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1.Introduccidén

El cancer, es uno de los mayores problemas de salud en la actualidad, no solo
a nivel nacional, también a nivel mundial, siendo por ende, una de las principales
causas de muerte.t25 Presenta una incidencia variable en pacientes de
diferente edad y sexo. Debido a este gran problema, se tiene la necesidad de
desarrollar nuevos tratamientos, ya que con los que se cuenta actualmente,
suelen presentar problemas como toxicidad, invasividad o baja selectividad,
entre muchas otras.[’]

Este padecimiento, engloba un amplio espectro de enfermedades, que se
originan por un crecimiento celular descontrolado, el cual, puede iniciarse en
cualquier parte del cuerpo.lt) Por la complejidad de la enfermedad, existen
diferentes tipos de tratamientos, siendo uno de los mas comunes la
guimioterapia, que se define como el uso de moléculas para detener o disminuir
el crecimiento de células cancerosas.’. Como consecuencia de esto, el
desarrollo de nuevas moléculas que actien contra dicha enfermedad es una
rama de estudio de suma importancia en el ambito de la salud.

Al dia de hoy, se cuenta con farmacos, que actian en diversos procesos
celulares y, que van dirigidos, a diferentes tipos de cancer. Un grupo muy
estudiado de farmacos son los que actdan sobre cinasas o proteinas acopladas
a cinasas, dentro de los que se encuentran los que tienen accién sobre el
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)13, una proteina
acoplada a tirosina-cinasa. Este receptor actia en diferentes procesos vitales
para las células. Algunos ejemplos de moléculas que inhiben al EGFR son el
gefitinib, erlotinib, dacomitinib, entre otros. Las moléculas antes mencionadas a
su vez, comparten la caracteristica de presentar el nlcleo de quinazolina en su
estructura. Se sabe que este nicleo es una estructura privilegiada en el area de
la quimica farmacéutica para el tratamiento contra el cancer, puesto que puede
actuar inhibiendo al EGFR debido a una similitud estructural en la porcion de
pirimidina del ATP y de la quinazolina. 1012

Teniendo en cuenta el contexto anterior, en el presente trabajo de tesis, tuvo
como objetivo disefar racionalmente mediante estudios de acoplamiento
molecular, nuevos derivados de quinazolina con actividad citotoxica; la sintesis
de las moléculas y, finalmente, la evaluacion in vitro en lineas celulares
cancerosas y una con fenotipo no tumoral.



2.Marco teorico

2.1 El cancer. Entendiendo la enfermedad.

El cancer es definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como un
conjunto de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Una
caracteristica que define a este padecimiento es la multiplicacion exhacervada de
células anormales; estas células, pasado un determinado tiempo, pueden
propagarse a otro 6rgano, este proceso es conocido como metastasis.[? Las células
gue conforman al tumor maligno reciben el nombre de cancerigenas y presentan
caracteristicas particularmente distintivas, éstas son listadas en la Figura 1.5

Célula

cancerosa

Figura 1. Caracteristicas distintivas de una célula cancerigena.

¢, Qué factores causan el cancer?

Es una pregunta l6gica que acompafa al estudio del cancer; sin embargo, no existe
una respuesta simple.

El cancer se origina de la transformacion de una célula sana a una célula cancerosa
en un proceso de diferentes etapas, que progresa, generalmente, desde una lesiéon
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pre-cancerosa hasta llegar a un tumor maligno. Estos cambios suelen ser el
resultado de una acomulacion tanto de factores genéticos del individuo y agentes
carcinogénicos. Estos agentes se clasifican en tres categorias que se muestran en
la Tabla 1.[23]

Tabla 1. Clasificacion de agentes carcinogénicos

Tipo de carcinégeno Ejemplos

Fisico Luz ultravioleta (UV), radiacién ionizante

Alcohol, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPSs), asbesto, metales pesados
Infecciones causadas por ciertas bacterias,
parasitos y virus

Quimico

Bioldgico

Ademas de lo anterior, el cancer es considerado como una patologia genética,
porque puede rastrearse a niveles de alteraciones dentro de genes especificos vy,
precisamente, los carcin6genos que se mencionan en la tabla anterior, comparten
esta caracteristica particular, alterar el genoma. Existen genes que afectan al
desarrollo del proceso cancerigeno y se dividen en dos grupos principales, los
genes supresores de tumores y los protooncogenes. El primer grupo actian
como “frenos” celulares, codifican proteinas que actian regulando la replicacion
celular y evita que exista una transformacion maligna de células. Por otro lado, el
segundo grupo tiene la capacidad de alterar el funcionamiento normal de la célula,
lo que conduce a una transformacion maligna y una eventual pérdida de la
capacidad de regulacién del crecimiento celular. 1 Otro factor a considerar, es el
proceso de carcinogénesis, ilustrado en la Figura 2B, es decir, el proceso de
transformacion de células normales a malignas que se mencion6 anteriormente.
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Figura 2. Proceso de carcinogénesis.

Como puede observarse, el proceso de carcinogénesis no es algo simple, es un
proceso que puede llevar varios afios, desde que se suscita un dafio al DNA, hasta
el desarrollo de un tumor maligno.[34

2.2 El cancer en cifras

Solo en el afio 2020, se atribuyeron cerca de 10 millones de defunciones asociadas
al cancer en todo el mundo, convirtiendose asi, en una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. A continuacién se muestra la estadistica de personas que
presentaron esta enfermedad en la Figura 3, y los decesos provocados en la Figura
4.2
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Incidencia de cancer en el mundo en 2020

10.80%

19.10%

B Mama ™ Pulmén M Colorrectal mProstata M Piel M Gastrico
Figura 3. Casos reportados en el mundo en 2020. Cancer de mama (2.26 millones), de pulmén (2.21

millones), colorrectal (1.93 millones), de prostata (1.41 millones), de piel (distinto al melanoma) (1.2
millones) y gastrico (1.09 millones).

Muertes por cancer en el mundo en 2020

18.30%

B Pulmén m Colorrectal M Hepdtico M Gastrico B Mama

Figura 4. Decesos reportados en el mundo en 2020. Cancer de pulmén (1.8 millones), colorrectal
(916,000), hepatico (830,000), gastrico (769,000) y de mama (685,000).
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En México, las cifras de la enfermedad son igualmente alarmantes. En el afio 2020,
el 8% (90,603 decesos) de las muertes en el pais, se sucitaron debido a alguna
variante en la enfermedad. A su vez, los estados con mayor tasa de defuncion
fueron la Ciudad de México, Sonora, Chihuahua, Morelos, Veracruz y Colima. Las
cifras exactas pueden apreciarse en la Figura 5.5 €

Incidencia de cancer en México en 2020

7.60%

5.70%

4.80%

B Mama M Préstata M Colorrectal = Tiroides ® Cérvico uterino M Otros tipos de cdncer

Figura 5. Casos reportados en México en 2020, Cancer de mama (29929), de prostata (26742),
colorrectal (14901), tiroides (11227), cérvico uterino (9439) y las muertes por otros tipos de cancer
(103261).

2.3 Lalucha contra el cancer. Tratamientos mas comunes.

Por fortuna, hoy en dia se cuenta con diversas alternativas para tratamiento del
cancer, lo que ha aumentado la esperanza y calidad de vida de los pacientes. Para
gue un tratamiento tenga mayor posibilidad de éxito, es indispensable recibir un
diagnéstico adecuado, ademas de contar con seguimiento durante la enfermedad e
incluso, después de haber sido dado de alta.

Los tipos de tratamiento con los que se cuenta al dia de hoy se enlistan en la Tabla
2 [7]
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Tabla 2. Diferentes tipos de tratamiento contra el cancer.

