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INTRODUCCION

Desde la era primitiva el hombre ya usaba remedios en el tratamiento de sus
enfermos y sus dolencias. Entremezclaba lo religioso y lo magico en su afin por alcanzar la
salud y su bienestar. Fue asi que al asociar algunas hierbas y plantas en el ritual magico
religioso nacié la farmacia como una forma de curacion y purificacion. ! De hecho, todavia
a principios del siglo pasado, el hombre confiaba exclusivamente en la naturaleza para
obtener los firmacos orgénicos que necesitaba, y las contribuciones de la farmacia se
limitaban en gran parte a la preparacion de extractos, tinturas y otras formas de

dosificacion, y al aislamiento de principios activos, especialmente alcaloides y glucésidos.?

Asi pues, los productos sintéticos empezaron a surgir con rapidez apreciable en la
década de 1920 gracias a la expansién de la industria quimica favorecida por la primera
guerra mundial.? Actualmente, la mayor parte de los posibles nuevos farmacos se obtienen
por modificacion quimica de una molécula conocida o por la separacion de éstos a partir de

productos naturales.

Muchos compuestos bioquimicos importantes y farmacos de origen natural
contienen anillos de estructura heterociclica; la presencia de éstos en compuestos de tipos
tan diferentes indica firmemente los profundos efectos que estas estructuras ejercen sobre la
actividad fisiolégica.” Este conocimiento refleja los esfuerzos por encontrar sustancias

sintéticas con alguna actividad biologica.

Sin embargo, los farmacos y otras sustancias producidas por sintesis quimica
muchas veces requieren, para obtenerse, demasiados pasos y recursos econdémicos, asi
como condiciones drasticas de reaccion. Es por ello que en el presente proyecto de
investigacion se plantea la sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas (Figura 1) con diferentes
sustituyentes a los ya informados en la literatura. Dichos compuestos han demostrado tener
actividad biolégica importante, por lo que se pretende conocer si las nuevas moléculas
sintetizadas presentan la misma u otra actividad biolégica. Ademas, su sintesis es mas

sencilla ya que no se requieren condiciones drésticas de reaccion.




1. MARCO TEORICO

1.1 Sintesis de Pirido[2,3-d]pirimidinas

1.1.1 Sintesis y catalisis

La sintesis quimica es el método de hacer reaccionar precursores quimicos simples
para obtener una molécula, generalmente, mas compleja. El equilibrio de dicha reaccién se
lleva acabo una vez que se ha detenido la disminucién de las concentraciones de los

reactivos, y que ya no han aumentado las concentraciones de los productos.

La insercion de moléculas pequeiias, como son mondxido de carbono, hidrégeno y
grupo ciano, en sustratos insaturados es un proceso importante en la sintesis de aldehidos,
cetonas, acidos, lactamas, lactonas y otros compuestos organicos de interés general, tanto a
nivel laboratorio como industrial. Generalmente el sustrato insaturado es inerte en
condiciones normales de reaccion, es decir, presion atmosférica y temperatura ambiente,

por lo que se requiere para su activacion algin catalizador organometalico. ’

Un catalizador es una sustancia que aumenta la velocidad de reaccion y que puede
recuperarse al final sin sufrir modificacidn. Su funcién general consiste en suministrar un
mecanismo adicional por medio del cual los reactivos puedan transformarse en productos.
Este mecanismo alterno tiene una energia de activacion menor que la del mecanismo en

ausencia de catalizador; de manera que la reaccion catalizada es mas rapida. A

La catalisis se da en sistemas homogéneos y heterogéneos; la primera ocurre cuando
el catalizador es dispersado uniformemente en la mezcla de reaccion, que puede ser gaseosa
o una solucién liquida.’ La catélisis heterogénea resulta de reacciones en fase liquida o

gaseosa con catalizadores en estado sélido. ©




e

En los procesos cataliticos homogéneos se han utilizado disolventes organicos como
fase liquida, pero en los tltimos afios se ha venido implementando la utilizacion de agua
para eliminar los inconvenientes que se presentan en los procesos homogéneos cuando se

utilizan disolventes organicos.

Muchas investigaciones se han enfocado al desarrollo de nuevos catalizadores
solubles en agua y técnicas eficientes que permitan obtener de una manera sencilla, practica
y eficiente los productos deseados. En general, la utilizacion de agua en catilisis presenta

: : AR
las siguientes ventajas’:

e Elimina el uso de disolventes polares apréticos como dimetilsulfoxido y
dimetilformamida

e Se evita la desactivacion del catalizador

» El aislamiento de productos ya que generalmente son insolubles en agua

e Las condiciones de reaccién son mas suaves y los rendimientos de los productos
mas altos

e Las reacciones secundarias pueden ser eliminadas o reducidas

Con un catalizador soluble en agua se lleva a cabo la sintesis de 1,3-

dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas.

1.1.2 Quimica de las pirido[2,3-d]pirimidinas y antecedentes de la sintesis

Las 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas pertenecen a una familia de
compuestos heterociclicos, cuya estructura general es pirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas
(Figura 1), que estin dentro de un niimero de compuestos bioldgicamente activos que

comprende antitumorales, antibacteriales y anticonvulsivos.’




Figura 1. Estructura general de las pirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas

Quimicamente, la pirimidina es un heterociclo de seis miembros con dos atomos de
nitrogeno situados en la posicién 1 y 3. Cada nitrogeno tiene su par de electrones no

compartido en el orbital hibrido sp” en el plano del anillo aromatico.

La pirido[2,3-d]pirimidina es un anillo fusionado compuesto de una molécula de

piridina y una de pirimidina unidos en la posicion 2 y 3 de esta iiltima.

Algunos de los métodos de preparacion, hasta ahora reportados, comprenden los
publicados por Capuano et al ®, quienes propusieron la sintesis de la 3-metil-2,4-dioxo[2,3-

d)pirimidina, por reflujo del 2-aminonicotinato de metilo con isocianato de metilo en

piridina (Figura 2).
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Figura 2. Obtencion de la 3-metil-2,4-dioxo[2,3-d]pirimidina

Fox H. propone la condensaciéon del &cido 2-aminonicotinico con N-
metilformamida (Figura 3), para obtener la 3-metil-4-oxopirido[2,3-d]pirimidina como

producto principal. *
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Figura 3. Obtencién de la 3-metil-4-oxopirido[2,3-d]pirimidina

Khattab y Kappe informaron la preparacion de 1,3-dialquil-5-hidroxipirido[2,3-
d)pirimidin-2,4,7-trionas-6-sustituidas; a partir de la reaccion de 1,3-dialquil-6-

aminouracilo y un derivado del éster malénico '® (Figura 4).

g R,

N
)\ RyCH(CO,CH,CHa), )\
(8] N

Rg Ry

I—2Z

Figura 4. Obtencion de 1,3-dialquil-5-hidroxipirido[2,3-d]pirimidin-
2,4,7-trionas-6-sustituidas

La propuesta de Pfleiderer ', para la sintesis de derivados de 1,3-dialquil-

pirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas consiste en la reaccion de condensacién entre 6-

aminouracilo y tetraetoxipropano (Figura 5).
o] o

Rl\\ Rh\\.

)\ CHgCHzOAHC(OCHzCHs)a )\
(0]

T H;0, reflujo
R

1 R|

Figura 5. Obtencion de 1,3-dialquil- pirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas




Recientemente, Bagley, et al '? informaron la sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas a

partir de la reaccién de 2,6-diaminopirimidin-4-ona y alquinonas en diferentes disolventes

(Figura 6).

HN
?2 hs
+ R—C==C
Hzo ] dusolveme .
N N R;

Fxgura 6. Obtencion de pirido[2,3-d]pirimidinas

1.1.3 Sintesis propuesta de pirido[2,3-d]pirimidinas

La sintesis propuesta en este proyecto involucra la reaccién de 6-amino-1,3-
dimetiluracilo y a-alquinilcetonas en un sistema catalitico acuoso de niquel para obtener

1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-disustituidas (Figura 7)."

o} R
H
NaOH/ N|(CN)2 3C\N N
R—C—-C |
)\ KCN.-‘CO.*H;O _
o} T N Ry
CHa CHy

Figura 7. Obtencion de 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-disustituidas

La especie catalitica activa, [l\li{CN)‘;]4 (ciano niquelato), se forma in situ en un
sistema acuoso (Figura 8), por Ni(CN),; NaOH, CO y KCN, en condiciones suaves de

reacci6n (presion atmosférica y temperatura ambiente). '
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Figura 8. Formacion de la especie catalitica activa

1.2 Actividad Biolégica

Para llevar a cabo el desarrollo de un medicamento nuevo, se estima que el costo
promedio alcanza los 200 millones de délares, con tiempos que fluctian entre los 8 y 15
afios;" por ello es imprescindible, sobre todo para un pais subdesarrollado, tener en cuenta
aspectos que puedan contribuir a disminuir el costo y el tiempo en la elaboracién de un
farmaco o medicamento. Uno de esos aspectos es la de implementar investigacion basica,

que se inicia con la evaluacion preclinica de las sustancias con posible actividad biologica.

Para determinar la actividad biolégica de un compuesto es necesario evaluar la
sustancia en un sistema biolégico que no sea, originalmente, el organismo humano y asi
conocer los efectos toxicos, y posibles terapéuticos, que posea. De los resultados obtenidos
se toma la decisién si se sigue adelante en el proceso con el fin de utilizar dichas sustancias

en aplicaciones mas importantes.

