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1. Introduccidon

1. Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en México, se le considera un
problema de salud publica grave. Para las mujeres mexicanas, el cancer de mama es la
principal causa de muerte, ya que cada afio mueren mas de 3500 pacientes. Por otra
parte, el cancer de pulmén es la principal causa de muerte por este tipo de enfermedad

entre la poblacién masculina mexicana.

El problema con el cancer, ademas de su alta incidencia, es que en varias ocasiones su
tratamiento no resulta exitoso. Actualmente se disponen de la quimioterapia, radiacion,
cirugia, y en el caso del cancer de mama también se cuenta con terapia hormonal, para

tratar de erradicar esta enfermedad.

En la quimioterapia actualmente se cuentan con un gran numero de antineoplasicos,
pero no hay moléculas capaces de presentar selectividad a células neoplasicas, por

ende, provocan efectos adversos en los pacientes y muerte de células sanas.

Para que una molécula sea selectiva, debe interaccionar con macromoléculas dianas
(receptores) de alta presencia en concentracion o funcion, dentro de las células
tumorales. Para este trabajo de tesis, se selecciono a la dihidrofolato reductasa (DHFR)
como diana, por su sobreexpresion en algunos tumores. Uno de los inhibidores de la
DHFR es la 2,4,6-triaminquinazolina (TAQ). Sin embargo, es muy inestable porque se

oxida en su totalidad, a temperatura ambiente en menos de dos horas.

Con la intencion de rebasar este problema, se decidid sintetizar derivados de TAQ
colocando diversos sustituyentes en los grupos aminos de las posiciones 2 y 6 del nucleo

de quinazolina. Posteriormente, se explord su actividad citotoxica en células tumorales.

En este trabajo de tesis se presenta: la sintesis de varios derivados de quinazolina y su
evaluacion bioldégica en lineas celulares tumorales humanas. Resulta fundamental la
exploracion de los compuestos sintetizados, porque se tiene la intencion de contribuir al

conocimiento de los requerimientos estructurales necesarios con relacion a la actividad
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citotoxica mostrada, tal y como se ha visto en trabajos de otros comparieros del

laboratorio, los cuales han contribuido con sus valiosas aportaciones
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2. Antecedentes

Este apartado presenta la informacion documental que da lugar al planteamiento
del problema y sustenta la hipotesis expuesta en este trabajo de tesis. La primera
parte aborda los aspectos generales del cancer. La segunda parte incluye los
conocimientos de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) como diana
terapéutica en la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos. La tercera
presenta algunas de las consideraciones sobre las estrategias empleadas en el

disefio de las moléculas sintetizadas.

2.1 Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por un incontrolado
crecimiento y propagaciéon de células anormales que pueden llevar a la muerte.
Este término es utilizado para identificar una afeccion clinica de caracter maligno

que afecta a un paciente. (American Cancer Society, 2011)

El cancer puede empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano, el cual esta
formado de trillones de células. Normalmente, las células humanas crecen y se
dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando
las células normales envejecen, o se dafan, mueren, y células nuevas las

remplazan.

Sin embargo, en el cancer, este proceso ordenado se descontrola. A medida que
las células se hacen mas y mas anormales, las células viejas o dafadas
sobreviven cuando deberian morir, y células nuevas se forman cuando no son
necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin interrupcion y pueden

formar masas que se llaman tumores. (Instituto Nacional del Cancer, 2015)

Las siguientes cuatro caracteristicas describen como se comportan las células
cancerosas, en comparacion a las células normales. (Isselbache, J; Kurt, G;
Harrison’s, 1998)

1. Clonalidad: en la mayoria de los casos, el cancer se origina de una sola

célula que prolifera en copias de células malignas.
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2. Autonomia: el crecimiento no es regulado correctamente por las

influencias bioquimicas y fisicas normales en el ambiente.
3. Anaplasia: diferenciacion celular.

4. Metastasis: las células cancerosas desarrollan la capacidad para crecer

de forma descontrolada y para difundir a otras partes del cuerpo.

El cancer es una enfermedad genética, lo que indica que es provocada por
cambios en los genes que controlan la forma cémo funcionan las células,
especialmente la forma como crecen y se dividen. En el desarrollo del cancer
van a estar implicados factores ambientales (tabaco, organismos infecciosos,
agentes quimicos y radiacion) y factores genéticos (mutaciones heredadas de
los progenitores y mutaciones que se producen a partir del metabolismo de
xenobioticos). Estos factores causales pueden actuar juntos o en secuencia para

iniciar o promover la carcinogénesis. (Figura 1) (Irigaray, y otros, 2007)
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Figura 1. Factores implicados en el desarrollo del cancer
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La carcinogénesis es el término utilizado para denominar al proceso en el cual
las células normales se transforman en cancerigenas, es decir, adquieren la
capacidad de multiplicarse descontroladamente e invadir tejidos y 6rganos.
(Hans-Olov, 2002)

En el modelo de carcinogénesis en la piel de raton (Oliveira, P.A, 2007) se han
logrado identificar los siguientes estadios:
1. Iniciacion: se da con la induccion de mutacion en el ADN de una célula
somatica, produciéndose un cambio genético irreversible.
2. Promocion: se estimula la expansion tumoral del clon mutado,
aumentando asi la proliferacion celular.
3. Progresion: en este estadio se produce la acumulacion de mutaciones y

se genera el fenotipo maligno o invasivo.

2.1.1 Metastasis

El cancer es capaz de propagarse por el cuerpo principalmente por la via de la
metastasis. La metastasis se da cuando las células abandonan el tumor primario
para diseminarse por el organismo y formar un tumor en un lugar

anatémicamente distante. (Brooks, Lomax- Brownie, Carter, Kinch, & Hall, 2010)

En el proceso de metastasis las células cancerosas se separan del sitio donde
se formaron inicialmente (cancer primario), se desplazan por medio del sistema
vascular o linfatico, y forman nuevos tumores (tumores metastasicos) en otras
partes del cuerpo. El tumor metastasico es el mismo tipo de cancer que el tumor
primario.
Para que una célula cancerosa se establezca en otro tejido debe pasar por los
siguientes pasos:
% Paro y extravasacion: las células de cancer se detienen o dejan de
moverse en vasos sanguineos pequenos, llamados capilares, en
un sitio distante. Después invaden las paredes de los capilares y
emigran a los tejidos del rededor.
« Proliferacién: las células de cancer se multiplican en un lugar

distante para formar tumores pequenos llamados micrometastasis.
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% Angiogénesis: la micrometastasis estimula la formacién de nuevos
vasos sanguineos para conseguir un suministro de sangre, el cual
es necesario para obtener el oxigeno y los nutrientes necesarios

para el crecimiento continuo del tumor.

Es importante mencionar que no todas las células cancerosas, por si mismas,
tienen la capacidad para producir metastasis, y no todas las que llegan a otras
partes del cuerpo forman un tumor metastatico. Las células del cancer
metastatico pueden mantenerse en estado de latencia por tiempo indefinido.
(Instituto Nacional del Cancer, 2015)

Los canceres que mas producen metastasis son los mas frecuentes, como el
cancer de mama, el cancer de pulmon y el cancer colorrectal. La formacion de
metastasis es la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes con
cancer. El 98% de las muertes por canceres no detectados, son debidas a la
metastasis. ( Duffy, M.J; Gowan, P.M; Gallagher, W.M, 2008)

2.1.2 Tipos de cancer

Los tipos de cancer generalmente reciben el nombre de los érganos en donde
se forman. Por ejemplo, el cancer de cerebro empieza en las células de cerebro.
Los canceres pueden también describirse segun el tipo de célula que los forma
como célula epitelial o célula escamosa. (Instituto Nacional del Cancer, 2015)

Los canceres también suelen nombrarse dependiendo el tejido en el que
aparecen. Por ejemplo, el término carcinoma se refiere a tumores en el tejido
epitelial como membranas mucosas y glandulas (cancer de mama, ovario y
pulmén); este tipo de cancer es el mas comun. El término sarcoma describe a
los canceres que se forman en el hueso y en los tejidos blandos, incluso en
musculos, tejido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y en tejido fibroso
(como tendones y ligamentos). Los canceres que empiezan en los tejidos que
forman la sangre en la médula 6sea se llaman leucemias y se presentan debido
a la acumulacién en la sangre de glébulos blancos anormales (células
leucémicas y blastocitos leucémicos). El linfoma es un cancer que empieza en
los linfocitos (células T o células B). El mieloma multiple es cancer que empieza

en la célula plasmatica (células inmunitarias). EI melanoma es cancer que
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empieza en las células que se convierten en melanocitos, los cuales son células

especializadas en producir melanina. (Méndez, 2012)

2.1.3 Importancia del cancer en el mundo

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo y se ha definido como la enfermedad del siglo XXI. En 2012 hubo unos
14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas con el
cancer. En ese mismo afno los canceres diagnosticados con mas frecuencia en
el hombre fueron los de pulmdn, prostata, colon y recto, estdmago e higado. En
la mujer fueron los de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estdmago.
Se prevé que el numero de nuevos casos, de personas con cancer, aumente en
aproximadamente un 70% en los proximos 20 afios. En la Figura 2 se puede
apreciar que el cancer es la primera causa de muerte desde 2005 y como se
estima su evolucion hasta 2030. (OMS, 2014)
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Figura 2. Evolucion en el tiempo de enfermedades crénicas, no transmisibles y traumatismos.

2.1.4 Importancia del cancer en México

En México se esta presentando una disminucion en la incidencia de las

enfermedades infecciosas y un aumento en las enfermedades cronico-
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degenerativas. Entre estas ultimas, el cancer ocupa el tercer lugar, sélo por
debajo de diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares. (Meneses, 2012)
En México, entre el afio 1922 y el aifio 2001, la proporcion de muertes por cancer
paso de 0.60% a 13.1% de la poblacion. En el 2002 existieron 110,094 casos de
cancer, de los cuales el 34.9% se presentaron en hombres y el 65.1% en
mujeres, reflejando también que a mayor edad aumenta la incidencia de casos.
(Secretaria de salud, 2011)

2.1.4.1 Morbilidad

La morbilidad es aquel término que se utiliza para relacionar el numero de
personas que enferman (en este caso de cancer) en un lugar y tiempo
determinados en relacién con el total de la poblacién. La morbilidad hospitalaria
permite observar el niumero de egresos de un hospital clasificados de acuerdo
con la principal afeccion.

Durante el 2010, el total de egresos hospitalarios por tumores fue de 56%
debidos a tumores malignos; para el caso de la poblacion infantil y joven
(menores de 20 anos), la proporciéon de egresos hospitalarios por tumores
malignos en relacion con los tumores en general es mas alta que en la poblacion
adulta (71.8% y 53.4%, respectivamente). (Estadisticas INEGI, 2010)

Los principales tumores malignos que afectaron a la poblacién femenina adulta
(de 20 afios en adelante) que fue hospitalizada por este diagndstico son el cancer
de mama (24.3%), el cervicouterino (9.7%) y el de colon (3.2 por ciento), en los
varones adultos se concentran en cancer de prostata (7.9%), bronquios y pulmén
(4.9%) y colon (4.6 %). (Fig. 3)
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Figura 3. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion de 20 afios en adelante, por
principales tumores malignos segun sexo. Fuente: SSA (2011), Base de egresos hospitalarios
2010. Proceso INEGI.

2.1.4.2 Mortalidad

En México durante el 2011, del total de defunciones en el pais, 12.9% fueron por
algun tumor y de éstos, 93.6% se debieron a neoplasias malignas. Entre los
jévenes menores de 20 afios, se observa que 5.3% fallecieron por algun tumor,
ya sea maligno o benigno, de los cuales 86.3% fueron cancerosos.

En 2011, entre los principales tumores malignos por los que fallecié la poblacion
de 20 afios en adelante, se observaron diferencias significativas entre hombres
y mujeres. Las mujeres mueren por cancer de mama (13.8%), por cervicouterino
(10.4%) y de estomago (7%). En tanto que los hombres fallecen por cancer de
prostata (16.9%), de bronquios y pulmén (12.8%) y de estémago (8.6%). (Fig. 4)
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Figura 4. Porcentaje de defunciones en poblacién de 20 afios en adelante, por principales
tumores malignos segun sexo. Fuente: INEGI (2012). Estadisticas de Mortalidad. Cubos

dinamicos. Proceso6 INEGI.