Tratamiento Definiciéon

Procedimiento en el cual se extirpa quirurgicamente
el tumor maligno del cuerpo
Utiliza altas emisiones de radiacion para destruir
células cancerosas mediante un dafio al DNA
Utiliza farmacos para destruir células cancerosas al
Quimioterapia detener o alentizar el crecimiento de las células
malignas

Tiene como finalidad ayudar a desencadenar una
mejor respuesta inmune para combatir el cancer
Tiene dos finalidades: bloquear la capacidad de
Hormonal produccién de hormonas o interferir en sus
funciones normales

Cirugia

Radioterapia

Inmunoterapia

Aunado a lo anterior, existen otras alternativas como tratamientos secundarios,
como la prueba de biomarcador para ayudar a discernir sobre el uso de un método
sobre otro; asi mismo, es importante recalcar que normalmente no se administra un
solo tipo de tratamiento, también pueden combinarse entre si para ayudar a tener
mejores resultados.

2.4 La estrella del trabajo. Las quinazolinas como agentes
guimioterapéuticos.

El término quimioterapia, fue acufiado por el quimico alemén Paul Ehrlich en el afio
de 1900 y la definicion en ese entonces fue el “uso de agentes quimicos para tratar
una enfermedad” .8l

A groso modo, y de acuerdo a como interaccionan los agentes quimioterapéuticos
en el organismo, pueden clasificarse de diferentes maneras. La gran mayoria de
estos, actuan interrumpiendo la funcion del DNA, ya sea mediante union o
interfiriendo en las hélices de este; por otro lado, existen los farmacos que actian
indirectamente inhibiendo enzimas involucradas en la sintesis del DNA. P!

En los ultimos afios, se ha fortalecidoca el estudio de la terapia molecular dirigida.
Esta consiste en ser altamente selectiva a blancos moleculares anormales o que se
encuentran sobreexpresados como consecuencia del cancer, un ejemplo de ello
son los inhibidores de cinasa.[® Algunas estructuras, de farmacos que se conoce
son inhibidores de cinasa, se muestran en la Figura 6.9
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Figura 6. Inhibidores de cinasas usados rn la quimioterapia contra el cancer.

De las estructuras antes ejemplificadas, podemos observar que comparten un
nacleo estructural, el scaffold de quinazolina (Figura 7). Dicha estructura es un
biciclo fusionado por un benceno y una pirimidina en las posiciones 5 y 6 de esta
ultima. Es considerado como una estructura privilegiada, puesto que se encuentra
en diversas moléculas que presentan una amplia variedad de actividades
biolégicas, aunado a esto, este nucleo es altamente utilizado debido a su accesible

obtencion sintética.[10: 111

Figura 7. Nucleo de quinazolina.
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2.5 Receptores acoplados a Tirosin-cinasa.

Los receptores acoplados a cinasa, son una super familia encargada de activar
directamente ciertas enzimas sin la necesidad de ocupar una proteina G, esta
proteina cumple con el rol dual, de receptor y enzima. De esta super familia, los
receptores acoplados a tirosina-cinasa son un ejemplo de suma relevancia como
blancos terapéuticos en el descubrimiento de nuevas moléculas para el tratamiento
del cancer. Su estructura, ilustrada en la Figura 8, consiste en una region
extracelular (donde se encuentra el amino terminal), que incluye el sitio de unién del
mensajero quimico, una region hidrofobica simple, que atraviesa la membrana
celular, compuesta de una a-hélice de 7 giros y, en la regioén intracelular (donde se
encuentra el carboxilo terminal), se encuentra el sitio catalitico. Como ejemplo de
este receptor, se encuentra el receptor para insulina.®!

NH,
Sitio de union al
ligando/mensajero

Membrana celular

Region catalitica

CO,H

Figura 8. Estructura basica de un receptor de tiro Tirosin-cinasa.

2.6 EGFR, una importante diana biolégica en el tratamiento del
cancer.

El EGFR también es un ejemplo de receptor acoplado a tirosina-cinasa, éste se
ilustra en la Figura 9. En afios recientes, ha sido estudiado como uno de los blancos
terapéuticos principales en el tratamiento del cancer, puesto que se ha observado
una sobreexpresion de este receptor en células cancerosas. Tiene como funcion,
desencadenar algunos eventos vias como la angiogénesis, la diferenciacion, la
proliferacion, supervivencia celular, entre otros procesos.*?
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EGFR
Dominio extramembranal

* Angiogénesis

» Diferenciacion
» Proliferacion

» Supervivencia

Figura 9. Esquema de EGFR y sus diversas funciones en el organismo.

El sitio particular de interés farmaceéutico es la region catalitica ubicada en el dominio
intermembranal del EGFR, debido a que en dicho sitio, se da la unién con el ATP
para que pueda llevarse a cabo la funcién de fosforilacién, como se muestra en la

Figura 10.0

GIn-767

1522, H :‘r‘:ft:’c‘t‘:r Region hidrofobica
Region N
bisagra

ol
Hyc, PN ™
Leu-768 “H H
~N
ch 0. N
Met-769 N

H,C~

Regién de ribosa

Figura 10. Sitio activo de EGFR unido a una molécula de ATP.
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Debido a que el sitio de unién de ATP en EGFR se encuentra en el dominio
intrermembranal, es importante considerar, en el desarrollo de nuevos inhibidores,
las reglas de Lipinski-Veber, para el disefio de moléculas que se busca, se puedan
trasladar al interior de las células por difusion pasiva. Los valores tedricos se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Reglas de Lipinski-Veber.

Reglas de Lipinski

Reglas de Veber

Peso molecular menos a 500 Da

No mas de 5 a&tomos donadores de

puente de hidrégeno

No mas de 10 atomos aceptores de

puente de hidrégeno

Tener un valor de logP menor a 5

No mas de 10 enlaces rotables

Area polar superficial menor a 140 A2

Atomos donadores y aceptores de

puente de hidrégeno menor a 12

2.7 Las pruebas bioldgicas

Debido al disefio de los derivados de quinazolina como agentes citotoxicos, éstos
seran evaluados in vitro, en ensayos de viabilidad celular. En la Tabla 4 se muestran
las lineas celulares utilizadas en este proyecto, asi como sus caracteristicas

particulares.[13: 14]

Tabla 4. Lineas celulares utilizadas en el ensayo biolégico y sus caracteristicas.

Linea Organismo

Tipo de

Presencia de

celular de origen tejido Patologia EGFR
. Glandula Adenocarcinoma Si
LS Homo sapiens mamaria metastasico 3.0 nTPM
MDA-MB231 Homo sapiens Glandulla Adenocarcinoma No
mamaria
SK-Lu-1 Homo sapiens Pulmén Adenocarcinoma No
Adenocarcinoma
. colorrectal en
HCT-15 Homo sapiens Colon estadio C de No
Dukes
Cercopithecus HloelokED)
COSs-7 bt Rifién fenotipo no No
aethiops
canceroso
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3. Planteamiento del problema

Debido al creciente problema de salud que representa el cancer actualmente, es
apremiante contar con nuevas estrategias para poder tratar dicho padecimiento. El
uso de la quimioterapia es una de las alternativas mas comunes en el tratamiento
del cancer, siendo los compuestos derivados de quinazolina un grupo de agentes
con resultados favorables, en contraparte de tener asociados efectos toxicos.

De acuerdo a lo anterior se realizé el siguiente cuestionamiento. Si se disefian
derivados de quinazolina que presenten actividad inhibitoria en EGFR como lo hace
el gefitinib, ¢se obtendrdn compuestos con actividad citotbxica comparable al
farmaco de referencia?

4. Hipotesis

Si se obtienen moléculas con el nucleo de quinazolina que muestren un perfil
energético comparable al Gefitinib cuando se acoplen, mediante estudios de
acoplamiento molecular, al dominio tirosin cinasa del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), y que ademas presenten la interaccion clave con
metionina 793 en ese sitio catalitico, entonces dichas moléculas presentaran accion
citotoxica en ciertas lineas celulares cancerosas.

12

LS




5.0Dbjetivos

Objetivo general

Disefar, sintetizar y evaluar in vitro, derivados de quinazolina que presenten
actividad frente a ciertas lineas celulares cancerosas y con fenotipo no tumoral, de
interés farmacéutico.

