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ABREVIATURAS

AH: Aceptor de puentes de hidrégeno.

AKT: Protein quinasa B.

AMS: Acido metilseleninico.

Apaf-1: Factor activante 1 de proteasa apoptética.
APS: Persulfato aménico.

AR: Receptor de andrégenos.

BM: Membrana basal.

BPH: Hiperplasia benigna de prostata.

BSA: Seroalbumina bovina.

CC: Cromatografia en columna.

CCF: Cromatografia en capa fina.

CDK: Quinasa dependiente de ciclinas.

DH: Dador de puentes de hidrogeno.

DHREF: Dihidrofolato reductasa.

DIP: Insercion directa con sonda.

DMEM: Medio Dubelcco modificado Eagle.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DMSO-dg: Dimetilsulféxido deuterado.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DPDS: Difenildiseleniuro.

DTP: Programa de terapias experimentales del NCI.
dUTP: Desoxiuridina trifosfato.

ECM: Membrana extracelular.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EGF: Factor del crecimiento epidérmico.

EGFR: Receptor para el factor de crecimiento epidérmico.
EM: Espectrometria de masas.

EMEM: Medio minimo esencial Eagle.

ErbB2: Receptor 2 del factor de crecimiento.

ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares.
FAK: Quinasa de adhesion focal.

FBS: Suero bovino fetal.

FGFRL1: Receptor 1 del factor de crecimiento fibroblastico.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

Glso: Concentracion de una sustancia que inhibe el crecimiento celular en un 50 %.
GPx: Glutation peroxidasa.

GSH: Glutation.

GSK-3: Glucégeno sintasa quinasa 3.



HDAC: Histona desacetilasa.

ICso: Concentracion de una sustancia que inhibe el crecimiento celular en un 50 %.
ID: Yodotirosina deyodinasa.

IGFR1: Receptor del factor de crecimiento insulinico 1.

IP: loduro de propidio.

IR: Espectroscopia de infrarrojo.

JNK: Jun quinasa N-terminal.

JNK2: Jun quinasa N-terminal 2.

KDR: Receptor que contiene insertado el dominio quinasa.

LDso: Dosis letal 50.

MAPKSs: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos.

MCH: Hormona concentradora de melanina.

MCH-1R: Receptor 1 de la hormona concentradora de melanina.
MCH-2R: Receptor 2 de la hormona concentradora de melanina.
Me-Hg: Metilmercurio.

MeSeCys: Metilselenocisteina.

MSA: Acido metilseleninico.

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio.

MW: Microondas.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido.

NCI: Instituto nacional del cancer de Estados Unidos.

NF-kappa-B: Factor nuclear Kappa-B.

NHI: Instituto nacional de la salud de Estados Unidos.

Nrf2: Factor nuclear 2 de la respuesta antioxidante.

PARP: Poli-(ADP-ribosa)polimerasa.

PBS: Solucion buffer de fosfato.

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PDK-1: Quinasa 1 de la piruvato deshidrogenasa.

Pf: Punto de fusion.

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa.

PKC: Proteina quinasa C.

PMSF: Fluoruro de metilfenilsulfonilo.

ppm: Partes por millon.

PSA: Antigeno especifico de préstata.

r.p.m: Revoluciones por minuto.

RIPA: Ensayo de radioinmunoprecipitacion.

RMN 2D: Resonancia magnética nuclear bidimensional.

RMN 2D-COSY: Resonancia magnética nuclear bidimensional de correlacién proton-protén.
RMN 2D-HMBC: Resonancia magnética nuclear bidimensional de correlacion heteronuclear a

varios enlaces carbono-protén.



RMN 2D-HMQC: Resonancia magnética nuclear bidimensional de correlacion heteronuclear
multiple cuantica carbono-protén.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RMN-"*C: Resonancia magnética nuclear de carbono 13.
RMN-"H: Resonancia magnética nuclear de protén.
RNA: Acido ribonucleico.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

RSK: Quinasa ribosémica.

SAPK: Protein quinasa activada por estrés.

SAR: Relacién estructura-actividad.

SD: Desviacion estandar.

SDS: Dodecilsulfato sédico.

SEA: Sustitucion electrofila aromatica.

SeC: Selenocistina.

SeCys: Selenocisteina.

SelH: Selenoproteina H.

SelN: Selenoproteina N.

SelR: Selenoproteina R.

SelS: Selenoproteina S.

SelW: Selenoproteina W.

SEM: Error tipico de la media.

SeMet: Selenometionina.

SeMSC: Selenometilselenocisteina.

SEOM: Sociedad espafiola de oncologia médica.
SeP: Selenoproteina P.

SNA: Sustitucion nucledfila aromatica.

SNC: Sistema nervioso central.

TBS: Tampédn Tris salino.

TBST: Tampon Tris salino con Tween 20.

TdT: Desoxinucleotidil transferasa terminal.
TEMED: N,N,N",N"-tetrametiletilendiamina.

TGI: Concentracion de una sustancia que inhibe totalmente el crecimiento.
TK: Tirosin quinasa.

TKR: Receptor tirosin quinasa.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNF-R1: Receptor 1 del factor de necrosis tumoral.
TPT: Topotecan.

tRNA: Acido ribonucleico transferente.

Trx-R: Tiorredoxina reductasa.

TSC-2: Complejo 2 de esclerosis tuberosa.



TUNEL: Marcado del extremo libre dUTP por TDT.

VEGFR-2: Receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio vascular.
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1. EL CANCER

1.1 DEFINICION TECNICA DE CANCER

Este término es usado para identificar una afeccion clinica de caracter maligno que afecta a un
paciente y, cuyas caracteristicas son la alteracidn morfolégica y funcional seguida de la
proliferacion descontrolada, no siempre acelerada, de las células de un tejido que invaden,

desplazan y destruyen, localmente y a distancia, otros tejidos sanos del organismo.

1.2 LA DIVISION CELULAR

El proceso de divisién de las células esta regulado por una serie de mecanismos de control que
indican a la célula cuando comenzar a dividirse y cuando permanecer estatica. Cuando estos
mecanismos de control se alteran en una célula, ésta y sus descendientes inician una divisién
incontrolada que, con el tiempo, dara lugar a un tumor o nédulo. Cuando las células que
constituyen dicho tumor no poseen la capacidad de invadir y destruir otros érganos, hablamos
de tumores benignos, si estas células crecen sin control, sufren nuevas alteraciones y
adquieren la facultad de invadir tejidos y 6rganos de alrededor (infiltracion), y de trasladarse y
proliferar en otras partes del organismo (metastasis), hablamos de tumores malignos, que es a

lo que denominamos cancer.

1.3 ORIGEN DE LA ENFERMEDAD

El cancer se origina cuando las células normales se transforman en cancerigenas, es decir,
adquieren la capacidad de multiplicarse descontroladamente e invadir tejidos y otros érganos.
Este proceso se denomina carcinogénesis y puede durar afios pasando por diferentes fases.
En el desarrollo del cancer van a estar implicados factores ambientales y factores genéticos,
aunque el porcentaje de éstos Ultimos es mucho menor. Entre los factores ambientales
destacan: la alimentacion, el tabaco, las infecciones, la obesidad y el alcohol (AECC; Irigaray,
P., 2007). También hay implicados factores genéticos, ya que hay evidencias de que
determinados genes estan involucrados en el desarrollo de algunos tipos de canceres, aunque
generalmente, debe darse una combinacion entre factores genéticos y ambientales para el

desarrollo de la enfermedad.
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Infections (15-20%)
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Figura 1: Factores implicados en el desarrollo del cancer. Imagen adaptada de: Irigaray, P., Newby, J.A., Clapp, R.,
Hardell, L., Howard, V., Montagnier, L., Epstein, S., Belpomme, D. Lifestyle-related factors and environmental agents
causing cancer: An overview. Biomedicine & Pharmacotherapy; 61: 640-658, 2007.

1.4 LOS PROCESOS DE INVASION CELULAR Y METASTASIS

Los canceres son capaces de propagarse por el cuerpo principalmente mediante dos vias: la
invasion y la metastasis. La invasion es la migracion y la penetracion directa por parte de las
células cancerigenas en los tejidos vecinos, mientras que en la metastasis las células
abandonan el tumor primario para diseminarse por el organismo (Brooks, S.A., 2010) y formar

un segundo tumor en un lugar anatémicamente distante.

Invasion

Survival

Proliferation

Figura 2: Principales caracteristicas del proceso metastatico. Imagen tomada de: Hurst, D.R., Welch, D.R. Metastasis
suppressor genes: At the interface between the environment and tumor cell growth. International Review of Cell &
Molecular Biology; 3: 107-180, 2011.
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La metastasis ocurre generalmente por via sanguinea o linfatica (Bacac, M., 2008) y, debido a
ello, las células cancerigenas van a penetrar en los vasos sanguineos Yy linfaticos, circulando a
través de la sangre y creando un nuevo foco (metastasis) en tejidos normales de otra parte del
cuerpo. Para que la metastasis se produzca se necesita el desarrollo de una nueva red de
vasos sanguineos. Este proceso de formar nuevos vasos sanguineos recibe el nombre de
angiogénesis. La angiogénesis es un proceso fisioldgico que ocurre de manera normal: durante
la cicatrizacion de una herida, en el embarazo (Reynolds, L.P., 2001), durante la menstruacién
femenina... (Fraser, H.M., 2000).

La pérdida del equilibrio entre los factores que regulan la angiogénesis puede dar lugar a
multiples enfermedades entre las que se encuentra el cancer (Folkman, J., 1995; 2006). Los
canceres que mas metastatizan son los canceres mas frecuentes como el cancer de mama, el
cancer de pulmoén y el cancer colorrectal. La causa principal de muerte de un paciente con
cancer son las metéastasis y el 98 % de las muertes por canceres no detectados, son debidas a

la metastatizacion de éste y su dispersion por tejidos sanos.

1.5 INCIDENCIA MUNDIAL

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la primera causa de mortalidad
a nivel mundial y se ha definido como la enfermedad del siglo XXI. En la figura 3 se puede
apreciar que el cancer es la primera causa de muerte desde 2005 y coOmo se estima su

evolucion hasta 2030.

14
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10 .
- Cancer
]
E g Enfermedades Cardiovasculares
E Enfermedades Cerebrovasculares
E 6 Infecciones Respiratorias
3 Condiciones Pre-natales
= 4
WIH/SIDA
— Accidentesz de Trafico
2
/ Malaria
1]

2005 2010 2015 2020 2025 2030
Afio
Figura 3: Evolucion en el tiempo de enfermedades crénicas, no transmisibles y traumatismos. Datos tomados de:
Informe 2009 de la OMS (Global Health Risks 2009: Mortality and Bunden Disease attributable to selected major risks).

Segun la OMS en 2009, murieron debida a esta enfermedad 8,1 millones de personas, lo que

supone aproximadamente el 14 % de las defunciones mundiales. Se prevé un aumento de las
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muertes por cancer, hasta aproximadamente 9,0 millones de personas en 2015 y 11,4 millones

en 2030, segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer.

1.6 INCIDENCIA EN ESPANA

En Espafia, el cancer es la primera causa de mortalidad en hombres y la segunda causa de

mortalidad en mujeres (figura 4), por debajo de las enfermedades cardiovasculares.

13.983 3.143

B Tumores Malignos

B Enfermedades Cardiovasculares
Enfermedades Cerebrovasculares
Accidentesde Trafico

Otras

Mortalidad en Hombres

814 M Tumores Malignos
W Enfermedades Cardiovasculares
Enfermedades Cerebrovasculares

Accidentes de Trafico

Otras

Mortalidad en Mujeres

Figura 4: Principales causas de mortalidad en Espafia en 2007. Datos tomados de: Informe realizado por el Centro

Nacional de Epidemiologia, perteneciente al Instituto Carlos lll, a partir de los datos de mortalidad por cancer en

Espafia en el afio 2007.

Segun un estudio de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) publicado en 2008,
uno de cada tres varones y una de cada cuatro mujeres seran diagnosticados de cancer a lo
largo de su vida. En el afio 2015 el cancer con un mayor nimero de incidencia sera el
colorrectal, por delante, en términos generales, del cancer de pulmén y el de mama (SEOM).
Un informe del Centro Nacional de Epidemiologia publicado en 2010, ha revelado que el 26 %
de todas las defunciones que se produjeron en nuestro pais en al afio 2008 fueron a
consecuencia del cancer, lo que supone que una de cada cuatro personas fallece debido a una

enfermedad tumoral.

Cada afio, la incidencia de esta enfermedad aumenta en Espafia, pero también disminuye su
mortalidad, lo cual refleja los avances en el diagnéstico precoz y el tratamiento. El

envejecimiento de la poblacion y la supervivencia cada vez mayor de los enfermos de céancer
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han supuesto un aumento significativo del nimero de pacientes que tienen o han tenido

cancer.

1.7 TIPOS DE TRATAMIENTOS

Los avances cientificos y tecnolégicos de los Ultimos afios han proporcionado nuevos
conocimientos sobre la aparicion, desarrollo y crecimiento del cancer, lo que se traduce en una
mejora de los diagnosticos, de los tratamientos de la enfermedad y una disminucion de los
efectos secundarios derivados de ellos (Rosenthal, S.A., 2009). Las principales modalidades de
tratamiento son: cirugia, radioterapia y quimioterapia. Aunque, también puede administrarse
otro tipo de terapias especificas para algunos tumores como la hormonoterapia, la
inmunoterapia, el tratamiento con laser, la crioterapia, la terapia génica... A continuacion, se
explican brevemente los principales tratamientos que se utilizan en la actualidad para paliar el

cancer:

- La cirugia se emplea tanto en estadios pre-cancerosos, eliminando lesiones que con el tiempo
pueden convertirse en malignas (carcinomas cutaneos asociados con quemaduras, Ulceras
cronicas en la piel...), como en la diagnosis y tratamiento del cancer. Ademas, la cirugia es
muy importante en los cuidados paliativos de pacientes con estadios avanzados.

- La radioterapia se emplea en algo mas del 50 % de los pacientes con cancer, aunque los
porcentajes varian mucho segin el tipo de cancer (entre el 70-80 % en pacientes con cancer
de mama frente al 1 % en pacientes con cancer de colon). La radioterapia se aplica con
diferentes intensidades dependiendo del estadio de la enfermedad, asi, se usa en pequefias
dosis y baja intensidad en pacientes con estadios avanzados o metastasis (radioterapia
paliativa) y en dosis altas y elevadas intensidades en estadios iniciales o después de la cirugia
(radioterapia post-operativa).

- La quimioterapia utiliza agentes quimioterapicos para el tratamiento del cancer. Los agentes
guimioterapicos son una gran variedad de farmacos (agentes quimicos citotoxicos) capaces de
destruir las células cancerigenas que componen el tumor con el fin de reducir y/o eliminar la
enfermedad y pueden utilizarse separadamente como monoterapia 0 bien en combinacién
(Klimes, D., 2009). Actualmente, se utilizan entre 20 y 30 compuestos quimioterapicos en el
tratamiento del cancer y muchos de ellos poseen efectos secundarios. Este tratamiento se
administra en forma de ciclos y, dependiendo del tipo de cancer y de los farmacos que se
vayan a emplear, la quimioterapia puede administrarse por via oral o intravenosa (Bellmunt, J.,
2009).

A continuacion, se profundiza en los tipos de compuestos quimioterapicos y su situacion en la
actualidad, al ser el objetivo de esta Memoria el desarrollo de nuevos compuestos con

potenciales efectos antitumorales.
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1.8 PRINCIPALES AGENTES ANTINEOPLASICOS

Los farmacos quimioterapicos que se usan actualmente en el tratamiento de procesos malignos
se pueden clasificar de diversas maneras. Esta clasificacion atiende al punto de accién del

antineoplasico:

- Antineoplasicos que actian sobre el DNA.
- Antineoplasicos que acttan sobre la mitosis sin afectar al DNA.
- Antineoplasicos que actian sobre factores extracelulares de divisién celular.

- Antineoplasicos que actian sobre el sistema inmunitario.
1.8.1 Antineoplasicos que acttan sobre el DNA

La proliferacion celular se produce como consecuencia de divisiones sucesivas de la célula. El
nucleo debe dividirse y, para ello, se necesita una duplicacién del material genético, por lo que
se requiere la sintesis de DNA. Estos compuestos van a inhibir la sintesis de DNA y van a

impedir el desarrollo tumoral.
A) Agentes alquilantes

La actividad de los agentes alquilantes se basa en su alta reactividad quimica para formar
enlaces covalentes con macromoléculas que tienen centros nucledfilos, como los acidos
nucleicos (bases puricas y pirimidinicas). La posibilidad de unirse simultaneamente a las dos
cadenas de la doble hélice de DNA impidiendo la separacion previa a la division celular es la

que les confiere su actividad anticancerosa.

Las mostazas nitrogenadas tienen en comun el grupo biscloroetilo y actian alquilando
preferiblemente el N’ de la guanina. Entre ellas destacan: ciclofosfamida, mecloratamina,
melfaldn, clorambucil, metocloretamina e ifosfamida. Actualmente, se estan realizando estudios
que indican que derivados del melfalan, como el mefalanil-L-p-fluorofenilalanil-etil-ester,
pueden ser activados por aminopeptidasas confiriendo a estos derivados una citotoxicidad
mayor que el melfalan (Wickstrom, M., 2010). También se han sintetizado conjugados de
carbonato y carbamato de fenil-N-mostaza-9-anilinacridinas, que poseen actividad citotoxica en

varias lineas celulares y son capaces de alquilar el DNA (Kapuriya, N., 2009).

Las etilaminas actGian alquilando preferiblemente el N’ de la guanina. Entre ellas destacan:

trietlenmelamina, trimelamol, trietilentiofosforamida y hexametilmelamina.

Los alquilsulfonatos actian alquilando preferiblemente el N’ de la guanina. Los mas

importantes son: busulfan y clomesona. Estudios recientes han comprobado que la
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combinacion de busulfan con diversos farmacos, como la 5-aza-2"-desoxicitidina, mejoran su

efecto en pacientes con leucemia mieloide (Valdez, B.C., 2010, 2011).

Las triazinas, como temozolomida, procarbazina y dacarbacina, acttian alquilando el N’ y el o°
de la guanina. Tienen unas excelentes propiedades farmacocinéticas y una toxicidad baja, de
ahi su importancia (Marchesi, F., 2007). Se ha demostrado que la dacarbacina en combinacién
con un adenovirus mediado por la interleuquina 24 produce actividad antitumoral frente a

células de melanoma por induccion de apoptosis (Jiang, G., 2010).

Las nitrosoureas, como carmustina, lomustina, semustina y clorozotocin, actdan alquilando el
N’ de la guanina. Estudios han comprobado que la combinacién de carmustina y selenito tiene

un efecto sinérgico en el tratamiento del cancer de préstata (Thamilselvan, V., 2010).

0
[ 0
Ao SO ¥
O\\eN © Busulfan (H3 /I\
o DG 0 A
N N N
o NJ\ v 7
Carmustina H H Trietilenmelanina
/ \H Procarbacina

Figura 5: Principales agentes alquilantes del DNA.

Los complejos de platino se han utilizado en el tratamiento del cancer desde décadas. El primer
complejo que se introdujo como agente quimioterapico fue el cisplatino. Sin embargo, debido a
su alta toxicidad, a los efectos secundarios y a la aparicion de resistencias, se han desarrollado
otros complejos de platino. Entre ellos se encuentran carboplatino, lobaplatino, nedaplatino y
oxaliplatino (Gielen, M., 2005; Pasetto, L.M., 2006). Estudios recientes han demostrado que el
transporte de oxaliplatino mediante nanoparticulas de ligandos polisacaridos aumenta la
eficacia del tratamiento y disminuye su toxicidad en pacientes con cancer colorrectal (Mpharm,
AJ., 2010).

Hz 0~ °
H2N\ /CI \P/ O\ /NH3
Pt Pt Pt_
H,N™ Cl N 07X o NHs
H> 4
Cisplatino Oxaliplatino Carboplatino

Figura 6: Principales complejos de platino utilizados en el tratamiento del cancer.
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Ademas, se ha comprobado que la aplicacién de dos 0 més farmacos en combinaciéon minimiza
el riesgo de células resistentes y su toxicidad (Daub, H., 2004; Sawyer, C.L., 2007). Por ello, el
uso de cisplatino combinado con compuestos con ligandos cuadruples inhiben sinérgicamente

el crecimiento de células tumorales en estudios in vitro e in vivo (Gunaratnam, M., 2009).

En el tratamiento del cancer han aparecido en los Ultimos afios gran cantidad de complejos de
metales de transiciébn enfocados a paliar la enfermedad, como los complejos de oro, los
complejos de cobalto, los complejos de rutenio, los complejos de hierro, los complejos de
estafio y los complejos de zinc. Dentro de los complejos de oro, cabe destacar la auranofina, ya
que es el primer complejo de oro que ha mostrado actividad citotéxica en varias lineas
celulares tumorales y se ha utilizado durante décadas en el tratamiento de la artritis reumatoide
(Gordon, D.A., 1989). Actualmente, se investigan nuevos complejos de oro para el tratamiento
del cancer (Malacic, V., 2009; Sun, R.W.Y., 2009; Lum, T.C., 2010; Siciliano, T.J., 2011). El
derivado de oro [Au(dedc)(PEts)] induce muerte celular en células tumorales produciendo

apoptosis por inhibicién de la enzima tiorredoxina reductasa (Gandin, V., 2010)

[Fe(Ls)Cl3]-2H,0 <
NH &0

Fe

/™ Au—8‘<

NZ N Cl
[ °

PN N [Au(dede)(PEts)]
)\ NO,

OH

[ZnL'(bdt)]

NO,

Figura 7: Principales complejos de metales de transicion utilizados en el tratamiento del cancer.

Determinados complejos de cobalto (lll) unidos a polimeros, como por ejemplo
cis[Co(phen),(BPEICI|Cl,-4H,O, se ha comprobado que producen apoptosis en células
tumorales de la epidermis (HEp-2) (Kumar, R.S., 2008). También, complejos de cobre (Il) como
[Cu(ph-tpy)(B)](ClO,4) han mostrado actividad antitumoral con unas ICsq en torno a 10 uM (Roy,
S., 2010).

12
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Algunos complejos de hierro (lll), entre los que se encuentra [Fe(Ls)Cls]-2H,0O, actian como
inhibidores de ciclinas dependientes de quinasas y han mostrado actividad citotéxica en células
de distintas lineas celulares tumorales: G-361, MCF-7, HOS y K-562 (Travnicek, Z., 2008,
2010). Otros derivados de hierro, producen alteraciones en la expresién de moléculas que
intervienen en el control del ciclo celular y en la supresion de la metastasis, formando
complejos redox activos (Richardson, D.R., 2009). Los complejos de zinc (lI) han mostrado
cierta toxicidad en las lineas celulares tumorales de cancer de mama (MCF-7), carcinoma

epitelial (HeLa) y carcinoma de higado (HepG-2) (Raman, N., 2010).

B) Antimetabolitos

Debido a su analogia con algunas sustancias naturales del organismo, van a actuar en la fase
S del ciclo celular como interferentes en el proceso de sintesis del DNA y del RNA. De forma
general, van a interaccionar con las enzimas sustituyendo al metabolito que se incorpora a la
molécula diana, compitiendo con ese metabolito por la unién al sitio catalitico o compitiendo
con otro metabolito que actlda en un receptor o en una zona reguladora importante para la

enzima.

Entre los analogos de la pirimidina se encuentran: 5-fluorouracilo, fludarabina, citarabina y
gemcitabina. Estudios apuntan que el tratamiento con inhibidores de histonas desacetilasas
(HDACs) combinado con 5-fluorouracilo, produce una sinergia en pacientes con cancer de
colon reduciendo la dosis citotéxica (Flis, S., 2010). La citarabina se usa predominantemente
en el tratamiento de leucemias mieloide y linfoblastica, aunque su naturaleza polar dificulta el
paso a través de la membrana celular y, por lo tanto, su disponibilidad en el organismo va a ser
baja. Para paliar este problema, las nuevas investigaciones van encaminadas a sintetizar
derivados de citarabina con ésteres grasos acetilados que faciliten la penetracién de la

membrana celular y aumenten su disponibilidad (Chhikara, B.S., 2010).

Los analogos de la purina, entre los que destacan: mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y
fosfato de fludarabina, se emplean en el tratamiento del cancer. Derivados de la
mercaptopurina, como S-alquiltio-6-mercaptopurina, han mostrado actividad antiproliferativa e

induccion de apoptosis en distintas lineas celulares tumorales (Miron, T., 2009).

Los analogos del acido folico intervienen en la sintesis de bases puricas y pirimidinicas,
altamente dependientes del &cido félico. Entre dichos analogos estan metotrexato, que inhibe a
la dihidrofolato reductasa, raltitrexed, que es un inhibidor de la timidilato sintasa, pemetrexed e
hidroxiurea, que inhibe a la ribonucledtido reductasa. Un derivado del metotrexato, Pro-MTX, se
ha visto que mejora la actividad de éste en células resistentes de cancer de mama (MDA-MB-
231) (Wu, Z., 2010).

13
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Figura 8: Principales antimetabolitos utilizados en el tratamiento del cancer.

C) Antitumorales microbianos

Se obtienen en su mayoria a partir de cultivos de bacterias, especialmente de Streptomyces.

La obtencion de estos productos es complicada y su empleo es escaso.

Dentro de la familia de las antraciclinas se encuentran: doxorrubicina, danorrubicina,
epirrumicina y bleomicina. Se ha visto que el uso de doxorrubicina produce muerte celular y
apoptosis en células de cancer de colon (Hct-116) y que los resultados obtenidos dependen del

tiempo de exposicién al farmaco y de la concentraciéon a la que se emplee (Lipertz, R., 2010).
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Figura 9: Principales antitumorales microbianos utilizados en el tratamiento del cancer.
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Los derivados de antracenodionas mas destacados son: mitoxantrona, actinomicina D y
mitomicina C. Estudios recientes han comprobado que el uso de micelios surfactantes, como el
dodecacilsulfato sédico, pueden servir de transportadores de farmacos (mitoxantrona), asi
como ayudar a comprender las interacciones entre farmacos y membranas biol6gicas (Enache,
M., 2010).

D) Inhibidores de topoisomerasas

Entre los compuestos inhibidores de la topoisomerasa | se encuentra la camptotecina y sus
derivados (topotecan, CPT-11...). Ademas, han aparecido una gran cantidad de compuestos,
como ARC-111 y sus derivados etilendiamino (Feng, W., 2009), asi como derivados 12-
sustituidos de 2,3-dimetoxi-8,9-metilendioxibenzolilfenantridina (Feng, W., 2009), derivados de
N-metilmaleimidaindolocarbazoles (Li, Z., 2009), derivados de 2,6-ditienil-4-furilpiridinas
(Basnet, A., 2010) y 2,4-difenil-6-arilpiridinas (Karki, R., 2010).

Los compuestos inhibidores de la topoisomerasa Il mas importantes son las antraciclinas, como
doxorrubicina y daunomicina; las amsacrinas, como m-AMSA, donde el nucleo de acridina es
critico para su actividad biologica (Chilin, A., 2009), asi como la acrilamida, ya que se ha visto
que actiia como inhibidor de la topoisomerasa Il en células de V79 (Sciandrello, G., 2010). Las
podofillotoxinas, como etopésido y tenipésido; mitoxantrona y su derivado pixantrona;
derivados de furo[3,4-b]carbazoles (Hajbi, Y., 2010); y voreloxin (SNS-595), que presenta
actividad antiproliferativa en una amplia variedad de modelos in vitro e in vivo de canceres
humanos (Hosch, U., 2009).
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Figura 10: Principales inhibidores de topoisomerasas utilizados en el tratamiento del cancer.

E) Inhibidores de quinasas

Dentro de los inhibidores de quinasas cabe destacar los bisindolocarbazoles, que han
mostrado una elevada inhibicion de CDK2 y CDK4 (Zhu, G., 2003) y algunos derivados del

diadamantano (Wang, J.J., 2003). Aunque recientemente se estan desarrollando nuevos
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compuestos inhibidores de quinasas entre los que destacan lapatinib, que inhibe los dominios
tirosina quinasa de Herl y Her2 (Scaltriti, M., 2009); estaurosporina, K252a, CEP-1347 y IPA-3,
que inhiben la quinasa p21 (Yi, C., 2010); LY294002, ZSTK474, GDC-0941 y NVP-BEZ235,
que inhiben la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (Kong, D., 2010) o los derivados 7a-f y 13a-j,
que inhiben RET (Brandt, W., 2010).
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Figura 11: Inhibidores de quinasas utilizados en el tratamiento del cancer.
F) Enzimas

Los farmacos de este tipo estan aun en estudio, pero un ejemplo de ellos es la L-asparraginasa

gue se emplea en tratamientos de leucemia linfoblastica aguda en nifios (Ali, R., 2009).

1.8.2 Antineoplasicos que actdan sobre la mitosis ¢ elular sin afectar al DNA

Son especificos de cada fase con escasa accion sobre células que no estan en proceso de
division. Estos farmacos van a actuar sobre los microtubulos que forman el entramado celular y
gue se encargan de formar el huso cromatico durante la mitosis, rompiendo el equilibrio que
debe existir de polimerizacion y despolimerizacion entre el microtibulo y su constituyente

tubulina.

A) Alcaloides de la vinca

Mediante su empleo, la mitosis se va a detener en la metafase y los cromosomas se van a
dispersar por el citoplasma, teniendo la propiedad de ligarse a la tubulina e impedir la
polimerizacion para formar microtdbulos. Ademas, van a prevenir la division celular y
promueven la muerte celular en células divididas (Voss, M.E., 2009). Algunos ejemplos de

alcaloides de la vinca son: vinblastina, vincristina, vinorelbina, vinflunina y vindesina.

Estudios han relevado que la combinacién de vinblastina con 5-aza-2"-desoxicitidina, mejora
significativamente la accién de la Jun quinasa N-terminal (JNK) en células tumorales de

carcinoma renal Caki-1 (Takano, Y., 2010).
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Figura 12: Alcaloides de la vinca utilizados en el tratamiento del cancer.

Por otro lado, el tratamiento combinado de vinorelbina y gemcitabina con radioterapia se

encuentra en fase Il en pacientes con cancer de pulmoén avanzado (Leong, S.S., 2010).

B) Taxanos

Promueven la formacidon de microtdbulos al unirse a la Stubulina. Debido a ello se forman
estructuras microtubulares anémalas o excesivamente estables que no pueden participar en la
mitosis. Dentro de los taxanos destacan paclitaxel (taxol), docetaxel (andlogo del taxol) y las
epotilonas. Se ha observado que la enzima farnesildifosfatosintasa bloquea la apoptosis
inducida por paclitaxel en células de glioblastoma U87MG (Woo, |.S., 2010), mientras que la
combinacion de paclitaxel con &cido suberoilanilihidroxamico potencia la apoptosis en lineas

celulares de cancer de ovario (Dietrich, C.S., 2010).

Docetaxel

Paclitaxel

Figura 13: Taxanos utilizados en el tratamiento del cancer.

Las epotilonas (Lee, F.Y.F., 2008) provocan una parada en la divisién celular del tumor y un
incremento de la apoptosis, donde el derivado mas interesante es ixabepilona, que ha

mostrado interesantes caracteristicas preclinicas (Lee, J.J., 2009; Borzilleri, R.M., 2009).
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1.8.3 Antineoplasicos que actian sobre factores ext  racelulares de division celular

Estos farmacos soélo tienen efecto en tejidos cuyo crecimiento depende de un estimulo
hormonal. Se incluyen los implicados en procesos dependientes de hormonas sexuales, sobre
todo mama y préstata. Otros factores hormonales se usan en procesos especificos, como los
corticoides, que se emplean en leucemias y son inhibidores de la division de linfocitos. Debido

a ello, a estos farmacos se les conoce también como antineoplasicos hormonales.

Los derivados antiestrogénicos actian bloqueando los receptores y son farmacos no
esteroideos. Ejemplos de ellos son el tamoxifeno, raloxifeno y el toremifeno, muy utilizados en
cancer de mama. El tamoxifeno se ha visto que modula epigenéticamente la quimoquina
CXCL12 en células tumorales de mama MCF-7 (Pietkiewicz, P.P., 2010) y combinado con

gefitinib produce efectos antiproliferativos en células de cancer de pulmén (Shen, H., 2010).

Dentro de los compuestos inhibidores de la aromatasa hay que destacar aminoglutetimida y

formestano.

Los analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (LH-RH) producen en una primera
fase un aumento de la secrecion de gonadotropinas pero, un tratamiento continuado, se
traduce en un descenso de los niveles de determinadas hormonas glucoproteinicas. Algunos
de los farmacos son buserelina, goserelina, leuprorelina y triptorelina, ampliamente utilizados

en el tratamiento de cancer de mama (Kim, H.J., 2009; Rai, Y., 2010).

| |
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Figura 14: Antineoplasicos hormonales utilizados en el tratamiento del cancer.

Entre los derivados antiandrogénicos destacan los estrdgenos, como fosfestrol, y los
blogueantes de receptores, como flutamida, bicalitamida y ciproterona. Estudios recientes han
comprobado que preparando una disolucién en monofase de flutamida, o bien utilizando
adyuvantes como las ciclodextrinas, se puede mejorar la solubilidad de la flutamida y mejorar
su biodisponibilidad (Elgindy, N., 2010).
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Los derivados progestagenos actian disminuyendo los niveles de progesterona. Entre ellos se

encuentran gestonorona, caproato, medroxiprogesterona y megestrol.

1.8.4 Antineoplasicos que actdan sobre el sistemai  nmunitario

Los medicamentos que se incluyen en este grupo potencian las defensas del organismo que

pueden reconocer y eliminar las células cancerosas.

Las interleuquinas promueven la proliferacion de linfocitos T citotoxicos, linfocitos B y timocitos.

Un ejemplo es aldesleuquina.

Los interferones reaccionan con la membrana celular para producir acciones en el nucleo.
Actdan induciendo la expresion de determinados genes y la represion de otros. Algunos de
ellos, como el interferébn a-2a y el interfer6n a-2b, intensifican la funcion de las células

inmunoldgicas.

Los anticuerpos monoclonales como alentuzumab, declizumab y rituximab, se utilizan
ampliamente en el tratamiento de linfomas (Machover, D., 2010; Abulayha, A.M., 2010;
Sousou, T., 2010; Saini, K.S., 2011).

2. LA MUERTE CELULAR

La muerte celular puede llevarse a cabo por distintos mecanismos. Dependiendo de las
caracteristicas morfolégicas se pueden diferenciar principalmente cuatro tipos distintos:
apoptosis, necrosis (u oncosis), autofagia y catastrofe mitética (Galluzzi, L., 2007). De estos

mecanismos, los mas frecuentes son la apoptosis y la necrosis.