2.1.5 Tratamiento

En la actualidad existen diversos tratamientos contra el cancer. El tratamiento
que se utiliza depende del tipo de cancer que se tenga y de qué tan avanzado
se encuentre éste, asi como del estado fisico del paciente. Las principales
modalidades de tratamiento son: cirugia, radioterapia y quimioterapia. También
pueden administrarse otro tipo de terapias especificas para algunos tumores
como la hormonoterapia, la inmunoterapia, el tratamiento con laser, entre otros.
(Rosenthal, S.A, 2009)

2.1.5.1 Cirugia

La cirugia es la extirpacion del tumor y del tejido circundante durante una
operacion. Se sabe que la cirugia es el tratamiento mas antiguo usado contra el
cancery, en la actualidad, sigue siendo un tratamiento eficaz para muchos tipos
de cancer.

La cirugia se usa con frecuencia para extirpar todo el tejido canceroso o parte de
este después del diagndstico. También se emplea en estadios pre-cancerosos,
eliminando lesiones que con el tiempo puede convertirse en malignas. Sirve
también para averiguar donde se encuentra el cancer, si se ha diseminado y si
esta afectando la funcién de otros érganos del cuerpo. (Amerycan Society of
clinical Oncology (ASCO), 2014)
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La cirugia es la primera y mas importante arma diagnostica y terapéutica en el
manejo del cancer. Alrededor de un 70% de todos los tumores malignos
requieren algun tipo de intervencion quirurgica, alcanzando un mayor numero de
curaciones que con cualquier otra de las armas terapéuticas disponibles. (Diaz,
E; Garcia J, 2000)

A pesar de que la cirugia es una buena herramienta contra el cancer tiene
aspectos en su contra como: los efectos secundarios, los cuales varian de una
persona a otra segun el tipo y la ubicacién del cancer, el tipo de cirugia y la salud
general de la persona; también se ha demostrado que la cirugia es util en
algunos tipos de cancer (piel, colon, mama) pero en otros tipos de cancer
(pulmonar, esofagico) la tasa de curacion sigue siendo muy baja, por lo que debe

optarse por otros tratamientos. (William, J; Kolb, D, 1999)

2.1.5.2 Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento contra el cancer, en el cual se emplean rayos
x de alta potencia (radiacidon) para destruir células cancerosas y reducir
tumores. La radiacidn es energia que se transmite mediante ondas o mediante
una corriente de particulas. Funciona al danar los genes (DNA) en las células.
Los genes controlan la manera en que las células crecen y se dividen. Cuando
la radiacion dana los genes de las células cancerosas, estas ya no pueden crecer
y dividirse. Con el tiempo (dias, meses) las células mueren y siguen muriendo
semanas o meses después de terminar la radioterapia. (Amerycan Society of
clinical Oncology (ASCO), 2014)

Existen dos tipos de radioterapia: en uno se apunta la radiacion directamente al
tumor desde fuera del cuerpo (radiacion externa) y en el otro la radiacion se
coloca dentro del cuerpo (radiacién interna). En este ultimo se puede utilizar el
método en el que se colocan semillas radiactivas dentro o cerca del tumor
(braquiterapia); o el método de radiacion liquida por via intravenosa, en el cual
se bebe o se traga la radiacion, empleada para buscar y destruir las células
cancerosas.

La radioterapia puede utilizarse para casi cualquier tipo de cancer, es decir es
muy efectiva, pero puede presentar algunos inconvenientes, ya que puede dafiar
o destruir las células sanas. La destruccion de estas células puede conducir a

efectos secundarios: cansancio, problemas en la piel, pérdida de cabello, falta
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de apetito entre otros. La radioterapia puede ser cara. Usa maquinas complejas
e implica los servicios de muchos proveedores médicos. (Zemen, E.M; Schreiber,
E.C; Tepper J.E, 2013)

2.1.5.3 Quimioterapia

Se denomina quimioterapia al tratamiento contra el cancer que emplea agentes
quimicos. Estos agentes incluyen una gran variedad de farmacos (agentes
quimicos citotoxicos) capaces de destruir las células cancerigenas que
componen el tumor. (Klimes,D; Kubasek, M; Smid, R; Dusek, L, 2009)
La quimioterapia ha adquirido un creciente interés e importancia en los ultimos
afios debido a que es uno de los tratamientos mas comunes y efectivos.
(Khadraoui, S; Harrou, F; Nounou, N.H; Nounou, M.N; Datta, A; Battacharyya,
S.P, 2016)
Actualmente, se utilizan 20 y 30 compuestos quimioterapéuticos en el
tratamiento del cancer. Este tratamiento se administra en forma de ciclos vy,
dependiendo del tipo de cancer, y de los farmacos que se vayan a emplear, la
quimioterapia puede administrarse por via oral o intravenosa. (Bellmunt, J; Albiol,
S; Suarez, C; Albanell, J, 2009)
Los farmacos mas recientes utilizados en la quimioterapia se conocen como
farmacos dirigidos, debido a que danan las células cancerosas bloqueando los
genes o las proteinas que se encuentran en su interior. Estos farmacos suelen
causar diferentes efectos secundarios, pero por lo general dafian menos a las
células sanas en comparacion con otros tratamientos. (Amerycan Society of
clinical Oncology (ASCO), 2014)
Los farmacos quimioterapéuticos que se usan actualmente en el tratamiento de
procesos malignos se pueden clasificar de diversas maneras. Esta clasificacion
atiende al punto de accion del antineoplasico:

- Antineoplasicos que actuan sobre el DNA

- Antineoplasicos que actuan sobre la mitosis sin afectar al DNA

- Antineoplasicos que actuan sobre factores extracelulares de divisiéon

celular.

- Antineoplasicos que actuan sobre el sistema inmunitario

12
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Los agentes quimioterapéuticos se clasifican como se muestran en la Tabla 1.
(Tanaka, H; Matsushima, H; Mizumoto, N; Takashima, A, 2009) (Lorenzo, P,

2009)

Categoria

Descripcion

Tipos

Subtipos

Actividad

Ejemplos

Activos sobre

la

fase S del ciclo

celular.

Sustancias que
actuan como

antimetabolitos.

Antagonizan
los
precusores
del DNA en

biosintesis.

Anélogos del

acido folico.

Agentes que se
fijan firmemente a
la dihidrofolato
reductasa,
impidiendo la
conversion del
dihidrofolato en
tetrahidrofolato, el
cual actua como
donante de grupos
monocarbonados
para la sintesis de
purinas, pirimidinas

y acidos nucleicos.

Metotrexato y

trimetrexato

Anélogos de
bases

puricas.

Se

DNA en forma de

incorporan al

desoxirribésidos  y
al RNA en forma de
ribésidos,

interviniendo con la
del

genético.

replicacion
material
También inhiben
sintesis de bases
puricas mediante
sistemas
alostéricos de

retroalimentacion.

Fluoderabina,
Tioguanina,
6-mercaptopurina,

Azatioprina.

Inhiben enzimas de
la via biosintética
de los ribésidos
desoxirribésidos

primidinicos.

5-fluoracilo,

Citarabina, Tegafur.
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Activos sobre

la

fase S del ciclo

celular.

Sustancias que
actian como

antimetabolitos

Antagonizan

los

precusores
del DNA en

biosintesis.

Anélogos de
bases

pirimidicas.

Inhiben la timidilato,
acido mordtico
descarboxilasa,

DNA polimerasa.

Bloqueo de

la

topoisomera

sal.

N/A

Inhiben sintesis de
nuevas moléculas
de DNA

Campotecinas:
Irinotecan,

Tepotecan.

Activos sobre la
fase M del ciclo

celular

Son toxicos del
uso meiotico,
por lo que
detienen la
mitosis en la

metafase.

N/A

Alcaloides de

la Vinca

Se unen
especificamente a
la tubulina
formadora del uso
mitotico y alteran el
movimiento del uso
celular
ocasionando su
destruccion y la
dispersion de los
cromosomas
impidiendo la

mitosis.

Videsina,
vinblastina,
vincristina y

vinorelbina.

Toxoides

Seunenala
fraccion beta de los
microtubulos
impidiendo su
despolimerizacién
originando enlaces
estables y por
tanto, tubulos no
funcionanles. Esto
genera intervencion
en la division
celular y produce la
destruccion de la

célula.

Docetaxel, Paclitaxel

Mostazas

Nitrogenadas

Agentes que
pueden reaccionar

en forma covalente

Ciclofosfamida,
Clorambucilo,

Isofosfamida.
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Activos
dependientes de la

fase celular

N/A

Agentes

alquilantes

Nitrosoureas

Etilenoinas

Alquisulfonas

Triazenos

Complejos

de platino

N/A

con las bases de
DNA. Si tienen dos
grupos reactivos se
producen
entrecruzamientos
intra e
intermoleculares en
la doble hélice del
DNA, ademas
inhiben la
separacion de
material genético
necesariamente
previa a la divisidon

celular.

Carmustina,

Estramustina

Tiotepa, Altretamina

Busulfa

Dacarbazina,

Procarbazina

Cisplatino,

Carboplatino

Farmacos que
son factores
extracelulares de
estimulo o
inhibicién de la

division celular

Las hormonas
esteroides son
transportadas
hasta el nucleo
de la célula, en
donde se una a
la cromatina,
en general
estimulan la
transcripcion y
en
consecuencia
la sintesis
proteica, pero
también puede
inhibir la
transcripcion y
mitosis de
células
normales. Los
glucocorticoide
s suprimen la
mitosis en los

linfocitos y los

Hormonales

Antagonistas
de

estrogenos

Dado que la
glandula prostatica
normal es
suprimida por los
estrogenos, al
parecer debido a
un mecanismo
competitivo con los
andrégenos, los
estrogenos se
utilizan para el
tratamiento del

cancer de prostata.

Tamoxifeno,

Aminoglutetimida

Antagonista

de

andrégenos

Ejercen un efecto
antiestrogénico y
son usualmente
empleados en
ciertos tumores
mamarios (aquellos
que si presentan

receptores

estrogénicos).

Fosfestrol, Flutamida

Se comportan
como

antiestrogenos en

Medroxiprogesteron

a, Magestrol
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fibroblastos,
debido a que
en apariencia
inhiben la

transcripcion.

Progesta-

genos

el endometrio y
pueden utilizarse
en la quimioterapia
del cancer

endometrial.

Analogos de
la hormona
LH-RH

Ejercen efectos
centrales para
inhibir la sintesis de
androgenos y

estrégenos.

Buserelina,
Goserelina,

Leuprorelina

Glucocortic-

oides

Suprime la
angiogénesis
tumoral sin ejercer
la actividad
glucocorticoide ni

mineralocorticoide.

Tetrahidrodesoxico-

rticosterona

2.2 Dihidrofolato reductasa humana (DHFR)

La DHFR es una enzima que se encuentra en células eucariotas donde participa
en la sintesis de timina (base nitrogenada del DNA). El papel que desempenia la
DHFR en esta ruta metabdlica es la reduccion del acido dihidrofélico al acido
tetrahidrofélico (Figura 5). Es una enzima NADPH dependiente y el sitio de union
al acido dihidrofélico es muy cercano al de este cofactor. (Kompis, |I.M; Islam, K;
Then, R.L, 2005)
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N
N - OH
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acido tetrahidrofoélico

Figura 5. Reduccién de acido dihidrofélico a acido tetrahidrofélico

2.2.1 Inhibidores de (DHFR)

La inhibicion de la DHFR previene la biosintesis de timidina y como
consecuencia, la biosintesis de DNA. También la inhibicion de esta enzima
puede dar lugar a un incremento de deoxiuridintrifosfato, provocando que las
enzimas reparadoras de DNA (uracil-DNA-glicosilasa) no puedan hacer nada
ante el exceso de uracilo que es incorporado al DNA, generando asi la muerte
celular. (Zucotto, 2000)

Los inhibidores de la DHFR pueden ser utilizados como antineoplasicos,
antiparasitarios, antibacterianos o antiartriticos. (Croft, S.L; Coombs, G.H, 2003)
Entre los farmacos que actuan de esta forma se encuentran la primetamina
(antipaludico), trimetoprima (antibacteriano), cicloguanilo (antipaludico
descontinuado) y metotrexato (antineoplasico, antiartritico y activo contra

T.cruzi) (Figura 6).
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NH Cl NH5
2
o
| \ )N|\ \ \CHg
| =
u N/}\ = CH, HyN N (0]
’ N (b) C‘:H
(@) 3
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pirimetamina
trimetoprima
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0 ,/'
cl [
NH, /@/ NH, /@)‘LNH/‘\%O
N%N N/ N\ 'Tl HO
= CHs

H NJ% /}l\CHQ, HQN/}% ‘

N
2 CHs N N

cicloguanilo metotrexato

Figura 6. Farmacos inhibidores de la dihidrofolato reductasa.

