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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
La palabra cancer denota a un grupo de enfermedades que tienen en comun el crecimiento

y divisién descontrolada de las células debido a la falla en algun mecanismo que regula su
proliferacién. Estas enfermedades son de etiologia multifactorial, es decir, pueden
originarse por distintas causas que incluyen diversos aspectos de los habitos vida, dieta,
ocupacioén profesional; ademas pueden presentarse en casi cualquier tipo de tejido en el

cuerpo humano, lo cual hace dificil su prevencion.

En los ultimos afos se ha presentado un incremento en la cantidad de personas a nivel
mundial que padecen algun tipo de cancer. Ademas, estas enfermedades son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en México por lo que se consideran un

problema de salud publica grave.

Por si fuera poco, aunque hay distintas formas de tratamiento y numerosas investigaciones
referentes a nuevas terapias, hasta ahora ninguna de ellas ha sido completamente efectiva
para todos los tipos de cancer, y en general, la terapéutica depende del tipo de cancer, la

etapa en la que se encuentre, y si hay o no metastasis.

Uno de estos tipos de cancer es el de mama, en términos amplios, se refiere al conjunto de
enfermedades que involucran crecimiento incontrolado de las células del tejido mamario.
Es uno de los mas frecuentes en mujeres a nivel mundial ya que aproximadamente el 16%
de todos los casos de cancer en mujeres son de este tipo. Ademas, en México es la primera
causa de muerte de mujeres. A todo lo anterior, es preciso indicar que los tratamientos
existentes para este tipo de cancer no son completamente exitosos y que tienen muchas
desventajas para los pacientes, como son: la gran cantidad de efectos adversos por la falta
de selectividad de los mismos, el precio y la resistencia que generan ciertos tipos de cancer
de mama a agentes quimioterapéuticos. Por estos motivos el desarrollo de nuevos agentes
mas selectivos y que sean una alternativa ante la resistencia de otros continua siendo

importante en la investigacion.

Trabajos desarrollados previamente por nuestro grupo de investigaciéon encontraron que
derivados de quinazolina, en especifico de la quinazolin-2,4,6-triamina, sustituidos en
posicién 2,4 y/o 6 por benzamidas tienen actividad antitumoral in vitro. Algunos de estos
derivados presentan cierta selectividad por una linea celular de cancer de mama (MCF-7),
de igual forma se ha encontrado que algunos derivados de quinazolina sustituidos por

benzamidas en posicion 6 presentan interacciones tedéricas con el receptor estrogénico alfa
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de humano al realizar estudios de acoplamiento molecular, lo cual puede explicar en cierta

medida la presencia de actividad y selectividad hacia la linea celular de cancer de mama

Con la intencién de encontrar compuestos hit* con actividad citotdxica, en este trabajo de
tesis se sintetizaron derivados del scaffold** quinazolin-2,4,6-triamina colocando
sustituyentes en las aminas en posicion 2,4 y/o 6 que podrian tener como blanco el receptor

estrogénico humano.

*hit. Un compuesto que posee la actividad farmacoldgica deseada comprobada
por medio de estudios de evaluacién de actividad biolégica y que se busca
optimizar para incrementar su actividad y/o mejorar sus propiedades.
** scaffold. La estructura base de una serie de compuestos bioactivos. 2
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2. ANTECEDENTES

2.1. Aspectos basicos sobre el cancer

El cancer es un término empleado para agrupar un conjunto de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento y diseminacion incontrolada de células anormales’. Estas
anormalidades causan que una célula sana se torne en maligna debido a alteraciones en

mecanismos de control que gobiernan la diferenciacion y proliferacion celular.?

El cancer comienza con cambios en una o un pequefio grupo de células; dado que nuestros
cuerpos estan formados por mas de un trillon de células que a su vez se agrupan para
formar tejidos estas enfermedades pueden originarse en casi cualquier lugar del cuerpo
humano.® Los distintos tipos de cancer tienen algunas similitudes, pero difieren en la

manera en la que crecen y se propagan.*

Se forma un tumor Células
cancerosas
creciendo en
tejido normal

Células se dividen de Células normales
forma anormal

Figura 1. Crecimiento de células cancerosas en tejido normal. Tomada y modificada.?

Usualmente, el cuerpo tiene Unicamente el nimero que se requiere de cada tipo de célula.
Esto debido a que las células producen senales que controlan la cantidad y la frecuencia
de su division.® Normalmente, las células crecen y se dividen para formar nuevas a medida
que el cuerpo las necesita, cuando las células normales envejecen o se dafan, mueren y
nuevas las reemplazan. Si alguna de las sefales de control no se presenta, este proceso
ordenado se descontrola y las células pueden comenzar a crecer y a acumularse, lo que

causa problemas en el area del cuerpo en el que se origind el proceso (tumor canceroso).?®
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De esta manera, en todos los tipos de cancer, algunas de las células del cuerpo comienzan

a dividirse sin parar y se diseminan a los tejidos que estan en derredor.®

2.2. Etapas de carcinogénesis

El proceso por el que las células sanas se transforman en cancerigenas se denomina
carcinogénesis u oncogénesis, y esta caracterizado por una serie de cambios genéticos y
celulares que llevan finalmente a que se presente un crecimiento anormal de células. Es
reconocida como un evento de multiples etapas en el que se presentan distintas

alteraciones moleculares y celulares.®’

La carcinogénesis esta dividida conceptualmente en cuatro etapas: iniciacion, promocion,
conversién y progresion. Para hablar de un tumor cancerigeno se requiere la conversion de

las células de neoplasias benignas (crecimiento anormal de células) a un estado maligno.®

¢ Iniciacion: Anteriormente, el concepto de iniciacion Unicamente hacia referencia a
cambios genéticos irreversibles que se transmiten de las células madres a su
progenie (mutaciones). Sin embargo, estudios actuales han indicado que también
implican eventos como cambios epigenéticos.

e Promociéon: Comprende la expansién clonal de células iniciadas. Como la
acumulacion de mutaciones es proporcional a la frecuencia de divisiones celulares,
o al menos a la frecuencia con la que las células troncales (células madre) son
reemplazadas, la expansion clonal de las células iniciadas produce una poblacién
mayor de células que estan en riesgo de sufrir nuevos cambios genéticos y
conversion maligna.

e Conversion: Es la transformacion de una célula neoplasica (tumoral) benigna en una

que exprese un fenotipo maligno. Para este cambio se requiere que sucedan otras
alteraciones genéticas.
La promocién contribuye a la expansion de una poblacion de células iniciadas que
estan en riesgo de conversion. La conversion de una fraccion de estas células,
ocurre en proporcion a la tasa de division celular, y a la cantidad de células que se
dividen en el tumor benigno.

e Progresion: La progresion comprende la expresion del fenotipo maligno y la
tendencia de células malignas de adquirir caracteristicas mas agresivas conforme
pasa el tiempo. Algunas caracteristicas del fenotipo maligno, son la inestabilidad

gendmica y el crecimiento incontrolado. En esta etapa, otros cambios genéticos y
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epigenéticos pueden ocurrir nuevamente, incluyendo la activaciéon de

protooncogenes y la pérdida funcional de genes supresores de tumor.

Figura 2. Etapas de carcinogénesis. Tomada y modificada.”

2.3. Cambios celulares y fenotipo maligno

La transformacion de tumores benignos en malignos y la diseminacion del cancer esta
definida tanto por cambios intrinsecos en el genoma, como por la respuesta de un tejido u
organo a factores extrinsecos como lo son: factores de crecimiento, citoquinas y estimulos

quimiotacticos.?

Como ya se menciond, el cancer involucra la conversion de un fenotipo benigno en una
entidad invasiva con muchos pasos de por medio. En este proceso existe una gran cantidad
de cambios genéticos e histopatologicos que incluyen la amplificacién de genes especificos,
expresion de marcadores tumorales, alteraciones en las células y en la arquitectura de

tejidos.®

Estudios han demostrado que las células individuales de tumores malignos que crecen en
animales y/o en humanos exhiben heterogeneidad bioquimica en los niveles enzimaticos,
en inmunogenicidad, y en su respuesta a farmacos antitumorales. Esto ha hecho que sea
sumamente dificil identificar los cambios esenciales que se producen al expresarse el
fenotipo maligno.® Existen propiedades o caracteristicas de células malignas que

generalmente se presentan in vivo o en cultivos celulares in vitro.
Caracteristicas de células malignas in vivo:®

e Expresion de proteinas oncogénicas.
e Pérdida de productos proteicos de genes supresores de tumor.
e Alteraciones en patrones de metilacién del DNA.

¢ Induccion de angiogénesis
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¢ Diferenciacion aberrante
e Autonomia de proliferacion
¢ Inestabilidad genética.

e Capacidad de evitar respuesta inmunitaria antitumoral
Caracteristicas de células malignas in vitro:®

e Cambios citologicos como incremento en el tamafio y cantidad de nucleos.
e Inmortalidad (Pueden tener un numero de pases de cultivo indefinido)

e Disminuye requerimiento de suero.

e Pérdida de control de ciclo celular.

¢ Resistencia a apoptosis.

De igual forma, otros estudios sugieren que existen seis alteraciones en la fisiologia de la

célula que se relacionan con el fenotipo maligno:

o Autosuficiencia en senales de crecimiento

o Falta de sensibilidad a sefiales anti-crecimiento.
e Evasion de apoptosis.

¢ Replicacion ilimitada

e Angiogénesis

o Metastasis e invasion de tejidos

Figura 3. Alteraciones fisiolégicas en células
debido al cancer. Tomada y modificada. '

2.4. Causas de cancer
Todos los tipos de cancer son enfermedades genéticas, es decir, estan relacionadas con
cambios en el material genético y en los mecanismos que controlan la division y crecimiento

celular.’ El conocimiento actual acerca de los mecanismos que ocurren durante el desarrollo
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de estas enfermedades sugiere que todos los tipos de cancer tienen un origen ambiental y
otro genético; esto conlleva a que se requieren de la exposicion a agentes externos vy

cambios genéticos para que se genere la enfermedad.

Los errores que ocurren durante la division celular que llevan a la transformacion maligna,
pueden estar influenciados tanto por procesos internos como por factores externos. Entre
los procesos internos se incluyen las mutaciones por errores al azar durante la replicacion
del DNA que no son corregidas, mientras que los factores externos son agentes
ambientales que afectan la tasa de mutagénesis y que pueden ocasionar dafio al DNA; por
tanto, los factores externos actian por medio de la acumulacion de alteraciones genéticas
durante la division celular y, asi incrementan el riesgo de padecer cancer. Estos agentes
ambientales se dividen en tres tipos: i) agentes quimicos, ii) agentes fisicos (radiaciones),

iii) agentes bioldgicos (virus y bacterias).™

Datos epidemiolégicos con variaciones temporales y geogréficas, asi como estudios de
poblaciones migrantes y sus descendientes que adquieren el tipo de cancer de mayor
incidencia en el pais al que migraron, indican que las exposiciones ambientales tienen una
contribucion sustancial al desarrollo de cancer en humanos.'?'® Estos estudios, junto con
la evaluacion de habitos y estilo de vida llevaron a la conclusion de que la mayoria de las
muertes por cancer ( aproximadamente el 80%) en los paises industriales puede atribuirse

a aspectos como la dieta, infecciones y condiciones laborales.

2.4.1 Alteraciones genéticas
Después de numerosos avances se encontré que el cancer involucra cambios dinamicos
en el genoma. Existen dos tipos de genes que tienen un papel fundamental en la induccién
del cancer: los proto-oncogenes y los genes supresores del tumor.'™ Estos genes codifican
para muchos tipos de proteinas que ayudan a controlar el crecimiento y diferenciacion
celular. Se ha descubierto que existen mutaciones que producen oncogenes con ganancia
de funcion, y alteraciones en genes supresores del tumor que producen la pérdida de su

funcion lo cual contribuye al desarrollo de cancer.'"

Un oncogén, es cualquier gen que codifica para una proteina capaz de transformar células
en un cultivo o de inducir cancer en animales, casi todos los oncogenes conocidos derivan
de mutaciones en genes llamados proto-oncogenes cuyos productos participan en las rutas
que controlan el crecimiento celular. Por otro lado, los genes supresores del tumor

generalmente codifican para proteinas que inhiben la proliferacion celular.”
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De igual forma, la secuencia de DNA puede verse alterada como resultado de la replicacion
de errores introducidos por las polimerasas y por diversos agentes carcinogénicos. Si existe
un cambio en la secuencia, sea cual sea la causa y este cambio no se corrige, las células
comienzan a acumular mutaciones; si estos errores estan en una region donde se
encuentra un gen supresor de tumor o un proto-oncogen pueden llevar a la formacion de

neoplasias malignas.'®'®

2.4.2 Carcinégenos
Los carcinégenos son un tipo de agentes que pueden llevar al desarrollo de cancer en
animales y humanos. Existen carcindgenos que afectan directamente al DNA, mientras que
otros no lo afectan, pero finalmente llevan a la generacién de cancer. Los carcinégenos no
causan cancer con una unica exposicidén, algunos pueden causarlo so6lo después de
exponerse a altos niveles durante un tiempo prolongado. Ademas, para cada persona, el
riesgo de desarrollar cancer es distinto y depende de diversos factores que incluyen: el tipo

de carcindgeno, la intensidad y la duracion de la exposicion.®

Una clasificacion de los agentes carcindgenos los agrupa en enddgenos y exégenos. Los
exogenos incluyen radiaciones ionizantes y no ionizantes, compuestos quimicos naturales
y sintéticos, e inclusive agentes infecciosos como ciertos tipos de virus, bacterias y
micotoxinas que suelen contaminar alimentos o estar en el medio ambiente. Por otro lado,
los endogenos abarcan condiciones que ocasionan problemas en el sistema inmunitario y
por tanto provocan inflamacion cronica.’ En el microambiente del tumor, la inflamacion
contribuye a la proliferaciéon y supervivencia de células malignas, angiogénesis, metastasis
y la respuesta reducida a hormonas y agentes quimioterapéuticos. Existe evidencia de que
mediadores de la inflamacién pueden dafiar el DNA de forma directa o indirecta,

desestabilizar el genoma y contribuir a la acumulacion de alteraciones genéticas.'®

Otro tipo de clasificacion resulta de dividir a los agentes exdgenos en tres categorias como

lo indica la siguiente tabla.
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Tabla 1. Ejemplos de carcinégenos humanos.

Tipo de carcinégeno

Fisico Quimico Bioldgico
Radiaciones Carcinégenos de origen Virus (Virus Epstein Barr,
electromagnéticas sintético (Hidrocarburos Virus de papiloma humano,
(Rayos X, Rayos UV) aromaticos policiclicos HAP, Virus de Hepatitis B, entre

tiourea, 2-naftilamina y otros) otros)

Bacterias (Helicobacter
Carcinégenos de origen natural = pylori)
(griseofulvina, quercetina,
aflatoxina y otros)

Por lo que respecta a los carcinégenos quimicos, un compuesto es considerado
carcinégeno cuando su administracion a animales de laboratorio produce un incremento
estadisticamente significativo en la incidencia de neoplasias malignas de diversos tipos
histolégicos en comparacién con el grupo control que no fue expuesto al compuesto en

cuestion.’

La mayoria de los carcindgenos quimicos requieren de su conversion metabdlica en
intermediarios reactivos que se unan al DNA (pro-carcindégenos), pero algunos no requieren
de la activacién y pueden unirse de forma directa, estos dos tipos de compuestos tienen
mecanismos genotoxicos. Sin embargo, existen compuestos que no reaccionan
directamente con el DNA y aun asi son carcinogénicos, por tanto, tienen mecanismos no

genotdxicos.®

Cuando los carcindgenos quimicos son internalizados por las células, frecuentemente son
biotransformados, y los productos resultantes se excretan o se retienen en la célula. Dentro
de la célula, los carcinégenos, o sus productos metabdlicos, pueden afectar de forma
directa o indirecta la regulacion y la expresion de genes involucrados en el control de ciclo
celular, reparacién de DNA, diferenciacién celular y apoptosis. Como se menciond, existen
carcinégenos que actuan por medio de mecanismos genotoxicos tales como la formacion
de aductos en el DNA, ruptura de cromosomas, fusién, delecién, no segregacion o no
disyuncion. Otros actian por medio de mecanismos no genotdxicos tales como la induccion
de la inflamacién, inmunosupresion, formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

activacion de receptores (como el receptor de estrégenos) y silenciamiento epigenético.
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Estos mecanismos, genotdxicos y no genotdxicos, pueden alterar las rutas de transduccion
de sefales que finalmente resultan en hipermutabilidad, inestabilidad gendémica, pérdida de

control de proliferacion y apoptosis.®

Figura 4. Mecanismos genotoxicos y no genotdxicos de carcindgenos quimicos. Tomada y
modificada.'

2.5. Tipos de cancer
Los distintos tipos de cancer pueden agruparse de acuerdo con el tipo de célula que le da

inicio, y dependiendo del sitio anatémico en el que se presenta en primera instancia.’
Dependiendo del tipo de célula que le da origen, hay cinco categorias principales:

e Carcinoma. Inician en tejido epitelial que forma la piel o cubre érganos internos. Es
el tipo mas comun de cancer y debido a que existen distintos tipos de células
epiteliales hay diferentes tipos de carcinomas. (Ej. Carcinoma de células

escamosas, adenocarcinoma).

