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1. Introduccién

En la actualidad las tasa de morbilidad y mortalidad se han visto incrementadas debido

al padecimiento del cancer.

El cual, comprende un conjunto de mas de 277 tipos de enfermedades que tienen en
comun el desarrollo de neoplasias malignas, y que ademas, ha sido reportado como la

segunda causa de muerte a nivel mundial.

Datos recabados por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés), mediante una proyeccion estadistica por la base de datos
GLOBOCAN 2018, estimaron que en el mundo hubo 17 millones de nuevos casos y 9.5
millones de muertes por cancer, excluyendo el denominado “cancer de piel no

melanoma”.

Dentro de los tratamientos actuales se encuentran la cirugia, radioterapia y la terapia
sistémica. En la etapa temprana de la enfermedad, los pacientes de bajo riesgo son
tratados mediante cirugia, logrando resultados satisfactorios e incluso la cura, pero en
muchos otros casos se requiere de terapias combinadas. Las terapias sistémicas
incluyen terapia hormonal, terapia dirigida, terapia inmunoldgica y quimioterapia.

La quimioterapia, sola 0 combinada sigue siendo el tratamiento de eleccion.
Sin embargo, una de las principales desventajas que presenta, son la poca selectividad,
la baja eficacia y altos niveles de toxicidad, incluso en muchas ocasiones se comportan
como cancerigenos. Por ello, es de suma importancia continuar con la bdsqueda y
desarrollo de nuevas moléculas con un perfil de actividad antitumoral, como alternativa

a los antineoplasicos actuales de uso clinico.

En ese contexto, se ubica el presente proyecto de tesis, cuyo propdsito es contar con
moléculas derivadas de quinazolina, que presenten accion citotéxica sobre lineas
celulares cancerosas. La sintesis se comenzé a partir de la 2-amino-5-nitrobenzonitrilo y
se obtuvieron 11 compuestos finales, que presentaron en la posicion 6 de la quinazolina
una porcion de derivados de la benzamida con sustituyentes nitro y metoxilo, y en la

posicion 2 y 4 de la quinazolina se buscé modular la actividad al proteger y desproteger



los grupos aminos con grupos acetilos. Finalmente, fueron evaluados en cinco lineas
celulares de cancer (MDA-MB-231, MCF-7, SKLU-1, HCT-15 y PC-3 de adenocarcinoma
de mama triple negativo, receptor positivo a estrogenos, pulmoén, colon y proéstata
respectivamente) y una linea celular normal, pero inmortalizada (COS-7, linea celular de

tipo fibroblasto derivada de tejido de rifibn de mono).



2. Antecedentes

2.1 Cancer

El cancer es considerado como una neoplasia maligna por la Organizacion Mundial de
la salud (OMS), que se caracteriza por presentar un proceso de crecimiento y
diseminacion descontrolada de las células en un tejido.! Es una enfermedad genética
gue surge como resultado de errores que ocurren al dividirse las células o por el dafio al

acido desoxirribonucleico (ADN).?

Este padecimiento constituye un conjunto de mas de 277 enfermedades, que tienen en

comun el desarrollo de neoplasias malignas.3

La OMS a través del Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC),
mantiene una clasificacion de los principales carcin6genos fisicos, quimicos y bioldgicos.
Por ejemplo, dentro de los carcinégenos que generan alrededor de un tercio de las
muertes por cancer son cinco ubicados dentro de los factores de riesgo conductuales y
dietéticos: el tabaquismo, el etanol, el indice de masa corporal elevada, la inactividad

fisica y la mala alimentacion.!

2.2 Neoplasias

La formacién de una neoplasia es un proceso multipasos, el cual implica la modificacién
genética del ADN gendémico formando una célula mutada, seguido del crecimiento
selectivo de dicha célula. Este crecimiento puede ser estimulado por un aumento en la

tasa de division celular y/o una disminucién en la tasa de muerte celular (apoptosis).*

Ademas de la division celular, también se puede ver afectada la diferenciacion. Si la
neoplasia forma una masa solida o crecimiento anormal de tejido, ésta se denomina

tumor que puede ser benigno o maligno dependiendo de su diseminacion.
Las neoplasias se clasifican en cuatro grupos principales:

Neoplasias benignas, neoplasias in situ, neoplasias malignas y neoplasias de

comportamiento incierto o desconocido.



Por el contrario, cuando las células de una neoplasia pueden migrar a otros 6rganos y
crecer también alli, se conoce como metastasis, y se considera como una neoplasia

maligna.®

2.3 Carcinogénesis

La carcinogénesis constituye un proceso de varias etapas que involucran numerosas
etiologias en diferentes etapas del desarrollo del tumor; asi como la mutacion de genes

criticos y el aumento de la proliferacion celular.

A medida que la célula mutada se divide, se producen cambios epigenéticos y genéticos
adicionales en la lesion recién formada. La caracterizacién de dichos cambios que se
producen en la carcinogénesis nos conducen a la division de cuatro etapas principales:

iniciacion, promocion, conversion y progresion.®’

2.3.1 Etapas de la carcinogénesis

> Iniciacién

Con esta etapa inicia el proceso de carcinogénesis, el cual implica la formacién de una
célula preneoplasica mutada. La inhibicion en los sistemas de reparacién del ADN, la
inactivacion de genes supresores de tumores y/o la activacion de protooncogenes son
algunos de los principales factores de iniciacion. Esta etapa es un proceso irreversible.

> Promocién

Este proceso, implica la expansion clonal selectiva de la célula iniciada a través de un
aumento en el crecimiento y la proliferacion celular y/o una disminucién de la apoptosis.
Los eventos de esta etapa son reversibles tras la eliminacion del estimulo de promocion

tumoral.

Agentes involucrados en esta etapa, no actuan directamente sobre el ADN vy

generalmente no requieren de una activacién metabdlica.
» Conversion

En esta etapa, se lleva a cabo el proceso de transformacion de una célula preneoplasica

para convertirse en una neoplasia maligna.



La conversion de estas células se ve acelerada mediante una mayor exposicion a
agentes genotoxicos en ceélulas preneoplasicas, mediados por la inactivacion de genes

supresores y/o la activacién de protooncogenes.
» Progresion

Implica cambios celulares y moleculares que se producen desde el estado preneoplasico
al neoplasico. Esta etapa es irreversible, involucra inestabilidad genética, cambios en la
ploidia nuclear y alteracion en la integridad del cromosoma. Los tumores adquieren la

habilidad para invadir y establecer metastasis distantes.

Las células normales, se encuentran “ancladas” en un habitat que les es propio. El
contacto con las células vecinas controla su propia divisién celular y existen moléculas
de adhesién que las mantienen proximas y permiten la transmision de sefiales de una a
otra; las células normales son incapaces de atravesar la membrana basal que las separa
del tejido conjuntivo sub-basal de donde obtiene los materiales que la nutren; tampoco
tienen capacidad de introducirse a los capilares sanguineos o linfaticos, aunque los

linfocitos, hacen excepcion a esta particularidad.®

2.4 Metéastasis

La metastasis tumoral, consiste en una serie de procesos biolégicos que promueve la
diseminacién de un tumor primario a sitios distantes del cuerpo. En la actualidad, es la

causa principal de muerte en la mayoria de los pacientes con cancer.

En el sitio del tumor primario, las células tumorales invaden los ganglios linfaticos o
directamente la circulacion. Una vez en el torrente sanguineo, las células tumorales
deben sobrevivir y evitar un atague inmune. La detencion de estas células, es a menudo
por restriccibn de tamafo en capas capilares, pero pueden implicar interacciones

adhesivas especificas.

El proceso por el cual las células tumorales forman micrometastasis y progresivamente
Su crecimiento genera macrometastasis vascularizadas en un Organo distante se

denomina colonizacion metastasica.



La colonizacion metastasica implica interacciones reciprocas entre células tumorales y
células en el microambiente del érgano distante, y puede detenerse por periodos de

inactividad.®

Dicho proceso se puede observar en la Figura 1. Etapas de la carcinogénesis (Modificado

de Steeg)® Figura 1.
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Figura 1. Etapas de la carcinogénesis (Modificado de Steeg).®

2.5 Caracteristicas distintivas del cancer

En la década pasada, se propusieron 6 mecanismos basicos o capacidades funcionales
que describen los procesos por los cuales las células cancerosas sobreviven, se
proliferan y se diseminan. Estas funciones se adquieren en diferentes tumores a través

de distintos mecanismos y en diversas etapas de la carcinogénesis.?

En 2011, se propusieron 2 nuevas caracteristicas distintivas. La mas destacada es el
desarrollo de la inestabilidad gendmica en las células cancerosas, que genera
mutaciones aleatorias incluyendo reordenamientos cromosémicos. Ademas involucra la
reprogramacion del metabolismo energético celular con el fin de apoyar el crecimiento
celular continuo y la proliferacion, reemplazando el programa metabdlico que opera en
la mayoria de los tejidos normales e impulsa las operaciones fisioldgicas de las células

asociadas. La segunda caracteristica, implica el estado inflamatorio premaligno a



lesiones malignas que son impulsadas por las células del sistema inmunoldgico, algunos

de los cuales sirven para promover la progresion tumoral a través de diversos medios.!

Ambas capacidades pueden demostrar que facilitan el desarrollo y la progresion de
muchas formas de cancer humano y, por lo tanto, se puede considerar parte de las

nuevas caracteristicas distintivas del cancer'>-'4(Figura 2).

El conjunto de estas caracteristicas se observan en la siguiente figura.
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Figura 2. Principales mecanismos de una célula cancerosa y su terapéutica. (Modificado y traducido de Hanahan).*!