Se han disefiado diversos inhibidores con la intencidén de contar con moléculas
mas selectivas. De los grupos con mas éxito son los derivados de 24-
diamonopirimidina, 2,4-diaminopteridinas y 2,4-diamino[1,4]dioxino[2,3-d
pirimidina] y por ultimo el mas significativo, la 2,4,6-triaminquinazolina por la
selectividad mostrada hacia las células neoplasicas (Figura 7). ( Mendoza, C,
2015)

HoN HoN H,N
R N 9]
“'ﬁij )\I TR Y]
HoN™ N HoN™ N N HyN NT o

derivados de derivados de derivados de 2,4-diamino
2.4-diaminquinazolina 2,4-diaminopteridina [1,4]dioxino[2,3-d]pirimidina
HoN
N X NH,
Hle\N/

triaminquinazolina (TAQ)

Figura 7. Inhibidores de DHFR con mayor selectividad antitumoral
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2.3 La 2,4,6-triaminquinazolina en la estrategia de compuestos a
sintetizar

Para atacar el cancer, algunos grupos de investigacién han disefiado inhibidores
de DHFR con la intencién de contar con compuestos de mayor selectividad,
encontrando que algunos analogos de acido félico han generado interés como
agentes potenciales contra el tratamiento de tumores sélidos. De los grupos con
mayor éxito, estan los que utilizan como nucleo la 2,4,6 triaminquinazolina
(Figura 8) (Gilbert, 2002).

COOH
Hooc ™ “NH
o] = |
L\;“' MH OH NH»
N L
K[ \fq} O
o //'J\\ )\
N N TNHp FSNT T NH,
Acido folico 2, 4,6.triaminoguinazolina (TAQ)

Figura 8. Comparacion estructural entre acido folico y TAQ.

2,4 6-triaminquinazolina (TAQ) es un inhibidor de la DHFR, muy importante por
la selectividad mostrada en células neoplasicas: Sin embargo, no puede ser
utilizado como farmaco, ya que es muy inestable, se oxida en su totalidad a
temperatura ambiente en menos de dos horas. Por lo tanto, se ha buscado
sintetizar compuestos analogos.

Se ha demostrado que en la enzima DHFR humana, el canal de unién entre el
folato y el sitio de union NADPH contiene la secuencia Glut20-Asp21, lo que
provoca una carga parcial negativa en este sitio. Asi que, si se toma como nucleo
analogo del scaffold pteridina del dihidrofolato a la TAQ, y se realiza una
sustitucion que provoque una carga parcial positiva en su posicion 6 de la
quinazolina, se puede obtener una molécula afin al sitio activo de la DHFR
humana. (Zucotto, 2000)
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2.3.1 Disefio de farmacos asistido por computadora (DiFac)

El diseno de farmacos asistido por computadora es un area de la quimica
farmacéutica que consiste en aplicar algun procedimiento realizado por una
computadora para relacionar la actividad biolégica de una molécula con su
estructura. Los objetivos de estos estudios son descubrir nuevos prototipos
(lead), y optimizarlos en su actividad biolégica. (Stahura, Xue, Godden, &
Bajorath, 2002)

Esta area de la quimica farmacéutica requiere del conocimiento de las
herramientas computacionales ya existentes. También existen herramientas
computacionales que nos permiten una visualizacion del receptor y de la forma
en que un ligando interactua con el mismo. A esto se le conoce como
acoplamiento molecular o “docking”. Otra area de aplicacion es el analisis
cuantitativo estructura actividad (QSAR), lo cual permite conocer los
requerimientos estructurales de una serie de moléculas con base a sus
propiedades moleculares (descriptores) aplicado a un andlisis estadistico. (Fay,
2006)

2.3.1.1 Analisis de secuencias

Esta herramienta permite analizar y comparar una serie de secuencias ya sea
de una cadena de nucleétidos o aminoacidos. Para esto existen varios
programas basados en diferentes logaritmos. (Bruno, Malde, Poliakov,
Couronne, Dubchack, & Batzogla, 2005)

Los datos que se obtienen de estos estudios son:

+ Identidad: es el numero de aminoacidos idénticos en dos o mas
secuencias proteicas. Se expresa en porcentaje.

% Consenso: es el resultado del alineamiento de las secuencias en el que
se toma en cuenta tanto la identidad como la similitud (nimero de
aminoacidos que se pueden comportar de una forma semejante por sus
propiedades de liposolubilidad, acido-base, polaridad, etc.). Se expresa

en porcentaje.
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2.3.1.2 Acoplamiento molecular

El acoplamiento es una herramienta que permite aproximar, de manera teérica,
la interaccion ligante-receptor. Nos permite entender los factores estructurales
que pueden ser importantes en la interaccion de un farmaco con una
macromolécula endogena. Para este estudio se utilizan programas como
Golden, Autodock y Flex. En todos ellos se utilizan varias aproximaciones.
(Kitchen, Decarnez, Furr, & Bajorath, 2004)

Los estudios de docking usan un sistema de busqueda y un método de calculo
de energia de union. El sistema de busqueda mas usados por Autodock es el
genético Lamarkiano y el calculo de energia se hace con métodos

parametrizados. ( Mendoza, C, 2015)
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3. Planteamiento del problema

Como se ha visto a lo largo de este documento, el cancer es una enfermedad
preocupante a nivel mundial, por su alta tasa de morbilidad y mortalidad. En la
actualidad hay diversos tipos de tratamientos, entre los mas exitosos se
encuentra la quimioterapia, la cual cuenta con diferentes tipos de compuestos
quimioterapéuticos; sin embargo, éstos tienen poca selectividad y generan
multiples efectos adversos. Por lo tanto, ¢ se podran encontrar nuevas moléculas
que presenten actividad potencial quimioterapéutica selectiva para una diana
biolégica conocida en células tumorales, y que ademas no generen efectos

adversos?

4. Hipétesis

Si se sintetizan derivados de 2,4,6-triaminquinazolina, como analogos de los
sustratos naturales de la enzima dihidrofolato reductasa humana, presentando
en las posiciones 2 y 6 del nucleo de quinazolina, benzoilos sustituidos en las
posiciones 3 y 4 por grupos electroatractores, se obtendran compuestos
estables, capaces de tener efecto citotdxico en lineas celulares cancerosas pero

no en fibroblastos (células primarias o normales).

5. Objetivo general
Sintetizar, caracterizar y evaluar in vitro moléculas derivadas de 2,4,6-

triaminquinazolina con potencial actividad citotdxica.

5.1 Objetivos especificos

a) Sintetizar derivados de 2,4,6-triaminquinazolina, como estructura
base, y bencilos sustituidos en las posiciones 3 y 4 por grupos

electroatractores.
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b) Elucidar estructuralmente por medio de espectroscopia vy
espectrometria los compuestos obtenidos y sus intermediarios.

c) Enviar a evaluacion citotoxica los compuestos obtenidos.
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6. Metodologia

6.1 Parte de sintesis quimica

En el siguiente apartado se muestra una breve descripcién de los procedimientos
experimentales utilizados en la sintesis de los derivados propuestos en los
objetivos. Este trabajo se realizé en la Facultad de Quimica, en el departamento
de Farmacia, Laboratorio 121 del edifico E, UNAM. Los detalles de cada
procedimiento se encuentran en el Apéndice 1.

6.1.1 Sintesis general de derivados de 2,4,6 triaminquinazolina,

utilizando precursores que presentan cloruro de acilo en su
estructura.

6.1.1.1 Sintesis de N,N'-(4-aminoquinazolina-2,6-diil) dibenzamida
(1), N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) benzamida (2), y de N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)-3-nitrobenzamida (4).

Para la sintesis de 1, 2 y 4, primero se sintetiz6 el nucleo de la quinazolina (7).
mediante la ciclocondensacion de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo con carbonato de
guanidina en medio basico. Para obtener 8 se llevd a cabo una reaccion catalitica
de Pd/C (10 %), en metanol. Posteriormente, este compuesto se hizo reaccionar
con cloruro de benzoilo para obtener 1 0 2, y con cloruro de 3-nitrobenzoilo para
obtener 4. Se utilizé6 acetonitrilo anhidro como medio de disolucién. En el
siguiente esquema se muestran los pasos de sintesis quimica, llevados a cabo

para obtener 4.
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o) NH
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+
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4 26%

a: NaOH; b: EtOH/PrOH; c: Hz2,Pd/C (10%); d: MeOH; e: MeCN; f: DIPEA
Esquema 1. Ruta sintética del compuesto 4.

6.1.2 Sintesis general de compuestos, utilizando carbonildiimidazol
como agente acoplante.

6.1.2.1 Sintesis de N-[2,4-diaminoquinazolin-6-il) piridina-3-
carboxamida (3).
Para la sintesis de 3, primero se hizo reaccionar el acido nicotinico con

carbonildiimidazol (CDI) para activar al grupo carboxilo. Una vez que se formo el
intermediario correspondiente, se agregd 5-amino-2-flurobenzonitrilo, y se
obtuvo el N-(3-ciano-4- fluorofenil) piridina-3-carboxamida (9). Este ultimo se
limpié con éter etilico, para ponerlo a reaccionar con carbonato de guanidina,
utilizando como disolvente DMA, y DIPEA como base. Se obtuvo un sdlido
amarillo claro, por medio de filtracion al vacio. El sdlido se recristalizd6 de
metanol/agua 75:25.
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a: CDI, MeCN; b: DMA, DIPEA
Esquema 2. Ruta sintética del compuesto 3.

6.1.2.2 Sintesis de N-(3-ciano-4-fluorofenil)-2-(trifluorometil)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (5) y de di-tert-butil {4-[(3-ciano-4-
fluorofenil) carbamoil] fenil} biscarbamato (6).

Para obtener 5 y 6, primero se coloco el acido 3,4-diaminobenzoico a reaccionar
con el acido trifluoracético (para obtener 5) y con dicarbonato de di-tert-butilo
(para 6). De esta manera se obtuvieron el acido 2- (trifluorometil) 1H-
bencimidazol-5-carboxilico (10) y el acido 3,4-bis [(tert —butoxicarbonil) amino]
benzoico (12), respectivamente. Posteriormente, los acidos obtenidos, por
separado, se pusieron a reaccionar con CDI. Una vez que se formd el
intermediario correspondiente, se agregd 5-amino-2-flurobenzonitrilo, para
obtener el N-(3-ciano-4-fluorofenil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (5) y el di-tert-butil {4-[(3-ciano-4-fluorofenil) carbamoil] fenil}

biscarbamato (6).
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Acido trifluoracético Acido 3,4-diaminobenzoico

N@d 0

5-amino-2-fluorobenzonitrilo

a: CDI; b: MeCN
Esquema 3. Ruta sintética del compuesto 5.

a,b

11
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a: CDI; b: MeCN
Esquema 4. Ruta sintética del compuesto 6.
6.2 Parte tedrica

Se realizaron estudios de docking en busca de las posibles dianas, utilizando el
programa Autodock. Este programa es util para encontrar la conformacién de
minima energia dentro del sitio activo de proteinas. El programa utiliza un
algoritmo matematico para realizar la busqueda conformacional. La generacion
de imagenes es obtenida a través del programa Pymol (visualizador de
macromoléculas). Dado que previamente esta clase de compuestos han
mostrado ser inhibidores de DHFR, se utilizd esta enzima. Adicionalmente, se
estudid al receptor estrogénico, ya que con compuestos derivados de
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quinazolina, preparados por otros estudiantes de nuestro grupo de investigacion,

se observo inhibicion en lineas celulares MCF7 (cancer de senos).

6.2.1 Preparacion de la proteina:

Para la preparacion de la proteina, se eliminaron las moléculas de agua y de
ligante con lector de texto para abrir el archivo PDB asi como Autodock Tools
1.5.2.

Se agregaron los hidrogenos susceptibles de hacer puentes de hidrogeno
considerando un pH de 7, se hizo la asignacion de las cargas de Kollman y los

efectos de solvatacion utilizando el software Autodock Tools 1.5.2.

6.2.2 Docking molecular:

Para el calculo se utilizo la version de Autogrid4 para la generacion del grid asi
como Autodock4 para evaluar el acoplamiento propiamente dicho. Para el
analisis de los resultados se utilizé Autodock tools 4.1, pymolviewer y VMD 1.8.3.
El estudio se centré en el sitio activo de la proteina de DHFR (IDpdb:1KMS) y
del receptor estrogénico (IDpdb: 1ERR). Previamente, se minimiz6 cada ligando
con gaussian 09 a un nivel de teoria semiempirico. Para el acoplamiento
molecular se utilizé un algoritmo de tipo lamarckiano con un tamafo de poblacion

de 100 (100 conformaciones) y 10 millones de evaluaciones.