La necrosis es un proceso patolégico y los agentes desencadenantes de la misma son
siempre factores o condiciones toxicas para la célula, mientras que la apoptosis es una muerte
programada necesaria para la fisiologia normal de los organismos, cuyos agentes
desencadenantes pueden estar en el interior de la célula o bien proceder del espacio
extracelular y solo la alteracién de sus mecanismos reguladores la convierten en un proceso
patolégico (Benachour, N., 2009). Dado que la muerte celular por apoptosis es la mas comun, a

continuacién se comentan sus principales caracteristicas.
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2.1 PRINCIPALES ALTERACIONES MORFOLOGICAS Y ESTRUCT URALES
ENCONTRADAS EN EL PROCESO APOPTOTICO

Durante el proceso de apoptosis la célula se condensa. La membrana plasmatica no sufre
dafios importantes hasta el final del proceso apoptotico, aunque desde estadios tempranos se
pueden observar algunos cambios estructurales. El mejor caracterizado es el movimiento de la
fosfatidilserina desde la cara interna de la membrana a la cara externa, lo que in vivo permite a
los macréfagos reconocer especificamente las células apoptéticas en los tejidos y retirarlas. En
el nacleo, la cromatina se condensa fuertemente y se produce su marginacién, adoptando, en
muchos casos, forma de media luna. El DNA es digerido por una endonucleasa capaz de
cortarlo especificamente en las regiones internucleosdmicas, con lo que se producen
fragmentos de DNA que son mdltiplos de 180-200 pares de bases. Finalmente, el proceso
acaba con un desgajamiento de la célula en fragmentos discretos rodeados de membrana, que
reciben el nombre de cuerpos apoptéticos. Estos son de tamafio variable y en su interior
podemos encontrar organulos intactos y muy empaquetados que pueden estar acompafiados o
no por fragmentos de nicleo (Wyllie, A.H., 1981,1997). Si el proceso se da en tejidos in vivo,
estas células son retiradas de manera eficiente por los macréfagos, por lo que no se producen
fenomenos de inflamacion. Si la apoptosis ocurre in vitro, las células contintan el proceso que

termina en lo que se ha denominado necrosis secundaria.
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. I__:".

i [ -
" Normal " Dilatacion reversible | Dilatacién irrevorsible | Desintegracion |

A b St o el
Cambios nucleares ﬂerﬁ'rgo.-; apaplaiicos |
Normal Condensacion ] Fragmentacion |  MNecrosis secundaria

Figura 15: Principales caracteristicas morfolégicas de la muerte celular por necrosis y apoptosis. Imagen tomada de:
Fernandez, E. Temario on-line. Tema 40: Configuracién de los seres vivos. Departamento de Histologia. Ciencias
Experimentales. Universidad Miguel Hernandez, 2009.
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2.2 LAS CASPASAS Y SU FUNCION EN LA APOPTOSIS

Las caspasas son una familia de enzimas proteoliticas que van a llevar a cabo el proceso de
apoptosis (Debatin, K.M., 2006). Pertenecen al grupo de las cistein-proteasas y cortan sus
proteinas sustrato en secuencias especificas que contienen un residuo de aspartato. Estas
proteasas se encuentran normalmente en la célula en forma de pro-enzima inactiva. Las
caspasas contienen tres dominios: un dominio N-terminal de longitud variable, una subunidad
larga (p20) y una subunidad pequefia (p10) en el C-terminal. El dominio y la subunidad larga
estan separados por un lugar de corte con aspartato y la subunidad larga esta separada de la
pequefia por uno o dos motivos de este tipo (Debatin, K.M., 2006). La presencia de aspartato
en los motivos de corte, permite a las caspasas autoactivarse o ser activadas por otras
caspasas formando una cascada de amplificacion. Debido a ello, se diferencian dos tipos de
caspasas inductoras de apoptosis: iniciadoras, donde se encuentran las caspasas 2, 8, 9 y 10,
y efectoras, donde se encuentran las caspasas 3, 6 y 7. Las caspasas efectoras tienen como
sustrato a proteinas que se sitian en la superficie interna de la membrana nuclear (Lazebnik,
Y.A., 1995; Sahara, S., 1999). Su ruptura va a traer consigo condensacion de la cromatina (Lui,
X.S., 1998), fragmentacién nuclear, fragmentacion del DNA cromosdmico (Sakahira, H., 1998)
y formacion de cuerpos apoptéticos (Kothakota, S., 1997). En resumen, las caspasas efectoras
se activan proteoliticamente por otras caspasas, mientras que las caspasas iniciadoras son
activadas por interacciones proteina-proteina desempefiando su funcion en la apoptosis (Rossi,
M., 2009), proceso crucial tanto en el control de la homeostasis como en el desarrollo de

organismos multicelulares y en procesos de supervivencia celular (Siegel, R.M., 2006).

2.3 VIAS DE INDUCCION DE APOPTOSIS

2.3.1 Viaintrinseca

Esta via recibe el nombre también de via mitocondrial y se activa por estrés y por otras sefiales
que provocan la salida del citocromo ¢ desde la mitocondria (Desagher S., 2000). En el citosol,
el citocromo ¢ se une al factor activador de la proteasa (Apaf-1) y una vez unido recluta y activa
a la caspasa 9, la cual puede a su vez activar otras caspasas (Kroemer, G., 1998). La familia
de proteinas Bcl-2 (proto-oncogen del linfoma de los linfocitos B) controla la permeabilidad
mitocondrial y la liberacion de citocromo ¢ (Hengartner, M.O., 2000) y, por lo tanto, puede
dafar o proteger la mitocondria (Borner, C., 2003). Los miembros de la famila Bcl-2 pueden
realizar sus funciones en conjunto o bien independientemente (Huppertz, B., 2006) y algunos
miembros, como el propio Bcl-2 y Bcl-XL, inhiben la liberacién de citocromo c, siendo por lo
tanto antiapoptoéticos. Esto produce el bloqueo de la proteina pro-apoptoética Bax y la inhibicion
de la liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria. Otros miembros de la familia Bcl-2, como
Bcl-XS, Bax y Bid actian promoviendo la liberacién de citocromo ¢ desde la mitocondria (Shi,

Y., 2004). La apoptosis también puede producirse por estrés del reticulo endoplasmaético. Se ha
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demostrado que el estrés del reticulo, producido por alteracion en la homeostasis del calcio o la
acumulacion de proteinas conduce a la activacion de la caspasa 12 (Nakagawa, T., 2000), de
ahf la importancia que tiene la concentracion de calcio ([Ca*?]) en la regulacion de la apoptosis
(Ahmed, K., 2007).

Otra proteina que tiene un papel importante en la apoptosis es p53. La proteina p53 es un
factor de transcripcion que activa un nimero de genes cuya funcion en la célula responde a la
estimulacién tanto de factores pro-apoptéticos (Bax) como de miembros de la familia de Bcl-2
(Roos, W.P., 2006). Ademas, p53 estimula una amplia gama de sefiales que inducen la
apoptosis de la célula a través de las dos vias posibles: la intrinseca y la extrinseca (Hofseth,
L.J., 2004).

2.3.2 Via extrinseca

La via extrinseca de apotosis comienza cuando el TNF (factor de necrosis tumoral) y otros
miembros similares como FasL, se unen a su receptor produciendo una trimerizacion del
receptor y el reclutamiento de un complejo que contiene proteinas adaptadoras. Estas
proteinas adaptadoras permiten la unién de la caspasa 8 favoreciendo su autoactivacion. Una
vez activa, la caspasa 8 puede activar a otras caspasas posteriores, iniciando de esta manera
una cascada de caspasas que conduce a la muerte celular (Hengartner, M., 2000). Ademas, la
caspasa 8 puede también activar a Bid e inducir apoptosis (Li, H., 1998) por activacion de la
caspasa 9, amplificando aun mas la cascada de caspasas que se inicio por la activacién directa
de la caspasa 8 mediante los receptores implicados en la muerte celular. TNF-R1 puede,
aparte de conducir a la apoptosis, activar la via de sefializacién dependiente del factor nuclear
kappa-B (NF-kappa-B), que conduce a la supervivencia de la célula. EL NF-kappa-B es un
factor que en situacién normal se encuentra en el citoplasma de las células en estado inactivo
debido a su unién con la proteina inhibidora Ikappa-B. La activacion del receptor de TNF
produce la fosforilacion y degradacién de lkappa-B liberandose el NF-kappa-B que se transloca
al nicleo activando distintos genes entre los que se incluyen inhibidores de caspasas. Por lo
tanto, el factor nuclear kappa-B aumenta el proceso cancerigeno mediante la disminucion de la
apoptosis mediada por TNF (Azuma, M., 2003). La Jun quinasa N-terminal (JNK) juega un
importante papel en la via extrinseca de la apoptosis (Widmann, C., 1999; Weston, C.R., 2007).
Su activacion se requiere para la induccién de la apoptosis (Kyriakis, J.M.,1996; Osborn, M.T.,
1996) y esta activacion es necesaria para la degradacién de Bid, para el estrés inducido en la
mitocondria por el citocromo ¢ y para la apoptosis mediada por el camino mitocondrial de la

caspasa 9 (Lauricella, M., 2006).
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VIAS QUE CONDUCEN A LA MUERTE
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Figura 16: Principales vias de sefializacion que conducen a la muerte o supervivencia celular. Imagen tomada de:
Garcia, M., Vecino, E. Vias de sefializacién intracelular que conducen a la apoptosis de las células de la retina.
Archivos de la Sociedad Espafiola de Oftalmologia; 78:7, 2003.

2.4 VIAS DE SUPERVIVENCIA CELULAR

Una de las principales vias de sefializacion intracelular que promueve la supervivencia de la
célula comienza en la enzima fosfoinostido-3-quinasa (PI3K) que se activa por factores de
crecimiento. Otra cascada de sefializacién que conduce a la supervivencia celular es la via de
MAPK (protein quinasas activadas por mitégenos). EI mecanismo mediante el cual esta via
inhibe la apoptosis implica la fosforilacién y activacion por la quinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK) de la protein quinasa denominada quinasa ribosémica (RSK). Tanto RSK
como PI3K activan directamente AKT (Janjetovic, K., 2011) que puede bloquear directamente

la activacion de las caspasas mediante la fosforilacién de la caspasa 9.
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Investigaciones recientes apuntan a una gran cantidad de derivados organicos implicados en
procesos de muerte y/o supervivencia celular (Feng, Y., 2009; Shi, Y., 2010; Zhang, Y., 2010;
Hueso-Falcon, I., 2010; Li, J., 2010; Fenton, T.R., 2011).

3. EL CICLO CELULAR

El ciclo celular es un conjunto ordenado y repetitivo de eventos que conducen al crecimiento de

la célula y a la division en dos células hijas.

3.1 FASES DEL CICLO CELULAR

Se pueden diferenciar dos estados: estado de no division o interfase, en el cual la célula realiza
sus funciones especificas y, si esta destinada a avanzar a la divisién celular, comienza por
realizar la duplicacion de su DNA; y estado de division, llamado fase M. La interfase, es el
periodo comprendido entre divisiones celulares. Es la fase mas larga del ciclo celular,

ocupando casi el 95 % del ciclo, trascurre entre dos mitosis y comprende tres etapas:

- Fase G;: es la primera fase del ciclo celular, en la que existe crecimiento celular con sintesis
de proteinas y de RNA. Es el periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el inicio de la
sintesis de DNA. Tiene una duracion de entre 6 y 12 horas y, durante este tiempo, la célula
dobla su tamafio y masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes como
resultado de la expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo
particular. Existe un punto de control llamado “punto de restriccién R”.

- Fase S: es la segunda fase del ciclo celular, en la que se produce la replicacion o sintesis del
DNA. Como resultado cada cromosoma se duplica y se forman dos cromatidas idénticas. Con
la duplicacion del DNA, el nacleo contiene el doble de proteinas nucleares y de DNA que al
principio. Tiene una duracion de unas 6-8 horas.

- Fase G,: es la tercera fase del ciclo celular, en la que la célula se prepara para la mitosis. Al
final de este periodo se observan al microscopio cambios en la estructura celular que indican el
principio de la division celular. Tiene una duracién de entre 3 y 4 horas y termina cuando los
cromosomas empiezan a condensarse al inicio de la mitosis. Existe un punto de control

llamado “punto de control G,-M".

Durante la fase M se produce la division del nudcleo e incluye 4 subfases distintas: profase,
metafase, anafase y telofase. La mitosis culmina en la citocinesis, es decir, la division del
citoplasma llevando a la formacion de dos células nuevas. En esta fase se encuentra el punto
de control M, que comprueba la correcta alineacion de todos los cromosomas. Tiene una

duracién de 1 hora.
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Figura 17: Fases del ciclo celular y puntos de control en cada fase. Imagen tomada de: Nugochi, E. The cell cycle and
checkpoint controls: toward understanding of genome maintenance mechanisms. Department of Biochemistry &
Molecular Biology. Drexel University College of Medicine, 2008.

Ademas de estas 4 fases tipicas de las células en proliferacion, existe una quinta fase
denominada Go en la que se encuentran las células en quiescencia, células no proliferativas
que han abandonado el ciclo celular activo (Vermeulen, K., 2003; Stein, G.S., 2004). En esta
fase, la célula mantiene una actividad basal de sintesis de RNA y proteinas necesaria para el
adecuado recambio molecular.

La muerte celular puede iniciarse en el tercio final de G; para impedir que una célula dafiada
ingrese a la fase de sintesis de manera que las mutaciones no se reproduzcan durante la
replicacion del DNA y en la fase G, para impedir que las células que no hayan llegado a la

madurez entren en mitosis (Mathews, C.K., 2003).
3.2 REGULACION DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular va a estar regulado por dos familias de proteinas: las ciclinas y las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) (Vermeulen, K., 2003; Stein, G.S., 2004). Las etapas del ciclo
celular estan reguladas mediante cascadas ciclicas de fosforilaciones y desfosforilaciones de
proteinas clave. Las proteinas encargadas de llevar a cabo el correcto grado de fosforilacién
van a ser las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), aunque, para ello, necesitan estar
controladas por otras proteinas, las ciclinas (Shah, M.A., 2006). Las CDKs, como su hombre
indica, son dependientes de ciclinas para su actividad y, a menos que estén fuertemente
unidos a una ciclina, no tienen actividad protein quinasa. Hay 4 tipos de ciclinas que se unen a
las CDKs y actian en fases especificas del ciclo celular: las ciclinas D (D1, D2, D3), que actian
en la fase G; del ciclo; las ciclinas E (E1, E2), que actian al final de la fase G, y en la

interseccion de G4/S; las ciclinas A (A1, A2), que actian en la fase S y principio de la fase G; y
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las ciclinas B (B1, B2), que actlan en la fase G,. Cada una de estas ciclinas se une
preferentemente a una o0 dos CDKs concretas. Asi, las ciclinas D se unen a las CDKs 4 y 6, las
ciclinas E se unen a CDK2, las ciclinas A se unen a CDK2 y a CDK1 y las ciclinas B se unen a
CDK1.

Estudios recientes estan viendo en la inhibicién de los mecanismos de CDKs una posible diana
en la lucha contra el cancer (Sharma, P.S., 2008; Diaz-Padilla, I., 2009; Brasca, M.G., 2010;
Caridha, D., 2010; Yenogunda, V.M., 2011), ya que determinadas células tumorales pueden
sufrir un proceso endociclico para escapar de la presion o de la resistencia a farmacos al salir

de la fase mit6tica del ciclo celular (Puig, P.E., 2008).

4. LAS QUINASAS

Las protein quinasas son una familia de mas de 518 proteinas que codifican el genoma
humano (Torkamani, A., 2009) y se pueden dividir en unos 20 grupos diferentes en base a sus
caracteristicas estructurales. Las protein quinasas estan implicadas en multitud de procesos:
en los mecanismos de sefializacion intracelular que regulan el crecimiento, en el desarrollo
celular, en la homeostasis celular, en la migracion celular... aunque pueden ser desreguladas
por multitud de mecanismos contribuyendo a la iniciacion del cancer (Ruzzene, M., 2010; Roos,
F.C., 2011).

En la actualidad, la investigacion de inhibidores de protein quinasa en el tratamiento del cancer
es una interesante via de accién y, en la industria farmacéutica la identificacién de la
multiactividad especifica de estos inhibidores, asi como sus combinaciones y conexiones, es
un campo de gran interés para conocer hasta qué punto actian en la modulacion del cancer
(Morphy, R., 2010; Sanmartin, C., 2011).

Unas de las quinasas mas importantes en el desarrollo y crecimiento tumoral son las quinasas
Aurora. Son una familia de serin/treonin quinasas compuesta por 3 miembros: auroras A, By C
(Coumar, M.S., 2008). Las auroras A y B son vitales para el mecanismo mitético, ya que
aseguran la correcta uniéon cromosémica, la formacién del huso y la citocinesis. La funcion de
aurora C estd menos estudiada. La sobreexpresién en auroras A y B se ha observado en varios
tipos de tumores (Qi, G., 2010; Lei, Y., 2010; Lassus, H., 2010).

La quinasa AKT, también llamada protein quinasa B, tiene un papel principal en el cancer, ya
que pertenece a un mecanismo de sefializacién implicado en la tumorigénesis, en el cual se
encuentran cascadas de quinasas muy importantes como la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K).

Ademas, es mediadora en un gran nimero de funciones celulares: desde el control de la
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proliferacion celular hasta la angiogénesis (Sartelet, H., 2008; Memmott, R.M., 2009; Bertoni,
E., 2009; Liu, P., 2009; Huynh, N., 2010; Qi, X., 2010).

non-kinases

.=~ receptor tyrosine kinase O
s sangpeeE T non-receptor tyrosine kinase o

—— kinase / non kinase connection serine-threonine kinase o
protein kinase / lipid kinase connection o
. X . . . lipid kinase O
tyrosine kinase / serine-threonine kinase connection
——  same kinase type connection non-kinase O

Figura 18: Multiactividad de los distintos tipos de quinasas. Imagen tomada de: Morphy, R. Selectively nonselective
kinase inhibition: Striking the right balance. Journal of Medicinal Chemistry; 53: 1413-1437, 2010.

La cascada de las protein quinasas activadas por mitégenos (MAPK) se clasifican dentro de la
familia de serin/treonin quinasas y son proteinas clave en los mecanismos de sefializacion
intracelular que regulan varias funciones celulares como la proliferacién celular, la regulacién
del ciclo celular, la angiogénesis, la supervivencia y la migracion celular (Cuevas, B.D., 2007;
Boutros, T., 2008; Friday, B.B., 2008; Mebratu, Y., 2009). Esta cascada se caracteriza como un
mecanismo de sefializacién lineal iniciado por los receptores tirosin quinasa en la superficie
celular y completado con la regulacién de la transcripcion génica en el nacleo dirigida por la
quinasa regulada por sefial la extracelular (ERK). Dentro de esta familia de MAPK se localiza
también la Jun quinasa N-terminal 2 (JNK2), implicada en la oncogénesis como mediadora
pro-tumoral (Waetzig, V., 2009) y la quinasa p38 MAPK, implicada en vias de sefializacién pro-

apoptoéticas mediante la regulacion de Bax (Chang, C.W., 2009).

La familia de protein quinasas C (PKC) son una familia de serin/treonin quinasas (Ali, A.S.,
2009) formadas por al menos 12 isoenzimas. Tienen un papel fundamental en la proliferacion
celular, en la diferenciacién (Di Giacomo, V., 2010), en la angiogénesis y en la apoptosis (Lee,
H.G., 2010; Chen, C.J., 2010).

La familia Abl de tirosin quinasas no receptores estd formada por dos proteinas, c-Abl y Arg.
Ambas se localizan en la membrana plasmatica y el citoplasma y, c-Abl, también se localiza en

el nucleo (Sirvent, A., 2008). La activacion de c-Abl en el ndcleo induce apoptosis, mientras que
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su activacién en el citoplasma y/o membrana plasméatica promueve la proliferacién y migracion
celular (Sirvent, A., 2008). Las quinasas Abl estan implicadas fundamentalmente en leucemia
(Kim, H.P., 2009; Traulsen, A., 2010) y en algunos casos de cancer de mama (Srinivassan, D.,
2006, 2008). Ademas, el modo de activacion de Abl en ambos tipos tumorales es distinto, ya
que en mama c-Abl y Arg son activadas por otras quinasas (EGFR, ErbB2/Her2, IGF-1R y
SRC), mientras en leucemia son activadas por translocacién cromosémica (Srinivassan, D.,
2008).

Otra familia de quinasas implicada en el desarrollo y progresion de muchos procesos
cancerigenos es la formada por los receptores de tirosin quinasa ErbB (Sahin, O., 2009). En
ella se incluyen cuatro receptores: Herl (ErbB-1) o receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), Her2 (ErbB-2), Her3 (ErbB-3) y Her4 (ErbB-4). Estos receptores, constan
de 13 ligandos polipeptidicos compartiendo un dominio comun EGF (Citri, A., 2006). Se
localizan en la membrana plasmatica, estan compuestos de un dominio extracelular de unién al
ligando, un segmento lipofilico transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosin
quinasa (TK). Los receptores de la familia ErbB se pueden activar por homo- o
heterodimerizacion. La activacion del dominio TK del receptor es el suceso clave que inicia la
cascada de sefiales de transduccion intracelular, tales como Ras/Raf/MAPK o PI3K/AKT. Las
quinasas ErbB van a regular la proliferacién, la diferenciacién y la supervivencia celular, asi

como la angiogénesis (Park, D., 2010).

Ademas de estas quinasas hay una gran cantidad de quinasas implicadas en diferentes tipos
de cancer. Entre estas quinasas implicadas en procesos cancerigenos destacan: las casein
quinasas (Ahmad, K.A., 2007; Hanif, .M., 2009, 2010; Ruzzene, M., 2010), las protein quinasas
Raf (Beshir, A.B., 2010), dentro de las cuales se encuentra la quinasa CRAF (Heidorn, S.J.,
2010), el receptor 1 del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR1) (Knights, V., 2010), el
receptor del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF1R) (Blume, S.W., 2010; Schayeck, H., 2010;
Singh, S.K., 2010), el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR)
(Gehmert, S., 2010; Huh, W.K., 2010), la glucdégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) (Ban, J.O.,
2010; Deming, D., 2010) y el receptor que contiene insertado el dominio de quinasa (KDR)
(Seto, T., 2006).

5. LAS INTEGRINAS

5.1 DEFINICION Y PRINCIPALES FUNCIONES

Las integrinas son una gran familia de receptores heterodiméricos formados por una subunidad
a y una subunidad . En mamiferos, se han encontrado hasta 24 receptores distintos con 8

subunidades B y 18 subunidades a diferentes (Prowse, A.B.J., 2011). Cada subunidad se
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compone de un gran dominio extracelular N-terminal y un corto fragmento citoplasmatico C-
terminal (Hynes, R.O., 2002).

ECM/BM binding

a subunit

N-terminal

cation binding site ‘ globular domain

Gsubuﬁn

plasma membrane membrane spanning region
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cytoplasmic domain of links to cytoskeleton

Figura 19: Estructura de las integrinas. Imagen tomada de: Brooks, S.A., Lomax-Browne, H.J., Carter, T.M., Kinch,

C.E., Hall, D.M.S. Molecular interactions in cancer cell metastasis. Acta Histochemica; 112: 3-25, 2010.

La subunidad B estd unida intracelularmente al citoesqueleto y estd implicada en la
transduccion de las sefiales intracelulares. La dimerizacion de las sefiales de las integrinas es
cation-dependiente y requiere la presencia de las 2 subunidades para que se pueda llevar a
cabo (Brooks, S.A., 2010).

Las integrinas se unen a la membrana basal (BM) y a la membrana extracelular (ECM) a través
de interacciones con una gran variedad de componentes como colageno, laminina,
fibronectina, vitronectina... También se asocian con receptores de la superficie de otras células
mediante interacciones directas con las proteinas de la superficie, dando lugar a interacciones
directas célula-célula (Humphries, J.D., 2006; Docheva, D., 2007; Bennett, J.S., 2009).

Las rutas de sefializacién de las integrinas afectan al destino de la célula. Las integrinas estan
implicadas en mdltiples rutas de sefalizacion asi como en el control de un gran namero de
funciones celulares (Berrier, A.L., 2007). Los receptores de integrinas, a través de uniones con
la matriz extracelular, generan grupos de integrinas heterodiméricas llamados sitios de
adhesién focal. El agrupamiento de integrinas ocurre después de su unién a la membrana
extracelular promoviendo asociaciones laterales con otros receptores de la superficie celular
incrementando en el citoplasma la concentracion de determinadas proteinas que intervienen en
la sefializacion celular, como MEK, ERK, FAK, SRC... (Li, J., 2007; Pera, M.F., 2010).
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Figura 20: Principales interacciones y funciones de las integrinas. Imagenes tomadas de: Prowse, A.B.J., Chong, F.,
Gray, P.P., Munro, T.P. Stem cell integrins: implications for ex-vivo culture and cellular therapies. Stem Cell Research;
6:1-12, 2011.

Muchas proteinas tienen un papel fundamental en la activacion de determinadas integrinas y la
expresion de las integrinas un alto impacto en un gran ndmero de respuestas celulares. Estan
implicadas, por ejemplo, en la supervivencia celular, en la diferenciacion, en la adhesion y
movilidad celular, en la proliferacién y en procesos de migracién e invasion celular, siendo en
muchos casos responsables del comportamiento metastatico de las células (Prowse, A.B.J,
2011). Diversos estudios apuntan a que una parada en algunas de sus vias de sefializacién
puede producir parada del ciclo celular y apoptosis (Gilmore, A.P., 2005); y la expresién
alterada de las integrinas es una caracteristica comin en muchos tipos de cancer como el de
mama (David, M., 2011), prostata (Losada-Barragan, M., 2010), hueso (Schneider, J.G., 2011),

colén y melanomas (Katz, B.Z., 2010).

5.2 FAK, SRC Y SU RELACION CON LAS INTEGRINAS

La metastasis en células tumorales requiere que se produzcan una serie de pasos:
proliferacion, migracién, invasion... Todos estos procesos estan fuertemente controlados por
proteinas con actividad tirosin quinasa. Dentro de esta familia de protein tirosin quinasas se
encuentran FAK (Focal Adhesion Kinase) y SRC (De Heer, P., 2008). FAK y SRC se localizan
en los sitios de adhesidon focal que poseen las integrinas y van a actuar como intermediarios en
numerosas vias de sefializaciéon regulando la movilidad celular (Webb, D.J., 2002), asi como el
comportamiento, el crecimiento, la supervivencia y la migracién celular (Frame, M.C., 2002).
Estas vias incluyen factores de crecimiento, estimulos externos y sefializaciones bioquimicas a

través de interacciones entre integrinas y proteinas de la matriz extracelular (Mitra, S.K., 2005).
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Figura 21: Principales funciones en las que estan implicadas FAK y SRC. Imagen tomada de: Frame, M.C. SRC in

cancer: deregulation and consequences for cell behavior. Biochimica et Biophysica Acta; 1602: 114-130, 2002.

Las integrinas y los receptores del factor de crecimiento localizados en la membrana celular
van a iniciar las vias de sefializacién a través de FAK y SRC, activando multitud de quinasas

distintas implicadas en vias de sefializacion diferentes.
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Figura 22: Contribucién de FAKy SRC en la sefializacién de la progresion tumoral. Imagen tomada de: Ahluwalia,
M.S., de Groot, J., Liu, W.M., Gladson, C.D. Targeting SRC in glioblastoma tumors and brain metastases: rationale and
preclinical studies. Cancer Letters; 298: 139-149, 2010.

FAK contiene un dominio N-terminal y regiones ricas en prolina mientras que SRC posee dos
dominios SH2 y SH3. Todos estos dominios van a facilitar las interacciones proteina-proteina
activando las vias de sefializacion. SRC se activa por autofosforilacion del residuo de tirosina
416 (Y416), mientras que FAK se activa por autofosforilacion en su residuo de tirosina 397
(Y397). Cuando FAK esta fosforilada en Y397, este residuo tiene una gran afinidad por el
dominio SH2 de SRC y se une a él fuertemente (figura 23). La unién entre Y397 y SH2 trae
consigo que SRC pueda fosforilar un gran nimero de residuos de tirosina en FAK (Y407, Y577,
Y861, Y925...). Todos estos residuos fosforilados van a actuar como lugares de unién de

determinados intermediarios en las rutas de sefializacion (Brunton, V.G., 2008).
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Figura 23: Activacion de FAK y SRC. Imagen tomada de: Brunton, V.G., Frame, M.C. SRC and focal adhesion kinase
as therapeutic targets in cancer. Current Opinion in Pharmacology; 8: 427-432, 2008.

Una actividad alterada en las quinasas FAK y SRC puede traer consigo perturbaciones en la
actividad celular y en consecuencia cancer, afectando a la supervivencia, a la migracion y a la
invasion celular (Frame, M.C., 2002; Summy, J.M., 2003; Siesser, P.M., 2006; Brunton, V.G.,
2008; De Heer, P., 2008; Saad, F., 2010; Ahluwalia, M.S., 2010).
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Figura 24: Posibles consecuencias fenotipicas de la elevada expresion de FAK y SRC en la actividad celular durante

las distintas etapas de la progresién de un tumor. Imagen tomada de: Frame, M.C. Src in cancer: deregulation and
consequences for cell behavior. Biochimica et Biophysica Acta; 1602: 114-130, 2002.

Para que las células tumorales puedan llegar a producir metastasis en tejidos sanos, tienen
que producirse una serie de cambios en su fenotipo, incluyendo cambios en la matriz celular,
en las adhesiones célula-célula y en la capacidad de migracién e invasion. Hay evidencias
claras de que la actividad de FAK y SRC esta muy ligada a estos procesos y un aumento en la
expresion de estas quinasas se asocia con fenotipos mas invasivos y agresivos (Serrels, A.,

2006; Jallal, H., 2007; Brunton, V.G., 2008).
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6. SELENIO Y CANCER

6.1 EL SELENIO, UN ELEMENTO TRAZA NECESARIO PARA EL ORGANISMO

El interés en el uso de compuestos organicos de selenio en bioquimica comenzé con el hecho
de que dichos compuestos son mucho menos téxicos que las especies inorganicas. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado 19 elementos traza, entre los que se
encuentra el selenio. Son micronutrientes esenciales para la vida, pues son catalizadores y
reguladores de procesos vitales, pero su accién favorable sobre mecanismos vitales para la
supervivencia solo se da en concentraciones definidas: bajos niveles pueden ser causa de
diversas patologias mientras que una cantidad excesiva puede provocar efectos téxicos. El
selenio esta dentro de los elementos que se precisan en cantidades inferiores a 1 mg diario.
Las cantidades recomendadas en la dieta estan entre 35-70 ug/dia, segun el National Institute
of Health, NIH. Como sucede con otros elementos de gran potencia, el selenio es téxico a
dosis supranutricionales y la principal via por la que podemos suministrar selenio al organismo
es a través de la dieta (SmrKolj, P., 2010) o mediante suplementos nutricionales (Pyrzynska,
K., 2009).

En teoria, la deficiencia de selenio no deberia ser un problema, ya que lo encontramos en
alimentos tan usuales como cereales, cebolla, ajos, huevos, tomates carne, marisco..., pero la
sobreexplotacion de los campos impide que las tierras contengan los minerales en la cantidad
adecuada y que éstos pasen a formar parte de la dieta (May, T.W., 2000; Yadav, S., 2007;
Pedrero, Z., 2009).

Son numerosos los problemas asociados a la deficiencia de este elemento: enfermedades
cardiovasculares, hipertension arterial, problemas en las articulaciones y en los musculos,
patologias tumorales... (figura 25) (Ermakov, V., 2010), aunque buenos niveles de selenio
favorecen la formacion de anticuerpos mejorando el sistema inmune (Rayman, M.P., 2000),
actian como antioxidante protegiendo el material genético contra los radicales libres (Tapiero,
H., 2003; Dodig, S., 2004; Wojewoda, M., 2010), ayudan a controlar las arritmias cardiacas
(Pedrero, Z., 2009; Lubos, E., 2010), limitan la carga corporal de metales tdxicos como
mercurio y plomo, mejoran el estado de animo, la ansiedad y los ataques epilépticos (Cao, S.,
2004) y poseen propiedades quimiopreventivas en multitud de tipos de cancer (Shamberger,
R.J., 1969; Spallholz, E, 1994; El-Bayoumi, K., 2001; Rayman, M.P., 2000, 2005; Shen, S.,
2006; Zeng, H., 2008; Nasar, A., 2010; Steevens, J., 2010).
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Figura 25: Consecuencias en el organismo derivadas de la deficiencia
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relacionados con el metabolismo del selenio aparecen entre paréntesis). Imagen tomada de: Ermakov, V., Jovanovic, L.

Selenium deficiency as a consequence of human activity and its correction. Journal of Geochemical Exploration; 117:

200-205, 2010.

Este elemento pasd hace aproximadamente 40 afios de considerarse un oligoelemento

altamente toxico a clasificarlo de esencial al comprobar en estudios geograficos que las zonas

con menor incidencia de cancer correspondian a regiones con altos niveles de selenio en el

suelo (Shamberger, R.J., 1969; Schrauzer, G.N., 1971)
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Figura 26: Efectos del selenio en el organismo dependiendo de la dosis. Imagen tomada de: Combs, G.F., Gray, W.P.

Chemopreventive agents: selenium. Pharmacology & Therapeutics; 79: 179-192, 1998.
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Desde entonces, un gran nimero de evidencias indican que el selenio juega un papel muy
importante en la prevencién del cancer (Whanger, P.D., 2004; Combs, G.F., 2005; Chen, T.,
2008; Tabassum, A., 2010). Diversos estudios epidemioldgicos apuntan a una relacion entre
los factores potenciales de riesgo de cancer y algunos elementos traza vy, el selenio, ha recibido
una especial atencion, ya que existe una relacion clara entre un bajo nivel de selenio en sangre
y cancer (Siddiqui, M.K.J., 2006; Lu, H., 2006; Appleton, J.D., 2006; Peters, U., 2007; Chen, Y.,
2007; Amaral, A.F.S., 2010).

La efectividad de los compuestos organicos de selenio como agentes quimiopreventivos parece
que esta relacionada con el poder antioxidante de la enzima dependiente de selenio glutation
peroxidasa (Rayman, M.P., 2005; Jackson, M.l.,, 2008) y con el papel que juegan en la
regulacion del ciclo celular, ya que estimulan la apoptosis (Sanmartin, C., 2005, 2008; Zhou, Y.,
2009), inhiben la migracion de células tumorales evitando que invadan otros tejidos sanos
(Zeng, H., 2008) e inhiben la angiogénesis (Rayman, M.P., 2005; Davis, C.D., 2010).

6.2 EL SELENIO Y SU METABOLISMO

Debido a que el selenio lleva a cabo distintos efectos dependiendo de la concentracién y de la
forma quimica en la que se encuentre, es importante conocer el mecanismo bioquimico de
transformacion del selenio en el ser humano (Letavayova, L., 2006; Suzuki, K.T., 2007, 2008;
Zeng, H., 2008).
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Figura 27: Metabolismo del selenio. Imagen tomada de: Suzuki, K.T., Kurasaki, K., Suzuki, N. Selenocysteine B-lyase

and methylselenol demethylase in the metabolism of Se-methylated selenocompounds into selenide. Biochimica et
Biophysica Acta; 1770: 1053-1061, 2007.

El selenio se puede clasificar en dos formas quimicas: selenio organico y selenio inorganico
(Cemell, E., 2006). Se ha comprobado que estas formas quimicas tienen diferente
biodisponibilidad, distintos mecanismos de accidon quimiopreventiva y diferentes efectos
toxicos. Tanto las formas orgéanicas, en las que el selenio se encuentra en un estado reducido

(seleniuro: Se*), como las inorganicas, en las que el selenio se encuentra en forma oxidada
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(selenito: Se**; selenato: Se®), se van a distribuir a lo largo de todo el cuerpo dando lugar a
distintas rutas metabdlicas (Abdulah, R., 2005; Gammelgaard, B., 2008). Las formas
inorganicas van a ser reducidas por el glutation (GSH) dando lugar a la generacién de seleniuro
de hidrogeno (H,Se o HSe) y entrando directamente en la ruta metabdlica, a través de la
reduccién llevada a cabo por tioles y reductasas NADPH-dependientes, via selenodiglutation
(GSSeSG) (Letavayova, L., 2006; Suzuki, K.T., 2008). El seleniuro de hidrégeno juega un papel
principal en el metabolismo del selenio, ya que es un intermediario importante en la biosintesis
de las selenoproteinas, incorporandose a ellas como selenocisteina (SeCys). Ademas, puede
sufrir procesos de metilacibn para, posteriormente, excretarse bien como iones
trimetilselenonio o selenoazlcares en la orina, o como dimetilseleniuro en la respiracion
(Meuillet, E., 2004). La selenometionina (SeMet) procedente de la ruptura de los cuerpos
proteicos puede transformarse en selenocisteina (SeCys) mediante una trans-sulfuracion,
dando lugar a la formacién de seleniuro de hidrégeno y continuando la ruta metabdlica. A su
vez puede generar metilselenol (CH;SeH) mediante una reaccién enzimatica llevada a cabo
por la enzima metionina-y-liasa (Suzuki, K.T., 2008; Brozmanova, J., 2010). El metilselenol es
un compuesto de gran importancia ya que parece que es necesario para la expresion de la
actividad quimiopreventiva del selenio (Suzuki K.T., 2007; Brozmanova, J., 2010). Es
altamente reactivo y dificil de conseguir y hay que llegar a él a partir de precursores estables
como pueden ser la metilselenocisteina (MeSeCys), anticarcinogénica y antioxidante
(Yamanoshita, O., 2007), el acido metilseleninico (AMS) o la selenometionina (SeMet), que
mediante mecanismos endégenos dan lugar al metilselenol. El equilibrio entre el seleniuro de
hidrogeno y el metilselenol depende de la actividad metilacion-desmetilacién y, por lo tanto, de
ello dependeréa la sintesis de selenoproteinas o de selenoazlcares, que posteriormente se

excretaran (Sanmartin, C., 2008).

De todos los metabolitos del selenio, se ha demostrado la actividad quimiopreventiva de cuatro

de ellos:

- las selenoproteinas
- el seleniuro de hidrégeno (H,Se o HSe)
- el metilselenol (CH;SeH)

- los compuestos inorganicos de selenito
6.3 LAS SELENOPROTEINAS

Las selenoproteinas son todas aquellas proteinas que incluyen en su estructura un residuo de
selenocisteina (SeCys), el aminoacido nimero 21, un analogo de la cisteina (Cys) que contiene
un grupo selenol (SeH) en lugar del grupo tiol (SH). Se han identificado 25 selenoproteinas de
las mas de 50 que pueden existir y se van a encontrar en las principales formas de vida:

eucariotas, bacterias... La ruta general de sintesis de las selenoproteinas se divide en 4 pasos
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y en ellos estan implicados 4 genes: selA, selB, selC y selD. En el primer paso el tRNA (selC)
se hace cargo de la serina. SelA convierte esta serina en selenocisteina en el paso 2. Luego
selD cede una molécula de selenio donador y el factor de translocacién selB reconoce la
selenocisteil-tRNA vy lo libera a UGA (coddn “stop” que codifica el aminoacido selenocisteina,
SeCys) ya en el ribosoma (Burk, R.F., 1991; Bdck, A., 1991; Muller, C., 2003; Fixsen, S.M.,
2010).