2.6 Epidemiologia del cancer

En la actualidad, existe un incremento en las tasas de incidencia y mortalidad por cancer,

siendo reportado como la segunda causa de muerte a nivel mundial.®

En el grafico multibarras (Figura 3), se observa la estimacién de la incidencia de los tipos

de cancer mas importantes en México para 2018.

En el grafico circular (Figura 4), se observa el porcentaje de mortalidad para hombres y

mujeres hasta 2018.
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Figura 3. Estimacion de la incidencia de los tipos mas importantes de cancer en México. Tasas estandarizadas por

edad para ambos sexos. Estimacién de nuevos casos 190, 667. (Traducido de GLOBOCAN).1®

Total de la poblacién en México: 130, 759,070

Total de muertes: 83,476

Prevalencia a 5 afos: 471,497
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2.7 Tipos de cancer

Un tipo de clasificacion se agrupa segun el tipo de célula en la que inicia el proceso del

cancer:
e Carcinoma

Es el tipo mas frecuente de cancer, derivado de las células del epitelio y del tejido que
recubre los érganos internos. Se divide en adenocarcinoma, carcinoma de células

basales, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células de transicion.

e Sarcoma

Céncer derivado del tejido conectivo, tales como hueso, cartilago, grasa, nervios,
musculo y vasos sanguineos. Cada uno de los cuales se desarrolla a partir de células

mesenquimales fuera de la médula ésea.
e Linfomay leucemia

Estos dos tipos de cancer provienen de las células hematopoyéticas que salen de la

meédula ésea y tienden a madurar en los ganglios linfaticos y en la sangre.
e Tumor de células germinales

Tipos de cancer derivados de células pluripotenciales, normalmente ubicados en

testiculo o en ovario (seminoma y disgerminoma)
e Blastoma

Tipos de cancer derivados de células precursoras inmaduras o tejido embrionario °.

2.8 Tratamiento

En la actualidad existen diversas terapias dirigidas al tratamiento del cancer, las cuales
mediante una correcta y sincronizada combinacion suelen representar una terapéutica
aditiva o sinérgica, mas efectiva. En consecuencia, el tratamiento suele ser paliativo para
la mayoria de los tipos de cancer y en algunos casos curativos dependiendo del

diagndstico oportuno, la localizacion, el tipo especifico y la etapa de progresion del
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cancer. En la figura 5 se muestra de una manera general y resumida la clasificacion del

tratamiento del cancer.

hormonal

Inmunoterapia
Quimioterapia

Figura 5. Principales tipos de tratamiento en el cancer.

s Cirugia

En algunos casos, la reseccion quirdrgica representa la forma de tratamiento mas
eficiente, la cual incide en varios momentos: en la prevencion, el diagnéstico, la
evaluacion de la extension de la enfermedad, el tratamiento curativo y paliativo, la

atencion de las secuelas y complicaciones del tratamiento.

En ausencia de enfermedad sistémica, la escision quirdrgica tiene ventajas sobre otros
métodos. En casos muy especificos con enfermedad metastasica, la cirugia podria
controlar el tumor primario y obtener curaciones al lograr la reseccién de enfermedad
metastasica localizada. En la actualidad, se realizan resecciones menos extensas y mas
precisas, con la conservacion de 6rganos, extremidades y funciones, conservando su
capacidad curativa, se ha logrado disminuir las tazas morbilidad mejorando la calidad

de vida de los pacientes.®
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+ Radioterapia

Actualmente, la radioterapia es un elemento indispensable del tratamiento
multidisciplinario del cancer. Para algunos pacientes, puede reemplazar la cirugia y tiene
la ventaja de la preservacion de érganos. Algunas veces se usa antes o después de la
cirugia para mejorar las tasas de reseccion o para reducir las tasas de recurrencia,
respectivamente. Los resultados pueden mejorar si la radioterapia se combina con

terapias sistémicas como la quimioterapia.’

En el caso de la radioterapia se usan radiaciones ionizantes. Las radiaciones estan
constituidas por particulas cargadas electrénicamente (electrones, protones, particulas
alfa, y demas), por particulas neutras (neutrones), o fotones (rayos x y gamma). Las
radiaciones son flujos de particulas en movimiento rapido, de naturaleza y energia
cinética variables. Los efectos de las radiaciones sobre los tejidos pueden resultar de
una afeccidn directa de las grandes moléculas celulares, sobre todo el ADN y, en menor

grado, de las moléculas componentes de las membranas celulares.®
s Terapia hormonal

La terapia hormonal es una forma de terapia sistémica, lo que significa que llega a las
células cancerosas en casi cualquier parte del cuerpo.’® Estd comprendida en dos
grupos; es decir, los que bloquean la capacidad del cuerpo para producir hormonas y los
gue interfieren en la forma en que las hormonas se comportan en el cuerpo.® La accién
generalmente es a través de sus efectos sobre la regulacion de los esteroides y los tipos

de cancer sensibles que surgen en los 6rganos bajo la influencia de estas hormonas.?°
Algunos ejemplos incluyen:

e Agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante: goserelin y
leuprolide

e Moduladores selectivos del receptor estrogénico: tamoxifeno, raloxifeno y
fulvestrant

e Inhibidores de la aromatasa: No esteroidales como anastrozol y letrozol;

Esteroidales como examastano y formestano
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e Progestagenos: acetato de megestrol, acetato de medroxiprogesterona y acetato

de noretisterona

e Estilboestrol, Prednisolona, acetato de cyproterona, Flutamida y Ketoconazol.

< Inmunoterapia

La inmunoterapia, también denominada terapia biolégica es un tipo de tratamiento que

usa sustancias producidas por organismos vivos para tratar el cancer.?!

El tratamiento con inmunoterapia para el cancer, implica reactivar potencialmente el
sistema inmunitario suprimido del paciente, lo que idealmente resulta en la erradicacion

de la enfermedad.

Varios tipos de inmunoterapia se usan para tratar el cancer y en muchos pacientes han
demostrado ser eficaces, tales como los que ayudan al sistema inmunoldgico a actuar
directamente contra el cancer son: bloqueadores del punto de control inmunitario,
anticuerpos monoclonales, vacunas contra el cancer y terapias basadas en células. Asi
como los que inducen una mejora en la respuesta inmunitaria del cuerpo para combatir
el cancer, incluyen: citocinas (interferones e interleucinas) y el Bacilo de Calmette-
Guérin, BCG.?2%3

% Quimioterapia

Desde su introduccion, el término quimioterapia se aplicé al tratamiento de enfermedades
mediante el uso de sustancias quimicas. A partir de la década de 1940, la quimioterapia
es mejor conocida como el uso de medicamentos empleados en el tratamiento del

cancer.

Los agentes quimioterapéuticos, ejercen sus efectos como farmacos antineoplasicos, al
interferir con el ciclo celular y el proceso de mitosis de células tumorales malignas y como

farmacos citotoxicos, causando una destruccion generalizada de células.

La quimioterapia, tiene como objetivos principales: la cura, el control y/o paliacion. En

general, la cura solo es posible cuando la quimioterapia se usa en combinacion con la



cirugia y/o radioterapia ya sea en el entorno neoadyuvante (para reducir el tamafio de
tumores) o adyuvante (para eliminar cualquier célula cancerosa restante). El tratamiento

de la enfermedad metastasica es principalmente con intencion paliativa.

Existe un amplio espectro de sensibilidad a la quimioterapia entre los diferentes tipos de
tumores. Como regla general, los canceres que se dividen rdpidamente son mas
guimiosensibles. Los medicamentos de quimioterapia se pueden agrupar por mecanismo

de accién, estructura quimica y su relacién con otros medicamentos (Figura 6). 242°

Agentes
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Corticoesteroides Antimetabolitos

Quimioterapéuticos

Inhibidores
mitéticos

Inhibidores de la
topoisomerasa

Figura 6. Principales agentes quimioterapéuticos.



2.9 Quinazolinas

Dentro de los agentes quimioterapéuticos actuales, destacan los que incluyen en su
estructura base (scaffold) el nucleo de quinazolina, considerado como un heterociclo
privilegiado,?® ya que al estar presente en diversas estructuras quimicas demuestra una
amplia gama de actividades farmacolodgicas, tales como: analgésicas, antihipertensivas,
antituberculosas, antivirales, antihistaminicas, hipnético-sedantes?’, antioxidantes,
antifingicas, anti-Leishmania, anti-VIH, antimalaricas, antimutagénicas, antileucemia,
anticoccidial,?® antiinflamatorias, antidepresivas, antibacterianas,?”-?® anticonvulsivas,?’~
29 antihiperlipidémicas®® y actividades contra el cancer,3! asi como la inhibicion del
receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), inhibidores de timidilato sintasa, antagonista
del acido fdlico, inhibidores de tubulina, cinasas tipo polo (PLK), via de sefalizacion

Hedgehog-Gli y la via de proteina cinasa B (PKB/AKT), entre otros.2®

La quinazolina es un nudcleo aromatico biciclico compuesto por un anillo de benceno

fusionado a un anillo de pirimidina en dos atomos de carbono adyacentes (Figura 7).2’

2 4
5] “'\.\N
| 3
7 -"} 2
N
8 1

Figura 7. Nucleo de quinazolina.