10
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e Sarcoma. Inician en tejido conectivo o de soporte tal como hueso, cartilago,
tendones o tejido fibroso. Son mucho menos comunes que los carcinomas y pueden
agruparse en dos: osteosarcomas (sarcomas de hueso) y sarcomas de tejido blando
(cartilago o musculo).

e Leucemias: Inicia en el tejido que forma la sangre (médula 6sea). Genera un gran
numero de células sanguineas anormales.

e Linfomas y mielomas. Los linfomas tienen su origen en células del sistema linfatico
llamadas linfocitos; cuando éstos comienzan a dividirse de forma anormal
comienzan a formar tumores en noédulos linfaticos, bazo o médula ésea. Los
mielomas también son conocidos como mielomas multiples y es una enfermedad
proliferativa de células B maduras, es decir, de células plasmaticas.>?

e Cancer cerebral y de médula espinal. Inicia en células del sistema nervioso central
0 en las de la médula espinal. El tipo mas comun deriva de células de la glia y se

conoce como glioma.

2.6. Metastasis
Un tumor que no ha adquirido un fenotipo invasivo se denomina tumor “in situ”. El hecho de
que un tumor sea invasivo no solo se refiere a la habilidad para colonizar tejidos adyacentes,

sino también a la capacidad que posee para destruirlos.?!

La metastasis tumoral se refiere al movimiento de células tumorales desde un tumor
primario para llegar a colonizacion progresiva de distintos érganos distantes y formar un
tumor secundario, y es la causa que en mayor medida contribuye a la muerte de pacientes

con cancer.2"22

Figura 5. Inicio de metastasis. Tomada y modificada. 3

11
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Funcionalmente, las células tumorales comienzan a hacer metastasis por medio de la
invasion de tejidos que rodean al tumor primario. Las células tumorales entran a la
circulacion sanguinea, ya sea directamente o por medio del sistema linfatico; luego ocurre
una extravasacion de las mismas para que lleguen asi a un sitio libre de tumores. Las vias
que median la metastasis pueden operar en multiples 6rganos o pueden ser sitio-

especificas como en el caso de hueso y cerebro. 22

Como ya se menciond, la acumulacion de alteraciones genéticas ocurre en una o varias
células pre-malignas, lo cual causa que éstas se conviertan a células malignas de origen
clonal y den lugar a la formacion de un tumor maligno primario. En este estadio, las células
no son metastasicas ni invasivas, la habilidad se adquiere como resultado de una mayor

cantidad de alteraciones genéticas.??

Figura 6. Etapas de carcinogénesis desde células normales hasta conversién a células malignas
con habilidad metastasica en relacién con la acumulaciéon de mutaciones. Tomada y modificada. 23

El proceso metastasico puede iniciar en la etapa temprana o tardia de la formacion del
tumor primario?*, y puede requerir hasta décadas para completarse. El “combustible” para
la metastasis es la inestabilidad gendmica en todas sus formas. De esta manera, la

metastasis consiste en cinco etapas que en conjunto se denominan cascada metastasica:

e Invasion y migracion. Células individuales del tumor primario invaden tejido sano
adyacente.

e Intravasacion. Las células se adentran al sistema circulatorio y/o el sistema linfatico.
Después de adherirse a células endoteliales por medio de moléculas de adhesion,
las células neoplasicas secretan enzimas que permiten la infiltracién a los vasos
sanguineos.

e Circulacién. Las células viajan por la circulacion sanguinea y deben resistir las

condiciones presentes en la sangre, que involucran altos niveles de oxigeno y la

12
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presencia de linfocitos T citotdxicos, por lo que ocurre una seleccion de células
tumorales particularmente resistentes y agresivas.

e Extravasacion. Las células frecuentemente se quedan aglomeradas en los capilares
de algun 6rgano y dejan la circulacion sanguinea penetrando al endotelio por medio
de enzimas proteoliticas o de proliferacion.

e Colonizacion, proliferaciéon y angiogénesis. La célula se establece en un tejido
distante y comienza a formar un tumor secundario que luego induce angiogénesis

para asegurar la vascularizacion.

Tumor primario

Metastasis
Invasion
Prohferauon
5
anglogenes:s

y
migracion

2 Intravasacion | O Extravasacion 4

voooooo

e ———
—

3 Circulacién

Figura 7. Las cinco etapas de la cascada metastasica. Tomada y modificada.?!

2.7. Generalidades del cancer de mama

El cancer de mama es un término que agrupa distintas enfermedades proliferativas que
comienzan en regiones del tejido mamario, el cual, esta constituido por glandulas divididas
en lébulos, ductos, tejido adiposo, tejido conectivo y tejido linfatico. Se distingue hasta por
21 distintos subtipos histolégicos y al menos 4 diferentes subtipos moleculares, que son

variables en su manifestacion, respuesta al tratamiento y factores de riesgo. 2>%

13
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Figura 8. Anatomia de mamas. Tomada y modificada.30
Es el tipo de cancer mas comun en el mundo junto con el cancer de pulmon, la quinta causa
de muerte por cancer y la principal causa de muerte por cancer en mujeres. La tasa mundial
de cancer de mama excede la de los demas tipos de cancer y su incidencia va en aumento,

de manera que es un grave problema de salud a nivel mundial.?®

Existen una gran cantidad de factores que incrementan el riesgo de desarrollar cancer de
mama, entre ellos se encuentran: uso de anticonceptivos orales, antecedentes familiares
con cancer de mama, edad, dieta, desarrollo previo de otros tipos de cancer, alta densidad
de tejido en mamas, niveles mas altos de hormonas estrogénicas, entre otros.®> Dos genes
asociados con el desarrollo de cancer de mama son: el gen de susceptibilidad para cancer
de mama 1 (Brcal) y el gen de susceptibilidad para cancer de mama 2 (Brca2). Mutaciones
en estos genes confieren un riesgo de desarrollar cancer de mama del 60-85%; sin

embargo, estas alteraciones Unicamente causan del 2 al 3% del total de los casos.>®

2.7.1. Tipos de cancer de mama
El cancer de mama en general es considerado como un tipo de cancer heterogéneo ya que
comprende distintos perfiles fenotipicos y morfolégicos, por tanto, posee diferentes

comportamientos clinicos. 2728

Una forma de agrupar a los tipos de cancer de mama esta basada en si son in situ o

invasivos:

e Carcinoma ductal in situ (DCIS). Se refiere a una condiciéon en la que las células
anormales reemplazan a las células epiteliales de los ductos y puede hacer que

estos se expandan considerablemente al igual que los I6bulos. Se considera una

14
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forma de cancer de mama no invasiva debido a que las células anormales no crecen
mas alla de donde se originaron. %

Carcinoma lobular in situ (LCIS). Se refiere a la condicion en la que células malignas
comienzan a crecer en los Iébulos y es menos comun que el DCIS.

Otros tipos de carcinomas in situ que tienen caracteristicas de los dos anteriormente
mencionados. %

Invasivo. La mayoria de los tipos de cancer de mama son invasivos, en los que las
células malignas crecen en otros tejidos ademas de ductos y I6bulos. De este modo,
existe la etapa local, en la que el cancer esta confinado en el tejido mamario, la
etapa regional, en la que el o los tumores se han diseminado a tejido cercano o

adyacente a nodulos linfaticos y la etapa distante, cuando ya hay metastasis. 2

Clinicamente los tipos de cancer de mama estan caracterizados en tres, esta clasificacion

esta basada en sus propiedades inmunohistoquimicas, es decir, su estatus hormonal.?°

Los sub-tipos son:

HR positivos: Aquellos que son positivos para el receptor estrogénico (ER) y para el
receptor de progesterona (PR), y a su vez pueden dividirse en:
o Luminal A: generalmente son ER"y/o PR* y HER-2', se presenta en el 74%
de los casos.
o0 Luminal B: generalmente son ER* y/o PR* y HER-2", se presenta en el 10%
de los casos.
HER-2 positivos: Aquellos positivos para el factor 2 de crecimiento epidérmico
humano pero negativos para los receptores hormonales (HR), se presenta en el 4%
de los casos.
Triple negativo: También son llamados subtipo parecido al basal, y se refiere a
cualquier tipo de cancer de mama que no expresa los genes que codifican para ER,

PR o HER-2, se presenta en el 12% de los casos.

2.8. Estadisticas en México y en el mundo

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC), en el

2012 se presentaron alrededor de 14.1 millones de casos de cancer a nivel mundial, de los

cuales, 8 millones ocurrieron en paises econdémicamente desarrollados en los que se

encuentra el 82% de la poblacién. Para el afio 2030 se espera que la carga mundial

incremente a 21.7 millones de casos nuevos y 13 millones de muertes por cancer debido al

crecimiento e incremento de edad de la poblacion. Sin embargo, la carga futura estimada
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probablemente sera mayor por la adopcion de estilos de vida con factores que se sabe

incrementan el riesgo de desarrollar cancer. '

2.8.1. Incidencia y muertes por cancer en el mundo
De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los
diferentes tipos de cancer causan casi tantas muertes como las enfermedades coronarias

y cardiovasculares.®!

En el 2012 se presentaron 8.2 millones de muertes por cancer en el mundo (alrededor de
22,000 muertes al dia) 2.9 millones de estas muertes ocurrieron en paises desarrollados,

mientras que 5.3 millones de muertes se presentaron en paises no desarrollados.’

Figura 9. Incidencia de los mas frecuentes tipos de cancer en el mundo durante el 2012. Tomada y
modificada.3?

En los paises econdmicamente desarrollados, los tres tipos de cancer que son
diagnosticados con mayor frecuencia son: cancer de préstata, pulmén y colon en hombres,
y de colon, pulmén y mama en mujeres. Por otro lado, en paises en vias de desarrollo, los
tres tipos de cancer de mayor incidencia son: cancer de higado, pulmén y estbmago en

hombres, y cancer de mama, cérvico-uterino y de pulmoén en mujeres.
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Figura 10. Numero de muertes causadas por los mas frecuentes tipos de cancer en el mundo
durante el 2012. Tomada y modificada.3?

2.8.2. Mortalidad y morbilidad en México
En la infancia y en la adolescencia se considera que el cancer es una enfermedad poco
frecuente en comparacion con los adultos. En México, durante el 2013, la mayor morbilidad
hospitalaria por tumores malignos (poblacion que ingresa a un hospital por dicha
enfermedad) tanto en mujeres como en hombres menores de 20 afos estuvo dada por
cancer en 6rganos hematopoyéticos, seguida del sistema linfatico, y de érganos que forman
al sistema nervioso central. En cuanto a mortalidad, de cada 100 defunciones por cancer
en poblacion entre 0 y 19 afos, 51.7% corresponde a hombres, mientras que 42.9% a
mujeres. Por tipo de cancer, el de érganos hematopoyéticos presenta la tasa mas alta de
mortalidad, seguido por cancer en organos que forman el sistema nervioso central, y de

hueso.33

La OMS senala que la incidencia del cancer incrementa con la edad, por lo cual, el
envejecimiento es un factor fundamental en su aparicién y desarrollo, ya que implica una
exposicion acumulada a factores de riesgo para determinados tipos de cancer. 334 Durante
el 2013, la mayor morbilidad hospitalaria en poblacion masculina mayor de 20 afios estuvo
dada por cancer de estdbmago y organos digestivos, cancer de préstata y cancer de 6rganos
hematopoyéticos. Por otro lado, en mujeres mayores de 20 afos los tres tipos de cancer
con mayor morbilidad hospitalaria fueron: cancer de mama, cancer cérvico-uterino, cancer

de estdmago y drganos digestivos. En lo que respecta a la mortalidad, del total de
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defunciones por cancer en poblacion mayor de 20 afios durante el afio 2013, el 48.8%
ocurrié en hombres y 51.2% en mujeres. El primer lugar con 32.52 casos por cada 100 mil
habitantes fue cancer de estobmago y o6rganos digestivos, el segundo, con 10.58
defunciones por cada 100 mil habitantes, fue cancer de pulmoén y 6rganos respiratorios;
finalmente, en tercer lugar, se ubicé el cancer de prostata con 8.44 defunciones por cada
100 mil habitantes. 33

Del total de
defunciones de
poblacién mayor a 20

anos el 13.6% se
debid a algun tumor

Figura 11. Tasa de mortalidad por cdncer en México durante el 2013 en poblacién mayor a 20
afios. Tomada y modificada.3?
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2.8.3. Incidencia y mortalidad por cancer de mama a nivel mundial
En el ambito mundial, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres
con un estimado de 1,500,000 casos nuevos diagnosticados anualmente y 4,000,000
muertes, lo cual representa el 16% del total de los casos de cancer en este sector de la
poblacion, mientras que en hombres Unicamente representa el 1% del total de casos. De
igual forma es la principal causa de muerte por tumor maligno en la mujer en paises en vias

de desarrollo y la segunda en paises desarrollados (después del cancer de pulmdn).35:36.37

La tendencia de mortalidad es ascendente debido a una mayor incidencia en la enfermedad,
el envejecimiento poblacional, la falta de tratamientos efectivos y la resistencia de las

células tumorales a las opciones terapéuticas actuales. 3°

2.8.4. Incidencia y mortalidad por cancer de mama en México
En México a partir del ano 2006, el cancer de mama desplazo al cancer cérvico-uterino para
asi ubicarse como la primera causa de muerte por cancer en la mujer. Anualmente, se
estima una incidencia de 20,444 casos en mujeres, aproximadamente 35.4 casos por cada
100,000. * En el afio 2013, se registraron 5,405 defunciones con una tasa de 16.3 muertes
por cada 100,000 mujeres. Las ciudades que presentan una mayor mortalidad por cancer

de mama en México son Chihuahua, Coahuila, Sonora y Nuevo Leon.%

Figura 12. Datos estadisticos referentes al cancer de mama en México durante el 2014. Tomada y
modificada.33
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2.9. Tratamiento de cancer
Actualmente existen varias alternativas para el tratamiento de cancer que pueden
emplearse de forma individual o combinada dependiendo del tipo de cancer, si éste se

encuentra in situ o ha hecho metastasis y del estado fisico del paciente.®%

Entre las opciones de tratamiento se encuentran principalmente la cirugia, radioterapia, y
quimioterapia, sin embargo, existen otras alternativas como lo son la terapia hormonal y la

terapia dirigida que pretenden tener una mayor eficacia y beneficios para el paciente.®

2.9.1. Cirugia
La cirugia involucra la extraccion del tumor maligno y tejido circundante, que de igual forma
podria ser canceroso, mediante una operacion.*° Es empleada para prevenir, diagnosticar
y tratar distintos tipos de cancer. De igual forma, una cirugia puede usarse como tratamiento
de otros problemas relacionados con estas enfermedades. En algunas ocasiones, una sola

cirugia puede ayudar con mas de uno de estos objetivos.*

En algunos casos, la cirugia es el unico tratamiento que se necesita; generalmente, se usa
para tratar cancer in situ y que no se encuentra en una etapa avanzada.® La cirugia se ha
empleado para tratar distintos tipos de cancer por muchos afios y, como ya se menciono,
es un elemento clave para diagnosticar y determinar qué tanto pudo propagarse (proceso
llamado clasificacion por etapas o estradificacion). Los avances continuos en técnicas
quirurgicas han permitido realizar operaciones en un numero mayor de pacientes con

mejores resultados. %
Los objetivos principales de una cirugia oncologica son:

* Cirugia de diagndstico y estradificacion: En ciertos casos la unica forma de saber si
una persona tiene cancer y de qué tipo de cancer se trata es realizando un
procedimiento conocido como biopsia, el cual, consiste en la remocién de una
muestra del tejido para posteriormente hacer estudios citologicos.*

* Cirugia curativa: Se emplea cuando el tumor estd in situ y es posible que pueda
extirparse por completo.

* Cirugia paliativa: Se realiza para tratar complicaciones por cancer avanzado. Se

puede usar para corregir un problema que cause incomodidad o incapacidad.
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Es necesario tomar en cuenta que una cirugia no es la mejor opcién para tratar cancer que
hizo metastasis, o tumores malignos que se encuentran cerca de zonas con muchos vasos

sanguineos o de tejidos delicados.?