Varias selenoproteinas tienen propiedades antioxidantes pero la funcién de muchas de ellas no
se conoce bien todavia (Arthur, J.R., 2000; Beckett, G.J., 2005; Burk, R.F., 2005). Esta
capacidad antioxidante es la responsable de la accidn del selenio (Steinbrenner, H., 2009). El
nivel de plasma y el polimorfismo genético de algunas de las selenoproteinas se ha asociado
con el riesgo de padecer cancer (Diwadkar-Navsariwala, V., 2004), debido a que pueden sufrir
mutaciones en determinados genes. Ademas, estan implicadas en el transporte de selenio en
el organismo y éste puede formar quelatos con metales pesados (Amaral, A.F.S., 2010). Las
selenoproteinas tienen un papel muy importante como agentes quimiopreventivos,
especialmente en ciertos canceres como: préstata, colon, higado, pulmén (Ganther, H.E., 1999;
El-Bayoumy, K., 2004; Brigelius-Flohé, R., 2008; Hatfield, D.L., 2009).

Pueden clasificarse en distintos grupos basandose en la localizacion de la selenocisteina en los
polipéptidos de las selenoproteinas: en las glutation peroxidasas (GPx) la selenocisteina se
localiza en la porcion de N-terminal (Tapiero, H., 2003). La funcion fisiolégica principal de las
glutation peroxidasas es mantener unos niveles de perdxidos de hidrogeno apropiados en las
células para que pueda disminuir la proporcion de radicales libres. La selenoproteina P (Se-P)
es la que posee un mayor contenido de selenio de todas las selenoproteinas identificadas
hasta la fecha, ya que contiene 10 residuos de selenocisteina. Es la principal selenoproteina
del plasma y aparece expresada en varios tejidos (células del endotelio arterial, células del
endotelio hepatico sinusoidal) actuando como antioxidante y transportadora de selenio (Burk,
R.F., 2003). Las tiorredoxina reductasas (Trx-R) se caracterizan por la presencia de una
cisteina en uno de los C-terminales. Catalizan la reduccion de proteinas disulfuro dando lugar a
tioles y estan implicadas en varios procesos vitales, como la sintesis de DNA y la regulacion de
la apoptosis (Tapiero, H., 2003; Schweizer, U., 2005). Esta familia de tiorredoxina reductasas
(Trx-R) es clave para la reduccién del selenito, ya que en concentraciones altas puede resultar
toxico (Lu, J., 2009). La familia de las yodotirosina deyodinasas (ID) se encargan de catalizar la
eliminacién de diferentes grupos yodo de las hormonas tiroideas, haciéndolas que se activen o
inactiven (St Germain, D.L., 2009).

Hay también otras selenoproteinas que van a tener interés biolégico: la selenoproteina W

(Selw), la selenoproteina H (SelH) posee genes implicados en la respuesta antioxidante

(Panee, J., 2007) y se ha visto que determinados metales pesados pueden regular su potencial
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de oxidacion (Stoytcheva, Z.R., 2010), la selenoproteina R (SelR), la selenoproteina N (SelN) y

la selenoproteina S (SelS, también conocida como VIMP).

6.4 EL EFECTO QUIMIOPREVENTIVO DE LOS DERIVADOS DE SELENIO

Los diferentes metabolitos de selenio van a actuar en las distintas etapas del proceso

carcinogénico, como se muestra en la figura 28.

Figura 28: Mecanismos celulares y moleculares de la carcinogénesis afectados por los metabolitos de selenio. Imagen
tomada de: Jackson, M.l., Combs, G.F.J. Selenium and anticarcinogenesis: underlying mechanisms. Current Opinion in
Clinical Nutrition & Metabolic Care; 11-718-756, 2008.

6.4.1 Efectos sobre la apoptosis y el ciclo celular

A) Apoptosis y modulacion de las caspasas

Algunos derivados de selenio, como por ejemplo 2-(4-metilfenil)-1,3-selenazol-4-ona, inhiben la
proliferacion e inducen apoptosis en la linea celular de cancer de ovario SKOV3 y en la linea
celular de leucemia mieloide aguda HL-60 mediante la activacion de la caspasa-3 en la Ultima
linea celular (Anh, H.J., 2006). Estos resultados hacen pensar que el mecanismo de induccién
apoptotica para las dos lineas celulares es diferente. El 4cido metilseleninico (AMS) mejora la
induccion de la apoptosis en la linea celular DU145, ya que este acido y algunas quinasas
amplifican la activacion de la cascada de la caspasa-8 (Hu, H., 2005). Por otro lado, la
selenometionina, en combinacion con la metioninasa, induce la activacion de las caspasas con

pérdida de la adherencia en células de melanoma alterando su integridad (Kim, A., 2007) vy,
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precursores del metilselenol, como el metilselenocianato y la metilselenocisteina, inducen
apoptosis en células tumorales endoteliales de mama. Esta apoptosis inducida por dichos
precursores es dependiente de caspasas, mientras que la muerte celular inducida por el
selenito es independiente de caspasas en células de cancer de préstata y leucemia. El grupo
metilselenol conduce a la parada en la etapa G; del ciclo celular y se sabe que tiene efectos

inhibidores en las quinasas dependientes de ciclina y en la protein quinasa C (Zhu, Z., 2002).

El selenito y el selenato inducen rapidamente la ruptura de las cadenas simples de DNA y
actian en las fases S y G, del ciclo celular conduciendo a la muerte celular por apoptosis
(Jiang, C., 2002; Lq, J., 2005). Ademas, el selenito potencia el efecto de determinados agentes

quimioterapicos como la doxorrubicina, potenciando la apoptosis.

Selenite

Low level High level
(Mild ER stress) (Severe ER stress)

UPR signaling Survival responses Apoptotic signals  ROS
PERK-elF2a
XBP-15 NF-kB Aym collapse

b Caspases
GADDIS3; P53

Removal misfnllweins
L

Cell survival Cell apoptosis

ATF6 AKT apd ERK

Figura 29: Efecto del selenito dependiendo de la concentracién. Imagen tomada de: Guan, L., Han, B., Li, J., Li, Z.,
Huang, F., Yang, Y., Xu, C. Exposure of human leukemia NB4 cells to increasing concentrations of selenite switches
the signaling from pro-survival to pro-apoptosis. Annals of Hematology; 88: 733-742, 2009.

Se ha comprobado que su toxicidad radica en que produce un estrés oxidativo en las células
(Holmgren, A., 2006). Bajas concentraciones de selenito tienen un efecto quimiopreventivo en
la linea celular de leucemia NB4. Por el contrario, concentraciones elevadas producen un

efecto antitumoral directo (Guan, L., 2009), dando lugar a apoptosis mediada por caspasas.

Cuando los niveles de selenio en el organismo estan dentro de los limites nutricionales, la
accion del selenio en la proliferacion celular se lleva a cabo a través del seleniuro de hidrégeno.
Si el nivel de selenio es superior a la necesidad nutricional, el efecto se realiza mediante la
reserva del seleniuro de hidrégeno y/o del metilselenol, lo que conlleva efectos diferentes sobre

el ciclo celular y la apoptosis.
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Anticancer metabolites Effects
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Figura 30: Efectos principales asociados al seleniuro de hidrégeno y al metilselenol a dosis nutricionales y
supranutricionales. Imagen tomada de: Zeng, H., Combs, G.F. Selenium as an anticancer nutrient: roles in cell

proliferation and tumor cell invasion. The Journal of Nutritional Biochemistry; 19: 1-7, 2008.
B) Apoptosis y mitocondria

El diéxido de selenio y el selenito sédico han demostrado que modulan la apoptosis en células
orales humanas (HSC-3) (Takahashi, M., 2005). Estos compuestos no producen ROS pero
interfieren en el equilibrio redox de la mitocondria. Ademas, el selenito sédico promueve la
formacién de aniones superdxido que reducen los grupos tioles libres y, en células humanas de
glioma inducen muerte celular, pérdida del potencial de membrana, degradacion de proteinas y
conducen a altos niveles de aniones superoxido produciendo dafios en la mitocondria y
mitofagia (Hu, H., 2006; Kim, E.H., 2007). Estudios han demostrado cémo determinadas
proteinas pro-apoptéticas, como Bax (Strasser, A., 2005), son activadas y translocadas a la

mitocondria por el selenito (Huang, F., 2009).
C) Apoptosis y regulacion de p53

La proteina supresora de tumores, p53, esta frecuentemente asociada a la oncogénesis y es la
encargada de asegurar la estabilidad genética (Olovnikov, I.A., 2009). La importancia de p53
radica en que su actividad se pierde en la gran mayoria de canceres humanos (Royds, J.A.,
2006). Los derivados de selenio también actdan a nivel de p53 (Goel, A., 2006). Derivados del
selenofeno han demostrado que producen apoptosis a través de la activaciéon de p53
dependiente del tiempo (Shiah, H.S., 2007), encontrdndose una translocacion de p53 del
citosol a la mitocondria para un tratamiento con estos farmacos superior a 12 horas. Aunque

una suplementacién con selenito sdédico o selenometionina protege a las células de la
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citotoxicidad, restaura su nivel antioxidante y reduce la expresion de p53, lo que hace pensar

que se produce un estrés oxidativo en la células (Erkekoglu, P., 2010).

La apoptosis tiene un papel fundamental en el mecanismo de supresiéon de tumores y la
desregulacién de este mecanismo de muerte celular puede conducir al desarrollo del cancer
(Hu, H., 2006; Li, G.X., 2007; Sanmartin, C., 2008). De hecho, la induccién de apoptosis en
células tumorales es la base de muchas terapias contra el cancer (Meiler, J., 2006) y derivados
de selenio han demostrado que acttan regulando los mecanismos de apoptosis (Plano, D.,
2007).

6.4.2 Dafio celular y reparacion del DNA

Es de sobra conocido que algunos selenocompuestos tienen el potencial de inducir dafio en el
DNA (Juang, S.H., 2007) y en la mayoria de los experimentos en los que aparece dafio en el
DNA se ha encontrado selenito sédico como principal fuente de selenio. La toxicidad de este
compuesto estd altamente influenciada por su metabolismo y la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Un alto nivel de selenito induce dafio en el DNA, en ROS, p53 y
apoptosis dependiente e independiente de caspasas, mientras que un precursor del
metilselenol, el acido metilseleninico, induce apoptosis mediada por caspasas
independientemente del estado de p53. Por otro lado, un precursor del selenito, el superoxido,
induce dafio en el DNA y la activacion de p53 (Li, G.X., 2007). La célula tiene capacidad para
reparar el DNA y la mayoria de las veces lo repara sin problema. El proceso de envejecimiento
trae consigo dafios celulares, aunque los elementos traza (entre ellos el selenio), como parte
de una dieta equilibrada, tienen la capacidad de disminuir el dafio celular debido a su poder

antioxidante y a la capacidad de reparacién del DNA (Méplan, C., 2010).

Varios compuestos han demostrado que previenen el dafio del DNA. Estos compuestos son los
llamados oxocompuestos y entre ellos destacan los selenatos, que pueden interaccionar con
carcinogenos alquilados para asi proteger el DNA de la alquilacion (Hamilton, E.E., 2006). La
exposicion a arsénico inorganico estd asociada con el estrés oxidativo. Sin embargo, este
estrés se puede prevenir con una concentracion alta de selenio, ya que tiene efectos
antioxidantes y reduce la toxicidad del arsénico formando un metabolito que contiene arsénico
y selenio, el ién arseniuro de seleno-bis-(S-glutationil), previniendo también el dafio en el DNA
(Xue, W., 2010). Estudios realizados recientemente en organismos acuaticos, han demostrado
que un tratamiento con selenio previene el estrés oxidativo y reduce el dafio en el DNA

acusado por una exposicion alta con derivados de cobre (Trevisan, R., 2011).
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6.4.3 Funcién antioxidante

Los derivados selenados estan también implicados en la formacion de ROS (Li, G.X., 2007). Se
piensa que el estrés oxidativo mutagénico es un factor muy importante en la iniciacién de la
carcinogénesis humana, ya que las bases de DNA, ricas en electrones, son susceptibles al
ataque electréfilo por ROS (Pelicano, H., 2004) produciendo dafios genéticos, oncogenes
mutantes y cambios epigenéticos que alteran su expresion y la expresion de fenotipos
malignos. Algunas selenoproteinas ofrecen un mecanismo de proteccion antioxidante frente a
la iniciacién y propagacion de la carcinogénesis por peréxidos o especies reactivas de oxigeno
(L, J., 2005; Drake, E.N., 2006; EI Heni, J., 2009).

En el ciclo redox, la forma activa es el selenol y se encarga de reducir los perdxidos de
hidrégeno y los peroxidos organicos (Sharma, B.K., 2005). El selenol (RSe’) es oxidado hasta
acido metilseleninico (RSeOH), el cual reacciona con el glutation reducido (GSH) para formar el
aducto sulfuro selenilico (RSe-SG). Una segunda molécula de glutatién regenera la forma
activa metilselenol (RSe’) al atacar el aducto RSe-SG formando el glutatién oxidado (GSSG).
Por otro lado, R-Se” puede generar radicales libres O,  ~ por oxidacion de GSH (figura 31).
Aunque O, " tiene una reactividad y una toxicidad baja, da lugar a la generacién de productos
secundarios con capacidad para oxidar. Una de las especies que genera es el peréxido de
hidrégeno (H,0,), que aunque no es téxico, reacciona reduciendo iones metdlicos y formando a
su vez el radical hidroxilo (OH). Estas especies si que dafian directamente el DNA y son
considerados las especies mas importantes relacionadas con el dafio del DNA (Letavayova, L.,
2006). Esta via de reduccion esta altamente conectada con la produccion de especies reactivas
de oxigeno, compuestos con un potencial anticarcinogénico elevado e inductores de muerte
celular (Lu, J., 2009).

RSeSer . GSH

— RSe-SG Hz0
A /<‘ GSH
GS5H gs- GSH

Rse. \ # , Rse-Gssc
E- -

RSeOH
Oz

H:02 Oz

-..._,\______* Hz202

H20

Figura 31: Ciclo redox llevado a cabo por las especies de selenio. Imagen tomada de: Letavayova, L., Vickova, V.,

Brozmanové, J. Selenium cancer prevention to DNA damage. Toxicology; 227: 1-14, 2006.
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Estudios recientes han demostrado que la selenometionina (SeMet) es capaz de suprimir los
efectos negativos del peréxido de hidrégeno (H,0O,) incrementando la actividad de la enzima
glutatién peroxidasa (GPx) (Miranda, G.S., 2011) y reduciendo el dafio oxidativo.

6.4.4 Actividad antiandrogénica

Numerosos articulos apuntan a una posible actividad antiandrogénica del selenio (Lee, S.O.,
2006; Chun, J.Y., 2006; Plano, D., 2007) y se ha demostrado que derivados de selenio, como
el selenito sddico y el acido metilseleninico, pueden modular el receptor andrégeno (AR). Las
células humanas de cancer de préstata LNCaP, expuestas al selenito sédico en presencia de
interleuquina-6 (IL-6), muestran una disminucibn en su crecimiento con una inhibicién
significativa de las proteinas que expresan el antigeno especifico de prostata (PSA). Ademas,
el selenito sodico induce apoptosis e inhibe el crecimiento de células tumorales de cancer de
prostata dependientes del andrégeno LAPC-4 (Husbeck, B., 2005, 2006; Bhattacharyya, R.S.,
2008).
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Debido a la experiencia previa de nuestro grupo investigador con estructuras organicas como
las pirido[2,3-d]pirimidinas y quinazolinas, se decide continuar con la sintesis de estas
moléculas en un intento de encontrar nuevos derivados con actividad antitumoral. La
introduccién del atomo de selenio es las estructuras objeto de sintesis es un enfoque
terapéutico de gran novedad. Se realiza una amplia revision bibliografica y se observa la
probada actividad de estos nucleos organicos como antitumorales, asi como un gran nimero

de compuestos organoselénicos empleados en el area de la oncologia.

1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL NUCLEO PIRIDO [2,3- d]PIRIMIDINA

Actualmente es incuestionable la importancia del sistema pirido[2,3-d]pirimidina por sus
multiples aplicaciones biolégicas. Presenta actividad analgésica, antiinflamatoria,
anticonvulsiva, depresora del sistema nervioso central (SNC), antibacteriana, antihistaminica,

diurética, antihipertensiva, antiagregante plaquetaria y antitumoral entre otras.

1.1 ACTIVIDAD ANALGESICA, ANTIINFLAMATORIA, ANTICON VULSIVA Y DEPRESORA
DEL SNC

z Antiinflamatoria R’ R
P N/R (Noda, K., 1977) N SNC, Anticonvulsiva, Analgésica
| (Noda, K., 1982) N (Dave, C., 1986)
S /& . P )\ (Noravyan, A., 1996)
N I“\I Z R’ N H X
R
Br CoHs, CgHy

O X

Analgésica, Antiinflamatoria

(Jarvis, M.F., 2002) HN o NH
)\ = /K

S N N N Y
HeN /N H H
N o) -
N Y / Analgésica
\ N/ (Abdel-Rahmam, B.A., 2009)

Figura 32: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad analgésica, antiinflamatoria, anticonvulsiva y depresora
del SNC.
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1.2 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

R
R
CFy HN™ \Q\N/

Hc” "N N

(Lakshmi Narayana, B., 2008) R3

(Ravi Kanth, S., 2006)

0 (Bazgir, A., 2008)

Figura 33: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad antibacteriana.

1.3 ACTIVIDAD ANTIHISTAMINICA

N Ar
\ /
" N X—Y
Ry /
N __/
Rz Me,N
(Go, K., 1988) (Quintela, J.M., 1997)

Figura 34: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad antihistaminica.

1.4 ACTIVIDAD DIURETICA, ANTIHIPERTENSIVA Y AGREGAN TE PLAQUETARIA

0]
0
S
R =
. N X \ | A i N NH
2 = = /&
N N
N N R |
N _ Diurética LR Diurética, Antihipertensiva Ph
Antihipertensiva (Monge, A., 1989) /| (Lab. S-Beecham, 1991) Agregante plaquetaria
(Blankey, J., 1983) = (Hou, G., 1995)

Figura 35: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad diurética, antihipertensiva y agregante plaquetaria.

1.5 ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Se han descrito muchos derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad antitumoral, que se

han utilizado con prometedores resultados (Lippa, B., 2007).
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1.5.1 Intermediarios de la sintesis del acido félic o

El acido félico estd implicado en una gran cantidad de funciones en el organismo. Esta
coenzima es imprescindible para el buen funcionamiento del sistema nervioso, asi como para
la formacién de proteinas y hemoglobina. Ademas, el acido félico es esencial en la sintesis,
metilacion y reparacion del DNA. Una concentracién de acido folico baja puede contribuir al
proceso de carcinogénesis por alteracién de la expresion genética y el incremento del dafio
producido al DNA (Omar, R.M., 2009).

Piritrexim OCH3
(Gangjee, A., 2001)

Figura 36: Derivado de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad antitumoral.

Los intermediarios de la sintesis del acido félico se han utilizado como agentes antipsoriasis,
como farmacos frente a infecciones de Pneumocitis carinii y Toxoplasma gondii (Kuyper, L.,

1996; Gangjee, A., 1999) y como antitumorales. Uno de los mas usados es Piritrexim.

1.5.2 Inhibidores de quinasas

El ciclo de la célula se compone de una serie de eventos complicados y muy bien integrados
que le permiten a la célula crecer y proliferar. Una parte critica de este ciclo es la maquinaria
dependiente de quinasas que regula el desarrollo y el crecimiento celular (Shah, M.A., 2006).
Muchas quinasas han mostrado incrementos en su expresién o su actividad en un gran
porcentaje de tumores, asi como un aumento en la fosforilacién de la tirosina asociada a una

progresioén de la enfermedad y a un mal pronéstico (Levitzki, A., 2002; Krause, D.S., 2005).

Determinados derivados de pirido[2,3-d]pirimidina han mostrado, en estudios realizados en
ratones afectados con melanoma, una inhibicién significativa del crecimiento del tumor, asi
como una disminucion de la angiogénesis y la metastasis (Gangjee, A., 2010). Estos derivados
van a actuar como inhibidores del receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR-2) o como inhibidores de los receptores de tirosin quinasas (TKR). Algunos de los
derivados que actian como inhibidores de quinasas con actividad antitumoral se muestran en

la figura 37, asi como las quinasas que inhiben.
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Figura 37: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina inhibidores de quinasas con actividad antitumoral.

1.6 DERIVADOS DE PIRIDO[2,3-d]PIRIMIDINA SINTETIZADOS POR NUESTRO GRUPO
INVESTIGADOR

Se ha observado que la simetria esta presente en muchos compuestos con reconocida accién
citotéxica (Sanmartin, C., 2006). Asi, la simetria entendida de un modo amplio, es la

caracteristica estructural principal de los compuestos con actividad citotoxica y apoptética de la
guimioteca del grupo de investigacion.

n
¥ Y AN A
R w
e ,)\ R
N N z”
W= (CHjy),, ciclohexano, piperazina, difenilmetano,

Z= S, NH-(CH,),-R. pirid0[2,3—d]pirimidina.

R= CHa, OH. Y= éter, amina, amida, carbamato, urea.

R’= metilo, propilo, pentilo. R= alquil, aril, heteroaril, alquilaril.

Y=H, NO5, NH,.

Figura 38: Férmulas generales de los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina sintetizados por nuestro grupo.

Dentro de los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina destacan los derivados 2,4,6-sustituidos de
pirido[2,3-d]pirimidina (Sanmartin, C., 2005; Cordeu, L., 2007; Sanmartin, C., 2008) y los
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derivados simétricos de éter, urea, amina, amida y carbamato (Sanmartin, C., 2005;
Echeverria, M., 2006; Font, M., 2006).

Estudios realizados por nuestro grupo investigador demuestran que derivados de pirido[2,3-
d]pirimidina producen citotoxicidad en distintas lineas celulares tumorales de mama (MD-MBA-

231), colon (HT-29) y vejiga (T-24) al mismo tiempo que actian como agentes inductores de

apoptosis activando la caspasa-3 (Sanmatrtin, C., 2005, 2008; Cordeu, L., 2007).

OMe OMe
NN
HN
HN - NN
N
NH HN /NYNH )\
P L /\
RN N N S
o~ N SN
= )\ = N ‘
N N/ N =N (Sanmartin, C., 2008)
H

(Sanmartin, C., 2005) (Cordeu, L., 2007)

Figura 39: Derivados de pirido[2,3-d]pirimidina con actividad inductora de apoptosis sintetizados por nuestro grupo.

2. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL NUCLEO QUINAZOLINA

En la actualidad se investiga con derivados de quinazolina en muy diversas lineas y es
incuestionable su importancia bioldgica. Algunas de las actividades mas relevantes se detallan

a continuacion:
2.1 ACTIVIDAD ANTIOBESIDAD

La hormona concentradora de melanina (MCH) se produce predominantemente por neuronas
en el lateral del hipotdlamo y sus efectos se miden por medio de dos receptores: MCH-1R y
MCH-2R. Se ha comprobado que estos receptores influyen en el peso corporal y en la ingesta
alimentaria (Carpenter, A., 2002; Collins, C.A., 2003; Hervieu, G., 2003; Kowalski, T.J., 2004;
Arienzo, R., 2007), apoyando asi la hipotesis de que los antagonistas de MCH-1R pueden
significar un campo por explorar en el tratamiento de la obesidad. El compuesto que se

muestra en la figura 40 ha demostrado ser un antagonista de MCH-1R.
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Figura 40: Derivado de quinazolina con actividad antiobesidad.

2.2 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Algunas quinazolinas actGan como inhibidores de la dihidrofolato reductasa (DHFR) en
enfermedades como el mal de Crohn (inflamacién crénica de los intestinos grueso y delgado) y

la colitis ulcerosa (inflamacién cronica del colon).

CH3

/l\ COOH
SN
COOH

(Graffner-Nordberg, M., 2003)
(Chandrika, P.M., 2008)

Figura 41: Derivados de quinazolina con actividad antiinflamatoria.

2.3 ACTIVIDAD FRENTE A LA DISFUNCION ERECTIL

OH

(Kim, H.Y., 2008)

Figura 42: Derivado de quinazolina con actividad frente a la disfuncién eréctil.
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2.4 ACTIVIDAD SEDATIVA-HIPNOTICA, ANTICONVULSIVAY DEPRESORA DEL SNC

N"’N

LD
)\

N R1

(Aggarwal, N., 2004; Jatav, V., 2008)

Figura 43: Derivados de quinazolina con actividad sedativa-hipnética, anticonvulsiva y depresora del SNC.

2.5 ACTIVIDAD ANTIDEPRESIVA

El transportador-P es el encargado de acumular aminas en las vesiculas acidificadas de las
neuronas peptidérgicas (Al-Damluji, S., 1996, 1997). Las propiedades de este transportador no
estan descritas pero no se conocen otros transportadores con iguales caracteristicas. El
especial interés de este transportador radica en que puede jugar un papel principal en el
desarrollo de nuevos antidepresivos (Al-Damluji, S., 2004). Un ejemplo de ello es Prazosin, un
ligando a; adrenérgico que se acumula de manera no lineal en las neuronas peptidérgicas que
poseen transportador-P, aunque también existen andlogos del Prazosin con actividad
antidepresiva (Mendes da Silva, J.F., 2008).

NH; NH,
O O
Prazosin
(Al-Damluji, S., 1996) (Mendes da Silva, J.F., 2008

Figura 44: Derivados de quinazolina con actividad antidepresiva.

2.6 ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA

Derivados de las quinazolinas se utilizan también como farmacos controladores de la presion
arterial, actuando como antagonistas del adrenoceptor a;. Se ha comprobado que estos
farmacos son activos contra el tratamiento de la hiperplasia benigna de prostata (BPH) (Jain,
K.S., 2008). Dentro de estos farmacos se encuentran el ya citado Prazosin, Terazosin
(Saunders, E., 1991; Hernandez, R., 1996), Doxazosina (Timmermans, P., 1980), Tiodazosin
(Bond, R.F., 1984), Bunazosin, Alfuzosin (Cavero I., 1984), Trimazosin (Timmermans, P., 1980)

y otros que aparecen en la figura 45.
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Figura 45: Derivados de quinazolina con actividad antihipertensiva.

2.7 ACTIVIDAD ANTITUMORAL

2.7.1 Actividad quinasa

Una de las actividades mas estudiadas de las quinazolinas es su acciéon como inhibidores de la
actividad quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Dhillon, S., 2007;
Kopper, L., 2008). El EGFR pertenece a la familia de los receptores de tirosin quinasas ErbB,
gue estan envueltos en la proliferacion de células normales y enfermas y, a menudo, aparece
sobreexpresado en numerosas células tumorales (Garofalo, S., 2008). Por ello, el EGFR es
una atractiva diana para el disefio y desarrollo de potentes farmacos anticancerigenos (Laskin,
J.J., 2004). La mayoria de estos farmacos son derivados de Gefitinib (Rocha da, A.B., 2002) o
Erlotinib (Akita, R.W., 2003).

)
g8
4

\O ) /O\/\O A
Gefitinib Erlotinib

Figura 46: Derivados de quinazolina con actividad antitumoral.

Se ha demostrado que Gefitinib y Erlotinib son efectivos sélo para un porcentaje de pacientes
pequefio en los que EGFR tiene mutaciones activadas en la quinasa dominante (Takano, T.,

2005), pero la respuesta de estos inhibidores disminuye cuando se producen mutaciones
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secundarias en el EGFR (Pao, W., 2005), de ahi la importancia de buscar nuevas dianas

terapéuticas. Algunos derivados aparecen en la figura 47.
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Figura 47: Derivados de quinazolina con actividad antitumoral.

2.7.2 Inhibidores de angiogénesis y de la enzima di  hidrofolato reductasa

La angiogénesis juega un papel fundamental en la supervivencia, proliferaciéon y potencial
metastatico de una gran cantidad de tumores (Aragon-Ching, J.B., 2009). Se ha observado en
enfermedades tumorales una sobreexpresion de la enzima cicloxigenasa-2 (COX-2). Diversos
estudios han comprobado una evidencia creciente entre COX-2 y su implicacion en la
angiogénesis (Chandrika, P.M., 2008) y algunas quinazolinas han resultado activas frente a la
linea celular de leucemia U937 (figura 48). Por otro lado, inhibidores de la dihidrofolato
reductasa se utilizan como agentes citotoxicos en el tratamiento del cancer, como Trimetrexato
(Gangjee, A., 2009).

CHS OCH;

HaCO
HOOC CH; NH,

Y HaCO N SN

H
7
. N NH.
Trimetrexato
(Chandrika, P.M., 2008) (Gangjee, A., 2009)

Figura 48: Derivado de quinazolina con actividad antitumoral.
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Otros compuestos derivados de quinazolina han sido activos frente a las lineas celulares
tumorales de leucemia (CCRF-CEM) y cancer de mama (MCF-7 y T-47D) (Al-Obaid, A.M.,

2008).
\O\/J\/\O\sogww \inb SO,NH

(Al-Obaid, A.M., 2008)

Figura 49: Derivados de quinazolina con actividad antitumoral.

2.7.3 Inductores de apoptosis

Derivados de quinazolina han sido identificados como inductores de apoptosis, activadores de
la caspasa-3, inhibidores de la polimerizacion de la tubulina y eficaces contra células tumorales
de cancer de prostata (PC-3), pulmén (H1299), mama (MX-1,T47D) (Sirisoma, N., 2008, 2010)
y distintas lineas celulares de leucemia (Jurkat y PBMC) (Sagiv-Barfi, I., 2010).

/L )\
N Cl N CHj

(Sirisoma, N., 2008) (Sirisoma, N., 2010) (Sagiv-Barfi, |., 2010)

Figura 50: Derivados de quinazolina con actividad antitumoral.

2.8 DERIVADOS DE QUINAZOLINA SINTETIZADOS POR NUESTRO GRUPO
INVESTIGADOR

Teniendo en cuenta la simetria, en un sentido amplio, nuestro grupo investigador ha sintetizado

derivados de 2,4,6-sustituidos de quinazolina (Cubedo, E., 2006) y derivados de éter, amina,

amida, carbamato y urea referentes a la formulas generales de la figura 51.
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R’= metilo, propilo, pentilo. Y= éter, amina, amida, carbamato, urea.
Y= H, NO,, NH,. R= alquil, aril, heteroaril, alquilaril.

Figura 51: Férmulas generales de los derivados de quinazolina sintetizados por nuestro grupo investigador.

Nuestro grupo investigador ha comprobado que derivados de quinazolina inducen apoptosis en
las lineas celulares de adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de vejiga (T-24) y
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) entre otras (Cubedo, E., 2006).

HN/\O PN
Py
N)\H N/ H/\/\/’
(Cubedo, E., 2006)

Figura 52: Derivados de quinazolina con actividad antitumoral sintetizados por nuestro grupo investigador.

3. DERIVADOS SELENADOS COMO AGENTES ANTITUMORALES

En las Ultimas décadas, el interés por los compuestos organicos de selenio ha aumentado
considerablemente, sobre todo en el area oncoldgica. La sintesis de nuevos derivados
organoselénicos ha experimentado un gran auge debido a que los compuestos organicos de
selenio son mucho menos toxicos que sus derivados inorganicos. Como ya se ha comentado
en el apartado de introduccién, la actividad biologica del selenio es muy amplia, ya que
numerosos estudios han demostrado la eficacia del selenio como potencial agente citotdxico
(Chen, T., 2008; Ibafiez, E., 2011) y su influencia en la apoptosis, estrés oxidativo, dafio y
reparacion del DNA celular, regulacién de p53 y accion frente a protein quinasas (Sanmartin,
C., 2008). La eficacia quimiopreventiva del selenio depende en gran medida de la forma
guimica en la que es administrado y su metabolismo es requisito indispensable para su

actividad.
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3.1 AMINOACIDOS DE SELENIO

El aminoéacido de selenio mas abundante es la selenocisteina (SeCys) que es el aminoacido
que se incorpora a las selenoproteinas. Otros aminoacidos de selenio que también participan
en el metabolismo son la selenometilselenocisteina (SeMSC), que puede ser convertida en el
grupo metilselenol (CHs;SeH), la selenometionina (SeMet), que puede sufrir un proceso de

trans-sulfuracidn, convirtiéndose en selenocisteina (SeCys) y la selenocistina (SeC).

OH OH
HSe 0 H3CSe (0]
NH2 NH2
Selenccisteina (SeCys) Selenometilselenocisteina (SeMSC)
NH, OH OH
o Se. HoCSe 5
Se @]
OH NH, NH;
Selenocistina (SeC) Selenometionina (SeMet)

Figura 53: Aminoacidos derivados de selenio.

Varios estudios han demostrado que la selenometionina (SeMet) aumenta la muerte celular en
células tumorales de cancer de pulmon HTB-54, mientras que en células normales este efecto
no se ha apreciado (Shin, S.H., 2007). Ademas, hay evidencias de que una pre-incubacién con
seleniometionina (SeMet) incrementa el contenido de selenio en las células y previene contra el
incremento de Me-Hg inducido en la generacion de ROS (Kaur, P., 2009). Se ha podido
averiguar, en estudios celulares y animales, que la selenometilselenocisteina (SeMSC) es la
forma de selenio mas efectiva como quimiopreventivo (Ip, C., 1991, 1998, 2000) y que tiene
una toxicidad igual o inferior que las demas fuentes de selenio utilizadas tradicionalmente como
suplementos (Medina, D., 2001). Su mecanismo de accion contra el cancer en células
humanas de préstata no se conoce en profundidad, aunque todo parece indicar que el
suplemento con selenometilselenocisteina (SeMSC) puede modular la expresion de los
principales genes que codifican distintos tipos de colageno y proteinas en células humanas de
préstata. (Hurst, R., 2008).

La selenocistina (SeC), es un diseleniuro que se forma debido a la oxidacién de la
selenocisteina (SeCys). Estudios han comprobado que la selenocistina (SeC) reduce los
derivados de nitrosaminas que inducen cancer de pulmon en ratones A/J (Li, W.Y., 2007) y
mejora la actividad quimiopreventiva de las enzimas hepéaticas (El-Sayed, W.M., 2006) en
ratones CF-1, ademas de conferir proteccion frente a la toxicidad en las lineas celulares CHO y

PC-12 (Aykin-Burns, N., 2006). Se ha visto que las ROS juegan un papel importante en la ruta
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de sefializacion de la selenocistina (SeC) produciendo dafio en el DNA en células susceptibles
de cancer (Chen, T., 2009).

3.2 DERIVADOS HETEROCICLICOS DE SELENIO

Dentro de los derivados heterociclicos de selenio se encuentran los derivados de
selenazolidinas, que poseen actividad quimiopreventiva actuando contra determinados agentes
mutagénicos y carcinogénicos (El-Sayed, W.M., 2006, 2007; Franklin, M.R., 2007). El derivado
D-501036 (2,5-bis(5-hidroximetil-2-selenienil)-3-hidroximetil-N-metilpirrol) posee un alto
potencial citotéxico inhibiendo el crecimiento celular en las lineas celulares KB y HepG, y
produciendo apoptosis en la ruta mitocondrial asociada a p53 (Shiah, H.S., 2007; Juang, S.H.,
2007).

Otro derivado heterociclico es el Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3[2H]ona) que posee
gran cantidad de actividades entre las que destacan: antioxidante, antiinflamatoria (Fang, J.,
2005; Sharma, B.K., 2005, 2008; Bhabak, K.P., 2007; Tewari, R., 2009) y anticancerosa
(Sharma, V., 2008). Se ha comprobado que el Ebselen atentda la generacion de ROS
producidos por el cisplatino debido a que activa la ruta de sefializacion de Nrf2 (Kim, S.J.,
2009).
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Figura 54: Derivados heterociclicos de selenio.
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Los derivados de [1,2,5]selenadiazol inducen muerte celular apoptética dependiente de p53 en
la linea celular tumoral de carcinoma de mama MCF-7, ya que se ha demostrado una
acumulacion de la poblacién celular en la fase del ciclo celular subG,, fragmentacion del DNA,

condensacion celular y activacion de ciertas caspasas (Chen, T., 2009).

El derivado BBSKE (1,2-[bis(1,2-benzoisoselenazolona-3(2H)-cetona)letano) juega un papel
importante como anticarcinogénico debido a que inhibe a la enzima tiorredoxin reductasa
(TrxR) produciendo apoptosis dependiente de la caspasa-3 (Lan, L.X., 2007; Peng, Z.F., 2008;
Xing, F.X., 2008; Liu, M., 2010). También se ha observado que derivados de tetrazoles inhiben
la proliferacién celular en lineas de leucemia (L1210) y mama (SK-BR-3), disminuyendo la
velocidad de sintesis del DNA en células L1210 y del marcador Ki-67, proteina implicada en la
proliferacion celular (Bruey, J.M., 2010) y en células SK-BR-3 (Gundugola, S.A., 2010).