Objetivos particulares

e Disefiar 5 moléculas derivadas de quinazolina mediante acoplamiento
molecular.

e Predecir in silico los descriptores quimicos de las moléculas.

e Sintetizar los compuestos y caracterizarlos espectroscépica y
espectrométricamente.

e Enviar los compuestos a evaluacion bioldgica sobre 4 lineas celulares
cancerosas y una con fenotipo no tumoral.

13
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6.Metodologia

6.1 Prediccion de descriptores quimicos

Como primera accion, las moléculas en 2D fueron construidas en Chemdraw vy
fueron obtenidos sus codigos SMILES, los 5 ligandos fueron nombrados como la
serie WK1-WKS5. Posteriormente, se predijeron los descriptores quimicos con el
servidor online SwissADME[®],

6.2 Acoplamiento molecular
Preparacion de los ligandos

Para el acoplamiento molecular, los ligandos WK1-WKS5, ademas de la molécula
de Gefitinib, fueron construidos en Chemdraw, se obtuvieron sus cédigos SMILES
y se depositaron en el software Chem3D donde fueron minimizados
energéticamente.

Preparacion de la proteina

Como diana farmacoldgica, se eligi6 del Protein Data Bank[®l el EGFR
cocristalizado con Gefitinib (PDB: 4WKQ) y para su preparacion se utilizo el
software Chimera 1.16; en ésta, fueron retiradas moléculas de agua y se agregaron
hidrogenos a la proteina.

Acoplamiento molecular

Finalmente, para realizar el acoplamiento molecular se utilizo la interfaz gréafica del
programa LeDock. La proteina fue cargada junto a su ligando cocristalizado para
gue el programa generara la rejilla de manera automatica. Se llevaron a cabo 100
evaluaciones con una tolerancia de 2 A (espacio minimo entre atomo y 4&tomo) para
generar las agrupaciones (cllsters), una vez que se ejecutd el acoplamiento
molecular.

Validacion

Para la validacion del método, se realizé un acoplamiento entre la molécula de
Gefitinib cocristalizada y la previamente construida. Y mediante el servidor online
DockRMSD. Docking Pose Distance Calculation,*” se calculé el valor de la Raiz de
desviacién cuadrada media (RMSD: Root Mean Square Deviation), considerando
que un valor menor a 2A establece que no existen diferencias significativas,
asegurando que el método es adecuado y confiable.
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Visualizacién

La visualizacion y analisis de las poses generadas se realizé con el software
Maestro.

6.3 Sintesis

Para la obtencion de los compuestos finales, se siguid la ruta sintética que se
muestra a continuacion.

N . NH,
O,N Z NH,
O:N X
+ . COs™ I N
H>N NH, B — o
NH; 2 =
. N NH,
2-amino-5-nitrobenzonitrilo Carbonato de Guanidina 1
n
o
X NH, NH,
~ S H,N
N I - cl N =N
N NH; o} N NH,
Cloruro de benzoilo 2
Cl cl
: :Cl i Cl- : cl
WK1 WK2 WK3 WK4 WKS5

Figura 10. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos finales WK1-WKS5. I KOH,
EtOH/PrOH, 95°C, 8h. II: HCO2NHa, [Pd/C] 10%, MeOH, 80°C, 4h. Ill: CH3CN, 75 °C, 3h.
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Sintesis de 2,4-diamino-6-nitroquinazolina (1)

N + NH2
O,N Z NH,
O3:N
2 SN
+ « CO;4 KOH, 95 °C, 8h
H2N NH; EtOH/PrOH (1:2) /J\
r :
NH; 2 N" NH,
2-amino-5-nitrobenzonitrilo Carbonato de Guanidina 1

Figura 11. Sintesis de 1.

En un matraz de bola se afiadié 1 eq de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo (9.19 mmol),
0.75 eq de carbonato de guanidina (6.90 mmol), 1.2 eq de KOH (11.03 mmol) y 30
mL de una mezcla 1:2 EtOH/PrOH. El sistema se colocé a reflujo de 95°C durante
8h en agitacion constante.

Transcurrido el tiempo de reaccién, la suspension se separo por filtracion al vacio y
se realizaron extracciones solido/liquido con 100 mL de agua (20 mL x 5). Después
de secar con sufato de sodio anhidro y evaporar la fase organica, el solido se seco
al vacio y se identificé por cromatografia en capa fina (ccf), usando como fase movil
CH2Cl2/MeOH (8:2). Debido a que el producto presentaba impurezas, el sélido fue
transferido a un vaso de precipitados y se le adicion6 metanol caliente; la
suspension se mantuvo en agitacion por 12 min. Por ultimo, la mezcla se separé por
filtracion en caliente y el sélido residual se dejé secar al vacio durante 24 h.

Sintesis de 2,4,6-triaminoquinazolina (2)

NH, NH,
ON XN HCO,NH,, [P4/C], 80°C, 4h H-N Sy
)\ McOH /L
>
N NH, N NH,
1 2

Figura 12. Sintesis de 2.

En un vaso de precipitados se adicionaron 1 eq de 1 (7.31 mmol) y 10% m/m con
respecto a 1, de Pd/C al 10%. Los sélidos fueron mezclados hasta que se obtuvo
una mixtura de tonalidad verdosa. Esta fue transferida a un matraz bola, donde
posteriormente se afadieron 6 eq de formiato de amonio (43.86 mmol), y se
combin6é nuevamente. Finalmente, se afiadieron lentamente 20 mL de MeOH. El
sistema se coloco en agitacién constante y reflujo, a una temperatura de 80°C por
4h.

El seguimiento de la reaccion se llevé a cabo mediante cormatografia en capa fina
(ccf), comparando el avance con el agotamiento de 1. Al concluir la reaccién, la
suspension se separo por filtracién usando un embudo de vidrio poroso, colocando
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un papel filtro en la base y una pequefia cantidad de celita para retener el Pd/C. El
filtrado, se concentré a presion reducida hasta llevar a la obtencion de un sdélido.
Para eliminar las impurezas que se presentaron en el sélido, se realizaron
extracciones solido/liquido con 10 mL de acetona (2 mL x 5). Después el sélido fue
filtrado al vacio y se mantuvo secando, a temperatura ambiente, durante 3h.

Sintesis de la serie WK

NH,
_CH,CN. N, o =N
)\ i°C 3h
/
N NH,

2 Cloruro de benzoilo Serie WK

Figura 13. Sintesis de compuestos de la serie WK.

Para obtener los productos finales, en un matraz bola se colocé 1 eq de compuesto
2y 12 mL de CH3CN. La mezcla se mantuvo en agitacion constante durante 15 min.
Posteriormente se afiadieron 0.9 eq del respectivo cloruro de benzoilo y la reaccion
se coloc6 a 75 °C, en agitacién constante, bajo atmdsfera de N2. El tiempo de
reaccion vario entre 1 a 3 horas dependiendo del cloruro de benzoilo. El seguimiento
de la reaccion se realiz6 por ccf, utilizando como fase movil CH2Cl2/MeOH (7:3) y
cuidando que entre cada toma de placa se colocara la atmésfera de N2. Otro
indicativo del término de la reaccién fue el cambio de color de la suspension,
pasando de amarillo a beige.

Una vez que se observd un avance considerable en la reaccion, por ccf, y la
formacion de un solo producto, la reaccion se detuvo y la suspension fue separada
por filtracion al vacio.

Para la eliminacion de trazas de 2 de los compuestos WK1, WK2 y WK3, se realiz6
una extraccion solido/liquido con MeOH frio. En cuanto al tratamiento de WK4 y
WKS5, el sdlido se disolvio en DMF vy, el correspondiente producto, se virtid en una
disolucién acuosa sobresaturada de NaCl. Las suspensiones se separaron por
filtracion al vacio y se dejaron secar, a temperatura ambiente, durante 18 h.
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6.4 Evaluacién bioldgica

El ensayo de citotoxicidad en lineas celulares, se realizd en el laboratorio de
pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma
de México, mediante el ensayo de Sulforrodamina B (SRB).[18!