6.3 Evaluacion biolégica

En este apartado se describen brevemente los procedimientos experimentales

correspondientes a la evaluacion bioldgica de los compuestos sintetizados.

6.3.1 Preparacion de lineas celulares

Las lineas celulares (U251= glia de sistema nervioso central, PC-3= prostata,
K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama, SKLU= pulmén y FGH:
fibroblastos gingivales humanos (cultivo primario de células sanas) se cultivaron
en el medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (10%), y
una mezcla de antibidticos-antimicético. En cada placa de 96 pozos, se
depositaron tres lineas celulares por duplicado, en un volumen de 100 uL/pozo

en una densidad de inoculo dependiendo de la linea celular (5.0, 7.5 10 x10*
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células/mL). Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C en una atmosfera de 5%

de CO2, para favorecer que las células se adhirieran al fondo de la placa.

6.3.1 Preparacion del screening primario

Para el escrutinio primario, los compuestos se solubilizaron en dimetil sulfoxido
(DMSO) a la concentracion de 20 uM. Se tomd una alicuota de la solucidon stock
y se diluyé en medio de cultivo suplementado. Se agregaron 100 pyL de la
solucion con el compuesto a probar quedando la concentracion final de 50 uM.
Nuevamente la microplaca es incubada por 48 h bajo las condiciones antes
mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacion, las células se fijaron in situ afiadiendo 50l
de una solucion de acido tricloroacético frio al 50% e incubadas a 4 °C por 60
min. Se desechd el sobrenadante y las placas fueron lavadas 5 veces con agua,

y secadas a temperatura ambiente.

6.3.2 Tenido celular

El tefiido de las células fijadas al sustrato del pozo, se efectué afiadiendo 100 pyL
de una solucion al 0.4% de sulforrodamina B, se incubaron por 30 min a
temperatura ambiente. La SRB no unida es removida con lavados de acido
acético al 1% y se dejan secar a temperatura ambiente. Una vez que las placas
fueron tefidas y secadas se les anadié 100 pyL de un buffer de tris y se agit6é por
10 min para favorecer la disolucién del complejo.

Se midi6 la densidad 6ptica (DO) en un lector de microplacas a una longitud de
onda de 515 nm. Los datos se procesaron empleando el promedio de la DO de
los 2 pozos/linea celular tratados con el compuesto (DOt), los 2 pozos tratados
con DMSO (DOc) y 2 pozos de testigos, es decir aquellos que no tienen células
pero si el compuesto (DOb). El % de inhibicion del crecimiento (%IC) se calculd
con la siguiente expresion: %IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100.
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7. Resultados y discusidén

7.1 Parte Quimica

En la Tabla 2 se muestra algunos datos generales de los compuestos
sintetizados en este trabajo de tesis.

Tabla 2. Datos generales de los compuestos sintetizados

Compuesto | R.f | Sistema de P.f. (°C) Aspecto Rendimiento
elucién (%)
1 0.8 1] 348.7 - 355.8 Solido cafe 37.9%
(P.d) claro
2 0.75 1] 248.9-250.2 Cristales 8.4%
cafés
3 0.05 1] 281.1- 283.8 Solido 68.8%
amarillo
4 0.76 1] 202.3 -204.5 Solido 26%
anaranjado
5 0.39 Il 225.2 -227.9 Sdlido 13%
(P.d) amarillo
6 0.45 Il 322.8- 326.4 Solido café 23%
(P.d) blanquecino
9 0.58 Il 150.3-151 Solido 28%
morado
10 0.5 I 273.1-272.3 | Sdlido cafe- 80%
crema
12 0.37 Il 155 -156 Solido blanco 91%

P.f: Punto de fusién. A menos que se especifique P.d. igual a punto de descomposicion
R.f: Factor de retencion
*La composicion de cada sistema de elucion se muestra en el Apéndice 1.

A continuacion se muestran los datos espectroscopicos y espectométricos, con
los cuales fue posible la caracterizacion de los derivados sintetizados (Tabla

3). Los datos se obtuvieron del Apéndice 2.
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Para fines practicos de la interpretacion de datos, cada uno de los atomos del

nucleo de quinazolina fue etiquetado con la misma secuencia. Esta

numeracion no fue asignada en base a la de la nomenclatura quimica de los

compuestos.

Tabla 3. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos sintetizados.

Compuesto Datos espectréscopicos y espectométricos
21,;;20\_18 RMN-' H( 300 MHz, DMSO-d6), &(ppm): 8.63
[(H3)(d, J=2.1 Hz, 1H)], 7.49 [(H4)(d,J=8.85
19 16 0
Ny 1|4”'”5 NH; Hz,1H)], 7.93 [(He) (dd, J=2.13, 8.94 Hz, 1H)],
BN 3 T 7.8 [(H11) (s, 2H)], 10.6 [(H13) (s, 1H)], 12.73
1377 ST ™R
| ® [(H12) (s, 1H)], 7.52-7.66
NN N [(H21)(H20)(H27)(H19)(Has)(Hz0)(m, 6H)], 7.93
R [(He) (dd, J=2.13, 8.94 Hz, 1H)], 8.04[(Hzs)
2,
9 2\4\/ 7 (H1s)(t,J=1.86Hz,2H)],8.04[(H17)(Hz25)(t,
A =¥ J=1.57Hz, 2H)].
28
IR, FTRI por reflactancia ATR (cm-):
1 3438(Ar-C-NH-R), 3312 (N-Hamina), 3141
MM= 383.4 O
(C-H arom), 1537 (N-Hamida) 1592, 1437, 1412
(C:C arom), 1677 (CTN), 1645(0:0 amida).
IE (M+) m/z: 368
RMN-! H( 300 MHz, DMSO-d6), &(ppm):
7.98 [(H2)(Hs)(d, J=7.02 Hz, 2H)], 7.51-7.65
ol [(H4, Hs, He, H1s5)(m, 4H)], 10.22 [(Hs) (s, 1H)],
22'3\
B 0 js:m 8.22
=] 1,
4 \:1—{ oy [(His, THL 7.22((Hu) (d, 4=3.96
VA
a—2 PE-.EIH—W\:\ Vi Hz, 1H)], 5.95 [(H20) (s, 2H)], 7.19 [(H21) (s,
15— 14 2H)].
2

MM= 279.29 g/mol

IR, FTRI por reflactancia ATR (cm-):
3451(Ar-C-NH-R), 3402, 3354 (N-Hamina),
3112 O

(C-H arom), 1539 (N-Hamida) 1561, 1485, 1450
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(C=C arom), 1667 (C=N), 1641 (C=O amida).

IE (M+) m/z: 279

RMN-" H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm):

H-N
s o QD\JB_N 9.16 [(H2)(d, J=1.59 Hz, 1H)], 8.34 [(Ha)(dd, J=
/ /9 / 164
6; \\:;1—?/; f13:1< \'1?—NH2 1.88, 8 Hz, 1H)]’
=" i I;Q_N’é’ " 7156 [(Hs)(dd, J=4.82, 7.96 Hz, 1H)], 8.75
! N _ 7" [(Hs)(dd, J=1.58, 4.8 Hz, 1H)], 8.26 [(H13)(d, J=
2.12 Hz, 1H)], 7.22 [(H14)(d, J= 8.91 Hz, 1H)],
3 7.68 [(His)(dd, J= 2.5, 8.92 Hz, 1H)], 7.3
MM= 280.28 g/mol [(H20)(s, 2H)], 6 [(H21) (s, 2H)].
IR, FTRI por reflactancia ATR (cm-):
3356 (N-H amina), 3060(C-H arom), 1593, 1447,
(C=C arom), 1548 (N-H amida), 1660 (C=N), 1623
(C=0), 1345, 1294 (C-N amina).
IE (M+) m/z: 280
HoN RMN-" H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm):
. . ™ 8.45 [(Hz, H3)(dd J=2.04, 8 Hz, 2H)],
JooN ) N, |7:851(Hs)(t, J= 8 Hz, 1H)], 8.83 [(He)
\ : an / ’
\—, " mi il 4 (t, J=1.88 Hz, 1H)], 10.74 [(Hs)(s,1H)],
S N 7 8.34 [(H13)(d, J= 2.12 Hz, 1H)], 7.34 [(H14)
o (d, J= 8.92 Hz, 1H)], 7.78 [(H1s)
“ (dd, J=2.16, 8.84 Hz, 1H)], 7.76 [(H20) (s, 2H)],
4

MM= 324.94 g/mol

6.64 [(H21) (s, 2H)].

IR, FTRI por reflactancia ATR (cm):
3578 (Ar-NH- -R), 3346 (N-H amina)

3082(C=H arom), 1659 (C=N), 1615, 1443
(C=Carom), 1525 (N-H amida), 1325 (Ar-NOz).

IE (M+) m/z: 324
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RMN-' H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm):

F
Ny X 7.96 [(H2)(dd, J= 1.53, 8.61 Hz, 1H)], 8.3 [(H3
n
/ “1?:::1“5\5_3 ; Ve (d, J= 0.96 Hz, 1H)], 7.8 [(H4)(d, J=8.61 Hz,
2w N 1H)], 10.65 [(Hs)(s,1H)], 8.27 [(H11)(dd, J=
N/ Nl M. 268,579 Hz, 1H), 8.08 [(His)(ddd, J= 2.76,
N /" 400, 927 Hz, H)], 7.52[(Hua)(t, J= 9.15 Hz,
1H)].
5
_ IR, FTRI por reflactancia ATR (cm):
MM= 348.25 g/mol 3334 (Ar-NH-C-R), 3144 (N-H amina)
3083 (C-H arom), 2240 (C=N), 1660 (C=N),
1598, 1408 (C=C arom), 1542 (N-H amida), 1497
(-NH-), 1222-1134 (CF3).
IE (M+) m/z: 348
RMN-" H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm):
8.33 [(H3)(dd, J= 2.56, 5.8 Hz, 1H)], 7.5 [(Ha)
M. CHs (t, J=9.16 Hz, 1H)], 8.14[(Hs)(ddd, J=8.14 Hz,
Oﬁagf CL 1H)], 10.59 [(H7)(s, 1H)], 7.6 [d,(H11)(d, J= 1.6
22*321/23
| Hz, 1H), 7.7 [(H12)(dd, J= 1.71, 8.22 Hz, 1H)],
e T%J“ -~1|2 7.09 [(H1a)(d, J= 8.16 Hz, 1H)], 11.08 [(H19)(s,
|
NH/13%1/10_‘\8’//,%) 1H)], 11.03 [(HZO)(S, 1H)]
20 | N
0N N ~}1/15’/” IR, FTRI por reflactancia ATR (cm™):
7 _CHy® || | 3336 (Ar-NH-C-R), 3158 (N-H amida)
2 3 B P
M o ©n 3102 (C=H arom), 2244 (C=N), 1598, 1474 (C=C
arom), 1634-1663 (N-H amida), 2850 (-CH3),
6 1710 (C=0), 1332, 1255, 1216 [(CH3)3-C].
MM= 470 g/mol

IE (M+) m/z: 460
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RMN-' H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm): 9.11

N
/17 [(H2)(d, J=1.68 Hz, 1H)], 8.30 [(Ha)(t, J= 2 Hz,
5——3 [e) 16
VAR /9 / TH)],
6 1—7 13— 11
\ N / 7.54-7.62 [(Hs, His) (m, 2H)], 8.79 [(He)(dd,
N— 2 NH— 10 12— F
) BN /7§ [U=1.86,4.8 Hz, 1H)], 8.27 [(His)(m, 1H)], 8.06
e [(H1a)(m, 1H)], 10.76 [(Hs)(s, 1H)].
9
MM= 241.2 g/mol IR, FTRI por reflactancia ATR (cm-):
3060(C-H arom), 1594, 1483,
(C=C arom), 1508 (N-H amica), 1682 (C=N), 1624
(C=0), 2241 (C=N), 3556 (Ar-NH-C-R).
RMN-' H( 400 MHz, DMSO-d6), 5(ppm):
. 7.98 [(Hz)(dd, J= 1.42, 8.56 Hz, 1H)], 8.3 [(Hs
[
. , S (s, 1H)], 7.8 [(Ha)(d, J=8.56 Hz, 1H)].
"y N ST Ton
F— 13— 12 H ‘ 8
16 \ _ 6 /2
F NH 7 IR, FTRI por reflactancia ATR (cm™):
15 " 3658 (-O-H ), 1308 (torsion —O-H)
10 3094 (C=H arom), 1592, 1425 (C=C arom),

MM= 230.14 g/mol

1481 (-NH-), 1222-1134 (CF3).