3.3 DERIVADOS CON EL GRUPO FUNCIONAL SELENOCIANURO

Dentro de los derivados organoselénicos, uno de los mas estudiados es el derivado p-XSC
(1,4-fenilenbis(metilen)selenocianuro), ya que tiene capacidad quimiopreventiva y produce
apoptosis en diversas lineas celulares: orales (Guttenplan, J., 2007; Chen, K.M., 2009), de
pulmén (ElI-Bayoumy, K., 2006; Phoerschke, R.L., 2008; Das, A., 2009), de mama... (El-
Bayoumi, K., 2004).

SeCN
SeCN 0
O
1)
SeCN
O
Difenilmetilselenocianuro NCSe Derivados del acido kajico
p-XSC

Figura 55: Derivados con el grupo funcional selenocianuro.

Ademas, diversos estudios evidencian que p-XSC altera el nivel de ciertas quinasas sensibles
a los cambios redox, como la quinasa 6-difosfatonucledsido (Sinha, R., 2008). Investigaciones
llevadas a cabo han comprobado que el acido kdjico y sus derivados poseen propiedades
radioprotectoras frente a determinados metabolitos con capacidad oxidante que pueden afectar

al organismo, como son las especies reactivas de oxigeno (Emami, S., 2007).

3.4 DERIVADOS CON EL GRUPO FUNCIONAL DISELENIURO

Los derivados diseleniuro se caracterizan por sus propiedades antioxidantes protegiendo a las

células frente al dafio oxidativo. El derivado mas estudiado es el difenildiseleniuro (DPDS).
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Aunqgue a dosis altas se ha observado que tiene efectos genotéxicos y pro-oxidantes dafiando
el DNA de diversos tejidos (cerebro, pulmén, rifién, higado) (Rosa, R.M., 2007; Santos, B.D.,
2009), a concentraciones inferiores se ha visto que tiene efectos terapeuticos contra la
hiperglucemia (Barbosa, N.B.D., 2006), la hiperoxidacion lipidica (Luchese, C., 2007), la
ansiedad, la inflamacion (Savegnago, L., 2007a, 2007b), la depresion (Ghisleni, A., 2008;
Savegnago, L., 2007c, 2008) y protege al organismo de determinadas sustancias téxicas
debido a su accién antioxidante (Barbosa, N.B.D., 2008; Borges, L.P., 2008; Posser, T., 2008;
De Freitas, A.S., 2009; Luchese, C., 2009).

COOH
H2N /Se
Se/Se j/\Se NH,
COOH
Difenildiseleniuro (DPDS) Acido 3,3 -diselenodipropiénico

Figura 56: Derivados con el grupo funcional diseleniuro.

3.5 OTROS DERIVADOS DE SELENIO

Derivados de selenio como el &cido metilseleninico, el selenito sddico, derivados de
selenocarbamato y el derivado PBISe (S,S"-1,4-fenilenbis(1,2-etanediil)bis-isoselenourea), se
ha demostrado que poseen efectos antitumorales. El acido metilseleninico y el selenito sodico
son dos de los compuestos derivados de selenio mas estudiados en el cancer de prostata y se
cree que actian modulando el receptor androgeno (AR) (Sanmartin, C., 2008). Mientras que
los derivados de selenocarbamato actian como agentes neutralizadores del anion superdxido
(Takahaski, H., 2005). El derivado PBISe (Madhunapantula, S.V., 2008) posee actividad
citotéxica frente a células de melanoma, ya que estudios han comprobado que produce una
disminucién de la proliferacién celular y un aumento en la apoptosis. Este derivado ha

mostrado también una inhibicién en la ruta de AKT.
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Figura 57: Otros derivados de selenio.
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3.6 DERIVADOS DE SELENIO SINTETIZADOS POR NUESTRO G RUPO INVESTIGADOR

La quimioteca de nuestro grupo investigador esta formada por diversos derivados organicos en
los que se ha introducido el &tomo de selenio, obteniéndose buenos resultados en el campo de
la quimica médica, ya que han mostrado actividad citotoxica y apoptotica (Plano, D., 2007,
2010; Sanmartin, C., 2009; Ibafiez, E., 2011). Algunos de los derivados organicos sintetizados
por el grupo son: derivados imidoselenocarbamato, derivados con el grupo selenocianuro,
derivados diseleniuro, derivados selenodiazoles y derivados del acido selenilacético. Estudios
llevados a cabo por nuestro grupo investigador han comprobado que derivados de
imidocarbamato con selenio en su estructura son mas activos que sus analogos con azufre, lo
que refuerza la hipétesis de que el atomo de selenio es critico para mantener la actividad

antiproliferativa de dichos derivados.

Derivados imidoselenocarbamato

0 Sé 0 Derivados con el grupo selenocianuro
)\\
o SSTOUNT N | N “SeCN
L~ A

H
X X
X=C,N. SeCN X= CH,, (CHa)s.
R= metil, etil, iso-propil. R= 3-COOH.
R’=2-Cl, H, 4-Cl, 4-NO,, 4-CF3, 4-CN, 4-CH3, 4-C(CH3)3. R’= H, COCHs, (CHa)s.
H Derivados selenodiazoles o 0
Y- H
AN N\ N RO N
‘ Se sZ H H s
= Nj & 45
X N N
X=C,N. H
Y= H, Br, CHs, CN, COOH, COPh. R= CHy, (CHz)z, (CHy)s, CH,PhSCH3, PhSeCN, CH,Ph, PhSeSePh.

Derivados diseleniuro

R “Se

@]
Derivados del acido selenilacético )-I\ O
/Se R R Se/\f

R= NHz(p)-Ph, N(CHz)z(p)-Ph, NH;(0)COOH(m)-Ph. R= Ph. CN(o)-Ph. Cl(o)-Ph. CHa(p)-Ph. Br(0)-Ph.

I{0)-Ph, CH,-Ph, naftil, 2-quinolil, 3-gquinolil.

Figura 58: Derivados de selenio sintetizados por nuestro grupo investigador.

Los derivados imidoselenocarbamato sintetizados han mostrado actividad frente a la linea
celular tumoral de carcinoma de préstata PC-3, mostrando alguno de ellos mayor efecto
citotéxico que determinados farmacos utilizados en clinica para el tratamiento del cancer de
préstata, como el etopésido (Plano, D., 2007). Ademés, varios derivados de
imidoselenocarbamato se han mostrado como potenciales antitumorales en las lineas celulares
tumorales de carcinoma de colon (HT-29) y mama (MCF-7), con valores de Glg, en el rango
nanomolar (nM) (Ibafiez, E., 2011). Derivados del acido selenilacético han mostrado ser activos
en las lineas celulares tumorales de préstata (PC-3) y de mama (MCF-7) y, uno de los

derivados mas activos estudiados, el acido benzoilselenilacético, no provoca apoptosis ni
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perturba el ciclo celular en MCF-7 (Sanmartin, C., 2009). Por otro lado, estudios recientes han
demostrado que determinados derivados de selenodiazoles muestran propiedades

anticancerosas, encontrandose la mayor actividad en la linea tumoral de mama MCF-7 (Plano,

D., 2010).
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Introduccién: Objetivos

El trabajo que se presenta en esta Memoria se enmarca en un amplio proceso de modulacién
de ciertas estructuras heterociclicas base con la pretension de establecer los requerimientos
estructurales responsables de las actividades citotoxica, antiproliferativa y pro-apoptotica

pretendidas por nuestro grupo de investigacion.

La idea primigenia consiste en la adopcién de un modelo estructural al que se llega con
criterios de eficacia en la busqueda de compuestos antitumorales como son la presencia de
determinados elementos quimicos y ciertos grupos funcionales, asi como la adopcion de cierto

nivel de simetria molecular:

NUCLEO

TERMINACION ACTIVA 1 CENTRAL

TERMINACION ACTIVA 2

Figura 59: Esquema general propuesto para las moléculas de nueva sintesis.

Con esta investigacion se ha pretendido aportar un modesto avance hacia la necesaria

guimioterapia a aplicar en esta patologia.

Asi, se ha incidido en la inclusion de elementos clave como heteroatomos de N, S, Se y en
funciones como amina, sulfuro o seleniuro. El parametro simetria molecular, buscado por la
presencia frecuente de esta caracteristica en muchas moléculas con actividad antitumoral, se
ha aplicado en este trabajo en un concepto amplio y con la idea de comprobacion de si, en las
estructuras que aqui se manejan, presenta la importancia encontrada en otras moléculas con
actividad anticancerosa descritas en la bibliografia o preparadas anteriormente por nuestro
grupo. Simetria, en este contexto, ha de entenderse no sélo en un sentido estricto de sistemas
obtenidos por dimerizacion sino también cuando exista algiin elemento de simetria e incluso
cuando un grupo quimico sirva de nexo central (nucleo) entre dos fragmentos iguales
(terminaciones activas) unidos a él. Ademas, se prescinde de consideraciones

configuracionales y conformacionales.

La evolucién de la modulacién de estructuras biciclicas nitrogenadas, objetivo de nuestra

investigacién, ha seguido el siguiente curso:

Se parte de un disefio preliminar de farmacoforo que se pretende modular en cuanto a

funcionalizacion, distancias y geometria:
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-

dy X N }st
f‘ dy

Figura 60: Farmacéforo preliminar.

Segun observaciones extraidas de la bibliografia y con variantes razonables habituales en

Quimica Médica.

En cuanto a modificaciones estructurales en el ndcleo central, se ha procedido:

A) De quinazolina a piridopirimidina: obteniéndose disminucién de AlogP, modificacion del
namero de N presentes en el anillo central implicados en red de puentes de hidrégeno,

aumento de selectividad y eficacia pro-apoptotica.

B) De quinazolina a pirimidina: obteniéndose disminucion de tamafio en el anillo central,
disminucién de selectividad y disminucién de actividad apoptética. En moléculas de referencia

se ha obtenido modificacién de perfil a inhibidores de dihidrofolato reductasa.

»)

A

HN n

de quinazolinaa ij
piridopirimidina: modificacion
electrénicay de n°de N (\> = I NN
/)\
N N
H

~
N m R
HN n R
| A
N/)\N
| )
m I o
H HN nR

» ]

simplificacion m

SN
de quinazolina a I
pirimidina: @ él\
N N
H

Figura 61: Modificaciones estructurales realizadas en el ntcleo central.
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Respecto a las variaciones estructurales realizadas en sintesis y estudiadas en su actividad

biolégica, se incluye un esquema-resumen en la siguiente figura:

H H,Br, OCH,

e N/)\Z/P\:
| | & 1

HN/H?R’— w -

N, C S, NH

Figura 62 : Variaciones estructurales estudiadas en las series precedentes.
Elementos estructurales relacionados con la actividad biolégica objetivo: X = N; Z = NH; n = m= 1-2; R=R"= C¢Hs; R'=
H; R™=H, OCH;

En referencia a la simplificacién de estructuras por actuacién/eliminacién de cadenas laterales,
busqueda del fragmento minimo eficaz y valoracion de la simetria estructural, se ha procedido

de la siguiente forma:

X nR
simplificacién estructural ' = N
por eliminacion de cadenas |
laterales en 2, asimetria . /)\
N Y

X/H}R simplificacién X

estructural: fragmento

minimo eficaz
2 | NN |:: > ~d | NN
X ')\ 43 X /)\
wW N Y m R
simplificacién estructural
por eliminacion de cadenas = ~ N
laterales en 4, asimetria | )\
WSy At
w N Y m R

Figura 63 : Simplificacion de estructuras por actuacion/eliminacién de cadenas laterales, busqueda del fragmento

minimo eficaz y valoracion de la simetria estructural.
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En el presente trabajo y como una continuacién y profundizacion en el proceso de modulacion

y estudio de la relacién estructura-actividad de estas estructuras, se ha trabajado por sintesis

en las variaciones estructurales que se esquematizan en la siguiente figura:

NH, OH, S, Se S

Figura 64 : Variaciones estructurales llevadas a cabo.

Las posiciones de actuacién en esta labor han sido:

Disefiar estructuras teniendo en cuenta la aproximacion fragmental, reuniendo en una
Unica entidad molecular fragmentos con un porcentaje de frecuencia muy alto en
compuestos con la actividad biologica objetivo (Vieth, M., 2004, 2006; Sutherland, J.J.,
2008).

Realizar el estudio de la posible influencia que el nimero de N presentes en la
molécula, incluidos en el ndcleo central, pueda tener en la actividad objetivo (Park,
H.J., 2004).

Evaluar/modificar el perfil lip6filo de los compuestos (Zink, M., 2004) y evaluar/modificar

la simetria molecular (Sanmartin, C., 2006).

Tomar como referencia los datos recopilados en anteriores publicaciones del grupo
(Font, M., 2011).

Establecer una relacion entre la longitud de las cadenas y la actividad (Takahaski, N.,

2006). Asi como de la presencia de ciertos heteroatomos en la molécula.

Hacer referencia a los anillos/sustituciones que estan presentes en moléculas de
referencia y valorar la distinta ubicacidon de los sustituyentes sobre el sistema anular
central.

En conclusion, se pretende en este trabajo:
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La sintesis de nuevos compuestos derivados de pirido[2,3-d]pirimidina y quinazolina
con actividad antitumoral in vitro frente a diferentes lineas celulares tumorales

seleccionadas, siguiendo los parametros de disefio que se han expuesto.

De los compuestos sintetizados, proceder a su caracterizacion analitica, realizaciéon de

estudios fisico-quimicos y purificacion acorde con la realizacion de ensayos biol6gicos.

Realizar la evaluacion citotéxica y antiproliferativa in vitro de todos los nuevos
compuestos en varias lineas celulares tumorales. Asi mismo, valorar la selectividad de
la actividad citotoxica evaluando comportamientos frente a lineas celulares no

tumorales.

Establecer las correspondientes relaciones estructura-actividad que supongan una

retroalimentacion Util en el disefio de nuevas estructuras activas.

De los compuestos que resulten de mayor actividad, profundizar su estudio biol6gico en
cuanto a via de inducciéon de muerte celular, afectacién del ciclo celular, actuaciéon en

procesos de migracion celular y aproximacion a los posibles mecanismos de accién.
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1. DISENO Y SINTESIS QUIMICA DE LOS COMPUESTOS

1.1 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE LA SERIE |

La estructura general de los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina de la SERIE | se indica a

continuacion:

Figura 65: Estructura general para los derivados de la serie I.

Las modificaciones estructurales en estos derivados se llevan a cabo en las posiciones 2 y 4
del nucleo de pirido[2,3-d]pirimidina. En la posicién 2 se introducen los grupos mercapto,
metiltio y pentiltio y en la posicién 4 se introducen los grupos mercapto, metiltio y pentiltio, el
grupo amino o aminas de distinta naturaleza. Se pretende con ello evaluar la flexibilidad de la
molécula y el efecto estérico y electrénico al introducir distintos sustituyentes en el anillo

aromatico.

1.2 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE LA SERIE Il

La estructura general de los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina de la SERIE 1l se refleja en la

siguiente figura:

Figura 66: Estructura general para los derivados de la serie II.

Las modificaciones estructurales en estos derivados se llevan a cabo en las posiciones 2 y 4
del nicleo de pirido[2,3-d]pirimidina. En la posicién 2 se introducen los grupos hidroseleno,
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metilseleno y pentilseleno y en la posicién 4 se introducen los grupos hidroseleno, metilseleno y
pentilseleno, el grupo amino o aminas con una cadena alifatica y distintos sustituyentes en el
anillo aromatico. Con ello, se pretende evaluar la flexibilidad de la molécula y el efecto de

factores estéricos y electrénicos.

1.3 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE LA SERIE IlI

La estructura general de los derivados de quinazolina de la SERIE Ill aparece a continuacion:

Figura 67: Estructura general para los derivados de la serie Ill.

Las modificaciones estructurales en estos derivados se llevan a cabo en las posiciones 2 y 4
del nucleo de quinazolina. En la posicion 2 se introducen los grupos mercapto, metiltio y
pentiltio y en la posicién 4 se introducen los grupos mercapto, metiltio y pentiltio, el grupo
hidroxilo, el grupo amino o diferentes aminas con una cadena alifatica variable. Se pretende
con ello evaluar la longitud de la cadena, la flexibilidad de la molécula y el efecto estérico y

electrénico al introducir distintos sustituyentes en el anillo aromético.

1.4 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE LA SERIE IV

La estructura general de los derivados de quinazolina de la SERIE IV se muestra a

continuacion:

Figura 68: Estructura general para los derivados de la serie IV.
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Las modificaciones estructurales en estos derivados se llevan a cabo en las posiciones 2 y 4
del ndcleo de quinazolina. En la posicién 2 se introducen los grupos hidroseleno, metilseleno y
pentilseleno y la posicion 4 se sustituye por los grupos hidroseleno, metilseleno y pentilseleno,
el grupo amino o diferentes aminas con una cadena alifatica y distintos sustituyentes en el

anillo aromatico para evaluar factores estéricos y electronicos.

Una vez sintetizados y purificados los compuestos se procede a su identificacion mediante
Espectroscopia de Infrarrojo (IR), Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN),

Espectrometria de Masas (EM) y Analisis Elemental (C, H, N).

2. EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES CITOTOXICA Y
ANTIPROLIFERATIVA

Los compuestos presentados en esta Memoria se evallan in vitro en la linea celular PC-3 de
carcinoma de prostata en el Laboratorio de Oncologia del CIMA (Centro de Investigacion
Médica Aplicada), empleando la técnica colorimétrica del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio), por Dfia. Celia Prior, del grupo de investigacion dirigido por el Dr.

Alfonso Calvo.

Se evalla también la actividad citotoxica de los compuestos in vitro en las lineas celulares
tumorales: CCRF-CEM (leucemia linfoblastica aguda), HTB-54 (adenocarcinoma de pulmén),
HT-29 (adenocarcinoma de colon) y MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y en dos lineas
celulares no tumorales: derivada de epitelio de mama (184B5) y derivada de epitelio bronquial
(BEAS-2B). Se ha empleado la técnica colorimétrica del MTT siguiendo la metodologia
desarrollada por el NCI. Los compuestos han sido evaluados en el Departamento de Ciencias
de la Salud de la Universidad Publica de Navarra (UPNA), bajo la supervision del Dr. Ignacio

Encio.

3. ESTUDIO DE LA RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Una vez evaluados todos los compuestos y conociendo su citotoxicidad se realiza un estudio
de la relacién estructura-actividad para poder mejorar la actividad citotéxica de los compuestos
que se sinteticen posteriormente por el grupo y poder evaluar las variaciones estructurales
realizadas. Los estudios se han llevado a cabo en la Seccion de Modelizacion Molecular del
Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica de la Universidad de Navarra y han sido

realizados por la Dra. Maria Font.
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4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE INDUCCION DE MUERT E
CELULAR

Se seleccionan tres compuestos lideres con los que se realizan estudios para determinar la
capacidad de induccion de muerte celular de los derivados seleccionados en la linea celular
tumoral MCF-7 (adenocarcinoma de mama), usandose la técnica de citometria de flujo. Los
compuestos han sido evaluados en el Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad

Publica de Navarra (UPNA), bajo la supervision del Dr. Ignacio Encio.

5. EVALUACION DE LA ALTERACION DEL CICLO CELULAR

Con los compuestos lideres se realizan estudios para determinar si afectan a las distintas
etapas del ciclo celular en la linea celular tumoral MCF-7 (adenocarcinoma de mama),
usandose la técnica de citometria de flujo. Los compuestos han sido evaluados en el
Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad Publica de Navarra (UPNA), bajo la

supervision del Dr. Ignacio Encio.

6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MIGRACION CELULAR

En una estancia en el Edinburgh Cancer Research UK Centre de la Universidad de Edimburgo,
bajo la supervision de la Dra. Margaret Frame, se realizan estudios para evaluar la capacidad
de los compuestos lideres de inhibir la migracion celular. Estos experimentos se llevan a cabo
en las lineas celulares tumorales de mama MCF-7 (adenocarcinoma de mama dependiente de
estrégenos) y MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama independiente de estrégenos),

utilizando la técnica de Wound Healing.

7. PROFUNDIZACION EN LOS POSIBLES MECANISMOS DE ACC ION

Se realizan estudios para profundizar en los posibles mecanismos de accidon de los
compuestos lideres. Estos experimentos se llevan a cabo en las lineas celulares tumorales de
mama MCF-7 (adenocarcinoma de mama dependiente de estrégenos) y MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama independiente de estrogenos), utilizando la técnica de Western
Blot. Los compuestos han sido evaluados en el Edinburgh Cancer Research UK Centre de la

Universidad de Edimburgo, bajo la supervision de la Dra. Margaret Frame.
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Material y Métodos: Sintesis Quimica

1. ESQUEMAS GENERALES DE SINTESIS
1.1 ESQUEMA GENERAL DE SINTESIS DE DERIVADOS DE PIR IDO[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE |

1.1.1 Esquema general de sintesis de derivados 4-al  quilamino-2-metiltio de pirido[2,3- d]pirimidina (I.1-4)

_\
OcCl
‘ . COOH socl, (\/(C /CH3
N/ cl reflujo N/ cl
[l.a] piridina (seca)
* > CHCI
EtOH (abs) CH3 E
CHsl * refiujo 3 reflujo | DMF (seca)
HoN NH, )\ ‘HI
[I.c]
[1.b] ~
Cl
EtOH (abs NS POCIs, DMF (seca) " “NH
o R T PP
reflujo ,CH3 reflujo NT SN S/CH3

CH2PhSCHj5 (p), CsH1oOH.

R= CH,Ph, CH,PhOCH;, (p). [I.e] “

H

N TON
O\)\/L CH3 )\ CH3

[1.d]

[1.1-4]
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1.1.2 Esquema general de sintesis de derivados 2-al  quiltio-4-amino de pirido[2,3- d]pirimidina (1.5-7) y 2,4-dialquiltio de pirido[2,3
10)

@] OH
COQOH (@]
| AN )J\ NaOH2N  CO,(s) CHiCOOH N
+
= H2N NH2 ; "'/J\
N~ “NH, NH, N [IﬂN OH
NH, '
NH,
N POCI ,
X EtOH (abs) S b ~ N DMF (seca) | reflujo
o N reflujo )t FN\ P
I.h ‘
NH, [I.h] reflujo cl
[1.5]
R EtOH (abs) D N TSN
Rl reflujo /l\ R )\
R=CHg, C5H. EtOH (abs) [l.9]
[1.6-7] reflujo
_R
s
N Ny EIOH (abs) | N N
)\ reflujo P /)\
R R=CHs, CsH11. | N~ "N~ TSH
[1.9-10] f-8]
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1.2 ESQUEMA GENERAL DE SINTESIS DE DERIVADOS DE PIR IDO[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE Il

1.2.1 Esquema de sintesis de 4-bencilamino-2-hidros  elenopirido[2,3- d]pirimidina (I1.1-2)

0
3 e
N H tolueno  EtzN, Se (s), COCl, NCSe |
H N, ,0°C i - =
2. reflujo N NH,

[11.1]

dioxano (seco)-piridina (seca)| reflujo

T
ST RN

A A

N N SeH

[11.2]
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1.2.2 Esquema general de sintesis de derivados 2-al quilseleno-4-amino de pirido[2,3- d]pirimidina (11.3-5) y 2,4-dialquilseleno de pirido [2,3-
d]pirimidina (11.6-8)

0 OH
COOH 0O
= )J\ NaOH2N CO,(s) CH,COOH ~ NH NTUSN
‘ + ‘j’ —_— I /}\
= H2N NH2 = - =
N™ NH, NH; "
NH2 NH2 ’
x POCI
| TSN EtOH (abs) © + ‘ oS N DMFfseca reflujo
N N')\SeH TN TN, Ny NH,OH
4
™ et
i[o]
[11.3] NH;
. Eto:: (‘abs) N S AN \/T\
reflujo
R- )\ R
R=CH3, C5H1‘|. EtOH (abs)
reflujo .
] Se [|9]
[11.4-5] J\
_R ] SeH H,N” “NH,
Se
X7 RN
NS EtOH.(abs) S ‘ )\
/]\ R reflujo NN S SeH
R=CHs, CsH 1. \

[11.7-8] [1L.6]
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1.3 ESQUEMA GENERAL DE SINTESIS DE DERIVADOS DE QUI NAZOLINA DE LA SERIE IlI
1.3.1 Esquema general de sintesis de derivados 4-al quilamino-2-mercapto de quinazolina (l11.1-2) y 4-a Iquil/arilamino-2-alquiltio de quinazolina
(11.3-16)

R

H I HN
POCI, §
R i =
)N\ DN:;:ﬂEjs;ca) )N\ + R-NH, EtOH (abs) reflujo /T\
/
N/ SH N SH i

R= CH,Ph, CH,PhOCH; (p). N SH

+ [l.a] [.1-2
Ri-l | Ry= CHs, CgHy4.
OH Cl
‘ NaOH 0,4 N CH3;COOH Y POCI3;, DMF (seca) SN
reflujo = 5- = R reflujo R
J pH=5-8 N)\S/ 1 ] N S 1
[l1.b-c]
[11.3-4] .
. _R R )
X-H;Se05 HNR2 HN- 2 Ro-NH,
EtOH/H,0 (1:1 EtOH (abs)
1 200 SeO, + 1 reflujo
/ R reflujo P R
N g N g
[.15-16] [Nl.5-14]
Ry= CHj. Ro= Ph, CH,Ph, (CH,),Ph, (CH5)sPh,
Ry= CH,Ph, (CH;)4Ph. (CH5)4Ph, CH>PhOCH; (p), CH,PhSCH5(p),
X=1,97, 1,25. *CHzphSBCHQ,(pJ, CsH1gOH,
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* Sintesis de p-metilselenobencilamina (no comercial).

. Cl H C”SG
EtOH (abs) o 3
CH;SeSeCH; + NaBH,4 ‘T- 2CHsSe + \O\fo EtOH (abs) Q\KO
! H

H, reflujo
[1.d]
S +
~O€ S
Zn (polvo € )
HaC (polvo) o~ NHzOHHCI N O,
NH-» HCI 10% N H,0
reflujo OH
l.e
[11.f] [lle]
1.3.2 Esquema de sintesis de 2-cloro-4-(4-metilsele  nobencil)aminoquinazolina (l11.17)
[111.f]
OH Cl NH; HN
POCI; H3C.
SN DMF (seca) SN "se SN Se’CH3
N/ On reflujo N')\CI EtOH (‘abs) N’)\CI
[”I-g] TEﬂUJD

[11.17]
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1.3.3 Esquema general de sintesis de derivados 2-al

quiltio-4-amino de quinazolina (111.18-20) y 2,4-di

alquiltio de quinazolina (111.21-23)

OH Cl NH,
POCI
SN DMF?seca) =N NH,4OH SN
reflujo > flui )\ ¥
N” “OH 3 N” g P NT Sc HaNT UNH,
JL [1.g] [11.h]
EtOH (abs)
HoN™ "NHz_~EtoH (abs) reflujo
SH reflujo
SN NH, Hz
EtOH (abs) R
N’ASH Y : |+ N
reflujo /)\
~_ R N SH
[I".21] N S R=CH3, C5H11,
* [111.19-20] 18]
R-l R=CH3‘ CsH1 1.
' /R
S
EtOH (abs) Ny
reflujo
o R
e
[l1.22-23]
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1.4 ESQUEMA GENERAL DE SINTESIS DE DERIVADOS DE QUI NAZOLINA DE LA SERIE IV

1.4.1 Esquema general de sintesis de derivados 4-al  quilamino-2-alquilseleno de quinazolina (IV.1-10)

j\ 0
/O/\NHQ E0” “H /O/\HJLH olueng  EtaN. Se (5), COCh,
R, reflujo R N,,0°C reflujo
R¢=H, OCHj;, SCH;3 [IV.a-b]
/O/\NCSe
R

1

R,=CHg, CsH11. HN/\O\ 1.1, IV.1-2]
R-I + =N R dioxano (seco)-piridina (seca) +

1

EtOH (abs) N/A\S H reflujo CN
reflujo e O:
NH,

I IV- 3—5]
/\O\
S

N R
”/’I\séR‘2

[IV. 6-10]

1

N
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1.4.2 Esquema general de sintesis de derivados 2-al  quilseleno-4-amino de quinazolina (IV.11-13) y 2,4- dialquilseleno de quinazolina (1V.14-16)

OH Cl NH»
POCI,
SN DMF (seca) N NH,4OH SN Se
/ reflujo /A\ reflujo ,/I\ ' H-N NH
N OH Se N Cl N Cl 2 &
[l.g] [H1.h]
reflujo reflujo
SeH
S N NH2 NH2
/)\ Ny EtOH (abs) o Y
N SeH reflujo /K
= Z
[IV.14] N R=CHj, CsH1. N SeH
+ [IV.12-13] [IV.11]
R-I r
R
| R=CHs, CsH. | sé
\ b
EtOH (abs)
i P R
reflujo N)\Se
[IV. 15-16]

91



Material y Métodos: Sintesis Quimica

2. METODOS DE SINTESIS

2.1 DERIVADOS DE PIRIDOJ[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE |

2.1.1 Derivados 4-alquilamino-2-metiltio de pirido[  2,3-d]pirimidina 1.1-4 (SERIE )

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 4-alquilamino-2-metiltio

de pirido[2,3-d]pirimidina I.1-4 aparecen a continuacion:

1. Sintesis de 1-(2-cloro-3-piridincarbonil)-S-metilpseudotiourea, por reaccion
del cloruro de 2-cloronicotinoilo con S-metilpseudotiourea (hidroioduro).

2. Sintesis de 2-metiltio-3,4-dihidro-4-oxopirido[2,3-d]pirimidina por ciclacion
intramolecular de S-metilpseudotiourea.

3. Funcionalizacién de la posicion 4 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina por
diferentes aminas aromaticas 0 alifaticas con distintos sustituyentes para
provocar modificaciones en la densidad electrénica de la molécula y

comprobar factores estéricos.
2.1.1.1 Sintesis del cloruro de 2-cloronicotinoilo (l.a)
Se obtiene con rendimiento practicamente cuantitativo por tratamiento del &cido 2-cloro-3-

piridincarboxilico con cloruro de tionilo a reflujo durante 2 horas. El ién cloruro es muy buen

saliente y confiere una gran reactividad al carbonilo ante compuestos nucledfilos.

COOCH OC|
| o~ SOCl, N
P> reflujo =
N Cl N Cl
[l.a]

Figura 69: Sintesis de cloruro de 2-cloronicotinoilo.

El mecanismo de reaccion propuesto (figura 70) pasa por un ataque nucledfilo el oxigeno sobre
el azufre y formacion de un intermedio tetraédrico. Posteriormente, tiene lugar la regeneracion
del grupo sulfonilo y la salida de un i6n cloruro, con formacién del grupo carbonilo y

desprendimiento de gases.
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. + S
R OH cl” To R o~ ¢l \* R o7 cl
| cl )
H Cl" H
0
* 80, + HCl +/
R cl 2
c|)J e
H

Figura 70: Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de 2-cloronicotinoilo.
2.1.1.2 Sintesis de S-metilpseudotiourea (l.b)

La sintesis de S-metilpseudotiourea se lleva a cabo con ligeras modificaciones sobre el método
convencional (Brand, E., 1955). Por reaccién de tiourea con ioduro de metilo en etanol absoluto
a reflujo durante 1,5 horas se llega al derivado deseado con rendimiento del 90 %. El
mecanismo de reaccién propuesto se trata de una sustitucion nucleodfila de orden 2 (Sy2)

apreciandose la mayor nucleofilia del azufre frente al nitrégeno en este tipo de reacciones

(figura 71).
CH
SD/\ g e
SIY e pon P
7 VM3 EOH (abs)
——————— HN NH,

H2N NH; reflujo
[1.b]

Figura 71: Mecanismo de reaccion propuesto para la metilaciéon de tiourea.
2.1.1. 3 Sintesis de 1-(2-cloro-3-piridincarbonil)-  S-metilpseudotiourea (l.c)

La sintesis del intermedio ureidico, necesario para acceder al ndcleo piridopirimidinico, se lleva
a cabo por reaccién de cloruro de 2-cloronicotinoilo con S-metilpseudotiourea y trietilamina en
proporcién molar 1:1:2, respectivamente, utilizando como disolvente cloroformo seco y una
catadlisis basica de piridina y trietlamina a temperatura ambiente durante 48 horas. El
mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de 1-(2-cloro-3-piridincarbonil)-S-
metilpseudotiourea se muestra en la figura 72. El hecho de utilizar catdlisis de trietilamina parte
de la experiencia de nuestro grupo investigador (Sanmartin, C., 1988), ya que al utilizar S-
metilpseudotiourea (hidroioduro) con cloruro de 2-cloronicotinoilo utilizando como disolvente
una mezcla de cloroformo/piridina a temperatura ambiente, rinde el derivado 1,3-bis(2-cloro-3-

piridincarbonil)-S-metilpseudotiourea sin que se pueda aislar el ureido precursor.
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CH CH
S/ 3 S/ 3

q 5O A PN
N C\CI /K CHClI; (seco) HN f\‘le HN NH
- iridina, Et;N - ?l

piridina, Ets Q;*CI

N e | O Hel h o
2

[I.a] : N Cl N Cl
- [l.c]

Figura 72: Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion del derivado ureidico.
2.1.1.4 Sintesis de 2-metiltiopirido[2,3- d]pirimidin-4(3 H)-ona (l.d)

La sintesis de I.d a partir del derivado pseutioureido l.c tiene lugar mediante calefaccion,
produciéndose de esta manera la ciclacion. Esta sintesis se ha llevado a cabo en diferentes
medios, eligiéndose N,N-dimetilformamida como el mejor de ellos, debido a su alto punto de
ebullicion y a que es un disolvente polar y aprotico. Permite la obtencion del derivado I.d en un
tiempo de reaccién corto (apenas 3 minutos) y con rendimientos entre un 60-70 %. La
termociclacién debe llevarse a cabo en condiciones anhidras, ya que el derivado I.d se hidroliza
con facilidad y, ademas, esta hidrélisis esta catalizada por el propio acido clorhidrico

desprendido en la reaccion.

CH
0 S/’ 3

A . ~
= N NH ) | D
N

NH | X NH
L DMF (seca) )\ CHs \'+ = ,)\ _CHs;
N Cl reflujo S H N N S

[l.e] [l.d]

Figura 73: Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de 2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidin-4(3H)-ona.

IT=Z*

2.1.1.5 Sintesis de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-  d]pirimidina (I.e)

A partir del derivado 1.d, por tratamiento con cloruro de fosforilo a reflujo durante 2 horas y unas
gotas de N,N-dimetiformamida como catalizador, se llega al intermedio l.e, lograndose la
cloracion en la posicién 4. El mecanismo de reaccién propuesto (figura 74) es una sustitucion
nucledfila de orden 2, iniciada por el ataque del doble enlace del grupo carbonilo sobre el
atomo de fésforo y salida de un anion cloruro del grupo cloruro de fosforilo. A continuacion, se

produce el ataque de este anién cloruro y posterior salida del grupo PCI,O,™, que es un grupo
muy buen saliente. Estos compuestos son relativamente inestables por su alta capacidad de

hidrélisis.
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_ o _
|| Cl
(o] a” \
=3
NH . I "
N CH A /]\
N N S/ 3 Cl) él Cl /CH3
[1.d] L _
Cl
0]
N \N ||:\,
+ PN
HO™ | ~CI
= = CH
N N7 s cl
[l.e]

Figura 74: Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina.

2.1.1.6 Sintesis de derivados 4-alquilamino-2-metil  tio de pirido[2,3- d]pirimidina (I.1-4)

La sintesis hasta llegar a los productos finales de la serie | se basa en la reaccion del
cloroderivado l.e con la amina correspondiente en proporcion molar 1:1,5, respectivamente, en
etanol absoluto a reflujo durante 5 horas, obteniéndose los compuestos con rendimientos entre
4-95 %. El mecanismo de accién propuesto se corresponde con una sustitucion nucledfila
aromatica en la que el par de electrones libres del nitrégeno de la amina ataca al carbono unido
directamente al cloro formandose un intermedio tetraédrico y perdiendo la aromaticidad, ya que
el nitrégeno queda con carga negativa. Posteriormente, sale el cloro al medio como cloruro

restaurando la aromaticidad en la molécula y se elimina un protén (figura 75).

+ R
cl . R HN"
| NH, al-
™ SN N . Ry N N = N
/]\ RoNH EterTuj(th) _L, /I\
CH3 NP CH e
s~ N N s S
[l.e]
_R
R= CH,Ph, CH,PhOCHa(p), HN H
CH,PhSCHs(p), CsH1oOH.
\\ ~ N

P CHj
N N s

[1.1-4]

Figura 75: Mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de los derivados 1.1-4.
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2.1.2 Derivados 2-alquiltio-4-amino de pirido[2,3-  d]pirimidina 1.5-7 (SERIE I)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2-alquiltio-4-amino de
pirido[2,3-d]pirimidina I. 5-7 se indican a continuacion:

1. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona por reaccién del acido 2-
aminonicotinico con urea.

2. Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de pirido[2,3-
d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona con cloruro de fosforilo.