Ciertas enfermedades, como el cancer e inflamatorias, que afectan al mundo estan
relacionadas con los llamados radicales libres; es por ello que muchas de las evaluaciones
que se realizan, inician con el estudio de la actividad antioxidante de la sustancia (segun su
estructura quimica) y de los resultados obtenidos se crean estrategias a seguir para estudios

posteriores.




1.2.1 Radicales libres

Los enlaces quimicos estan formados por dos electrones que pueden romperse de
dos maneras diferentes. En la primera, los dos electrones de enlace permanecen unidos a

uno de los “fragmentos”. A este proceso se denomina heterdlisis y a los “fragmentos”

cargados, iones:

(-‘B = A"+ B

A

En el segundo proceso de ruptura de enlaces, los dos electrones que los constituyen
se dividen simétricamente. A esto se le denomina homdlisis y a los “fragmentos”, radicales

libres.

Al“ » A.+ B.

=]

Un radical libre se define como un atomo, grupo de atomos o moléculas que poseen
un nimero impar de electrones no apareados en su 6rbita externa.'® En la tabla 1 se

ejemplifican algunas especies que son consideradas radicales libres.

Tabla 1. Ejemplos de radicales libres

Especies Nombres

CH3. Radical metilo

CeHs . Radical fenilo

NO,. Diéxido de nitrégeno
OH. Radical hidroxilo
NO. Oxido nitrico

0,.” Superéxido




Los radicales pueden producirse por rompimiento térmico de enlaces, por
irradiacién de las moléculas y por procesos de oxidacion-reduccién (redox) de un solo

electron.

Las reacciones redox mds importantes son las que implican un ion metélico que
puede transferir un electrén. De éstas, la reaccion del perdxido de hidrégeno con ion
ferroso, descubierta por Fenton en 1894, es una de las mas antiguas y de las mas conocidas.

En 1932, Haber y Weiss propusieron un mecanismo que, atn hoy, se sigue aceptando'®:

Fe* +H,0, — 3 F"+ OH + OH.

I+ 2+ +
Fe’™ + H,0; Fe" + HO,.+ H

Ahora bien, en ciertas condiciones metabdlicas, la reduccion del oxigeno es
incompleta y conduce a la formacion de radicales libres. Estos productos atacan los
fosfolipidos de las membranas celulares, a nivel de acidos grasos poliinsaturados en la

peroxidacion lipidica; de ella resultan productos que pueden ser citoliticos.

Existen varias fuentes de radicales libres como las subcelulares, celulares, las de
reacciones enzimdticas y ambientales y pueden afectar, ademés de los lipidos, a los
carbohidratos: depolimerizando polisacaridos; proteinas: oxidando los puentes sulfidrilicos

de los enzimas; y acidos nucleicos: hidroxilando sus bases y causando mutaciones.

Actualmente es bien conocido que cierto tipo de enfermedades, como el cancer,

podrian estar unidas al fenémeno de la oxidacién celular mediada por radicales libres.'”




1.2.2 Antioxidantes

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, a bajas concentraciones en
comparacion con el sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de
dicho sustrato.'® El sustrato oxidable incluye proteinas, lipidos, carbohidratos y acido

desoxirribonucleico (ADN).

El estrés oxidativo es un término usado para denotar el desequilibrio entre las
concentraciones de especies reactivas de oxigeno y nitrgeno y los mecanismos de defensa

antioxidantes del cuerpo. L

1.2.2.1 funcion de los antioxidantes

La forma en que actian los antioxidantes es atrapando® o formando inhibidores de
las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (EOR y ENR, respectivamente) o sus
precursores. En la tabla 2, se muestran ejemplos de EOR y ENR que se involucran en la

actividad oxidativa.

Tabla 2. Especies con oxigeno y nitrégeno reactivos

Radicales No radicales

Especies reactivas de oxigeno

Superdxido, Oz.~ Per6xido de Hidrégeno, H,0,
Hidroxilo, OH . Acido hipocloroso, HOCI
Peroxilo, RO;. Ozono, Oy

Hidroperoxilo, HO,.
Especies reactivas de nitrégeno
Oxido nitrico, NO . Acido nitroso, HNO,

Didxido de nitrégeno, NO,. Tridxido de dinitrégeno, N2O3
Peroxinitrito, ONOO"

* Es comiin que se usen los términos scavenging o trapping, en el idioma inglés, para referir aquellas
sustancias que atrapan u oxidan a los radicales libres.
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Se han publicado diversos reportes sobre los efectos antioxidantes de algunas
sustancias en la producciéon de citocinas proinflamatorias [FNT-oo (factor de necrosis
tumoral o), IL-1p (interleucina-1 B) e IL-6 (interleucina-6)] por macréfagos peritoneales
de ratén, activados con LPS (lipopolisacaridos) -que incrementan los niveles de dichas

células-. °

Asi, los antioxidantes, no naturales, lipofilicos moderados, incluyendo
tetrahidropapaverolina (THP), butilhidroxianisol (BHA) y acido norhidroguaiaurético
(NDGA) resultan ser potentes inhibidores de la produccion de IL-1B, FNT-o e IL-6 (el
NDGA también inhibe la peroxidacién de lipidos), mientras que los hidrofilicos, como el

4cido ascorbico, no afectan la produccién de IL-1B a concentraciones de hasta 200uM. 2°

Por otra parte, en la peroxidacion de fosfolipidos de las membranas celulares se da
un incremento de la actividad de la fosfolipasa A, (FLA;) debido a que los lipidos oxidados

afectan tanto la membrana celular que ésta se vuelve buen sustrato para dicha enzima.

La activacion de la FLA; es farmacoldgicamente importante porque esti
involucrada en la liberacidn del 4cido araquiddnico, paso limitante en la formacion de
mediadores lipidicos de la inflamacién. Asi, la actividad de la fosfolipasa sobre la
membrana puede, en principio, ser reducida por antioxidantes lipofilicos que inhiban la

oxidacién inducida por radicales libres. 2°

Por todo lo anterior, surge una nueva estrategia terapéutica con firmacos

antioxidantes para desordenes inflamatorios como el reumatismo y el shock. 2
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1.2.3 Inflamacion

El organismo responde frente a diversos estimulos que pueden causarle dafio. Las
respuestas pueden ser mas de una pero el primer evento que ocurre frente a una lesién es
una inflamacién. Esta se puede definir, de manera directa, como el agrandamiento de
organos, piel u otras estructuras corporales causado por la acumulacién excesiva de
liquidos en los tejidos. Dicha acumulacién puede llevar a un aumento riapido de peso
durante un periodo corto de tiempo (de dias a semanas). Si la hinchazon es generalizada se

presenta en todo el cuerpo y si esta limitada a una parte especifica se dice que es localizada.

Como antecedentes historicos, en Egipto en el afio 3000 a.C se tenia referencias de
este proceso. Celso, en el siglo I, describio 4 signos cardinales de la respuesta inflamatoria:
rubor o enrojecimiento, calor local, dolor y tumor (el aumento de volumen o hinchazén que

se observa). A estos, en el siglo II, Galeno afiadi6é un quinto signo, la alteracion funcional.

Fisiolégicamente, la inflamacién es una reaccion local, especialmente del tejido
conectivo y vascular, provocada por microorganismos o sustancias irritantes, cuyo fin es
localizar y destruir dichos agentes patdgenos, asi como reparar los dafios que éstos puedan

producir. 2

El primer fenémeno aparente en la zona inflamada es el calor y el enrojecimiento
causados, respectivamente, por la vasodilatacion de arteriolas y capilares. Dicha
vasodilatacién se produce por la liberacion inmediata de prostaglandinas, histamina y
serotonina. Esto provoca un aumento en la permeabilidad capilar que da origen a una
exudacion del plasma sanguineo y proteinas que se acumulan en el foco inflamatorio en el
que se forma leucotoxina que atrae, por quimiotaxis, leucocitos para que ejerzan su funcién

fagocitaria sobre los agentes patdgenos.



e ——

Al mismo tiempo, interviene el factor XII de la coagulacion (factor Hageman), que
se activa en contacto con superficies extrafias, producidas por lesiones celulares,
provocando la transformacién del fibrinégeno en fibrina. Esta obstruye los pequefios vasos
capilares y cierra los poros, provocando estasis sanguinea e impidiendo la reabsorcion del

edema. Dicho edema es la causa del tumor inflamatorio.

Durante el periodo de estado de la inflamacién, se acentian los fendmenos ya
descritos, y existe una alteracién funcional debido a las lesiones celulares y a la existencia
del edema por la exudacién plasmatica. Ademas, hay dolor que se debe, en primer lugar, a
la estimulacién de las terminaciones nerviosas por las sustancias liberadas; en segundo

lugar, al edema con compresion tisular.

1.2.3.1 células y mediadores de la inflamacién

La respuesta inflamatoria se puede generar a partir de células (neutrdfilos,
eosindfilos, basofilos, macrofagos, células cebadas, plaquetas y endotelios) y de proteinas

circulantes (componentes del complemento, coagulaci6n, fibrindlisis y via de la cinina).”*

Se puede hacer una distincién entre células inflamatorias circulantes de vida corta
(neutr6filos, eosindfilos y basofilos) y las que preexisten en el tejido como no circulantes
de vida larga (cebadas y macréfagos). Para neutr6filos y macréfagos la funcién primaria es
la fagocitosis y para las células cebadas y los baséfilos, es la secrecion de mediadores de la

inflamacion.

