la Unidad
de Servicios de Apoyo ala Investigacion y a la Industria (USAII), s6lo nos quedamos

con los primeros dos.

Para el espectro de infrarrojo se solicitd FTIR por reflectancia de ATR y, para el caso
de la RMN, se solicité tanto el RMN-'H, RMN-3C; Unicamente para los casos
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donde se encuentra el cloro en posicién 3, se solicitd NOESY por la probabilidad de

presentar isomeria.
6.5. Evaluacion biolégica
Ensayos de inhibicion enziméatica sobre Lactato deshidrogenasa (LDH)

Todos los componentes del ensayo se disolvieron en el amortiguador de trabajo a
un pH de 7.2. El amortiguador fue preparado a partir del fosfato monosédico vy el
fosfato disédico, a una concentracion de 1 mM y, de ser necesario, se afiadié
dimetilsulfoxido (DMSO) tomando en cuenta que la concentracion maxima no debe

de superar el 10% (v/v).

Para el ensayo, al sélo necesitar 20 uL de cada componente, el piruvato se prepara
a una concentracion de 2000 puM, para que, al ser afadida, culmine con una
concentracion de 400 pM; la nicotina adenina dinucle6tido-reducida (NADH) tuvo
una concentracion final de 200 puM, para que dentro del pozo quede con una
concentracion de 40 uM. La cantidad de enzima depositada fue de 0.011 U.

En el caso de las moléculas ensayadas y el inhibidor NHI-2, el cual servird como
un material de referencia, se evallan por triplicado a una concentracion de 15 pM.
La actividad de la enzima se sigue por la fluorescencia emitida por NADH a una

longitud de excitacion/emision de 340 nm.
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7. Resultados y analisis
7.1. Disefio de la serie QD

El disefio de la serie QD tomod en cuenta la similitud estructural con los inhibidores
de LDH, donde a pesar de no ser una quinazolina, el hecho de tener en su estructura
una piridina unida a benceno por un enlace simple, no deberia de perjudicar en su
actividad. Aunado a esto, todos los compuestos presentan una amina unida en la
posicion 4, se propuso la adicion de una anilina. Las modificaciones fueron
realizadas con tal de generar derivados que puedan ser generados en un solo paso,

de forma que se optimice la sintesis de las moléculas correspondientes.

La estructura de la LDHA utilizada para realizar el acoplamiento molecular fue de
humano (4AJP), por lo que no hubo ningun problema posteriormente con los

ensayos de inhibicién enzimética.

El acoplamiento molecular se llevo a cabo utilizando LeDock para su validacion;
esto debido a que este programa se considera como aquel que presenta mejor
desempefio para encontrar poses dentro de los programas de acoplamiento

molecular libres y comerciales.®

Recordemos que, las técnicas de acoplamiento molecular son una forma de
comprobar de manera tedrica cOmo ocurre el enlace entre la molécula de interés y
una proteina, siendo en este caso la enzima Lactato Deshidrogenasa, también
conocida como LDH, la cual ha tenido relevancia en estudios para tratamiento del
cancer, como ya se ha comentado en los antecedentes. Estas técnicas también
permiten explorar los modos de unidn de un sustrato con un receptor, enzima u otro
sitio de unién determinado y como poder optimizar entonces la actividad molecular

e inferir mecanismos de accion.

Para el presente trabajo de investigacion, se obtuvieron ocho poses, una por cada

molécula sintetizada, las cuales se muestran a continuacion.
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Compuesto

Visualizacion de Maestro

3CIQD

4CIQD

3CIFQD

4CIFQD
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DCIQD

DCIFQ

QD121

QFD121
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En todas las figuras se puede observar el mismo patrén: se sefiala con una linea

punteada de color amarillo la interaccion que presenta la molécula de quinazolina

con diferentes aminoacidos (T, G, R, D, N, A). Se debe resaltar que no para todas

las moléculas sintetizadas fueron los mismos aminoacidos, sin embargo, toda

interaccion ocurre por parte de sus grupos amino, lo cual asevera que deberia de

inhibir a la enzima LDH.
7.2. Sintesis quimica

Sintesis de los intermediarios de la serie QD

BCN N FIMI N
05N % O,;N 4
1) Iminacién
R ———
/\ 5
NH; N N
R4
2) Ciclacion
H>N
R : R
HN
QDR Hp 3) Reduccion
HaN O2N
Z N Z N
| | Ar
X /‘ X ) N
N N