3. Sintesis de 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de 2,4-
dicloropirido[2,3-d]pirimidina con hidréxido amaénico.

4, Sintesis de 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina por reacciéon de 4-
amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina con tiourea.

5. Funcionalizacion de la posicion 2 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina por
diferentes ioduros de alquilo para comprobar el efecto volumen en esta

sustitucioén.

2.1.2.1 Sintesis de pirido[2,3- d]pirimidin-2,4(1 H,3H)-diona (I.f)

La pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona (I.f) se obtiene por condensacion del acido 2-
aminonicotinico con urea a 210 T, produciéndose de esta manera una fusién en estado sélido
con desprendimiento de vapores de NHs;. Posteriormente, el residuo se trata con hidroxido
sédico 2 N, nieve carbénica y acido acético glacial, rindiendo la pirido[2,3-d]pirimidina deseada
con rendimientos en torno al 80 %. Esta ruta sintética es una de las mas utilizadas para llegar
al derivado de pirido[2,3-d]pirimidina (Robins, R.K., 1955). El mecanismo propuesto para esta
reaccién es una sustitucion en el acilo seguida de una adicién nucledfila a carbonilo
intramolecular. El par de electrones libres del nitrégeno de urea atacan al carbonilo de acido vy,
después de una reorganizacion electrénica, protonacion del hidroxilo y eliminaciéon de agua, el
par de electrones libres del nitrégeno de la amina del &cido 2-aminonicotinico vuelven a atacar

al carbonilo de urea liberandose amoniaco. El mecanismo queda reflejado en la figura 76.

g Py 3.
N 0O
C + H,0 .
" 0H 0 N m;( 2 STONTTNH
| P —— NHy H :
P + .. P P
N~ "NH; HoN™ - NH; N~ “NH, N" 'NH;
- - ‘. NH,
OH 0]
| STy N NH NaOH (2N)  COz(s) CHZCOOH
P
N N/)\OH N H 0
(.1

Figura 76: Mecanismo de reaccion propuesto para la formacién de pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona.
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2.1.2.2 Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3- d]pirimidina (l.g)

El derivado I.f permite llegar al intermedio diclorado I.g por tratamiento con cloruro de fosforilo y
N,N-dimetilformamida a reflujo durante 24 horas. EI mecanismo propuesto es similar al

propuesto en la figura 74 para la obtencién del intermedio l.e.

OH Cl

SNYTSN pogy, DMF(seca) xRN

/ /L reflujo )\

N N OH
[11] [l-g]

Figura 77: Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina.

2.1.2.3 Sintesis de 4-amino-2-cloropirido[2,3-  d]pirimidina (l.h)

Una vez obtenido el derivado diclorado (l.g) se procede a sintetizar la 4-amino-2-
cloropirido[2,3-d]pirimidina (I.h) por tratamiento de éste con una disolucién acuosa de hidréxido
amonico al 25 % durante 1,5 horas a reflujo. El mecanismo propuesto pasa por una sustituciéon

nucledfila aromatica (SNA).

NH,

™
(f IO
[l.g]

[|-h]

Figura 78: Sintesis de 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina.
2.1.2.4 Sintesis de 4-amino-2-mercaptopirido[2,3- d]pirimidina (1.5)

La 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina (I.h) por reaccion con tiourea en etanol absoluto a
reflujo durante 5 horas, rinde el derivado 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina (1.5). El
mecanismo de reaccidn cursa via sustitucion nucledfila aroméatica (SNA) en la que se produce
un ataque del par de electrones libres del azufre al carbono 2 de pirido[2,3-d]pirimidina unido
directamente a cloro. Este ataque esta justificado porque este carbono tiene una densidad de
carga positiva grande al estar unido a un cloro y a un nitrégeno. El heterociclo va a perder asi
la aromaticidad y, posteriormente, recupera esta aromaticidad saliendo al medio el atomo de
cloro. El par de electrones libres del oxigeno del etanol (disolvente de la reaccion) atacan al
carbono de la tiourea de partida produciéndose la ruptura del enlace C-S y obteniéndose asi el

intermedio requerido (figura 79).
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NH2 NH,
SH
NN /J\ - J]\ E(OH (abs) | NS N NH
+
N7 r«?l\m HN NH e N Nd)%S)J\NH
B 2
[1.h] \
H Et
NH, NH, ~o~
YN | TSN NH
)\ r ﬂ)\f-ﬂ\
N s N N S NH,

[1.5]

Figura 79: Mecanismo de reaccion para la sintesis del derivado 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina.

2.1.2.5 Sintesis de derivados 2-alquiltio-4-amino d e pirido[2,3- d]pirimidina (1.6-7)

El derivado 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina (1.5) por tratamiento con los
correspondientes ioduros de alquilo en etanol absoluto, a reflujo durante 1,5 horas, rinde los
productos finales 1.6-7 con rendimientos entre 25-45 %. EI mecanismo de reaccién por el que
transcurre la reaccion es una sustitucién nucleodfila de orden 2 en la que el par de electrones
libres del azufre va a atacar al resto alquilo liberando al medio ioduro y, posteriormente, para
neutralizar la carga de la molécula saldra el protén al medio de reaccién. El mecanismo queda
reflejado en la figura 80.

H+
)\ (\ E{OH (abs) Xy SN J N
R< | reﬂulo /,\ *
P =~_+ _R

1.5
3] [1.6-7]

Figura 80: Mecanismo de reaccion para la sintesis de derivados 2-alquiltio-4-amino de pirido[2,3-d]pirimidina.

2.1.3 Derivados 2,4-dialquiltio de pirido[2,3-  d]pirimidina 1.8-10 (SERIE I)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2,4-dialquiltio de

pirido[2,3-d]pirimidina 1.8-10 se enumeran a continuacion:

1. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona por reaccion del acido 2-
aminonicotinico con urea.
2. Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de pirido[2,3-

d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona con cloruro de fosforilo.
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3. Sintesis de 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de 2,4-
dicloropirido[2,3-d]pirimidina con tiourea.

4. Funcionalizacién de las posiciones 2 y 4 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina
por diferentes ioduros de alquilo para comprobar la influencia de factores

estéricos.

2.1.3.1 Sintesis de 2,4-dimercaptopirido[2,3- d]pirimidina (1.8)

La 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (l.g), cuya sintesis se ha expuesto con anterioridad
(apartado 2.1.2.2), por tratamiento con tiourea en proporcion molar 1:2, respectivamente, en
etanol absoluto a reflujo durante 5 horas, da lugar al intermedio 2,4-dimercaptopirido[2,3-
d]pirimidina (1.8), tal y como aparece en la figura 81. El mecanismo por el que transcurre la
reaccion es una sustitucion nucledfila aromatica y es similar al propuesto con anterioridad en la
figura 79 aunque, en este caso, el azufre como nucledfilo se sustituye en las posiciones 2 y 4

propiciado por la cualidad de buen saliente de los cloros sustituidos.

cl SH
(\TL\N ¥ P EtOH (abs) TSN
L /)\ J\ reflujo P /)\
NT OSNT Sl HNT O ONH, N N sH
[l.g]
[1.8]

Figura 81: Sintesis del intermedio 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina.

2.1.3.2 Sintesis de derivados 2,4-dialquiltio de pi  rido[2,3- d]pirimidina (1.9-10)

El derivado 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina (1.8) por tratamiento con los correspondientes
ioduros de alquilo en etanol absoluto y a reflujo durante 1,5 horas, rinde los productos finales
1.9-10 con rendimientos entre 15-20 % (figura 82). EI mecanismo de reaccidén cursa igual que el

explicado en la figura 80 y se trata de una Sy2.

R
SH s”
N SN + Ry EUOH (@bs) AT
P )\ : reflujo /I\ R
N
N N SH [ReCH,, Cobry. N N s
[.8]
[1.9-10]

Figura 82: Formacion de derivados 2,4-dialquiltio de pirido[2,3-d]pirimidina.
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2.2 DERIVADOS DE PIRIDO[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE Il

2.2.1 Intentos de sintesis para la obtencion de der ivados de 4-alquilamino-2-alquilseleno

de pirido[2,3- d]pirimidina

Los principales problemas encontrados en la sintesis de los compuestos que se presentan en
esta Memoria han correspondido a derivados 4-alquilamino-2-alquilseleno de pirido[2,3-
d]pirimidina (serie Il). A continuacién, se detallan las vias de sintesis que no han rendido los

compuestos esperados:

A) Por reaccion del acido 2-aminonicotinico con urea se obtiene el compuesto pirido[2,3-
d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona (I.f). Posteriormente, este derivado se trata con cloruro de fosforilo
y N,N-dimetilformamida rindiendo el derivado diclorado (I.g), como se ha explicado con
anterioridad (apartados 2.1.2.1 y 2.1.2.2). El derivado diclorado I.g es muy inestable y se
hidroliza facilmente por lo que, sin mas purificacién, es tratado con la amina correspondiente en
proporcién molar 1:1,5, respectivamente, obteniéndose los derivados 4-alquilamino-2-cloro de
pirido[2,3-d]pirimidina. Posteriormente, estos derivados se tratan con selenourea en proporcion
molar 1:1,1, respectivamente, en etanol absoluto a reflujo durante 5 horas (Mautner, H., 1956)
con el fin de introducir el grupo hidroseleno en posicion 2, pero mediante esta via de sintesis no

se logran los derivados deseados.

B) Por reaccién de borohidruro sédico y selenio metal (polvo) en proporcion molar 2:1,
respectivamente, en agua a temperatura ambiente, se genera el agente nucledfilo seleniuro de
hidrégeno sddico (NaHSe) (Klayman, D.L., 1973). La reaccion es exotérmica y produce
tetraborato sédico, hidrégeno y el producto deseado. Posteriormente, se afiade el seleniuro de
hidrogeno sédico a los derivados 4-alquilamino-2-cloro de pirido[2,3-d]pirimidina , sintetizados
con anterioridad, en proporcion molar 1,1:1, respectivamente. La reaccion se prolonga a reflujo
en etanol absoluto y se sigue por CCF (cromatografia en capa fina). Por esta via de sintesis no

se logran ninguno de los derivados 4-alquilamino-2-hidroseleno de pirido[2,3-d]pirimidina.

C) Se realiza una modificacién del método por el cual se han sintetizado los derivados 4-
alquilamino-2-metiltio de pirido[2,3-d]pirimidina de la serie | . Dicha modificacion consiste en el
uso de selenourea en vez de tiourea manteniendo las condiciones de reaccién. Por reaccion
del cloruro de 2-cloronicotinoilo con Se-metilpseudoselenourea en proporciéon molar 1:1,5,
respectivamente, en cloroformo, piridina seca y trietilamina a temperatura ambiente durante 48
horas, no se ha obtenido el derivado 1-(2-cloro-3-piridincarbonil)-Se-metilpseudoselenourea.

D) Se realiza una modificacion del método seguido para la obtencién del derivado pirido[2,3-

d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona (serie ). Si dicho derivado se obtiene a partir de la reaccion del

acido 2-aminonicotinico con urea (Robins, R.K., 1955), se pretende llegar al derivado 2-
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hidroseleno-4-hidroxipirido[2,3-d]pirimidina por reaccion del &acido 2-aminonicotinico con
selenourea, manteniendo las condiciones de reaccion y las proporciones. Después de los
intentos, mediante esta via de sintesis analoga no se consigue el derivado 2-hidroseleno-4-
hidroxipirido[2,3-d]pirimidina ya que, como la reaccién transcurre via fusion en estado solido y

tiene lugar a 210 C, la selenourea se descompone a ntes de fundir.
2.2.2 Sintesis de 4-bencilamino-2-hidroselenopirido  [2,3-d]pirimidina 11.1-2 (SERIE II)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de 4-bencilamino-2-

hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina 1l.1-2 se enumeran a continuacion:

1. Sintesis de bencilisoselenocianato a partir de bencilamida
2. Sintesis de 4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina por reaccion

de bencilisoselenocianato con 2-amino-3-cianopiridina.
2.2.2.1 Sintesis de bencilisoselenocianato (l1.1)

N-bencilformamida comercial se hace reaccionar en tolueno seco con trietilamina, selenio en
polvo y fosgeno en proporcion molar 1:4:1,5:1,5, respectivamente, en bafio de hielo y bajo
atmoésfera de nitrogeno. Posteriormente, se mantiene la reaccion a reflujo durante 24 horas
(Attanassov, P.K., 2004; Sharma, A.K., 2008). Tras purificar el residuo por cromatografia en

columna, se obtiene el bencilisoselenocianato con rendimiento bajo.

O/\H H tolueno(seco) EtsN, Se (s), COCl NCSe
N-, 0°C reflujo

[n.1]

Figura 83: Sintesis de bencilisoselenocianato.

2.2.2.2 Sintesis de 4-bencilamino-2-hidroselenopiri  do[2,3- d]pirimidina (11.2)

El bencilisoselenocianato formado se hace reaccionar con 2-amino-3-cianopiridina (en
proporcién molar 1:1,2) a reflujo durante 24 horas utilizando como disolvente una mezcla de
dioxano (seco) y piridina (seca) en proporcién 7,5:1 en volumen, respectivamente (Verma, S.S.,
1987), rindiendo la 4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3-d]piridina con un 7 % de rendimiento.
El mecanismo de reaccion por el que transcurre la reaccién se debe a la adicién del grupo
amino de la 2-amino-3-cianopiridina al bencilisoselenocianato para rendir el derivado de
selenourea, el cual, tras una reorganizacion electronica, cicla hasta llegar al derivado de

pirido[2,3-d]pirimidina. Posteriormente, por via isomerizacion, el anillo se abre y tras una nueva
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reorganizacion se cierra definitivamente llegando al producto deseado y a todos sus

tautomeros (Atanassov, P.K., 2004). La figura 84 muestra el mecanismo propuesto.

R=CH,-Ph
s CN ) dioxano (seco)-piridina (seca) RS HN"
| + R—N=C=Se |
N/ NH, reflujo N H Se
IWI/R |’R NH, CNH
=, R AN R
L L — O (L
A P
N” N7 seH N~ N=C=Se N~ “N=Cc=Se N” N7 seH
-R
HN/R HN
oy, — [
N~ NASe NN seH
H
[n.2]

Figura 84: Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de 4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina.

El método de sintesis para la obtencién de los derivados 4-alquilamino-2-alquilseleno de
pirido[2,3-d]pirimidina a partir de los isoselenocianatos correspondientes, sélo se ha logrado
con éxito para el compuesto 4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (I1.2), con unos
rendimientos muy bajos (7 %). En los demas casos los isoselenocianatos no han reaccionado

con la 2-amino-3-cianopiridina.

2.2.3 Derivados 2-alquilseleno-4-amino de pirido[2,  3-d]pirimidina 11.3-5 (SERIE II)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2-alquilseleno-4-amino

de pirido[2,3-d]pirimidina I1.3-5 se exponen a continuacion:

1. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)-diona por reaccion del acido 2-
aminonicotinico con urea.

2. Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de pirido[2,3-
d]pirimidin-2,4(1H,3H)diona con cloruro de fosforilo.

3. Sintesis de 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de 2,4-
dicloropirido[2,3-d]pirimidina con hidroxido amaénico.

4, Sintesis de 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina por reaccién de 4-

amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina con selenourea.
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5. Funcionalizacién de la posicion 2 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina por
diferentes ioduros de alquilo para comprobar el efecto volumen en esta

sustitucioén.

2.2.3.1 Sintesis de 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3  -d]pirimidina (11.3)

El derivado 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina (I.h) (cuya sintesis se indica en el apartado
2.1.2) por reaccién con selenourea en etanol absoluto a reflujo durante 5 horas, rinde el
derivado 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (1.3) con un rendimiento entre 60-70 %.
El mecanismo de reaccién pasa por una sustitucion nucledfila aromatica (SNA) paralelo al

expresado en la figura 79.

NH2 NH2
X ™N Se EtOH (abs) X N
+ —
e )\ )J\ reflujo )\
N N o HoN NH; N NT SeH
[I.h]
[11.3]

Figura 85: Sintesis de 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina.

2.2.3.2 Sintesis de derivados 2-alquilseleno-4-amin o de pirido[2,3- d]pirimidina (11.4-5)

El derivado 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (I1.3) por tratamiento con los
correspondientes ioduros de alquilo en etanol absoluto, a reflujo durante 1,5 horas, rinde los
productos finales 11.4-5 con rendimientos entre 50-75 %. El mecanismo de reaccion por el que

transcurre la reaccion es similar al que aparece en la figura 80.

NH5 NH,
TN EtOH (abs) ‘ TSN
+ -
_ /)\ Rl reflujo = )\ R
N N SeH N N Se

3
[11.4-5]

Figura 86: Sintesis de derivados 2-alquilseleno-4-amino de pirido[2,3-d]pirimidina.

2.2.3.3 Nuevos intentos para la sintesis de derivad o0s 4-alquilamino-2-alquilseleno de

pirido[2,3- d]pirimidina

La obtencion del derivado 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (I1.3) abre nuevas vias
sintéticas encaminadas a la obtencion de derivados 4-alquilamino-2-alquilseleno de pirido[2,3-

d]pirimidina. Las rutas de sintesis seguidas se detallan a continuacion:
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A) Por reaccion del derivado 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (1.3, cuya sintesis se
especifica en el apartado 2.2.3.1) con el bromuro de alquilo correspondiente en etanol absoluto
a reflujo y siguiendo la reaccién por CCF (cromatografia en capa fina) no se logran los
derivados deseados 4-alquilamino-2-hidroseleno de pirido[2,3-d]pirimidina. Tampoco se
obtienen cuando la reaccién transcurre en N,N-dimetilformamida seca, aumentando con ello la
temperatura de reflujo. Tras adicionar 2 equivalentes de carbonato potésico a la reaccién, con
el fin de asegurarnos un medio basico y, manteniendo las condiciones de reaccion, se observa
gue tampoco se llega a las moléculas objetivo. Posteriormente, se prueba con un equipo de
microondas (MW) programandolo a distintas temperaturas de reaccién (100, 120 y 150 C) y
diferentes tiempos (5, 10, 20, 30 y 40 minutos) y variando la potencia, hasta llegar a una
potencia maxima de 400 W. Mediante esta Ultima modificacién no se llega tampoco a los

derivados requeridos.

El mecanismo propuesto por el que transcurriria la reaccién seria una sustitucién nucledfila de
orden 2, en la que el par de electrones libres del nitrdgeno de la amina aromatica ataca al
carbono contiguo al bromo del bromuro de alquilo correspondiente liberdndose al medio
bromuro. Sin embargo, este ataque no se produce. La razén por la que no se lleva a cabo la
reaccion se debe a la naturaleza de la amina, ya que es una amina aromatica y, por lo tanto, su
nucleofilia es menor que la de una amina alifatica, el par de electrones libres del nitrégeno esta
muy comprometido con el sistema 1 del heterociclo, por lo que la nucleofilia es practicamente

inexistente y no se lleva a cabo el ataque.

B) Por reaccion del derivado 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (11.3) con el
correspondiente aldehido en éter etilico a temperatura ambiente y posterior reduccion del doble
enlace formado, no se logran los derivados 4-alquilamino-2-hidroseleno de pirido[2,3-
d]pirimidina. Al variar las condiciones de reaccién utilizando diferentes mezclas de disolventes
(tetrahidrofurano/acetonitrilo (1:1, en volumen), diclorometano/metanol (1:1, en volumen) o N,N-
dimetilformamida seca) y distintas temperaturas, la reaccién no tiene lugar. Las razones por las
gue no se lleva a cabo la reaccion se deben a la baja nucleofilia del par de electrones libres del

nitrégeno de la amina aromatica.

2.2.4 Derivados 2,4-dialquilseleno de pirido[2,3-  d]pirimidina 11.6-8 (SERIE II)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2,4-dialquilseleno de

pirido[2,3-d]pirimidina 1.6-8 se indican a continuacion:

1. Sintesis de pirido[2,3-d]pirimidin-2,4(1H,3H)diona por reaccion del acido 2-
aminonicotinico con urea.
2. Sintesis de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina por reaccion de pirido[2,3-

d]pirimidin-2,4(1H,3H)diona con cloruro de fosforilo.
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3. Sintesis de 2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina por reaccién de 2,4-
dicloropirido[2,3-d]pirimidina con selenourea.

4. Funcionalizacién de las posiciones 2 y 4 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina
por diferentes ioduros de alquilo para comprobar el efecto de los factores

estéricos.

2.2.4.1 Sintesis de 2,4-dihidroselenopirido[2,3-  d]pirimidina (I1.6)

El derivado 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (l.g), cuya sintesis se ha descrito con anterioridad
(apartado 2.1.2.2), por tratamiento con selenourea en proporcién molar 1:2, respectivamente,
en etanol absoluto a reflujo durante 5 horas, da lugar al intermedio 2,4-dihidroselenopirido[2,3-
d]pirimidina (I1.6), tal y como se muestra en la figura 87. El mecanismo por el que transcurre la

reaccion es una sustitucion nucleodfila aromatica similar al propuesto con anterioridad en la

figura 79.
cl SeH
=
o~ N £ EtOH (abs) TSN
= )\ )L reflujo /I\
N N Cl HoN NH; N SNT seH
(lgl

[11.6]
Figura 87: Sintesis de 2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina.

2.2.4.2 Sintesis de derivados 2,4-dialquilseleno de  pirido[2,3- d]pirimidina (I1.7-8)

El derivado 2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina  (11.6) por tratamiento con los
correspondientes ioduros de alquilo en etanol absoluto a reflujo durante 1,5 horas, rinde los
productos finales 11.7-8 con rendimientos en torno al 20 % (figura 88). EI mecanismo de

reaccion cursa igual que el propuesto en la figura 80.

R
SeH Se
TNy . gy _EOH(Es) TSN
: reflujo /L
N N SeH N N se”
[1.8]
[11.7-8]

Figura 88: Sintesis de derivados 2,4-dialquilseleno de pirido[2,3-d]pirimidina.

105



Material y Métodos: Sintesis Quimica

2.3 DERIVADOS DE QUINAZOLINA DE LA SERIE Il

2.3.1 Derivados 4-alquilamino-2-mercapto de quinazo lina Ill.1-2 (SERIE Il1)

Las etapas seguidas para la sintesis de los derivados 4-alquilamino-2-mercapto de quinazolina

111.1-2 se enumeran a continuacion:

1. Sintesis de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina, por reaccién de 4-hidroxi-2-
mercaptoquinazolina con cloruro de fosforilo.
2. Sintesis de los derivados 4-alquilamino-2-mercapto de quinazolina por

reaccién de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina con distintas aminas aromaticas.

2.3.1.1 Sintesis de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina (  11l.a)

En esta ruta de sintesis hacia la busqueda de los derivados deseados, se parte del reactivo
comercial 4-hidroxi-2-mercaptoquinazolina que, por tratamiento con cloruro de fosforilo y N,N-
dimetilformamida a reflujo durante 2 horas, rinde el derivado clorado lll.a con rendimientos

entre 60-70 %. La reaccion cursa por el mismo mecanismo que el sefialado en la figura 74.

OH Cl
SN POCl; S
)N\ DMF (seca) /I\II\
B — e
i o
N/ SH reflujo N SH
[liL.a]

Figura 89: Sintesis de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina.

2.3.1.2 Sintesis de derivados 4-alquilamino-2-merca  pto de quinazolina (I1.1-2)

Por reaccion de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina (Ill.a) con distintas aminas en etanol absoluto a
reflujo durante 18 horas se sintetizan los derivados 4-alquilamino-2-mercapto de quinazolina
I11.1-2 con rendimientos entre 5-15 %. El mecanismo de reaccién es una sustitucion aromatica

paralelo al propuesto para la sintesis de los derivados 1.1-4.

HN
+ RN EtOH (abs) SN
2 reflujo /J\
N SH
flll.a] ‘ R= CH,Ph, CH,PhOCHj (p).
[In.1-2]

Figura 90: Sintesis de derivados 4-alquilamino-2-mercapto de quinazolina.

106



Material y Métodos: Sintesis Quimica

2.3.2 Derivados 4-alquil/arilamino-2-alquiltio de @  uinazolina 111.3-16 (SERIE IlI)

Las etapas que se han llevado a cabo para la obtencién de derivados 4-alquil/arilamino-2-

alquiltio de quinazolina 111.3-16 se enumeran a continuacion:

1. Sintesis de derivados 2-alquiltio-4-hidroxiquinazolina, por reacciéon de 4-
hidroxi-2-mercaptoquinazolina con el ioduro de alquilo correspondiente.

2. Sintesis de 2-alquiltio-4-cloro de quinazolina, por reaccion de los derivados
2-alquiltio-4-hidroxiquinazolina con cloruro de fosforilo 'y  N,N-
dimetilformamida.

3. Sintesis de derivados 4-alquil/arilamino-2-alquiltio de quinazolina, por
reaccién de derivados 2-alquiltio-4-cloro de quinazolina con distintas aminas
aromaticas y alifaticas para comprobar el efecto ejercido por factores
electrénicos y estéricos.

4. Formacion de las correspondientes sales de selenito en alguno de los

derivados sintetizados con anterioridad.

2.3.2.1 Sintesis de derivados 2-alquiltio-4-hidroxi de quinazolina (l11.3-4)

Para la obtencion de derivados de quinazolina sustituidos en la posicion 2 del anillo de
quinazolina por el grupo alquiltio, se hace reaccionar 4-hidroxi-2-mercaptoquinazolina, reactivo
comercial, con el correspondiente ioduro de alquilo en una disolucion de hidréxido sodico 0,4 N
a reflujo durante 18 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar la reaccion y se afiade acido
acético glacial hasta pH entre 5-6, obteniéndose los derivados deseados con rendimientos
entre 70-85 %. El mecanismo por el que cursa la reaccion se trata de una sustitucién nucleéfila
de orden 2, en el que el medio basico de la reaccién secuestra los protones de los grupos
hidroxilo y tiol del ndcleo de quinazolina. De esta manera, el azufre queda cargado
negativamente y su nucleofilia aumenta considerablemente, por lo que atacara al carbono
electrdfilo unido al ioduro, saliendo éste al medio de reaccion. La mayor nucleofilia del azufre
hace quimioselectiva la reaccion sin que se produzca la O-sustitucion. Al afiadir acido acético

se protona el fendxido. El mecanismo se muestra en la figura 91.
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OH
X

N NaOH _NaOH (04 N) SN /ﬁ o N CH5COOH
N/ reflujo S/R

R1 CHg, CsH4

OH

SN
/I\ R
N 57

[111.3-4]

Figura 91: Sintesis y mecanismo de reaccion propuesto para los derivados 2-alquiltio-4-hidroxi de quinazolina.

2.3.2.2 Sintesis de los derivados 2-alquiltio-4-clo  ro de quinazolina (l1l.b-c)

El procedimiento sintético y el mecanismo de reaccién para la sintesis de los derivados lll.b-c,

es similar al que se recoge en el apartado 2.1.1.5 para la obtencion del derivado I.e.
2.3.2.3 Sintesis de derivados 4-alquil/arilamino-2-  alquiltio de quinazolina (111.5-14)
El procedimiento sintético y el mecanismo de reaccion para la sintesis de los derivados 111.5-14,

es similar al que aparece explicado en el apartado 2.1.1.6 para la obtencién de los derivados
I.1-4. Los rendimientos que se han obtenido son variables.

Ro= Ph, CH,;Ph, (CH;),Ph, (CH5)sPh, /Rz
*CH,PhSeCHs(p), CsH4gOH.

. =
AN + Ry-NH, EtOH (abs) reflujo )N\
= R
N)\S/R N~ s”
[ll.b-c] [111.5-14]

Figura 92: Sintesis de derivados 4-alquil/arilamino-2-alquiltio de quinazolina.

*Al no ser la p-metilselenobencilamina comercial, se ha sintetizado partiendo del derivado
selenado dimetildiseleniuro que por tratamiento con borohidruro sédico en proporcién molar
1:2, respectivamente, en etanol absoluto durante 2 horas a reflujo, rinde el metilselenol. Al
reaccionar este derivado con 4-clorobenzaldehido, en proporcién molar 1:2, respectivamente,
tiene lugar una sustitucién nucledfila aromatica (SNA) en la que los electrones libres del selenio
atacan al carbono electrdéfilo unido a cloro y, tras formar un intermedio tetraédrico, la molécula
recupera la aromaticidad eliminando un cloruro y dando lugar al intermedio p-
metilselenobenzaldehido (lll.d) con rendimiento del 95 %. Posteriormente, el p-

metilselenobenzaldehido reacciona con carbonato sédico y hidrocloruro de hidroxilamina en
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proporcién molar 1:1,5:1,5, respectivamente, en etanol a temperatura ambiente durante 24
horas dando lugar a (E)-4-metilselenobenzaldehido oxima (Ill.e) con un rendimiento del 80 %.
El mecanismo por el que tiene lugar la reaccién pasa por una adicion a carbonilo y posterior
deshidratacién. El paso hasta llegar a la amina deseada consiste en una reducciéon de
Clemensen, en la cual la oxima se reduce hasta amina utilizando zinc en polvo en proporcién
molar 1:13, respectivamente, en una disolucion de acido clorhidrico 10 % y a reflujo durante 12
horas (figura 93). La p-metilselenobencilamina (lll.f) se obtiene con un rendimiento del 50 %
(Lu, X., 2003).

* Se

EtOH (abs) L "
2CH3SeH +

CH3SeSeCH; + NaBH,

Cl

/Se Se /Se
HSC \©\ -pH H+ HSC/ ©\ P NHZOH HCt NaECOB + HSC
C O

/
/7~ "H \‘ +F"“H Hz0
HO-HN ht HO-H,N

\ H,0

-Se
¢N\OH HCI 10% NH2

reflujo

[ll.e] [111.1]

[.d]

Figura 93: Sintesis, con indicacion del mecanismo de reaccién, de p-metilselenobencilamina.

2.3.2.4 Sintesis de selenitos de N-alquil-2-metiltioquinazolin-4-amonio (111.15-16)

Para conseguir las sales de selenito se parte de dos de los derivados sintetizados con
anterioridad en el apartado 2.3.2.3., los cuales al ser tratados con 6xido de selenio en
proporcién molar 1:1,5, respectivamente, en etanol/agua (1:1 en volumen) y a reflujo durante

12 horas rinden los selenitos de N-alquil-2-metiltioquinazolin-4-amonio.

R _R
HN HN" X-H,Se0,
=N EtOH/H,0 (1:1 SN
)\ CH + Se0; reﬂu?o = A\ CHs
N/ S/ 3 Il N S/
[11.15-16]

R= CH,Ph, (CH,)4Ph.

X=1,97, 1,25.

Figura 94: Sintesis de selenitos de N-alquil-2-metiltioquinazolin-4-amonio.
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2.3.3 Sintesis del derivado 2-cloro-4-(4-metilselen  obencil)laminoquinazolina 11.17 (SERIE
1)
Las etapas empleadas en la sintesis del derivado 2-cloro-4-(4-

metilselenobencil)aminoquinazolina [11.17 se muestran a continuacion:

1. Sintesis de 2,4-dicloroquinazolina por reaccion de 1H,3H-quinazolin-2,4-
diona con cloruro de fosforilo y N,N-dimetilformamida.
2. Sintesis de 2-cloro-4-(4-metilselenobencil)aminoquinazolina, por reaccion de

2,4-dicloroquinazolina con p-metilselenobencilamina.

2.3.3.1 Sintesis del derivado 2,4-dicloroquinazolin  a (lll.g)

El procedimiento sintético y mecanismo de reaccion de la 2,4-dicloroquinazolina es similar al
del derivado 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (I.g) (apartado 2.1.2.2).

2.3.3.2 Sintesis del derivado 2-cloro-4-(4-metilsel  enobencil)aminoquinazolina (111.17)

La sintesis y mecanismo de reaccién del derivado 2-cloro-4-(4-
metilselenobencil)laminoquinazolina es similar a la llevada a cabo para la obtencion de los
derivados de pirido[2,3-d]pirimidina del apartado 2.1.1.6. Se produce la sustituciéon de cloro por

amina en la posicién 4 del heterociclo que resulta mas reactiva.

2.3.4 Derivados 2-alquiltio-4-amino de quinazolina  111.18-20 (SERIE IlI)

Las etapas seguidas para la obtencién de los derivados 2-alquiltio-4-amino de quinazolina

111.18-20 se indican a continuacion:

1. Sintesis de 2,4-dicloroquinazolina por reaccion de 1H,3H-quinazolin-2,4-
diona con cloruro de fosforilo y N,N-dimetilformamida.

2. Sintesis de  4-amino-2-cloroquinazolina  por reaccion de @ 2,4-
dicloroquinazolina con hidréxido aménico.

3. Sintesis de 4-amino-2-mercaptoquinazolina por reaccion de 4-amino-2-
cloroquinazolina con tiourea.

4, Funcionalizacion de la posicién 2 del anillo de quinazolina por diferentes

ioduros de alquilo para comprobar el efecto de los factores estéricos.
Los procedimientos sintéticos llevados a cabo para llegar a los derivados de quinazolina 111.18-

20, asi como sus mecanismos de reaccion, son analogos a los seguidos para la obtencion de

los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina 1.5-7, del apartado 2.1.2.
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2.3.5 Derivados 2,4-dialquiltio de quinazolina Ill.  21-23 (SERIE III)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2,4-dialquiltio de

quinazolina I1.21-23 se enumeran a continuacion:

1. Sintesis de 2,4-dicloroquinazolina por reacciéon de 1H,3H-quinazolin-2,4-
diona con cloruro de fosforilo y N,N-dimetilformamida.

2. Sintesis de  2,4-dimercaptoquinazolina  por reacciébn de @ 2,4-
dicloroquinazolina con tiourea.

3. Funcionalizacion de las posiciones 2 y 4 del anillo de quinazolina por
diferentes ioduros de alquilo para comprobar el efecto ejercido por factores

estéricos.

Los procedimientos sintéticos llevados a cabo para llegar a los derivados de quinazolina 111.21-
23, asi como sus mecanismos de reaccion, son analogos a los seguidos para la obtencion de

los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina 1.8-10, propuestos en el apartado 2.1.3.

2.4 DERIVADOS SELENADOS DE QUINAZOLINA DE LA SERIE IV

2.4.1 Derivados 4-alquilamino-2-alquilseleno de qui  nazolina IV.1-10 (SERIE V)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 4-alquilamino-2-

alquilseleno de quinazolina 1V.1-10 se muestran a continuacion:

1. Sintesis de las amidas correspondientes (excepto de N-bencilformamida
que es comercial) por reaccién de las respectivas aminas con formiato de
etilo.

2. Sintesis de isoselenocianatos derivados a partir de las amidas sintetizadas
con anterioridad.

3. Sintesis de derivados 4-alquilamino-2-hidroseleno de quinazolina por
reaccion de los isoselenocianatos correspondientes con el derivado 2-
aminobenzonitrilo.

4, Funcionalizacion de la posicién 2 del anillo de quinazolina por diferentes

ioduros de alquilo para comprobar el efecto ejercido por factores estéricos
2.4.1.1 Sintesis de los derivados p-sustituido de bencilamida (IV.a-b)
Para la obtencion de las distintas amidas, se hacen reaccionar las aminas de partida con

formiato de etilo a reflujo durante 12 horas en ausencia de disolvente (Barton, D.H.R., 1994).

Las amidas se obtienen practicamente con un rendimiento del 100 %. El mecanismo de
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reaccion propuesto pasa por un ataque nucledfilo del par de electrones libres del nitrégeno al
carbono carbonilico del formiato de etilo generdndose un intermedio tetraédrico que, tras una
reorganizacion electrénica en la que se produce la salida al medio de etéxido y un protén, da

lugar a las amidas buscadas. EI mecanismo de reaccién puede verse en la figura 95.

0. - 0
{CoEt EtO
z 0 +/Lj +/ﬂ\
I N j N~ “H
NH Xt — H, H,
+ EtO7 H
R R R

R= OCHj, SCH. 0

[IV.a-b]

Figura 95: Mecanismo de reaccion propuesto para la formacién de las correspondientes amidas.

En las etapas 2 y 3 de este apartado, para la obtencion de los derivados 1V.1-5, tanto el
procedimiento sintético como los mecanismos de reaccién son analogos a los comentados
anteriormente para los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina 1l.1-2, indicados con detalle en el

apartado 2.2.2.

En la etapa 4 de este apartado, correspondiente a la alquilacion de la posicién 2 del anillo de
quinazolina, el procedimiento sintético y el mecanismo de reaccion es analogo al ya expuesto
con anterioridad en el punto 2.1.2.5. Mediante esta reaccién se obtienen los derivados de

quinazolina 1V.6-10.

2.4.2 Derivados 2-alquilseleno-4-amino de quinazoli naIV.11-13 (SERIE IV)

Las etapas seguidas para la sintesis de los derivados 2-alquilseleno-4-amino de quinazolina

IV.11-13 se indican a continuacion:

1. Sintesis de 2,4-dicloroquinazolina por reaccion de 1H,3H-quinazolin-2,4-
diona con cloruro de fosforilo y N,N-dimetilformamida.