Las células fagociticas, al eliminar particulas y microorganismos que entran al
organismo, actiian como una barrera protectora entre el ambiente y el receptor. Las células

secretoras contienen mediadores inflamatorios que incrementan la permeabilidad vascular.

Los mediadores de la inflamacion o proinflamatorios son las sustancias quimicas
endogenas que nacen de la activacion de células inflamatorias y que actian

desencadenando o aumentando aspectos especificos de la inflamacién.
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Los mediadores de la inflamacién de mayor importancia son las prostaglandinas, la

histamina, la serotonina y las cininas.

La histamina, se forma en todos los tejidos por descarboxilaciéon del aminoacido
histidina y se acumula principalmente en los mastocitos tisulares y en los baséfilos
sanguineos, en sus granulaciones; se libera por desgranulacion en los estados inflamatorios,
por lesién de dichas células. Esta sustancia se libera en las fases precoz y tardia de la
inflamacion, en que contribuye a la produccion de los fendmenos de vasodilatacion y

aumento de la permeabilidad capilar.

La serotonina o S5-hidroxitriptamina se forma en el organismo a partir del
aminodcido triptéfano y se deposita especialmente en las plaquetas, de donde es liberado
durante el proceso inflamatorio. Esta sustancia contribuye, en la inflamacién, a la
produccion de la vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad capilar, pero su papel no

es muy importante y las drogas antiserotoninicas actian muy poco como antiinflamatorios.

Dos principales cininas tienen importancia en los procesos inflamatorios: la
bradicinina o calidina I, nonapéptido, y la calidina II, decapéptido que se forman a partir de
una alfa,-globulina del plasma. La bradicinina y en menor grado la calidina, producen

vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular siendo potentes en este sentido.

Las prostaglandinas son acidos grasos no saturados, de estructura especial derivada
quimicamente del acido prostandico con 20 atomos de carbono y que posee un anillo
pentagonal. Las mas importantes en la inflamacion derivan del 4cido araquidénico (PGE; y
PGF;) que se forman apartir de fosfolipidos de la membrana celular o plasmatica mediante
la enzima fosfolipasa A,, que se encuentra en todos los tejidos. Producen vasodilatacion
intensa, aumento de la permeabilidad vascular actuando sinergicamente con la histamina y
bradicinina, y sensibilizan las terminaciones nerviosas del dolor aumentando, en forma

considerable, el producido por la bradicinina y la histamina (hiperalgesia) .




e

Aunque la inflamacién es un proceso eficaz de proteccién contra microorganismos
patogenos invasores, y recuperacion de la infeccion, las células y mediadores quimicos que
participan en esta respuesta, si se activan de manera excesiva o inadecuada, también son
capaces de lesionar tejidos e interferir con el funcionamiento de los érganos dentro del

individuo.

1.2.3.2 tipos de inflamacién

La respuesta inflamatoria se caracteriza de acuerdo a la duracién y la cinética de la
reaccion como aguda y crénica. La inflamacién aguda se considera como un mecanismo

rapido de defensa fisiolégica y la crénica como un sistema organizado de recuperacién. >

La inflamacién aguda es la respuesta temprana en reaccion frente a un estimulo, que
se caracteriza por dos aspectos importantes: vasodilatacion y aumento de la permeabilidad

vascular, y entrada de leucocitos, principalmente polimorfonucleares (PMN), al tejido.

Primero se produce vasoconstriccion, que dura muy poco, posteriormente
vasodilatacion, y apertura de uniones endoteliales. Pasa al intersticio agua, fibrindgeno,
inmunoglobulinas, y en una etapa que sigue, los polimorfonucleares. Este fibrinégeno
polimeriza y forma fibrina. Este paso de proteinas aumenta la presién osmética y la salida
de agua, lo que clinicamente se traduce como edema. Los PMN se atraen y unen por

moléculas de adhesion del endotelio y migran por los espacios intercelulares.

La inflamacién crénica representa un proceso que caracteriza a numerosas
enfermedades. En primer lugar la reaccion inflamatoria cronica es usualmente productiva o
proliferativa. Las células en el sitio proliferan y producen una matriz que aporta un soporte
estructural (coldgeno) y nutritivo (nuevos vasos sanguineos) a la lesion. Muchos de estos

cambios representan componentes del proceso de reparacién.
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En segundo lugar muchos de los estimulos incidentes no son dafiinos para los
tejidos del organismo (muchas de las reacciones inflamatorias crénicas se disparan mas por
la sensibilidad del huésped hacia el agente incidente que por la lesion tisular inducida por el

agente en cuestion).

La inflamacioén crénica se caracteriza por la presencia de células mononucleares
(monocitos y macréfagos). El macréfago puede activarse y producir células gigantes
llamadas granulomas, los cuales, son mas eficaces para matar microorganismos
intracelulares, ya que son productores de secreciones extracelulares, particularmente de
citocinas, y ciertas enzimas degradativas que poseen capacidad fagocitica mejorada y

pueden reconocer y matar células tumorales mas eficientemente.

1.2.3.3 medicamentos antiinflamatorios

La inflamacion es un proceso defensivo y protector, pero, como todo mecanismo de
defensa, es “ciego al dispararse” y se puede transformar en un proceso perjudicial que es
necesario frenar. Esto se logra con farmacos antiinflamatorios como los corticosteroides,
los antiinflamatorios no esteroidales y los firmacos que suprimen las reacciones de

hipersensibilidad inmediata.

1.2.3.2.1 corticosteroides

Los corticosteroides son hormonas esteroidales de 21 carbonos, derivados del
metabolismo del colesterol. La actividad de estos farmacos depende de la presencia de un

grupo hidroxilo en el carbono 11 (Figura 9).
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Figura 9. Hidrocortisona, estructura base de los corticosteroides.

Estos compuestos actiian al unirse a receptores de alta afinidad en el citoplasma
(albimina y globulina). El complejo de esteroide y receptor, a su vez, tiene alta afinidad
para cromosomas de interfase nuclear y, por lo tanto, se une al ADN cromosdémico. Esto
desencadena la transcripcion de ADN, con la informacién de ARN (4cido ribonucleico)

mensajero, que provoca la sintesis de nuevas proteinas.

Las células expuestas a los glucocorticoides sintetizan y liberan una glucoproteina
inhibidora de la FLA,, llamada ahora lipomodulina. La inhibicion de esta enzima conduce a
su vez a lareduccion de la liberacién de 4cido araquiddnico, disminuyendo la produccion
de los metabolitos de este 4cido. De esta manera, las acciones antiinflamatorias de los
glucocorticoides pueden estar relacionadas con la reduccién de metabolitos del acido

araquidénico, prostaglandinas y leucotrienos.

Los glucocorticoides son los medicamentos mas poderosos disponibles en la
actualidad pero su uso se relaciona con toxicidad importante. El factor limitante para la
aplicacion de estos agentes son los efectos colaterales como el retraso en la cicatrizacién de

heridas, incremento en el riesgo de la infeccidn, hipertension, entre otros.
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1.2.3.2.2 antiinflamatorios no esteroides

Los antiinflamatorios no esteroidales (AINE) previenen el dolor, inflamacién,
enrojecimiento y pérdida de funcién. Clinicamente se ha demostrado que estos firmacos
son efectivos contra muchas enfermedades inflamatorias agudas y cronicas. A
concentraciones terapéuticas inhiben la producciéon de prostaglandinas, uno de los
mediadores hiperalgésicos méas importantes liberado en los sitios de lesién tisular, al

inhibir la ciclooxigenasa. Ejemplos de estos firmacos se presentan en la figura 10. 2

O A Qe

0
Acido acetilsalicilico * Etodolac ® Diclofenaco ®
0/
HO \H/O/ \’H\Q\)\
g Ibuprofeno®
Indometacina °

a®
G I
OH

C
Ketoprofeno © Naproxeno'

5 O

i o Fenilbutazona
Piroxicam

Fig 10. AINE comunes: derivados del 4cido salicilico®, acético®, propi6nico® y en6lico’.
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Los efectos toxicos de este tipo de firmacos se deben a que todos son acidos
organicos que pueden afectar directamente la mucosa gastrica; también pueden haber

complicaciones renales y del sistema nervioso central.

1.2.3.3.3 los que suprimen reacciones de hipersensibilidad inmediata

Entre los farmacos que suprimen las reacciones de hipersensibilidad inmediata se

encuentran el cromolin sédico y los antihistaminicos.

El cromolin sodico inhibe la liberacion de mediadores por las células cebadas, y
bloquea la respuesta tisular y sintomas de la alergia mediada por IgE (inmunoglobulina E)
ya que suprime la degranulacion que normalmente es desencadenada por el
entrecruzamiento, debido al antigeno de la IgE de membrana. Su toxicidad es baja y se

relaciona principalmente con irritacién del medicamento inhalado en forma de polvo.

En los antihistaminicos se distinguen dos clases: los denominados bloqueadores H,;
y Ha, que corresponden a los dos tipos de receptores para histamina; pero el tipo H, es el

que posee notable actividad antiinflamatoria.