Esquema 2. Ruta sintética de la serie QD
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Tabla 4. Condiciones de reaccion y rendimiento de la serie QD

Reaccion Condiciones Rendimiento
Reactivos Disolventes T (°C) (%)
11a 22 DMF-DMA DMF 120 70%, 662
21b. 2b 4-fluoroanilina, AcOH/MeCN 120 60!, 422
Anilina (7:3)
3° HCO2NHs, Pd/C MeOH 70 94

1Método tradicional: 21.2 eq de DMF-DMA, 10 mL de disolvente. 1.8 eq de la anilina correspondiente, 15 mL
de mezcla de disolventes. 2Via microondas: 21.2 eq de DMF-DMA, 5 mL de disolvente. 1.8 eq de la anilina
correspondiente, 5 mL de mezcla de disolventes. ¢6 eq de formiato de amonio, 10% en masa con respecto a la
ArQ de Pd/C al 10% m/m.

Reaccién 1: Iminacién

La primera reaccion se llevo a cabo mediante dos vias: método tradicional y via
microondas. Por método tradicional, la mezcla se someti6 a calentamiento y
agitacion constante a 120 °C durante 1 h, se monitoreo la reaccidon mediante CCF.
Por via microondas, la mezcla se colocé en un vial tipo G30, cambiando el volumen
de DMF a 5 mL. Se programé en una rampa de calentamiento, llevando a 120 °C
en 2 minutos y se mantuvo a esta temperatura durante 15 minutos. El tratamiento
final es el mismo para ambas vias, el cual consistid en filtrar los cristales en un

sistema al vacio y hacer un lavado con una mezcla de MeCN y DMF.

Se debe recalcar que, la temperatura de reaccidén debe ser superior a los 90 °C con
tal de promover la transformacion de la DMF-DMA, en la cual se forma una especie
altamente reactiva de tipo iminio, la cual reacciona rapidamente con la amina
proveniente del BCN en un proceso de adicién — eliminaciéon. Se realizan los lavados
con DMF debido a que el producto de interés formado es poco soluble en dicho

disolvente a temperatura ambiente, lo cual beneficia al rendimiento de la reaccion.
Reaccion 2: Ciclacion

En la segunda reaccioén, se coloca 1 eq del producto previamente formado (FIMI) y

1.8 eq de la anilina correspondiente en 15 mL de una mezcla AcOH/MeCN 7:3. El

45



procedimiento por ambos métodos es similar, cambiando Unicamente el tiempo de

reaccion, siendo para el método tradicional 12 hy via microondas 30 min.

Esta reaccion procede gracias al medio acido inducido por el disolvente. La
formacion del producto ArQ se puede explicar mediante el rearreglo de Dimroth
(esquema 3). Para este punto, existen dos posibilidades dentro del mecanismo o
bien, el carbonilo del enlace C-Nz reacciona con el agua o con el anhidrido acético,
permitiendo asi la apertura del anillo. Y, aunque el anhidrido acético es indeseable
al poder acilar a la anilina, en el Ultimo paso de la formacion de la quinazolina se
produce agua, evitando asi cualquier acilacién secundaria. Finalmente, igual que en
el caso anterior, los productos son insolubles en el medio de reaccion, por lo cual

se pueden filtrar al vacio directamente.
Reaccion 3: Reduccion

En la tercerareaccion, se colocé 1 eq del producto anterior (ArQ) en una proporcion
1:10 de la masa de Pd/C 10% m/m. Los sélidos se mezclaron perfectamente hasta
obtener una mezcla con coloracién verdosa. Posterior a esto, se colocé 6 eq de
formiato de amonio con respecto a ArQ y se mezclé perfectamente dentro del
matraz. Se agrego entonces, lentamente, pequefas porciones de 20 mL de MeOH.

La mezcla se coloco bajo agitacion y calentamiento a 70 °C.

Una vez completada la reaccion, se dejo enfriar y se filtré en un embudo de vidrio
poroso, al cual se le agregd una cantidad de celita y se acopldé a un sistema de
filtracion al vacio para eliminar y recuperar el Pd/C suspendido. La disolucién ya
filtrada se concentrd en el rotavapor, sin llevar a sequedad. Para finalizar, al estar
la disoluciébn en un punto de saturacion, se afiadi6 agua para promover la
cristalizacion del producto, manteniendo en disolucién el formiato de amonio que

pudiera encontrarse en exceso.