Los compuestos fueron evaluados mediante el método de SRB, utilizando el
Gefitinib como control positivo, sobre cuatro lineas celulares tumorales, MCF-7,
MDA-MB231, SK-Lul, HCT-15 y un cultivo celular no tumoral, COS-7. Los
compuestos fueron solubilizados en una disolucién de DMSO a una concentracion
de 20 puM. El medio de cultivo de crecimiento de las células fue RPMI-1640,
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y con una mezcla de
antibiéticos/antimicéticos. Las lineas celulares fueron incubadas por 24h a 37°C en
una atmosfera de 5% de COz. Se realizaron 3 0 4 repeticiones de cada ensayo.

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se afiadieron 100 uL de SRB y se sigui6
el procedimiento descrito en el apartado Anexos. Se midio la densidad 6ptica a las
48h de incubacion en un lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nm.
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7.Resultados y analisis

7.1 Descriptores quimicos

Comenzando con el estudio tedrico de las moléculas, se presentan en la Tabla 5,
los valores de los descriptores quimicos que enuncian las reglas semiempiricas de
Lipinsky-Veber.

Cabe aclarar, que esos valores tuvieron que considerarse, debido a que el sitio
activo de EGFR, para el cual fueron disefiadas las moléculas, se encuentra en la
parte interna de la célula, por lo que es necesario que las moléculas atraviesen la
membrana celular; para ello se realizé la prediccion de los descriptores quimicos en
el servidor SwissADME, el cudl calcula los valores mediante una busqueda en bases
de datos con moléculas (o fragmentos de ellas), que tengan similitud estructural y
valores de descriptores previamente reportados.

Tabla 5. Descriptores quimicos.

Parametro Lipinsky- WK1 WK2 WK3 WK 4 WK5
Veber
MM
<500 279.30 313.74 313.74 313.74 348.19
(g/mol)
Log P <5 1.59 2.04 2.10 2.08 2.59
Aceptor
<10 3 3 3 3 3
H
Donador
<5 3 3 3 3 3
H
TPSA
<140 106.92 106.92 106.92 106.92 106.92
(A?)
Enlaces <10 3 3 3 3 3
rotables

La informacion presentada por el servidor nos muestra que ninguno de los
compuestos viola las reglas de Lipinski-Veber (cada uno de los parametros a
comparar se muestra en la segunda columna de la Tabla 5), las cuales establecen
condiciones ideales para que los compuestos puedan atravesar mediante difusion
pasiva la membrana celular. Por lo que, en esta primera parte del disefio de las
moléculas, se obtuvieron resultados favorables, puesto que todos los valores estan
dentro de los que son conocidos como aceptables. En el caso del descriptor logP,
de observa mayor diferencia entre los valores de los compuestos, poniendo especigl
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atencion al compuesto WK5, que presentd el valor mayor de logP, sin ser adn
cercano a 5; esto puede ser un indicio de que el compuesto atraviesa con mayor
facilidad la membrana celular y tendria concordancia con los resultados de
evaluacion in vitro que se presentan en la pagina 30, seccién 7.6, mismos que se
discutirdn més adelante.

7.2 Acoplamiento molecular

Los resultados del acoplamiento molecular son resumidos en la Tabla 6. La
visualizacion del estudio se realizo en el software Maestro. Las imagenes de cada
acoplamiento se encuentran en el apartado de Anexos.

Tabla 6. Resultados del acoplamiento molecular.
EGFR (PDB:4KWQ)

Compuesto AG (KJ/mol) Cluster Interacciones
WK1 -6.68 30 MET 793
WK?2 -6.96 20 MET 793
WK3 -6.99 26 MET 793, GLN 791

MET 793, GLN 791,
WK4 -7.19 25 LYS 745
WK5S -7.24 16 MET 793, GLN 791
Gefitinib -8.70 41 MET 793

Podemos observar en la tabla anterior, que ninguno de los valores energéticos
obtenidos en los compuestos tuvo un mejor valor respecto al Gefitinib, lo que podria
indicar que los compuestos anteriores tendrian una actividad biologica mas
moderada que dicho farmaco. Sin embargo, los resultados en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB231 demuestran lo contrario (seccién 7.6). EI compuesto con
menor AG fue WK5, que también presentd mejor actividad citotoxica, teniendo
relacion el estudio in silico e in vitro. Se podria pensar que WK4 podria tener mejores
resultados de porcentaje de inhibicion debido a que tiene una interaccién mas que
el resto, lo cual no se cumple, esto puede atribuirse a que dicha interaccion extra de
tipo cation-1r con la LYS 745, esta condiciona a cierta orientacion por parte de la
cadena alifatica del aminoéacido, por lo que puede no estar o no verse favorecida
siempre. Se puede observar que incluso WK3 presenta mejores resultados en las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB231.
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Figura 14. Interacciones presentes con WK5.

De la Figura 14, las interacciones que estan presentes en todas las moléculas son
las interacciones de puente de hidrégeno con la MET 793, el grupo amino de la
posicion 2 de la quinazolina actuando como donador de puente de hidrégeno con el
oxigeno del grupo carbonilo del aminoacido, y el nitrogeno de la posicion 3 de la
quinazolina actuando como aceptor de puente de hidrogeno con el nitrdgeno que
conforma el enlace amida del aminoacido. Y para el caso de las moléculas
WK3-WKS5, se presenta una interaccion de puente de hidrogeno con la glutamina
791, entre el nitrégeno de la posicion 4 de la quinazolina actuando como donador
de puente de hidrégeno y el oxigeno del grupo carbonilo del aminoacido.

Otro punto que es de importancia a discutir, es el nUmero de poses obtenido en el
acoplamiento molecular, para el compuesto WKS5, que fue el que presentd mejor AG
y con mejores resultados en las pruebas biolégicas. Present6é el dato de menor
namero de poses de todo el conjunto de moléculas, esto puede ser un indicativo de
gue, el compuesto una vez interiorizado al sitio activo, tiene cierta estabilidad aln
dentro de las pocas poses que puede presentar, no obstante, para poder demostrar
esto, se tendrian que hacer posteriores estudios para comprobarlo.
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7.3 Sintesis y caracterizacién fisica

La informacion de los productos sintetizados se encuentra concentrada en la Tabla
1.

Tabla 7. Caracterizacion fisica y porcentaje de rendimiento de los compuestos sintetizados.

Compuesto Masa Punto de fusion (°C) R. f Rendimiento Apariencia
molecular CHCls-MeOH (%) fisica
(g/mol) (7:3)

1 205.18 Descomposicién 359 °C 0.625 84 Solido naranja

2 175.20 219.9 -220.4 0.250 96 Solido amarillo
WK 1 279.30 358 — 360 0.425 47 Sélido beige
WK 2 313.74 330-331 0.450 52 Soélido beige
WK 3 313.74 340 — 341 0.425 43 Soélido beige
WK 4 313.74 336 — 338 0.425 48 Solido beige
WK 5 348.19 337 — 338 0.475 41 Soélido beige

El intermediario 1, fue sintetizado mediante una variacion a la reaccion de
Niementowski. [1°1 Debido a que la reaccion presentd la formacién de un
subproducto, se llevdé a cabo la purificacion de éste mediante la agitacion con
metanol para retirar dicho subproducto. Por esto, el rendimiento de la reaccion no
pudo ser mas alto; no obstante, se obtuvo un rendimiento bastante bueno que
permitié obtener el producto de partida, de manera confiable y rapida.