2. Sintesis de 4-amino-2-cloroquinazolina por reaccion de 24-
dicloroquinazolina con hidréxido aménico.

3. Sintesis de 4-amino-2-hidroselenoquinazolina por reaccién de 4-amino-2-
cloroquinazolina con selenourea.

4. Funcionalizacién de la posicién 2 del anillo de quinazolina por diferentes

ioduros de alquilo para comprobar el efecto de factores estéricos.

112



Material y Métodos: Sintesis Quimica

Los procedimientos sintéticos llevados a cabo para llegar a los derivados de quinazolina 1V.11-
13, asi como sus mecanismos de reaccién, son analogos a los seguidos para la obtencion de

los derivados selenados de pirido[2,3-d]pirimidina I1.3-5, del apartado 2.2.3.
2.4.3 Derivados 2,4-dialquilseleno de quinazolinal 11.14-16 (SERIE IlI)

Las etapas que se han llevado a cabo para la sintesis de los derivados 2,4-dialquilseleno de

quinazolina 1V.14-16 aparecen a continuacion:

1. Sintesis de 2,4-dicloroquinazolina por reaccion de 1H,3H-quinazolin-2,4-
diona con cloruro de fosforilo y N,N-dimetilformamida.

2. Sintesis de 2,4-dihidroselenoquinazolina por reaccibn de 24-
dicloroquinazolina con selenourea.

3. Funcionalizacién de las posiciones 2 y 4 del anillo de quinazolina por
diferentes ioduros de alquilo para comprobar el efecto ejercido por factores

estéricos.

Los procedimientos sintéticos llevados a cabo para llegar a los derivados de quinazolina 1V.14-
16, asi como sus mecanismos de reaccién, son analogos a los seguidos para la obtencion de

los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina 11.6-8, propuestos en el apartado 2.2.4.

3. TECNICAS ANALITICAS INSTRUMENTALES UTILIZADAS PA RA LA
CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
SINTETIZADOS

Los experimentos de Espectroscopia de Infrarrojo (IR) han sido registrados en un equipo
Thermo Nicolet FT-IR Nexus Euro con una estacion de trabajo OMNIC 6.0. Se han utilizado
pastillas prensadas de bromuro potasico para muestras solidas y de cloruro sodico para aceites

y liquidos.

Los numeros de onda (v) se expresan en cm™ y la intensidad de las bandas se detalla segun la

clave siguiente: d (débil); m (media); f (fuerte); mf (muy fuerte).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN-'H) han sido obtenidos en un
aparato Briker 400 Ultrashield™ (400 MHz), utilizandose como referencia interna
tetrametilsilano. El disolvente deuterado empleado en la preparacion de muestras ha sido
dimetilsulféxido (DMSO-ds) a una concentracién aproximada de 10 mg/mL. Para la deteccién
de protones labiles se emplean unas gotas de agua deuterada. La multiplicidad de las sefiales

se indica mediante las siguientes abreviaturas: s (singlete); d (doblete); t (triplete); c
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(cuadruplete); g (quintuplete); m (multiplete); dd (doble doblete); tt (triple triplete); dt (doble
triplete); ddd (doble doble doblete); s.a. (sefial ancha). Los desplazamientos quimicos (d) se
expresan en partes por millén (ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en

herzios (Hz).

En algunos derivados sintetizados se ha completado su caracterizacion instrumental con
experimentos de Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13 (RMN-°C) y Resonancia
Magnética Nuclear en 2D (COSY, HMBC y HMQC), utilizdndose el mismo equipo y el mismo

disolvente que en RMN-"H.

Los estudios de Espectrometria de Masas (EM) han sido realizados en un espectrémetro de
masas Hewlett-Packard MSD 5973N de ionizacion por impacto electrénico a 70 eV acoplado a
un cromatografo de gases Hewlett-Packard 6890 Plus. Las muestras se introducen por
insercion directa con sonda (DIP). En los espectros se indica el idn molecular (M+-), cuando
éste es apreciable, y los fragmentos mas representativos. La abundancia de cada pico se

expresa en porcentaje respecto al fragmento mas abundante, al que se asigna el valor de 100.

Los Andlisis Elementales (C, H, N) han sido realizados en un microanalizador LECO CHN-900
a partir de muestras previamente secadas con pentoxido de fésforo a presion reducida. El
intervalo de error admitido para cada producto es de + 0,4 % para cada tipo de atomo

determinado.

Los Puntos de Fusién (Pf) de los compuestos descritos han sido determinados en un equipo
Mettler FP82 + FP80 (con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min) 0 en un equipo

Perkin- ElImer DSC Diamond. La temperatura de fusién se expresa en grados centigrados.

La Cromatografia en columna (CC) se ha desarrollado usando columnas de vidrio (AFORA) y
silica gel 60 (0,0040-0,063 mm, MERK) como fase estacionaria. Las fases moviles han sido
varias dependiendo de la naturaleza de la mezcla a separar y se especifican en la descripcion

de cada compuesto.

La Cromatografia en capa fina (CCF) se ha desarrollado sobre cromatofolios de gel de silice
(60-200UV254) de 0,2 mm de espesor (Alugram SIL G/UV254-818133. Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG. Postfach 101352, D-52313 Duren, Germany), utilizando como fase mévil mezclas de
diferentes disolventes en distintas proporciones. Las placas se observan bajo luz ultravioleta a
unas longitudes de onda de 254 y 365 nm. En algun caso con dificultad en la visualizacion de

las manchas, ha sido necesaria revelarlas con yodo.
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1. EL CULTIVO CELULAR

1.1 LINEAS CELULARES EMPLEADAS EN LOS ENSAYOS

Las lineas celulares que se han empleado para el estudio de la actividad biolégica de los

compuestos sintetizados en esta Memoria son las siguientes:

- PC-3: carcinoma de préstata.

- CCRF-CEM: leucemia aguda T-linfoblastica.

- HT-29: adenocarcinoma de colon.

- HTB-54: carcinoma epidermoidal de pulmén.

- MCF-7: adenocarcinoma de mama (dependiente de estrégenos).

- MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama (independiente de estrégenos).
- 184B5: células no tumorales de epitelio de mama.

- BEAS-2B: células no tumorales de epitelio bronquial.
1.2 SUBCULTIVO DE CELULAS Y FUNDAMENTOS DE LA TRIPS INIZACION

Todas las lineas celulares se han obtenido de la American Type Culture Collection (ATCC), han
sido cultivadas en frascos de 75 cm® (Nunc) y se han incubado en estufa a 37 T con un 5 %

de CO, y un 96 % de humedad relativa.

Las lineas celulares CCRF-CEM, HT-29, HTB-54 y PC-3 se han cultivado en medio RPMI 1640
(Gibco) suplementado con un 10 % de suero bovino fetal de ternera (FBS) (Gibco), L-glutamina
(2 mM) y gentamicina (0,1 mg/mL) (Gibco). La linea celular MCF-7 se ha cultivado en medio
EMEM (Clonetics) suplementado con un 10 % de suero bovino fetal de ternera (FBS), L-
glutamina (2 mM) y gentamicina (0,1 mg/mL). La linea celular MDA-MB-231 se ha cultivado en
medio DMEM (Gibco) suplementado con un 10 % de suero bovino fetal de ternera (FBS) y L-
glutamina (2 mM). La linea celular 184B5 se ha cultivado en medio Hams F-12/DMEM
(Clonetics) (50:50) suplementado segun el procedimiento de Li y col. (Li, Y., 2007). La linea
celular BEAS-2B se ha cultivado en medio Hams F-12/DMEM (Clonetics) (50:50) suplementado
con un 10 % de suero bovino fetal de ternera (FBS), L-glutamina (2 mM) y gentamicina (0,1

mg/mL).

El cultivo de las células que crecen en suspension (CCRF-CEM) se ha realizado por
centrifugacion y posterior resuspension en medio suplementado. Las células se mantienen en
crecimiento exponencial mediante la realizacién de subcultivos dos veces por semana. El
cultivo de células en monocapa se lleva a cabo en aquellas células que son adherentes (PC-3,
HT-29, HTB-54, MCF-7, MDA-MB-231, 184B5 y BEAS-2B). Cuando en el microscopio invertido

se observa que hay poco espacio disponible para que las células se desarrollen (estado de
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subconfluencia) se procede a realizar la tripsinizacion. Este procedimiento consiste en
despegar las células de la base del frasco de cultivo y sembrarlas en un nuevo frasco con
medio de cultivo nuevo. El nombre de tripsinizacion deriva de la enzima proteolitica utilizada

para romper las uniones intercelulares, la tripsina.

Para llevar a cabo la tripsinizacién se realiza el siguiente procedimiento:

Se retira el medio de cultivo del frasco.

2. Se lavan las células con 10 mL de PBS (solucién fosfato a pH 7,4) (Gibco). Se espera
30-45 segundos y se retira el PBS por aspiracion.

3. Se afiaden 3 mL de tripsina-EDTA (Invitrogen) y se incuban las células durante 2
minutos en el caso de las lineas celulares HT-29 y HTB-54 o 7 minutos para las lineas
celulares PC-3, MCF-7, MDA-MB-231, 184B5 y BEAS-2B a 37 T conun5 % de CO, y
un 96 % de humedad relativa.

4. Se despegan las células del frasco de cultivo, dando pequefios golpes con la palma de
la mano.

5. Se neutraliza el efecto de la tripsina afiadiendo 7 mL de medio de cultivo
suplementado. Se centrifugan las células a 1.500 r.p.m durante 5 minutos,
eliminandose el sobrenadante por decantacion.

6. Se resuspende el precipitado en un pequefio volumen de medio suplementado y se
procede al recuento de células en un hemocitobmetro de Neubauer en el microscopio

invertido.

2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL IN VITRO

2.1 PREPARACION DE LOS COMPUESTOS A ENSAYAR

El efecto citotéxico de cada producto se ha ensayado a cinco dosis diferentes entre 10*y 10®
M. Para ello, cada producto se ha disuelto inicialmente en dimetilsulféxido (DMSO) (Aldrich) a
una concentracion 0,1 M o 0,01 M, dependiendo de la solubilidad de cada compuesto. Las
disoluciones madres obtenidas se filtran con un filtro de 0,22 micras (Millipore) para
asegurarnos la esterilidad y, posteriormente, se realizan diluciones seriadas con medio de
cultivo (RPMI 1640 sin suplementar para las lineas celulares: CCRF-CEM, HT-29, HTB-54,
MCF-7 y PC-3; y Hams F-12/DMEM (50:50) sin suplementar para las lineas celulares 184B5 y
BEAS-2B) hasta obtener soluciones de la concentracion deseada. Estas alicuotas se guardan
hasta la realizacién de cada experimento a -20 C y se descongelan a temperatura ambiente

cada vez que se lleva a cabo un experimento.
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Estudios preliminares han demostrado claramente que las pequefias cantidades de DMSO
afiadidas junto con cada producto a los cultivos celulares no tienen efecto alguno sobre el

crecimiento de las células.

2.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

La actividad citotéxica de los compuestos sintetizados se ha evaluado in vitro a través de un
microensayo colorimétrico de citotoxicidad basado en la reduccion de una sal de tetrazolio:
bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Mossmann, T., 1983). En este
ensayo las células vivas y metabdlicamente activas son capaces de reducir el MTT, de color
amarillo en solucién, a una sal de formazan, compuesto insoluble que precipita en forma de
cristales de color azul oscuro. La cantidad de formazan formada depende del porcentaje de
células vivas, ya que en las células vivas se encuentra la enzima responsable de catalizar esta
reaccion, la succinato deshidrogenasa mitocondrial. Esta sal de formazan se puede cuantificar
espectrofotométricamente y la absorbancia medida es directamente proporcional al nimero de
células viables y activas presentes en los cultivos realizados en presencia de los productos

cuyo efecto se quiere estudiar.

Se han utilizado dos metodologias diferentes:

- Para la linea celular PC-3, se ha comparado el crecimiento de las células tras el
tratamiento con los compuestos a 72 horas con respecto a las células control, a las que
s6lo se ha afadido dimetilsulféxido (DMSO). Se ha realizado un experimento por
compuesto, donde cada concentraciéon se ha repetido seis veces. Los datos obtenidos
se expresan como ICsg, concentraciébn de compuesto que inhibe el 50 % del

crecimiento celular, ya que no se toman valores a t.

- En el caso de las lineas celulares CCRF-CEM, HT-29, HTB-54, MCF-7, 184B5 y BEAS-
2B, se ha comparado el crecimiento de las células tratadas y control a las 72 horas con
respecto a las células sembradas inicialmente, que han sido determinadas
espectrofotométricamente. Los datos obtenidos se expresan como LDsg -concentracion
de compuesto que provoca la muerte del 50 % de las células-, TGI -concentracion de
compuesto que inhibe totalmente el crecimiento de las células- y Glso -concentracién de
compuesto que provoca la inhibicién del 50 % del crecimiento celular-. Los datos se
obtienen por extrapolacion en las curvas dosis-respuesta de los porcentajes de
supervivencia: -50 (LDsg), 0 (TGI) y 50 (Glso). Los datos se obtienen de al menos tres
experimentos independientes con cada concentracién repetida por cuadruplicado en

cada uno de ellos.
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Los ensayos de citotoxicidad se realizan en placas de 96 pocillos de fondo redondo (TPP) para

las células en suspension (CCRF-CEM) y de fondo plano (TPP) para las células adherentes
(PC-3, HT-29, HTB-54, MCF-7,184B5 y BEAS-2B).

Estos ensayos se realizan de acuerdo al siguiente procedimiento:

Se afiaden 20 L de las distintas disoluciones preparadas previamente (entre 10y 10
8 M) de los productos a testar (4 compuestos por placa) a todos los pocillos de la
columna 3 a la 12 (figura 96). En las columnas 3 y 8 se afiaden 20 pL de la disolucion
10" M, en las columnas 4 y 9 se afiaden 20 pL de la disolucién 10° M vy asi,

sucesivamente, hasta la disolucién 108 Mm.

Figura 96: Ejemplo de un experimento de citotoxicidad. En la imagen A se muestra la placa de 96 pocillos de fondo

plano tras el periodo de incubacién de 72 horas. En la imagen B se muestra la misma placa tras la retirada del medio
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de cultivo y la adicién de 150 pyL de DMSO antes de proceder a su lectura.

Se afiaden 80 pL de medio de cultivo suplementado a los pocillos que tienen
compuesto, 100 pL del mismo medio a los pocillos control y 200 uL a los pocillos del
blanco.

Se afiaden 100 pL de una suspension de células en medio suplementado, de forma
gue tengamos un numero inicial de 10.000 células para el caso de los cultivos
adherentes y de 40.000 células para el cultivo en suspension, excepto a los pocillos del
blanco. Este nimero de células iniciales resulta de estudiar la relacion entre éstas y la
absorbancia medida, para asi comprobar en qué rango esta relacién es lineal. El
numero de células escogido en cada caso se encuentra dentro de este rango, siendo lo
mas elevado posible para aumentar de esta manera la sensibilidad del método.

De esta manera, el volumen total en todos los pocillos sera de 200 uL. Las placas se
incuban en la estufa a 37 Ty 5 % de CO , durante el tiempo necesario (72 horas para
los experimentos con compuesto y para la placa t, se pasa al apartado 5).

Se afiaden 50 pL de una disolucién de MTT (Aldrich) (2 mg/mL en PBS: solucion
fosfato a pH 7,4) y se incuban durante 4 horas en la estufa a 37 Ty 5 % de CO,

permitiendo a las células metabolizar el MTT.
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6. Se aspira el contenido de cada pocillo mediante un aparato lavador de placas, en el
caso de las placas de fondo redondo se requiere una centrifugacion previa a la
aspiracion (1.200 r.p.m durante 2 minutos).

7. Se afiaden 150 yL de DMSO para disolver los cristales de formazan que se han
formado.

8. Se agitan mecanicamente las placas durante unos segundos para facilitar la disolucién
del formazan y obtener una coloracion homogénea.

9. Se procede a la lectura de la absorbancia en un lector de placas ELISA Bio Kinetics
Reader (BIO-TEK) a una longitud de onda de 550 nm, sustrayendo el valor obtenido a

630 nm para retirar ruido de fondo.

Los datos obtenidos se expresan como porcentaje celular medio para cada concentracion *
SEM (error tipico de la media). Estos datos de crecimiento se calculan a partir de los datos de

absorbancia obtenidos utilizandose las siguientes formulas:

[(A-AQ)/(Ac-A0)]x100 cuando A>AOQ y [(A-A0)/A0]x100 cuando A<AO, donde A=absorbancia del

compuesto; AO=absorbancia a tiempo cero; Ac=absorbancia del control.

Los datos de Glso, TGl y LDsg se han obtenido por extrapolacién en las curvas dosis-respuesta

y se han expresado en valores micromolar (UM).

3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE LOS COMPUESTOS PARA
INDUCIR MUERTE CELULAR

La determinacién del nivel de muerte celular se ha llevado a cabo en la linea celular MCF-7, ya
que los compuestos evaluados han mostrado una mayor sensibilidad en esta linea celular. Se
ha utilizado el kit Apo-Direct™ (Pharmingen), basado en la técnica TUNEL o “end labeling”. Uno
de los pasos tardios en la apoptosis es la fragmentacion del DNA y, esta fragmentacion, es el
resultado de la actividad de las endonucleasas durante el proceso de apoptosis. Mediante este
método se detectan fragmentos de DNA utilizando una reaccién catalizada por la enzima TdT

(desoxinucleotidil transferasa terminal).
El procedimiento seguido se explica a continuacion:

1. Se siembran 10° de células en frascos de cultivo de 25 cm? (Nunc) y se dejan durante
24 horas fijandose a dicho frasco. Transcurrido este tiempo, se retira el medio por
aspiracion y se afiaden 5 mL de medio suplementado y DMSO o compuesto, segln se
trate del experimento control o del tratamiento. Se han afadido distintas

concentraciones de DMSO a las células control, una concentracion fija de camptotecina

121



Material y Métodos: Evaluacién Biologica

2.

4.

(25 uM) al control positivo y diferentes concentraciones de compuesto para comprobar
el efecto dosis-respuesta.

Se incuban las células en estufa a 37 °C y 5 % de CO, durante el tiempo deseado (4,
12, 24 o 48 horas).

Finalizado dicho tiempo, se procede a fijar las células. Para ello, se recoge el medio de
cultivo y se centrifuga a 1.500 r.p.m durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y el
precipitado se mantiene en hielo. Se tripsinizan las células (segun el procedimiento
descrito en el apartado 1.2) y se afiaden al resto de precipitado. Se centrifuga el total
de células a 1.500 r.p.m durante 5 minutos y se incuban durante 1 hora a 4 °C en
paraformaldehido (Sigma) al 1 % (p/v) en PBS a pH 7,4 (Gibco). Para la incubacion se
aflade una cantidad de esta solucién suficiente como para que las células queden a
una concentracion final entre 1y 2 x 10° células/mL.

Tras la incubacion se recogen las células por centrifugacion a 1.500 r.p.m y se lavan 2
veces con PBS. Finalmente las células se resuspenden en etanol al 70 % a una
concentracion final entre 1y 2 x 10° células/mL, se incuban durante 30 minutos a 4 °C

y se almacenan a -20 °C.

Para llevar a cabo el marcaje se ha realizado el siguiente procedimiento:
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1.

2.

3.

Se incuban 10° células durante 1 hora a 37 °C con una solucién que contiene la enzima
TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal), dUTPs unidos al fluorocromo FITC,
tampon de reaccion y agua.

Tras la incubacidn se retira la solucion de marcado y las células se lavan 2 veces con
PBS.

A continuacion, las células se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente con
la solucién de marcaje IP/RNasa y se analizan en un citémetro de flujo Coulter Epics
XL 4-CLR (Beckman Coulter. Miami, Florida, USA). Las células han sido excitadas con
un laser de argén a emitiendo luz a 448 nm y detectandose el ioduro de propidio a 620

nm.

Figura 97: Citémetro de flujo Coulter Epics XL 4-CLR utilizado en los estudios de muerte celular.
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En los ensayos para la determinacion de muerte celular en presencia de un inhibidor general
de caspasas, el inhibidor utilizado ha sido Z-VAD-FMK (BD PharmingenTM). Se ha afadido a las
muestras a determinar 1 hora antes de afiadir los compuestos a una concentracion 25 uM. El

procedimiento seguido ha sido similar al explicado con anterioridad.

Los resultados se expresan como porcentaje de muerte celular £ SD (desviacion estandar) a
distintos tiempos y diferentes concentraciones, realizdndose para cada compuesto al menos

tres experimentos independientes, en los cuales cada compuesto se determina por duplicado.

4. DETERMINACION DEL CICLO CELULAR

El estudio del ciclo celular en la linea celular MCF-7 se ha realizado siguiendo la misma
metodologia empleada para la determinacién de muerte celular por el método Apo-Direct™.
Las muestras se han analizado en un citdbmetro de flujo Coulter Epics XL 4-CLR,
determinandose la distribucion del ciclo celular mediante el programa de software EXPO 32
ADC. Los resultados se han obtenido registrando la fluorescencia del IP en escala lineal y se
expresan como porcentaje de células en las distintas fases del ciclo + SD a distintos tiempos.
Para cada compuesto se realizan al menos tres experimentos independientes, en los cuales

cada compuesto se determina por duplicado.

5. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE MIGRACION CELULAR

La capacidad de migracion celular se ha llevado a cabo en las lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231 utilizandose la técnica de Wound Healing (cicatrizacion de la
herida).

El procedimiento que se ha seguido se explica a continuacion:

1. Se preparan distintas concentraciones de células/mL en medio de cultivo
suplementado.

2. Se siembran 100 pL de las diferentes concentraciones celulares preparadas en placas
de 96 pocillos de fondo plano (TPP) y se determina qué concentracién es la mejor para
alcanzar el estado de subconfluencia celular (80-90 %) pasadas 24 horas.

3. Una vez escogida esta concentracién, se afiaden 100 uL por pocillo y se dejan las
células durante 24 horas fijandose a dicha placa.

4. Transcurrido este tiempo, se elimina el medio por aspiracion y se afiade a cada pocillo
100 pL del medio suplementado o 100 pL de medio suplementado mas compuesto,

segun se trate del experimento control o del tratamiento.
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5. Se realiza un pre-tratamiento incubando las células en estufa a 37 °C y 5 % de CO,
durante 4 horas.

6. Posteriormente, se procede a realizar una herida (figura 98) en el centro de cada pocillo
con una herramienta con 96 puntas estériles (Pin tool, V&P Scientific).

7. Se lava cada pocillo 2 veces con 100 pL PBS (Gibco) para eliminar restos celulares.

B)

-4

Figura 98: Herramienta utilizada para la realizacion de la herida en los pocillos (A) y realizacién de la herida (B).

8. Se afiade a cada pocillo 100 pL del medio suplementado o 100 pL de medio
suplementado mas compuesto, segun se trate del experimento control o del
tratamiento.

9. Se coloca la placa de 96 pocillos en un microscopio invertido Olympus SacnR/CellR a
37 °C y 5 % de CO, durante 20 horas y se monitoriza la cicatrizacion de la herida. Las
imagenes han sido capturadas usando un objetivo 10x cada 30 minutos durante 20
horas.

Figura 99: Microscopio Olympus SacnR/CellR (A y B) utilizado en los estudios de migracion celular.

10. El cierre de la herida se ha calculado utilizando los programas de software Image J
1.44 y TScratch 1.4.
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Los resultados se expresan como porcentaje de cicatrizacion de la herida a las 20 horas + SD a
las diferentes concentraciones de compuestos testadas. Para cada compuesto se realizan al

menos dos experimentos independientes, por cuadruplicado.
5.1 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Se ha realizado el test de viabilidad/citotoxicidad LIVE/DEAD® assay (Invitrogen) para
determinar el porcentaje de células vivas y muertas en los ensayos realizados. Este test
determina mediante 2 colorantes diferentes, la calceina-AM y el etidio 1-homodimero, la
integridad de la membrana plasmaética y la actividad esterasa. Las células vivas se caracterizan
por poseer una membrana plasmaética intacta y una actividad esterasa intracelular. La calceina-
AM va a penetrar en las células vivas indicando una actividad esterasa intracelular. Por el
contrario, el etidio 1-homodimero, incapaz de permeabilizar la membrana celular, Unicamente
actuara en células muertas indicando pérdida en la integridad de la membrana plasmatica. La
cuantificacion celular se realiza utilizando un microscopio de fluorescencia, ya que la calceina-
AM vy el etidio 1-homodimero son altamente sensibles a la luz fluorescente. La calceina-AM es
excitada con luz UV a 495 nm y detectada a 515 nm, emitiendo luz flourescente verde. El etidio
1-homodimero es excitado con luz UV a 528 nm y detectado a 617 nm, emitiendo luz

flourescente roja.
El procedimiento seguido se explica a continuacion:

1. Se siembra una concentracién de 5 x 10° células/mL (60 % de confluencia) en placas
de 6 pocillos de fondo plano (TPP) y se dejan durante 24 horas fijandose a dicha placa.
2. Transcurrido este tiempo, se elimina el medio por aspiracion y se afiade a cada pocillo
1 mL del medio suplementado o 1 mL de medio suplementado mas compuesto, segun
se trate del experimento control o del tratamiento.
Se incuban las células en estufa a 37 °C y 5 % de CO, durante 24 horas.
Posteriormente, se afiade a cada pocillo 1 mL de medio suplementado al que se le ha
afadido una solucion de calceina-AM hasta una concentracion final de 2 ug/mL y una
solucién de etidio 1-homodimero hasta una concentracién final de 2 pg/mL.
Se incuban las células en estufa a 37 °C y 5 % de CO, durante 30 minutos.
A continuacion, se capturan las fotos en un microscopio de fluorescencia Leica con un

objetivo 10x.
Los resultados se expresan como porcentaje de células vivas y muertas + SD respecto a las

células totales después de un tratamiento de 24 horas con los compuestos. Para cada

compuesto se realizan al menos dos experimentos independientes, por cuadruplicado.

125



Material y Métodos: Evaluacién Biologica

6. PROFUNDIZACION EN LOS POSIBLES MECANISMOS DE ACC ION

Se han realizado estudios para comprobar la expresién de diferentes proteinas mediante la
técnica de Western Blot. Los tampones utilizados y su procedimiento de preparacion aparecen

a continuacion:

- Obtencidn del extracto proteico y elucion:

Tampon RIPA (radioimmuno-precipitation assay)
25 mL Tris Base 1M (Melford), pH 7,4
75 mL NaCl 150 mM (Fischer Scientific)
5 mL Triton X-100 1 % (Sigma-Aldrich)
2,5 g Desoxicolato sddico 1 % (Sigma)
0,5 g Dodecilsulfato sédico (SDS) 0,1 % (Sigma)

enrasar a 500 mL con agua destilada

Tampon RIPA+ inhibidores de fosfatasas y proteasas
1 mL Tampén RIPA
1 pL o-vanadato sédico 100 uM (Sigma-Aldrich)
1 pL Aprotinina 10 pg/mL (Sigma-Aldrich)
1 pL Fluoruro sédico 100 mM (Sigma)
2 yL Fluoruro de sulfonilfenilmetano (PMSF) 1mM (Sigma)

- Western Blotting:

Tampon del gel, pH 8,8
90,82 g Tris Base
2 g Dodecilsulfato sédico (SDS)

enrasar a 500 mL con agua destilada afiadiendo HCI| 1M hasta alcanzar pH 8,8

Tampon de empaquetamiento, pH 6,8
250 mL Tris Base 1M, pH 7,4
2 g Dodecilsulfato sodico (SDS)

enrasar a 500 mL con agua destilada afiadiendo HCI 1M hasta alcanzar pH 6,8

Tampodn de la muestra- 2x
800 pl 2-mercaptoetanol (Fluka)
1,3 ml Tris Base 1M, pH 6,8
2 ml Glicerol (Invitrogen)
5 ml Dodecilsulfato sodico (SDS) 10%
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1,3 ml Agua destilada

Azul de bromofenol (Sigma) para colorear

Tampon de electroforesis- 5x
62,97 g Tris Base
39 g Glicina (Sigma)
10 g Dodecilsulfato sédico (SDS)

enrasar a 2 L con agua destilada

Tampodn de transferencia- 10x
116,25 g Tris Base
58,54 g Glicina
7,4 g Dodecilsulfato sédico (SDS)

enrasar a 2 L con agua destilada

Disolucion Tampdn Tris Base (TBS), pH 7,4 - 10x
545 g Tris Base
275 g Acido bérico (Sigma-Aldrich)
465 g EDTA (Sigma)

enrasar a 10 L con agua destilada

Tampo6n DDB- 1x
9,2 g Dodecilsulfato sédico (SDS)
145,2 g Tris Base
75 g Glicina
4 L Metanol (Sigma)

enrasar a 20 L con agua destilada

Tampon Tris Salino-Tween (TBST)
100 mL Disolucion Tampén Tris Base (TBS- 10x)
900 mL Agua destilada
1 mL Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Gel de acrilamida- 7 %
4 mL Tampén del gel, pH 8,8
1,7 mL Acrilamida 30 % (Severn Biotech Ltd)
8,3 mL Agua destilada
150 pl Persulfato amoénico (APS) (Sigma)
10 pl N,N,N",N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma)
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Gel de acrilamida- 10 %
4 mL Tampon del gel, pH 8,8
5,3 mL Acrilamida 30 %
6,7 mL Agua destilada
150 ul Persulfato amoénico (APS)
10 yl N,N,N",N’"-tetrametiletilendiamina (TEMED)

Gel de empaquetamiento
2,3 mL Tampén de empaquetamiento, pH 6,8
1,2 mL Acrilamida 30 %
5,5 mL Agua destilada
100 ul Persulfato amoénico (APS)
7,5 ul N,N,N",N"-tetrametiletilendiamina (TEMED)

En los casos en los que se ha necesitado una mejor separacion de las bandas de proteinas, se
han utilizado geles en gradiente (Smart Gel™, LI-COR Bioscience) permitiendo la
determinacion de proteinas de alto peso molecular y bajo peso molecular en el mismo gel sin

necesidad de un gel de empaquetamiento.

Smart Gel- 7,5 %
10 mL Smart Gel Solution 7,5 % (LI-COR Bioscience)
60 pl Persulfato amonico (APS)
6 ul N,N,N",N"-tetrametiletilendiamina (TEMED)

Smart Gel- 10 %
10 mL Smart Gel Solution 10 % (LI-COR Bioscience)
60 pl Persulfato amonico (APS)
6 pl N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)

Smart Gel Running Buffer- 1x
380 mL Agua destilada

20 mL Smart Gel Running Buffer- 20x

- Marcadores de proteinas:
Precision Plus Protein Dual Color Standars (BIO-RAD)

- Anticuerpos primarios:
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Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos.

ANTICUERPO CASA REF. FUENTE DILUCION
COMERCIAL
Anti-phospho-AKT S473 Cell Signaling 4051 Mouse 1:1.000
Anti-AKT Cell Signaling 9272 Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-ERK T202/Y204 Cell Signaling 9101 Rabbit 1:1.000
Anti-ERK Cell Signaling 9107 Mouse 1:2.000
Anti-phospho-S6 ribosomal S235/236 Cell Signaling 2211 Rabbit 1:1.000
Anti-S6 ribosomal Cell Signaling 2317 Mouse 1:1.000
Anti-phospho-SAPK/INK T183/Y185 Cell Signaling 9255 Mouse 1:1.000
Anti-SAPK/INK Cell Signaling 9252 Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-p38 MAPK T180/Y182 Cell Signaling 9211 Rabbit 1:1.000
Anti-p38 MAPK Cell Signaling 9212 Rabbit 1:1.000
Anti-PARP cleavage Cell Signaling 9542 Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-GSK-3 B S9 Cell Signaling 9336 Rabbit 1:1.000
Anti-GSK-3 B Cell Signaling 9832 Mouse 1:1.000
Anti-phospho-PDK1 S241 Cell Signaling 3061 Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-Tuberin/TSC-2 T1462 Cell Signaling 3611 Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-FAK Y397 Invitrogen 44624G Rabbit 1:1.000
Anti-phospho-FAK Y861 Invitrogen 44626G Rabbit 1:1.000
Anti-FAK BD Biosciences 610088 Mouse 1:1.000
Anti-phospho-SRC Y416 Cell Signaling 2101S Rabbit 1:1.000
Anti-SRC Cell Signaling 2109 Rabbit 1:1.000
Anti- B-Actin Sigma A4700 Mouse 1:2.000
Anti- y-Tubulin Sigma T3559 Rabbit 1:5.000
- Anticuerpos secundarios:
Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados en los ensayos.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REF. DILUCION

Goat Anti-Mouse 680 nm LI-COR Bioscience | 926-31064 1:20.000

Goat Anti-Mouse 800 nm LI-COR Bioscience | 926-31062 1:15.000

Goat Anti-Rabbit 680 nm LI-COR Bioscience | 926-31062 1:20.000

Goat Anti-Rabbit 800 nm LI-COR Bioscience | 926-31064 1:15.000

Para la reutilizacién de las membranas de nitrocelulosa se ha utilizado una disolucion (1:10) de
Re-Blot Plus Strong Solution- 10x (Millipore) en agua destilada para limpiar las sefiales

previamente obtenidas.
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El procedimiento que se ha seguido para la obtencién de los niveles de expresion de las

proteinas aparece descrito a continuacion:
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10.

11.

12.
13.

Se siembra una concentracién entre 7 x 10° y 10° células/mL (70-90 % de confluencia)
en placas de 6 pocillos de fondo plano (TPP), dependiendo de la linea celular utilizada,
y se dejan durante 24 horas fijandose a dicha placa.

Transcurrido este tiempo, se elimina el medio por aspiracion y se afiade a cada pocillo
1 mL de medio suplementado o0 1 mL de medio suplementado mas compuesto, segun
se trate del experimento control o del tratamiento.

Se incuban las células en estufa a 37 °C y 5 % de CO, durante el tiempo deseado.
Posteriormente, se retira el medio y los pocillos se lavan 2 veces con PBS (Gibco) muy
frio.

Se afiade a cada pocillo 100 uyl de tampdn RIPA + inhibidores para lisar las células y
se deja actuar durante 10 minutos.

El lisado se clarifica centrifugandolo a 13.000 r.p.m durante 15 minutos a 4 C.

La concentracion de proteina en las muestras se determina utilizando el kit Micro
BCA™ (Perbio), de acuerdo con el manual, por extrapolaciéon en la recta patron. La
absorbancia de las muestras se mide en un espectrofotometro Beckman DU 650
(Beckman Coulter) a 562 nm.

Un total de 20 pg de proteina de cada muestra y 20 ug de marcadores de alto peso
molecular (GE Healthcare) se cargan en un gel de acrilamida (del 7 %, 10 % o Smart
Gel, segln la naturaleza de las proteinas a determinar) y se procede a correr las
muestras en un aparato Atto para electroforesis de proteinas (Genetic Research
Instrumentation) durante 80 minutos a 180 V (200 mA) utlizando tampén de
electroforesis- 1x o durante 130 minutos a 150 V (220 mA) utilizando Smart Gel
Running Buffer- 1x si los geles son Smart Gel.

A continuacién, las muestras se transfieren a una membrana de nitrocelulosa (Protran
BA 85. Schleicher & Schuell) durante 70-90 minutos a 50 W (400 mA) utilizando
tampén DDB- 1x. Para realizar la transferencia se utiliza un aparato Wet Blotting
(Jencons).

Las membranas se bloquean en 10 mL de tampén TBST, 3 % (p/v) de seroalbimina
bovina (BSA) (Sigma) y 0,5 % (p/v) de leche en polvo y se dejan con el medio de
bloqueo durante 45-60 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se tratan estas membranas con los anticuerpos primarios apropiados
diluidos, segun las especificaciones (tabla 1), en 10 mL de tamp6n TBST, 3 % (p/v) de
seroalbimina bovina (BSA), 0,5 % (p/v) de leche en polvo y 100 uL de azida sédica 2,5
% (Sigma) y se incuban durante toda la noche a 4 °C.

Se lavan las membranas 4 veces con 10 mL de tamp6n TBST durante 5 minutos.

Para la deteccion de las proteinas, se tratan las membranas con los anticuerpos
secundarios apropiados diluidos, segun las especificaciones (tabla 2), en 10 mL de
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TBST, 3 % (p/v) de seroalbumina bovina (BSA), 0,5 % (p/v) de leche en polvo y 20 pl
de SDS 10 %.

Figura 100: Equipo utilizado para la electroforesis de proteinas (A) y tanque de transferencia de proteinas del gel de
acrilamida a la membrana de nitrocelulosa (B).

14. Se lavan las membranas 4 veces con 10 mL de tampén TBST durante 5 minutos.

15. Posteriormente, se guardan entre papel de filtro 3 mm (Whatman) en la oscuridad hasta
total sequedad.

16. La visualizacion de las membranas para la deteccién de las sefiales se ha llevado a

cabo mediante fluorescencia utilizando un equipo Odyssey (LI-COR Bioscience).