Es importante mencionar que el agente reductor, el disolvente y la temperatura son
importantes para que la reaccion pueda llevarse a cabo, debido a que el sustrato y
el producto son muy solubles a temperaturas altas. EI método por el cual se llevo a

cabo la reduccién es conocido también como hidrogenacion catalitica.

46



N /&
= N
M ~ R ON Z R,
r’\flq/\ N ; ‘;‘\"N Q/
J(| i (CHy),NH S
N
H
Ry
CeN n=H,0, AcO"

N
> \Hzo
H'<«" \ _
R, "

Ry
NH
O,N
N
2\
N OH

O,N
N)\O
r /K
t
H' ‘“' o] H
Ry
NH R,
O,N NH
N O,N \
N /\d H
H Ac,0 /\O

O,N
NH
N)\OH
H
oy
N
O,N I
NH
~ H'
N OH
H U

P—— 02N

§ O,N
H,0

N
H

B %
Nes
NN

igs
HN

N

P

N

Esquema 3. Mecanismo de reaccion de la ciclaciéon

47



Sintesis de los productos finales de la serie QD
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Esquema 4. Sintesis de los productos finales de la serie QD

Tabla 5. Condiciones de reaccion y rendimiento de la serie QD*

Clave R1 R2 Reactivos | R (%) | Punto de fusion (°C)
3CIQD H 3-Cl 75 (251.8 — 253.0)
ACIQD H 4-Cl 90 (278.0 — 280.0)
DCIQD H H 49 (276.0 — 277.0)

QD H 3, 4-Cl Cloruro de 79 (296.0 — 296.8)
3CIFQD F 3-Cl benzoilo, 75 (269.6 — 271.9)
4CIFQD F 4—Cl EtsN 56 (282.4 — 283.6)

DCIFQ F H 49 (284.0 — 285.0)

QFD121 F 3, 4-Cl 71 (297.8 — 299.0)

*2.5 eq del cloruro de benzoilo correspondiente, 3 eq de trietilamina, disolvente MeCN (anhidro) a temperatura
ambiente durante 1 h.

Finalmente, para la adicion del derivado clorado, se coloco 1 eq de QDR, 10 mL de
acetonitrilo anhidro y 3 eq de trietilamina. La mezcla se agité hasta que se disolvio
por completo QDR vy, posteriormente se adicion6 2.5 eq del cloruro de benzoilo
correspondiente; luego, se dejo bajo agitaciobn constante a temperatura ambiente

por una hora.

Una vez transcurrida la hora, se agregaron gotas de una disolucion de NaOH 1
mol/L, hasta que la disolucion adopt6 turbidez. En ese momento, la mezcla se retird
de la agitacion y se precipitd para ser recolectado mediante una filtracién al vacio.

Toda la reaccién se monitore6 mediante CCF. Unicamente en el caso de 4CIFQD
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se realiz6 una purificacion por cristalizaciébn con acetonitrilo debido que mediante

CCF no se encontraba completamente puro.

Se debe aclarar que se requiere la presencia de la trietlamina ya que permite la
solubilizacién completa de QDR y de esta manera, proceder facilmente la reaccion.
El NaOH es utilizado como forma de detener la reaccion, al provocar que el cloruro
de benzoilo en exceso se convierte en su respectivo benzoato, el cual es soluble en

agua, mientras que el producto puede comenzar a precipitar.

Hablando de los puntos de fusion, se deben comparar por pares, con tal de poder
observar su comportamiento. Comparando entre los derivados donde el cloro se
encuentra en la posicion 3, con aquellos donde se encuentra en posicion 4, existe
una concordancia. Los derivados con el sustituyente de Cl en la posicion 4,
presentan un mayor punto de fusion con respecto a su analogo de la posicion 3.
Esto ocurre por efectos estéricos, donde al haber una mayor simetria, la molécula
adopta una mejor estabilizacién de la red cristalina, lo cual le confiere un mayor

punto de fusion.

El comportamiento anterior se mantiene cuando se encuentra el flior en posiciéon
para a la anilina. Esto ocurre debido a que, al ser un electroatractor, le quita parte

de su densidad electronica, lo que provoca que su punto de fusion aumente.

Para el caso de los compuestos con dicloro y aquellos sin sustituyentes por parte
del derivado de benzoilo, se presenta un caso muy similar. Para el caso donde no
hay sustituyentes, la presencia del flior provoca que incremente el punto de fusion,
esto sucede debido a que, la densidad electrénica que le confiere el flior a la
molécula y al ser esta un gran electroatractor, le confiere una mayor resistencia a

su red cristalina.