Para la reaccion de reduccién, la hidrogenacion catalitica permitio obtener
resultados con muy buenos rendimientos. Para que la reaccion se llevara a cabo de
manera correcta, fue importante que los reactivos se encontraran en disolucion, por
ello la temperatura y la cantidad de metanol son puntos claves en la reaccién. Este
método, que fue utilizado con formiato de amonio, también permiti6 obtener el
producto en un tiempo promedio de 4 h (siguiendo la reaccién por ccf). Al momento
de evaporar el disolvente, el solido obtenido no resultd uniforme, esto debido a
pequefias trazas de impurezas que pudieron quedar de 1; dichas impurezas, fueron
facilmente removidas con acetona, dejando un producto totalmente puro.
Finalmente, una ultima ventaja que present6 dicho método de sintesis es que 2, fue
sumamente estable y no present6 problemas de oxidaciébn o descomposicién
alguna.

En el caso de la obtencidén de los compuestos finales, es de suma importancia
mantener muy controladas todas las variantes de la reaccion, esto debido a que la
molécula contaba con 3 sitios nucleofilicos susceptibles a la reaccion de
adicion/eliminacién con el respectivo cloruro de benzoilo.

Se decidio seguir la ruta sintética propuesta sin proteger los aminos de la posicion
2y 4, ya que tedricamente el amino en posicion 6 de la quinazolina, presentaria las
mayores caracteristicas nucleofilicas. Para la explicacion de esta consideracion, se
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presentan a continuacion en la Figura 15, las estructuras resonantes de cada uno
de los grupos aminos presentes en el intermediario 2.
Amino en posicién 2

NH;
H,N

H,N

@
NH, NH,
5 H,N \
P < QT
7 NH; N NH,
NH,
H,N N
“ |
N

Amino en posiciéon 6

Figura 15. Estructuras resonantes de 2.




Como se puede apreciar, los aminos de las posiciones 2 y 4, presentan en varias
estructuras resonantes una carga positiva que no permitiria un ataque nucleofilico;
mientras que el amino de la posicion 6, tiene su par electronico disponible y
Unicamente participa en estructuras resonantes en la parte del anillo de benceno
del nucleo heterociclico. Un segundo aspecto a considerar, es la cantidad de
estructuras resonantes, el amino en posicion 6 presenta menos estructuras
resonantes. Por otro lado, el amino en posicidn 2 presenta una mayor cantidad de
estructuras resonantes, teniendo mayor estabilidad y baja nucleofilia; ocurriendo un
caso similar en el grupo amino de la posicion 4. Gracias a todo lo anterior, el amino
de la posicién 6 posee mayor nucleofilia y la reaccién de adicion eliminacion se
llevara preferentemente sobre dicha posicion.

No obstante, a pesar de ser el sitio mas favorable para la formacion de la amida,
fue de suma importancia controlar las condiciones de reaccion como ya se habia
dicho. Por lo tanto, se decidié utilizar acetonitrilo como disolvente, donde los
cloruruos de éacido eran solubles, y ya que, si bien el intermediario 2 no era
totalmente soluble, por la ley de accion de masas, las moléculas que iban
reaccionando para dar lugar a la formacion de los productos finales, desplazarian la
reaccion hacia los productos (este Ultimo se presenté como precipitado); siendo un
cambio muy notable el color del sélido formado en la reaccion. Este pasaba de un
color amarillo intenso a un color crema. La temperatura de igual manera ayudaba a
dar la formacion de dicho producto; sin embargo, uno de los puntos mas cruciales
fue el tiempo de reaccion; de permitir a la reaccion continuar por tiempos
prolongados, era muy probable que las posiciones 2 y 4 comenzaran a reaccionar.
Podemos considerar que la formacion de la amida en la posicion 6 como el producto
cinético de la reaccion, por ello fue importante monitorearla mediante ccf para
observar la formacién de un solo producto. Sobre estas reacciones se puede
mencionar que se obtienen rendimientos menores al 50%, debido a problemas en
el aislamiento del producto final.

Debido al tratamiento de la dltima reaccion, se tuvo que realizar una purificacion
para extraer trazas de la materia prima de partida (2). Ya que este intermediario,
presentaba buena solubilidad en metanol, se decidié utilizar pequefios voliumenes
de este disolvente en frio para retirar Gnicamente la materia prima. Esto fue posible
en los compuestos WK1-WK3. Sin embargo, dado que los compuestos WK4-WKS5,
fueron medianamente solubles en metanol, se decidié afiadir un pequefio volumen
de DMF para solubilizarlos en su totalidad, y posteriormente precipitarlos con la
adicion de una solucion saturada de NaCl en agua; de esta manera las impurezas
se quedaron en la mezcla de la solucién salina y DMF. Con este procedimiento, se
presento el inconveniente para WK5, el cual se obtuvo con una pequefia cantidad
de DMF, por lo que en sus respectivos espectros de RMN, se pueden encontrar
sefiales caracteristicas de este disolvente.

Una prueba adicional que se realizd a los compuestos finales fue ponerlos en
contacto con ninhidrina para revelar la presencia de grupos aminos. El resultado fue
positivo para cada uno de ellos, indicando que al menos se cuenta con un grupo
amino en las moléculas obtenidas.
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Acerca de los valores de R.f determinados, podemos apreciar que los compuestos
finales comparten valores bastantes similares entre si, siendo la molécula WKS5, el
compuesto que presenta mayor valor, contejando muy bien con su valor predicho
de logP. Esto como se discutié anteriormente, seria una buena razon por la que este
compuesto pudiese atravesar de mejor manera la membrana celular y tener buenos
resultados en las pruebas biolégicas (seccion 7.6). A su vez, los valores de punto
de fusién permiten observar que se tiene bastante estabilidad en los mismos, lo cual
es positivo para la finalidad para la que fueron disefiados.

7.4 Caracterizacion espectroscopicay espectromeétrica

A continuacion, presenta la informacion espectroscépica y espectrométrica de las
moléculas finales. Sus respectivos espectros pueden encontrarse en la seccién de
Anexos, mientras que la informacion de los espectros RMN NOESY sera
presentada en una parte posterior a manera de ejemplo, y de igual manera, toda la
informacion completa puede encontrarse en la seccion de Anexos.

Tabla 8. Datos espectroscopicos y espectrométricos.

Estructura

Datos de caracterizacion

N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il) benzamida
(WK1)

IR, ATR (Cm'l): 3280, 2928 y 1492 (N-H),
1643 (C=0), 1579 (C=Narom), 3152, 1555,
1446 y 1002 — 729 (C=Carom), 683 (C=Carom
mono), 1362 (C-N).

NMR-*H (600 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
12.58 (s, 1H13), 10.57 (s, 1Ha11), 8.91 (s, 1H12),
8.76 (s, 1H12) 8.60 (d, J = 2.2 Hz, 1H3), 8.02
(dd, J=7.3, 1.8 Hz, 2H17-21), 7.90 (dd, J = 9.1,
2.2 Hz, 1H»), 7.74 (s, 1H11), 7.64 — 7.61 (m,
1H19), 7.59 — 7.54 (m, 2H18-20), 7.48 (d, J =8.8
Hz, 1He).

NMR-C (151 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
165.45 Ci4, 162.86 C10, 154.59 Cs, 135.98 C4,
134.89 C3, 134.17 Co, 131.85 Cy, 130.24 Cgs,
128.48 2Ci721, 127.74 2Cis20, 117.15 Cio,
116.97 Cs, 109.21 Ce.

EM-DART + (m/z): M [H+] =279
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2-cloro-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)
benzamida
(WK2)

Datos de caracterizacion

IR, ATR (cmY): 3259, 2946 y 1494 (N-H),
1639 (C=0), 1563 (C=Narom), 3143, 1534,
1438, 1050 — 724 y 675 (C=Carom), 739 (C-
Xorto), 1362 (C-N).