La principal funcién terapéutica es el tratamiento de enfermedades alérgicas que
incluyen reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE. Los principales efectos
colaterales son sedacién, sequedad de mucosas y estrefiimiento. Ejemplos de estos

farmacos son (Figura 11):

¢ Alquilaminas (clorofeniramina y bromofeniramina)
e Etanolaminas (difenhidramina y dimenhidrato)

¢ Etilendiaminas

e Piperacinas (hidroxicina y meclicina)

« Fenotiacinas y Piperidinas

e Triciclicos (amitriptilina e imipramina)
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Figura 11. Algunos antihistaminicos antagonistas de receptores H,

1.2.4 Cancer

La hipétesis de que los radicales libres pueden estar involucrados en carcinogénesis
estd basada en que muchos carcinégenos son radicales libres, son convertidos in vivo a
estas especies, o son productos de reacciones bioldgicas de radicales libres. Ademads,
muchos antioxidantes han mostrado inhibir la carcinogénesis en diversos modelos
animales. Esta evidencia sugiere que los radicales libres juegan un papel importante en la

iniciaci6n de esta enfermedad. '’

Una caracteristica comiin de los promotores de tumor (grasas insaturadas, per6xido
de hidrégeno, ésteres de forbol, fenobarbital y radiacion) puede ser su habilidad para
producir radicales de oxigeno, por lo que estos pueden ser importantes en el desarrollo y/o
progresion del tumor. Los mecanismos que pueden estar involucrados en la promocion,

son desconocidos.
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Pero, ;qué es el cancer?. Este término se debe a Hipdcrates, que fue el primero en
comparar la propagacion de los tumores malignos de la cara y de la mama a las patas de un

cangrejo. La palabra cancer procede del latin cancrum, que significa cangrejo.

El céncer es una enfermedad caracterizada por la multiplicacién incontrolada de
ciertas células en el organismo. Las células cancerosas tienen tres propiedades
caracteristicas: disminucién o ausencia del control de crecimiento; proliferacion de los

tejidos locales; y dispersién o metastasis a otras partes del cuerpo.

1.2.4.1 tipos de cancer

Se distinguen habitualmente tres tipos de cénceres: los llamados sélidos, las

leucemias y los hematosarcomas.

En los canceres sélidos, las células cancerosas se desarrollan en un Organo
constituyendo un tumor que comprime, invade y destruye tejidos, incluso los que le rodean.
En algunos casos las células cancerosas pueden pasar a sangre o a los vasos linfaticos para
formar colonias de células cancerosas en otros 6rganos lejos del tumor de origen. Se habla

entonces de metastasis.

En las leucemias, las células cancerosas no forman, al principio, un tumor
localizado pero invaden uniformemente la sangre y todos lo érganos hematopoyéticos
(médula 6sea, los ganglios linfaticos, etc.). Sin embargo, ocurre también que en las
leucemias las células malignas pueden producir secundariamente tumores que comprimen e

invaden otros érganos.
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Una leucemia puede nacer a partir de cada una de las lineas celulares, pero las
formas més frecuentes son las que nacen a partir de una de las variedades de glébulos
blancos. Una leucemia se llama linfoide cuando se desarrolla a partir de los linfocitos, y
mieloide cuando se desarrolla a causa de los granulocitos. A estas leucemias se les llama
aguadas y son ripidamente mortales si no se las trata a tiempo. Las células son muy

diferentes a las normales.

Las leucemias crénicas se caracterizan por su evolucion mas lenta. Las células que
se acumulan en la médula 6sea y en la sangre tienen generalmente un aspecto casi normal;

solo su nimero es excesivo.

Los hematosarcomas representan una categoria intermedia. Al lado del sistema
sanguineo existe en el organismo otro sistema cuyo cometido es también el de alimentar y
eliminar los desechos celulares el sistema linfatico. El recorrido de los vasos linfaticos es
interrumpido por los ganglios linfiticos y que actian como filtros para impedir el paso de
ciertas particulas o células voluminosas. Los ganglios pueden dar lugar a canceres a partir
de sus propias células; éstos son los hematosarcomas. Se desarrollan como tumores s6lidos
y pueden invadir los tejidos de alrededor. Pueden también complicarse a leucemias si

infiltran la médula dsea.

Es imposible determinar como nace un céncer siendo las causas miltiples y los tipos
diferentes (segin el érgano en que empiezan a desarrollarse) pero parece ser que la
aparicion se hace principal y esquematicamente en dos estadios muy distintos. En un primer
estadio, una célula normal se transforma en célula cancerosa mediante una mutaci6n
favorecida por productos quimicos, virus, rayos electromagnéticos, etc.; y en un segundo

estadio, ésta prolifera, si existen ciertos factores que la favorezcan, y produce un tumor.




1.2.4.2 agentes que causan el cincer

Los rayos ultravioleta, los X y los gamma (considerados mutdgenos y carcinégenos)
lesionan el ADN de distintas maneras pero también provocan la formacion de radicales
libres en los tejidos. Los radicales resultantes: hidroxilo, superéxido y otros, pueden
interactuar con el ADN y algunas otras macromoléculas provocando alteraciones
moleculares que contribuyen, probablemente, a los efectos carcindgenos de la energia

radiante.

Tanto las moléculas organicas como inorganicas pueden ser carcindgenas, pero la
diversidad de dichos compuestos indica que no poseen una caracteristica estructural comun

que le confiera carcinogenicidad.

Los virus que causan el cancer contienen ADN y ARN como genoma y entre ellos
se pueden mencionar el Papovavirus, Adenovirus, Herpesvirus y Hepadnavirus; y

Retrovirus tipo C y B, respectivamente.

1.2.4.3 medicamentos contra el cincer

La cirugia, radioterapia y quimioterapia son las modalidades principales usadas
para tratar pacientes con cancer. El desarrollo de firmacos anticancerigenos se lleva acabo
de diferentes maneras; el problema consiste en preparar medicamentos (productos naturales
o sintéticos) que destruyan células cancerosas en forma eficaz, pero no demasiado toxicos
para células normales. En la figura 12 se muestran las estructuras quimicas de algunos

agentes quimioterapéuticos presentados en la siguiente tabla.
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Tabla 3. Algunos medicamentos usados en la quimioterapia del cancer 3

Clase de compuesto Ejemplo Para tratar

Agentes alquilantes Melfalan Mielona

Antagonistas de purina Mercaptopurina  Leucemia mielocitica aguda
Antagonistas de pirimidina  Fluorouracilo Cancer colorrectal
Antagonista de folato Metotrexato Coriocarcinoma

Antibiéticos antitumorales Doxorrubicina ~ Enfermedad de Hodgkin

Compuestos vegetales Vinblastina Sarcoma de Kaposi
Hormonas sexuales Estrogenos Cancer de prostata
Corticosteroides Prednisona Mieloma

Dado que, la divisién celular descontrolada es una caracteristica que tipifica a
numerosos tumores malignos, muchos de estos firmacos se usan debido a que inhiben la
sintesis del ADN. Por esta razon, también tienen probabilidad de lesionar tejidos normales

cuyas células se dividen en forma continua.

Un problema mayor en la quimioterapia del céncer es el desarrollo de resistencia a
los farmacos usados. Aunque en un principio, los medicamentos son eficaces, después de
un tiempo (por ejemplo, varios meses), las células tumorales desarrollan mecanismos que
los vuelven ineficaces. Se cree que esto ocurre gracias a que estas células tienen una

velocidad alta de mutacion espontanea.

La tendencia actual es de estudiar y clasificar los cianceres en diversas variedades,
seglin el organo afectado y la severidad de la evolucion. Esto permite encontrar el mejor
tratamiento posible para cada variedad: evitar tratar demasiado las formas con muy buen
prondstico e, inversamente, tratar con més intensidad las formas malignas para mejorar las

posibilidades del enfermo.?®
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Figura 12. Algunos medicamentos usados en la quimioterapia del céncer *’
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las pirido[2,3-d]pirimidinas se constituyen de dos anillos heterociclicos fusionados;
esto debe considerarse porque muchos compuestos bioquimicos (carbohidratos,
aminoacidos esenciales y vitaminas) y farmacos de origen natural (alcaloides, antibidticos,
glucdsidos, etc. ), también presentan estructura heterociclica y producen efectos

considerables sobre la actividad fisiolégica.

De hecho, son de interés considerable porque presentan diversas actividades
bioldgicas asociadas con el enlace de sus anillos. Se ha encontrado que algunos analogos de
estas piridopirimidinas actian como agentes antitumorales inhibiendo reductasas de
dihidrofolato o cinasas de tirosina; y otros, como antivirales.?® Tambien, Kajino y Meguro

en 1990 informan otros derivados como antihipertensivos.*’

Ahora bien, actualmente se sabe que la mayoria de los fArmacos son sustancias
producidas por sintesis quimica y que, para obtenerlos, muchas veces se requieren
demasiados pasos y recursos econoémicos, asi como condiciones drasticas de reaccién. Por
ello que se propone la sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas en un sistema catalitico acuoso,

bajo condiciones suaves de reaccion, en un solo paso; y ademas evaluarlos bioldgicamente.

Las técnicas para evaluar la actividad antiviral o la antihipertensiva no estin
implementadas en el laboratorio de analisis por lo que no se llevan a cabo, pero si se evalia

la actividad citotéxica, ademas de la antioxidante, por estar relacionadas entre si.