Figura 101: Equipo Odyssey utilizado para la deteccion de las sefiales obtenidas.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se han analizado mediante el programa estadistico SPSS 16.0 para
Windows para el estudio de las diferencias en el nivel de muerte celular, distribucién del ciclo
celular y cicatrizacion de la herida entre las muestras tratadas y control. La distribucion de las
muestras se analiz6 mediante las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks y Kolmogorov-
Smirnov, que resultaron significativas en algunos de los grupos por lo que se realizd un test de

U de Mann-Whitney para muestras no paramétricas. El limite de significacion de los test se
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estableci6 en 0,05 para muestras significativamente diferentes y en 0,01 para muestras

significativamente muy diferentes.
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

En la descripcién de cada compuesto se indican los siguientes datos: nombre quimico, férmula
molecular, peso molecular, punto de fusion, apariencia, referencia, procedimiento experimental,
y datos analiticos referentes a espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear, analisis

elemental y espectrometria de masas.

1. DERIVADOS OBTENIDOS PARA LA SERIE |

Cloruro de 2-cloronicotinoilo

0]
Formula molecular: CgH3NCI,O
Peso molecular: 176 g/mol S Cl
Apariencia: Solido marrén =
N Cl

Referencia : l.a

Procedimiento experimental:

Sobre 6,4 g (36,0 mmoles) de acido 2-cloronicotinico se adicionan 15 mL de cloruro de tionilo.
La mezcla se mantiene a reflujo durante 2 horas. La disolucion final se evapora a presién
reducida adicionando 3 veces tolueno (3 x 25 mL) con el fin de eliminar totalmente el exceso de
cloruro de tionilo. El derivado halogenado se aisla de forma practicamente cuantitativa y se

utiliza sin mas purificacion.
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S-metilpseudotiourea (Hidroioduro)

Férmula molecular: C,HgN,S-HI
Peso molecular: 217,9 g/mol
Punto de fusién: 60-61 °C
Apariencia: Sélido amarillo

Referencia: 1.b

Procedimiento experimental:

NH

)L -HI

H,N SCHs

Sobre 10,0 g (131,0 mmoles) de tiourea disueltos en 25 mL de etanol absoluto, se adicionan

(en bafo de hielo y con agitacién) 28,0 g (197,0 mmoles) de ioduro de metilo. A continuacién,

se prolonga la agitacion a reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a

presion reducida rindiendo un aceite anaranjado que se recristaliza de n-hexano y etanol.

Asi se obtienen 25,6 g (89,7 %).

IR (KBr) cm ™: 3311-3102 (m, N-H); 1638 (f, C=0).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,57 (s, 3H, SCHy); 8,97 (s.a., 3H, NH+NH,).

Analisis elemental: C,HgN,S-HI
Calculado (%): C: 15,52; H: 3,88; N: 12,07
Hallado (%): C: 15,65; H: 3,86; N: 12,05

138



Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

1-(2-cloro-3-piridincarbonil)- S-metilpseudotiourea

Férmula molecular: CgHgN3CIOS

Peso molecular: 229,5 g/mol )Ni
Punto de fusién: 144-146 °C = N SCH;
Apariencia: Sélido amarillo H

Referencia: I.c N/ Cl

Procedimiento experimental:

Sobre una disolucion formada por 10 mL de cloroformo, 5 mL de piridina, 7,7 g de trietilamina
(76,4 mmoles) y 8,3 g de S-metilpseudotiourea (hidroioduro) (38,2 mmoles) se adicionan con
agitacion 7,3 g (42,0 mmoles) de cloruro de 2-cloronicotinoilo disueltos en 15 mL de cloroformo.
A continuacion, se prolonga la agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas y se evapora
el disolvente a presion reducida adicionando 3 porciones de tolueno (3 x 25 mL) para eliminar
totalmente el exceso de piridina, rindiendo un aceite anaranjado. Se adicionan 50 mL de agua y
el solido resultante se filtra, se lava con éter etilico (3 x 15 mL) y se recristaliza de n-hexano y
metanol.

Asi se obtienen 7,2 g (82,7 %).

IR (KBr) cm : 3310-3150 (m, N-H); 2940 (m, C-H alifaticos); 1650 (f, C=0); 1610 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,35 (s, 3H, SCHy): 7,35 (c, 1H, Hs); 8,01 (dd, 1H, H,); 8,25 (dd, 1H,
He), 9,05 (S.a., 2H, Nﬂz)

Analisis elemental: CgHgN;CIOS

Calculado (%): C: 41,84; H: 3,49; N: 18,30
Hallado (%): C: 41,75; H: 3,52; N: 18,28
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2-metiltiopirido[2,3- d]pirimidin-4(3 H)-ona (Hidrocloruro)

@]
Férmula molecular: CgH;N3;OS-HCI
Peso molecular: 229,5 g/mol AN NH
Punto de fusion: > 250 °C ‘HCI
Apariencia: Sélido amarillo N N SCH,4

Referencia : I.d

Procedimiento experimental:

En 5 mL de N,N-dimetilformamida anhidra se disuelven 3,0 g de 1-(2-cloro-3-piridincarbonil)-S-
metilpseudotiourea (hidroioduro) (13,7 mmol) y se mantiene la disoluciéon a reflujo durante 3
minutos. A continuacién, se deja enfriar y aparece un precipitado. El sélido resultante se filtra a
vacio lavandose con éter etilico (3 x 15 mL) y se recristaliza de n-hexano y metanol.

Asi se obtienen 1,9 g (63,0 %).

IR (KBr) cm : 3100 (m, N-H); 1690 (f, C=N); 1680 (f, C=0).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,60 (s, 3H, SCH); 5,00 (s.a., 1H, NH); 7,45 (c, 1H, He); 8,51 (dd,
1H, Hs); 8,70 (dd, 1H, H-).

Analisis elemental: CgH;N;0S-HCI

Calculado (%): C: 41,84; H: 3,49; N: 18,30
Hallado (%): C: 41,83; H: 3,51; N: 18,28
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4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-  d]pirimidina

Férmula molecular: CgHgN3CIS Cl
Peso molecular: 211,5 g/mol
N , Xy SN
Apariencia: Soélido marrén
Referencia : l.e P //’L
N N SCH,

Procedimiento experimental:

Sobre 1,0 g (4,51 mmoles) de 2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidin-4(3H)-ona (hidrocloruro) se
adicionan 5 mL de cloruro de fosforilo y 0,5 mL de N,N-dimetilformamida, manteniendo la
mezcla a reflujo durante 2 horas. La disolucién final se evapora a presion reducida. A
continuacion, se afladen 25 g de hielo y 25 mL de cloroformo y se extrae la fase organica 3
veces (3 x 25 mL). Se lava la fase organica con agua (3 x 25 mL) y, posteriormente, se seca
con sulfato sddico anhidro, se filtra a gravedad para eliminar el sulfato sédico y se evapora el
disolvente a presion reducida, aislandose practicamente de forma cuantitativa el derivado

halogenado que se utiliza sin mas purificacion.
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-bencilamino-2-metiltiopirido[2,3-  d]pirimidina

Férmula molecular: Ci5H14N4S

Peso molecular: 282 g/mol HIN
Punto de fusién: 194-195 °C RN XN
Apariencia: Sélido amarillo |

. = =
Referencia: 1.1 N N SCH,

Procedimiento experimental:

Sobre 0,55 g (2,60 mmoles) de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina disueltos en 25 mL de
etanol absoluto se adicionan (en bafio de hielo y con agitacién) 0,46 mL (4,20 mmoles) de
bencilamina. A continuacién, se prolonga la agitacién a reflujo durante 5 horas y se evapora el
disolvente a presion reducida quedando un aceite anaranjado. Se adicionan 50 mL de agua y el
sélido resultante se filtra, se lava con éter etilico (3 x 15 mL) y se recristaliza de n-hexano y
metanol.

Asi se obtienen 0,69 g (94,5 %).

IR (KBr) cm 1 3289 (m, N-H); 2922 (m, C-H alifaticos); 1568 (f, C=N).
RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,46 (s, 3H, SCHjy); 4,76 (d, 2H, CH,-NH, Jcp.ne=5,1 Hz); 7,25-7,39
(m, 5H, Ph); 7,43 (dd, 1H, He, J65=8,2 Hz, Js.7=4,4 Hz); 8,66 (dd, 1H, Hs, Js,=1,8 Hz); 8,88 (dd,

1H, Hy); 9,21 (t, 1H, NH-CH,).

RMN-C (DMSO-dg) ppm: 14,5 (SCHs); 44,5 (CH,); 108,5 (Cyo); 114,4 (C3+Cs); 121,1 (Ce);
129,5 (C,+Cg); 131,5 (Cy); 133,6 (Cs); 156,3 (C7); 159,3 (C4+Co); 160,2 (C4); 172,0 (Cy).

Analisis elemental: Ci5H14N4S
Calculado (%): C: 63,83; H: 4,96; N: 19,86

Hallado (%): C: 63,52; H: 5,15; N: 19,68

EM-DIP (70 eV) (m/z): 282 (M*; 39 %); 235 (11 %); 191 (40 %); 145 (19 %); 103 (68 %); 91
(100 %); 77 (36 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2-metiltio-4-(4-metoxibencil)aminopirido[2,3-  d]pirimidina

Férmula molecular: CygH16N,OS HN

Peso molecular: 312 g/mol

Punto de fusion: 169,2-170 °C N7 SN OCHs
Apariencia: Sélido amarillo - =

Referencia: 1.2 N N SCHj

Procedimiento experimental:

Sobre 1,62 g (7,60 mmoles) de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina disueltos en 25 mL de
etanol absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 1,04 mL (8,00
mmoles) de 4-metoxibencilamina. A continuacién, se prolonga la agitaciéon a reflujo durante 5
horas y se evapora el disolvente a presién reducida obteniendo un aceite anaranjado. Se
adicionan 50 mL de agua y el sélido resultante se filtra, se lava con éter etilico (3 x 15 mL) y se
recristaliza de n-hexano y metanol.

Asi se obtienen 0,72 g (30,4 %).

IR (KBr) cm 13284 (m, N-H); 2929 (C-H alifaticos); 1575 (f, C=N).

RMN-"H (DMSO-ds) ppm: 2,50 (s, 3H, SCH3); 3,72 (s, 3H, OCH,); 4,67 (d, 2H, CHp-NH, Jeiz-
NH:517 HZ), 6,90 (d, 2H, H3’+H5’, J3'_2':J5'_6':8,7 HZ), 7,31 (d, 2H, H2’+H6'); 7,41 (dd, 1H, H61 ‘]6-
5=8,2 Hz, Js,=4,4 Hz): 8,65 (dd, 1H, Hs, Js-=1,9 Hz): 8,85 (dd, 1H, H,); 9,11 (t, 1H, NH-CHb,).

RMN-C (DMSO-dg) ppm: 14,4 (SCH3); 44,3 (CH,); 55,9 (OCHs); 108,5 (Cyo); 114,6 (C3+Cs);
120,9 (Cg); 129,7 (C2+Cy¢); 131,5 (Cy1); 133,5 (Cs); 156,3 (C7); 159,2 (C4+Cy); 160,3 (C4); 172,0
(Co).

Analisis elemental: CigH15N4OS
Calculado (%): C: 61,54; H: 5,13; N: 17,94

Hallado (%): C: 61,31; H: 5,43; N: 18,35

EM-DIP (70 eV) (m/z): 312 (M"; 13 %); 191 (21 %); 136 (22 %); 121 (100 %); 103 (58 %); 91
(31 %); 77 (36 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2-metiltio-4-(4-metiltiobencil)aminopirido[2,3-  d]pirimidina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: CigH16N4S5-0,45 HCI

HN
Peso molecular: 344,42 g/mol
Punto de fusion: 157-158 °C = X N SCHj
Apariencia: Soélido marrén
- NP - HCl
Referencia: 1.3 N N SCH3

Procedimiento experimental:

Sobre 0,47 g (2,20 mmoles) de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina disueltos en 25 mL de
etanol absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,37 g (2,4
mmoles) de 4-metiltiobencilamina. A continuacion, se prolonga la agitacion a reflujo durante 5
horas y se evapora el disolvente a presién reducida quedando un aceite anaranjado. Se
adicionan 15 mL de n-hexano y se rascan las paredes del matraz. Se deja 2 horas el matraz
con n-hexano y precipita un sélido. Este sélido se filtra y se recristaliza de metanol.

Asi se obtienen 32 mg (4,3 %).

IR (KBr) cm ™: 3229 (m, N-H); 2921 (m, C-H alifaticos); 1579 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-d¢) ppm: 2,44 (s, 3H, Ph-SCHy); 2,48 (s, 3H, het-SCHy); 4,71 (d, 2H, CH,-NH,
\]CHZ-NH=5a4 HZ), 7,18 (d, 2H, H3*+H5', J3’_2'=J5’_6’=8,6 HZ), 7,33 (d, 2H, H2'+H6*); 7,46 (dd, 1H, He,
J6_5=4,4 HZ, J6_7=8,3 HZ), 8,68 (dd, 1H, H5y\]5_7=1,8 HZ), 8,78 (dd, 1H, H7), 9,25 (t, 1H, Nﬂ-CHz)

Analisis elemental: CigH16N4S,-0,45 HCI
Calculado (%): C: 55,74; H: 4,64; N: 16,26
Hallado (%): C: 55,45; H: 4,99; N: 16,54

EM-DIP (70 eV) (m/z): 326 (M"; 39 %); 282 (26 %); 191 (49 %); 137 (64 %); 121 (89 %); 103
(100 %); 91 (86 %); 77 (54 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(5-hidroxilpentil)amino-2-metiltiopirido[2,3-  d]pirimidina

Férmula molecular: C;3HgN,OS AN TN
HN OH
Peso molecular: 278 g/mol
Punto de fusién: 135,5-136,3 °C N
Apariencia: Sélido naranja |
. = P
Referencia: 1.4 N N SCH;

Procedimiento experimental:

Sobre 0,50 g (2,30 mmoles) de 4-cloro-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina disueltos en 25 mL de
etanol absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,41 mL (3,80
mmoles) de 5-amino-1-pentanol. A continuacion, se prolonga la agitacién a reflujo durante 5
horas y se evapora el disolvente a presién reducida obteniendo un aceite anaranjado. Se
extrae el producto resultante 3 veces con cloroformo (3 x 20 mL), se lava la fase organica con
agua 3 veces (3 x 30 mL) y se le afade sulfato sodico anhidro para eliminar restos de
humedad Posteriormente, se filtra la disolucién para retirar el sulfato sodico y se evapora el
disolvente a presion reducida. Se adicionan 50 mL de agua y el sélido resultante se filtra, se
lava con éter etilico (2 x 15 mL) y se recristaliza de n-hexano y metanol (9:1, en volumen).

Asi se obtienen 90 mg (13,8 %).

IR (KBr) cm ™: 3302 (m, N-H); 2933 (m, C-H alifaticos); 1600-1577 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 1,36-1,38 (m, 2H, NH-CH,-CH,-CH,); 1,41-1,49 (m, 2H, NH-CH,-
CH,-CH,-CH,); 1,60-1,68 (m, 2H, CH,-CH,-OH); 2,51 (s, 3H, SCH3); 3,38-3,42 (m, 2H, NH-
CH,); 3,49-3,56 (m, 2H, CH,OH); 4,36 (t, 1H, CH,-NH, Jeuani=5,1 Hz); 7,39 (dd, 1H, Hg, Je.
5=8,2 Hz, Jo.7=4,4 Hz); 8,57 (t, 1H, CH,OH, Jci.01=5,3 Hz); 8,61 (dd, 1H, Hs, Js,=1,9 Hz); 8,85
(dd, 1H, Hy).

Analisis elemental: C;3HgN,OS
Calculado (%): C: 56,11; H: 6,47; N: 20,14

Hallado (%): C: 56,56; H: 6,63; N: 20,03

EM-DIP (70 eV) (m/z): 281 (M"; 51 %); 191 (31 %); 160 (30 %); 103 (50 %); 91 (100 %); 77 (44
%).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0s

Pirido[2,3- d]pirimidin-2,4(1 H,3H)-diona

Férmula molecular: C;HsN30,
Peso molecular: 163 g/mol
Punto de fusién :297-298 °C
Apariencia: Sdélido blanco

Referencia: |.f

Procedimiento experimental:

Se trituran y mezclan 5,00 g de acido 2-aminonicotinico (3,20 mmol) con 9,00 g de urea
(150,00 mmol). Se calienta la mezcla a 210 °C en bafio de arena hasta que funde (se
desprenden vapores de amoniaco) y se deja enfriar a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiaden 50 mL de hidréxido sédico 2 N, se calienta el residuo hasta completa disolucién y se
afiade sobre nieve carbénica. El precipitado se filtra y lava con agua fria (2 x 10 mL). El sélido
se suspende en &cido acético glacial y se calienta a ebullicion hasta disolucion total. Al

enfriarse la disolucion, aparece un precipitado que se filtra y se lava con éter etilico (3 x 30 mL)

filtrandolo hasta sequedad.
Asi se obtienen 3,68 g (62,3 %).

IR (KBr) cm ™ 3406, 3176 (m, O-H); 3100-3000 (C-H aromaticos); 2860 (m, C-H alifaticos);

1720, 1671 (f, C=0).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 6,76 (dd, 1H, He, J65=8,0 Hz, Js+=5,0 Hz); 7,99 (d, 1H, He); 8,35 (d,

1H, H-); 11,80 (s.a., 2H, OH).
Andlisis elemental: C;HsN;0,

Calculado (%): C: 51,55; H: 3,06; N: 25,75
Hallado (%): C: 51,55; H: 3,07; N: 25,72
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2,4-dicloropirido[2,3- d]pirimidina

Formula molecular: C;H3N3Cl, Cl

Peso molecular: 200 g/mol N X N
Apariencia: Soélido marrén | /I\
Referencia: |.g N/‘ N/ el

Procedimiento experimental:

Se suspenden 0,60 g de pirido[2,3-d]pirimidina-2,4(1H,3H)diona (3,70 mmol) en 40 mL de
cloruro de fosforilo, se afiaden 10 gotas de N,N-dimetilformamida y se prolonga la agitacion a
reflujo durante 24 horas. A continuacién, se elimina el disolvente a presién reducida y al residuo
se le afiaden 50 g de hielo. Se extrae la fase organica 3 veces con cloroformo (3 x 25 mL), se
lava la fase organica con agua (3 x 20 mL) y, posteriormente, se seca con sulfato sédico
anhidro. Se filtra la disolucion para eliminar el sulfato sédico y se evapora el disolvente a
presion reducida. El residuo que resulta se pone a reaccionar inmediatamente sin mas
purificacion.

Asi se obtienen 0,70 g (98,0 %).

IR (KBr) cm 13071 (m, C-H aromaticos); 1607 (m, C=N).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0s

4-amino-2-cloropirido[2,3- d]pirimidina

Férmula molecular: C;H3N3Cl,
Peso molecular: 180,5 g/mol
Punto de fusion: > 300 C
Apariencia: Sélido amarillo

Referencia: |.h

Procedimiento experimental:

NH»
N

= /fl\
N N

Cl

Se suspende 1,0 g de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (5,0 mmol) en 30 mL de una disoluciéon

acuosa de hidréxido amanico al 25 % y se prolonga la reaccion a reflujo durante 1,5 horas.

Aparece un precipitado amarillo que se filtra a vacio. Se lava 3 veces con agua, se filtra y se

deja que seque bien. Se utiliza posteriormente sin mas purificacion.

Asi se obtienen 0,75 g (82,0 %).

IR (KBr) cm : 3074 (m, N-H); 1682 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,56 (dd, 1H, He, J55=8,0 Hz, Jo.7=4,2 Hz); 8,61 (s, 2H, NH,); 8,69

(dd, 1H, Hs, Js,=1,6 Hz); 8,98 (dd, 1H, H-).
Analisis elemental: C;H3N;Cl,

Calculado (%): C: 46,54; H: 2,77; N: 31,02
Hallado (%): C: 46,29; H: 2,69; N: 30,71
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-mercaptopirido[2,3- d]pirimidina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: C;HgN,S-0,3 HCI

Peso molecular: 189,25 g/mol NH>
Punto de fusién: > 300 C
Apariencia: Sélido amarillo )\
. = L
Referencia: 1.5 N N SH

Procedimiento experimental:

Sobre un matraz se disuelven 0,60 g de 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina (3,32 mmol) en
50 mL de etanol absoluto. Se afiaden 0,60 g (7,89 mmol) de tiourea, poco a poco y con
agitacion. A continuacion, se prolonga la agitacion a reflujo durante 15 horas. Pasado este
tiempo, aparece un precipitado amarillo que se lava con agua y se filtra a vacio hasta
sequedad. El sélido obtenido se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,15 g (25,0 %).

IR (KBr) cm : 3387 (m, N-H); 1610 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,32 (s, 1H, Hg); 8,47-8,66 (M, 4H, NHy+Hs+H;); 12,67 (s, 1H, SH).

RMN-"3C (DMSO-dg) ppm: 108,2 (C10); 121,2 (Cg); 132,8 (Cs); 156,7 (C;); 159,0 (C4+Cy); 171,8
(Co).

Analisis elemental: C;HgN,S-0,3 HCI
Calculado (%): C: 44,38; H: 3,17; N: 29,59

Hallado (%): C: 44,36; H: 3,48; N: 29,50

EM-DIP (70 eV) (m/z): 191 (M"; 100 %); 175 (64 %); 163 (53 %); 135 (26 %); 91 (20 %); 69 (27
%); 57 (54 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-metiltiopirido[2,3- d]pirimidina (Hidroioduro)

Férmula molecular: CgHgN,S-0,5 HI NH.

Peso molecular: 256 g/mol

Punto de fusién: 273-274 T NSy SN Hi
Apariencia: Solido marrén = /7I\
Referencia: 1.6 N N SCHs

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,50 g de 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina (2,81 mmol) en
50 mL de etanol absoluto y 0,1 mL de N,N-dimetilformamida. A continuacién, se afiaden 0,26
mL de ioduro de metilo (4,21 mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 1,5 horas.
Posteriormente, se evapora el disolvente a presién reducida, se afladen 25 mL de agua y
precipita un solido marrén que se filtra a vacio y se lava con éter hasta llegar a sequedad. El
sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,32 g (44,5 %).

IR (KBr) cm ™: 3382 (m, N-H); 3137 (m, C-H aromaticos); 2919 (m, C-H alifaticos); 1649 (f,
C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,57 (s, 3H, SCHa); 7,55 (dd, 1H, He, Jo5=7,6 Hz, Js-,=4,2 Hz); 8,72
(dd, 1H, Hs, Js,=1,0 Hz); 8,78 (s.a., 2H, NH,); 8,91 (dd, 1H, H-).

Analisis elemental: CgHgN4S-0,5 HI
Calculado (%): C: 37,50; H: 3,12; N: 21,87

Hallado (%): C: 37,32; H: 3,51; N: 21,77

EM-DIP (70 eV) (m/z): 191 (M"; 100 %); 146 (39 %); 130 (15 %); 121 (26 %); 103 (26 %); 91
(24 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-pentiltiopirido[2,3-  d]pirimidina (Hidroioduro)

Férmula molecular: C;,H16N4S-0,1 HI

NH,
Peso molecular: 260,8 g/mol
Punto de fusion: 219-220 C N =N
Apariencia: Soélido marrén /I\
Referencia: 1.7

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,50 g de 4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina (2,81 mmol) en
50 mL de etanol absoluto y unas gotas de N,N-dimetilformamida. A continuacién, se afiaden
0,55 mL de ioduro de pentilo (4,21 mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 1,5 horas.
Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida, se afiaden 20 mL de agua y
precipita un sélido marron que se filtra a vacio y se lava con éter hasta llegar a sequedad. El
solido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,18 g (24,6 %).

IR (KBr) cm 11 3356-3318 (m, N-H); 3150 (m, C-H aromaticos); 2958-285 (m, C-H alifaticos);
1650 (f, C=N).

RMN_lH (DMSO_dG) ppm 0!88 (t! 3H! (CH2)4_CH§)! 1137 (m! 4H1 (CHZ)Z_(CHQIZ_CH3)! 1168 (qv
2H, CH,-CH,-(CHy),-CHj3); 3,12 (t, 2H, CH,-(CH,)s-CHg); 7,38 (dd, 1H, He, Jes=8,1 Hz, J6.7=4,0
Hz): 8,10 (s.a., 2H, NHy); 8,56 (dd, 1H, Hs, J5-=1,2 Hz): 8,86 (dd, 1H, H-).

RMN-°C (DMSO-dg) ppm: 14,6 (S-(CH,)a-CH3); 22,4 (S-(CH2)s-CH,-CHy); 25,5 (S-CH,~(CHy)3-
CHs); 31,4 (S-CH,-CH,-(CHy)»-CHs); 32,6 (S-(CHy)-CH,-CH,-CHg); 107,9 (Cyo); 121,1 (Ce);
134,3 (Cs); 157,1 (C5); 161,3 (C4+Cy); 167,5 (Cy).

Analisis elemental: C;,H6N4S-0,1 HI
Calculado (%): C: 55,21; H: 6,52; N: 21,47

Hallado (%): C: 55,40; H: 6,32; N: 21,73

EM-DIP (70 eV) (m/z): 248 (M"; 16 %); 201 (37 %); 191 (52 %); 178 (100 %); 146 (37 %); 121
(48 %): 103 (29 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0s

2,4-dimercaptopirido[2,3- d]pirimidina

Formula molecular: C;HsNsS,
Peso molecular: 195 g/mol
Punto de fusién: > 300 C
Apariencia: Solido marrén

Referencia: 1.8

Procedimiento experimental:

SH
X7 TN

v //’I\
N N

SH

En un matraz se disuelven 0,75 g de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (3,75 mmol) en 50 mL de

etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,75 g de tiourea (9,85 mmol) y se prolonga la

agitacion a reflujo durante 5 horas. Pasado este tiempo, se filtra el precipitado formado a vacio

y se lava con agua 3 veces. Se deja secar bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,62 g (84,9 %).

IR (KBr) cm ™: 3101 (m, C-H aromaticos); 1586 (f, C=N).

RMN'lH (DMSO'de) ppm: 7,37 (dd, 1H, He, J6_5=8,0 Hz, J6_7=4,8 HZ), 8,56 (dd, 1H, Hs, J5_7=3,3
Hz); 8,72 (dd,1H, H7); 13,54 (s, 1H, SH(); 13,81 (s, 1H, SH(y).

Andlisis elemental: C;HsN3S,
Calculado (%): C: 43,10; H: 2,56; N: 21,54
Hallado (%): C: 42,88; H: 2,42; N: 21,52

EM-DIP (70 eV) (m/z): 195 (M"; 100 %); 179 (37 %); 162 (58 %); 137 (24 %); 103 (34 %); 91

(25 %); 58 (47 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0os

2,4-dimetiltiopirido[2,3- d]pirimidina

Férmula molecular: CgHgN3S,-0,08 HI
Peso molecular: 233,24 g/mol

Punto de fusion: 298-299 €
Apariencia: Soélido marrén

Referencia: 1.9

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,45 g de 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina (2,31 mmol) en 40

mL de hidréxido sodico 0,4 N. A continuacién, se afiaden 0,32 mL de ioduro de metilo (5,07

mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar

la disolucién y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se filtra el precipitado formado

desechéandolo y las aguas madres se extraen 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava

la fase organica con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sddico anhidro. Se elimina el

sulfato sodico por filtrado a gravedad y el disolvente se evapora a presion reducida. El aceite

obtenido se precipita con éter y el sélido resultante se filtra a vacio hasta sequedad. El derivado

se recristaliza de etanol.
Asi se obtienen 0,11 g (20,4 %).

IR (KBr) cm "1 3006 (m, C-H aromaticos); 1666 (f, C=N).

RMN'lH (DMSO'de) ppm: 2,51 (S, 3H, SCH§(4)), 2,59 (S, 3H, SCﬂg(z)), 7,43 (dd, 1H, He, J6_7=4,6

Hz, Jes=7,8 Hz); 8,40 (dd, 1H, Hs, Js.,=2,0 Hz); 8,84 (dd, 1H, H-).

Analisis elemental: CgHgN3S,-0,08 HI
Calculado (%): C: 46,30; H: 4,21; N: 18,00
Hallado (%): C: 46,19; H: 3,82; N: 18,35

EM-DIP (70 eV) (m/z): 223 (M*; 16 %); 191 (100 %); 146 (20 %); 119 (82 %); 91 (75 %); 76 (26

%); 64 (87 %); 51 (35 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0s

2,4-dipentiltiopirido[2,3- d]pirimidina

Férmula molecular: Cq7H25N3S,
Peso molecular: 335 g/mol
Punto de fusién: -

Apariencia: Aceite marron

Referencia: 1.10

Procedimiento experimental:

S/\\//\‘\/
X7 TXN
N N S

En un matraz se disuelven 0,49 g de 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina (2,51 mmol) en 40

mL de hidroxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 0,72 mL de ioduro de pentilo (5,53

mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar

la disolucidn y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se filtra el precipitado formado

desechandolo y las aguas madres se extraen 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava

la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sddico anhidro. Se elimina

el sulfato sadico por filtrado a gravedad y el disolvente se evapora a presion reducida. El aceite

obtenido se purifica por cromatografia en columna utilizando como fase maévil tolueno/dioxano

(9:1, en volumen).
Asi se obtienen 0,12 g (14,3 %).

IR (KBr) cm 1 2926 (m, C-H alifaticos); 1588 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,88 (t, 6H, (CH)e-CHagya); 1,37 (M, 8H, (CHz)x-(CHy)-CHagye);
1,72 (q, 4H, CHy-CHy~(CHz)2-CHayy); 3,22 (t, 2H, CHz-(CH2):-CHa): 3,33 (t, 2H, CHy-(CHo)s-
CHg2); 7,55 (dd, 1H, He, J65=8,2 Hz, Je.7=4,2 Hz); 8,44 (dd, 1H, Hs, J5;=1,7 Hz); 9,17 (dd,1H,

Hy).

Analisis elemental: C;7H25N35S,
Calculado (%): C: 60,89; H: 7,46; N: 12,54
Hallado (%): C: 60,51; H: 7,41; N: 12,89

EM-DIP (70 eV) (m/z): 336 (M"; 45 %); 195 (100 %); 179 (37 %); 162 (58 %); 137 (24 %); 103

(34 %); 91 (25 %); 58 (47 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0os

2. DERIVADOS OBTENIDOS PARA LA SERIE I

Bencilisoselenocianato

Formula molecular: CgH;NSe
Peso molecular: 196 g/mol
Punto de fusién: -
Apariencia: Aceite marrén

Referencia: 1.1

Procedimiento experimental:

NCSe

En un matraz de 3 bocas se afiaden 1,35 g (10,0 mmoles) de N-bencilformamida disueltos en

50 mL de tolueno seco. Posteriormente, se adicionan (en bafo de hielo, atmdésfera de nitrégeno

y con agitacion) 5,56 mL (40,0 mmoles) de trietilamina. A continuacion, se afiaden 1,18 g (15,0

mmoles) de selenio metal y, una vez afiadido el selenio, se cargan en una ampolla de adicion

1,57 mL (15,0 mmoles) de fosgeno en una solucién de tolueno al 25 %. Se va afiadiendo

fosgeno al matraz de reaccion durante 30 minutos manteniendo la atmdsfera de nitrogeno y el

bafio de hielo, ya que en el proceso tiene lugar una reaccién exotérmica. Se prolonga la

agitacion a reflujo durante 24 horas, siguiendo la reaccion por CCF. Se filtra el precipitado y las

aguas madres se tratan evaporando el disolvente a presion reducida y lavando 3 veces con

tolueno (3 x 20 mL). El residuo obtenido se cromatografia en columna utilizando como fase

movil n-hexano. El isoselenocianato deseado se obtiene practicamente puro.

Asi se obtienen 0,23 g (11,8 %).

IR (KBr) cm ™ 2142 (f, N=C=Se).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 5,08 (s, 2H, CH,-Ph); 7,34 (m, 3H, Ha+Ha+Hs); 7,43 (d, 2H, Hy+He,

J2_3:J6_5:6,8 HZ) .

Analisis elemental: CgH;NSe
Calculado (%): C: 48,98; H: 3,57; N: 7,14
Hallado (%): C: 49,33; H: 3,86; N: 7,00
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4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3-  d]pirimidina

Férmula molecular: Cy4H12N,Se

Peso molecular: 315 g/mol HN
Punto de fusion : 225,7-226,2 °C

. . , X7 XN
Apariencia: Soélido marrén |
Referencia: 1.2 P ,/}\

Procedimiento experimental:

En un matraz se suspenden 0,49 g (4,13 mmoles) de 2-amino-3-cianopiridina disueltos en 30
mL de dioxano y 4 mL de piridina seca. Se adicionan (gota a gota y con agitacién) 0,81 g (4,13
mmoles) de bencilisoselenocianato y se prolonga la agitacién a reflujo durante 24 horas.
Posteriormente, se filtra la disolucion a gravedad para eliminar restos de selenio y se afiaden
20 g de hielo. Se extrae la fase organica 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL), se lava con
agua (3 x 20 mL) y se seca bien con sulfato sédico anhidro. Se elimina el sulfato sodico
filtrandolo a gravedad y el disolvente se evapora a presion reducida, lavando el residuo 3 veces
con tolueno (3 x 25 mL). Una vez eliminado el tolueno a vacio, se obtiene un sélido marrén que
se lava durante 1 hora con éter etilico y se filtra hasta sequedad. El sélido se recristaliza de
etanol.

Asi se obtienen 90,0 mg (6,92 %).

IR (KBr) cm 1 3339 (m, N-H); 3080-3012 (m, C-H aromaticos); 2940 (m, C-H alifaticos); 1637
(f, C=N).

RMN-H (DMSO-dg) ppm: 6,00 (s.a, 2H, CH,-NH); 7,20-7,38 (m, 6H, He+Ph); 8,53 (d, 1H, Hs);
8,58 (d, 1H, H,); 9,90 (s, 1H, NH-CH,): 13,10 (s, 1H, SeH).

Anélisis elemental: Cj4H;,N,Se
Calculado (%): C: 53,23; H: 3,81; N: 17,71

Hallado (%): C: 52,91; H: 4,02; N: 17,54

EM-DIP (70 eV) (m/z): 327 (M"; 9 %); 236 (27 %); 137 (23 %); 103 (31 %); 91 (100 %); 77 (30
%).
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4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-  d]pirimidina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: C;HgN,Se-0,25 HCI

NH,
Peso molecular: 234,37 g/mol
Punto de fusion: >300 T N
Apariencia: Sélido naranja - HCI
= =
Referencia: 11.3 N N SeH

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,90 g de 4-amino-2-cloropirido[2,3-d]pirimidina (5,00 mmol) en 50
mL de etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,64 g de selenourea (5,23 mmol) y se
prolonga la reaccion a reflujo durante 4 horas con agitacion. Posteriormente, se deja enfriar y
aparece un precipitado naranja que se filtra a vacio, se lava 2 veces con agua y se deja que
seque bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,80 g (68,4 %).

IR (KBr) cm 11 3337, 3278 (m, N-H); 3152 (m, C-H aromaticos); 1647 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,40 (m, 1H, H); 8,51 (d, 1H, Hs); 8,73 (m, 3H, H,+NH,); 13,17 (s,
1H, SeH).

Andlisis elemental: C,;HgN,Se-0,25 HCI
Calculado (%): C: 35,84; H: 2,56; N: 23,91

Hallado (%): C: 35,80; H: 2,96; N: 24,15

EM-DIP (70 eV) (m/z): 235 (M"; 14 %); 191 (27 %); 137 (88 %); 121 (77 %); 103 (38 %); 91
(100 %); 77 (54 %); 65 (43 %); 55 (59 %).
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4-amino-2-metilselenopirido[2,3- d]pirimidina (Hidroioduro)

Férmula molecular: CgHgN,Se-0,1 HI NH-

Peso molecular: 251,7 g/mol

Punto de fusion: 279-280 T Y i
Apariencia: Soélido marrén - ’)\
Referencia: 1.4 N N SeCHs;

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,60 g de 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (2,56 mmol)
en 50 mL de etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,24 mL de ioduro de metilo (3,84
mmol) y se calienta la reaccion. Se afladen 0,1 mL de N,N-dimetilformamida para favorecer la
disolucién de los reactivos y, una vez disueltos, la reaccién permanece a reflujo durante 1,5
horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida y el producto resultante se
lava con agua 2 veces y se filtra a vacio. A continuacién, se lava el producto 3 veces con éter y
se deja que seque bien a vacio. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,30 g (47,0 %).

IR (KBr) cm ™: 3347, 3304 (m, N-H); 3120 (m, C-H aromaticos); 2928 (m, C-H alifaticos); 1647
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,49 (s, 3H, SeCHs); 7,58 (dd, 1H, He, Jo.5=8,0 Hz, Js,=4,5 Hz); 8,71
(dd, 1H, Hs, J5-=1,5 Hz); 8,90 (s.a., 2H, NH,); 8,92 (dd, 1H, H).