NMR-'H (600 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
13.15 (s, 1Hi3), 10.84 (s, 1Hu), 9.04 (s,
1H12), 8.79 (s, 1H12) 8.59 (d, J = 2.3 Hz, 1H3),
7.85(dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1Hz), 7.73 (s, 1Hu1),
7.61 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz, 1H1s), 7.58 (d, J =
7.9 Hz, 1H21), 7.52 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1Hz0),
7.49 (s, 1H1s), 7.47 (d, J = 7.6 Hz, 1He).
NMR-3C (151 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
165.04 Ci4, 162.79 Cio, 154.57 Cs, 136.47
C4 135.98 C3, 134.61 C», 131.30 C4,130.02
Cis, 129.75 Ci17, 129.16 C21, 129.01 Coo,
127.30 Cis, 117.37 Ci19,115.67 Cs, 109.31
Ce.

EM-DART + (m/z): M [H*] = 314

3-cloro-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)
benzamida
(WK3)

IR, ATR (cm™): 3310, 2843 y 1494 (N-H),
1655 (C=0), 1598 (C=Narom), 3130, 1538,
1442, 1077 — 734y 670 (C=Carom), 734 (C-
Xmeta), 1362 (C-N).

NMR-'H (600 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
12.71 (s, 1H13), 10.72 (s, 1H11), 9.0 (s, 1H12),
8.80 (s, 1H12) 8.59 (d, J = 2.2 Hz, 1Hs), 8.08
(t, J = 2.0 Hz, 1H20), 8.00 — 7.97 (M, 1H19),
7.92(dd, J=8.9, 2.1 Hz, 1Hz), 7.79 (s, 1H11),
7.70 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1Hz1), 7.60 (t, J =
7.9 Hz, 1H17), 7.50 (d, J = 8.8 Hz, 1Hs).
NMR-3C (151 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
164.04 Ci4, 162.86 Cio, 154.46 Cs, 136.14
Cs, 135.84 C3, 134.67 Co, 133.32 Cus, 131.
69 C1, 130.52 C1s, 130.25 2C21-17, 109.21 Ce.
EM-DART + (m/z): M [H*] = 314
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4-cloro-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)
benzamida
(WK4)

Datos de caracterizacion

IR, ATR (cm™): 3456, 2855 y 1488 (N-H),
1650 (C=0), 1593 (C=Narom), 3140, 1535,
1442, 1086 — 732 y 679 (C=Carom), 820 (C-
Xpara), 1360 (C-N).

NMR-'H (600 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
12.76 (s, 1H13), 10.70 (s, 1Hi11), 8.97 (s,
1H12), 8.78 (s, 1H12), 8.59 (d, J = 2.2 Hz,
1Hs), 8.08 — 8.04 (m, 2H17.21), 7.91 (dd, J =
9.0, 2.2 Hz, 1Hy), 7.77 (s, 1H11), 7.67 — 7.62
(M, 2H1s-20), 7.49 (d, J = 8.8 Hz, 1Hp).
NMR-3C (151 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
164.39 Cis4, 162.84 Cio0, 154.54 Cg, 136.69
Cs4, 135.84 C3, 134.75 C», 132.85 C3, 130.2
Cis, 129.76 2C17.21, 128.54 2Cis20, 117.15
Ci9, 116.99 Cs, 109.18 Ce.

EM-DART + (m/z): M [H*] = 314

3,4-dicloro-N-(2,4-diaminoquinazolin-6-il)
benzamida
(WK5)

IR, ATR (cm™): 3308, 2884 y 1496 (N-H),
1676 (C=0), 1589 (C=Narom), 3149, 1555,
1469, 1031 — 745y 663 (C=Carom), 824 (C-
X tri), 1362 (C-N).

NMR-H (600 MHz, DMSO-D6), 5(ppm):
12.56 (s, 1H13), 10.76 (s, 1H11), 9.0 (s, 1H12),
8.80 (s, 1H12), 8.57 (d, J = 2.2 Hz, 1H3), 8.28
(d, J = 2.2 Hz, 1Hz0), 8.00 (dd, J = 8.3, 2.2
Hz, 1H21), 7.90 (dd, J = 9.1, 2.2 Hz, 1H2),
7.86 (d, J = 8.4 Hz, 1H17), 7.72 (s, 1H11), 7.50
(d, J = 8.8 Hz, 1He).

NMR-3C (151 MHz, DMSO-D6), &(ppm):
163.18 Ci4, 162.85 Cio, 154.46 Cs, 135.90
Cs4, 134.67 Cs, 13453 C,, 134.44 Cus,
131.40 C4, 130.84 Csis, 130.22 Cio, 129.69
2C17-21,128.12 C2, 117.08 Cs5 109.21 Cs
EM-DART + (m/z): M [H*] = 348
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Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Sobre la informacion arrojada por el espectro de infrarrojo, se pueden confirmar
principalmente la informacion de la presencia de grupos funcionales, de manera
general, a valores un poco diferentes entre cada espectro. Se presentaron los
valores caracteristicos de grupos amino, o enlace N-H, entre 3400-3200, 2850-1450
cm. En 1500 cmpodemos identificar los enlaces C=N del nucleo de quinazolina.
El valor del grupo carbonilo suele ser de manera general 1550 cm, sin embargo,
ya que los grupos carbonilo presentes en las moléculas son de amidas, la cual se
encuentra en resonancia 'y muestra un desplazamiento diferente al general, en estos
espectros podemos localizar este enlace entre valores de 1680-1630 cm™. Otro
grupo de sefiales muy caracteristicas que pueden observarse son de la presencia
de grupos aromaticos, encontrando sefiales por encima de 3000 cmY,
aproximadamente en 3150 cm, la presencia de sobretonos en la regiéon de 1600-
1500 cm™ no puede apreciarse de manera adecuada, pero se encuentran sefiales
en este intervalo. Finalmente, las sefiales que varian entre cada espectro son las
sefales fuera del plano (1000-400 cm™t) correspondientes al tipo de sustitucién que
se da en los anillos de benceno del lado de la amida, los cuales son indicados en la
tabla.

A manera de ejemplo, en el caso de WK5 encontramos sefales del enlace N-H en
3308, 2884 y 1496 cm™. La sefial del grupo carbonilo en 1676 cm™. En 1589 cm™
la sefial del C=N del nucleo de quinazolina y las sefiales aroméaticas del benceno
disustituido en 3149 cm, sobretonos en 1555 y 1469 cm. Ademas de sus sefiales
caracteristicas de 1031-745y 663 cm-?.

Espectroscopia de RMN-13C

Respecto a estos analisis espectroscopicos se puede confirmar que existen el
mismo numero de sefiales caracteristicas para cada tipo de carbono presente en la
molécula. Algunas sefales caracteristicas son la del carbono de tipo carbonilo
alrededor de 164 ppm, la sefial del carbono de la posicién 4 de la quinazolina en
162 ppm y la sefal de la posicion 2 de la quinazolina en 154 ppm. Por ultimo,
también son de importancia destacar los atomos de carbono que soportan a los
respectivos atomos de cloro cuyos valores oscilan entre 134-117 ppm

A manera de ejemplo en la molécula WK5, encontramos la sefial del carbonilo en
163.18 ppm, el carbono de la posicion 4 en 162.85, el carbono de la posicion 2 en
154.46 y finalmente de 135.90-117.08 ppm.
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Espectroscopia de RMN-1H

En esta espectroscopia se obtuvieron sefales para cada tipo de hidrogeno presente
en la molécula. De nueva cuenta ciertas sefiales y comportamientos caracteristicos,
por ejemplo, el hidrégeno de la amida presenta un singulete aproximado en 12.8
ppm. Las sefiales de los hidrogenos del grupo amino de la posicion 2, se encuentran
como dos singuletes entre 9.0 y 8.8 ppm, indicando la existencia de pequefias
diferencias entre ellos, siendo probable una interaccion con el hidrégeno del amino
de la posicién 4 de uno de ellos. En el caso de los hidrégenos de la amina de la
posicion 4, se aprecia un efecto muy diferente, en este caso, cada hidrogeno da un
singulete, los valores de estas sefiales difieren mucho entre si, puesto que una sefal
se encuentra en 10.7 ppm y la otra en 7.8 ppm; esto indica que, aunque ambos
atomos de hidrégeno son equivalentes, interaccionan de forma diferente en el
ambiente quimico, dando lugar a que no puedan considerarse como equivalentes.
Este efecto podria deberse a la amida en posicién 6, puesto que dicho grupo
funcional se considera como un rotametro, dando lugar a dos compuestos
equivalentes, pero diferentes entre si, siendo por lo tanto isémeros
conformacionales con cierta rotacion que ocasione la interaccion de uno de los
hidrogenos con esta porcion de la molécula, mientras que el otro hidrégeno estaria
interaccionando practicamente so6lo con uno de los atomos de hidrogeno del grupo
amino de la posicion 2 (Figura 16).

cl
cl H H
\N/
N
XN
(0] )\ H
N |~|1/

H
Figura 16. Interaccidn entre hidrogenos del grupo amino de la posicién 2 y 4 de WK5.