También se realiza la prueba de actividad antiinflamatoria porque las pirido[2,3-
d)pirimidinas, quimicamente, tienen heterodtomos de nitrégeno y grupos carbonilo, como
algunos antiinflamatorios no esteroides, y tienen posibilidades de ser activos. Bagley las
informa como antiinflamatorias.'> Ademés, se conoce que las células inflamatorias
activadas, generan y liberan EOR y radicales libres, que sumado a una abundante
produccién de factores quimiotdcticos pueden ser importantes en la promocién de tumores

de piel.”” Esto relaciona la actividad antiinflamatoria con la citotéxica y con la antioxidante.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

» Sintetizar y evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica de las
1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-disustituidas con etilo, propilo y

butilo

Objetivos Particulares

v" Sintetizar, utilizando un sistema catalitico acuoso de niquel y condiciones
suaves de reaccion, 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-

disustituidas

v" Evaluar si los compuestos obtenidos poseen actividad antioxidante mediante
las pruebas de reduccién del 1,1-difenil-2-picril-hidracilo e inhibicién de la

lipoperoxidacion en cerebro de rata

v Evaluar la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con
acetato del 12-o-tetradecanoilforbol en la oreja de raton, y en la inhibicién

de la produccion de 6xido nitrico en macréfagos murinos

v" Evaluar la actividad citotéxica en cinco lineas celulares cancerosas

4. HIPOTESIS

La reaccion de 6-amino-1,3-dimetiluracilo y o-alquinilcetonas, utilizando un sistema
catalitico acuoso de complejos con niquel, da como resultado la sintesis, en un solo paso, de
1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-disustituidas que pueden tener actividad

antioxidante, antiinflamatoria y citot6xica.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Diagrama de Flujo
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5.2 Sintesis de 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-disustituidas

A continuacion se presenta la manera en que se obtuvieron los compuestos de
interés y como se logré su identificacion.

e Preparacion del Sistema Catalitico"

Se burbujeé CO a 25ml de una solucion de NaOH 5N a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A dicha solucién se le agregaron 2 mmoles de Ni(CN); manteniendo
en agitacion, bajo atmésfera de CO, por 20 horas. Después se adicionaron 15 mmoles de

KCN manteniendo las mismas condiciones por 20 minutos mas.

e Sintesis de las 2,4-dioxopirido[2,3-d]pirimidinas "

A la solucidn anterior se adicionaron 10 mmoles de 6-amino-1,3-dimetiluracilo y 10
mmoles de la correspondiente at-alquinilcetona y se siguié la reaccién por cromatografia
en capa fina (CCF). Al final, se neutralizé la mezcla con HCI concentrado. El producto se
recuperd de manera convencional empleando acetato de etilo (3 x 30 mL) y se purificé por
cromatografia en columna eluyendo con una mezcla hexano:acetato de etilo (90:10). Los
productos se identificaron con base a sus propiedades fisicas, espectroscépicas y

espectrométricas.
e Identificacién de los compuestos sintetizados

La identificacion de las piridopirimidinas se lleva a cabo determinando su punto de
fusion en un Fischer Johns; tomando el espectro de masas en un equipo Jeol JMS-
AX505 HA mediante la técnica de impacto electronico; y obteniendo los espectros de
RMN de 'H y °C en un equipo Jeol Eclipse LA300 a 300 MHz, empleando CDCl;
(cloroformo deuterado). Los desplazamientos quimicos & de las sefiales se dan en ppm y la

multiplicidad se indica por las abreviaturas s, d, t, c, g, sex y m.
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5.3 Evaluacién de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se evalué mediante la prueba de reduccion del DPPH y la

de inhibicién de la lipoperoxidacién inducida con sulfato de fierro.
e Reaccion con DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidracilo)

La actividad antioxidante de los compuestos se determin6 midiendo, la reduccion del

radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidracilo espectrofotométricamente. *'>*

NO;
N

O,N : /

N

NO,

Figura 13. 1,1-difenil-2-picril-hidracilo

Se prepar6 una solucién stock de los compuestos de prueba a una concentracion de
20 mM Yy se realizaron diluciones de cada uno de los compuestos a 4, 40 y 400 mM. Se
prepar6 el DPPH a una concentracion de 133.33 mM en etanol.. Se aplicaron por triplicado
50pL de cada una de las diluciones (1, 10 y 100 uM concentracién final, respectivamente)
en una microplaca de 96 pozos y posteriormente se adicionaron 150 pL de DPPH (100uM
concentracion final) a los pozos correspondientes, colocando blancos de DPPH y etanol. La
placa se incubé a 37° C durante 30 minutos en la oscuridad y al final se determiné la
densidad optica en un lector de ELISA a 515 nm. Se utilizé a-tocoferol como control

positivo.

La densidad oOptica es inversamente proporcional a la reducciéon del DPPH y la
actividad sobre el radical libre se expresa como porcentaje de reduccién. La reaccién

caracteristica es la siguiente:
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Z + AH=ZH + A’

donde Z' representa al DPPH y AH a la sustancia donadora de un dtomo de hidrégeno.

e Lipoperoxidacién en Cerebro de Rata **?’

Esta técnica fue usada para medir la actividad antioxidante de diversos compuestos.
Se indujo, con FeSOy, la formacion de radicales libres que atacan los fosfolipidos de las
membranas celulares, a nivel de 4cidos grasos poliinsaturados, provocando la peroxidacion
lipidica y formacién de productos secundarios como el pentanal, hexanal, 4-hidroxinonenal
y malondialdehido (MDA), sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (SRATB). En la

practica, SRATB es expresado en términos de equivalentes de MDA/mg de proteina.

Se anestesid y se sacrificéd una rata de 250 g para extraerle el cerebro; éste se
homogenizd y se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm para recuperar el sobrenadante del
que se cuantificd la cantidad de proteinas por mililitro de homogenado, con base al método

desarrollado por Scopes. ** La solucién se estandarizé a 2.5 mg de proteina/mL.

Para determinar la concentracion de MDA generado por la lipoperoxidacion
inducida con FeSO,, por triplicado se colocaron 400 pL de sobrenadante ajustado en un
tubo y se le agregd 50 pL del compuesto a evaluar a 100uM y se incubaron a 37°C en
agitacién durante 30 minutos. Posteriormente se agregaron 50 uL de FeSO, 100 uM y se
volvié a incubar durante una hora; inmediatamente se agregaron 700 pL de reactivo ATB
(ATB al 1% en NaOH 0.05 N y écido tricloroacético al 30 % en proporcion 1:1), se incubd
a ebullicién por 30 minutos, se enfrié y se centrifugdé a 10 000 rpm; al sobrenadante se

mido su absorbancia a 532 nm. Se empleé BHT como control positivo.
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La densidad éptica es directamente proporcional a la cantidad de MDA inducido
con el FeSO,, e inversamente proporcional a la inhibicion de la lipoperoxidacion. La
concentracién de SRATB se calcula por interpolacién en una curva estandar de MDA. Los

resultados se reportan como porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacién.

En la siguiente figura se observa la formacién del aducto entre el ATB y el MDA.**

/ /\/\
2 | + o7 o
" Malondialdehido
OH
Acido tiobarbitirico HCIH,0
H
s N OH HO. N SH

=

| + 2H0

W W o WL

OH OH
Aducto

Figura 14. Formacion del aducto que absorbe a 532 nm

5.4 Evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria se evalué mediante la reduccion del edema en oreja de

raton y la inhibicién de la produccién de 6xido nitrico en macréfagos murinos.
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o Edema en la oreja de ratén inducido por TPA “**?

El TPA (Figura 15) es un compuesto usado para inducir inflamacién cutinea en
animales de experimentacion, ya que incrementa la produccioén de prostanoides, y con esto,
la permeabilidad vascular. Esta técnica es usada para evaluar si los compuestos sintetizados

inhiben el edema provocado por dicha sustancia.

Se anestesiaron cinco ratones machos de la cepa CD1 (25-30 g) con pentobarbital
sodico (3.5 mg/Kg, IP —intraperitonial-) y se les aplicoé 10 pL de TPA en etanol (0.25
mg/mL) y 0.1, 0.31, 1.0 y 3.1 pmoles/oreja del compuesto prueba, disueltos en 20 uL de
etanol, en la oreja derecha. En la izquierda, sélo se les aplicé TPA (10 uL) y el vehiculo
(20 pL) en el cual se disuelve el compuesto. Cuatro horas después los animales se
sacrificaron por dislocacion cervical y con la ayuda de un horadador, de 7 mm de diametro,

se tomo una muestra de ambas orejas.

El incremento del peso de la oreja derecha con respecto a la izquierda representa el

edema. Se calculd el porcentaje de inhibicion del edema.

(CH3)12CH3

Figura 15. Acetato del 12-o-tetradecanoilforbol
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e Produccién de 6xido nitrico en macréfagos activados con LPS

Muiltiples sustancias liberadas durante procesos inflamatorios, tales como IL-1, IL-
6, FNT-a y el interferon g, tienen la capacidad de aumentar la actividad de la enzima 6xido
nitrico sintasa inducible (ONSi) que se encuentra en los macréfagos, y por ende, elevar los

niveles locales de 6xido nitrico.*®

Esta prueba se realizé en macréfagos murinos, de ratones hembras de la cepa taconi,
activados con lipopolisacaridos de Escherichia coli. Se determiné la cantidad de nitritos,
como indicador de la produccién de d6xido nitrico, mediante la adicién del reactivo de
Griess, sulfanilamida N-(1-naftil)etilendiamina, (formado con sulfanilamida al 1%,
dihidrocloruro de naftiletilendiamina al 0.1 % y 4cido fosférico al 5%) al sobrenadante del
cultivo celular, convirtiendo al nitrito en un grupo azo y forméndose un croméforo que

absorbe a 515 nm. Se us6 como sustancia control la aminoguanidina.

Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicién de nitritos que indica la

capacidad, de los compuestos, de inhibir la produccién 6xido nitrico.