2.9.2. Radioterapia
La radioterapia emplea particulas u ondas de alta energia (rayos X, rayos de electrones o
protones) para destruir o dafar células malignas. La radiacién de alta energia causa
alteraciones en el material genético de las células, por tanto, evita la capacidad de proliferar

y las lleva a la muerte.®83°

A pesar de que la radiacion dafa tanto células normales como malignas, el objetivo de la
radioterapia es maximizar la exposicion a las células anormales. Las células normales,
generalmente pueden reparar los dafios de forma mas rapida y restablecer su funcién
normal a diferencia de las células malignas que, por otra parte, no son tan eficientes para
reparar el dafio causado por la radiacién, lo cual resulta en la muerte diferencial de células

cancerosas.?®

Es uno de los tratamientos mas comunes para cancer y se incluyen estrategias
combinadas con otros tipos de tratamiento como cirugia, quimioterapia o inmunoterapia. Si
es usada antes de cirugia (terapia neo-adyuvante) la radiacién puede ayudar a disminuir el
tamano del tumor, mientras que si se usa después (terapia adyuvante) la radiacion ayuda

a destruir células malignas que quedan después de la extraccion del tumor.*®

Existen dos formas de radioterapia, la mas comun en la practica clinica es por radiacion
externa e involucra la exposicion de la parte del cuerpo en donde se encuentra el tumor a
rayos de alta energia, la otra es la radiacion interna en la que la exposicion es por fuentes
radioactivas administradas por medio de catéteres al interior del cuerpo. Esta ultima forma

es de uso frecuente en cancer de prostata, ovario y cervical.>

Aproximadamente el 50% de los pacientes con cancer reciben radioterapia en el curso de
su enfermedad. Estimaciones indican que la radioterapia contribuye en un 40% a la

recuperacion de pacientes con cancer que se someten a este tratamiento.383°

Como ya se menciond el blanco bioldgico de la radiacion es el DNA, y puede tener un efecto
directo o indirecto sobre el mismo. La radiacion puede interactuar directamente con el
material genético de las células y causar alteraciones, o el dafo puede ocurrir de forma

indirecta debido a la produccién de radicales libres con la radiacion.*®
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Figura 13. Mecanismos directo e indirecto por los que la radiacion causa alteraciones en el material
genético de las células. Tomada y modificada. 3°

En comparacion con la cirugia, la radioterapia tiene la ventaja de ser no invasiva, o ser
menos invasiva y preservar organos. A pesar de ello, estos pueden verse afectados por los
efectos adversos que tiene este tratamiento. La incidencia y severidad de un efecto adverso
especifico depende de cdmo se aplica la terapia y muestra variabilidad entre pacientes

incluso después de tratamiento estrictamente idéntico.*°

Los efectos adversos de la radioterapia se manifiestan en tejidos y 6rganos que han sido
irradiados. Los efectos iniciales o tempranos inician después de pocas semanas después
de completar la terapia, estos incluyen: eritema de piel, descamaciones de la piel, nauseas
y diarrea. Mientras que los efectos tardios generalmente se presentan después de meses
o incluso anos y pueden ser: fibrosis asociada a radiaciéon, dafo vascular, dano neuronal e

inclusive desarrollo de tumores secundarios malignos inducidos por radiaciones.*°

2.9.3. Quimioterapia
La quimioterapia involucra el uso de compuestos quimicos para destruir las células
tumorales o al menos limitar su proliferacién.*' Mientras que en la radioterapia y en la cirugia
se logra un efecto Unicamente en el sitio de aplicacién o extraccion, la quimioterapia surte

su efecto a través de todo el cuerpo, por ello se le llama terapia sistémica.*
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El uso de los agentes quimioterapéuticos inicié en 1940 con las mostazas nitrogenadas,

desde entonces, se han desarrollado una gran cantidad de compuestos utiles para el

tratamiento contra cancer.*!

Todos los agentes quimioterapéuticos empleados para el tratamiento de cancer ejercen su

efecto mediante la disrupcion del ciclo celular mediante la alteracion de uno o mas procesos

que finalmente llevan a su muerte, de forma que también se les conoce como agentes

citotoxicos quimioterapéuticos.*?

En lo que respecta a la practica clinica, en ocasiones un solo agente puede ser empleado

para tratar el cancer, sin embargo, la mayoria de las terapias involucran la combinacion de

varios agentes de distintas clases. Los principios que se siguen para que el régimen

terapéutico en combinacion sea adecuado son:#?

Los farmacos en cuestion deben actuar en distintas fases del ciclo celular para que
resulten mas efectivos.

Los farmacos en combinacion deben ser activos por si solos.

Los mecanismos de accion deben ser diferentes para asi permitir efectos aditivos o

sinérgicos.

2.9.3.1. Clasificacion de agentes quimioterapéuticos

Una forma util de clasificar a los agentes quimioterapéuticos es con base a su mecanismo

de accion, de esta manera, se de dividen en:

Anti-metabolitos: Su mecanismo estd basado en la interaccion con rutas
biosintéticas esenciales. Analogos estructurales de pirimidinas o purinas que se
incorporan a la célula y causan la disrupcion de la sintesis de acidos nucleicos.
Algunos ejemplos de anti-metabolitos son el 5-fluorouracilo (analogo de pirimidina)
y mercaptopurina (analogo de purina).

Agentes que interactuan con DNA: Agrupa a una gran cantidad de compuestos que
a su vez se sub-clasifican de acuerdo con el tipo de interaccidon que tienen con el
DNA. 41

Agentes anti-tubulina: Interfieren con la dinamica de microtubulos (formacién del
huso o desestabilizacion) y por tanto con la division celular. Los principales
miembros de esta familia son los taxanos (paclitaxel, docetaxcel) y los alcaloides de

la vinca (vinblastina, vincristina).
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Tabla 2. Sub-clasificacion de agentes que interactian con DNA

Tipo de agente Mecanismo de accién Ejemplos
Forma enlaces covalentes
Agentes alquilantes con las bases nitrogenadas Dacarbazina, procarbazina,

en DNA y/ o RNA
Complejos de platino

(cisplatino,
Agentes de entrecruzamiento Se unen al DNA enunao carboplatino,oxaliplatino),
ambas hebras. mostazas nitrogenadas
(ciclofosfamida, ifosfamida),
nitrosurea.
Tal como su nombre lo Antraciclinas (doxorubicina,
Agentes intercalantes indica, se intercalan entre las  epirubicina, actinomicina-D)
hebras o se unen entre los
pares de bases.
Inhiben las enzimas
Inhibidores de la enzima responsables del estado
topoisomerasa topoldgico del DNA, las Irinotecan, etopdsido
cuales en general cortan o
unen las hebras.
Interactuan con el DNA 'y
Agentes que causan rupturas causan la escision de las Bleomicina

en el DNA hebras en el sitio de union.

En la actualidad, con el incremento en la incidencia del cancer, tratamientos que involucran
el uso de agentes quimioterapéuticos citotdéxicos son ampliamente usados debido a su
efectividad, sin embargo, una de las desventajas que representa su administracion es la
gran cantidad de efectos adversos que producen, entre las que destaca: la supresion de la
médula 6sea, lesiones del tracto gastrointestinal, pérdida del cabello, cansancio y nauseas.
Estos efectos se deben a la falta de selectividad de los agentes quimioterapéuticos, ya que
actuan tanto en células tumorales como en células sanas (en especial en células de alto

recambio).*!

2.9.4. Tratamiento de cancer de mama
Como ya se menciond, el cancer de mama involucra a un grupo de enfermedades
heterogéneas con diferentes fenotipos, prognosis y respuesta a la terapia, por lo que el

tratamiento debe ser, en general, multidisciplinario** *4, se deben considerar los factores
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relacionados al tumor, como es el tamarfo inicial, la localizaciéon del mismo, si existe
multifocalidad (tumores en la misma region de la mama) o multicentricidad (tumores en
distintas regiones de la mama), la presencia de expresion de receptores hormonales y de
otros factores como el receptor del factor de crecimiento epidérmico HER-2, la presencia
de diseminacion a ganglios axilares o la existencia de metastasis a distancias (6seas,

higado, pulmén, sistema nervioso central). 4
e Cirugia

A partir del diagnostico, es posible determinar si el tumor en cuestion es candidato a
tratamiento quirurgico. En este sentido, existen dos estrategias: la lumpectomia o cirugia
conservadora, en la cual se retira el tumor de la zona afectada sin necesidad de retirar toda
la mama, y la mastectomia donde se retira la mama en su totalidad (con o sin

reconstruccion).*
e Radioterapia

La radioterapia tiene como objetivo disminuir la posibilidad de recurrencia local, y con ello
mejorar la supervivencia del paciente. Por esta razén, se encuentra indicada en todas las

pacientes que son sometidas a cirugia conservadora. 4
¢ Quimioterapia

La efectividad de la quimioterapia depende de multiples factores: tamafio del tumor, nimero
de nédulos linfaticos involucrados, la presencia de receptor estrogénico, receptor de
progesterona y la cantidad de HER-2 que expresen las células tumorales. Las células triple
negativas y HER-2* en general, son mas sensibles a la quimioterapia, mientras que, las que
son ER* /PR* responden menos. Distintas investigaciones han establecido que la
combinacion de farmacos puede ser mas efectiva que el tratamiento con un solo agente

quimioterapéutico.?®

Dentro de la quimioterapia existen otro tipo de terapias sistémicas como son la terapia
hormonal y la terapia dirigida a un blanco especifico. En este sentido, la terapia hormonal
se encarga de evitar la accién de hormonas producidas por el cuerpo o disminuir sus
niveles, ya que en algunos casos actuan promoviendo el crecimiento del tumor. Un ejemplo
son los estrégenos, hormonas producidas principalmente por los ovarios y que promueven
el crecimiento de tumores ER*/PR"; los pacientes con este tipo de tumor pueden ser

tratados con terapia hormonal (o enddcrina) para disminuir los niveles de estrogeno.
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Aproximadamente el 84% de todos los tipos de cancer de mama expresan receptores
hormonales. Las células tienen receptores que unen a las hormonas estrogeno o
progesterona. La terapia enddécrina reduce el riesgo de recurrencia de esta clase de

tumores y generalmente es usada después de la cirugia (terapia adyuvante).*45

Existen distintos tipos de terapia hormonal que emplean diversos mecanismos para evitar
que los estrégenos promuevan el crecimiento de tumores, la mayoria disminuyen los niveles

de estrégeno o evitan que actue sobre las células tumorales.*
Tabla 3. Tipos de agentes empleados en terapia hormonal.

Tipo de agente Ejemplos Mecanismo de accion

Evita la unién de

estrégenos con el receptor

Farmacos que bloguean el Tamoxifen en células de mama, en

receptor de estrégeno células de otros tejidos
actua de forma similar a los

estrégenos, por ello se le
conoce como un modulador

selectivo del receptor de

estrégeno.
Farmacos que bloquean el Fulvestrant Bloquea los receptores de
receptor de estrégeno estrogeno en todos los
tejidos.
Farmacos que disminuyen Inhibidores de la enzima Evitan la produccion de
los niveles de estrégeno aromatasa estrégenos al bloquear la
(Anastrozol) enzima encargada de su

generacion (aromatasa)

Por otro lado, la terapia dirigida permite que los farmacos interactien selectivamente con
blancos moleculares (tipicamente proteinas), asi pues, es sabido que aproximadamente el
14% de los tipos de cancer de mama sobreexpresan el oncogen Her-2 lo cual, lo hace un
buen blanco terapéutico.*® Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal cuyo blanco es la
proteina HER-2, su uso junto con agentes quimioterapéuticos ha demostrado reducir el
riesgo de recurrencia y muerte en comparacién con el uso de agentes quimioterapéuticos

solos.*
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2.9.4.1. Receptor de estrégeno como posible blanco terapéutico
Las hormonas esteroideas son moléculas hidrofébicas que son transportadas a través de
la sangre unidas a la globulina y que son capaces de difundir dentro y fuera de la célula.
Los estrogenos forman parte de este tipo de hormonas, son derivados del colesterol que
comparten una estructura comun de cuatro anillos y entre sus tejidos blancos se encuentran
las mamas, el endometrio, hueso, cerebro, higado y corazén. Existen tres tipos de
estrogenos: estrona, estradiol y estriol. El estriol es el de mayor concentracion durante el
embarazo, mientras que el estradiol en mujeres pre-menopausicas y la estrona en mujeres

post-menopausicas.*®

Los receptores de estrogeno (ER) pertenecen a la familia de receptores cuyos factores de
transcripcién estan regulados por ligando y que traducen sefiales hormonales en una gran
variedad de respuestas fisiolégicas en distintos 6rganos. Los dos ER estructuralmente
relacionados, ERa y ERPB, son productos de dos genes que son diferencialmente
expresados en tejidos. El estradiol tiene la mayor afinidad por los ER, seguido por el estriol

y la estrona.*

El ERa (unico detectado por inmunohistoquimica) es responsable de inducir la sefal de
mitosis en células epiteliales de glandulas mamarias, utero y ovarios. En glandulas
mamarias sanas, el estradiol (Ez) se une a ERa y ERB y controla la proliferacion y
diferenciacion celular; ambas isoformas se expresan en niveles bajos y similares en tejidos

normales, mientras que en tejidos cancerosos tiene una mayor expresion. 4647

Como se menciond anteriormente, los pacientes con cancer de mama ER*/PR* pueden ser
tratados por medio de dos estrategias: Antagonizando el receptor ER con anti-estrégenos
y evitar asi la unién de ligandos agonistas o bloqueando la sintesis de E» con inhibidores
de la enzima aromatasa. Para el caso especifico de antagonistas del receptor ER, el sitio
de unién de los compuestos en cuestion es el dominio de union a ligando, el cual, consiste
de doce alfa hélices (H1-H12) y una horquilla beta. Cuando un antagonista se une al sitio,
la hélice H12 se desplaza de su lugar y distorsiona el sitio de unidén con lo cual se evita la

activacion del receptor.*®

Aunque ambas estrategias han resultado eficaces para muchos pacientes, otros tantos no
responden de la forma esperada a los tratamientos ya existentes, ademas algunos tipos de

cancer de mama han desarrollado resistencia contra los agentes de terapia hormonal. 474°
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2.9.4.2. Derivados de quinazolinas como opcidn terapéutica
A pesar de los avances que se han realizado en el manejo quimioterapéutico de los
pacientes con cancer, y en especifico los que padecen algun tipo de cancer de mama, el
reto de encontrar nuevos agentes con mayor selectividad, menos efectos adversos y mayor

efectividad sigue siendo sumamente importante.°

En el transcurso de identificar distintas sustancias quimicas que podrian servir como
prototipos para disefiar nuevos agentes antitumorales, diferentes investigaciones han
prestado particular atencién al nucleo de quinazolina, el cual, pertenece al grupo de
estructuras privilegiadas en quimica farmacéutica dado que aparece en diversos
compuestos con actividades biolégicas distintas, ademas ha demostrado actividad contra

células tumorales y eficacia terapéutica contra tumores sélidos.>'-%?

En nuestro grupo de investigacién se encontraron 6 derivados de quinazolina que
presentaron actividad contra las lineas tumoral de cancer de mama (MCF-7) y no
citotoxicidad pronunciada en una linea celular no cancerosa. Este hallazgo da lugar a seguir
buscando nuevos derivados con patrones estructurales parecidos a los compuestos
estudiados.

Tabla 4. Resultados de la evaluacién de la actividad citotoxica de derivados de quinazolina
sintetizados por el grupo de investigacion.

% de inhibicion a 50 uM

Compuesto MCF-7

HoN
NH XN
84.3+8.1
o} N/)\NHZ 9.46
/N
/ H2N
N NH

3.4+0.3 NC
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O§N+/O
H,N
NH SN 100 NC
(0] N//\\NHZ
(0]
l
HN
Al XN 100 46.97
(0} N/)\NHZ
L O
HN
0N L 75.5+4.9 NC
N)\NHz
o)
HN
0N \ 66.916.8 NC
N)\NHZ
Tamoxifen 29.61+2.9 9.87+0.4
(10 pm)

NC: no citotdxico

2.9.5. Acoplamiento molecular
La comprensién de la forma en la que un ligando reconoce e interactia con su receptor es
de gran importancia en la investigacion farmacéutica. El disefio de farmacos basado en la
estructura se refiere al uso sistematico de informacion estructural (Ej. Receptores)
obtenidos experimentalmente o por modelado computacional y su propésito es disefiar
moléculas con atributos estructurales y electrostaticos especificos que sean afines al

receptor.5?

Las técnicas computacionales frecuentemente han sido usadas para completar estudios
experimentales, ayudar con el analisis de datos y la mejora de resultados. El acoplamiento
molecular o docking es uno de los métodos mas empleados en el disefio de farmacos
basado en la estructura por su habilidad para predecir, con cierto grado de exactitud, la

conformacion de una molécula y como interacciona con el sitio de unién de su receptor. De

29



2. ANTECEDENTES

esta manera puede ser Util, no solo para identificar y priorizar la clase de compuestos que

se estudiaran, sino que también permite disminuir el nimero de compuestos a evaluar.5%52

El acoplamiento molecular es una de las técnicas mas populares y tiene un gran numero
de aplicaciones y propésitos (Ej. Prediccidn de la pose del ligando, prediccion de la afinidad

del ligando por el receptor, y de potenciales compuestos activos).%?
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya es sabido, el cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial,
su incidencia es cada vez mayor ademas de que mas de la mitad de los pacientes que
padecen estas enfermedades eventualmente morird a casusa de ellas. En especifico, el
cancer de mama es el tipo de cancer que mas se diagnostica y causa la muerte de mujeres
en el mundo. Aunque existen diversas opciones terapéuticas para el tratamiento de los
distintos tipos de cancer de mama y que ha aumentado el desarrollo de nuevas
herramientas para la busqueda de agentes terapéuticos, es conocido el gran numero de
inconvenientes que presentan los tratamientos, tales como la falta de selectividad de
agentes quimioterapéuticos y por ello la cantidad significativa de efectos adversos, el
desarrollo de resistencia por parte de las células cancerigenas a los agentes citotoxicos, y
la poca efectividad que tienen algunos de ellos, asi como la necesidad de terapias
combinadas. En este sentido, nuestro grupo de investigacion ha encontrado que distintos
derivados de quinazolina, en especifico de la quinazolin-2,4,6-triamina, presentan actividad
contra lineas celulares tumorales; en particular, algunos de ellos presentan cierta
selectividad contra células de cancer de mama (MCF-7) y han demostrado tener
interacciones con el receptor estrogénico (ER) en estudios de acoplamiento molecular. Por
tanto, ¢Con las primeras informaciones estructurales de los derivados de quinazolina ya
evaluados, sera posible sintetizar nuevos derivados con potencial actividad antitumoral
hacia células de cancer de mama que expresen receptor ER para contar con moléculas de

accion selectiva y con menores riesgos de ocasionar reacciones adversas?