Cuando se comparan los compuestos con dicloro, los cloruros se encuentran de
manera simeétrica, por lo que no confiere ningun tipo de inestabilidad al momento de
hablar de su estructura cristalina, a diferencia de cuando se encuentra solo un

cloruro, donde al haber solo una contribucién por un extremo, si hay una diferencia.
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Finalmente, se debe constatar que todos los compuestos presentan intervalos

cortos (menores a 2 °C), por lo que se pueden suponer puros.
7.3. Andlisis espectroscépico

Todos los productos finales fueron caracterizados mediante RMN —*H, RMN — 13C,
RMN de dos dimensiones e IR por FTIR. Los compuestos 3CIQD, 3CIFQD, 4CIQD
y 4CIFQD se analizaron por espectroscopia de efecto nuclear Overhauser (NOESY)
y conectividad heteronuclear a enlaces multiples (HMBC); mientras que los
compuestos QD121, QFD121, DCIQD y DCIFQ unicamente por coherencia
heteronuclear cuantica simple (HSQC), todos los andlisis e realizaron con tal de

comprobar la estructura molecular que presentan las moléculas.

Como es de esperarse, las seflales de RMN muestran un patron similar entre las
moléculas sintetizadas, con tal de no hacer una saturacion de datos, se tomaron
como ejemplos los compuestos 3CIQD y 3CIFQD para mostrar el comportamiento
de las sefales significativas en la figura 5. Estos patrones de sefiales permiten
identificar las sefiales correspondientes a los respectivos sustituyentes; por ejemplo,
por parte del RMN — !H, resaltan las sefales de la amina y la amida que se
encuentran en cada compuesto, siendo estas caracteristicas de que el producto se

sintetiz6 de manera adecuada.
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Senfales caracteristicasen RMN —H (ppm) Sefiales caracteristicasen RMN —13C (ppm)
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Figura 5. Sefiales caracteristicas de resonancia magnética nuclear de protén (RMN
— H, 0 — 10 ppm en la barra de espectro) y resonancia magnética nuclear de
carbono (RMN — 3C, 45 — 160 ppm en la barra de espectro) de 3CIQD y 3CIFQD.
Las sefiales marcadas son practicamente comunes entre todas las moléculas (para

poder observar el espectro de cada uno de los productos, consultar el anexo).

Para poder culminar con la resonancia magnética nuclear, los experimentos en dos
dimensiones permiten identificar si un compuesto presenta o no isomeria
estructural. Sin embargo, ¢,cuales productos tienen esta posibilidad? Los Unicos que
pueden presentarla es 3CIQD y 3CIFQD; al no haber un eje de simetria que
atraviese al cloro, son los Unicos donde puede presentarse una orientacion cis o

trans.
Espectroscopia de Infrarrojo

Para poder observar el resultado que se obtuvo de cada producto, consultar el

anexo. Aun asi, esta técnica es muy Uutil para identificar los grupos funcionales que
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presenta la molécula. Por lo tanto, los espectros de IR obtenidos permiten identificar
si la reaccion se llevo a cabo o no, mas no hay una idea conclusiva acerca de su
estructura o conectividad, es por ello por lo cual, las dos técnicas son

complementarias.
Las sefales mas significativas son:

- Amina secundaria: aproximadamente en 3450 cm™. De haber una banda
ancha, indica la presencia de otraamina y esta se convierte en ancha por las
interacciones del tipo puente de hidrégeno que pueden presentar.

- Carbonilo de amida: aproximadamente en 1650 cm™. Esta sefial se
encuentra desplazada debido a los anillos aromaticos aledafios a él.

- Halogenos: el flior al estar en posicion para a la anilina aproximadamente en
830 cm?; el cloro dependiendo de si es meta o para, puede presentar una o
dos bandas respectivamente, las cuales se encuentran aproximadamente en

700 cm?