En estos ultimos afios, diferentes derivados de quinazolina han sido aprobados por la
FDA, se han comercializado y se emplean en el tratamiento del cancer, entre los que se
encuentran: gefitinib (Iressa®), erlotinib (Tarceva®), lapatinib (Tykreb®), vandetanib
(Caprelsa®), afatinib (Gilotrif®),%? trimetrexato (Neutrexin®)33y prazosina (Minipres®)
(Figura 8).34
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Figura 8. Representacion de la estructura de algunos farmacos aprobados derivados de quinazolina.31-33

Debido a las amplias y distintas actividades quimicas y biofarmacéuticas que presentan
los derivados de quinazolinas, los cuales han demostrado actividad anticancerosa
mediante la inhibicibn de diferentes vias, existe la necesidad de aportar en la
guimioterapia nuevas moléculas que actien de manera selectiva, reduciendo los efectos

adversos de las ya existentes y aumentando su eficacia.



3. Planteamiento del problema

Los derivados de quinazolina han demostrado actividad citotoxica en algunos tipos de
células provenientes de tumores cancerosos, por lo anterior, ¢existe la posibilidad, de
encontrar nuevas moléculas derivadas de quinazolina que presenten actividad citotoxica
en células cancerosas y se pueda aportar una nueva alternativa en la quimioterapia del

cancer?
4. Hipotesis

Si se obtienen derivados de la N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida, sustituidos
en la posicion 6 con un fragmento de benzamida, el cual a su vez estara sustituido con
grupos metoxilo y nitro, se obtendran compuestos que presenten un efecto citotoxico en

lineas celulares cancerosas.
5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Sintetizar derivados de la N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida para ser enviados

a evaluarse en 5 lineas celulares de cancer y una linea celular normal.
5.2 Objetivos especificos

-Sintetizar 11 derivados de la N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida como
scaffold, sustituidos en la posicidon 6 con una porcion (linker) benzamida y a su vez con

grupos metoxilo y nitro.

-Enviar los productos finales a evaluacion bioldgica en 5 lineas celulares de cancer y una

linea celular normal.

6. Metodologia

Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados en el trabajo de tesis se disefié una

estrategia que consistié en cinco etapas que se muestran a continuacion:
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Analisis de

resultados

El disefio de los compuestos tuvo como criterio principal obtener derivados de N,N'-(6-

aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida sustituidos en la posicion 6 con un segmento benzamida

y a su vez por grupos metoxilo y nitro (Figura 10). De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se

consideré que tanto la seccion A, la N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida, se uniera en

la posicion 6 mediante un conector (linker) de tipo benzamida a la seccién B, y al derivado de

cloruro de acilo sustituyente de cada compuesto, y finalmente a la seccion C, corresponde a la

hidrélisis selectiva de las amidas en posicién 2 y 4 de la quinazolina. Posteriormente, se calculé

el coeficiente de particién (log P) de dichas moléculas (Tabla 1), con la finalidad de estimar

tedricamente el caracter hidrofébico de éstas y su posible distribucidon en una matriz biolégica.
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Seccion C: hidrdlisis selectiva de las amidas en posicion 2 y 4 de la quinazolina.
De igual manera, se aplicaron las Reglas de Lipinski para los compuestos a sintetizar y
se encontrd que todos cumplen al tener: un log P menor a 5; una masa menor a 500 Da;

no mas de 5 &tomos donadores de enlaces de hidrogeno y no mas de 10 atomos

aceptores de enlaces de hidrégeno.



Tabla 1. Compuestos disefiados para sintesis
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6.2 Sintesis

Para la obtencion de los compuestos de interés presentados en la Figura 10, se llevo a
cabo una serie de reacciones en las que inicialmente se sintetizé la porcion de
quinazolina, la cual fue sustituida en la posicién 6 empleando diversos cloruros de acilo
obtenidos de forma comercial. Se tomaron en cuenta las condiciones de reaccion del

método general de sintesis adaptadas por M. Hamed et al.®®

Para facilitar la compresion de la sintesis de los compuestos finales, se ha dividido la
metodologia experimental en 3 series: Serie A, Serie M y Serie D. El orden de la

numeracion correspondiente a cada serie, es con base al cloruro de acilo sustituyente.

6.2.1 Metodologia general de sintesis.

En un matraz bola, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética, se
agregaron 1.2 — 1.5 equivalentes de NaHCOs por cada equivalente de compuesto llI,
empleando acetona como disolvente. Luego se coloco en un bafio de hielo durante 15

minutos. Por otra parte, se disolvieron de 1.2 — 1.5 eq. del cloruro de acilo respectivo (1—



5) en 10 mL de acetona, la disolucion se coloc6é en un embudo de adicion y se
acondicion6 en el matraz de reaccion bajo una atmosfera de nitrdgeno. Una vez
transcurridos los primeros 15 min, la disolucién de cloruro de acilo correspondiente se
gote6 manteniendo la agitacion magnética durante 30 min, finalizado ese tiempo se retird
el bafio de hielo y se dej6 a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se vertié la
reaccion en 100 mL de una mezcla agua/hielo 50:50, la cual se agitd mecanicamente
hasta la formacion de un precipitado. La suspension obtenida se separ6 por filtracion al

vacio. El solido obtenido se lavd con cinco a seis lavados de metanol.

Adaptado del método general de sintesis descrito por M. Hamed et al.®®

6.2.2 Metodologia experimental

En el Esquema 1, se muestra la ruta general de sintesis para la obtencion del
intermediario  N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida, proceso previamente

estudiado en nuestro grupo de investigacion.

La sintesis del fragmento de quinazolina, se realiz6 mediante una reaccién de ciclacion,
partiendo de la materia prima 2-amino-5-nitrobenzonitrilo con carbonato de guanidina en
medio basico (a) para obtener el intermediario |. Posteriormente se llevd a cabo una
acetilacion al intermediario | con anhidrido acético en presencia de piridina (b), para dar
lugar al intermediario Il. Finalmente se realiz6 una hidrogenacion catalitica a Il

empleando Pd/C como catalizador (c), para asi obtener el compuesto |Il.
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Figura 11. Cloruros de acilo empleados en la formacién de compuestos finales: (1) cloruro de benzoilo; (2) cloruro
de 2-nitrobenzoilo; (3) cloruro de 3-nitrobenzoilo; (4) cloruro de 4-nitrobenzoilo y (5) cloruro de 3,4,5-

trimetoxibenzoilo.

La obtencion de la serie A, se llevo a cabo mediante una sustitucion nucleofilica tipo
adicion-eliminacién, entre la amina en posicién 6 del compuesto lll, y el cloruro de acilo

respectivo (Figura 11), dando lugar a la formacion de un fragmento benzamida a su vez



sustituido por grupos metoxilo y nitro, obteniéndose asi los compuestos MICBAZ2,

MICBA4 y MICBAS.

Una vez realizada la sustitucién nucleofilica previamente descrita, se procedio a realizar

una hidrolisis selectiva, de la amida en posicion 4, la cual forma parte del nacleo de

guinazolina. Empleando por cada equivalente de compuesto 15 mL de MeOH, a 40°C y

agitacion constante. De esta serie M se obtuvieron los compuestos MICBAM1, MICBAM?2

y MICBAMS.

Para la obtencion de la serie D, se realiz6 una hidrélisis selectiva de las amidas

formadas como proteccion de las aminas en la posicion 2 y 4 como parte del nlcleo

de quinazolina. Para dicho proceso se emplearon, 9-12 eq. de LiOH, por cada

equivalente de compuesto, en MeOH como disolvente a 60 °C. Obteniéndose los

compuestos MICBAD1-MICBADS. (Figura 12)
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6.3 Caracterizacion espectroscopica

La elucidacion estructural de todos los compuestos se realiz6 mediante el analisis de sus
espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de proton y carbono trece

(RMN H y RMN *3C). Los datos de cada técnica se muestran en el apéndice II.
6.4 Evaluacién biolégica

Para evaluar el posible efecto citotoxico de los compuestos sintetizados en las 3 series
propuestas derivados de la N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida, se empleé el
ensayo colorimétrico de Sulforrodamina B (SRB), empleando lineas celulares humanas
de cancer MCF-7 (adenocarcinoma de seno estrogeno dependiente), PC-3
(adenocarcinoma de prostata), SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmén), HCT-15
(adenocarcinoma de colon), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de seno estrégeno
independiente) y una linea celular normal, pero inmortalizada COS-7 (linea celular de
tipo fibroblasto derivada de tejido de riibn de mono verde africano Cercopithecus

aethiops).

6.4.1 Determinacién de la citotoxicidad celular.

En cada placa de 96 pozos de fondo plano, se depositaron tres lineas celulares por
triplicado en un volumen de 100 uL/pozo en una densidad de inoculo dependiendo de la
linea celular: MCF-7 a 5.0 x 10* células/mL; PC-3 y SKLU-1 a 7.5 x 10* células/mL; HCT-
15, MDA-MB-231 y COS-7 a 10 x 10% células/mL. Se incubaron durante 24 horas a 37
°C en un incubador humificado con 5 % de CO:2 para favorecer la adherencia de las
células a la placa. Posteriormente se realizé un escrutinio primario, donde los 11
compuestos se solubilizaron en dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracién de 20 mM.
Se tomd una alicuota de la solucion stock y se diluyé en medio de cultivo suplementado,
se agregaron 100 pL de la soluciébn con el compuesto a probar quedando una
concentracion final de 50 uM. Nuevamente la microplaca fue incubada por 48 horas bajo
las condiciones antes mencionadas. Al finalizar el periodo de incubacion, las células se
fijaron in situ afadiendo 50 uL de una solucién de &cido tricloroacético frio al 50% e

incubadas a 4 °C durante 60 min. El sobrenadante fue desechado y las placas fueron



lavadas 5 veces con agua y secadas a temperatura ambiente. El tefiido de las células
fijadas al sustrato del pozo, se realiz6 afiadiendo 100 pL de una solucion al 0.4 % de
SRB e incubadas por 30 min a temperatura ambiente. La SRB no unida, fue removida
con lavados de acido acético al 1 % y secado a temperatura ambiente. A las placas
tefiidas y secas, se les afiaden 100 uL de un buffer de tris y se agitaron por 10 min para
favorecer la disolucion del complejo. La densidad optica (DO) se midié en un lector de
microplacas a una longitud de onda de 515 nm.