4. HIPOTESIS

Considerando que derivados de quinazolina con sustituyentes de tipo amida en posiciones
4 y 6 presentan actividad preferente hacia células cancerosas de glandulas mamarias, se
propone una serie de nuevos derivados con las mismas caracteristicas estructurales donde
los sustituyentes presenten un grupo electrodonador o electroatractor en la posicion 3 de
su anillo aromatico, que se acoplaran favorablemente al receptor estrogénico de las células
malignas, por lo que al sintetizarlos y evaluarlos in vitro presentaran citotoxicidad contra la

linea celular MCF-7.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Sintetizar y caracterizar cuatro derivados de quinazolin-2,4,6-triamina para su evaluacién
en cuatro lineas celulares malignas, que incluyan a células de cancer mamario, y en una

linea celular primaria.

5.2. Objetivos particulares

e Realizar un estudio de acoplamiento molecular de las cuatro moléculas a sintetizar
con el dominio de union a ligando del receptor estrogénico (ER).

o Establecer métodos para la sintesis y purificacidon de los cuatro derivados de
quinazolin-2,4,6-triamina que presenten en posicién 4 6 6 una benzamida, que a su
vez esté sustituida en posicidén 3 por un grupo electroatractor o electrodonador.

e Caracterizar estructuralmente los compuestos sintetizados por medio de técnicas
espectroscopicas como espectroscopia de infrarrojo (IR) y resonancia magnética
nuclear (RMN).

e Enviar a evaluacion los compuestos en cuatro lineas celulares de cancer que
incluyan a las células malignas de glandulas mamarias ER*/PR?, triples negativas y

una linea primaria de fibrobastos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Estudio de acoplamiento molecular (docking) de compuestos NICQ1-NICQ5

Trabajos anteriores realizados por el grupo de investigacién han demostrado que derivados
de quinazolina sustituidos en posicién 6 presentan mayor inhibicién de crecimiento en lineas
celulares de cancer de mama (MCF-7) que en otras lineas de cancer y que pueden
acoplarse con el receptor estrogénico humano; por ello, en este trabajo se realizo el estudio
de acoplamiento molecular de todas las moléculas a sintetizar empleando como receptor el

domino de unién a ligando del receptor estrogénico humano.

El estudio de docking se hizo utilizando el programa Autodock 4, el cual estad conformado a
su vez por dos programas principales: Autodock, que realiza el docking de la molécula con
un grupo de mallas o grids que describen la estructura del receptor y son generadas por el
programa Autogrid. Autodock es util para encontrar la conformaciéon de minima energia del
ligando en el receptor. Una vez que se realizd el calculo y docking de las moléculas, el
resultado fue observado a través del programa PyMOL, el cual es un visualizador de
moléculas frecuentemente usado para generar imagenes de estructuras moleculares y con
funciones para ver estructuras 3D dutiles para el disefio de farmacos basado en la

estructura.5?

6.1.1. Preparacion de la proteina (molécula receptora)
El receptor se obtuvo del banco de proteinas en Protein Data Bank (PDB) con ID 1ERR.
Para prepararlo, se eliminaron las moléculas de agua y del compuesto con lector de texto

para abrir el archivo PDB y Autodock Tools-1.5.6.

Se agregaron los hidrégenos susceptibles de formar puentes de hidrégeno y cargas
parciales Gasteiger (para lo que unicamente se requiere el conocimiento de la topologia de

la molécula) empleando el software Autodock Tools-1.5.6.

6.1.2. Preparacion de la molécula ligando
Las cinco moléculas derivadas de quinazolina se construyeron empleando el programa
Spartan “02. Posteriormente, usando Autodock 4 se determiné el atomo que es la mejor
raiz de cada una de las moléculas; la porcion rigida de las mismas, incluye al atomo raiz y
a todos los atomos unidos a la raiz por medio de enlaces no rotables. Luego, se determiné

qué enlaces pueden rotar y qué enlaces no son rotables.

33



6.METODOLOGIA

6.1.3. Docking molecular
Para el calculo se empleé la version de Autogrid 4, en especifico, esto permitié generar el
grid, los distintos tipos de mapas con su tamafio y localizaciéon. Un mapa es calculado para
cada elemento del ligando y su mapa electrostatico, el tipo de mapas a generar depende
del tipo de atomos en el ligando. En el caso de los cinco derivados de quinazolina se

generaron mapas para cada tipo de atomo que formaba a las moléculas.

Para el acoplamiento se us6 en Autodock 4 un algoritmo de tipo Lamarckiano con una
poblacion de 150 y 2,500,000 evaluaciones. En todos los casos se considerd que el mejor

acoplamiento era aquel que tenia la conformacién de menor energia.

Para visualizar los resultados se utilizé el programa PyMOL viewer en donde fue posible
visualizar la estructura de las moléculas acopladas con el receptor estrogénico

(IDpdb:1ERR) en la conformacion de menor energia.

6.2. Sintesis quimica de derivados de quinazolina

A continuacion, se presenta una breve descripcion de los pasos que fueron necesarios para
la sintesis y purificacion de los derivados de quinazolina NICQ1-NICQ5 propuestos en los
objetivos junto con sus respectivos intermediarios. El procedimiento detallado que se

desarrollé para la obtencion de los mismos se encuentra en el Apéndice |.

6.2.1 Sintesis de derivados de quinazolin-2,4,6-triamina sustituidos con

benzamidas en posicion 6

6.2.1.1 Sintesis de 3-(acetilamino)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-

il)benzamida (NICQ1) y N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-

(trifluorometoxi)benzamida (NICQ2)
Para la sintesis del compuesto NICQ1 primero se realizd la acetilacion del acido 3-
aminobenzoico (A) con un exceso de anhidrido acético (B), calentamiento y presencia de
acido sulfurico. Luego, al igual que para el resto de los derivados, se sintetizé el nucleo de
quinazolina ,2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2), mediante la ciclocondensacién de 2-amino-
5-nitrobenzonitrilo (C) con carbonato de guanidina (D) en medio basico. Posteriormente, se
realizé una hidrogenacién catalitica del compuesto 2, empleando como catalizador paladio
sobre carbono para asi dar lugar a la quinazolin-2,4,6-triamina (3). Para formar la amida del
compuesto final se empled como agente activante del acido del compuesto 1 el reactivo
acoplante hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio, (PyBOP) en

presencia de trietilamina (TEA) y usando acetonitrilo como disolvente. Una vez que el acido
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se activo, se hizo reaccionar con el compuesto 3 a temperatura ambiente y con agitacion

constante. Para su purificacion se realizé cromatografia preparativa.

3
+ HGCJLOJ\CH3 a HyC )\NH OH %NH
(o}
B NH, ’
) N—
P <N N NH,
- NHa / c.d \( NICQ1
+ )k CO, % —b> _’» _N Q HoN
HN" “NH, 3 NH, HoN NH,
NH .
O—N
‘o2

T
(o]
o
>

a:H2SOs b: KOH c:Hz d:Pd/C e: TEA f: PyBOP

Esquema 1. Ruta sintética para los compuestos NICQ1 y NICQ2.

Para sintetizar el compuesto NICQ2 se hizo reaccionar la quinazolin-2,4,6-triamina con
cloruro de 3-(trifluorometoxi)benzoilo (E) en un bafio de hielo en presencia de trietilamina
(TEA) y empleando como disolvente acetonitrilo. Para la purificacion del compuesto se

empled carbdn activado y recristalizacion con diclorometano.

6.2.2. Sintesis de derivados de 6-nitroquinazolin-2,4-diamina sustituidos con
benzamidas en posicion 2 6 4
6.2.2.1. Sintesis de 3-(acetilamino)-N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-
illbenzamida (NICQ3), 3-acetilamino-N-(4-amino-6-nitroquinazolin-2-
illbenzamida (NICQ4), y de N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)-3-
metoxibenzamida (NICQ5)
Para la preparacion de los tres compuestos, primero, se sintetizé el nucleo de quinazolina,
6-nitroquinazolin-2,4-diamina (2), mediante la ciclocondensacién de 2-amino-5-
nitrobenzonitrilo (C) con carbonato de guanidina (D) en medio basico. Luego, para el caso
especifico del compuesto NICQ3 se realizé la reaccidn de activacion del acido 3-acetamido
benzoico (1) con 1,1"-carbonildiimidazol (CDI) en condiciones anhidras, empleando

atmésfera de nitrégeno y acetonitrilo anhidro como disolvente. Una vez realizada la
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activacion, el intermediario no fue aislado sino que inmediatamente se hizo reaccionar con
la 6-nitroquinazolin-2,4-diamino (2) en condiciones anhidras, con atmésfera de nitrégeno y

acetonitrilo como disolvente. Se purificd con recristalizacion con acetonitrilo.

N NH; HsC._ _NH
2 DI
(0]
a,b
) NH,
.
-~
o~ XN 0

CHs

a: CDI b: N2 atm

Esquema 2. Ruta sintética para los compuestos NICQ3 y NICQ4.

En lo que respecto al compuesto NICQ4, de igual forma que para el compuesto NICQ3, la
primera reaccion que se realizo fue la activacion del acido 3-acetamidobenzdico con 1,1°-
carbonildiimidazol (CDI) en condiciones anhidras, con atmdsfera de nitrégeno y empleando
acetonitrilo como disolvente, una vez que se ya se habia activado el acido, éste
intermediario se hizo reaccionar con la 6-nitroquinazolin-2,4-diamina (2) que previamente
fue disuelta en dimetilformamida (DMF). Se dej6é reaccionar en condiciones anhidras y

atmosfera de nitrégeno

Por otra parte, para el compuesto NICQ5 se hizo reaccionar la 6-nitroquinazolin-2,4-diamina
(2) con el cloruro de 3-metoxibenzoilo (F) en presencia de N-N’-diisopropiletilamina
(DIPEA), un bafio de hielo y usando acetonitrilo como disolvente. Se purificé por medio de

una percolacion con gel de silice y usando como disolventes cloroformo y metanol.
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o NH, ﬁ (|:H3
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Esquema 3. Ruta sintética para el compuesto NICQ5

6.3. Evaluacion bioldgica de los compuestos NICQ1-NICQ5
A continuacion, se describen, de forma general, los procedimientos experimentales que

fueron empleados para la evaluacion biolodgica de los compuestos sintetizados.

6.3.1. Preparacion de lineas celulares
Las lineas celulares empleadas para la evaluacion de los compuestos fueron: MCF-7
(cancer de mama ER*), MDA-MB-231 (cancer de mama triple negativo), PC-3 (cancer de
préstata), HCT-15 (cancer de colon), FGH (fibroblastos gingiviales humanos/cultivo primario
de células sanas). Estas lineas, se cultivaron en el medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con suero fetal bovino (10%) y una mezcla de antibidticos-antimicotico.
Posteriormente, en cada micro-placa de 96 pozos se depositaron tres lineas celulares por
duplicado; se colocé un volumen de 100 pL por pozo con densidad de indculo dependiendo
de la linea celular (5.0, 7.5, 10.0 x10* células/ mL). Las placas se incubaron por 24 h a 37°C
en una atmosfera de 5% de COg, para favorecer que las células se adhirieran al fondo de

la placa.

6.3.2. Preparacion del screening primario (escrutinio primario)
Los compuestos fueron disueltos en la cantidad necesaria de dimetilsulfoxido (DMSO) para
alcanzar una concentracién de 20 uM, luego se tomdé una alicuota de esta solucién,
denominada solucion stock y se diluyé en medio de cultivo suplementado. Posteriormente,
en las micro-placas se agregaron 100 uL de la solucién con el compuesto a probar, de forma
que quedo a una concentracion final de 50 uM. Después, la micro-placa se incubd durante

48 h bajo las condiciones mencionadas previamente en el punto anterior.
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Al finalizar el periodo de incubacion, las células se fijaron in situ afiadiendo una solucion de
acido tricloroacético frio al 50% y fueron incubadas nuevamente, pero esta vez a 4°C
durante 60 min. Se deseché el sobrenadante de las micro-placas, se lavaron 5 veces con

agua y se secaron a temperatura ambiente.

6.3.3. Tenido celular

El tefido de células que se fijaron al pozo se efectud anadiendo 100 pL de una solucion al
0.4% de sulforrodamina B (SRB). Después de agregar la solucién las placas se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente. La SRB no unida es removida con lavados de acido
acético al 1% y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez que las placas estuvieran
secas, se anadieron 100 uL de un buffer de TRIS y se agité por 10 min para favorecer la
disolucion de complejo. Luego, se midié la densidad optica (DO) en un lector de micro-
placas a una longitud de onda de 515 nm. Los datos fueron procesados empleando el
promedio de la DO de 2 pozos/linea celular tratados con el compuesto (DOt), los dos pozos
tratados unicamente con DMSO (DOc), y 2 pozos testigo, es decir sin linea celular, pero si
compuesto (DOb). El porcentaje de inhibicién de crecimiento (%IC) se calculdé con la
expresion:  %IC=100-(DOt-DOb/DOc-DOb) *100.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Estudios de acoplamiento molecular de los compuestos NICQ1-NICQ5

Se realizo el estudio de acoplamiento molecular de los cinco compuestos sintetizados con
el receptor estrogénico humano, especificamente con el dominio de union a ligando del ER-
a, con la finalidad de observar las interacciones tedricas presentes y asociarlas con la
presencia o0 ausencia de actividad citotoxica. Todos los acoplamientos se obtuvieron
haciendo uso del software Autodock Tools-1.5.6, y para la visualizacién de los
acoplamientos se empled el programa PyMOL. A continuacién, se presentan algunos datos

calculados con Autodock Tools-1.5.6 al hacer los acoplamientos.
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Tabla 5. Datos de energia libre de unién y posibles interacciones de cada compuesto con el ER-a

obtenidos de los acoplamientos.

Compuesto Energia de union AG Aminoacidos con interacciones
(Kcal/mol)
NICQ1 -7.56 Lys520, Met522, Glu523, Val422,
lle424
NICQ2 -6.81 Tyr526, Glu523, Trp383
NICQ3 -8.01 Lys520, Glu380, His516
NICQ4 -7.22 Tyr526
NICQ5 -7.57 Glu380, His377, Lys520, His516

A continuacion, se presentan los acercamientos a 12 A (Angstrom) de los acoplamientos
de cada compuesto con el receptor estrogénico, las interacciones tedricas y la estructura

2D de cada compuesto.

HN
CHj —o0
o~
NH

Figura 14. Visualizacion de las interacciones del compuesto NICQ1 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a) y estructura 2D del compuesto NICQ1.

Es posible notar que el compuesto NICQ1 tedricamente presenta 6 interacciones tipo
puente de hidrégeno con el receptor. En especifico, se observa la formacién de un puente
de hidrogeno entre el nitrégeno del nucleo de quinazolina en posicién 1 con el residuo de
metionina 522, un puente de hidrégeno entre el hidrégeno unido al nitrégeno de la amida
formada en posiciéon 6 del nucleo de quinazolina y el residuo de acido glutdmico 523, un
puente de hidrégeno formado entre el oxigeno del grupo carbonilo de la amida en posicion
6 vy el residuos de lisina 520, también se observan otras dos interacciones de tipo puente

de hidrogeno formadas entre el oxigeno del carbonilo de la amida que se encuentra en
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posicion 3 del anillo aromatico de la benzamida con el residuo de isoleucina 424.
Finalmente, se observa la formacion de un puente de hidrégeno entre el residuo valina 422

y el hidrogeno unido al nitrégeno de la amida en posicion 3.

Figura 15. Visualizacion de las interacciones del compuesto NICQ2 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a) y estructura 2D del compuesto NICQ2.

En lo que respecta al compuesto NICQ2 es posible notar en la figura 15 que este compuesto
presenta teéricamente 3 interacciones de tipo puente de hidrogeno con el receptor. Un
puente de hidroégeno se forma entre un hidrégeno unido nitrégeno de la amina en posicion
2 del nucleo de quinazolina y el residuo de acido glutdmico 523, también se observa la
interaccion de tipo puente de hidrégeno entre el carbonilo de la amida en posicion 6 del
nucleo de quinazolina y el residuo tirosina 526, finalmente otro puente de hidrégeno se
forma entre el oxigeno del trifluorometoxilo en posiciéon 3 de la parte de la benzamida y el

residuo triptéfano 383.