7.4. Pruebas biolégicas
Ensayo de inhibicion enzimatica sobre Lactato deshidrogenasa (LDH)

Como se dijo anteriormente, la LDH cataliza de forma simultanea la reaccion de
reduccion de piruvato a L — lactato, utilizando como su cofactor a la NADH la cual,
al presentar propiedades fluorescentes, puede ser observada a una longitud de
onda de 340 nm. Por lo tanto, para poder comprobar que los compuestos
sintetizados inhiben, al medir su fluorescencia, deberia de registrar absorbancia,
pues solo indicaria que, aunque las condiciones de reaccion estan aptas para que
ocurra la conversion, los compuestos se encuentran ubicados en el sitio de union,
por lo que la enzima queda inhibida. En caso contrario, de no haber absorbancia,
implica que la NADH fue consumida y convertida a NAD™, por lo que los compuestos

no habrian inhibido.

Por lo tanto, para poder realizar el ensayo, primero se busca el valor de Clso que se
encuentra reportado en la literatura de algun inhibidor de la LDH, por ejemplo, el

NHI-2, siendo su valor de 15 puM.
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Se debe resaltar que el reactivo que inicia la prueba es la NADH, por lo cual es la
ltima que se afade. Se coloca primero la enzima, posteriormente el piruvato, para
gue este se introduzca en su sitio de union; luego cada uno de los productos, el cual
se posiciona en el sitio de union correspondiente a la NADH. Afadir al final este
ultimo, permite identificar si son capaces o no de inhibir. En la figura 6, se muestran

los resultados del ensayo de inhibicion enzimatica.
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Figura 6. Resultados de inhibicion enzimatica de LDH. Se utilizO LDH de musculo
de conejo para evaluar a las moléculas y a NHI-2 como control positivo. Los datos
se compararon estadisticamente mediante ANOVA de una via tomando como
control a NHI-2.

Se pueden encontrar algunas caracteristicas notables. La primera es que
Unicamente el compuesto QD no presenta una inhibicion adecuada a la LDH, al ser
esta practicamente nula; por otra parte, el compuesto DCIFQ tiene un valor del
porcentaje de inhibicion mayor al 100%. Esto se podria considerar como un error,
mas no forzosamente es asi, existe la probabilidad de que este compuesto absorba
una cierta cantidad de la luz proveniente de la fuente de emision, lo cual produce un
incremento en su valor de fluorescencia y hace una ilusibn de una mayor

concentracion de NADH.
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También se debe resaltar que, al menos 7 de los productos finales presentan un
porcentaje de inhibicion mayor a la NHI-2, la cual es la referencia, por lo que se
deduce que estos compuestos son efectivos. A su vez, puede notarse que la prueba
con NHI-2, muestra el mismo comportamiento que es reportado de su Clso en la
literatura, el motivo por el cual presenta biol6gica el compuesto, se atribuye a su

forma de éster.

Para poder comprender por qué las moléculas sintetizadas presentaron este
comportamiento, se hace alusién a sus respectivos acoplamientos moleculares. En
ellos, se puede deducir que el enlace que forman los compuestos con la proteina,
aun cuando el ensayo sea realizado con LDH de conejo, es del tipo 1 — cation, la
cual confiere mayor estabilidad al compuesto, permitiendo que su inhibicion sea
mejor; incluso, es probable que este enlace produzca diferentes interacciones

moleculares, tal como lo es el puente de hidrégeno.

Ahora bien, se ha de resaltar que, comparando las parejas de moléculas, la
presencia del flior provoca que el porcentaje de inhibicién incremente. La presencia
del flaor, al ser un atomo con una elevada electronegatividad, produce un efecto
dentro de la deslocalizacién electronica que le confiere mayor estabilidad al enlace
producido con la proteina. Es decir, al haber una mayor densidad electronica
localizada en un punto, funge como ancla y genera mayor nimero de interacciones

intermoleculares con respecto a su par analogo.
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8. Conclusiones

Se logro disefar y sintetizar 8 moléculas (serie QD) con ndcleos de quinazolina, las

cuales se evaluaron para la inhibicién de la enzima LDHA.

Los resultados indican que 7 de las 8 moléculas cumplen su funcién inhibitoria de
LDHA sobre el sitio de NADH. Incluso, estos productos presentan un porcentaje de
inhibicion mayor al control positivo, NHI-2, lo cual asegura que el acoplamiento

molecular fue realizado correctamente.

Con respecto a su sintesis, se considera un éxito al presentar rendimientos mayores

al 50%; sin embargo, existe la posibilidad de incrementar su valor al pulir la técnica.

Para continuar con el estudio, se deben evaluar los productos a diferentes lineas
celulares, donde se pueda determinar de manera adecuada su actividad bioldgica y
comprobar si los resultados coinciden o si ha de hacerse alguna modificacion a su

estructura molecular.