La respiracion celular, como indicador de viabilidad celular, se determiné mediante
el método descrito por Mosmann ¥/, adicionando MTT (bromuro del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenyl tetrazolio) al remanente de células y midiendo la absorbancia del croméforo,
que se forma al reducirse el MTT, a 570 nm. Los datos se expresan en absorbancia y un
decremento de ésta indica reduccién en la viabilidad celular; los resultados se expresan

como porcentaje de citotoxicidad.
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5.5 Evaluacion de la Actividad Citotdxica

Para determinar la actividad citotoxica, los productos se evaluaron en cinco lineas
celulares cancerosas: préostata (PC-3), colon (HCT-15), mama (MCF-7) , sistema nervioso
central (U251) y leucemia (K562). La citotoxicidad se reporta como porcentaje de
inhibicion del crecimiento de las células y se determind con las densidades dpticas de un
complejo cromoforo que absorbe a 515 nm, formado por macromoléculas (proteinas
aniénicas) de las células y un colorante aniénico llamado sulforodamina B (SRB) que se
une electrostaticamente a ellas. * Se utiliza como compuesto control el 5-fluorouracilo, que
entre las sustancias de referencia, utilizadas como citotéxicos, es de los que tienen poca

actividad. Sin embargo es utilizado en quimioterapia contra el cancer colorrectal.

Nota: Las pruebas de macrofagos y de actividad citotéxica no se describen especificamente porque se
realizaron por personal especializado del Laboratorio de Pruebas Bioldgicas del Instituto de Quimica.
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5.6 Material y Equipo

5.6.1 Sintesis quimica

¥" Vidrio y otros

Anillo metalico

Camaras de elusién

Campana de vacio

Capilares

Columna cromatografica

Cromatofolios con base de aluminio de silica gel 60 F 254
Embudo de separacion (250 mL)

Embudo de vidrio talle corto

Embudo Hirsh de porcelana

Espatulas de acero inoxidable

Frascos viales de diferentes tamarfios

Matraz bola (50, 100 y 250 mL)

Matraz bola con adaptacion para entrada de nitrégeno (100 mL)
Matraz erlenmeyer (25 mL)

Matraz kitazato (50, 100 y 250 mL)

Pipetas graduadas (1, 5 y 10 mL)

Pipetas volumétricas (1 y 5 mL)

Placa de toque de porcelana

Probetas graduadas (50, 100, 250 y 500 mL)
Soporte universal

Tubos de vidrio para RMN

Vasos de precipitados (30, 50, 100 y 250 mL)

v Sustancias

6-amino-1,3-dimetiluracilo
Acido clorhidrico (HCI)
Cianuro de niquel [Ni(CN),]
Cianuro de potasio (KCN)
Hidréxido de sodio (NaOH)
Mondxido de carbono (CO)
Silica gel para CCF

Silica gel para columna
Sulfato de sodio anhidro
a-alquinilcetonas
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v Disolventes

Acetato de etilo
Acetona

Etanol

Hexano

v" Equipo

Balanza analitica (Sartorius BL 1205)

Balanza granataria (OHAUS)

Espectrometro de masas (Jeol JMS-AX505 HA)
Espectrometro de RMN (Jeol Eclipse LA300)
Estufa (WTB-BINDER GOES ONLINE)

Fischer Johns (ESEVE)

Lampara UV 254/365 nm (Spectroline ENF-240C)
Parrilla de agitacion (Cimarec 2)

Rotaevaporador (ESEVE D402-2)

5.6.2 Evaluaciones biologicas

e & & & @ ° @& ° ° 0 ° ° @

v Vidrio y otros

Algodon

Bafio de agua

Celdas de cuarzo de lcm

Gradillas

Guantes de latex

Horadador

Jeringas de (1y 2 mL)

Microplacas de 96 pozos

Micropuntas de diferentes capacidades
Microtubos de 1.5 mL

Pipetas de polipropileno (10 y 25 mL)
Pipetas graduadas (10 mL)
Reservorios de polipropileno

Vasos de precipitados (30, 50 y 100 mL)
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Nota: Los disolventes utilizados en la sintesis fueron grado técnico y purificados por destilacion fraccionada;

v’ Sustancias

1,1-difenil-2-picril-hidracilo

Acetato del 12-o-tetradecanoilforbol
Acido clorhidrico (HCI)

Acido tiobarbitirico

Acido tricloroacético

Bifosfato acido de potasio

Bromuro del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
Buffer de fosfatos

Cloruro de potasio y cloruro de sodio
Dextrosa

Sulfato de fierro

Sulfato de magnesio

Tris [tris(hidroximetil)aminometano]

v Disolventes

Acetona
Dimetilsulféxido
Etanol

Eter

v Equipo

Agitador de placas

Balanza analitica (Sartorius BP 615)

Balanza granataria (OHAUSE)

Centrifuga clinica (Fisher Scientific Centrific Model 228)

Espectrometro UV-VIS (Shimadzu UV 160U y Spectronic Genesis 5)

Incubadora (Estufa de cultivo E-41)
Lector ELISA (EIx808)
Microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415 R)

Micropipetas Eppendorf calibradas (20, 200, 1000 y 2500 pL)

Pipetas multicanal Eppendorf

los utilizados en la parte biol6gica fueron grado analitico, excepto el éter.
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados de la Sintesis Quimica

Los compuestos obtenidos de la reaccién de a-alquinilcetonas con 6-amino-
1,3-dimetiluracilo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4. Productos de la reaccién entre a-alquinilcetonas y 6-amino-1,3-dimetiluracilo

a-alquinilcetonas y sus
sustituyentes
correspondientes

R| R2

1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin- Rendimiento

2,4-dionas-5,7-disustituidas

Me;Si Etilo

Butilo Propilo

o

s g

73%

-t
)\ | 70%
«/

65%

58%
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6.1.1 Caracteristicas fisicas, espectrométricas y espectroscopicas

La identificacién de los productos obtenidos se realiz6 con base a la comparacion de
las propiedades fisicas, espectrométricas y espectroscopicas con los informados

previamente.

A continuacién se presentan caracteristicas fisicas y espectroscopicas de los cuatro

compuestos sintetizados.

7-etil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona (I)

o
Hﬂc\ /|4|\\\ /5\\
12 N ‘ijl \\T
& Q\N/T\m/“
ng
Polvo blanco
C1iH130:N;
PM: 219 g/mol

pf: 66-67° C (etanol:hexano)
Rf: 0.326 (hexano : AcOEt, 90:10)

EM (IE, m/z): 219(M’, 1), 205 (100).Ver espectro 1
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7-propil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona (II)

o]

H4C

» \N/‘\\m/s\‘o

|1

O/Z\N/a\ﬂfr\/u\
13 15

CHy
n

Agujas pequefias ligeramente amarillas

Ci2Hi502N3

PM: 233 g/mol

pf: 86-87° C(etanol:hexano)

Rf : 0.334 (hexano : AcOEt, 90:10)

EM (IE, m/z): 233 (M, 14), 205 (100).Ver espectro 2

RMN C, & (ppm): 168.4 (C4), 161.6 (C3), 151.0 (Cs), 150.5 (Cyo), 137.5 (Cs), 118.2 (Cq),
108.2 (C5), 40.6 (C13), 29.3 (C11), 28.3 (C12), 22.3 (C14) y 13.8 (Cy5). Ver espectro 3

RMN 'H, § (ppm): 8.26 y 6.96 ( 1H, d, Hs y¢), 3.65 y 3.40 ( 3H, s, Hii y12), 2.74 ( 2H, ¢,
Hi3), 1.72 (2H, sex, Hy4) y 0.91 (3H, ¢, H;s). Ver espectro 4

41



5-butil-7-etil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona (III)

Polvo blanco

CisH2102N;

PM: 275 g/mol

pf: 50° C(etanol:hexano)

Rf: 0.548 (hexano : AcOEt, 90:10)

EM (IE, m/z): 275 (M*, 31), 246 (100). Ver espectro 5

RMN °C, & (ppm):167.2 (Cs), 161.7 (Cy), 157.8 (Co), 151.7 (Cy0), 151.5 (Cs), 119.9 (Cg),
106.7 (C7), 34.5(C3), 32.8 (Ci4), 31.4 (Cy7), 30.0 (Cy2), 28.3 (Cy1), 22.9 (Cy5), 14.1 (Cy3)
y 13.0 (C¢). Ver espectro 6

RMN 'H, 5 (ppm): 6.80 ( 1H, s, He ), 3.68 ( 3H, 5, Hyz), 3.42 ( 3H, s, Hyy ), 3.17 ( 2H, ¢,
His), 2.77 (2H, ¢, Hy7), 1.57 (2H, m, Hya), 1.43 ( 2H, sex, Hys), 1.30 ( 3H, £, Hi3) y 0.93
(3H,t, Hyg). Ver espectro 7
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5-butil-7-propil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona (IV)

HiC

12 \N/ \\10/5\\\0
O/Z\N/G\N/?\ﬂ/m\

CHs
1"

Agujas blancas muy finas
CiH2302N;3

PM: 289 g/mol

pf: 62° C(etanol:hexano)

Rf: 0.583 (hexano : AcOEt, 90:10)
EM (IE, m/z): 289 (M.*, 29), 260 (100). Ver espectro 8

RMN *C, & (ppm):164.7 (Cs), 161.8 (C,), 156.2 (Co), 151.7 (C0), 150.2 (Cs), 118.6 (Cg),
108.2 (C7), 29.36 (Cy3), 28.41 (C)2) y 25.22 (Cy3). Ver espectro 9

RMN 'H, & (ppm): 6.77 ( 1H, 5, Hg ), 3.69 ( 3H, s, Hy2), 3.42 ( 3H, 5, Hyy ), 3.15 (2H, ¢,
His), 2.69 ( 2H, ¢, Hy7), 1.73 ( 2H, sex, Hyg ), 1.54 ( 2H, m, Hi4 ), 1.40 ( 2H, sex, Hys ) y
0.93 (3H, ¢, Higy19). Ver espectro 10
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6.2 Resultados de Actividad Antioxidante

Se realizaron dos pruebas para determinar la actividad antioxidante de los
compuestos sintetizados; cada una se realizé por triplicado y en la tabla 5 se muestran los

datos que representan el promedio.