Finalmente, en el rango de 7.2 a 8.2 ppm, se encuentran las sefiales aroméaticas de
la porcion del benzoilo, que varian de acuerdo con las posiciones de sus
sustituyentes, como lo es el patron notable a-a’ b-b’ en la molécula que presenta la
sustitucion en posicion para. Finalmente, puede apreciarse un desplazamiento de
las sefiales a campo bajo debido al efecto electroatractor de la mayoria de los
hal6genos (Figura 17).
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Figura 17. Sefiales aromaticas de la porcién aroméatica de WKA4.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de Overhauser (NOESY)

Debido a la metodologia sintética que fue llevada a cabo, era de suma importancia
determinar la posicion dénde se formé la amida en el anillo de quinazolina, por esto,
se solicité de igual manera el analisis por espectroscopia NOESY, mismo que se

presenta a continuacién (Figura 18).
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Figura 18. Espectro RMN NOESY de WK5. Se muestran las interacciones entre los H 2y 6 de la
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En el espectro NOESY se puede apreciar claramente que el hidrégeno de la amida
presenta interacciones con los hidrégenos del anillo de benceno esperados, esto es
un indicador que nos permite concluir frmemente que la amida fue formada en la
posicion 6 del nucleo de quinazolina. Este mismo patron se presenta en cada uno
de los espectros de los cinco compuestos finales, siendo un buen indicador de la
obtencion de todos ellos.

Espectrometria de Masas (EM)

El andlisis espectrométrico se realizé por la técnica de analisis directo en tiempo
real (DART) de baja resolucién, dicha técnica nos permite conocer principalmente
el ion molecular, el patrén de fragmentacion no es algo de suma relevancia en este
estudio, finalmente estos resultados confirman de manera satisfactoria la obtencion
de los compuestos propuestos.

7.4 Evaluacion biolégica

Como ultima actividad del proyecto, en la Tabla 10 se presentan los resultados
obtenidos en el ensayo de inhibicion en algunas lineas celulares que ofrece el
servicio del Instituto de Quimica.

Los resultados fueron procesados a 48h después de la exposicion a los productos
finales en las lineas celulares de interés farmacéutico, siendo cuatro de ellas, lineas
celulares cancerosas y una, COS-7, con fenotipo no tumoral. Esta Gltima fue usada
para observar la toxicidad asociada que pueden tener los compuestos. [13 Por ello,
se esperaria que los valores en las lineas MCF-7, MDA-MB-231, SK-Lu-1y HCT-15
tuvieran valores mas cercanos a 100%, mientras que en el caso de COS-7, mientras
el valor sea mas cercano a 0%, indica que los compuestos son menos toxicos en
lineas celulares sanas. Ademds, cabe recalcar que, de las lineas celulares
cancerosas, MCF-7 cuenta con expresion significativa de EGFR, de acuerdo con la
ATCC. Esta linea celular se considera hormono dependiente, al tener ademas de la
expresion de EGFR, expresion de receptores de estrégenos y progesterona; en
contra parte, la linea MDA-MB-231 se considera triple negativo, lo que es un buen
contraste para observar el comportamiento de las moléculas en ambas condiciones
fenotipicas. [20.21]

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion celular a las 48h a 20uM de los compuestos.

Compuesto MCF-7 MDA-MB-231 SK-Lu-1 HCT-15 COS-7
WK 1 21.6x1.6 12.6£1.8 3.6£1.3 23.3x1.8 34.1+£1.5
WK 2 65.6+£1.8 32.4+£1.8 4.4+1.8 12.5+1.8 37.6£1.8
WK 3 79.2+1.8 43.2+1.8 6.1£1.8 21.8+1.8 25.6x1.8
WK4 71.4+£1.8 36.6+£1.8 6.2+1.8 32.5£1.8 48.6x1.8
WK 5 85.9+1.8 68.3x1.8 8.7£1.8 32.8+£1.8 58.6+1.8

Gefitinib 48.9+1.8 48.0+£2.0 NA 68.5+16.8 64.3+3.2
NA: No Activo
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Un resultado que salta a la vista rapidamente es que el compuesto WK 5, como ya
se venia perfilando y mencionando, tuvo los mejores resultados de todo el ensayo,
teniendo mayor efecto inhibitorio que la referencia (Gefitinib) en tres lineas
celulares distintas, MCF-7, MDA-MB-231 y SK-Lu-1, siendo importante recalcar que
en esta ultima linea, el Gefitinib no presentd actividad, por lo tanto todos los
compuestos presentaron un mejor efecto citotoxico, aunque tampoco fue muy
notable, ya que fueron valores muy bajos.

En el caso de MCF-7, como se menciond anteriormente, es la linea que expresa
mayor cantidad de EGFR de las que se estudiaron, por lo que es un punto favorable
gue las moléculas hayan sido mas activas sobre este tipo celular.

Todos los compuestos con cloro en el anillo de benceno tienen mayor actividad
citotdxica debido al efecto electroatractor, por un lado, ademas de tedéricamente
presentar menos metabolismo, debido a la sustitucion en el anillo de benceno, ya
gue el compuesto con benceno puede ser sustituido con un OH en la posicién para.
1 Por otro lado, en las células MDA-MB-231, los compuestos siguieron presentando
citotoxicidad, aun teniendo menor expresion de EGFR, lo que indicaria que los
compuestos no solo actian inhibiendo EGFR, también por otras vias, pudiendo ser
una de ellas, la inhibicion de cinasas, sin tener que estar acopladas directamente a
un receptor. Este hecho se respalda con los resultados en SK-Lu-1 y HCT-15,
siendo que ambas lineas expresan bajas cantidades de EGFR y los compuestos
también presentaron actividad. Sobre los resultados en COS-7, el gefitinib tiene un
valor de 64.3%, mientras que toda la serie de moléculas presentd valores menores,
lo que demuestra que tienen menos efectos toxicos en células sanas. El fundamento
de que se quiera contar con un efecto citotoxico en lineas cancerosas, inverso al
efecto toxico en células sanas, se basa en que las células cancerosas, normalmente
sobreexpresan EGFR, con el fin de aumentar su proliferacion, que en contraparte,
las células sanas, de manera normal, expresan menor cantidad de EGFR, por lo
gue, hay mayor probabilidad de que los compuestos inhiban a este receptor en
lineas celulares tumorales, disminuyendo la viabilidad celular.

A manera de conclusién, WK5 presento resultados prometedores, teniendo mejores
valores en las lineas cancerosas y menor efecto toxico que el Gefitinib en la linea
sana, por lo que puede considerarse a WK5 como el lead de la serie de compuestos.
Un compuesto que vale la pena resaltar, es a WK3, ya que fue el compuesto que
present6 una toxicidad menor en lineas celulares sanas.
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8.Conclusiones

Se sintetizaron 5 nuevos compuestos derivados de la 2,4,6-triaminoquinazolina y
fueron caracterizados por las técnicas de IR, RMN-13C, RMN-'H, RMN NOESY y
EM. Ademas, se realiz0 la prediccion de descriptores quimicos, involucrados en las
reglas de Lipinski-Veber, ninguno de los valores incumplié con citado en estas
reglas semiempiricas.