El porcentaje de inhibicion celular se calcul6 con la siguiente formula:

e ., 100 — (DOt — DOb)
%Inhibicion celular = D0c — DOb * 100

Doénde:
DOt: Promedio de la DO de los 3 pozos/linea celular tratados con el compuesto
DOc: Los 3 pozos tratados con DMSO.

DOb: Los 3 pozos testigos, es decir aquellos que no tienen células pero si compuesto.



7. Resultados y Discusion

Para mejorar la comprension del andlisis de resultados, éste se dividira en dos secciones:
la primera contempla la sintesis convencional y caracterizacion espectroscopica de los
compuestos obtenidos. En la segunda seccion, se presentaran los resultados

correspondientes a la evaluacion biologica.
7.1 Sintesis y caracterizacion espectroscopica de los derivados de quinazolina

Todos los compuestos obtenidos, fueron sintetizados mediante sintesis convencional por
la modificacion de métodos ya reportados y fueron caracterizados mediante
cromatografia en capa fina (ccf), punto de fusién (p.f.), RMN H, RMN *3C e Infrarrojo

cercano (IR).

Tabla 2. Propiedades fisicas de los compuestos finales.

Peso

Clave molecular Rf Sistema @ F:'f' Color
(g/mol) ¢C)
MICBA2 408.3740 0.56 v 276.0-277.4 Blanco
MICBA4  408.3740 0.3 1] 285.3-287.5  Amarillo
MICBAS 453.455 0.33 1 241.2-244.5 Beige
MICBAM1 321.34 0.34 \Y 326.7-328.5 Blanco
MICBAM2  366.337 0.34 I 259-261.6 Blanco
MICBAMS 411.418 0.36 v 248.8-250.2 Blanco
MICBAD1  279.303 0.28 I 302.5-303.8 Blanco
MICBAD2 324.3 0.34 | 264.0-265.1 Beige
MICBAD3 324.3 0.32 I 289.7-291.6 Beige
MICBAD4 324.3 0.3 | 320.4-323.5° Beige
MICBAD5 369.381 0.27 I 176.4-178.4 Beige

aLa composicion de los sistemas de elucion se encuentra en el apéndice |I.

b Punto de descomposicion.



Con fines ilustrativos, se enumeraron los hidrogenos correspondientes a cada
compuesto independientemente de las reglas IUPAC y se muestran todas sus

caracteristicas y propiedades fisicas en la Tabla 2.

7.1.1 Compuesto MICBAZ2

Figura 13. Compuesto MICBA2. N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida.

El espectro de RMN !H del compuesto MICBA2, mostré claramente las sefiales de los
16 protones de la molécula. Se observaron las sefiales que corresponden al Hi, a 8.18
ppm como un doblete con una J = 8.2 Hz, caracteristico de un acoplamiento orto con Hz;
éste ultimo mostrd un doble de dobles a 8.05 ppm con una J =9.0y 2.3 Hz. La sefal del
Hs fue un doblete con J = 2.2 Hz a 8.50 ppm. Los protones asignados a los enlaces amida
H4, Hs y He muestran sefiales como singuletes a 10.87 ppm, 10.48 ppm y 11.01 ppm
respectivamente. El proton He, fue considerado clave para confirmar la formacion del
compuesto de interés mediante el enlace amida entre el nucleo de quinazolina y el
cloruro de acilo. Los protones Hz, Hsy Hio, Se mostraron a 7.79 ppm como un multiplete,
esto debido a que las sefiales de dichos protones se encuentran traslapadas. En el caso
del protdn He, se presentd como un triplete de dobles a 7.90 ppm por tener dos protones
vecinos. Finalmente, las sefiales de Hi1y Hiz, se muestran a campo alto, en 2.38 y 2.26
ppm como dos singuletes que integran para tres protones cada uno, los cuales

corresponden a los grupos metilos en la molécula (Espectro 1).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3256, 3163 y 3076 cm
correspondientes a la vibracion de tensién simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
amidas secundarias. Se observé una sefial a 1509 cm* por la tensién C=C de los anillos
aromaticos. La presencia del grupo nitro presentd sefiales a 1517 cm™*y 1371 cm?,
correspondientes a su vibracion asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se

observé una sefial a 837 cm™, representativa de la sustitucion en orto del anillo aromatico



de la parte del acido acoplado al nucleo de quinazolina, por su vibracion ar-C-H fuera del

plano (Espectro 11).

7.1.2 Compuesto MICBA4
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Figura 14. Compuesto MICBA4. N,N*(6-(4-nitrobenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida.

El compuesto MICBA4, se obtuvo como un sdlido color amarillo, en este caso la
purificacion logro estandarizarse realizando lavados con metanol, en el cual el

compuesto es insoluble, pero las impurezas presentan solubilidad considerable.

En el espectro de RMN *H, se observaron las sefiales correspondientes a los 16 protones
gue conforman la molécula. A campo alto, las sefiales mas notorias resultaron ser las
propias a los metilos Ho a 2.41 ppm y Hio a 2.26 ppm, ambos como un singulete que
integran para tres protones cada uno. Los enlaces amida se observaron a campo alto
como singuletes para los protones Hs a 10.83 ppm, Hs a 10.49 ppm y Hes a 10.88 ppm
(Espectro 2).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3356, 3509 y 3464 cmt
correspondientes a la vibracion de tensidon simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
amidas secundarias. A 1673 cm, se observé la sefial representativa de la vibracion de
tension del enlace C=0 de la amida. Se observé una sefial a 1527 cm* por la tensién
C=C de los anillos aromaticos. La presencia del grupo nitro presento sefiales a 1544 cm-
1y 1320 cm, correspondientes a su vibracién asimétrica y simétrica del enlace N-O.
Finalmente, se observé una sefial a 836 cm, representativa de la sustitucion en para
del anillo aroméatico de la parte del acido acoplado al nucleo de quinazolina, por su

vibracion ar-C-H fuera del plano (Espectro 12).
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Figura 15. Compuesto MICBAS5. N-(2,4-diacetamidoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida.

En el caso del compuesto MICBAS el cambio de tonalidad del solido fue muy notoria, ya
gue se obtuvo como un soélido color beige. En el espectro de RMN H se mostraron
claramente las sefales de los 23 protones. En campo bajo se observan de manera muy
definida como singuletes las sefales correspondientes a los enlaces amida; Hs, Hsy He
a 10.47, 10.45 y 10.80 ppm respectivamente. Del nicleo de quinazolina; H1 como un
doblete a 7.76 ppm y una J = 9.1 Hz, H2 se muestra como un doble de dobles a 8.14 ppm
yunaJ=9.1y 2.2 Hz y Hz como un doblete a 8.54 ppm y una J= 2.2 Hz. En campo alto,
se encuentran las sefales para los protones Hio y Hi1 como singuletes que integran para
tres protones respectivamente a 2.40 ppm y 2.26 ppm. Estas sefiales son de gran
importancia, ya que nos permiten identificar en primera instancia que en ningln momento
del proceso de reaccién y/o purificacion se llevo a cabo una desacetilacion inesperada y
se obtuvo la molécula deseada. Las sefiales de mayor importancia en este caso en
particular fueron consideradas para los sustituyentes metoxilo de la molécula, en primera
instancia el proton Hz se muestra como un singulete a 7.34 ppm, respecto a este protén
en posicién orto y para, se encuentra integrando para tres metilos respectivamente el
protén Hs con una sefial de singulete tres veces mas grande que para Hz, a 3.89 ppmy

en posicion meta se encuentra He como un singulete a 3.75 ppm (Espectro 3).

En el espectro de infrarrojo obtenido para el compuesto MICBAS, se observaron sefiales
a 3365, 3258 y 3143 cm correspondientes a la vibracion de tensiéon simétrica y
asimétrica del enlace N-H de las amidas secundarias. En 1655 cm se observo la sefial
representativa de la vibracién de tension del enlace C=0 de la amida y a 1542 cm™* por

la flexion del enlace N-H de la misma. Finalmente se observaron las sefales a 1291 cm-



1y 1124 cm?, que representan la vibracién de tensiéon simétrica y asimétrica C-O-C

correspondiente a los grupos metoxilo (Espectro 13).

7.1.4 Compuesto MICBAM1

Figura 16. Compuesto MICBAML1. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)benzamida.