Tabla 5. Resultados de las pruebas de actividad antioxidante

Pirimidina Pruebas de actividad antioxidante
% de Reduccion del DPPH Lipoperoxidacién*
1pM 10 M 100uM 100puM
I 5.98 £0.0033  1.384£0.0041  1.69+0.0006  9.07 +0.013
II 0.27 £0.0003 0.16£0.0017  2.07+0.0015  19.90+0.327
I 0.16 £0.0018 -1.15£0.0082  5.41+0.0048 4,72 +£0.049
v -3.28 £0.0019  -2.73+£0.0015 1.26+0.0025  10.83+0.210

* Los datos indican el porcentaje de inhibicién de la lipoperoxidacion
Los datos representan el promedio de tres repeticiones #+ el error estandar de la media (ES)

El a-tocoferol es un antioxidante muy conocido, pero su actividad es mas baja, en
comparacién con otros antioxidantes — como el NDGA- , por lo que en la prueba de DPPH
se usé como referencia de actividad minima para compararlo con las piridopirimidinas. (ver

tabla 6 y figura 16)
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% de reduccion del DPPH

Tabla 6. Reduccién del DPPH por el a-tocoferol (%)
Concentracién (uM) % de Reduccién del DPPH
a-tocoferol

3.16 9.931 +5.675

5.62 11.296 +1.492*
10.00 20.008 +0.582 *
17.78 29.702 +1.343 *
31.62 52.317+2632*
56.23 81.509 +6.293 *
100 92.234 +0.946 *

Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes £ ES.
* Grupos significativos, p< 0.01 comparado contra el grupo control
mediante un analisis de ANDEVA seguida de una prueba de t-Dunnet

100 -

o /

60

40

204 Clsp (promedio + ES)
28.40 +-2.62 M
p< 0.01 prueba de t-Dunnet

0 T T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100
Concentracion del a-tocoferol (uM)

Figura 16. Reduccion del DPPH por el a-tocoferol

Para la prueba de lipoperoxidacion se uso BHT como sustancia de control y en la
tabla 7 se muestra una curva a diferentes concentraciones para determinar su concentracion
inhibitoria al 50% (Clso) (Figura 17) y compararla con la actividad que presentaron las

piridopirimidinas.
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Tabla 7. Inhibicién de la lipoperoxidacién por BHT

Concentracion % de Inhibicién de la
de BHT (uM) lipoperoxidacién
3.16 0.45
422 0.98
5.62 451 %275
7.50 8.16 £2.04
10.0 2398 +1.18*
13.34 5499+178 *
17.78 82.15+641*
23.71 90.27 +725*
31.62 91.56+1.93*

Los datos representan el promedio de 4 experimentos independientes + ES
# p<0.05 comparado contra el grupo control mediante un analisis de
ANDEVA seguida de una prueba de t-Dunnet

S 100

.g - .

b e

X 80-

o

o

o

g 60

©

I 40+

c

0

2 204

2 Clsp (promedio + ES)

€ 12.86 + 0.64 uM

k' 0+ : p= 0.05 prueba de t-Dunnet

ES L v L 5 . ' LA F— T Y 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion de BHT (uM)

Figura 17. Inhibicion de la lipoperoxidacién por el BHT
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6.3 Resultados de Actividad Antiinflamatoria

En la tabla 8 se muestra el cernimiento al que se sometieron los compuestos
sintetizados para determinar , a 1 pmol/oreja, que porcentaje de inhibicién del edema

presentaban y asi decidir realizar una curva a diferentes concentraciones para determinar la
Clsp .

Tabla 8. Inhibicion del edema inducido por TPA
Pirimidina Edema en mg (promedio) % de Inhibicién del edema

(1pmol/oreja)

I 3.80 74.87
I 1.98 86.94
I 9.98 34.03
v 14.45 21.57

Los datos representan el promedio; n= 4 ratones

aLos resultados se sometieron a un analisis de ANDEVA seguida de una prueba de t-Dunnet

para determinar la diferencia significativa con respecto al control, p <0.05 . Todos son
significativos

Segtin la tabla anterior, el II y el I resultaron tener una actividad considerable con un
umol de compuesto/oreja, por lo que se realizaron las curvas con diferentes cantidades por
arriba y por debajo de un pmol para poder determinar la Clso de cada producto. La tabla 9 y

10 muestra las curvas dosis-respuesta del compuesto II y del compuesto I, respectivamente.

Tabla 9. Inhibicién (dosis-respuesta) del edema por el compuesto I

Concentracion Edema en mg (promedio) % de Inhibicion del edema
(umoles/ oreja)

0.10 11.60 14.23

0.31 12.83 5.18

1.00* 8.75 35.30

1.00 12.48 20.03

3.10 4.73 65.06*

Los datos representan el promedio de 4 ratones. Los resultados se sometieron a un anélisis de
ANDEVA seguida de una prueba de t-Dunnet para aislar los grupos significativos.

4 Se considera como diferencia significativa con respecto al control, p <0.05

* Se presentan dos valores de 1 umol/ oreja porque se realizaron dos veces.
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Tabla 10. Inhibicién (dosis-respuesta) del edema por el compuesto II

Concentracion Edema en mg (promedio) % de Inhibicion del edema
(umoles/ oreja)

0.18 11.38 13.83

0.32 6.63 49.81

0.56 7.58 42.61

1.00* 8.43 36.17

1.00 9.53 38.89*

Los datos representan el promedio de 4 ratones. Los resultados se sometieron a un analisis de
ANDEVA seguida de una prueba de t-Dunnet para aislar los grupos significativos.

4 Se consideran como diferencia significativa con respecto al control, p < 0.05

* Se presentan dos valores de 1 pmol/ oreja porque se realizaron dos veces.

Para complementar la prueba de actividad antiinflamatoria, ademas del modelo del
edema inducido con TPA, se evalud la capacidad de los compuestos para inhibir la

produccién de 6xido nitrico en macréfagos murinos. Esto se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de inhibicion de la produccion de nitritos, y de
crecimiento de macr6fagos murinos

Pirimidina [NO;] % Inhibicién de NO, * % Inhibicién de

crecimiento
I 36.88 54.49 <10
I 3452 50.33 <10
I 19.78  95.63 93.83
v 20.08 92.55 88.37

Los datos representan el promedio de 3 experimentos independientes
* La concentracion para la prueba en macréfagos murinos fue a 100 uM
#El porcentaje de inhibicion de la produccion de nitritos esta dado con base al
miéximo porcentaje de inhibicion que produce la aminoguanidina (33.84 % * 3.5, p< 0.05)
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6.4 Resultados de Actividad Citotéxica

En la tabla 12 se muestra la actividad citotdxica, representada en porcentaje de
inhibicién del crecimiento, de los cuatros compuestos en estudio. Se utilizé como

compuesto control el 5-fluorouracilo.

Tabla 12. Porcentaje de inhibicién del crecimiento en cinco lineas celulares cancerosas y
en células normales

Piridopirimidina Linea celular
a 50pM
U251 PC-3 HCT-15 MCF-7 K562 Linfocitos
SNC Prostata  Colon Mama  Leucemia Normales
I 14.24+0.5 23.97+04 1.89:06 9.42+39 24.40+23 -7.24
II 19.11£1.7 21.24+16 7.35:0.1 15.04x1.0 22.11+0.9 16.19
111 25.84+25 27.18x1.1 30.60+09 56.99:1.3 82.15+1.2 48.39
v 48.46x2.0 30.56+3.2 25.36+1.2 39.34x0.5 85.97+0.5 62.28

S5-fluorouracilo 40.61+2.1 28.62+2.5 68.70+1.8 62.58+6.4 63.96+3.0 ND

Los resultados indican el promedio de tres experimentos independientes + ES; excepto en los linfocitos
normales ya que los datos representan el promedio de tres repeticiones.
ND: no determinado
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

La utilizacién de un sistema acuoso, asi como las condiciones suaves de reaccién
de presion atmosférica y temperatura ambiente, hizo mas facil la sintesis, extraccion del

medio de reaccion y purificacién de las 1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-dionas.

Los resultados mostrados anteriormente dan a conocer que se obtuvieron dos
piridopirimidinas sustituidas en la posicion cinco y siete, cuando se utilizé una a-

alquinilcetona con sustituyentes alquilo.

Sin embargo, cuando se utilizaron a-alquinilcetonas que tienen un sustituyente
alquilo y un trimetilsilil, se obtuvieron dos piridopiriminas con solo un sustituyente en la
posicion siete ya que, se supone, el trimetilsilil se hidrolizé y no genera un sustituyente en

la posicién cinco.