7.1.1 Caracterizacion del compuesto de N,N'-(4-aminoquinazolina-

2,6-diil) dibenzamida (1)

Para la obtencion del compuesto 2, se llevd a cabo una reaccion de adicion-

eliminacion, para formar la amida, a partir de cloruro de benzoilo (cloruro de acilo)

con 2,4,6 triaminquinazolina (amina). La reaccion se llevo a cabo en un bafio de

agua fria. Dicha reaccion fue monitoreada por cromatografia de placa fina (c.c.f).

Al término, se obtuvo una suspension que se sometié a un proceso de filtraciéon

rapida. Una vez que se obtuvo el sélido, se recristalizé de metanol/agua 75:25.

Del solido que se obtuvo se registraron los espectros de: masas, infrarrojo y

resonancia magnética nuclear de proton.
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En el espectro de masas, obtenido por impacto electrénico, se observd el idn
368 m/z (M+), el cual no corresponde al peso molecular del compuesto 1, esto
se debe posiblemente a que la técnica de analisis por impacto electrénico es muy

agresiva, lo cual hace que se pierdan sustituyentes sin ser registrados.

En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3438 cm propia del
estiramiento entre N-H del grupo amida; la banda 3312 cm-! son caracteristicas de
la vibracion de tension entre el N-H del grupo amina primaria; la banda presente
en 3141 cm™ es propia del estiramiento C-H del anillo aromatico; la banda en 1537
cm™' corresponde a la vibracion de torsién de N-H del grupo amida secundaria; la
banda intensa en 1645 cm-! corresponde a la solucion concentrada de las amidas
secundarias las bandas en 1592, 1437, 1412 cm™ son propias de las vibraciones
de estiramiento de C=C del anillo aromatico; 1677 cm™ es una banda propia del
estiramiento de C=N; en 1645 cm™ se observa esta banda correspondiente
al estiramiento de C=0 del grupo amida; las banda 1332 y 1277 cm-"! representan

las vibraciones de C-N aromaticas de la amina primaria.

El espectro de RMN-1H mostrd, para el anillo de quinazolina, las sehales que
corresponden al Hs como un doblete, en un desplazamiento de 8.6 ppm, con una
constante de acoplamiento de 2.1 Hz, e integra para un protdn; para el H4 se obtuvo
un doblete a 7.49 ppm, con una constante de acoplamiento de 8.85 Hz por su
acoplamiento en orto con Hs, e integra para un protdn; para He se obtuvo una
constante de acoplamiento de 2.13 Hz (acoplada en meta con Hs) y una constante
de 8.94 Hz; la amina H11 integran para dos protones, tiene un desplazamiento de
7.8 ppm; para los protones de las amidas, se obtuvieron las sefiales a 10.6 ppm vy
a 12.73 ppm, siendo H1s y H12 respectivamente, ambas integrando para un solo
protén; entre 7.52 ppm y 7.66ppm se encuentra un multiplete que integra para 6
protones, pertenecientes a Hz1, Hzg, H19, Ha2s, H27 y H2o0; para H17 y H2s se obtuvo un
triplete a un desplazamiento de 8.15 ppm; para H2sy His también se obtuvo un

triplete, pero a un desplazamiento de 8.04 ppm.(Fig.9)
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Figura 9. Ampliacién de parte de la region aromatica del espectro de RMN-'H de 1.

7.1.2 Caracterizacion del compuesto de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-
il) benzamida (2)

Para la obtencion del compuesto 2, se llevd a cabo una reaccion de adicion-
eliminacion, para que se formara la amida, a partir de cloruro de benzoilo (cloruro
de acilo) con 2,4,6 triaminquinazolina (amina). La reaccion se llevo a cabo en un
bafio de hielo. Dicha reaccién fue monitoreada por cromatografia de placa fina
(c.c.f). Al Término de la reaccién se obtuvo una suspension que se sometié a un
proceso de filtracién rapida. Una vez que se obtuvo el solido, se recristalizé de
metanol/agua 75:25. Del cristal que se obtuvo se registraron los espectros de:
masas, infrarrojo y resonancia magnética nuclear de proton. También se obtuvo
la estructura cristalografica, la cual fue refinada en la USAI.

En el espectro de masas, obtenido por impacto electrénico, se observo el ion
279 m/z (M+) correspondiente al peso molecular del compuesto 2.
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En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3451 cm™ propia del
estiramiento entre N-H del grupo amida; las bandas 3402, 3354 cm™ son
caracteristicas de la vibracidén de tension entre el N-H del grupo amina primaria; la
banda presente en 3112 cm™' es propia del estiramiento C-H del anillo aromatico;
la banda en 1539 cm™' corresponde a la vibracion de torsién de N-H del grupo
amida secundaria; las bandas en 1561, 1485, 1450 cm™ son propias de las
vibraciones de estiramiento de C=C del anillo aromatico; 1667 cm™' es una banda
propia del estiramiento de C=N; en 1641 cm’ se observa esta banda
correspondiente al estiramiento de C=0 del grupo amida; las banda 1346 y 1290

cm- representan las vibraciones de C-N aromaticas de aminas primarias.

El espectro de RMN-1H mostrd, para el anillo de quinazolina, las sefales que
corresponden al H13 como un singulete en un desplazamiento de 8.2 ppm; para el
H14 se obtuvo un doblete a 7.22 ppm con una constante de acoplamiento de 3.96
Hz por su acoplamiento orto con H1s; las aminas Hzo y H21 integran para dos
protones cada sefial, con desplazamientos de 5.95 ppm y 7.19 ppm
respectivamente; entre 7.51 ppm y 7.65 ppm se encuentra un multiplete que integra
para 4 protones pertenecientes a His, H4, Hs y He; para H2 y Hs se obtuvo un
desplazamiento de 7.98 ppm, con una constante de acoplamiento de 7.02 Hz e
integrando para dos protones, se obtuvo una sola sefal para ambos protones,
debido a que tienen los mismos sustituyentes en la posiciones aledafias orto, meta
y para; para Hs, el proton de la amida, se encontré a un desplazamiento de 10.22

ppm, integrando para un protén.(Fig.10)
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Figura 10. Ampliacion de la regién aromatica del espectro de RMN-'H de 2.

Se obtuvo por difraccion de rayos X, de monocristal, el compuesto 2. El cristal

fue obtenido de metanol/agua 75:25. (Fig.11)
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Figura 11. Estructura cristalina obtenida para 2.

En el cancer de mama humano, se requiere que, tras una intervencion quirurgica
o la aplicacion de quimioterapia, se reduzca o se interrumpa el crecimiento de
las células cancerosas restantes. En algunos tipos de cancer, la division de las
células cancerosas depende de la presencia permanente de la hormona
estrogeno. Para evitar que el estrogeno se una al receptor estrogénico, se
utilizan farmacos que compiten con esta hormona por la unién al receptor de
estrégenos. Asi resulta inactivo como regulador de la expresion de genes, el

complejo receptor-farmaco. (Lehninger, 1993)

Una de las caracteristicas que deben cumplir los inhibidores del receptor
estrogénico, es que su estructura sea plana. En la celda unitaria (Fig.10) se
observé la presencia de tres conformeros, uno de ellos es practicamente plano.
Para saber si esta conformacion plana era la mas estable y de menor energia se

realizé un estudio computacional conformacional.

Para el estudio computacional, se realizd6 un calculo tedrico utilizando el
programa gaussian09. Se realizé una busqueda conformacional, donde se utilizd
el keyword modredundant. Los calculos conformacionales se realizaron
utilizando una workstation con 8 nucleos. Mod redundant es la palabra que utiliza
el fichero de entrada del calculo, es decir, la orden que le estamos dando al

programa para que calcule los conformeros.
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Se utilizé el programa Mercury 3.6 para visualizar el cristal y obtener los angulos

diedros, esto para poder obtener las energias de los conformeros de la celda

unitaria del cristal, y de esta manera saber cual es el conférmero mas estable y

mas abundante.

Se obtuvo la molécula A (Grafica 1), como el conformero que presento la menor

energia. Lo que indica que es el conformero mas estable. Esto demuestra que el

compuesto dos existe mayoritariamente como una estructura plana. El hecho de

que el compuesto 2 sea plano, nos sugiere que puede tener buena afinidad con

los receptores estrogénicos, y de esta manera presentar un efecto citotoxico en

algunas lineas celulares cancerigenas de mama.

Tabla 4. Relaciéon de conférmeros obtenidos experimentalmente vs. conférmeros obtenidos

empiricamente.

Conférmeros Conférmeros
obtenidos en | Angulo diedro | obtenidos con | Angulo diedro Energia
la celda el programa Kcal/mol
(experimental). Mercury 3.6
(Empirico).
Molécula A
-3.81656 Molécula 80 -3.717 0

Molécula B

-33.923 Molécula 74 -30.71649 0.4871237
Molécula C

142.363 Molécula 32 140.28 2.6129304

Grafica 1. Maximos y minimos de energia para los conférmeros del compuesto 2.
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7.1.2 Caracterizacion del compuesto N-[2,4-diaminoquinazolin-6-il)
piridina-3- carboxamida (3).

La sintesis del compuesto 3, se inicid con la activacion del acido nicotinico
usando CDI, para formar un intermediario que posee un buen grupo saliente,
imidazol. Posteriormente, se formé la amida con 5-amino-2-fluorobenzonitrilo, y
por ultimo, se realizé una ciclacion con carbonato de guanidina. Dicha reaccién
fue monitoreada por cromatografia de placa fina (c.c.f). Al Término de la reaccion
se obtuvo una solucién y el compuesto tenia aspecto chicloso. Se procedié a
evaporar la fase liquida en el rotavapor, posteriormente se agregaron 30 mL de
acetato de etilo, se dejo en agitacion constante por 4 h. Por ultimo, se obtuvo
una suspension amarillenta, la cual se sometié a un proceso de filtracion rapida.
Una vez que se obtuvo el sdlido, se recristalizé6 de metanol/agua 75:25. Del
compuesto obtenido se registraron los espectros de: masas, infrarrojo,
resonancia magnética nuclearde Hy C'.

En el espectro de masas, obtenido por impacto electrénico, se observo el i6n

280 m/z (M+) correspondiente al peso molecular del compuesto 3.

En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3356 cm™' propia de la vibracion
de tensién entre el N-H del grupo amina primaria; la banda presente en 3060 cm"
es propia del estiramiento C-H del anillo aromatico; la banda en 1548 cm
corresponde a la vibracion de torsion de N-H del grupo amida secundaria; las
bandas en 1593 y 1447 cm™ son propias de las vibraciones de estiramiento de
C=C del anillo aromatico; 1660 cm™' es una banda propia del estiramiento de C=N;

en 1623 cm™' se observa esta banda correspondiente al estiramiento de C=0 del
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amida; las banda 1345y 1294 cm™! representan las vibraciones de C-N aromaticas

de aminas primarias.

El espectro de RMN-'H mostrd, para el anillo de quinazolina, las sefiales que
corresponden al Hiz3 como un doblete a un desplazamiento de 8.26 ppm, con un
acoplamiento de 2.12 Hz en posicién meta con H1s; para H14 se obtuvo un doblete
con un desplazamiento de 7.22 ppm, que acopla en orto con H1s, con una
constante de 8.91 Hz; H1s tiene un desplazamiento de 7.68 ppm, es una seial
doble de dobles, con constantes de acoplamiento de 2.5y 8.92 Hz; para las aminas
de la quinazolina, H2o y H21, se obtuvieron desplazamientos de 7.3 y 6 ppm
respectivamente, las cuales integran para dos protones cada una; para la piridina
se obtuvieron los protones de H2 como un doblete con una constante de
acoplamiento de 1.59 Hz que se acopla en meta con Hs; para Hs se obtuvo un
desplazamiento de 8.34 ppm como una sefial de doble de dobles, con constantes
de acoplamiento de 1.88 y 8 Hz, esta ultima sefal se genero por su acoplamiento
orto con Hs; para Hs se obtuvo un doble de dobles a un desplazamiento de 7.56
ppm, con constantes de acoplamiento de 8 y 4.82 Hz, esta ultima por su
acoplamiento en orto con He; el desplazamiento en 8.75 ppm se obtuvo una senal
como doble de dobles, con constantes de acoplamiento de 4.8 y 1.58 ppm, esta

ultima se generd por su acoplamiento en meta con Hz.(Fig.12)
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Figura 12. Ampliacién de la regién aromatica del espectro de RMN-'H de 3.