El espectro de RMN *H del compuesto MICBAM1, mostré claramente las sefales de los
15 protones de la molécula. Se observaron las sefiales que corresponden al Hi, a 8.00
ppm como un doblete con una J = 1.5 Hz, caracteristico de un acoplamiento orto con Hz;
éste Ultimo mostr6 un doble de dobles a 7.83 ppm con una J = 9.0 y 2.2 Hz
correspondientes a un acoplamiento en orto y meta cada uno. La sefal del Hs fue un
doblete con J = 2.2 Hz a 8.47 ppm. Los protones asignados a Hsy He de los enlaces
amida, muestran sefales a 9.75 ppm y 10.41 ppm respectivamente. El proton Ha, se
observd a 8.02 ppm, como un singulete que integra para dos protones. Como un
multiplete se observa la sefal para el sustituyente fenil de la molécula a 7.56 ppm.
Finalmente a campo alto se observa la sefial del protén Hio como un singulete que integra
para 3 protones, considerado clave para reconocer el acetilo en posicion 2 de la

guinazolina a 2.26 ppm (Espectro 4).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3241 cm? y 3173 cmt
correspondientes a la vibracion de tension simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
amidas secundarias, observandose la segunda sefial fuerte y ligeramente ancha. A 3397
cm se observoé otra sefial correspondiente a la tension de N-H de la amina primaria. El
espectro también mostr6 una sefial a 1665 cm™ de la vibraciéon de tensién del enlace
C=0 de la amida, y en 1638 cm™ la vibracién de deformacién del enlace N-H de la amida
(Espectro 14).



Figura 17. Compuesto MICBAM2. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida.

El espectro de RMN 'H del compuesto MICBAM2, muestra las sefiales para los 14
protones de la molécula. Es muy caracteristico notar en campo alto la sefial
correspondiente a Hi1 como un singulete que integra para 3 protones a 2.26 ppm. Por
otra parte, se identifica al proton Ha4, como un singulete que integra para dos protones, a
7.18 ppm, su identificacion permite corroborar la desacetilacion selectiva de la amida en
posiciéon 4 de la quinazolina. Para el nucleo de quinazolina, se observa Hi como un
doblete con acoplamiento orto a Hza 7.22 ppm y J = 8.9 Hz, por otra parte Hz, se muestra
como un doble de dobles a 7.60 ppm y J = 8.9 y 2.2 Hz correspondientes a un
acoplamiento en orto y meta cada uno. La sefial correspondiente a Hs fue un doblete a
8.14 ppm y J = 8.2 Hz. Con respecto a los protones pertenecientes a los enlaces amida,
se encuentran en campo bajo como singuletes; Hs a 10.49 ppm y Hes a 10.60 ppm.
Finalmente los protones propios a la nitrobenzamida, muestran una sefial como doble de
dobles para H7 y Ho a 7.26 ppm, el proton Hs aparece como un doblete a 8.17 ppmy J =
6.6 Hz, finalmente el proton Hio propio de una sefial como doblete a 8.17 ppmy J = 2.2

Hz (Espectro 5).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3370 cm? y 3059 cm*
correspondientes a la vibracion de tensién simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
amidas secundarias siendo la segunda una sefal mas fuerte y ligeramente ancha. A
3454 cm se observo otra sefial correspondiente a la tensién de N-H del enlace de amina
primaria. El espectro también se observé una sefial a 1677 cm* de la vibracién de tension
del enlace C=0 de la amida, y en 1638 cm™ la vibracién de deformacién del enlace N-H
de la amida. La presencia del grupo nitro presenté sefiales a 1515 cmty 1347 cm?,

correspondientes a su vibracion asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se



observé una sefial a 828 cm?, representativa de la sustitucion en orto del anillo aromatico
de la parte del &cido acoplado al nucleo de quinazolina, por su vibracion ar-C-H fuera del
plano (Espectro 15).

7.1.6 Compuesto MICBAMS
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Figura 18. Compuesto MICBAMS5. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida.

El espectro de RMN 'H del compuesto MICBAMS5 mostré claramente para el anillo de
quinazolina las sefales que corresponden al proton Hi1 como un doblete a 7.52 ppm y
una J = 8.9 Hz, caracteristico de un acoplamiento orto con Hz; éste ultimo mostré un
doble de dobles a 7.83 ppm con una J = 9.0y 2.2 Hz correspondientes a un acoplamiento
en orto y meta cada uno. La sefial de Hs fue un doblete con J = 2.1 Hz a 8.37 ppm. Los
protones asignados a Hs y Hs de los enlaces amida, muestran sefales en campo bajo a
9.73 ppm y 10.30 ppm respectivamente. El proton Ha, se observo a 7.64 ppm como un
singulete que integra para dos protones, su identificacion permite corroborar la
desacetilacion selectiva de la amida en posicién 4 de la quinazolina. Cabe mencionar
gue los protones Hz7y Hs presentan simetria en la molécula y se muestran en forma de
singuletes a 7.36 y 3.88 ppm respectivamente. La sefial correspondiente a Ho integra
para 3 protones a 3.75 ppm como un singulete. Finalmente, a campo alto se observa la
sefial del protén Hio como un singulete que integra para 3 protones a 2.27 ppm (Espectro
6).

En el espectro de infrarrojo obtenido para el compuesto MICBAMS5, se observé una sefal
a 3238 cmty 3118 cm? correspondientes a la vibracion de tension simétrica y asimétrica
del enlace N-H de las amidas secundarias siendo la segunda sefial mas fuerte y
ligeramente ancha. A 3320 cm™ se observé otra sefial correspondiente a la tensién de

N-H del enlace de amida secundaria. En 1646 cm™ se observé la sefial representativa



de la vibracién de tension del enlace C=0 de la amida y a 1579 cm por la flexién del
enlace N-H de la misma. Finalmente se observaron las sefiales a 1232 cm™y 1130 cm-
1, que representan la vibracion de tensién simétrica y asimétrica C-O-C correspondiente

a los grupos metoxilo (Espectro 16).

7.1.7 Compuesto MICBAD1

Figura 19. Compuesto MICBADL1. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)benzamida.

Debido a cuestiones técnicas, no fue posible contar con el espectro de RMN, pero
apoyandonos del espectro de IR, propiedades fisicas y datos de la evaluacion biolégica
de dicho compuesto, es posible intuir que la molécula propuesta es la misma que se
obtuvo para fines de dicho proyecto de tesis.

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3403 cm? y 3355 cmt
correspondientes a la vibracion de tensién simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
aminas primarias. A 3110 cm™* se observé otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tension de N-H de la amida secundaria. El espectro también mostro
una sefial a 1667 cm™ de la vibracién de tensién del enlace C=0 de la amida, y en 1641
cm* la vibraciéon de deformacion del enlace N-H de la amida. Se observé la banda de
tensién entre 1625-1538 cm™ caracteristica del enlace C=C del anillo aromatico
(Espectro 17).
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Figura 20. Compuesto MICBAD2. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida.

El compuesto MICBAD2, se obtuvo de una hidrélisis selectiva de MICBA2. Para dicho
compuesto en el espectro de RMN H, en campo alto ya no se observa ninguna sefial
correspondiente a los hidrogenos de los grupos acetilamidas, confirmando la
desacetilacion completa en posicion 2 y 4 del nucleo de quinazolina. La sefal
correspondiente al proton He, se encuentra en campo bajo con un desplazamiento de
10.64 ppm como un singulete. Las sefales de Hay Hs, integran para dos protones cada
una y se muestran como singuletes con un desplazamiento de 7.18 y 5.90 ppm
respectivamente. El sustituyente —NO2 en posicion orto al carbonilo impide la simetria en
este fragmento de la molécula, esto puede observarse en la sefial como doble de dobles
para el protdn Hz y He correspondiente a un desplazamiento de 7.76 yuna J=13.2y 7.6
Hz. En posicion meta al carbonilo se encuentra el proton Hio como un singulete con un
desplazamiento a 8.18 ppm y como un doblete Hs con una J = 7.5 Hz y un

desplazamiento a 7.86 ppm (Espectro 7).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3453 cm? y 3368 cm*
correspondientes a la vibracion de tensidén simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
aminas primarias. A 3060 cm™* se observé otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tensién de N-H del enlace de amida secundaria. Se observo una
sefial a 1678 cm! por la tensién C=C de los anillos aromaticos. La presencia del grupo
nitro presenté sefales a 1514 cm™ y 1347 cm, correspondientes a su vibracion
asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se observé una sefial a 788 cm,
representativa de la sustitucion en orto del anillo aromatico de la parte del acido acoplado

al nacleo de quinazolina, por su vibracion ar-C-H fuera del plano (Espectro 18).



Figura 21. Compuesto MICBAD3. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-nitrobenzamida.

El compuesto MICBAD3 se obtuvo como un sdlido color amarillo, procedente de una
hidrélisis selectiva del compuesto MICBAS. El espectro de RMN *H, mostré claramente
las sefnales correspondientes a los 12 protones. A campo bajo es posible identificar muy
bien definido como un singulete la sefal correspondiente al proton Hs con un
desplazamiento a 10.61 ppm que integra para un proton correspondiente a la formacién
del enlace amida entre el nucleo de quinazolina y el cloruro de acilo. Los protones Hry
Ho, se mostraron a 7.79 ppm como un multiplete, esto debido a que las sefiales de dichos
protones se encuentra traslapada. Las sefiales correspondientes a Ha y Hs, integran para
dos protones cada una y se muestran como singuletes con un desplazamiento de 7.19y
5.92 ppm respectivamente. En posicién orto al carbonilo se encuentra Hio a 8.84 ppm
como un singulete y en posicibn meta al carbonilo se encuentra Hs con un
desplazamiento a 7.85 ppm como un triplete. Finalmente las sefiales asignadas a los
protones del nucleo de quinazolina se encuentran como un doblete con desplazamiento
de 7.22 ppm para Hi, como un doble de dobles para H2a 7.66 y como un doblete para

Hs a 8.22 ppm con un acoplamiento de J = 2.2 Hz (Espectro 8).