9. Perspectivas
e Evaluar la serie QD sobre diferentes lineas celulares y observar si presenta
selectividad.
e Determinar Clso de las moléculas mas activas sobre LDHA.
e Realizar experimentos para determinar qué implicaciones fisiologicas
pueden presentar el uso de estos productos.

e En caso de ser necesario, proponer modificaciones para promover su
accion dual.
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11. Anexo
Sintesis quimica

En la sintesis de los productos finales, se ocuparon disolventes anhidros y reactivos
comercialmente disponibles de la marca Sigma Aldrich®. El resto de los disolventes
son de la marca J.T.Baker® de grado analitico. Las mediciones de masa se

realizaron en una balanza analitica marca Sartorius™ modelo CP124S.

El proceso de agitacion y calentamiento se llevaron a cabo en parrillas de induccion
magnética de la marca IKA® modelos RET control-visc C, RCT basic y C-MAG HS
4. El calentamiento via microondas en un aparato de la marca Anton Parr®
Monowave 300 EXTRA, adaptado a un automuestreador modelo MAS 24 vy viales

de vidrio para microondas tipo G30.

El proceso de concentracion de las mezclas de reaccién y productos finales se llevé
a cabo en un rotavapor de la marca IKA® modelo RV 10 digital, acoplado a una
bomba al vacio marca Vacuubrand® modelo CVC 3000 y un refrigerante de espiral
marca Brinkmann™. Finalmente, los puntos de fusion de productos finales fueron
determinados mediante el uso de un aparato término digital de punto de fusion de

la marca Electrothermal® modelo 9300.

El monitoreo de las reacciones se hizo mediante cromatografia en capa fina,
utilizando para ello cromatoplacas de silica gel de la marca SORTECH®, con el uso
de un indicador fluorescente a 240 nm. Las técnicas de revelado empleadas fueron
la exposiciébn a la luz UV, con una lampara Spectroline®, modelo ENF-240C,

ninhidrina como revelador de aminas y yodacion.

Para la caracterizacion analitico — instrumental se hizo uso del servicio otorgado por
la USAIl, en donde Unicamente se pudo realizar los analisis de RMN e infrarrojo
(IR), ya que el equipo de espectrometria de masas se encuentra inhabilitado de

momento.
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3—cloro—N-(4—(fenilamino)quinazolin—6—-il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3313.83 (NH); 1537.65 (CONH); 733.60 (CI).
RMN-1H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 10.69 (s, 1H, CONH-18); 9.82 (s, 1H,
NH-11); 8.85 (s, 1H, H-6); 8.51 (s, 1H, H-8); 8.07 (t, 2H, H-24,26); 7.99 (d, 1H, H-3);
7.80 (d, 2H, H-13,17); 7.76 (d, 1H, H-22); 7.66 (d, 1H, H-2); 7.57 (t, 1H, H-23); 7.34
(t, 2H, H-14,16); 7.08 (t, 1H, H-15). RMN-13C (400 MHz, TMS, DMSO-ds) d (ppm):
164.54 (C-19); 158.04 (C-10); 154.05 (C-8); 147.43 (C-4); 139.80 (C-12); 136.75 (C-
1,20); 133.79 (C-25); 133.10 (C-24); 130.99 (C-23); 128.82 (C-14,16); 128.65 (C-
22); 128.62 (C-3); 127.86 (C-26); 126.95 (C-2); 123.97 (C-15); 122.82 (C-13,17);
115.77 (C-5); 114.49 (C-6). NOESY (400 MHz, TMS, DMSO-ds) Interaccién H-H:
8.85 (H-3, H-26); (H-17, H-22); (H-15, H-16). Sélido amarillo cristalino.

4—cloro—N—(4—(fenilamino)quinazolin—-6-il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3290.95 (NH); 1523.91 (CONH); 748.10 (Cl).
RMN-1H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) d (ppm): 10.23 (s, 2H, H-11,18); 8.86 (s, 1H,
H-6); 8.51 (s, 1H, H-8); 8.04 (d, 2H, H-13,17); 7.99 (d, 1H, H-3); 7.81 (t, 2H, H-22,26);
7.77 (d, 1H, H-2); 7.61 (t, 2H, H-23,25); 7.34 (T, 2H, H-14,16); 7.07 (t, 1H, H-15).
RMN-1C (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm):164.90 (C-19); 157.99 (C-10); 153.97
(C-8); 147.36 (C-4); 139.89 (C-12); 137.14 (C-1); 136.88 (C-24); 133.58 (C-20);
130.07 (C-22,26); 129.06 (C-23,25); 128.82 (C-14,16); 128.67 (C-3); 128.60 (C-2);
123.93 (C-15); 122.81 (C-13,17); 115.83 (C-5); 114.52 (C-6). Solido amarillo