7.1.3 Caracterizacion del compuesto N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-
3-nitrobenzamida (4).

Para la obtencion del compuesto 4, se llevd a cabo una reaccion de adicidn-
eliminacioén, para que se formara la amida, a partir de Cloruro de 3- nitrobenzoilo
(cloruro de acilo) con 2,4,6 triaminquinazolina (amina). Dicha reaccién fue
monitoreada por cromatografia de placa fina (c.c.f). Al término de la reaccion, se
obtuvo una suspensién que se sometid a un proceso de filtracion rapida. Una
vez que se obtuvo el solido, se recristalizO de metanol/agua 75:25. Del
compuesto que se obtuvo se registraron los espectros de: masas, infrarrojo,
resonancia magnética nuclear de H y C'3.

Se obtuvo el espectro de masas, por impacto electrénico, se mostré el ion 460
m/z (M+), que no corresponde con el peso molecular del compuesto 6,

probablemente porque la parte del terbutoxicarbonilo (Boc) no se alcanzo.

En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3578 cm™ propia del

estiramiento entre N-H del grupo amida; la banda 3346 cm™' es caracteristica de
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la vibracidén de tension entre el N-H del grupo amina primaria; la banda presente
en 3082 cm' es propia del estiramiento C-H del anillo aromatico; la banda en 1525
cm' corresponde a la vibracion de torsién de N-H del grupo amida secundaria; las
bandas en 1615 y 1443 cm™' son propias de las vibraciones de estiramiento de C-
C del anillo aromatico; 1659 cm-! es una banda propia del estiramiento de C-N; la

banda presente en 1347 cm-! correponde al estiramiento asimétrico del grupo nitro.

En el espectro de RMN-'H se mostrd, para el anillo de quinazolina, las sefiales que
corresponden al H13 como un doblete, con un desplazamiento de 8.34 ppm, con un
acoplamiento de 2.12 Hz en posicion meta con Hi1s; para Hi4 se obtuvo un
desplazamiento de 7.34 ppm, con un acoplamiento de 8.92 Hz generado por su
acoplamiento en orto con el proton H1s; para H1is se obtuvo una sefal doble de
dobles con un desplazamiento de 7.78 ppm, con constantes de acoplamiento de
2.16 y 8.84 Hz; el proton Hs de la amida se obtuvo a un desplazamiento de 10.74
ppm; para las aminas de la quinazolina, Hzo y H21, se obtuvieron desplazamientos
de 7.76 y 6.64 ppm respectivamente, las cuales integran para dos protones cada
una; para el anillo bencenoide, los protones Hz y Hs generaron un doble de dobles,
con acoplamientos de 2.04 y 8 Hz, el primer acoplamiento genera un acoplamiento
meta con Hs y el segundo genera un acoplamiento orto con Hs; el proton Hs generé
un triplete con un desplazamiento de 7.85 ppm, con una constante acoplamiento
de 8 Hz; el proton He genero un triplete con un desplazamiento de 8.83 ppm, con

una constante acoplamiento de 1.88 Hz. (Fig.13)
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Figura 13. Ampliacion de la regién aromatica del espectro de RMN-'H de 4.

7.1.3 Caracterizacion del compuesto N-(3-ciano-4-fluorofenil)-2-
(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (5).

La sintesis del compuesto 5, se inicid con la activacion del acido nicotinico
usando CDI, para formar un intermediario que posee un buen grupo saliente,
imidazol. Posteriormente, se formo6 la amida con 5-amino-2-fluorobenzonitrilo.
Dicha reaccion fue monitoreada por cromatografia de placa fina (c.c.f). Al
Término de la reaccion se obtuvo una solucion y el compuesto tenia aspecto
chicloso. Se procedi6 a evaporar la fase liquida en el rotavapor. Posteriormente
se agregaron 30 mL de acetato de etilo y se dejo en agitacion constante por 4 h
mas. Por ultimo, se obtuvo una suspension amarillenta, la cual se sometié a un
proceso de filtraciéon rapida. Una vez que se obtuvo el sélido, se recristalizd de
metanol/agua 75:25. Del compuesto obtenido se registraron los espectros de:

masas, infrarrojo, resonancia magnética nuclear de Hy C'3.
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El compuesto 5, se intentd ciclar con carbonato de guanidina para formar el
nucleo de quinazolina. Pero no fue posible a pesar de varios intentos. Esto se
debe a que se usé la cantidad exacta de base (DIPEA), a diferencia del
compuesto 3 en el que se usé el doble de base. Sucede que al no haber la
cantidad correcta de base no se pudo desprotonar tan facilmente el compuesto
5, también no es tan soluble en el disolvente utilizado (DMA), lo que complico la
reaccion. Por falta de tiempo se decidié mandar a pruebas de citotéxicidad dicho
compuesto, para observar si mostraba ser citotoxico en lineas celulares
cancerigenas, a pesar de que no fuera un derivado de 2,4,6-triaminquinazolina.
En el espectro de masas, obtenido por impacto electrénico, se observd el ion

348m/z (M+) correspondiente al peso molecular del compuesto 5.

En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3344 cm™ propia del
estiramiento entre N-H del grupo amida; la banda 3144 cm™' es caracteristica de
la vibracion de tension entre el N-H del grupo amina secundaria; la banda presente
en 3083 cm™ es propia del estiramiento C-H del anillo aromatico; la banda
presente en 2240 pertenece al grupo ciano (C=N), la banda en 1542 cm
corresponde a la vibracidn de torsion de N-H del grupo amida secundaria; las
bandas en 1598 y 1408 cm-! son propias de las vibraciones de estiramiento de
C=C del anillo aromatico; 1660 cm™' es una banda propia del estiramiento de C=N;
1497 cm™' es una banda perteneciente a la torsion de la amina secundaria; entre
1222-1134 cm' se encuentran bandas multiples y complejas pertenecientes a los

enlaces de carbono con los tres atomos de fltor.

En el espectro de RMN-'H se mostrd, para el sistema inddlico, las sefiales que
corresponden al H2 como un doble de dobles a un desplazamiento de 7.96 ppm,
con constantes de acoplamiento de 1.53 y 8.61 Hz; la primera generada por su
acoplamiento en meta con Hs, y la segunda generada por su acoplamiento en
orto con el protdn Hs. Para el proton Hs, el desplazamiento es de 8.3 ppm con
una constante de acoplamiento de 0.96 Hz; para el protén Ha4 se registré un
doblete a 7.8 ppm de desplazamiento, con una constante de acoplamiento de
8.61 Hz; para Hs. El proton de la amida, se obtuvo a un desplazamiento de 10.65
ppm, integrando para un proton; para los protones del anillo bencenoide se

obtuvo para H11 un doble de dobles a un desplazamiento de 8.27 ppm, con
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constantes de acoplamiento de 2.68 y 5.79 Hz, generadas por su acoplamiento
en meta con H1s; a un desplazamiento de 8.08 ppm con una sefal de doble de
dobles esta el proton H1is con constantes de acoplamiento de 2.76, 4.90 y 9.27
Hz generadas por el acoplamiento en meta con H11, y en orto con H14; para His
se obtuvo un desplazamiento de 7.52 ppm, un triplete con una constante de

acoplamiento de 9.15 Hz. (Fig.14)
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Figura 14. Ampliacion de la regién aromatica del espectro de RMN-'H de 5.

7.1.3 Caracterizacion del compuesto Di-tert-butil {4-[(3-ciano-4-

fluorofenil) carbamoil] fenil} biscarbamato (6).

La sintesis del compuesto 6, se inicié con la activacion acido 3,4-bis [(tert —
butoxicarbonil) amino] benzoico (12), usando CDI, para formar un intermediario
que posee un buen grupo saliente, imidazol. Posteriormente, se formo la amida
con 5-amino-2-fluorobenzonitrilo. Dicha reaccién fue monitoreada por
cromatografia de placa fina (c.c.f). Al Término de la reaccién se obtuvo una

solucion café obscuro. Se procedié a evaporar la fase liquida en el rotavapor.
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Posteriormente, se agregaron 40 mL de acetato de etilo, se dejé en agitacion
constante por 4 h. Por ultimo, se obtuvo una suspension café, la cual se sometid
a un proceso de filtracion rapida. Una vez que se obtuvo el sdlido, se recristalizd
de metanol/agua 75:25. Del compuesto obtenido se registraron los espectros de:
masas, infrarrojo, y resonancia magnética nuclear de H.

El compuesto 6, se intentd ciclar con carbonato de guanidina para formar el anillo
de quinazolina. Pero no fue posible a pesar de varios intentos. Esto se debe a
que se uso6 un cuarto de base de (DIPEA) mas, a diferencia del compuesto 3 en
el que se uso el doble de base de mas. Sucede que al no haber la cantidad
correcta de base no se pudo desprotonar tan facilmente el compuesto 5, también
no es tan soluble en el disolvente utilizado (DMA), lo que complico la reaccion.
Por falta de tiempo se decidi®6 mandar a pruebas de citotoxicidad dicho
compuesto, para observar si demostraba ser citotoxico en lineas celulares

cancerigenas, a pesar de que no fuera un derivado de 2,4,6-triaminquinazolina.

En el espectro de masas, obtenido por impacto electrénico, se observo el ion 460
m/z (M+), no corresponde al peso molecular del compuesto 6, posiblemente
porque fue tan rapida la desintegracion de 9 protones que no permitio el registro

completo del compuesto.

En el espectro de infrarrojo se observa la banda de 3336 cm™ propia del
estiramiento entre N-H del grupo amida primaria; la banda 3158 cm™ es
caracteristica de la vibracion de tension entre el nitrégeno y el hidrégeno del grupo
amida primaria enlazada; la banda presente en 3112 cm' es propia del
estiramiento C-H del anillo aromatico; la banda presente en 2244 cm™' pertenece
al grupo ciano C=N, las bandas entre 1634-1663 cm™! corresponden a la vibracion
de torsidén de N-H del grupo amida; las bandas en 1598 y 1474 cm-" son propias
de las vibraciones de estiramiento de C=C del anillo aromatico; la banda en 2850
cm™ corresponde al estiramiento asimétrico de (-CHz); la banda en 1710 cm'
corresponde al grupo (C-0), 1332, 1255, 1216 cm', son bandas que pertenecen

al estiramiento del grupo terbutilo. [(CH3)3-C].

En el espectro de RMN-'H se mostro, para los protones del anillo bencenoide,

las sefales que corresponden al Hs como un doble de dobles a un
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desplazamiento de 8.33 ppm, con constantes de acoplamiento de 2.64 y 5.81
Hz, generadas por su acoplamiento en meta con Hs; para el proton Hs, se registro
un triplete, a un desplazamiento es de 7.55 ppm con constante de acoplamiento
de 9.18 Hz, generada por su acoplamiento en orto con He; para el proton He se
registro un doble de dobles de dobles, a un desplazamiento de 8.14 ppm de
desplazamiento, con constantes de acoplamiento de 2.73, 4.95 y 9.27 Hz; para
Hz, el protdon de la amida, se obtuvo a un desplazamiento de 10.59 ppm,
integrando para un proton; para los protones del sistema inddlico, se obtuvo para
H11 un doblete a un desplazamiento de 7.6 ppm, con una constante de
acoplamiento de 1.62 Hz, generada por su acoplamiento en meta con H1z; el
protdn H12 se obtuvo a un desplazamiento de 7.7 ppm con una sefal de doble
de dobles, con constantes de acoplamiento de 1.71 y 8.22 Hz, la segunda
constante corresponde al acoplamiento en orto con Hi4; para H14 se obtuvo un
desplazamiento de 7.09 ppm, un doblete con una constante de acoplamiento de
8.15 Hz. (Fig.15)
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Figura 15. Ampliacion de la regidon aromatica del espectro de RMN-'H de 6.

7.2 Parte teorica

Se realizaron estudios de docking en busca de las posibles dianas, utilizando el
programa Autodock. Este programa es util para encontrar la conformacion de
minima energia dentro del sitio activo de proteinas. El programa utiliza un
algoritmo matematico para realizar la busqueda conformacional. Las imagenes
se generaron utilizando pymol (visualizador de macromoléculas). Dado que
previamente esta clase de compuestos han mostrado ser inhibidores de DHFR
se utilizo esta enzima. Adicionalmente, se estudio al receptor estrogénico ya que
las moléculas fueron muy activas sobre MCF7. Los compuestos se unen con

buena afinidad, sin embargo, aun estamos explorando otras posibles dianas.
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"’ ~

Figura 17. Vista de interaccion de los compuestos 1-4 en receptor estrogénico alfa (ER-a)
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Los compuestos se unen con buena afinidad, sin embargo, aun se deben

explorar otras posible dianas.