El espectro de infrarrojo correspondiente al compuesto MICBAD3, mostré a 3468 cm™y
3338 cm correspondientes a la vibraciéon de tensién simétrica y asimétrica del enlace
N-H de las aminas primarias. A 3089 cm se observé otra sefial fuerte y ligeramente
ancha correspondiente a la tension de N-H del enlace de amida secundaria. Se observo
una sefal a 1662 cm™ por la tensiéon C=C de los anillos aromaticos. La presencia del
grupo nitro presenté sefiales a 1525 cm™y 1342 cm, correspondientes a su vibracion

asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se observé una sefial a 828 cm™,



representativa de la sustitucion en meta del anillo aromético de la parte del acido

acoplado al nacleo de quinazolina, por su vibracion ar-C-H fuera del plano (Espectro 19).

7.1.10 Compuesto MICBAD4
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Figura 22. Compuesto MICBADA4. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-nitrobenzamida.

El espectro de RMN !H del compuesto MICBA4, mostré claramente las sefiales de los
12 protones de la molécula. Se observaron las sefiales que corresponden al nucleo de
quinazolina, para Hi, a 7.22 ppm como un doblete con una J = 8.9 Hz, caracteristico de
un acoplamiento orto con Hz; este ultimo mostré un doble de dobles a 7.65 ppm con una
J=8.9y 2.1 Hz. La sefal del Hs fue un doblete con un acoplamiento de J =2.4 Hz a 8.24
ppm. Los protones asignados a H4 y Hs muestran sefiales como singuletes a 7.17 ppm y
5.92 ppm respectivamente. El proton Hs, correspondiente al enlace amida se observa
como un singulete a 10.57 ppm. . El sustituyente —NO2 en posicién para al carbonilo
permite la simetria en este fragmento de la molécula, esto puede observarse en la sefal
como doblete para el proton Hs a un desplazamiento de 8.38 ppm y un acoplamiento de
J = 8.8 Hz y en posicion orto al carbonilo el proton Hz como un singulete a 8.22 ppm

(Espectro 9).

En el espectro de infrarrojo se observaron sefiales a 3413 cm? y 3331 cm*
correspondientes a la vibracion de tension simétrica y asimétrica del enlace N-H de las
aminas primarias. A 3106 cm™* se observé otra sefial fuerte y ligeramente ancha
correspondiente a la tensién de N-H del enlace de amida secundaria. Se observo una
sefial a 1660 cm! por la tensién C=C de los anillos aromaticos. La presencia del grupo
nitro presenté sefales a 1512 cm™t y 1341 cm, correspondientes a su vibracion
asimétrica y simétrica del enlace N-O. Finalmente, se observé una sefial a 829 cm?,
representativa de la sustitucion en para del anillo aromatico de la parte del acido
acoplado al nucleo de quinazolina, por su vibracion ar-C-H fuera del plano (Espectro 20).
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Figura 23. Compuesto MICBADS5. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida.

Correspondiente al compuesto MICBADS, el espectro de RMN *H mostré las sefiales de
los 19 protones de la molécula. Dicho compuesto se obtuvo de la hidrolisis selectiva del
compuesto MICBAS y se obtuvo un compuesto final color beige. Se observaron las
sefales que corresponden al Hi, a 7.21 ppm como un doblete con una J = 8.8 Hz,
caracteristico de un acoplamiento orto con el Hz; éste ultimo mostré un doblete a 7.62
ppm con una J = 9.0 Hz. La sefial del Hs fue un singulete a 8.13 ppm. Los protones
asignados a los enlaces amida Ha y Hs muestran sefiales como singuletes a 7.17 ppm y
5.91 ppm respectivamente. El proton Hs, fue considerado clave para confirmar la
formacion del compuesto de interés mediante el enlace amida entre el ndcleo de
quinazolina y el cloruro de acilo, observdndose como un sefial de singulete a 10.14 ppm.
Las sefiales de mayor importancia para este caso en particular, fueron consideradas para
los sustituyentes metoxilo de la molécula; en primera instancia el protén Hz en posicién
orto al carbonilo, se muestra como un singulete a 7.34 ppm encuentra integrando para
tres metilos respectivamente, el proton Hs con una sefial de singulete tres veces mas
grande que para Hz, se localiza en posicion meta a la amida a 3.87 ppm y en posicion
para se encuentra Hg como un singulete a 3.74 ppm (Espectro 10).

En el espectro de infrarrojo obtenido para el compuesto MICBADDS, se observo una sefal
a 3337 cmty 3166 cm correspondientes a la vibracion de tension simétrica y asimétrica
del enlace N-H de las aminas primarias. A 3095 cm™ se observé otra sefial fuerte y
ligeramente ancha correspondiente a la tension de N-H del enlace de amida secundaria.
En 1640 cm se observo la sefial representativa de la vibraciéon de tensiéon del enlace

C=0 de la amida y a 1534 cm* por la flexion del enlace N-H de la misma. Finalmente se



observaron las sefales a 1289 cm? y 1122 cm™, que representan la vibracién de tension

simétrica y asimétrica C-O-C correspondiente a los grupos metoxilo (Espectro 21).

7.2 Evaluacion biolégica

Los resultados del % de inhibicion de la viabilidad celular se expresan como el

promedio de tres replicas + desviacion estandar media, donde todos los compuestos

se encuentran a una concentracion de 50 uM solubilizados en DMSO y como punto

de referencia se emplea el Tamoxifen empleado a una concentracién de 10 pM.

Ademas se presenta el indice de selectividad de cada compuesto respecto a la linea

celular correspondiente. Los datos se observan en la Tabla 3.

Tabla 3. Datos de citotoxicidad celular

Compuesto

MICBAZ2

MICBA4

MICBAS

MICBAM1

MICBAM2

MICBAMS

MICBAD1

MICBAD2

% de la Inhibicién de la viabilidad celular

PC-3

38+3.6

60+3.9

20+1.3

75.3+14.7

83+4.8

43+1.5

88.2+12.5

17.33+9.9

HCT-15

29+4.3

80+2.1

32+2.1

89.8+4.6

100+4.3

73+4.3

90.1+3.6

SKLU-1 MCF-7  MDA-MB-

231

41+10.1 29+9.3 13+5.6

92+3.7 76+4.1 71+2.7

28+1.5 48+2.8 46+2.1

68.9+11.3 86.3+8.1 71.3+8.1

82+3.2 100+1.3 82+5.1

68+3.8 85+4.6 79+6.7

80.1+14.3 82.7+7.2 72.6%9.2

COS-7

25+8.7

52+4.5

22+2.2

12+1.1

49+2.5

18+0.9

25.6%5.9

47.17+12.1 39.11+10.1 100 89.14+11.1 11.39+7.1
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MICBAD3 1.11+0.1

MICBAD4 100+2.1

MICBADS 33+10.6

98+1.2 97+2.1 100+1.1

53+14.5 61+13.2 55+14.6

16.15+6.6 31.67+12.1 100 81.32+16.3 NC

97+2.1 42+3.4

49+16.5 38+11.9

Tamoxifen =~ 58.99+7.1 53.58+0.3 29.61+2.9 16.9+1.8 9.87+0.4 58.997.1
Tabla 4. indices de selectividad
Compuesto Indice de Selectividad
PC-3 HCT-15 SKLU-1 MCF-7 MDA-MB-231

MICBA4 1.154 1.538 1.769 1.462 1.365
MICBAS 0.909 1.455 1.273 2.182 2.091
MICBAM1 6.275 7.483 5.742 7.192 5.942
MICBAM2 1.694 2.041 1.673 2.041 1.673
MICBAMS 2.389 4.056 3.778 4,722 4.389
MICBAD1 3.445 3.520 3.129 3.230 2.836
MICBAD?2 1.522 4,141 3.434 8.780 7.826
MICBADS3 N/A N/A N/A N/A N/A
MICBAD4 2.381 2.333 2.310 2.381 2.310
MICBADS 0.868 1.395 1.605 1.447 1.289

Tamoxifen 1.000 0.908 0.502 0.286 0.167
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Figura 24. indice de selectividad para 5 lineas celulares cancerosas tratadas con los compuestos derivados de la

serie A
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Figura 25. indice de selectividad para 5 lineas celulares cancerosas tratadas con los compuestos derivados de la

serie M
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Figura 26. indice de selectividad para 5 lineas celulares cancerosas tratadas con los compuestos derivados de la
serie D

Con base en los datos mostrados en la Tabla 3, se puede observar que los compuestos
de la serie D MICBAD1-MICBAD4 son mas selectivos a excepcion de MICBADS con
respecto a la serie My A. Esto puede deberse a el cambio en la conformacion debido a
las hidrolisis selectivas realizadas en las amidas en posicion 2 y 4 del nucleo de

guinazolina.

De la serie A, se observa que el compuesto MICBA4 presenta los mejores porcentajes
de inhibicién de viabilidad celular para las lineas de adenocarcinoma de colon y pulmon
asi como el mejor indice de selectividad de 1.53 y 1.76 respectivamente y presenta
aproximadamente la mitad de dafio a las células normales en COS-7 con un valor del
52%. Para las lineas de adenocarcinoma de mama hormono dependiente e
independiente con valores de citotoxicidad para MCF-7 del 76% y para MDA-MB-231 del
71% y la para el adenocarcinoma de prostata con un valor del 60%. Esto puede deberse
a que el compuesto MICBA4 presenta un sustituyente electroatractor fuerte, —-NO2 en
posicion para, siendo mas estable electrénicamente respecto al —NO2 en posicion orto,

ambos respecto a la amida del MICBA2, mientras que el compuesto MICBAS con



sustituyentes —OCHjs presenta el menor porcentaje de inhibicion de viabilidad celular, lo
cual nos indica que un sustituyente electrodonador puede asociarse con una disminucion

de la misma.