cristalino.
3,4—dicloro—-N—(4—(fenilamino)quinazolin—-6—il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3023.92 (NH); 1540.80 (CONH); 739.33 (CI).
RMN-1H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 (ppm): 9.83 (s, 1H, H-20); 10.73 (s, 1H, H-8);
8.83 (s, 1H, H-15); 8.52 (s, 1H, H-17); 8.27 (s, 1H, H-3); 7.84 (d, 1H, H-5); 7.79 (d,
1H, H-12); 7.81 (d, 1H, H-6); 7.73 (d, 1H, H-11); 8.00 (d, 2H, H-22,26); 7.35 (d, 2H,
H-23,25); 7.09 (H-24). RMN-3C (400 MHz, TMS, DMSO-dg) d (ppm): 163.76 (C-7);
128.60 (C-24); 158.16 (C-19); 154.18 (C-17); 147.53 (C-13); 138.89 (C-21); 136.71
(C-10); 136.21 (C-1); 132.02 (C-2); 135.24 (C-4); 129.85 (C-5);131.52 (C-3); 131.58
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(C-6); 124.12 (C-12); 122.96 (C-22,26); 128.94 (C-11); 130.14 (C-23,25); 115.90 (C-
14); 114.70 (C-15). Solido amarillo cristalino.

N—-(4—(fenilamino)quinazolin—6—il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 2711.20 (NH); 1566.37 (CONH). RMN-H (400
MHz, TMS, DMSO-dg) & (ppm): 11.64 (s, 1H, H-8); 10.97 (s, 1H, H-20); 9.22 (s, 1H,
H-15): 8.83 (s, 1H, H-17); 8.27 (d, 1H, H-12); 8.07 (d, 2H, H-22,26): 8.03 (d, 1H, H-
11); 7.65 (d, 2H, H-3,5); 7.60 (t, 1H, H-1); 7.55 (t, 2H, H-2,6); 7.44 (t, 2H, H-23,25);
7.30 (t, 1H, H-24). RMN-13C (400 MHz, TMS, DMSO-dg) & (ppm): 166.30 (C-7);
160.21 (C-19); 148.30 (C-13,17); 139.59 (C-21); 137.33 (C-10); 135.53 (C-4);
134.43 (C-1): 132.69 (C-23,25); 131.34 (C-3,5); 129.25 (C-2,6); 128.43 (C-12):
127.23 (C-11); 126.79 (C-24); 125.54 (C-22,26); 115.20 (C-14); 114.36 (C-15).

Solido amarillo cristalino.
3—cloro—N-(4—(4-fluorofenilamino)quinazolin—6—il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3069.75 (NH); 1531.43 (CONH); 733.05 (C);
831.97 (F). RMN-!H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 10.66 (s, 1H, CONH-18);
9.84 (s, 1H, NH-11); 8.82 (s, 1H, H-6); 8.48 (s, 1H, H-8); 7.97 (t, 2H, H-24,26); 8.06
(d, 1H, H-3); 7.78 (d, 2H, H-13,17); 7.95 (d, 1H, H-22); 7.77 (d, 1H, H-2); 7.67 (t, 1H,
H-23); 7.18 (t, 2H, H-14,16). RMN-13C (400 MHz, TMS, DMSO-dg) d (ppm): 164.52
(C-19); 165.02 (C-15); 158.03 (C-10); 157.63 (C-8); 153.99 (C-4); 147.34 (C-12);
136.76 (C-1); 136.01 (C-20); 133.75 (C-25); 132.10 (C-24); 130.99 (C-23); 115.39
(C-14,16); 127.82 (C-22); 126.92 (C-3); 128.63 (C-26); 115.28 (C-2); 124.84 (C-
13,17); 114.30 (C-5); 114.30 (C-6). NOESY (400 MHz, TMS, DMSO-de) Interaccién
H-H: 8.85 (H-3, H-26); (H-17, H-22); (H-15, H-16). Sdlido blanco cristalino.