7.3 Evaluacion biolégica

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado. Existen diferentes
baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos tdéxicos de drogas y
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos

primarios y 6rganos aislados como lineas celulares establecidas.

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos de toxicologia alternativa
utiles y necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una
sustancia dada se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces
de detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos
adversos de interferencia con estructura y/o propiedades esenciales para la
supervivencia celular, proliferacién y/o funciones. Dentro de estos se encuentran
la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y
degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacién

ionica y division celular. (Arencibia, 2003)

El ensayo de citotoxicidad que se utiliz6 para determinar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento en lineas celulares, a una concentracion de 50 uM de

los compuestos sintetizados, fue el método de tincién con sulforodamina B.

El método de tincién con sulforodamina B (SRB) fue desarrollado en el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos, como una alternativa al empleo del
método de reduccion de MTT en el programa de tamizaje in vitro para el

descubrimiento de nuevos agentes antineoplasicos.

La sulforodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano, rosado brillante,
posee dos grupos sulfénicos -SO3- cargados negativamente, capaces de unirse
electrostaticamente a cationes. En condiciones acidas (disuelta en acido acético

1%), la SRB aumenta su afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas,
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y se fija selectivamente a éstos, proporcionando un indice del contenido de
proteina celular si las células son previamente fijjadas con acido tricloroacético
(TCA), y después de eliminar el colorante no fijado, el colorante unido a las
células viables se extrae con medio alcalino (Solucién de Tris pH 10,5) y se lee

la absorbancia a 564 nm.

Se evalud la sensibilidad en las lineas celulares de: U251 (glia del sistema
nervioso central), PC-3 (prostata), K562 (leucemia), HCT-15 (colén), MCF-7
(mama), SKLU-1 (pulmdn) y en FGH (fibroblastos gingivales humanos). Como
referencia se utilizdé el tamoxifen, un farmaco utilizado en el tratamiento del
cancer de mama humano. El tamoxifen compite con el estrégeno para la unién
al receptor de estrogenos. Asi pues, la administracion de tamoxifen, tras una
intervencion quirurgica o la aplicacion de quimioterapia para este tipo de cancer,
reduce o interrupte el crecimiento de las células cancerosas restantes,

prolongando el tiempo de vida del paciente.

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicién del crecimiento en lineas celulares
(Tabla 5), se observo para la linea celular U251, que el compuesto 1 inhibe el
100% del crecimiento, pero al inhibir el 46.97% de fibroblastos se descarta como
candidato para seguir con otras pruebas como mutagenicidad etc. El compuesto
2 inhibe el 78.7% y el compuesto 5 inhibe un 74.9%, ambos son menos citotoxico
en fibroblastos que el tamoxifen, pero para continuar con mas pruebas se

requiere que no sean citotoxicos en fibroblastos.

Para la linea celular PC-3 el compuesto 5 es el que tiene mejor perfil, aunque
presenta citotoxicidad en fibroblastos, es poca comparada con el porcentaje de

inhibicidon que presenta en células cancerigenas.

Para la linea celular K562 el compuesto mas prometedor es el 4, ya que no es

citotoxico en fibroblastos, y tiene un 81.9% de inhibicidon en esta linea celular.

Para la linea celular HCT-15 el compuesto 5 resulto ser el mas citotdxico, aunque
presenta citotoxicidad en fibroblastos, es un buen candidato para seguir
investigandolo. Es posible que cierta citotoxicidad sea conferida por el grupo nitro

que presenta la molécula, ya que este grupo es moderadamente toxico.

Para la linea celular MFC-7, en correlacion con el estudio conformacional que se

realizd para el compuesto 2, se observd que inhibe el 84.3% de células
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cancerigenas, lo que indica que al ser plana la estructura, interacciona bien con
los receptores estrogénicos. Sin embargo, el compuesto estrella es el 4, ya que
inhibe el 100% de células cancerigenas y no es citotdxico en fibroblastos. El
compuesto 4 presenta un grupo nitro, el cual es electronegativo y retira densidad
electronica de la molécula, volviéndola mas estable. Al estabilizar la molécula lo

mas probable es que tenga una estructura plana y no presente conformeros.

Para la linea celular SKLU-1 el compuesto con mejor perfil es el 5, ya que
presenta un porcentaje de inhibicion del 86.8% y es menos citotoxico en
fibroblastos en comparacion al compuesto 1, que inhibe el 97.8% las células

cancerigenas.

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento en lineas celulares

% de inhibicion del crecimiento

Compuesto | U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 FGH

1 100 95.2+4.8 100 95.6+3.4 100 97.8+2.3 46.97

2 78.7¥17.5 85.3%14.7 100 92.8+4.6 84.3+8.1 78.9%12.3 | 9.46

3 10.5+1.2 NC NC 52.99+1.2 3.410.3 36.94+0.06 | NC

4 52.42+18.9 NC 81.9+18.1 | 40.37+13.11 100 34.78+141 | NC

5 749159 82.89+10.6 | 82.01£17.9 97.4%1.7 98.1¥1.6 | 86.77+54 |24

6 50.7%7.5 NC 41.3x17.7 13.85+3.6 NC NC NC
T?moxift)en 44.84+1.0 58.99+7.1 60.46+9.7 53.58+0.3 29.61+¥2.9 | 43.33%2.5 | 9.87+0.4

10 uM

*NC: No citotoxico
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8. Conclusiones

En este trabajo de tesis se lograron sintetizar 4 compuestos derivados de 2,4,6-
triaminquinazolina, por dos vias de sintesis. También se obtuvieron 2
intermediarios con buen perfil para ser derivados de 2,4,6- triaminquinazolina, lo
cual es bueno para continuar con la linea de investigacion de derivados de

quinazolina.

Los compuestos sintetizados fueron elucidados por diferentes técnicas, entre
ellas la espectrometria de masas, espectroscopia de infrarrojo y la

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 'Hy C*3.

Los 4 compuestos derivados de 2,4,6-triaminquinazolina, presentan un grupo
benzoilo en la posicion 6 de la quinazolina; a su vez, el benzoilo presenta
sustituyentes electroatractores en la posicion 3. En este trabajo de tesis quedd
demostrado que los compuestos con las caracteristicas mencionadas,
presentaron una mayor citotoxicidad en lineas celulares con respecto inclusive al

farmaco de referencia.

El compuesto 1 nos demuestra que la sustitucion de la quinazolina, en la posicion
2, vuelve al compuesto mas citotéxico tanto en lineas celulares cancerigenas

como en lineas celulares normales (fibroblastos).

El compuesto 2, no presenta ningun sustituyente en el benzoilo, sin embargo es
citotoxico tanto en lineas celulares cancerigenas como en lineas celulares
normales (fibroblastos), pero en menor grado en comparacion con el compuesto
1, esto nos demuestra que al colocar un sustituyente en la posicion 6 de la
quinazolina, el compuesto presentara citotoxicidad también en fibroblastos, pero
no tanta citotoxicidad como colocando sustituyentes en la posiciones 2 y 6 de la

quinazolina.

En el compuesto 3 se presenta como sustituyente en la quinazolina, en la posicion

6, una piridina, el nitrégeno es electroatractor y se encuentra en la posicion 3, se
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observa que con esta modificacién no se presenta citotoxicidad en fibroblastos;
sin embargo, es menos citotéxico en lineas celulares cancerigenas, en

comparacion con el tamoxifen.

En el compuesto 4 se observa la presencia del grupo benzoilo, como sustituyente
en la posicibn 6 de la quinazolina; a su vez, el benzoilo presenta como
sustituyente en la posicion 3, un grupo electroatractor (nitro). El cual estabiliza la
molécula. Estas caracteristicas demuestran ser las ideales para los compuestos
derivados de 2,4,6-triaminquinazolina, ya que este compuesto no presenta
citotoxicidad en fibroblastos e inhibe el 100% del crecimiento de células
cancerigenas pertenecientes a la linea celular MCF-7, lo que lo hace selectivo y

un candidato con mucho potencial para volverse un farmaco.
A los compuestos 5 y 6 les hace falta una ciclaciéon para formar el anillo de

quinazolina, se sugiere realizarlo en microondas. A pesar de no estar ciclados

presentaron muy buena actividad citotoxica.
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La materia prima y los compuestos se pesaron en una balanza analitica marca
Adventurer OHAS.

Para la elaboracion de las reacciones se emple6 una parrilla automatica marca
IKA RCT basica con sensor de temperatura modelo IKA TRON ETS-DH fuzzy.
Para la concentracion de las soluciones se utilizé un rotavapor IKA RV 10 digital
conectado a una bomba de vacio Buchi V-800, con bafio de calentamiento HB10
digital.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato electrothermal modelo
M8144 usando capilares abiertos.

La hidrogenacion catalitica se realizé en un equipo para hidrogenacion marca
PARR modelo 3916 EG adaptado a un tanque de hidrégeno de la casa INFRA.

La determinacién de los espectros de resonancia magnética nuclear de H' y de
13C se realizaron en un espectrometro Varian Unity Inova que opera a 300 o 400
MHz para la determinacion del proton y 75 o 100 MHz para el isétopo de '3C. El

disolvente utilizado fue dimetilsulfoxido-ds.

Cromatografia
Para el monitoreo de las reacciones la verificacion de la pureza de los productos

se utilizé cromatografia en capa fina (ccf), utilizando placas de vidrio cubiertas
con gel de silice 60, GF254 (Merck). Se utilizé una lampara de luz ultravioleta
UVP Inc. modelo UVGL-25.

Sistema de elucion

Sistema Composicion

Sistema | CHCI3/MeOH (80:20)

Sistema Il CHCIs/MeOH (90:10)

Sistema llI CHCI3/MeOH (50:50)

Sistema IV 2-butanol/acido acético/agua (80:20:05)
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Sintesis de N,N'-(4-aminoquinazolina-2,6-diil) dibenzamida (1)

HoN

| 0
o OO O
-+
A )
1

cloruro de benzoilo 8

a: CHsCN; b: DIPEA
En un matraz bola de 250 mL en bafo de agua fria, adaptado a un embudo de

adiciéon unido a un globo con nitrogeno, un septo y agitacion magnética, se
colocaron 0.5mL (4.22 mmol) de cloruro de benzoilo en 5 mL de acetonitrilo
anhidro. Posteriormente en un vaso de precipitado de 50 mL se colocaron 522.5
mg de 7 (3.7 mmol, 0.9 meq) y se disolvié en 10 mL de acetonirtilo anhidro, una
vez disuelto se agregd gota a gota, por medio del embudo de adicidn. Por ultimo,
se agregaron 0.8 mL (5.06 mmol, 1.2 meq) de DIPEA. Se dej6 en agitacion
constante por 48 h. Se obtuvo un sélido café crema de compuesto 1. Se recristalizé
de metanol/agua 75:25. Se obtuvieron 425 mg, correspondientes al 37.9% de
rendimiento, R.f =0.8. Sistema Ill. P.f. 348.7 °C (Lit. 355.8 °C) (con

descomposicion).

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) benzamida (2).
NH, H,N

(o]
| H,N a,b 0o —N
Cl 4+ XN —_— />7NH2
/)\ NH N
N NH,

cloruro de benzoilo
8 2

a: CHsCN; b: DIPEA
En un matraz bola de 250 mL en bafno de hielo, adaptado a un embudo de adicién

unido a un globo con nitrégeno, un septo y agitacién magnética, se colocaron
0.41mL (3.5 mmol) de Cloruro de benzoilo en 5 mL de acetonitrilo anhidro.
Posteriormente, en un vaso de precipitado de 50 mL se colocaron 522.5 mg de 7
(2.9 mmol, 0.85 meq) y se disolvi6 en 10 mL de acetonitrilo anhidro. Una vez
disuelto, se agreg6 gota a gota, al matraz de 250 mL, por medio del embudo de
adicién. Por ultimo, se agregaron 0.73 mL (4.2 mmol, 1.2 meq) de DIPEA. Se dejé

en agitacion constante por 48 h. Se obtuvo un solido café de compuesto 2. Se
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recristalizd de metanol/agua 75:25. Se obtuvieron 141 mg, correspondientes al
16.8% de rendimiento, R.f =0.75. Sistema lll. P.f. 248.9°C (Lit. 250.2 °C).