De la serie M, el compuesto MCBAML1 presentd un valor de citotoxicidad del 12% en
COS-7 con respecto a los otros compuestos de esta serie, sin embargo cabe mencionar
que para las 5 lineas celulares cancerigenas evaluadas se obtuvieron resultados

mayores al 43% de la inhibicion de la viabilidad celular.

El compuesto MICBAM2 muestra resultados de inhibicidn mayores al 80% y para la linea
de adenocarcinoma de colon y mama hormono dependiente un 100% con

aproximadamente el 49% de citotoxicidad en COS-7.

Correspondiente a la serie D, el compuesto MICBAD3 present6é la mayor actividad
citotdxica, mostrando 0% de células vivas a la concentracion de 50 uM en DMSO y no
representa citotoxicidad a las células normales en COS-7. Para la linea de
Adenocarcinoma de mama hormono dependiente MCF-7 se presenta un porcentaje de
inhibicion de la viabilidad celular del 100 % y para la linea MDA-MB-231 de 81.32 %. Por
el contrario, para las lineas de adenocarcinoma de préstata, colon y pulmén se presenta
baja actividad citotoxica a la misma concentracién evaluada, siendo un compuesto
candidato como agente quimioterapéutico, por lo que habria que evaluar su actividad a

menores concentraciones, asi como su toxicidad.

Se observa una buena selectividad con los compuestos; MICBAD2, MICBAD3 vy
MICBADA4 en la linea celular de adenocarcinoma mamario con un porcentaje del 100%

de citotoxicidad.

Como se puede observar en la Tabla 3, las células presentaron una disminucion en la

viabilidad celular con respecto al Tamoxifen como control (negativo).



8. Conclusiones

En este proyecto de tesis se logré la obtencion de 11 derivados de N,N'-(6-
aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida mediante sintesis tradicional, con rendimientos
moderados, en donde la diferencia principal se reflej6 en los tiempos de reaccion y en la

pureza de los productos finales.

Todos los compuestos sintetizados para la realizacion de este trabajo de investigacion
fueron caracterizados mediante espectroscopia infrarrojo, y solo los compuestos finales
fueron sometidos a RMN-*H y RMN-13C.

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas biol6gicas para la serie D,
compuestos MICBAD1-MICBADS5, se puede determinar que el disefio constituido por la
N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida y derivados de cloruro de acilo asi como el
cambio en la conformacion, debido a la hidrolisis selectiva realizada en las amidas en
posicion 2 y 4 del nucleo de quinazolina, es un recurso valido para la basqueda de
compuestos con actividad citotoxica, siendo estos compuestos los mas selectivos con

respecto a la serie Ay M.

Los compuestos MICBAD3-MICBAD4 mostraron la mayor actividad citotoxica a la
concentracion de 50 uM en DMSO en comparacién con el farmaco de referencia

Tamoxifen.

El compuesto MICBAD3 presenté la mayor actividad citotoxica en células MCF-7 con un
porcentaje del 100% de inhibicion de la viabilidad celular, ademas de ser el Unico que no
incide dafio a las células normales en COS-7, siendo un compuesto de gran interés

farmacéutico.

En dicho proyecto de investigacion se adquirié un amplio conocimiento y experiencia en
guimica organica para obtener compuestos de interés farmacéutico, poniendo en
practica técnicas adquiridas a lo largo de mi desarrollo profesional asi como una mejor

toma de decision y mejor pensamiento analitico en la resolucién de problemas.



Apéndice I.

Tabla 5. Sistemas de elucion empleados en la sintesis.

Tipo de sistema Composicion
Sistema | MeOH

Sistema CHCIs/MeOH (95:05)
Sistema Il CHCls/MeOH (90:10)
Sistema IV CHCIs/MeOH (85:15)
Sistema V CHCIs/MeOH (80:20)

Sintesis de 6-nitroquinazolin-2,4-diamina (1)

NH,

7
N)\NHZ

Figura 27. 6-nitroquinazolin-2,4-diamina.

En un matraz bola de 500 mL se colocaron 8 g de 2—amino—5-nitrobenzonitrilo (49.04
mmol), 6.611 g (36.78 mmol) de carbonato de guanidina (1.0 eq.) y 3.30 g KOH (1.2 eq.).
Inmediatamente se adicionaron 74 mL de una disolucién etanol/n-propanol (1:1),
respectivamente. La mezcla de reaccion se coloc6 bajo agitacion magnética y reflujo (90
°C) durante 2 h. Transcurridas ese tiempo, se agregaron 30 mL de la mezcla de
disolventes anterior. Después de 8 h de reaccion se detuvo el calentamiento y la
agitaciéon. Se desmonto6 el matraz y la suspension formada se separ6 por filtracion en
caliente con un embudo Bichner in vacuo. El sélido se lavé con MeOH y agua,
alternadamente, hasta obtener un filtrado incoloro de pH neutro. Rendimiento= 80%.
R.f.=0.30 (Sistema lll), p.f.= 354.2-362.1 °C (con descomposicion).
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Sintesis de N,N'-(6-nitroquinazolin-2,4-diil)diacetamida (II)

0
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NN
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Figura 28. N,N'-(6-nitroquinazolin-2,4-diil)diacetamida.

o,N

En un matraz bola de 250 mL se agregaron 6.617 g de 6-nitroquinazoli-2,4-diamina, 8
mL de Anhidrido acético y 10 gotas de piridina. La mezcla de reaccién se coloc6 bajo
agitacion magnética, posteriormente se sumergié en bafio de aceite a 110 °C, provista
de una columna vigreaux y atmosfera de nitrégeno. Transcurridas 6 h, se disminuyo la
temperatura a 80 °C y se adicionaron 50 mL de Acetonitrilo. Después de 2 h se detuvo
el calentamiento y la agitacion. Se desmonto el matraz y se filtré la suspension con un
embudo Bichner in vacuo. El sélido obtenido se lavo con agua y posteriormente con 10
mL de Acetonitrilo. Se obtuvo 15.732 g de dicho sélido y se colocaron en 50 mL de
acetona con la finalidad de eliminar el exceso de agua, esto durante 8 h con agitacion
magnética. Rendimiento= 82%. R.f.=0.36 (Sistema Il), p.f.= 269.4 —270.6 °C.

Sintesis de N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida (l11)

0

NS
SN
N/)\NH
Ao
Figura 29. N,N'-(6-aminoquinazolin-2,4-diil)diacetamida.

En una botella de hidrogenacién PARR, se mezclaron 1.0 g de N,N'-(6-nitroquinazolin-
2,4-diil)diacetamida, 0.10 g Pd/C (10%) y 250 mL de MeOH. La reduccién se realiz6 a 60
Ib/in?, durante 40 min. Se retir6 la botella PARR del hidrogenador e inmediatamente se
filtr6 la suspensién usando un embudo de filtro poroso. El filtrado obtenido color verde,

se concentro y llevd a sequedad en un rotaevaporador a una temperatura de 32°C. Se



obtuvo 0.72 g de un polvo amarillo claro. Rendimiento= 80%. R.f.: 0.40 (Sistema V), p.f.=
241.8 —242.2 °C.

Sintesis de N,N'-(6-(2-nitrobenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida (MICBA2)

0
N°H2 HNJI\
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Figura 30. N,N'-(6-(2-nitrobenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida.

En un matraz bola de 200 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacibn magnética,
se agregaron 0.7575 g de a (2.921 mmol, 1 eq.) y 0.3687 g de NaHCOs3 (1.5 eq.) en 20.0
mL de acetona. El sistema se coloco en un bafio de hielo durante 15 minutos. Por otra
parte, se disolvieron 580 pL de cloruro de 2-nitrobenzoilo (4.381 mmol= 1.5 eq.) en 10.0
mL de acetona, la disolucion se colocd en un embudo de separacion y se intercambio
por la columna vigreaux en la reaccién, incluyendo una atmosfera de nitrégeno. Una vez
transcurridos los primeros 15 min, se goted la disolucién con el cloruro de acilo
correspondiente y se mantuvo en agitacibn magnética durante 30 min, finalizado este
tiempo se retir6 el bafio de hielo y se dej6 a temperatura ambiente. Transcurridas 4 h, se
mato la reaccion en 100.0 mL de una mezcla agua/hielo 50:50, se agit6 mecanicamente
hasta la formaciéon de un precipitado, la suspension se filtré al vacio y se lavd con
metanol. Se obtuvo un sélido blanco, 0.4142 g. Rendimiento= 35%. R.f.: 1.79 (Sistema
V), p.f.=276.0 — 277.4 °C.

Sintesis de N,N'-(6-(4-nitrobenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida (MICBA4)
(0]
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SN
° N/)\NH
/&0

Figura 31. N,N'-(6-(4-nitrobenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida.




Se colocd en un matraz bola de 50 mL, provisto de agitacibn magnética y columna
vigreaux con atmosfera de nitrdgeno,1.380 g de MICBA4 (1 eg.) en 15 mL de metanol a
40 °C durante 2.5 h. Posteriormente se filtr6 al vacio y se lavdo con metanol. La
purificacion se realiz6 empleando 5 mL de diisopropil éter. Se obtuvo 0.7620 g de un
solido color amarillo. Rendimiento= 62%. R.f.: 3.33 (Sistema lll), p.f.= 285.3 — 287.5 °C.

Sintesis de N,N'-(6-(3,4,5-trimetoxibenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida (MICBADS)
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Figura 32. N,N'-(6-(3,4,5-trimethoxybenzamida)quinazolin-2,4-diil)diacetamida.