El mecanismo que se propone para este tipo de sintesis comprende, en un primer
paso, una adiciéon de Michael de la especie anidnica de Ni % (1) sobre el triple enlace de la
a-alquinilcetona (2) que causa la activacion del doble enlace conjugado que, a su vez, es
atacado por el grupo enamina (4) por una secuencia de adicion-eliminacion, regenerando el
catalizador y generando una cetoamina. Finalmente hay un ataque al carbonilo (6) del
grupo animo de la enamina, seguido de una deshidratacién y aromatizacién del anillo (8).
(Figura 18)

Cabe sefialar que los rendimientos obtenidos y el tiempo en que se sintetizaron los
compuestos (veinte minutos), se deben al catalizador utilizado y a la perfecta disolucién
del 6-amino-1,3-dimetiluracilo antes de agregarle la correspondiente c-alquinilcetona, ya

que si no se lleva a cabo, no reacciona todo el reactivo y se reducen los rendimientos.




Figura 18. Mecanismo de reaccion para la sintesis de las pirido[2,3-d]pirimidinas

La pureza de los compuestos se verific, de la manera mas simple, por CCF en las
que, para cada producto, aparece solo una mancha al revelar al UV a 254nm. Para
identificar cada uno de los compuestos sintetizados primero se analiz6 el espectro de masas
el cual indicé el peso molecular de cada uno de los productos mediante la asignacion del

i6n molecular.
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La identificacién, con respecto a los espectros d¢ RMN de 'H, se determind
facilmente al detectar, en cada compuesto, dos sefiales simples en 3.6 y 3.4 que integran
para tres protones, cada una, y que se asignan a los carbonos de grupo metilo unidos a los
nitrogenos N y N;. Ademés de una sefial simple que es asignada al hidrégeno unido a Ce
entre 6.7 y 6.8 ppm, para los compuestos 5,7-sustituidos; y una doble en 7.11 para los que

solo tienen sustituyente en Cs.

Los espectros d¢ RMN C son muy parecidos entre si por lo que hay sefiales
caracteristicas que se buscaron para poder identificar los compuestos. A campo bajo, entre
161 y168 ppm aparecen sefiales que corresponden a los carbonos de grupos carbonilo que
se encuentran en la posicion dos y cuatro. Otras sefiales caracteristicas son las que
corresponden a los grupos metilo que estan unidos a los nitrogenos N; y N3 y que aparecen

entre 28 y 30 ppm.

Coy Cio, que son los que unen a los dos anillos, aparecen en campo bajo, después de
los carbonilos, en 157 y 151 ppm, respectivamente. Otro carbono importante, que esta
afectado por los sustituyentes de Cs y Cs, es el Cg y aparece en 118 ppm. Los carbonos de

los grupos alquilo aparecen desplazados a campos mas altos.

Respecto a las pruebas de actividad bioldgica, se presenta la estructura base de las
pirido[2,3-d]pirimidinas con sus correspondientes sustituyentes para observar como cambia

la actividad con el cambio de éstos. (Figura 19)

Compuesto R; R

I H Et
Il H Pr
Il Bu Et
v Bu Pr

Figura 19. Estructura base de las pirido[2,3-d]pirimidinas
Yy sus sustituyentes
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Ninguno de los cuatro compuestos resultd tener actividad antioxidante considerable,

de acuerdo a los compuestos que se utilizaron como control positivo.

En la prueba quimica de reduccién del DPPH, se utilizé como referencia el o-
tocoferol que, segin la curva dosis-respuesta, tiene una Clsp de 28.40 pM En los
compuestos (I y II) que tienen un hidrégeno, en vez de otro sustituyente, en la posicién
cinco, es mas activo el que tiene un grupo propilo en la posicion siete, que el que tiene un
etilo. En los compuestos III y IV, que tienen un sustituyente butilo en la posicion cinco,
resulté con mayor actividad el que tienen un grupo etilo en la posicion siete; por lo que los
compuestos II y III resultaron ser los mas activos, aunque no mas que el c-tocoferol ya que
éste a 100 pM reduce al DPPH en un 92.23% y los compuestos, a la misma concentracién,

no lo reducen ni el 10% .

Esto revela que el tener un propilo o un etilo en la posicién siete no va a aumentar o
disminuir la actividad (como también los indican los compuestos I y IV) pero si mejora

cuando hay un sustituyente, como el butilo, el la posicién cinco.

En lipoperoxidacion, los compuestos que tienen un grupo propilo en la posicion
siete (Il y IV) fueron los mas activos, aunque no mas que el BHT pues éste tiene una Clsp
de 12.86 uM y la actividad de las pirido[2,3-d]pirimidinas fue menor al 20% a 100 uM.
Resulta interesante que los compuestos con cadenas alifiticas de mas carbonos fueran los
mas activos; posiblemente esta caracteristica les da cierto caracter lipofilico para interactuar
con la membrana celular y tener un poco mds de actividad en el medio biolégico que en el

quimico.

Con estos resultados se comprueba que los compuestos pueden actuar de diferente
manera en un medio quimico y en uno bioldgico. Ademas, no se les puede considerar

antioxidantes potenciales.




- ]
En la actividad antiinflamatoria, al realizar un cernimiento a un pumol/oreja,
resultaron ser mas activos los compuestos I y II, que tienen un hidrégeno en la posicion

cinco. Los compuestos II y IV también tienen actividad pero menor al 35%.

Los compuestos con actividad mayor al 50% son los que poseen un grupo propilo o
etilo en la posicién siete pero que en la cinco carecen de un sustituyente, por lo que se
procedio a realizar una curva dosis-respuesta para determinar su Clso. El problema se dio
cuando ya no se reprodujeron los resultados a la concentracién en que se realizé el
cernimiento (como se muestra en las tablas 10 y 11); la actividad disminuye mas de la

mitad por lo que no se pudo calcular la Clsp y, ademas, solo un dato fue significativo.

Es posible que esto ocurrié por una descomposicion de los compuestos, pues las
curvas se hicieron tiempo después del cernimiento; sin embargo, no se hicieron

experimentos adicionales para comprobarlo.

En la prueba de inhibicién de la produccion de oxido nitrico, III y IV inhiben en
mas del 90% la produccion de nitritos pero inhiben el crecimiento de la células en un 93.83
% y en 88.37 %, respectivamente, por lo que no se puede decir que inhiben la produccién
NO ya que matan a las células y es por ello que disminuye la cantidad de NO, pues no hay

suficientes células que lo produzcan.

Sin embargo, I y II, aunque inhiben la produccién del NO en un 50%, si permiten el
crecimiento de las células por lo que se dice que son compuestos activos directamente en la
inhibicién, a una concentracion de 100 pM. Esto indica que la actividad puede estar
relacionada a una accion en la ONSi. Pero también a la sintesis de prostaglandinas por su

actividad en la inhibicién del edema por TPA. ¥

Se deja para estudios posteriores, realizar las curvas dosis-respuesta a
concentraciones por arriba y por debajo de 100 uM para determinar la Clso; aunque hay que

considerarlo ya que a mayor concentracién los compuestos pueden ser mas citotdxicos.
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En las pruebas de citotoxicidad, los cuatro compuestos resultaron citotéxicos para
las células cancerosas. Los compuestos I y II reflejaron ser poco citotdxicos para todas las
lineas celulares, en comparacién con el 5-fluorouracilo; pero aunque no alcanzaron ni el
50% de inhibicién del crecimiento, el I no afect6 a los linfocitos normales permitiendo su

crecimiento en un 7%.

Los compuestos Il y IV resultaron mas citotoxicos en todas la lineas celulares,
incluso, en la linea K562 fueron mas citotéxicos que el 5-fluorouracilo, aunque no de una
manera selectiva ya que también fueron toxicos para las células normales. Esto indica, si
observamos la figura 19, que al tener sustituida la posicidn cinco y siete, en especial la
primera con un grupo butilo, la actividad aumenta considerablemente que al tener solo
sustituida la siete. Esto es, la citotoxicidad diminuye cuando en la posicién cinco se cambia

un butilo por un hidrégeno.

En general, todos compuestos resultaron ser menos activos que el 5-fluorouracilo,

excepto el Il y el IV en la linea de células de leucemia.

A todo lo anterior, los compuestos I y II reflejaron ser los mas interesantes por no
ser tan citotoxicos, tener cierta actividad antioxidante y, ademas, poseer actividad
antiinflamatoria, via inhibicion de citocinas, (que son activadas en la respuesta inflamatoria

e inducen la produccion de NO)
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8. CONCLUSIONES

Se logré la sintesis de dos 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-5,7-
disustituidas y dos 1,3-dimetilpirido[2,3-d]pirimidin-2,4-dionas-7-sustituidas  que

presentaron actividad biolégica interesante.

La 7-propil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona y la 7-etil-1,3-dimetil
pirido[2,3-d]-pirimidin-2,4-diona resultaron tener actividad antiinflamatoria, segin la
prueba con TPA y la de inhibicién del éxido nitrico. Ademas, la segunda, resulté ser
citotoxica para células cancerosas, pero no para la células normales lo que puede dar
indicios de una molécula importante para desarrollar, en un futuro, otras moléculas con

posibilidad de transformarse en farmacos.

La 5-butil-7-propil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-pirimidin- 2,4-diona tiene actividad
antioxidante e inflamatoria ligera, al igual que la 5-butil-7-etil-1,3-dimetilpirido[2,3-d]-
pirimidin-2,4-diona; sin embargo, pueden ser modificadas sus estructuras quimicas para
mejora y/o elevar dicha actividad. Ademds, tienen actividad importante en células

leucémicas.

Aunque no fue a muy buenas concentraciones, las cuatros pirido[2,3-d]pirimidinas

tuvieron actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica.
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