HN

O%CHa

Figura 16. Visualizacion de las interacciones del compuesto NICQ3 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a) y estructura 2D del compuesto NICQ3.
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En la figura 16 se puede notar que el compuesto NICQ3 presenta 4 interacciones tedricas
de tipo puente de hidrégeno, una de las interacciones ocurre entre el carbonilo de la amida
en posicién 3 en la benzamida y el residuo de lisina 520, otro puente de hidrégeno se forma
entre el residuo de acido glutamico 380 y el hidrégeno de la amina en posicion 2 del nucleo
de quinazolina. Por otra parte, también se puede notar interacciones de tipo puente de
hidrogeno formadas entre los oxigenos del grupo nitro y los residuos de lisina 520 e histidina
516.

X

HN" CHj
NH N

e

(e} Na

NH,

Figura 17. Visualizacion de las interacciones del compuesto NICQ4 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a) y la estructura 2D del compuesto NICQ4.

En el caso del compuesto NICQ4 se presentan menos interacciones de las que se
esperaban al realizar previamente el acoplamiento del compuesto NICQ3 y observar las 4
interacciones, se piensa que es debido a que ambos compuestos adquirieron
conformaciones distintas en el sitio activo. En este caso, Unicamente es posible observar 2
interacciones tedricas de tipo puente de hidrégeno, una de ellas ocurre entre el residuo de
tirosina 526 y el hidrogeno unido al nitrégeno del grupo amino en posicién 4, otra entre el
mismo residuo de tirosina 526 y un oxigeno del grupo nitro en posicion 6 del nucleo de

quinazolina.
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Figura 18. Visualizacion de las interacciones del compuesto NICQ5 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a) y estructura 2D del compuesto NICQ5.

En relacion al estudio del acoplamiento del compuesto NICQ5 es posible observar la
formacion de 8 interacciones de tipo puente de hidrégeno entre la molécula y el receptor, el
numero de interacciones resulté mayor a las del resto de los compuestos que en vez de un
electrodonador, poseen un grupo electroatractor en posicibn 3 de la benzamida; es
importante recalcar que el oxigeno del metoxilo susituido en tres tedricamente no
interacciona con ningun residuo por medio de puentes de hidrogeno a diferencia de lo
esperado, posiblemente, esto se debe a la conformacion que adquiere al acoplarse lo que
hace que el oxigeno quede a una distancia mayor a la que se pueden formar puentes de
hidrogeno (2.2-4 A).*® La falta de una interaccion con esta parte de la molécula puede llevar
a pensar que la presencia del electrodonador no influye en la unién con el receptor lo cual
podria expresarse con una actividad citotéxica nula, sin embargo, no hay que olvidar que
pueden existir otro tipo de interacciones de naturaleza hidrofébicas o de Van der Waals que

pueden intervenir.

Se observa la formacion de un puente de hidrégeno entre el residuo de acido glutamico 380
y un hidrégeno unido al nitrégeno de la amida en posicion 4 del nucleo de quinazolina,
también se observa la formacion de un puente de hidrogeno entre el residuo de la histidina
377 y el hidrégeno aceptor del grupo amino en posicion 2 del nucleo de quinazolina; el resto
de los puentes de hidrogeno se forman entre los oxigenos y el nitrégeno del grupo nitro con

los residuos de lisina 520 e histidina 516.

Debido a que todos los compuestos sintetizados se acoplaron con receptor estrogénico alfa

en los estudios de acoplamiento molecular en el mismo sitio que uno de los derivados de
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quinazolina con actividad citotoxica reportada (Figura 19), se podria pensar que todos
presentaran actividad citotéxica en la linea MCF-7 (ER"), ya que, en mayor o menor grado
no permitiran la uniéon de algun estroégeno con el receptor y por tanto la célula morira. Sin
embargo, hay que recordar que estos son estudios tedricos basados en célculos por lo que
no garantiza que todos los compuestos presentaran actividad. En este sentido, moléculas
que presentan un mayor numero de interacciones tedricas en los acoplamientos
moleculares con el receptor son las de los compuestos NICQ1, NICQ3 y NICQ5 esto

permite pensar que los tres compuestos presentaran la mayor actividad.

Figura 19. Visualizacién del acoplamiento molecular de un derivado de quinazolina sustituido en 6
con una benzamida sin sustituyente en 3 que fue previamente sintetizado y con actividad citotdxica
reportada con el receptor estrogénico alfa humano (ER-a)

7.2. Sintesis y caracterizacion de derivados de quinazolina
En la siguiente tabla se muestran algunas caracteristicas y propiedades de los

intermediarios y compuestos finales sintetizados.
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Tabla 6. Caracteristicas generales de intermediarios y compuestos finales sintetizados.

Compuesto Aspecto R.f. Sistema de P.f (°C) Rendimiento

elucién (%)

1 Solido color 0.20 I 244 .3-245.7 53.2
blanco P.d.

2 Sélido color 0.46 1] 364.1-366.3 71.6
naranja P.d.

3 Sdlido color café 0.1 I 255.1-253.2 45.9
P.d.

NICQ1 Sélido color 0.56 I 322.4-324.5 6.4
amarillo claro P.d

NICQ2 Cristales color 0.30 I 355.4-357.1 41.2
naranja P.d

NICQ3 Sélido color 0.40 1] 223.2-224.5 22.9

amarillo
NICQ4 Liquido de 0.66 1] Nd 33.5

aspecto resinoso
color naranja

NICQ5 Solido color 0.58 ] 245.2-246.6 15.8
amarillo

P.f. Punto de fusién. A menos que se especifique P.d. Punto de descomposicion.

R.f. Factor de retencién en la placa de cromatografia en capa fina.

Para confirmar que la estructura de los compuestos sintetizados se realizd la
caracterizacion de los mismos por medio de dos técnicas espectroscoépicas: espectroscopia

infrarroja y resonancia magnética nuclear 'H.

Para fines practicos de interpretacion se presenta la siguiente tabla en la que se muestra la
estructura propuesta de cada compuesto (NICQ1-NICQ5) y los datos espectroscépicos
obtenidos después de enviar los compuestos a evaluar por medio de las técnicas de

caracterizacion:
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Tabla 7. Estructura de los compuestos sintetizados y datos espectroscépicos obtenidos de IR 'y

RMN-H.

Compuesto

Datos espectroscoépicos

IR (FTIR por reflectancia ATR / cm™):
3145.61 (Ar-CO-NH-R), 3313.40 (N-H
amina), 1654.64 (C=0), 1486.62,
1689.86 (C=C)

RMN- 'H (400 MHz, DMSO-d6), &
(Ppm):
1.72[(H1s)(H19)(H23)(H24)(H2s)(H29)(d, J=

0.4 Hz, 6H)], 2.05 [(H10)(s,3H)], 3.0
[(H1e)(H17) (H21)(Hz22)(H26)(H27) (d, J=3.9
Hz, 6H)], 7.42 [(Hs)(t, J=10.9-orto, 1H)],
7.81 [(Hs )(ddd, J=8.1-orto, 2.2, 1.1-
meta Hz, 1H)], 7.60 [(Hes)(dd, J=7.8-
orto, 1.6-meta Hz, 1H)], 8.24 [(H2)(t, J=
1.8 -meta, 1H)], 10.16 [(H)(s,1H)].

IR (FTIR por reflectancia ATR / cm):
3104.55 (Ar-CO-NH-R), 3439.36,
3463.66 (N-H amina), 1613.90,
1582.41, 1459.79, 1478.35 (C=C
aromatico), 1658.82 (C=N),1291.43 (-
CFs)

RMN- 'H (400 MHz, DMSO-d6), 5

(ppm):

0.64 [(H de metilos de cloruro de
trietilamonio) (t, J=7.3 Hz, 9H)], 2.00 [(
H de metilenos de cloruro de
trietilamonio) (s, 6H)], 7.41 [(Hz20)(t,
J=8.54-orto, 1H)], 7.49 [(H21)(ddd,
J=7.9-orto, 1.2,1.1-meta, 1H)], 7.53
[(H17)(t, J= 2.1-meta, 1H)], 7.71
[(H19)(dd, J=10.81-orto, 1.1-meta, 1H)],
7.85 [(H13)(s, 1H)], 7.98 [(Hg)(s, 1H)],
8.07 [(H10)(d, J=8.2-orto, 1H)]

IR (FTIR por reflectancia ATR / cm™):
3333.87 (Ar-CO-NH-R), 3116.86,
3145.02 (N-H amina), 1550.82 (C=0),
1609.49, 1485.80 (C=C aromatico),
1662.04 (C=N), 1369.33 (Ar-NO3)
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RMN- 'H (400 MHz, DMSO-d6), &
(Ppm):

2.03 [(H27)(s, 3H)], 6.99 [(H24)(s, 1H)],
7.37 [(H20)(d, J=7.9-orto, 1H)], 7.43
[(H19)(ddd, J=8.4-0rt0, 4.1, 3.1- meta,
1H)], 7.57 [(H21)(ddd, J=4.1, 3.3, 2.2 -
meta, 1H)], 7.61 [(H23)(dd, J=4.8, 3.6-
meta, 1H)], 7.76 [(H7)(s, 1H)], 8.17
[(H12)(t, J=1.8-meta, 1H)], 8.22 [(H13)(t,
J=7.6-orto, 1H)], 10.12 [(H1s)(s, 1H)

IR (FTIR por reflectancia ATR / cm™):
3122.25 (Ar-CO-NH-R), 1607.51,
1483.18(C=C aromatico), 1551.81
(C=0), 1667.58 (C=N), 1371.90 (Ar-
NO,)
RMN- 'H (400 MHz, DMSO-d6), &
(ppm):

2.0 [(H27) (s, 3H)], 7.02 [(H24) (s, 1H)],
7.38 [(H21) (t, J=7.9-orto, 1H)], 7.60
[(H19) (dd, J= 6.5- orto, 1.2-meta, 1H)],
7.65 [(H7) (s, 1H)], 7.78 [(H12) (d, J=
1.1-meta, 1H)], 8.19 [(H13) (s, 1H)],
10.10 [(H15) (s, 1H)]

NICQ5

IR (FTIR por reflectancia ATR / cm):
3073.63 (Ar-CO-NH-R), 3008.78 (N-H
amina), 1685.49 (C=0), 1581.87,
1603.35, 1487.53. 1464.43 (C=C
aromatico)
RMN- 'H (400 MHz, DMSO-d6), &
(ppm):

3.70 [(Ha2s) (s, 3H)], 7.07 [(H22) (s, 1H)],
7.36 [(H20) (s, 1H)], 7.39 [(H23) (d,
J=7.1-orto, 1H)], 7.41 [(H24) (dd, J= 3.7,
2.2 -meta, 1H)], 7.8 [(H3) (s, 1H)], 7.91
[(Hs) (d, J= 2.1-meta, 1H)], 8.10 [(H4)
(d, J=7.4-orto, 1H)]

* Para facilitar el andlisis a cada atomo de cada compuesto se le asigné un numero, este no corresponde con
la numeracion para la nomenclatura de los compuestos.
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7.2.1. Sintesis y caracterizacién del compuesto 3-(acetilamino)-N-(2,4-
diaminoquinazolin-6-il)benzamida (NICQ1)
Para la sintesis del compuesto NICQ1 primero se realizé la acetilacion de una de las
materias primas, es decir, el acido 3-aminobenzoico (A), mediante una reaccion de
solvdlisis con anhidrido acético (B). Se dice que la reaccion es de solvdlisis cuando uno de
los componentes funciona como disolvente y reactivo a la vez. En este caso, un exceso de
anhidrido acético permitio la completa disolucion del acido 3-aminobenzadico y la acetilaciéon
del grupo amino en posicion 3. En un inicio, esta reaccién se realiz6 a temperatura
ambiente, con agitacion constante y sin presencia de acido sulfurico, sin embargo, fue
posible notar que a temperatura ambiente la mayor parte del acido 3-aminobenzoico no se
disolvid vy, por tanto, no reaccionaba por completo, de manera que se decididé agitar la
mezcla de reaccién en una parrilla con bano de aceite a 70°C (temperatura menor a la de
ebulliciéon del anhidrido acético 139°C) y agregar una gota de acido sulfurico concentrado
para favorecer la reaccion. Es importante hacer énfasis en que se debia afiadir una cantidad
de acido sulfurico que no hidrolizara al anhidrido acético y que no protonara el grupo amino
del acido 3-aminobenzoico lo cual, le quitaria el caracter nucleofilico al mismo. Se adapté
un condensador para reflujo al sistema de reaccion, y la mezcla se dejé reaccionar con
agitacion y calentamiento. La reaccién se monitore6 con cromatografia en placa fina (ccf),
al término se dejo enfriar y se midié el pH de la mezcla que se esperaba que fuera acido.
Como seria muy dificil evaporar el anhidrido acético aun a presion reducida debido a su
elevado punto de ebullicidn, se decidio hacer una extraccion (AcOEt: H,O). Como la mezcla
final tenia pH acido, el grupo hidroxilo del acido estaria protonado y por tanto el producto
acido 3-acetilaminobenzoico (1) tiene una mayor afinidad por la fase organica. Con la
finalidad de tener un mayor rendimiento, se realizaron 3 extracciones, se colecté la fase
organica y el acetato de etilo se evaporo a presion reducida. Al finalizar, se obtuvo un sélido
color blanco. Posteriormente, se realizé la formacién del nicleo de quinazolina, es decir la
sintesis de la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2). Para ello se llevo a cabo una reacciéon de
ciclocondensacién en medio basico entre el 2-amino-5-nitrobenzonitrilo (C) y carbonato de
guanidina (D). La reaccion se llevé a cabo con agitacion constante y reflujo a 90°C
empleando como disolvente una mezcla PrOH/EtOH (15:5). La reaccion se monitored con
cromatografia en capa fina y al finalizar, el producto se filtr6 al vacio en caliente y se limpié

con agua y metanol. Se obtuvo un sélido color naranja.
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Para la formacion de la quinazolin-2,4,6-triamina (3) se realizé una reduccion catalitica del
compuesto 2 en presencia de hidrogeno empleando como catalizador Pd/C vy
aproximadamente 500 mL de metanol como disolvente, al término de la reaccion se elimind
el catalizador por filtracion con embudo de vidrio poroso y se concentrd el disolvente
(MeOH) a presion reducida para asi dar lugar a un liquido de aspecto resinoso color café,
sin embargo, con la finalidad de optimizar el proceso , se realizé otro intento con una menor
cantidad de disolvente pero manteniendo constante la cantidad de compuesto 2, catalizador
y el tiempo de reaccion. Al finalizar la reaccion, eliminar el catalizador y concentrar el

disolvente a presion reducida se obtuvo un sélido color café.

Finalmente, para la formacién de la amida entre el compuesto 1y el compuesto 3 para dar
lugar al compuesto NICQ1 fue necesario emplear un agente activante del acido presente
en el compuesto 1 que permitiera formar un buen grupo saliente, ya que el hidroxilo del
acido no lo es, de esta manera el carbono del acido seria susceptible al ataque nucleofilico
por parte de la amina en posicion 6 del compuesto 3. Es importante mencionar que los
grupos amino en posicién 2 y 4 no se acetilaron para protegerlos y evitar la formacion de la
amida en esas posiciones debido a que al momento de eliminar los grupos acetilo de estas

posiciones también se romperia el enlace formado previamente en el compuesto 1.

El agente activante que se empled en esta reaccion fue el PyBOP (hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio) debido a que se ha reportado que la activacion es

rapida y se obtienen buenos rendimientos.®

La reaccion se monitoreé por medio de cromatografia en capa fina (ccf) y al término se
intentd purificar el producto por recristalizacion con acetonitrilo y percolacién con gel de
silice y MeOH: CHCI3, como ninguna de estas técnicas resulté se realizdé una cromatografia
preparativa en la cual se obtuvieron dos posibles compuestos, sin embargo, uno de ellos
no se obtuvo en cantidad suficiente para ser caracterizado ni evaluado, se piensa que
probablemente se trataba de otro compuesto que resultdé de la formacion de una amida
entre el compuesto 1 y 3 pero en posicidon 2 6 4 y que estaba en una menor cantidad que
el compuesto NICQ1, lo cual podria indicar que el nitrégeno del grupo amino en posicion 6
del compuesto quinazolin-2,4,6-triamina es mas nucleofilico que los otros dos. Al finalizar,
el compuesto retenido en la silice se disolvio en metanol y el disolvente se concentrd a
presion reducida para dar lugar a un solido amarillo del que se obtuvieron los espectros de
infrarrojo y resonancia magnética nuclear de proton para confirmar que el compuesto

obtenido tenia la estructura propuesta.
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El espectro de infrarrojo muestra una banda en 3145.61 cm™' caracteristica del estiramiento
N-H del grupo amida, una banda en 3313.40 cm™ propia del estiramiento simétrico y
asimétrico de aminas terciarias, otra banda en 1654.64 cm™' indica el estiramiento C=0 del
grupo carboxilo de la amida. Finalmente, las bandas en1486.62, 1689.86 cm™' indican las

vibraciones de estiramiento de enlaces C=C aromaticos.