4—cloro—-N—(4—(4-fluorofenilamino)quinazolin—6—il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3286.47 (NH); 1509.43 (CONH); 758.14 (C);
831.58 (F). RMN-'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 3 (ppm): 10.62 (s, 1H, H-11); 9.83
(s, 1H, H-18); 8.83 (s, 1H, H-6); 8.48 (s, 1H, H-8); 7.62 (d, 2H, H-13,17); 7.94 (d, 1H,
H-3); 8.02 (t, 2H, H-22,26); 7.76 (d, 1H, H-2); 7.78 (t, 2H, H-23,25); 7.18 (T, 2H, H-
14,16). RMN-1C (400 MHz, TMS, DMSO-de) & (ppm):164.92 (C-19); 157.65 (C-10);
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158.04 (C-8); 153.98 (C-4); 147.33 (C-12); 137.16 (C-1); 136.83 (C-24); 136.04 (C-
20); 130.06 (C-22,26); 129.07 (C-23,25); 115.57 (C-14,16); 133.54 (C-3); 128.68 (C-
2); 160.04 (C-15):; 124.87 (C-13,17); 115.30 (C-5); 114.34 (C-6). Sdlido blanco

cristalino.
3,4—dicloro—N-(4—(4-fluorofenilamino)quinazolin—6—il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 3283.02 (NH); 1506.27 (CONH); 688.82 (C);
830.94 (F). RMN-'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) d (ppm): 10.94 (s, 1H, H-20); 9.87
(s, 1H, H-8); 8.85 (s, 1H, H-15): 8.84 (s, 1H, H-17); 8.45 (s, 1H, H-3); 8.47 (d, 1H, H-
5); 8.44 (d, 1H, H-12); 8.01 (d, 1H, H-6); 7.83 (d, 1H, H-11); 7.80 (d, 2H, H-22,26);
7.18 (d, 2H, H-23,25). RMN-3C (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & (ppm): 163.96 (C-7);
159.26 (C-24); 154.22 (C-19); 148.38 (C-17); 147.61 (C-13); 136.67 (C-21); 136.31
(C-10); 136.14 (C-1); 134.73 (C-2,4); 130.88 (C-5); 128.84 (C-3,6); 126.96 (C-12);
124.99 (C-22,26); 122.96 (C-11); 115.69 (C-23,25); 115.44 (C-14); 114.75 (C-15).
Sélido blanco cristalino.

N—(4—(4-fluorofenilamino)quinazolin—-6-il)benzamida

FTIR por reflectancia ATR (cm™): 2676.27 (NH); 1508.22 (CONH); 836.24 (F).
RMN-!H (400 MHz, TMS, DMSO-de) & (ppm): 10.98 (s, 1H, H-8); 11.69 (s, 1H, H-
20); 9.23 (s, 1H, H-15); 8.84 (s, 1H, H-17); 8.28 (d, 1H, H-12); 7.53 (d, 2H, H-22,26);
8.04 (d, 1H, H-11); 8.07 (d, 2H, H-3,5); 7.60 (t, 1H, H-1); 7.68 (t, 2H, H-2,6); 7.29 (t,
2H, H-23,25). RMN-3C (400 MHz, TMS, DMSO-de) d (ppm): 166.28 (C-7); 161.62
(C-19); 139.64 (C-13); 149.94 (C-17); 135.37 (C-21); 134.41 (C-10); 133.61 (C-4);
132.68 (C-1); 114.76 (C-23,25); 128.45 (C-3,5); 129.28 (C-2,6); 131.38 (C-12);
127.73 (C-11); 160.15 (C-24); 120.53 (C-22,26); 116.15 (C-14); 116.00 (C-15).

Solido blanco cristalino.
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Espectros de RMN
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Espectro 2.2.3 Espectro NOESY de la molécula 3CIFQD
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Espectro 2.5.2 Espectro de RMN-13C de la molécula QD121
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Evaluacion biologica

o Fluoresencia ompyesto — Blanco
%inhibicion = - X
Fluorescenciay py — Blanco

Ecuacién 1. Calculo de inhibicidn enzimatica sobre LDH

Moléculas %Inhibiciébn enzimética sobre LDH
3CIQD 93.65+6.61
3CIFQD 98.39+14.37
4CIQD 83.51+14.52
4CIFQD 88.95+11.09
QD121 10.18+10.65
QFD121 77.32+9.54
DCIQD 79.13+4.97
DCIFQ 109.39+14.94
NHI-2 52.33+10.99