En un matraz bola de 200 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética
se agregaron 0.9041 g de a (3.471 mmol, 1 eq.) y 0.3513 g de NaHCOs (1.2 eq.),
posteriormente se adicionaron 20. 0 mL de acetona. Se coloc6é en un bafio de hielo
durante 15 minutos. Por otra parte, se disolvieron 0.9600 g de cloruro de 3,4,5-
trimetoxibenzoilo (4.165 mmol, 1.2 eq.) en 10.0 mL de acetona, la disolucion se colocé
en un embudo de separacion y se intercambi6 por la columna vigreaux en la reaccion,
incluyendo una atmosfera de nitrégeno. Una vez transcurridos los primeros 15 min, se
goted la disolucion con el cloruro de acilo correspondiente en agitacion magnética
constante, después de 30 min adicionales, se retir6 el bafio de hielo y se dej6 a
temperatura ambiente. Transcurridas 24 h de reaccion, la mezcla mostraba un cambio
de color (de amarillo a verde). Se procedié a detener la reaccion en 100 mL de una
mezcla agua/hielo 50:50, formandose un precipitado sélido color gris, el cual se separé
por filtracion al vacio y se lavo con metanol. De éste se obtuvieron 0.8678 g con un

rendimiento= 55%.

El sélido obtenido, se purifico con éter etilico con una agitacion constante durante 30 min
y luego se filtré al vacio, obteniéndose un solido beige con un rendimiento del 46%. R.f.:
3.03 (Sistema lll), p.f.= 241.2 — 244.5 °C.



&

Sintesis de N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)benzamida (MICBAM1)
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Figura 33. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)benzamida.

En un matraz bola de 200 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agregaron 0.9053 g de a (3.47 mmol, 1 eq.) y 0.4375 g de NaHCOs (1.5 eq.),
posteriormente se adicionaron 10.0 mL de acetona. El sistema se colocé en un bafio de
hielo durante 15 min. Por otra parte, se disolvieron 605 pL de cloruro de benzoilo (5.21
mmol= 1.5 eq.) en 10.0 mL de acetona, la disolucion se colocé en un embudo de
separacion y se intercambié por la columna vigreaux en la reaccion, incluyendo una
atmosfera de nitrégeno. Una vez transcurridos los primeros minutos, se goted la
disolucién con el cloruro de benzoilo y se mantuvo en agitacion magnética durante 30
min. Finalizando este tiempo se retird el bafio de hielo y se dejé a temperatura ambiente.
Transcurridas 3 h, se adicionaron 40.0 mL de acetona. La mezcla de reaccion ya
mostraba un ligero cambio de color (de amarillo claro a beige), 7 h mas tarde se adicion6
la reaccion en 100 mL de una mezcla agua/hielo 50:50. Se agité mecanicamente hasta
la formacion de un precipitado blanco, la suspensiéon se filtré al vacio y se lavé con

metanol. Se obtuvo 1.0162 g de un sélido blanco. Rendimiento= 81%.

Para realizar la hidrdlisis, se coloco en un sistema en un matraz bola de 100 mL, provisto
de columna vigreaux y atmosfera de nitrégeno, 0.8636 g del sélido blanco en 50. 0 mL
de metanol a 40 °C durante 24 h y posteriormente a temperatura ambiente durante 48 h.
Posterior a este tiempo se filtr6 la suspensién al vacié y el sélido obtenido fue purificado
con éter etilico, filtrando nuevamente al vacio, del que se obtuvo un sdélido color blanco.
Rendimiento=38%. R.f.: 0.34 p.f.= 326.7 — 328.5 °C.



Sintesis de N-(2-acetamido-4-aminoguinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida (MICBAM2)

N N
° N/)\NH
/&0
Figura 34. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida.

Se colocé en un matraz bola de 50 mL, provisto de agitacion magnética y columna
vigreaux con atmosfera de nitrégeno, 0.200 g de MICBA2 (1 eq.) en 15 mL de metanol
a 40 °C durante 4 h. Posteriormente se filtr6 al vacio y se lavé con metanol. Se obtuvo
0.150 g de un solido color blanco. Rendimiento= 84 %. R.f.: 2.94 (Sistema ), p.f.= 259.0
—261.6 °C.

Sintesis de N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida

(MICBAMS)
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Figura 35. N-(2-acetamido-4-aminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida.

Se coloc6é en un matraz bola de 50 mL, provisto de agitacibn magnética y columna
vigreaux con atmosfera de nitrégeno, 0.250 g de MICBA5 (1 eq.) en 15 mL de metanol
a 40 °C durante 2.5 h. Posteriormente se filtr6 al vacio y se lavé con metanol. Se obtuvo

0.1864 g de un sélido color blanco. Rendimiento= 82%. R.f.: 2.7 (Sistema V), p.f.= 248.8
—250.2 °C.
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Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-ilbenzamida (MICBAD1)
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Figura 36. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)benzamida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agreg6 0.1666 g de MICBAML1 (0.5180 mmol, 1 eq.), al cual se le adicion6 10 mL de
MeOH. Aparte en un vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.1116 g de LIOH (9
eq.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucion se transfirio
al matraz de reaccion y se colocé a 60 °C provista de atmosfera de nitrdgeno, por un
tiempo de 2 h. Después del tiempo de reaccion, se apagd el calentamiento y la
suspension se filtré en caliente. El sélido obtenido se lavé con agua destilada. Se obtuvo
0.1003 g de un polvo fino color blanco. Rendimiento= 69%. R.f.:3.57 (Sistema 1), p.f.=
302.5 - 303.8 °C.

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida (MICBAD?2)
N N
° N/)\NHZ

Figura 37. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-2-nitrobenzamida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agreg6 0.150 g de MICBA2 (0.3670 mmol, 1 eq.), al cual se le adicion6 10 mL de
MeOH. Aparte en un vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.1054 g de LiOH (12
eg.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucién se transfirié
al matraz de reaccion y se coloc6 a 60 °C provista de atmosfera de nitrégeno, por un
tiempo de 3 h. Finalizando el tiempo de reaccion, se apago el calentamiento y la
suspension se agrego a una mezcla de 50 mL agua/hielo 50:50. Se agit6 mecanicamente
hasta la formacién de un precipitado se filtré al vacio y se lavé con metanol. Se obtuvo
0.0857 g de un polvo fino color beige. Rendimiento= 72%. R.f.:2.94 (Sistema I), p.f.=
264.0 — 265.1 °C.
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Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-nitrobenzamida (MICBAD3)

H NH,

N

SN
© N/)\NHz
Figura 38. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3-nitrobenzamida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agrego 0.2094 g de MICBA3 (0.5130 mmol, 1 eq.), al cual se le adicion6 15 mL de
MeOH. Aparte en un vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.1446 g de LiOH (12
eq.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucion se transfirio
al matraz de reacciéon y se coloc6 a 60 °C, provista de atmésfera de nitrdgeno, por un
tiempo de 3 h. Después del tiempo de reaccién, se apagd el calentamiento y la
suspension se adicion6 a una mezcla de 10 mL agua/hielo 50:50 y se agitd
mecanicamente hasta la formaciéon de un precipitado color amarillo, el cual se filtré al
vacio y se lavd con metanol. Se obtuvo 0.0972 g de un polvo fino color beige.
Rendimiento= 58%. R.f.:3.12 (Sistema |), p.f.= 289.7 — 291.6 °C.

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-nitrobenzamida (MICBADA4)
O,N
(j H NH,
N N
° N/)\NH

Figura 39. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-4-nitrobenzamida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agreg6 0.1046 g de MICBA4 (0.2561 mmol, 1 eq.), al cual se le adicion6 10 mL de
MeOH. Aparte en un vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.0674 g de LiOH (11
eg.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucién se transfirié
al matraz de reaccion y se colocé a 60 °C provista de atmésfera de nitrdgeno, por un
tiempo de 6 h. Después del tiempo de reaccién, se apag0 el calentamiento y la
suspension se adiciond a una mezcla e 10 mL agua/hielo 50:50, y se agito

mecdanicamente hasta la formacion de un precipitado color naranja, el cual se filtr6 al



vacio y se lavo con metanol. Se obtuvo 0.0553 g de un polvo fino color beige.
Rendimiento= 67%. R.f.:3.33 (Sistema |), p.f.= 320.4 — 323.5 °C.

Sintesis de N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida (MICBADS5)

| o7
o)
! NH,
~o N
7
° N)\NH

Figura 40. N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)-3,4,5-trimetoxibenzamida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de una columna vigreaux y agitacion magnética,
se agreg6 0.2068 g de MICBA5 (0.4560 mmol, 1 eq.), al cual se le adicion6 10 mL de
MeOH. Aparte en un vaso de precipitados de 50 mL, se pesaron 0.1298 g de LiOH (12
eg.), los cuales se disolvieron en la minima cantidad de agua. La disolucién se transfirio
al matraz de reaccion y se coloco a 60 °C provista de atmosfera de nitrégeno, por un
tiempo de 90 min. Después del tiempo de reaccion, se apagé el calentamiento y la
suspension se adiciond a una mezcla e 10 mL agua/hielo 50:50, y se agito
mecanicamente hasta la formacion de un precipitado color naranja, el cual se filtré al
vacio y se lavd con metanol. Se obtuvo 0.1500 g de un polvo fino color blanco.
Rendimiento= 89%. R.f.:3.70 (Sistema I), p.f.= 176.4 — 178.4 °C.
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Espectro 2. RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) del compuesto MICBA4.
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Espectro 9. RMN *H (300 MHz, DMSO-d6) del compuesto MICBAD4.
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