El espectro de RMN-"H mostré sefiales que no correspondieron con las esperadas para el
anillo de quinazolina unido a una benzamida (estructura propuesta para el compuesto
NICQ1), pero si con el intermediario después de la activacion del &acido 3-
acetamidobenzoico con PyBOP, cuya estructura se muestra en la tabla 7. En el espectro
es posible observar un doblete con un desplazamiento de 1.72 ppm, una constante de
acoplamiento de 0.4 Hz que integra para 6 protones correspondientes a His, H1o, Ha23, Hoa,
Ha2s ¥ Hao, una sefial en 2.05 ppm corresponde a un singulete que integra para tres protones
correspondientes a Hio, en 3.0 ppm es posible observar un doblete que integra para 6

protones correspondientes a Hie, H17, Ha21, H22, Has, H27.

Figura 20. Ampliacion de la region aromatica del espectro de RMN- 'H del compuesto NICQ1

En cuanto al anillo aromatico, en 7.42 ppm se encuentra un triplete que integra para un
protén correspondiente a Hs con constante de acoplamiento en orto de 10.9 Hz , también
en 7.60 ppm hay un doble de doble de dobles con constantes de acoplamiento en orto de
7.8 Hzy en meta de 1.6 y 1.1 Hz que integra para 1 proton y corresponde a Hg ademas, se
encuentra una sefal correspondiente a otro doble de dobles con un desplazamiento de 7.81
y constantes de acoplamiento en orto 8.1 Hz y en meta 2.2 Hz del protén Hs, otra sefial en

8.24 ppm corresponde a un triplete que integra para un protdon con constante de
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acoplamiento en meta de 1.8 Hz para H, finalmente hay un singulete con un
desplazamiento de 10.16 ppm que integra para un proton y corresponde al H de la amida
Hz. Una banda mas es observada entre 3.0 y 3.5 ppm que se piensa corresponde a la senal

de la mezcla de disolventes agua y dimetilsulfoxido- d6.

A pesar de todos los esfuerzos realizados para la sintesis y purificacién del compuesto, de
acuerdo con los dos métodos empleados para la caracterizacion de NICQ1, el compuesto
obtenido fue distinto al esperado. Las sefiales de RMN-'H permiten proponer que la
estructura del compuesto obtenido sea la indicada en la Tabla7, el cual es el intermediario
formado después de la activacion del acido 3-acetilaminobenzoéico con PyBOP, sin
embargo, es necesario hacer otros estudios de caracterizacion tales como espectrometria

de masas y resonancia magnética nuclear de carbono.

Se piensa que no fue posible obtener el compuesto deseado debido a que el poder
nucleofilico de la amina en posicién 6 de la 2,4,6-triaminoquinazolina no fue el suficiente
para atacar el carbono unido al carbonilo a pesar de tener un buen grupo saliente
(tripirrolidinfosfonio), se cree que podrian emplearse otras alternativas para la sintesis de

este compuesto que hagan uso de un aumento de temperatura.

7.2.2. Sintesis y caracterizacion del compuesto N-(2,4-

diaminoquinazolin-6-il)-3-(trifluorometoxi)benzamida (NICQ2)
Para la sintesis del compuesto NICQ2 se llevd a cabo una reacciéon de adicion-eliminacion
entre el compuesto 3 y el cloruro de 3-(trifluorometoxi)benzoilo (E) para formar la amida, la
adicion del reactivo E al matraz con el disolvente se realizé en presencia de un bafo de
hielo y se afiadié una base con la finalidad de neutralizar el cloruro de hidrégeno resultante.
En este caso no fue necesario hacer uso de un agente activante pues el cloruro si es un
buen grupo saliente. EI monitoreo de la reaccion se hizo por cromatografia en capa fina
(ccf), y una vez que ésta terminé se purificé con carbén activado para eliminar algunas
impurezas presentes y el compuesto final se recristalizé de la mezcla resultante con
diclorometano. Con la finalidad de optimizar el proceso de purificacién y obtener un mayor
rendimiento se intento recristalizar también con cloroformo y por par de disolventes CHCls:
CH.Cl, sin embargo, la cantidad de sdlido obtenido era menor en ambos casos que
unicamente con diclorometano. De los cristales obtenidos se registraron los espectros de

infrarrojo y resonancia magnética nuclear de proton.
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En lo que respecta al espectro de infrarrojo, es posible observar una banda de intensidad
media de 3104.55 cm™ propia del estiramiento simétrico y asimétrico entre el enlace N-H
del grupo amida, también se observan dos bandas de intensidad débil de 3439.36 y 3463.66
,cm™! debido al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace N-H de aminas primarias; las
bandas de intensidad débil en 1613.90, 1582.41, 1478.35 y 1459.79 son propias de las
vibraciones de estiramiento de C=C de los anillos aromaticos, la banda en 1658.82 cm™ es
caracteristica del estiramiento C=N, finalmente en 1291.43 cm™' y alrededor se encuentran
bandas pertenecientes al estiramiento de los enlaces del carbono con los tres atomos de
flaor (-CF3).

El espectro de RMN-'H muestra en la region alifatica dos sefiales que no corresponden a
las del producto deseado, pero si a las de la sal obtenida (cloruro de trietilamonio) al finalizar
la reaccion debido a la adicion de la base (trietilamina). Al terminar la reaccién, el producto
final debid lavarse con agua para disolver la sal y asi poder eliminarla, como esto no se
realizé en los cristales el producto final se encuentra co-cristalizado con la sal. Se piensa
que la presencia del cloruro de trietilamonio favorecioé la formacién de los cristales naranjas
puesto que obtener cristales de los derivados de quinazolina sintetizados en el grupo de
investigacion ha sido muy dificil. La primera de estas sefales se presenta en 0.66 ppm
corresponde a un triplete con constante de acoplamiento de 7.3 que integra para los 9
protones de los tres grupos metilo que presenta el cloruro de trimetilamonio, la segunda

senal se presenta en 2.00 ppm y es un singulete que integra para 6 protones.

En cuanto a la region aromatica, que era en donde se esperaba encontrar todas las sefiales,
en 7.41 ppm se encuentra un triplete con acoplamiento 8.54 Hz en orto que integra para un
protén y corresponde a Hyo, otra sefal se presenta en 7.49 ppm como un doble de doble de
dobles con acoplamiento de 7.9 Hz en orto, 1.2 y 1.1 en meta que integra para un protén
correspondiente a Hz1, en 7.53 ppm se encuentra un triplete con acoplamiento 2.1 Hz en
meta que integra para el protén Hi7, en 7.71 ppm hay un doble de dobles con acoplamiento
de 10.81 Hzen orto y 1.1 Hz en meta que integra para un protéon correspondiente a H1g,por
otra parte, en 7.85 se presenta un singulete que integra para un protén que puede tratarse
de Hisz, en 7.98 ppm se encuentra otro singulete que integra para un protdn correspondiente
a Hs, finalmente en 8.07 ppm se encuentra un doblete con acoplamiento de 8.2 Hz en orto

que integra para un proton correspondiente a Hio.
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Figura 21. Ampliacion de la region aromatica del espectro de RMN- 'H del compuesto NICQ2

Tomando en cuenta los resultados, es posible decir que en ambos espectros se presentan
las senales que indican la presencia del compuesto deseado, sin embargo, se sugiere
realizar otros estudios de caracterizacion como lo son RMN-"3C y espectrometria de masas

(EM) para complementar.

7.2.3. Sintesis y caracterizacion de 3-(acetilamino)-N-(2-amino-6-
nitroquinazolin-4-il)benzamida (NICQ3)
Para la sintesis del compuesto NICQ3 se deseaba que la formacién de la amida ocurriera
en posicion 4 y no en la posicion 6 del nucleo de quinazolina, por esta razén se emple6 el
compuesto 2, que en vez de un grupo amino posee un nitro en 6 que no podria reaccionar

con el acido del compuesto 1.

En este caso, si fue necesario emplear un agente activante para el acido del compuesto 1,
el agente seleccionado fue el CDI (1,1 -carbonildiimidazol) debido a que en el grupo de
investigacion se habian sintetizado antes derivados de quinazolina sustituidos en 2 y 4
usando CDI como acoplante. Para la sintesis se emplearon condiciones anhidras pues el
CDI es muy susceptible al contacto con el agua. La primera reaccioén fue la activacion del
acido con el CDI, esta se monitoreé con cromatografia en capa fina (ccf), una vez que se
observoé que el intermediario se habia formado se afiadié la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina.

Para eliminar la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina sin reaccionar el disolvente de la mezcla se
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concentrd y se agregd una menor cantidad de acetonitrilo, lo que permitié que el compuesto
2 recristalizara y pudiera eliminarse por filtracion al vacio. Después de eso, el compuesto
final se obtuvo por recristalizacion con acetonitrilo nuevamente. Del sélido obtenido se

registraron espectros de infrarrojo y resonancia magnética nuclear de protén.

En el espectro infrarrojo se observa una banda de baja intensidad en 3333.87 cm™' propia
del estiramiento entre N-H del grupo amida, también es posible notar dos bandas de baja
intensidad en 3116.86 y 3145.02 cm™ caracteristicas del estiramiento simétrico y asimétrico
del enlace N-H de aminas primarias; de igual forma hay una banda de intensidad media en
1550.82 cm™' perteneciente al estiramiento del grupo C=0 de la amida, generalmente la
sustitucion de un grupo alquilo (como el existente en las cetonas) por uno que tenga un
atomo mas electronegativo como el nitrégeno de las amidas incrementa la frecuencia a la
que aparece la banda como resultado de efecto inductivo, sin embargo el par de electrones
libre del nitrdgeno esta en resonancia con el doble enlace del carbonilo y por este efecto
puede disminuir la frecuencia a la que aparece la banda. Las bandas de baja intensidad en
1609.49 y 1485.80 cm™' son propias de las vibraciones de estiramiento de los enlaces C=C
presentes en los anillos aromaticos, la banda en 1662.02 cm™ es caracteristica del
estiramiento de enlaces C=N vy finalmente, la banda en 1369.33 cm™ corresponde al

estiramiento asimétrico del grupo nitro unido a un anillo aromatico.

En el espectro de RMN-'"H se muestra en 2.03 ppm un singulete que integra para tres
protones que corresponde a Hy7, en 6.99 ppm hay otro singulete que integra para un proton

y corresponde a Has.

En el area aromatica es posible observar que en 7.37 ppm hay un doblete con acoplamiento
de 7.9 Hz en orto que integra para un protdn correspondiente a Hzo, en 7.43 ppm se puede
observar un doble de doble de dobles con acoplamiento de 8.4 Hzen orto y 4.1, 3.1 Hz en
meta que integra para el protdn H4g, €n 7.57 ppm se presenta otro doble de doble de dobles
con acoplamiento de 4.1, 3.3. y 2.2 en meta que integra para uno y corresponde a H»1, de
igual forma, en 7.61 ppm se encuentra un singulete que corresponde al protéon Hss, otro
doblete se presenta en 7.76 ppm con acoplamientos en meta de 2.2 y 1.1 Hz que integra
para un proton que corresponde a Hy, para finalizar con la regién aromatica es posible
observar dos tripletes en 8.17 y 8.22 ppm que acoplan en 1.8 Hz-meta y 7.6Hz -orto
respectivamente y corresponden a los protones Hi2 y Hqz. Por ultimo, en 10.12 ppm se

presenta una sefial como singulete que integra para un protén y que corresponde a His,
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Figura 22. Ampliacion de la region aromatica del espectro de RMN- 'H del compuesto NICQ3

De acuerdo con las sefiales obtenidas en los espectros analizados para la caracterizacion
del compuesto NICQ3, el producto derivado de quinazolina si fue obtenido, sin embargo,
con los estudios de caracterizacion realizados no son suficientes para asegurar que la
amida entre la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina y el acido 3-acetaminobenzoico fue formada
en posicion 4 del nucleo de quinazolina, para ello, seria necesario realizar una resonancia
magnética bidimensional NOESY. En esta tesis se propone que la estructura del compuesto
obtenido es la que se presenta en la tabla 7 debido a resultados de otros compuestos

sintetizados por el grupo de investigacion. *°

7.24. Sintesis y caracterizacion de  3-acetilamino-N-(4-amino-6-
nitroquinazolin-2-il)benzamida (NICQ4)
Con la finalidad de incrementar la solubilidad de la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2) en el
disolvente empleado para la reaccién de formacién de la amida, este compuesto fue
disuelto previamente en DMF (dimetiformamida) ya que es mas soluble en que en
acetonitrilo. Luego, al igual que para el compuesto NICQ3, la primera reaccién que se

realiz6 fue la de activacion del acido 3-acetilaminobenzéico (1) con CDI (1-1'-
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carbonildiimidazol) en condiciones anhidras empleando acetonitrilo como disolvente y
luego, en el mismo matraz, se realizé la reaccion de formacién de la amida. Es importante
mencionar que trabajos previos han mostrado que el uso de DMF como disolvente e incluso
un aumento de temperatura favorecen la formacion de la amida en posicion 2 del nucleo de
quinazolina.®®En este caso la reaccion se realizd a temperatura ambiente, agitacion
constante y bajo atmédsfera de nitrogeno. Al terminar, se recristalizé con acetonitrilo la 2,4-
diamino-6-nitroquinazolina sin reaccionar y se concentré a presion reducida para dar lugar
a un liquido de aspecto resinoso, el compuesto final se intenté recristalizar con acetonitrilo,
cloroformo, diclorometano y por par de disolventes con CHCI3:CH2Cl, sin éxito, de forma
que del liquido se registraron los espectros de infrarrojo y resonancia magnética nuclear de

protén pues ya contenian al compuesto puro.

En el espectro infrarrojo, se observa una banda ancha en 3122.25 cm™ propia del
estiramiento del enlace N-H del grupo amida, también es posible observar dos bandas
pequenas caracteristicas de las vibraciones de estiramiento de C=C del anillo aromatico.
Una banda en 1551.81 cm™ corresponde al estiramiento C=0 del grupo amida, en 1667.58
cm™ hay una banda correspondiente al estiramiento C=N. De igual forma, es posible notar

una banda en 1371.90 cm™' propia del grupo nitro unido a un anillo aromatico.

El espectro de RMN-"H muestra en 2.0 ppm un singulete que integra para tres protones, el
cual corresponde a Hy7, en 7.02 ppm se observa un singulete que integra para un proton
correspondiente a Hz4, en 7.38 ppm se muestra un triplete con acoplamiento de 7.9 Hz en
orto que integra para el proton H.1, en 7.60 ppm hay otra sefial que corresponde a un doble
de dobles con acoplamiento de 6.5 Hz en orto y 1.2 Hz en meta e integra para el protdn Hig,
ademas en 7.65 ppm hay otro singulete que integra para un protéon correspondiente a Hv,
otra sefial en 7.78 ppm es un doblete con acoplamiento en meta de 1.1 Hz que integra para
el protdn Hq,, para terminar con la regién aromatica, en 8.19 ppm hay un singulete que
integra para el protéon His, finalmente en 10.10 ppm hay un singulete que integra para un

proton y corresponde a His.
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Figura 23. Ampliacion de la region aromatica del espectro de RMN- 'H del compuesto NICQ4

Las sefales que se presentan en ambos espectros del compuesto NICQ4 permiten
comprobar la presencia del compuesto derivado de quinazolina en el liquido de aspecto
resinoso, sin embargo, al igual que en el caso del compuesto NICQ3 no es posible
comprobar Unicamente con RMN-'H que la estructura propuesta en la tabla 7 fue la
obtenida, para ello seria necesario una resonancia magnética nuclear bidimensional
NOESY.

Es importante mencionar que no fue posible enviar este producto a evaluacion bioldgica
debido a que no se disponia de cantidad suficiente por el bajo rendimiento después de
purificar. Ademas, a pesar de los esfuerzos realizados por reproducir la sintesis no se pudo

volver a obtener el producto.
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7.2.5. Sintesis y caracterizacion de N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)-3-

metoxibenzamida (NICQ5)
Para obtener el compuesto NICQS5 se realizd una reaccién de adiciéon-eliminacion entre el
cloruro de 3-metoxibenzoilo (F) y la 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2) para formar una
amida. En este caso, tampoco fue necesario emplear un agente activante ya que el cloruro,
Como ya se menciond, es un buen grupo saliente. La adicion del cloruro se llevo a cabo en
un bafo de hielo y en presencia de una base con la finalidad de neutralizar el cloruro de
hidrégeno resultante. EI monitoreo de la reaccion se realizé con cromatografia en capa fina
(ccf) y una vez que finalizd, la mezcla se filtré al vacio para eliminar el compuesto 2 sin
disolver ni reaccionar y posteriormente se concentré el disolvente a presion reducida para
obtener asi un liquido de aspecto aceitoso. Como unicamente habia otro compuesto (2,4-
diamino-6-nitroquinazolina que no se elimind filtrando) ademas del deseado se intentd
purificar el compuesto final por recristalizacion por par de disolventes EtOH:Hexano, sin
embargo no fue posible de forma que se realizé una percolacién con gel de silice en un
embudo de vidrio poroso. Esto con la finalidad de que el compuesto mas polar se quedara
retenido en la silice y el menos polar se disolviera en cloroformo. Para realizarla fue
necesario disolver la mezcla aceitosa con ambos compuestos en cloroformo, pasarla a
través de la silice y limpiar con cloroformo, y luego pasar a través de la silice metanol limpio
para asi obtener el compuesto retenido. Posteriormente se concentrd la fase del cloroformo
a presion reducida para asi dar lugar a un sdélido color amarillo del que se registraron los

espectros de infrarrojo y resonancia magnética nuclear de protén.