Sintesis de N-[2,4-diaminoquinazolin-6-il) piridina-3- carboxamida (3).

o) //N reN 0 - N
O P 5 —
N NH F + N NH N
HaN
2
9 3

Carbonato de guanidina

a: DIPEA, DMA

En un matraz bola de 250 mL en bafo de aceite, adaptado con un tapon de hule,
refrigerante en posicion de reflujo y agitacion magnética, se colocaron 300 mg
(1.25 mmol) de 9 y 225 mg (1.25 mmol) de carbonato de guanidina en 10 mL de
DMA (N, N dimetilacetamida). Posteriormente, se adicionaron 0.5 mL (3 mmol, 2
meq) de DIPEA. Se dej6é en agitacion constante por 11 h. Se obtuvo un sdlido
amarillo claro de compuesto (3). Se recristalizd en metanol/agua 75:25
respectivamente. Se obtuvieron 242mg, correspondientes al 68.8% de
rendimiento, R.f =0.05. Sistema Ill. P.f. 281.1 °C (Lit. 283.8 °C).

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-nitrobenzamida (4).

0]

NH, HoN
cl HoN ab 0 —N
XN NH,
+ - />
P NH N
\ N NH, o N\;
o~ o le}
Cloruro de 3-nitrobenzoilo 8

4

a: MeCN; b: DIPEA
En un matraz bola de 250 mL en bafo de hielo, adaptado a un embudo de adicion

unido a un globo con nitrégeno, un septo y agitacidn magnética, se colocaron
982 mg (5.38 mmol) de cloruro de 3- nitrobenzoilo en 10 mL de acetonitilo
anhidro. Posteriormente en un vaso de precipitado de 50 mL se colocaron 0.788
g de 7 (4.5 mmol, 0.85 meq) y se disolvié en 25 mL de acetonitrilo anhidro, una
vez disuelto se agrego gota a gota, por medio del embudo de adicion. Por ultimo,
se agregaron 1.12 mL (6.45 mmol, 1.2 meq) de DIPEA. Se dejé en agitacion
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constante por 48 h. Se obtuvo un solido naranja de compuesto (4). Se recristalizo
en metanol/agua 75:25 respectivamente. Se obtuvieron 650.2 mg,
correspondientes al 44% de rendimiento, R.f =0.76. Sistema Ill. P.f. 202.3 °C (Lit.
204.5 °C).

Sintesis de N-(3-ciano-4-fluorofenil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (5)
0} (e}

PN
OH
F

N
H

A
+
=

5-amino-2-fluorobenzonitrilo

b N
‘ |
F
i
F N
e
£ N
H
5

a: CDI; b: MeCN

10 1

En un matraz bola de 100 mL de dos bocas, adaptado con una columna vigreux
unida a un globo con nitrégeno, un septo y agitacion magnética, se colocaron
797.8 g (4.7mmol, 1.1 mEq) de CDI, 1.0 g (4.34 mmol) de 10 y 15 mL de
acetonitrilo anhidro. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion constante
durante 5 h, a temperatura ambiente. Después de ese tiempo, a través de una
ccf se observo el consumo de la materia prima y la aparicion de un intermediario
de R.f =0.09, empleando el sistema Il. Se agregaron 565.3 mg (4.15 mmol, 0.95
mEq) de 5-amino-2-flurobenzonitrilo. Se dejo en agitacion constante durante 48
h, a 40 °C. Terminada la reaccion, se concentrd el acetonitrilo, y se obtuvo un
aceite morado. Se agregaron 10 mL de una solucion al 4% de bicarbonato de
sodio; con ello se logré obtener un precipitado el cual se separoé por filtracion al
vacio. Se colocé el polvo obtenido en un vaso de precipitados que contenia 40
mL de éter etilico, se mantuvo en agitacién durante 24 h. Se obtuvo un sdlido
amarillo de compuesto 5. Se obtuvieron 405.3 mg, correspondientes al 26% de
rendimiento, R.f =0.39. Sistema Il. P.f. 2252 °C (Lit. 227.9°C) (con

descomposicion).
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Sintesis de Di-tert-butil {4-[(3-ciano-4-fluorofenil) carbamoil] fenil} biscarbamato

(6)

0 0}
| N
1) NN /
e S ﬁ OH b e ST I \\\/N
>< P 0~ >nNH
o NH H,C
M€ HN_ O F
HN (0]
Y b
o CHa 0. [CHs  5-amino-2-fluorobenzonitrilo
12 >< 13 ><CH
H,C CHs HsC s
(0]
CHj 0

H3C><
o >

H;C
HNYO
CH
6 o] 3
a: CDI; b: MeCN
En un matraz bola de 100 mL de dos bocas, adaptado con una columna vigreux

unida a un globo con nitrégeno, un septo y agitacibn magnética, se colocaron
504.7 mg (3.1 mmol, 1.1 mEq) de CDI, 1.012 g (2.83 mmol) de 12y 20 mL de
acetonitrilo anhidro. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion constante
durante 5 h, a temperatura ambiente. Después de ese tiempo, a través de una
ccf se observo el consumo de la materia prima y la apariciéon de un intermediario
de R.f =0.1 en el sistema Il. Se agregaron 346.72mg (2.54 mmol, 0.90 mEq) de
5-amino-2-flurobenzonitrilo. Se dejé en agitacién constante durante 48 h, a 40
°C. Terminada la reaccion, se concentrd el acetonitrilo, y se obtuvo un aceite
café. Se agregaron 10 mL de una solucién al 4% de bicarbonato de sodio; con
ello se logré obtener un precipitado el cual se separo por filtracién al vacio. Se
coloco el polvo obtenido en un vaso de precipitados que contenia 40 mL de éter
etilico, se mantuvo en agitacion durante 24 h. Se obtuvo un sélido café crema de
compuesto 6. Se obtuvieron 315 mg, correspondientes al 23% de rendimiento,
R.f=0.45. Sistema Il. P.f. 322.8 "C (Lit. 326.4°C) (con descomposicion).
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Sintesis de 2,4-diamina-6-nitroquinazolina (7)

(o) -
. N H,N (l) NH,
OfN = NH 2- a,b /N+
+ /"2 | cos o~ SN
NH HeN + /)\
2 2 N NH,

2-amino-5-nitrob itril
amino-o-nitrobenzonitrio Carbonato de guanidina 7

a: NaOH; b: EtOH/PrOH
En un matraz bola de 250 mL se colocaron 1.04 g (6.42 mmol) de 2-amino-5-

benzonitrilo y 20 mL de propanol con agitacién constante por 10 minutos. En un
vaso de precipitados se disolvieron 174.47 mg (9.63 mmol, 1.5 mEq) de KOH en
10 mL de etanol con agitacion constante por 10 min; después de ese lapso, se
agregaron 0.867g (4.8 mmol, 0.75 mEq) de carbonato de guanidina y se mantuvo
en agitacion constante por 10 min mas. Después la solucion del vaso de
precipitados se afadié al matraz bola y la mezcla se colocd a reflujo en un
sistema provisto con redstato, canastilla de calentamiento y refrigerante con
recirculacion de agua por 7 h. Se formd un precipitado naranja, el cual se separd
por filtracién al vacio. Después, el solido se lavé repetidas veces con una mezcla
de agua/metanol, hasta que el pH del efluente fuera de 7. Se obtuvo un sdlido
naranja de compuesto 7. Se obtuvieron 974.72 mg, correspondientes al 74% de
rendimiento, R.f =0.4. Sistema |. P.f. 364.7°C (Lit. 379.6°C) (con

descomposicion).

Sintesis de 2,4,6-triaminaquinazolina (8)

(lj' NH, NH,
+
_N H,N
o~ SN &, 2 XN
A A
N NH, N NH,
7 8

a: Hz, Pd/C (10%); b: MeOH

En un frasco de hidrogenacion PARR se mezclaron 1g de 7 (6.4mmol), 100 mg
de Pd/C (10%) y 280 mL de metanol; la mezcla se sometié a hidrogenacion
cargando el sistema con 60 Ib/in2. La reaccién se dejo durante 1 h,

consumiéndose 21 Ib/in?. Posteriormente, la suspensién se separo por filtracion
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al vacié empleando un embudo de vidrio poroso; la solucion amarillo-verdosa
obtenida se concentré y se llevd a sequedad obteniéndose 0.830 g de 8, un
soélido color amarillo, cuando empieza a oxidarse se torna café. Se obtuvo un
rendimiento de 78%, R.f =0.3. Sistema |. P.f. 249.8 "C (Lit. 251.9°C) (con

descomposicion).

Sintesis de N-(3-ciano-4- fluorofenil) piridina-3-carboxamida (9)

N
I AL H,N =
N OH a \Q/ N/\ +
| QN
— NS
N F
Acido nicotinico 5-amino-2-fluorobenzonitrilo

N= NH F

a: CDI, MeCN
En un matraz bola de 100 mL de dos bocas, adaptado con una columna vigreux

unida a un globo con nitrégeno, un septo y agitacibn magnética, se colocaron
1.87 g (11.6 mmol) de CDI, 1.3 g (10.55 mmol) de acido nicotinico y 15 mL de
acetonitrilo anhidro. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion constante
durante 5 h, a temperatura ambiente. Después de ese tiempo, a través de una
ccf se observo el consumo de la materia prima y la apariciéon de un intermediario
de R.f=0.05 en el sistema Il. Se agregaron 1.36 g (10.02 mmol, 0.95 mEq) de 5-
amino-2-flurobenzonitrilo. Se dejé en agitacién constante durante 48 h, a 40 °C.
Terminada la reaccion se concentré la solucion, y se obtuvo un aceite morado.
Se agregaron 10 mL de una solucién al 4% de bicarbonato de sodio, se logré
obtener un precipitado el cual se separo por filtracion al vacio. Se colocé el polvo
obtenido en un vaso de precipitados que contenia 40 mL de éter etilico, se
mantuvo en agitacién durante 24 h. Se obtuvieron 368 mg, correspondientes al
28% de rendimiento, R.f=0.58. Sistema Il. P.f.150.3°C (Lit. 151°C).
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Sintesis de Acido 2- (trifluorometil) 1H - bencimidazol-5-carboxilico (10)

(0]
-8 N ” N
+ OH / OH
X on o~ ¥
" % H,N N
. H
Acido trifluoracético

Acido 3,4-diaminobenzoico 10

En un matraz de 100 mL de tres bocas, adaptado con un termoémetro de
mercurio, un septo unido a un globo vacio y agitacion magnética, se colocaron
5.0 g (32 mmol) acido 3,4-diaminobenzoico y 35 mL (un exceso) de acido
trifluoracético. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitaciéon constante a reflujo
por 3 h, a93.5 °C. Se llevo la solucion a pH de 4.5 con KOH. Se obtuvo un sélido
café-crema. Se obtuvieron 5.9 g, correspondientes al 80% de rendimiento,
R.f=0.5. Sistema I. P.f. 273.1°C (Lit.272.3 °C).

Sintesis de Acido 3,4-bis [(tert —butoxicarbonil) amino] benzoico (12)

CHj,
o o HoC CH,
// (0] (0]
H2N | H.C O—\ (0] 4 0
OH 3 / ch
+ O0—X 3 HN |
H CHa o) My OH
HoN 3C CH, pH=10
Acido 3,4-diaminobenzoico CHs; HN
Dicarbonato de di-tert-butilo
X
(0] (0]
H30+CH3
CHs

A una solucién, agitada por 10 min a 30 °C, de 5 g (33 mmol) de acido 4-
aminometilbenzoico y 1.4 g (35 mmol) de NaOH en 25 mL de agua y 58 mL de
tert-butanol, se le adicionaron 8 mL (35 mmol) de dicarbonato de di-tert-butilo y
agito por 18 h mas. Posteriormente, se agregaron 40 mL de agua y extrajo con
hexano (4 x 20 mL). La fase acuosa se llevo a pH=3 con solucién concentrada
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de acido citrico. El precipitado blanco obtenido se separo por filtracion al vacio,
lavé con agua fria, seco y lavé de nuevo con hexano. Se obtuvieron 7.2 g (91%)
de un solo compuesto por c.c.f.: Rf= 0.37. Sistema Il. P.f. 155 °C (Lit.156 °C).
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Figura 18. Espectro de A) RMN-'H y B) IR del compuesto N,N'-(4-aminoquinazolina-2,6-diil)
dibenzamida (1)
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Figura 19. Espectro de C) Masas del compuesto N,N'-(4-aminoquinazolina-2,6-diil)

dibenzamida (1)
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Figura 20. Espectro de A) RMN-'H y B) IR del compuesto N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) benzamida (2)
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