Los compuestos fueron evaluados mediante el ensayo de SRB, resultando dos hits,
las moléculas WK3 y WK5 En el caso de las moléculas anteriormente citadas
mostraron mejores valores que el farmaco gefitinib en las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB-231. Algo de suma importancia recalcar, es el hecho de que todos los
compuestos fueron menos toxicos que el gefitinib en la linea celular COS-7, por lo
gue estos compuestos podrian presentar menores efectos adversos.

La molécula WKS5 fue el lead de esta serie de compuestos, puesto que presentd
mejores resultados de citotoxicidad, relacionados con el mejor perfil energético en
el estudio de acoplamiento molecular en EGFR.

Los resultados de las pruebas biolégicas muestran también que los compuestos no
actian unicamente sobre EGFR, pero la inhibicion de este receptor es algo que
permite obtener mejores valores de citotoxicidad.
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9.Perspectivas

Como perspectivas de este trabajo de tesis, para obtener resultados mas
congruentes y dar una mejor explicacion, considero importante realizar los
siguientes ensayos:

Realizar la determinacion de la ICso de los compuestos, 0 en su caso, de los
compuestos WK3 y WKH5.

Realizar determinacion de citotoxicidad en mas lineas celulares cancerosas con alta
expresion de EGFR, asi como con nula expresién del receptor.

Realizar un ensayo de inhibicion directa sobre EGFR.

Considerar otras vias alternas a EGFR sobre las cuales los compuestos pudieran
estar ejerciendo su efecto citotoxico, realizando ensayos de inhibicion enzimética.

Realizar el estudio de dindmica molecular de WK3 y WK5 para observar el tipo de
interaccidn presente con la diana farmacolégica.

Finalmente, considero que algo de suma importancia es la optimizacion del
compuesto lead, con el fin de mejorar sus efectos citotdxicos en células cancerosas
y disminuir la toxicidad sobre células sanas.
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Anexos

Instrumental y material utilizado

Los reactivos utilizados en la sintesis de los compuestos son comercializados por la
marca Sigma Aldrich®, mientras que los disolventes utilizados son de la marca J.T.
Baker® de grado analitico, sin tratamiento previo.

Para el proceso de pesado se hizo uso de una balanza analitica de la marca Sartorius™
modelo CP124 S.

El calentamiento y agitacion para las reacciones se llevaron a cabo en parrillas de la
marca IKA® modelos RET control-visc C, RCT basic y C-MAG HS 4.

Para evaporar disolventes, fue usado un rotaevaporador de la marca IKA® modelo
RV 10 digital, acoplado a una bomba de vacio marca Vacuubrand® modelo CVC
3000 y un refrigerante de espiral marca Brinkmann™,

La determinacion de puntos de fusién de los intermediarios y productos finales se llevé
a cabo en un aparato térmico digital de la marca Electrothermal® modelo 9300.

Para la determinacién de r.f. y de seguimiento de avance de las reacciones mediante
ccf., se utilizaron cromatoplacas de silica gel de fase normal de la marca SORTECH®,
con indicador fluorescente a 240 nm. El revelado de las mismas se hizo mediante dos
técnicas: exposicién a luz UV en una lampara Spectroline®, modelo ENF-240C y
disolucion de ninhidrina como revelador de aminas.

Para la caracterizacion de espectroscopia de IR, RMN-** C, RMN-'H y RMN NOESY se
hizo uso del servicio otorgado por la USAII.

Los ensayos de prueba biolégicas fueron realizados a cabo en el Instituto de Quimica.

El software Chemdraw Professional fue utilizado para la nomenclatura de los
compuestos finales, obtencién de cédigos SMILES, generacion de las estructuras y
esquemas presentadas en este trabajo, el software Chem3D fue usado para la
minimizacién energética de los ligandos, el software Chimera tuvo un uso particular
para la preparacion de la proteina, para llevar a cabo el acoplamiento molecular se hizo
uso del software LeDock, el software Maestro se utilizo para la visualizacion de los
resultados del acoplamiento molecular y finalmente se ocupé el software MestreNova
para el analisis espectroscoépico.

Los andlisis de RMN se realizaron en un espectrémetro de RMN de 14.09 T (600 MHz)
Marca Jeol, Modelo ECZ600R, propiedad de la USAII, dénde fueron realizados.

Los analisis de IR fueron llevados a cabo en un espectrofotbmetro de FTIR Spectrum
RXI de Perkin-Elmer, propiedad de la USAII, donde fueron realizados.

Finalmente, los analisis de EM fueron realizados en un espectrometro de masas, JEOL
The AccuTOF: JMS-T100LC, propiedad del Instituto de Quimica, donde fueron

realizados.
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Figura 19. Visualizacién 3D de WK1.
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Figura 21. Visualizacién 3D de WK2.
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Figura 22. Visualizacién 2D de WK2.
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Figura 23. Visualizacion 3D de WK3.

MET

766 ‘
762 PHE

o 856
VS’P ’
cl \

L THR
74 854
LEU
ALA )
743 i
/ (o)
THR
790
( T vaL
HN 726
GLN
791

\ N
#55’ /' =

MET

LEU
844 - ‘\HQN
PR '
754 424
\ PHE o -
o~ 796
795

Figura 24. Visualizacion 2D de WK3.
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Figura 25. Visualizacion 3D de WKA4.
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Figura 26. Visualizacién 2D de WKA4.
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Figura 27. Visualizacién 3D de WKS5.
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Figura 28. Visualizacion 2D de WKS5.
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Espectro 20. Espectro de masas de WK4.
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Espectro 23. Espectro de RMN-H de WK5 (con ampliacion de la zona aromatica).
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Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de SRB tiene como fundamento determinar la viabilidad celular, esto es
mediante la union de la SRB a las proteinas celulares que fueron fijadas a una placa
de 96 pozos con una disolucion de acido acético al 10% (m/v), siendo diferente a
ensayos que dependen del metabolismo celular para su detecciéon como lo es el
ensayo de MTT, siendo esto una gran ventaja del ensayo de SRB al no depender
del metabolismo. El principio de esta técnica para poder fijar la SRB a las proteinas
se debe a unareaccion de una formacion de una sulfonamida con los grupos aminos
presentes en la célula.

Figura 29. Estructura de la Sulforrodamina B.

Las lineas celulares son cultivadas en el medio de cultivo RPMI-1640 suplementado
con suero fetal bovino (10%), y una mezcla de antibiéticos-antimicético. En cada
placa de 96 pozos, se depositaron 3 lineas celulares por triplicado en un volumen
de 100 pl/pozo. Se incubaron por 24 h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO: para
favorecer que las células se adhirieran al fondo de la placa. Los compuestos se
solubilizaron en dimetilsulfoxido (DMSO) a la concentracién de 20 mM. Se tomé una
alicuota del compuesto de prueba y se afiadid a medio de cultivo. La placa fue
incubada por 48 h bajo las condiciones antes mencionadas. Al finalizar el periodo
de incubacién, las células fueron fijadas in situ afiadiendo 50ul de una solucién de
TCA frio al 50% e incubadas a 4°C por 60 minutos. Se deseché el sobrenadante y
las placas fueron lavadas con agua de la llave. El tefido de las células fijadas al
sustrato del pozo, se efectu6 afiadiendo 100ul de una solucion al 0.4% de
sulforrodamina B e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas
tefiidas y secas se les adiciono 100yl de un buffer de tris y se agitaron por 10 min
para favorecer la disolucion del complejo. Se midié la densidad 6ptica (DO) en un
lector de microplacas a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados son el
promedio de la DO de los 3 pozos/linea celular tratada con el compuesto (DO), los
3 pozos tratados con DMSO (DOc) y 3 pozos de testigos, aquellos que no tiene
células, pero si compuesto (DODb).

El % de inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente expresion:

%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DODb) * 100
S
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