En el espectro infrarrojo es posible observar una banda en 3073.63 cm™ caracteristica del
estiramiento N-H de la amida, a su vez se observa una banda en 3008.78 cm™' propia del
estiramiento simétrico y asimétrico del enlace N-H de amina primaria, también es posible
notar una banda intensa en 1685.49 cm™ del estiramiento C=0 del carbonilo de la amida,
de igual forma se observan bandas estrechas en 1581.87, 1603.35, 1487.53 y 1464.43

cm-' de las vibraciones de estiramiento de C=C aromaticos.

El espectro de RMN-'H muestra en la region alifatica una sefial en 3.70 ppm que

corresponde a un singulete que integra para tres protones de Hos.
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Figura 24. Ampliacion de la region aromatica del espectro de RMN- 'H del compuesto NICQ5

Por otra parte, en la region aromatica, es posible notar una senal en 7.07 ppm que integra
para un protén correspondiente a Hz, un singulete en 7.36 ppm que integra para el proton
Hao, un doblete en 7.39 ppm con acoplamiento en orto de 7.1 Hz que integra para el protén
H2s, un doble de dobles en 7.41 ppm con acoplamientos en meta de 3.7 y 2.2 Hz que
corresponde al protdn Hz¢, otra sefial se presenta en 7.81 ppm como un singulete que
integra para un proton (Hs), finalmente se presentan en 7.91 y 8.10 dos dobletes que
acoplan con 2.1 Hz- meta y 7.40 Hz-orto respectivamente y corresponden a los protones
Hs y Ha.

De los resultados obtenidos es posible afirmar que se obtuvo un derivado de quinazolina,
sin embargo, para asegurar que la estructura propuesta para NICQ5 es la que se encuentra
en la tabla 7, seria necesario realizar una resonancia magnética nuclear bidimensional
NOESY.

La estructura propuesta fue la indicada en la tabla 7 debido a la experiencia con otros
derivados de quinazolina semejantes que fueron sintetizados en el grupo de investigacion,
en los que la sustitucion ocurrié en posicidn 4 que a pesar de que los dos grupos amino en

posicion 2 y 4 del nucleo de quinazolina estaban libres.%®

7.3. Evaluacion de la actividad bioldégica
En otros términos, la citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones
celulares basicas que conlleva a un dano que puede ser detectado y que en la mayoria de

los casos causa la muerte celular.%® A lo largo de los afios se han desarrollado una gran
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cantidad de métodos y pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos que tendran
algunos farmacos y compuestos quimicos, usando como modelos experimentales cultivos
primarios, érganos aislados y lineas celulares establecidas. Dentro de los ensayos mas
conocidos, validados y optimizados, se encuentran: el ensayo de captacioén de rojo neutro,
el ensayo de reduccion de bromuro de 3-(3,5-dimetril-2-triazoil)-2,5-difeniltetrazolico (MTT)

y el ensayo con sulforrodamina B (SRB).%®

Se esperaba que los derivados de quinazolina sintetizados en el presente trabajo
presentaran actividad citotoxica en lineas celulares de cancer con cierta selectividad hacia
las lineas de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y menor o nula citotoxicidad en la
linea celular primaria (FGH). Para su evaluacién, se emple6 el ensayo con sulforrodamina
B (SRB).

El ensayo con SRB, es usado para determinar la densidad celular basandose en la medicion
del contenido de proteina celular.>’El ensayo estd basado en la habilidad del colorante
sulforrodamina B de interaccionar electrostaticamente y de forma dependiente del pH con
residuos de aminoacidos proteicos de naturaleza basica; en condiciones acidas, la SRB se
une a residuos de aminoacidos basicos de las células previamente tratadas con acido
tricloroacetico. Posteriormente, la SRB es extraida cuantitativamente y solubilizada para la
medicion de su densidad 6ptica (OD) empleando una base débil como TRIS
(tris(hidroximetil)Jaminometano). La sensibilidad del método es equiparable a otros métodos
de fluorescencia y superior al método de Lowry o Bradford para cuantificacion de proteinas,

otra ventaja es que es un método rapido y no costoso. 8

La sulforrodamina B (SRB) es un colorante de aminoxantano que posee dos grupos
sulfénicos -SOs- cargados negativamente, capaces de unirse electrostaticamente a
cationes, de forma que, como ya se menciond, en condiciones acidas (en acido acético al
1%) la SRB aumenta su afinidad por aminoacidos basicos de las proteinas y permite su
cuantificacion al eliminar la SRB que no se unié motivo por el cual las células deben ser
previamente fijadas con acido tricloroacetico (TCA) y extraer unicamente el colorante que
si se uni6 a las proteinas con un medio alcalino (TRIS pH 10.5). Las lecturas se realizan a

una absorbancia de 564 nm.%®

La determinacién de la presencia de actividad bioldgica (en este caso actividad antitumoral
o citotoxica) de los compuestos se realizé evaluando la sensibilidad de lineas celulares

malignas ante una sola concentracion de cada compuesto (50uM). Las lineas celulares
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evaluadas fueron: PC-3 (linea celular de cancer de prostata), HCT-15 (cancer de célon),
MCF-7 (cancer de mama), MDA-MB-231 (cancer de mama) y FGH (linea celular primaria

de fibroblastos).

La linea MCF-7 es util para estudios de cancer de mama in vitro porque posee
caracteristicas particulares del tejido epitelial de las mamas. Entre estas caracteristicas, se
incluye la capacidad de las células de procesar estradiol por medio de receptores
estrogénicos (ER), lo que hace que sea una linea celular ER* control. Por otro lado, la linea
MDA-MB-231 es una ampliamente usada para estudios in vitro de cancer de mama
independiente de hormonas, debido a que las células no expresan receptores estrogénicos;
ademas las células tampoco expresan la proteina HER-2 por lo que es considerada una
linea de cancer de mama triple negativo. El uso de ambas lineas en el estudio para la
determinacion de la actividad antitumoral de los compuestos sintetizados era de suma
importancia pues permitiria comprobar o rechazar la hipétesis de que los compuestos, al
acoplarse y formar interacciones tedricas con receptor estrogénico alfa humano, tendrian
como blanco este receptor y por tanto presentarian cierta selectividad sobre la linea MCF-

7 por ser una linea ER".

A continuacién, se presenta una tabla con los resultados de la evaluacion de los
compuestos sintetizados sobre las 4 lineas de cancer y una linea de células sanas (linea
primaria/ FGH). Debido a que el compuesto NICQ1 no fue el esperado y que no se obtuvo
la cantidad requerida para el estudio del compuesto NICQ4, unicamente se evaluaron los
compuestos NICQ2, NICQ3 y NICQ5.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de las cinco lineas celulares evaluadas en
presencia de los compuestos NICQ2, NICQ3 y NICQ5 a 50 uM.

% Inhibicion del crecimiento

Compuesto HCT-15 MCF-7 |MDA-MB-231| FGH |

35.6+4.0 21.7+£3.1 22.7+6.9 22.7+3.2 NC

28.7+1.2 17.8+9.4 17.3+2.7 28.8+7.2 NC

25.2+11 26.1+£5.1 274111 28.3+5.3 NC
IO GERES 58.99+7.1 53.58+0.3 26.61+2.9 Nd 9.87+0.4

NC: No citotoxico Nd: No determinado

PC3: células cancerosas de prostata; HCT-15: células cancerosas de célon; MCF-7: céulas
cancerosas de glandulas mamarias receptor positivo; MDA-MB-231: células cancerosas de
glandulas mamarias triple negativa; FGH: células primarias de fibroblastos.
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De acuerdo con los resultados obtenidos que se presentan en la tabla 8 es posible decir
que los tres compuestos evaluados presentaron actividad antitumoral pues mostraron
inhibicién en el crecimiento de las células de todas las lineas de cancer que fueron
probadas, esto no resulté como se esperaba, pues de acuerdo con la hipétesis planteada
al inicio de esta tesis, se esperaba que los compuestos tuvieran cierta selectividad sobre la
linea MCF-7 por ser ER™, poca inhibicion del crecimiento en el resto de las lineas incluyendo
MDA-MB-231 por ser una linea de cancer de mama triple negativo. En un inicio, se pensaba
que estos compuestos tendrian actividad sobre el receptor estrogénico, es decir, seria su
blanco molecular, por resultados previos obtenidos en el grupo de investigacion que
mostraron que compuestos derivados de quinazolina estructuralmente similares
presentaron una mayor inhibicion del crecimiento sobre la linea MCF-7 que sobre las
demas, lo cual permitié pensar que el receptor estrogénico podria ser un receptor clave en

la actividad y en la selectividad.

Al realizar los estudios de acoplamiento molecular de los compuestos NICQ1-NICQ5 con el
receptor estrogénico alfa humano (ER-a) se encontré que todos se acoplaron casi en el
mismo sitio y presentaron interacciones de tipo puente de hidrégeno con los residuos de
aminodacidos del receptor, al igual que un derivado de quinazolina sustituido en posicion 6
con una benzamida con actividad registrada y una ligera selectividad a células MCF-7 esto,
permitié suponer que todos presentarian actividad y en mayor parte los compuestos NICQ1
y NICQ3 por tener la mayor cantidad de interacciones y la menor energia de union ( junto
con NICQ5). Efectivamente todos los compuestos que si fueron evaluados presentaron
actividad, pero no unicamente ni de forma preponderante sobre MCF-7 sino que en todas
las lineas. Los tres compuestos presentaron una inhibicién del crecimiento que fue similar
en las cuatro lineas de cancer, se propone que esto ocurrié debido a que el blanco de los
compuestos derivados de quinazolina no es unicamente el receptor estrogénico, sino
también algun otro que se expresa de forma mayoritaria en células con distintos tipos de
cancer pero no en células sanas, ademas no hay que olvidar que los estudios de

acoplamiento estan basados en calculos tedricos.

En relacién a la desviacion estandar de los resultados de actividad en términos de % de
inhibicién de crecimiento esta resulté ser amplia para casi todas las evaluaciones debido a
que en las réplicas realizadas para la evaluacion de cada compuesto en cada linea celular

los compuestos tuvieron un comportamiento erratico, pues en algunas ocasiones inhibian
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mas el crecimiento que en otras, se propone que esto ocurrid6 posiblemente por la
inestabilidad de las moléculas en los medios de cultivo suplementados con suero fetal

bovino que poseen proteasas.
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Algo que es importante resaltar es que ninguno de los compuestos evaluados presentd
inhibicion del crecimiento (actividad citotoxica) sobre la linea celular primaria de células
sanas (FGH), este resultado es de gran importancia, como ya se mencioné previamente,
una de las desventajas que presenta la terapéutica del cancer de mama y de todos los tipos
de cancer, es la gran cantidad de efectos adversos que en general, resultan de que también
se afectan a células sanas durante el tratamiento. El que un compuesto no presente
actividad citotéxica en células sanas in vitro, pero si en células de cancer puede llevar a
pesar que in vivo tampoco presentara actividad y por tanto la cantidad de efectos adversos

sera mucho menor o nula.

Los compuestos que fueron sintetizados y evaluados son hits que podrian convertirse en
prototipos al optimizarlos para incrementar su potencia y que por tanto tengan un mayor
porcentaje de inhibicion de crecimiento.

8. CONCLUSIONES

Se sintetizaron 4 derivados de quinazolina por diferentes rutas de sintesis. También se logré
la obtencion de un intermediario de activacion de un acido con potencial para lograr formar
un derivado de quinazolina por un método distinto al planteado en esta tesis. Es posible
lograr la formacion de una amida en posicién 6 del nucleo quinazolin-2,4,6-triamina a pesar
de que los grupos amino en posicién 2 y 4 estén libres, lo cual indica que el poder
nucleofilico del nitrégeno del grupo amina en posicion 6 es mayor, de igual forma es posible

llevar a cabo la formacién de una amida en 2 6 4 (si en 6 se mantiene el nitro).

Los compuestos obtenidos se caracterizaron por medio de dos técnicas espectroscopicas:
espectroscopia infrarrojo y resonancia magnética nuclear de protdn y, aunque con estas
técnicas fue posible saber si la formacion de un derivado de quinazolina se llevé a cabo o
no, se sugiere realizar otros estudios como lo son: espectrometria de masas (EM),

resonancia magnética nuclear de carbono (RMN-C'®) y andlisis bidimensional (NOESY).
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Se realizo el estudio de acoplamiento molecular (docking) de los compuestos NICQ1-
NICQ5 con el receptor estrogénico alfa humano (ER-a), con el que inicialmente se
planteaba que era el blanco molecular de los compuestos debido a resultados obtenidos en
otras investigaciones realizadas en el grupo de investigacion. Todos los compuestos
acoplaron con el dominio de union a ligando del receptor y presentaron interacciones de
tipo puente de hidrogeno con los residuos de aminoacidos, los que presentaron el mayor

nuamero de interacciones y menor energia de unién fueron NICQ1, NICQ3 y NICQ5.

La actividad citotoxica de tres de los compuestos sintetizados fue evaluada sobre 4 lineas
celulares de cancer y una linea primaria de fibroblastos (células sanas). Entre las lineas de
cancer se encontraban dos de cancer de mama, una ER* (MCF-7) y otra triple negativa
(MDA-MB-231) ya que la hipotesis inicial era que los derivados de quinazolina sintetizados
en esta tesis serian selectivos sobre la linea MCF-7 al tener como blanco molecular al
receptor estrogénico. Sin embargo, esto no resultdé asi, ya que los tres compuestos
presentaron valores de inhibicién del crecimiento de todas las lineas celulares de cancer

bastante parecidos y no es posible notar tendencia de selectividad.

Aungue los porcentajes de inhibicion del crecimiento de los tres compuestos evaluados son
bajos, todos fueron especificos para lineas de cancer al no presentar inhibicion de

crecimiento en el caso de la linea primaria FGH de células sanas.

A pesar de que la hipotesis de que los compuestos sintetizados tendrian selectividad sobre
la linea MCF-7 se rechaza, los resultados obtenidos fueron de suma importancia ya que
los compuestos evaluados NICQ2, NICQ3 y NICQ5 son compuestos hit que no fueron
citotoxicos para la linea celular primaria, lo cual hace que seguir estudiandolos vy
optimizandolos para incrementar su actividad sea de principal interés puesto que un
problema en la quimioterapéutica del cancer es la gran cantidad de efectos adversos que

presentan debido a que los actuales agentes actuan también sobre células sanas.
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9. PERSPECTIVAS

Dados los resultados de esta tesis, se propone como perspectiva seguir con el paso
conocido en quimica farmacéutica como hit to lead para asi obtener un compuesto prototipo
0 cabeza de serie. Para ello seria necesario optimizar cualquiera de los tres compuestos
para incrementar su actividad por supuesto intentando que la actividad Unicamente se
presente en lineas de cancer. Se propone que el compuesto NICQS5 seria una buena opciéon
debido a que su sintesis es la mas sencilla, no requiere de la formacion de intermediarios
de reaccién y fue el producto mas activo. Algunas estrategias para la optimizacién pueden
ser incrementando la liposolubilidad del compuesto o afiadiendo sustituyentes en el anillo

de la benzamida en posicion 2 y 4.
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APENDICE |. PARTE EXPERIMENTAL

En este apartado se detalla el procedimiento experimental desarrollado para la sintesis y

purificaciéon de los compuestos 1-3 y NICQ1-NICQ5.

Reactivos y equipos empleados para la sintesis y purificacion de los compuestos

La materia prima y los reactivos empleados para la sintesis de todos los compuestos

presentados fueron compradas a la companiia Sigma-Aldrich.

Las materias primas, reactivos y compuestos sélidos se pesaron en una balanza analitica
marca Adventurer OHAUS, mientras que las materias primas y reactivos liquidos se
midieron con una micropipeta Transferpette marca Brand de 20-200 pyL con puntas

amarillas.

Para la sintesis del acido 3-acetamidobenzoico (1) se emple6 una parrilla automatica marca
IKA modelo RCT basic con sensor de temperatura marca IKA modelo ETS-D4 fuzzy, para
el resto de las reacciones se emplearon una parrilla automatica marca IKA RCT basic y un

agitador magnético marca IKA modelo Topolino S1.

La hidrogenacion catalitica se realizd6 en un equipo para hidrogenacién marca PARR

modelo 3916 EG adaptado a un tanque de hidrogeno de la casa INFRA.

Para evaporar los disolventes (concentrar) de las mezclas de reaccién se empled un
rotaevaporador IKA RV 10 digital conectado a una bomba de vacio marca Vacuubrand

modelo PC 3001 vario pro.

Todos los disolventes empleados tanto para la sintesis como para la purificacién fueron

grado analitico, adquiridos de distintos proveedores y usados sin previa purificacion.

Cromatografias

Para monitorear las reacciones y verificar la pureza de los intermediarios y productos finales
se empled la técnica de cromatografia en capa fina (ccf), para ello se emplearon placas de
aluminio con gel de silice marca Merck tipo TLC silica gel 60 F2s4, para revelarlas una vez
eluidas se empled una lampara de luz UV marca Spectroline ENF-240C de onda corta y

onda larga.

Los sistemas de elucion con su respectiva composicién que se emplearon fueron:
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Sistema | Hex/AcOEt (5:5)
Sistema Il CHCIs/MeOH (8:2)
Sistema Il  CHCIs/2-propanol (7:3)

Para la purificacion del compuesto NICQ1 se empled una cromatografia preparativa en la
que se emplearon placas de vidrio con gel de silice marca Merck tipo PLC silica gel 60 Fas4

de 1 mm.

Caracterizacion y pureza de compuestos

Ademas de verificar la pureza de los intermediarios y compuestos mediante cromatografia
en capa fina (ccf), se determiné el punto de fusion de los compuestos NICQ1-NICQ5 con

un aparato electrothermal modelo M8144 usando capilares cerrados.

Sintesis de Acido 3-acetilaminobenzoico (1)

O
0
| o o on
S & S
+ Hco o7 e, ——>
HiCo _NH
NH; \W 1

A B o
a: H2S0q4

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 0.4960 g (3.62 mmol) de acido 3-aminobenzoéico
(A), 20 mL de anhidrido acético (B) y 1 gota de acido sulfurico concentrado. Posteriormente,
se adaptd un refrigerante, una trampa anhidra y se dejo en agitacion constante a 70°C con
un bafio de aceite y parilla magnética durante 2 h. Pasado este tiempo, se apago el
calentamiento y se dejo enfriar. Enseguida, se afiadieron 20 mL de agua destilada y se
midi6 el pH de la mezcla con tiras reactivas para comprobar la acidez de la misma. Para la
obtencion del producto soélido, se realizé una extraccion acetato de etilo: agua, por lo que,
en un embudo de separacion se colocd la mezcla junto con 20 mL de agua y 20 mL de
acetato de etilo. Este proceso se repitié por triplicado y en todos los casos se recolectd la
fase organica, la cual, se concentrd a presion reducida a 40°C con un rota-evaporador para
dar lugar a un sélido color blanco que se raspd de las paredes del matraz y se lavd con 2
mL de metanol frio. Se obtuvieron 0.3451 g de compuesto 1 lo cual equivale a un
rendimiento del 53.2%.

Rf: 0.20 Sistema: Il Pf: 244.3-245.7°C
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Sintesis de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2)

(0]
|+ N o NH
N “ NH; | 2
o~ 2 a +
+ coZ —» N X
H,N NH, 3 (6] N
NH, /)\
N NH,
(¢} D

a: KOH, PrOH/MeOH

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 1.4913 g (9.14 mmol) de 2-amino-5-
nitrobenzonitrilo (C), y 1.2334 g (10.27 mmol) de carbonato de guanidina (D). Aparte, en un
vaso de precipitados de 50 mL, se colocaron 0.615 g (10.98 mmol) de KOH y en una probeta
de midieron 25 mL de una mezcla de propanol-etanol (15 mL de propanol y 5 mL de etanol).
La mitad de la mezcla de disolventes se agreg6 al matraz, seguido del KOH, luego, se inicio
la agitacion y se afadio el resto de la mezcla de disolventes. Finalmente, el matraz se
adapté a un refrigerante para reflujo y a una trampa anhidra y se dejé en agitacion con
calentamiento a 90°C en un bano de aceite con parilla magnética durante 4 h. Pasado este
tiempo se observé la presencia de un precipitado naranja el cual se filtré al vacio en caliente.
A continuacién, se agregé agua hasta que el pH del filtrado fue de 7 y se lavd con metanol
varias veces hasta que el filtrado fue incoloro. Se obtuvieron 1.342 g de compuesto 2 lo

cual equivale a un rendimiento del 71.6%.
Rf: 0.46 Sistema: Il Pf: 364.1-366.3 °C con descomposicion.

Sintesis de quinazolin-2,4,6-triamina (3)

? NH, NH,

.

N H,N

o7 XN ab ’ SN

)\ /)\
N NH, N~ "NH;
2 3
a:Hz b: Pd/C

Se pesaron 0.294 g (0.77 mmol) de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2) y se colocaron en un
vaso Paar para hidrogenacion previamente enjuagado con metanol. Posteriormente se
agregaron 0.02870 g de catalizador Pd/C lo cual corresponde al 10% del peso del
compuesto 2 y se agitdé en solido para que tanto el compuesto como el catalizador se

mezclara bien. Luego, se afadié metanol hasta la mitad del vaso Paar y se hidrogeno
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durante 40 min. Pasado este tiempo, se eliminé el catalizador de la mezcla de reaccion por
medio de una filtracion con embudo de vidrio poroso y el filtrado obtenido se concentré a
presion reducida a 40°C. Finalmente, el solido resultante se lavé con acetona para eliminar
impurezas. Se obtuvieron 0.135 g de un sélido café lo cual corresponde al 45.9% de

rendimiento.
Rf:0.1 Sistema:l Pf: 255.1-253.2 °C

Sintesis de 3-(acetilamino)-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) benzamida (NICQ1)

H,N
o (0] —N
NH, V4 /%NHZ
OH HoN XN a,b . H,C NH N
\—NH
/
o)

HyC NH
T1 3 NICQ1
(e}

a: PyBOP b: TEA

En un matraz bola de 100 MI se agregaron 0.0944 g (0.68 mmol) de acido 3-
acetilaminobenzoico (1) y 5 mL de acetonitrilo anhidro, posteriormente se afiadieron 155uL
de trietilamina (TEA), 0.3431 g (0.65 mmol) de hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidiniofosfonio (PyBOP) y se dejo el matraz en agitacién constante a temperatura
ambiente con una trampa anhidra y rodeado de papel aluminio para proteger de la luz
durante 10 min. Pasado este tiempo, se agregaron 0.097 g (0.55 mmol) de quinazolin-2,4,6-
triamina (3) y se dej6 en agitacion continua y temperatura constante durante 24 h. Después
de este tiempo, se observé la formacion de un precipitado café, el cual se filtré al vacio. En
lo que respecta a la purificacion del compuesto final, se realiz6é una placa preparativa, para
ello, se pesaron 0.051 g del sélido café obtenido por filtracion y se disolvieron en 7 mL de
metanol. Aparte, en una placa analitica de 1 mm de gel de silice se midieron 3 cm desde la
base y se puso una marca, inmediatamente arriba se midieron 0.5 mm y se coloco otra

marca para asi hacer el carril en dénde iria la muestra.

La muestra disuelta se aplicé con un capilar a lo largo de toda la placa en los 0.5 mm de
carril, y luego se coloco dentro de la camara de elucion con 300 mL de sistema CHCls:
PrOH (7:3), una vez que la placa eluyd, se sacé del sistema y se rasp6 con una espatula la
seccion donde se encontraba el compuesto de interés y la silice con el compuesto se colocd

en un vaso de precipitados de 50 mL, al cual, se le afiadieron 5 mL de metanol, se agit6 y
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H,oN

se filtré para remover la silice. Finalmente se concentré el metanol a presion reducida a
40°C para obtener asi un sélido color amarillo. Se obtuvieron 0.012 g, lo cual corresponde

a un rendimiento del 6. 4%.
Rf: 0.46 Sistema: I Pf:364.1-366.3°C con descomposicion

Sintesis de N —(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-(trifluorometoxi)benzamida (NICQ2)

NH
2 //
\N
—»
/
N
F NICQ2
3 E
a: TEA

En un matraz de 100 mL se agregaron 2 mL de acetonitrilo y 140 uyL (0.100g/ 0.44 mmol)
de cloruro de 3-(trifluorometoxi)benzoilo (E). El matraz se colocé en un bafio de hielo y se
dejo en agitacion durante unos minutos para que se enfriara la mezcla, luego, se agregaron
250 uL de trietilamina (TEA) y 0.074 g (0.42 mmol) de quinazolin-2,4,6-triamina (3).
Posteriormente el bafio de hielo se retird y se dejo reaccionar con agitaciéon constante,
temperatura ambiente y una trampa anhidra durante 24 h. Pasado este tiempo, se
concentro el disolvente a presion reducida a 40°C con un rota-evaporador y se obtuvo un

sélido color naranja.

Para purificar el compuesto final se empled carbon activado, de esta manera se pesaron
0.0101 g de carbdén activado en un vaso de precipitados de 50 mL, el sélido naranja de
disolvié en 5 mL de metanol y se mezclo con el carbon activado. Luego, se filtré la mezcla
con un embudo de vidrio poroso para eliminar el carbén activado. El filtrado se concentré a
presion reducida y se recristalizé con diclorometano, el sélido resultante se filtré al vacio.
Se obtuvieron 0.0631 g lo cual equivale al 41.2% de rendimiento.

Rf: 0.30 Sistema: | Pf:355.4-357.1 °C con descomposicion
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Sintesis de 3-(acetilamino)-N- (2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)benzamida (NICQ3)

o

_ o i e
cl) NH, | . NH
N OH o} HN

XN + ab ,L"

)\ O; SN

NGNT

2 HsC NH )\
\”/ N NH,
1
0

NICQ3

a: CDI  b: N2

Para realizar la activacion del acido, primero, en un matraz bola de 100 mL se colocaron
0.097 g (0.059 mmol) de 1,1 -carbonidilimidazol (CDI) y 0.076 g (0.424 mmol) de acido 3-
acetaminobenzoico (1), se afiadieron 5 mL de acetonitrilo anhidro, una barra de agitacion
magnética y se purgd el matraz con vacio, posteriormente se tap6é con un septo para
mantener condiciones anhidras y se puso un globo con nitrégeno. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacién constante, en condiciones anhidras y a temperatura ambiente
durante 2 h. Pasado este tiempo, se realizé una placa de cromatografia en capa delgada
para el seguimiento de la reaccién y en ella se comprobd la activacion del acido. Luego, en
el mismo matraz se agregaron 0.037 g (0.180 mmol) de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2),
se purgd el matraz, nuevamente se coloco el septo y el globo con nitrégeno y se dejo
reaccionar en agitacion constante y temperatura ambiente durante 24 h. Después de éste
tiempo, se observo la presencia de un solido naranja que resultdé ser 2,4-diamino-6-
nitroquinazolina (2), el solido se filtré al vacio y el filtrado se concentr6 a 40°C con un
rotaevaporador en un matraz bola de 100 mL, asi pues, se obtuvo un liquido de aspecto
resinoso color amarillo que aun tenia 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2), por lo que se
recristalizé con acetonitrilo, el sélido obtenido se filtré y el filtrado volvié a concentrarse a
40°C con un rotaevaporador en un matraz bola de 100 mL. Se obtuvo nuevamente un
liquido color amarillo de aspecto resinoso pero esta vez unicamente con el producto final,
de manera que se anarieron 0.5 mL de acetonitrilo frio y el matraz en el que estaba la
muestra se mantuvo en un bafio de hielo hasta observar la formacion de un sdlido color
amarillo, el cual, se filtré al vacio. Se obtuvieron 0.0151 g del sdlido, lo cual equivale a un
rendimiento del 22.9%.

Rf: 0.40 Sistema: Il Pf.223-224.5 °C con descomposicién
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Sintesis de 3-acetilamino-N-(4-amino-6-nitroquinazolin-2-i)benzamida (NICQ4)

O§ +.0
HoN
—N NH,
(o) o >7NH2 a,b |
HN Z + \N+ N/ —_— Nx. _N
)% OH & Y
HaC o] HN
NICQ4
1 2
ﬁ
/\
a: CDI b: N2

Para realizar la activacion del acido, primero, en un matraz bola de 50 mL, se colocaron
0.140 g (0.860 mmol) de 1,1 -carbonildiimidazol (CDI) y 0.0513 g (0.286 mmol) de acido 3-
acetamidobenzoico (1), se afiadieron 3 mL de acetonitrilo, una barra de agitacién magnética
y se purgd el matraz, posteriormente se tapd con un septo para mantener condiciones
anhidras. y se puso un globo con nitrégeno. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion
constante, en condiciones anhidras y a temperatura ambiente durante 2 h. Pasado este
tiempo, se realizé una placa de cromatografia en capa delgada para el seguimiento de la

reaccion y en ella se comprobd la activacion del acido.

En otro matraz, se agregaron 0.086 g (0.419 mmol) de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2),
15 mL de DMF anhidra y una barra de agitacién magnética, se tapd con un septo y se agitéd
en hasta que todo el sdélido quedod disuelto, luego se agregé al matraz que tenia el acido
activado y se dejo reaccionar durante 24 h con agitacion constante, temperatura ambiente
y con atmaosfera de nitrégeno. Después de este tiempo se observé la presencia de un soélido
naranja que resulté ser 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (2) sin reaccionar, este sélido se filtré
al vacio y el filtrado se concentré a 40°C y presién reducida con un rotaevaporador en un
matraz bola de 50 mL. Se obtuvieron 0.0351 g de un liquido color naranja de aspecto

resinoso correspondientes a 33.5 % de rendimiento.

Rf: 0.66 Sistema: Il
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Sintesis de N-(2-amino-6-nitroquinazolin-4-il)-3-metoxibenzamida. (NICQ5)

o} NH, O| ?H?’
|, 0 . o)
N | c|> HN
+ cl a /N+\©f\
/)\ o~ NN
N NH, )\
_
2 o F N NH,
CHs NICQ5

a: DIPEA

En un matraz bola de 100 mL, se agregaron 0.0523 g (0.254 mmol) de 2,4-diamino-6-
nitroquinazolina, 7 mL de acetonitrilo y una barra de agitaciéon, ademas se adapté un
embudo de adicion y una trampa anhidra. El matraz y el resto del sistema se colocaron en
un bafio de hielo y se incicié la agitacion de la mezcla. Luego, se anadieron 150 uL (0.849

mmol) de N-N"-diisopropiletilamina (DIPEA).

Por otra parte, se midié 1 mL de acetonitrilo, el cual se coloc6 en el embudo de adiciéon junto
con 60pL (0.072 g/0.42 mmol) de cloruro de 3-metoxibenzoilo (F), esta mezcla se afadié a
la mezcla de reaccién gota a gota con el embudo de adicién, una vez agregado el reactivo
F, se retird el bafio de hielo y se dejo agitar la mezcla de reaccion durante 24 h. Pasado
este tiempo se observé la presencia de un sélido naranja correspondiente a 2,4-diamino-6-
nitroquinazolina sin reaccionar. Este sélido se filtré al vacio y el filtrado se concentré a 40°C
con un rotaevaporador en un matraz bola de 100 mL y se obtuvo un liquido de aspecto
resinoso color naranja. Para obtener el compuesto final puro se realiz6é una percolacion con
gel de silice flash, para lo cual se emple6 un embudo de vidrio poroso en el que se coloco
inicialmente papel filtro, seguido por una capa de 2 cm de gel de silice y finalmente otro
papel filtro. El liquido obtenido después de concentrar se disolvié en 2 mL de cloroformo y
se paso a través del sistema de percolacién al vacio, se afiadieron aproximadamente 4 mL
mas de cloroformo y el filtrado obtenido se concentré a 40°C con un rotaevaporador en un
matraz de 100 mL para asi obtener un sélido color amarillo. Se obtuvieron 0.0225 g del

compuesto final, correspondiente al 15.8 % de rendimiento.

Rf: 0.58 Sistema: Il Pf:245.2-246.6 °C
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APENDICE Il. COLECCION DE ESPECTROS IR Y RMN-'H.
Espectro IR del compuesto NICQ1

79



APENDICE II. COLECCION DE ESPECTROS IR Y RMN-'H

Espectro de RMN- 'H para el compuesto NICQ1
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Espectro IR del compuesto NICQ2

NH,

NH,

NH
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Espectro de RMN- 'H para el compuesto NICQ2
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Espectro IR del compuesto NICQ3
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N
N
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Espectro de RMN- 'H para el compuesto NICQ3
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Espectro IR del compuesto NICQ4

COLECCION DE ESPECTROS IR Y RMN-H

NH

H;C
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Espectro de RMN- 'H para el compuesto NICQ4
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Espectro IR del compuesto NICQ5

CHj

NH»>
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Espectro de RMN- 'H para el compuesto NICQ5
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APENDICE Ill. ACOPLAMIENTOS MOLECULARES

Acoplamiento molecular del compuesto NICQ1 con el dominio de unién a ligando del
receptor estrogénico alfa humano (ER-a).
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Acoplamiento molecular del compuesto NICQ2 con el dominio de union a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a).
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Acoplamiento molecular del compuesto NICQ3 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a).
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Acoplamiento molecular del compuesto NICQ4 con el dominio de unién a
ligando del receptor estrogénico alfa humano (ER-a).
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Acoplamiento molecular del compuesto NICQ5 con el dominio de unién a ligando del
receptor estrogénico alfa humano (ER-a).
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