Analisis elemental: CgHgN,Se-0,1 HI
Calculado (%): C: 38,14; H: 3,18; N: 22,25

Hallado (%): C: 38,33; H: 3,27; N: 22,40

EM-DIP (70 eV) (m/z): 253 (M"; 6 %); 240 (45 %); 191 (24 %); 160 (100 %); 145 (42 %); 137
(29 %); 121 (49 %); 103 (60 %); 91 (64 %); 76 (53 %); 64 (29 %); 55 (42 %).
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4-amino-2-pentilselenopirido[2,3-  d]pirimidina (Hidroioduro)

Férmula molecular: C;,H;6N4Se-0,25 Hl NH
2

Peso molecular: 327 g/mol

Punto de fusiéon: 183-184 € N s N

Apariencia: Sélido amarillo )\

Referencia: 1.5

Procedimiento experimental:

Sobre un matraz se disuelven 0,57 g de 4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (2,43
mmol) en 50 mL de etanol absoluto y 10 gotas de N,N-dimetilformamida. Se afiaden 0,48 mL
(3,65 mmol) de ioduro de pentilo, poco a poco y con agitacion, y se prolonga la agitacion a
reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se filtra la disolucién para retirar restos de precipitado
negro (selenio metal) y se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite
marron. Se afladen 20 mL de agua y precipita un sélido amarillo que se filtra a vacio hasta
sequedad. El solido obtenido se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,58 g (73,5 %).

IR (KBr) cm ™: 2946-2917 (m, C-H alifaticos ); 1610 (f, C=N).

RMN_lH (DMSO_dG) ppm 0187 (tv 3H! (CH2)4_CH§)1 1135 (mv 4H! (CHZ)Z'(CH2)_2‘CH3), 1177 (q!
2H, CHZ'Cﬂg-(CHz)z-CH3); 3,16 (t, 2H, Cﬂg-(CHz)yCHg); 7,75 (dd, 1H, He, J6_5=8,0 HZ, J6_7=4,2
Hz); 8,23 (s.a., 2H, NH,); 8,60 (dd, 1H, Hs, Js;=1,2 Hz); 8,87 (dd, 1H, Hy).

RMN-2C (DMSO-dg) ppm: 14,7 (Se-(CHy)s-CHa): 22,6 (Se-(CHp)s-CH,-CHs): 25,7 (Se-CHy-
(CH2)3-CHg); 31,8 (Se-CH2-CH,-(CH,),-CHg); 32,9 (Se-(CH,),-CH,-CH,-CHj3); 108,3 (C4); 121,2
(Ce); 134,9 (Cs); 157,3 (Cy); 161,4 (C4+Co); 167,9 (Co).

Analisis elemental: C;,H5N4Se-0,25 HI
Calculado (%): C: 44,04; H: 4,89; N: 17,12

Hallado (%): C: 44,39; H: 5,09; N: 16,85

EM-DIP (70 eV) (m/z): 296 (M"; 26 %); 226 (100 %); 215 (48 %); 146 (49 %); 121 (79 %); 103
(47 %).
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2,4-dihidroselenopirido[2,3- d]pirimidina (Hidrocloruro)

i SeH
Foérmula molecular: C;HsN3;Se,-1,35 HCI
Peso molecular: 338,75 g/mol ™ RSN N
Punto de fusién: > 300 T ‘HCI
Apariencia: Soélido marrén N N SeH

Referencia: 11.6

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,70 g de 2,4-dicloropirido[2,3-d]pirimidina (3,50 mmol) en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,91 g de selenourea (7,35 mmol) y se prolonga la
agitacion a reflujo durante 5 horas. Pasado este tiempo, se filtra el precipitado formado a vacio
y se lava con agua 3 veces (3 x 20 mL). Se deja secar bien y el sélido resultante se recristaliza
de etanol.

Asi se obtienen 0,54 g (45,8 %).

IR (KBr) cm ™: 3044 (m, C-H aromaticos); 1545 (f, C=N).

RMN'lH (DMSO-dG) ppm: 7,39 (ddd, 1H, Hg, J65=8,0 Hz, Je.,=4,7 Hz, JG—SeH(4):015 HZ), 8,55
(ddd, 1H, H5, J5_7=1,9 HZ, JS—SeH(4)=016 HZ), 8,83 (ddd,lH, H7, J7_SeH(4)=O,6 HZ), 14,18 (S, 1H,
Seﬂ(4)); 14,69 (S, 1H, Seﬂ(z)).

Analisis elemental: C;HsN;Se,-1,35 HCI

Calculado (%): C: 24,79; H: 1,87; N: 12,39

Hallado (%): C: 24,42; H: 1,59; N: 12,38

EM-DIP (70 eV) (m/z): 290 (M"; 24 %); 210 (26 %); 160 (48 %); 130 (52 %); 103 (100 %); 91
(33 %); 77 (67 %); 59 (37 %); 50 (32 %).
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2,4-dimetilselenopirido[2,3- d]pirimidina (Hidroioduro)

Formula molecular: CgHgN3Se,-0,05 HI SeCH,
Peso molecular: 323 g/mol
Punto de fusién: 298-299 T N HI
Apariencia: Sélido rojo

o =
Referencia: 1.7 N N SeCH;

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,50 g de 2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (1,48 mmol) en 40
mL de hidréxido sodico 0,4 N. A continuacién, se afiaden 0,14 mL de ioduro de metilo (2,21
mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar
la disolucidn y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se filtra el precipitado formado
desechéandolo y las aguas madres se extraen 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava
la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sddico anhidro. Se filtra la
solucién a gravedad para eliminar el sulfato sodico y el disolvente se evapora a presion
reducida. El aceite obtenido se precipita con éter y se filtra a vacio hasta sequedad. El sélido
resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,11 g (22,9 %).

IR (KBr) cm ™: 1592 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 2,55 (s, 3H, SeCHaw); 2,59 (s, 3H, SCHap); 7,61 (dd, 1H, H, Js.
5=8,2 Hz, Js.7=4,4 H2); 8,44 (dd, 1H, Hs); 9,11 (dd, 1H, H-).

Analisis elemental: CgHgN3;Se,-0,05 HI
Calculado (%): C: 33,39; H: 2,80; N: 12,99

Hallado (%): C: 33,08; H: 2,74; N: 13,05

EM-DIP (70 eV) (m/z): 324 (M"; 16 %); 254 (50 %); 179 (30 %); 156 (32 %); 140 (100 %); 127
(51 %); 116 (75 %); 76 (44 %); 50 (23 %).
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2,4-dipentilselenopirido[2,3- d]pirimidina

Férmula molecular: Cy7H»5N3Se, Se/\\/\/

Peso molecular: 429 g/mol

Punto de fusion: - X Y

Apariencia: Aceite marron = = A
Se

Referencia: 11.8

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,54 g de 2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina (1,87 mmol) en 40
mL de hidréxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 0,73 mL de ioduro de pentilo (5,60
mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja
enfriar y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se filtra el precipitado formado
desechéandolo y las aguas madres se extraen 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava
la fase organica 3 veces con agua (2 x 20 mL) y se seca con sulfato sédico anhidro. Se filtra la
solucion a gravedad para eliminar el sulfato sédico anhidro y el disolvente se evapora a presion
reducida. El aceite obtenido se purifica por cromatografia en columna utilizando como fase
movil tolueno/dioxano (9:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,15 g (18,7 %).

IR (KBr) cm ™ 1594 (m, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,86 (t, 6H, (CH2)s-CHaya); 1,35 (M, 8H, (CH,)2-(CHy)o-CHagyay);
1,70 (9, 4H, CH2-CH,p-(CH2)2-CHaayay); 3,19 (t, 2H, CH,-(CH2)3-CHay); 3,38 (t, 2H, CH,-(CHy)s-
CHag); 6,57 (dd, 1H, He, J6s=8,2 Hz, Js7=4,2 Hz); 7,76 (dd, 1H, Hs, Js;=1,7 Hz); 8,40 (dd,1H,
Hy).

Analisis elemental: C;7H25N;Se,
Calculado (%): C: 47,55; H: 5,83; N: 9,79

Hallado (%): C: 47,62; H: 5,62; N: 9,85

EM-DIP (70 eV) (m/z): 430 (M"; 34 %); 287 (100 %); 179 (45 %); 156 (32 %); 103 (23 %); 77
(31 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0os

3. DERIVADOS OBTENIDOS PARA LA SERIE IlI

4-cloro-2-mercaptoquinazolina

Formula molecular: CgHsN,CIS
Peso molecular: 196,5 g/mol
Punto de fusién: -

Apariencia: Aceite marrén

Referencia: Ill.a

Procedimiento experimental:

Sobre 2,0 g (11,23 mmoles) de 4-hidroxi-2-mercaptoquinazolina se adicionan con agitacion 20

mL de cloruro de fosforilo y 0,1 mL de N,N-dimetilformamida y se prolonga la agitacién a reflujo

durante 2 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un

aceite marrén al que se le afiaden 20 g de hielo. El residuo se extrae 3 veces con cloroformo (3

x 20 mL), se lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sédico

anhidro. Se elimina el sulfato sodico filtrandolo por gravedad y se elimina el disolvente a

presién reducida. Se utiliza sin posterior purificacion.
Asi se obtienen 1,45 g (65,6 %).

IR (KBr) cm ™: 3038 (m, C-H aromaticos); 2925 (m, C-H alifaticos ); 1615 (f, C=N).
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4-bencilamino-2-mercaptoquinazolina

Férmula molecular: C;i5H13N3S HN
Peso molecular: 267 g/mol
Punto de fusién: 208-209 T SN

Apariencia: Sdlido marron /)\

Referencia: 1.1 N SH

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,76 g de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina (3,87 mmol) en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,46 mL de bencilamina (4,25 mmol) y se prolonga
la agitacion a reflujo durante 16 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presiéon
reducida y el aceite resultante se precipita con agua y se filtra a vacio hasta sequedad. El
sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 60 mg (6,0 %).

IR (KBr) cm 1 3204 (m, N-H); 3096 (m, C-H aromaéticos); 2921 (m, C-H alifaticos); 1615 (m,
C=N).

RMN-H (DMSO-dg) ppm: 4,56 (d, 2H, CH,-NH; Jeyzni=5,6 Hz); 6,68 (t, 1H, NH-CH,); 7,10 (d,
1H, H; J;6=7,9 Hz, J;6=7,2 Hz, J;5=1,1 Hz); 7,26 (m, 2H, Hy+H¢); 7,36 (m, 4H,
H8+H3’+H4’+H5’); 7,56 (dt, 1H, He, J6_5=8,0 HZ, J6_8=1,6 HZ), 7,89 (dd, 1H, H5), 10,92 (S, 1H, Sﬂ)

Andlisis elemental: Ci5H13N3S
Calculado (%): C: 67,41; H: 4,87; N: 15,73

Hallado (%): C: 67,78; H: 4,97; N: 15,34

EM-DIP (70 eV) (m/z): 267 (M"; 11 %); 251 (100 %); 234 (11 %); 178 (29 %); 121 (18 %); 106
(42 %); 91 (46 %).
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2-mercapto-4-(4-metoxibencil)aminoquinazolina (Hidr ~ ocloruro)

Férmula molecular: C;6H15N30S-0,3 HCI

HN
Peso molecular: 307,95 g/mol
Punto de fusién: 222-223 C > N OCH,
Apariencia: Sélido blanco
. =
Referencia: 1.2 N SH ‘HCI

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 1,88 g de 4-cloro-2-mercaptoquinazolina (9,57 mmol) en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 1,36 mL de 4-metoxibencilamina (10,00 mmol) y la
reaccion permanece a reflujo con agitacion durante 16 horas. Aparece un precipitado blanco
que se filtra a vacio hasta sequedad. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,38 g (12,9 %).

IR (KBr) cm 13220 (m, N-H); 3124 (m, C-H aromaticos); 2962-2833 (m, C-H alifaticos); 1604
(m, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 3,75 (m, 4H, H,0+NH+OCHs); 4,67 (s, 2H, CH,-NH); 6,85 (d, 2H,
Hay+Hs, Jug2=Jns =75 Hz ); 7,27 (d, 2H, Hy+Hg); 7,68 (M, 1H, Hy): 7,96 (M, 2H, Hg+Hs):
8,54 (d, 1H, Hs Js.6=8,4 Hz); 10,36 (s, 1H, SH).

Analisis elemental: Cy5H15N30S-0,3 HCI
Calculado (%): C: 62,34; H: 4,87; N: 13,64

Hallado (%): C: 62,07; H: 4,82; N: 13,35

EM-DIP (70 eV) (m/z): 296 (M"; 38 %); 191 (76 %); 175 (57 %); 163 (37 %); 136 (38 %); 121
(100 %); 91 (21 %); 77 (18 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0s

4-hidroxi-2-metiltioquinazolina

Férmula molecular: CgHgN,OS
Peso molecular: 192 g/mol
Punto de fusién: 195-196 °C
Apariencia: Sdélido blanco

Referencia: 111.3

Procedimiento experimental:

Sobre 2,0 g (11,2 mmoles) de 4-hidroxi-2-mercaptoquinazolina disueltos en 50 mL de hidroxido
sédico 0,4 N se adicionan (con agitacion) 0,84 mL (13,4 mmoles) de ioduro de metilo. A

continuacion, se prolonga la agitacion a reflujo durante 18 horas. Posteriormente, se deja

OH

SN

N

A

SCHs

enfriar y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se introduce la disolucion en el

congelador y a las 5 horas aparece un precipitado de color blanco que se filtra a vacio hasta

sequedad. Se utiliza sin mas purificacion.
Asi se obtienen 1,90 g (88,4 %).

IR (KBr) cm " 3163-3053 (m, C-H aromaticos); 3050-2845 (m, C-H alifaticos); 1700 (f, C=0);

1618 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-de) ppm: 2,55 (s, 3H, SCH3); 3,38 (s.a., 1H, H,0+OH); 7,41 (dd, 1H, Hy, J;.
6=8,0 Hz, J7.6=6,9 Hz); 7,53 (d, 1H, Hg); 7,75 (dd, 1H, Hg J65=8,3 Hz); 8,03 (d, 1H, Hs).

Analisis elemental: CygHgN,OS
Calculado (%): C: 56,25; H: 4,16; N: 16,66
Hallado (%): C: 56,14; H: 4,10; N: 16,81

EM-DIP (70 eV) (m/z): 192 (M"; 100 %); 146 (25 %); 121 (43 %); 91 (38 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-cloro-2-metiltioquinazolina

Férmula molecular: CgH;N,CIS ¢

Peso molecular: 210,5 g/mol = N
Apariencia: Soélido marrén /k
Referencia: 1ll.b N/ SCH,

Procedimiento experimental:

Sobre 1,80 g (9,37 mmoles) de 4-hidroxi-2-metiltioquinazolina se adicionan con agitacion 20 mL
de cloruro de fosforilo y 0,1 mL de N,N-dimetilformamida seca. A continuacién, se prolonga la
agitacion a reflujo durante 2 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida
obteniéndose un aceite marrén al que se le afiaden 15 g de hielo y se extrae 3 veces con
cloroformo (3 x 20 mL). Se lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con
sulfato sédico anhidro. Se filtra la disolucion para eliminar el sulfato sédico y se evapora el
disolvente a presion reducida. Se utiliza sin ulterior purificacion.

Asi se obtienen 1,45 g (73,6 %).

IR (KBr) cm ™: 3043 (m, C-H aromaticos); 2920 (m, C-H alifaticos ); 1610 (f, C=N).
RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,36 (s, 3H, SCHs); 7,73 (ddd, 1H, H;, J7.6=7,0 Hz, J;4=8,1 Hz, J;.

5=1,1 HZ), 7,90 (ddd, 1H, Hg, \]8-6=112 HZ, J3_5=0,6 HZ), 8,05 (ddd, 1H, He, J6_5=8,4 HZ), 8,18
(ddd, 1H, H).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-hidroxi-2-pentiltioquinazolina

Férmula molecular: C;3H16N,OS OH

Peso molecular: 248 g/mol
SN

Punto de fusion: 161-162 C

Apariencia: Sélido blanco /A\ N
N S

Referencia: 1l1.4

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 1,52 g de 4-hidroxi-2-mercaptoquinazolina (8,42 mmol) en 50 mL de
una disolucién de hidréxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 1,32 mL de ioduro de
pentilo (10,10 mmol) y la reaccion permanece a reflujo y con agitacion durante 18 horas.
Posteriormente, se deja que la disolucién se enfrie y se afiade acido acético glacial hasta
pH=5-6. Aparece un precipitado blanco que se filtra a vacio hasta sequedad. El sodlido
resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 1,85 g (89,0 %).

IR (KBr) cm 1 3159 (m, C-H aromaticos); 2954-2862 (m, C-H alifaticos); 1675 (m, C=0); 1549
(m, C=N).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 0,87 (t, 3H, (CH,)4-CHa); 1,35 (M, 4H, (CH,),-(CH,),-CHa); 1,69 (a,
2H, CHZ'Cﬂg'(CHz)Z'CHg); 3,20 (t, 2H, Cﬂg-(CHz)yCHg); 7,41 (t, 1H, H7), 7,50 (d, 1H, Hg), 7,74
(t, 1H, He); 8,01 (d, 1H, Hs); 12,53 (s, 1H, OH).

Andlisis elemental: C;3HsN,OS
Calculado (%): C: 62,90; H: 6,45; N: 11,29

Hallado (%): C: 62,58; H: 6,33; N: 11,21

EM-DIP (70 eV) (m/z): 248 (M"; 21 %); 215 (20 %); 201 (49 %); 191 (33 %); 178 (100 %); 162
(33 %); 145 (20 %); 121 (44 %); 91 (26 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-cloro-2-pentiltioquinazolina

Férmula molecular: Cy3H15N>CIS

Peso molecular: 266,5 g/mol RN N

Punto de fusion: - )\

Apariencia: Aceite marron N/ SW

Referencia: lll.c

Procedimiento experimental:

Sobre un matraz se disuelve 1,0 g de 4-hidroxi-2-pentiltioquinazolina (4,0 mmol) en 20 mL de
cloruro de fosforilo y 0,1 mL de N,N-dimetilformamida seca. A continuacion, se prolonga la
agitacion a reflujo durante 2 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida
obteniéndose un aceite marrén al que se le afiaden 15 g de hielo y se extrae 3 veces con
cloroformo (3 x 20 mL). Se lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con
sulfato sédico anhidro. Se filtra la disolucion para eliminar el sulfato sédico y se evapora el
disolvente a presion reducida. Se utiliza sin posterior purificacion.

Asi se obtienen 0,73 g (62,8 %).

IR (KBr) cm 1 2946-2917 (m, C-H alifaticos ); 1610 (f, C=N).
RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,87 (t, 3H, (CH)s-CHy); 1,34 (m, 4H, (CHy),-(CH,),-CHg); 1,70 (q,

2H, CHZ'Cﬂg'(CHz)Z'CHg); 3,22 (t, 2H, Cﬂg-(CHz)yCHg); 7,50 (t, 1H, H7), 7,71 (d, 1H, Hg), 8,02
(t, 1H, He); 8,32 (d, 1H, Hs).

169



Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-fenilamino-2-metiltioquinazolina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: C;i5H13N3S-1,6 HCI
Peso molecular: 325,40 g/mol

Punto de fusion: 79-80 °C

Apariencia: Soélido marrén

Referencia: 111.5

Procedimiento experimental:

HN

A

N SCH3

Sobre 1,09 g (5,18 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol

absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,52 mL (5,69 mmoles)

de anilina y se prolonga la agitacion a reflujo durante 6 horas. Pasado este tiempo, se evapora

el disolvente a presion reducida obteniendo un aceite. Se adicionan 30 mL de agua y el solido

resultante se filtra a vacio, se lava con éter etilico, filtrandolo hasta sequedad, y se recristaliza

de etanol.
Asi se obtienen 1,22 g (72,6 %).

IR (KBr) cm ™: 3329 (m, N-H); 2931 (m, C-H alifaticos); 1563 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,52 (s, 3H, SCHa); 7,22 (t, 1H, Hy); 7,44 (t, 2H, Hy+Hs); 7,58 (t, 1H,
H7, J7_8=J7_6=8,0 HZ), 7,68 (d, 1H, Hg), 7,81 (d, 2H, H2*+H6'); 7,87 (t, 1H, He, J6_5=8,0 HZ), 8,62 (d,

1H, Hs); 10,51 (s.a., 1H, NH-Ph).

Analisis elemental: C;5H13N3S-1,6 HCI
Calculado (%): C: 54,70; H: 4,49; N: 12,91
Hallado (%): C: 54,91; H: 4,62; N: 12,63

EM-DIP (70 eV) (m/z): 267 (M"; 100 %); 220 (74 %); 129 (9 %); 77 (12 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-bencilamino-2-metiltioquinazolina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: CigH15N3S-0,45 HCI

HN
Peso molecular: 297,42 g/mol
Punto de fusién: 139,2-140 °C = N
Apariencia: Solido blanco )
_ ///I\ HCI
Referencia: 111.6 N SCH3

Procedimiento experimental:

Sobre 0,86 g (4,12 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,49 mL (4,53 mmoles)
de bencilamina. A continuacién, se prolonga la agitacion a reflujo durante 6 horas y se evapora
el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite marrén. Se adicionan 50 mL de agua y
el sélido resultante se filtra, se lava con éter etilico (3 x 15 mL), filtrandolo hasta sequedad, y se
recristaliza de n-hexano y metanol (9:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,56 g (46,2 %).

IR (KBr) cm 13210 (m, N-H); 3059 (m, C-H aromaticos); 2973 (m, C-H alifaticos); 1615-1567
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,49 (s, 3H, SCHy); 4,79 (d, 2H, CH,-NH, Jcyoni=5,8 Hz); 7,25 (¢,
1H, Hy, Jy.3=ds5=7,2 Hz); 7,33 (t, 2H, Hy+Hg, J3.»=Js5.6=7,6 Hz); 7,39 (d, 2H, Ho+Hg); 7,46
(dd, 1H, Hy, J75=8,0 Hz, J;.4=7,1 Hz); 7,57 (d, 1H, Hg); 7,76 (dd, 1H, He, Js5=8,4 Hz); 8,31 (d,
1H, Hs); 9,42 (s.a., 1H, NH-CH,).

Analisis elemental: Ci5H15N3S-0,45 HCI
Calculado (%): C: 64,55; H: 5,04; N: 14,12

Hallado (%): C: 64,47; H: 5,35; N: 13,91

EM-DIP (70 eV) (m/z): 281 (M"; 100 %); 235 (18 %); 191 (38 %); 106 (20 %); 91 (29 %); 77 (10
%).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(2-feniletillamino-2-metiltioquinazolina (Hidrocl ~ oruro)

Férmula molecular: C;7H;7N3S-0,8 HCI

Peso molecular: 324,2 g/mol

HN
Punto de fusién: 60-61 °C
Apariencia: Soélido marrén = N -HCI
Referencia: 1.7 /I\
L
N SCHs

Procedimiento experimental:

Sobre 1,28 g (6,08 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,87 mL (6,69 mmoles)
de 2-fenetilamina y se prolonga la agitacién a reflujo durante 6 horas. Pasado ese tiempo, se
evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite marrén. Se adicionan 30 mL
de agua y el sélido resultante se filtra a vacio, se lava con éter etilico, filrandolo hasta
sequedad, y se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,84 g (42,6 %).

IR (KBr) cm ™ 3248 (m, N-H); 3063-3024 (m, C-H aromaticos); 2925 (m, C-H alifaticos); 1563
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 2,59 (s, 3H, SCHs); 2,99 (t, 2H, CH,-CH,-Ph); 3,79 (m, 2H, CH,-CH,-
Ph); 7,26 (m, 5H, Ph); 7,46 (t, 1H, Hy, J7.5=J,.6=8,0 Hz); 7,57 (d, 1H, Hg); 7,77 (t, 1H, He J6.5=8,0
Hz); 8,27 (d, 1H, Hs); 9,21 (s.a., 1H, NH-CH,-CH,-Ph).

Analisis elemental: C;7H;7N3S-0,8 HCI
Calculado (%): C: 62,89; H: 5,83; N: 12,80

Hallado (%): C: 62,92; H: 5,59; N: 12,95

EM-DIP (70 eV) (m/z): 295 (M"; 37 %); 204 (45 %); 191 (100 %); 175 (27 %); 160 (18 %); 145
(27 %); 129 (14 %); 91 (17 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(3-fenilpropil)amino-2-metiltioquinazolina (Hidro cloruro)

Férmula molecular: CigH19N3S-0,1 HCI

Peso molecular: 312,65 g/mol HN
Punto de fusién: 117-118 °C

Y
Apariencia: Solido beige ‘HCI
Referencia: 111.8 /)\

N SCHj

Procedimiento experimental:

Sobre 1,10 g (5,22 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,82 mL (5,75 mmoles)
de 3-fenilpropilamina y se prolonga la agitacion a reflujo durante 6 horas. Pasado ese tiempo,
se evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite naranja. Se adicionan 30
mL de agua y el sélido resultante se filtra a vacio, se lava con éter etilico, filtrdndolo hasta
sequedad, y se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 1,19 g (73,1 %).

IR (KBr) cm ™ 3234 (m, N-H); 3054 (m, C-H aromaticos); 2928 (m, C-H alifaticos); 1568 (f,
C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 1,96 (m, 2H, NH-CH,-CH,-CH,-Ph); 2,47 (s, 3H, SCH); 2,68 (m, 2H,
NH-(CH,)2-CH,-Ph); 3,53 (M, 2H, NH-CH,-(CH,),-Ph); 7,23 (m, 5H, Ph); 7,38 (t, 1H, H;, J7.6=J7.
=77 Hz); 7,52 (d, 1H, Hg); 7,69 (t, 1H, He, J6.s=7,7 Hz); 8,18 (d, 1H, Hs); 8,43 (s.a., 1H, NH-
(CH,)s-Ph).

Analisis elemental: C;3H19N3S-0,1 HCI
Calculado (%): C: 69,08; H: 6,12; N: 13,43

Hallado (%): C: 68,93; H: 6,48; N: 13,15

EM-DIP (70 eV) (m/z): 309 (M"; 43 %); 218 (20 %); 205 (100 %); 191 (21 %); 159 (26 %); 91
(25 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(4-fenilbutil)amino-2-metiltioquinazolina (Hidroc loruro)

Férmula molecular: Ci9H»1N3S-1,65 HCI

Peso molecular: 383,22 g/mol HN
Punto de fusi6n: 80,0-80,6 °C

Apariencia: Soélido marrén = N

‘HCI
Referencia: 111.9 //,j\

N SCH3;

Procedimiento experimental:

Sobre 1,0 g (4,75 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disuelto en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,81 mL (5,22 mmoles)
de 3-fenilbutilamina y se prolonga la agitacion a reflujo durante 6 horas. Pasado ese tiempo, se
evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite naranja. Se adicionan 30 mL
de agua destilada y el solido resultante se filtra a vacio, se lava con éter etilico, filtrdndolo hasta
sequedad, y se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 1,09 g (59,9 %).

IR (KBr) cm ™ 3206 (m, N-H); 3080 (m, C-H aromaticos); 2929 (m, C-H alifaticos); 1569 (f,
C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 1,70 (m, 4H, NH-CH,-(CH,),-CH,-Ph); 2,49 (m, 2H, NH-(CH,)s-CHy-
Ph); 2,65 (s, 3H, SCHa); 3,73 (M, 2H, NH-CH,-(CH,)s-Ph); 7,21 (m, 5H, Ph); 7,60 (t, H, Hy, J;.
§=376=8,0 HZ); 7,71 (d, 1H, Hg); 7,91 (t, 1H, He Js5=8,0 Hz); 8,53 (d, 1H, Hs); 10,39 (s.a., 1H,
NH-(CHy),-Ph).

Analisis elemental: C19H,1N3S-1,65 HCI
Calculado (%): C: 59,49; H: 5,91; N: 10,95

Hallado (%): C: 59,40; H: 6,30; N: 10,60

EM-DIP (70 eV) (m/z): 323 (M"; 100 %); 276 (30 %); 218 (91 %); 205 (32 %); 191 (41 %); 175
(23 %); 145 (29 %); 91 (38 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2-metiltio-4-(4-metoxibencil)aminoquinazolina (Hidr ~ ocloruro)

Férmula molecular: C;7H;7N3;0S-0,35 HCI

Peso molecular: 323,77 g/mol HN
Punto de fusién: 109-110 °C SN
o . N OCH;
Apariencia: Soélido blanco
. P HCI
Referencia: 111.10 N SCHs

Procedimiento experimental:

Sobre 0,85 g (4,00 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,58 mL (4,40 mmoles) de
4-metoxibencilamina. A continuacion, se prolonga la agitacién a reflujo durante 6 horas y se
evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite marrén. Se adicionan 50 mL
de agua y el solido resultante se filtra, se lava con éter etilico, filtrandolo hasta sequedad, y se
recristaliza de n-hexano y metanol.

Asi se obtienen 0,12 g (7,3 %).

IR (KBr) cm ™: 3283 (m, N-H); 2929 (m, C-H alifaticos); 1612 (f, C=N).

RMN-H (DMSO-dg) ppm: 2,53 (s, 3H, SCHy); 3,72 (s, 3H, OCHj); 4,71 (d, 2H, CHp-NH, Joia.
\=5,8 H2); 6,89 (d, 2H, Hy+Hg, J3»=J5.6=8,6 Hz); 7,32 (d, 2H, Ho+Hg); 7,43 (dd, 1H, H,, J;.
6=7,9 Hz, J;5=7,0 Hz); 7,55 (d, 1H, Hg); 7,74 (dd, 1H, He, Jo.5s=8,4 Hz); 8,26 (d, 1H, Hs); 9,24
(s.a., 1H, NH-CH.,).

Analisis elemental: C;7H;7N;0S-0,35 HCI
Calculado (%): C: 63,00; H: 5,25; N: 12,97

Hallado (%): C: 63,09; H: 5,37; N: 12,88

EM-DIP (70 eV) (m/z): 311 (M*; 26 %); 191 (18 %); 136 (24 %); 121 (100 %); 91 (28 %); 77 (44
%).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2-metiltio4-(4-metiltiobencil)aminoquinazolina (Hid rocloruro)

Férmula molecular: C;7H17N3S,-0,85 HCI

Peso molecular: 358 g/mol HIN
Punto de fusién: 119,5-120 °C
SN SCH,
Apariencia: Sélido amarillo /L
Referencia: 111.11 N/ SCHs HCI

Procedimiento experimental:

Sobre 0,48 g (2,32 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,38 g (2,51 mmoles) de
4-metiltiobencilamina. A continuacion, se prolonga la agitacién a reflujo durante 6 horas y se
evapora el disolvente a presion reducida obteniéndose un aceite marrén. Se adicionan 50 mL
de agua y el precipitado resultante se filtra, se lava con éter etilico, filtrandolo a sequedad, y se
recristaliza de n-hexano y metanol (9:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,31 g (38,0 %).

IR (KBr) cm " 3226-2922 (m, N-H); 1625-1573 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,44 (s, 3H, Ph-SCHs); 2,54 (s, 3H, SCHs); 4,78 (d, 2H, CH,-NH,
Jenznn=5,8 Hz); 7,23 (d, 2H, Ha+Hs, Juz-nz=Jns-1e=8,4 Hz); 7,35 (d, 2H, Hp+Hsg); 7,50 (dd, 1H,
Hy, J7.5=8,2 Hz, J;5=6,7 Hz); 7,62 (d, 1H, Hg); 7,82 (dd, 1H, Hs, Js.5=8,2 Hz); 8,44 (d, 1H, Hs);
10,02 (s.a., 1H, NH-CH,).

RMN-"3C (DMSO-dg) ppm: 14,3 (het-SCHj); 15,7 (Ph-CHs); 44,7 (CH,); 112,9 (Cg); 123,0 (C);

Analisis elemental : C;7H;7N3S,-0,85 HCI
Calculado (%): C: 56,98; H: 4,77; N: 11,73
Hallado (%): C: 56,81; H: 5,14; N: 11,71

EM-DIP (70 eV) (m/z): 327 (M"; 51 %); 190 (34 %); 175 (15 %); 152 (24 %); 137 (100 %); 121
(46 %); 103 (24 %); 91 (16 %); 77 (16 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0os

4-metilselenobenzaldehido

Férmula molecular: CgHgOSe
Peso molecular: 199 g/mol
Punto de fusién: -
Apariencia: Aceite amarillo

Referencia: Ill.d

Procedimiento experimental:

HaCo

Se

V4

En un matraz se disuelve 1,00 mL de dimetildiseleniuro (10,60 mmol) en 30 mL de etanol

absoluto. A continuacion, se afiaden (poco a poco y bajo atmosfera de N,) 0,85 g de

borohidruro soédico (22,20 mmol) disueltos en etanol absoluto y se prolonga la agitacion a

temperatura ambiente durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se afiaden 2,97 g de 4-

clorobenzaldehido (20,14 mmoles) y se deja la disolucion a reflujo durante 2 horas bajo

atmosfera de N,. Posteriormente, se elimina el disolvente a presion reducida y la fase organica

se extrae 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava la fase organica 3 veces con agua (3

x 20 mL) y se seca con sulfato sddico anhidro. Se filtra la fase organica a gravedad para retirar

el sulfato sodico y se elimina el disolvente a presién reducida. El aceite resultante se utiliza sin

posterior purificacion.
Asi se obtienen 2,84 g (95,3 %).

IR (KBr) cm 1 3052 (m, C-H aromaticos); 1694 (f, C=0).

RMN'lH (DMSO'de) ppm: 2,45 (S, 3H, SeCﬂg), 7,51 (d, 2H, Hs+Hs, Ju3-12=IH5-16=8,3 HZ), 7,76
(dd, 2H, H2+H6, ‘]HZ-COH:‘]HG-COH:O:4 HZ), 9,96 (S, 1H, COﬂ)

Analisis elemental: CgHgOSe

Calculado (%): C: 48,24; H: 4,02; N: 0,00
Hallado (%): C: 48,12; H: 3,89; N: 0,00
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

(E)-4-metilselenobenzaldehido oxima

Férmula molecular: CgHgNOSe

Peso molecular: 214 g/mol H C/Se
3
Punto de fusién: 185-186 C N
Apariencia: Sélido blanco C{} ~OH
H

Referencia: lll.e

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 2,84 g de 4-metilselenobenzaldehido (14,27 mmol) en 30 mL de
etanol. A continuacion, se afiaden 1,74 g de carbonato sodico (4,16 mmol) disueltos en 10 mL
de agua. Posteriormente, se adicionan durante 30 minutos 1,50 g de clorhidrato de
hidroxilamina (2,14 mmol) disueltos en 20 mL de agua y se prolonga la agitacién a temperatura
ambiente durante 24 horas. Pasado este tiempo, se elimina el disolvente a presién reducida y
el residuo obtenido se lava con agua. El precipitado obtenido se filtra a vacio y se deja que
seque bien. El producto resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 2,56 g (83,2 %).

IR (KBr) cm ™: 3285 (f, O-H); 2972-2929 (m, C-H aromaticos); 1590 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,37 (s, 3H, SeCH,); 7,41 (dd, 2H, Hz+Hs, Jusn2=Ins.n6=6,8 Hz; Jns
SeC@z\]HS—SeC@:lj HZ), 7,49 (dd, 2H, Ho+Hg, JHZ-CﬂNz\]HG-CﬂN:]-A' HZ), 8,09 (S, 1H, CﬂzN), 11,25
(s, 1H, OH).

Andlisis elemental: CgHgNOSe

Calculado (%): C: 44,86; H: 4,20; N: 6,54
Hallado (%): C: 44,65; H: 4,24; N: 6,42
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-metilselenobencilamina

Férmula molecular: CgH;:NSe

Peso molecular: 200 g/mol H3C
Punto de fusion: - NH,
Apariencia: Aceite amarillo

Referencia: IlI.f

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,52 g de (E)-4-metilselenobenzaldehido oxima (2,43 mmol) en 50
mL de etanol. A continuacidn, se afiaden 1,75 g de zinc en polvo (27,00 mmol) disueltos en 10
mL de agua. La mezcla se pone a reflujo y se adicionan, poco a poco durante 2 horas, 10 mL
de acido clorhidrico al 10 %. Posteriormente, se prolonga la agitacion a reflujo durante 12
horas. Pasado este tiempo, se afiaden a la disolucién 10 mL de hidréxido sdédico al 20 % y la
fase organica se extrae 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava la fase organica 3
veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sédico anhidro. Se filtra la disolucién a
gravedad para retirar el sulfato sédico y se elimina el disolvente a presion reducida
obteniéndose un aceite amarillo de alta pureza, por lo que se utiliza sin posterior purificacion.
Asi se obtienen 0,24 g (49,0 %).

IR (KBr) cm 13272 (m, N-H); 3003 (m, C-H aromaticos); 2923 (m, C-H alifaticos); 1589 (f,
C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,32 (s, 3H, SeCHjy); 3,44 (s.a., 2H, H,O+NH,); 3,68 (s, 2H, CH,-
NHz), 7,25 (d, 2H, H3+H5, ‘]H3-H2:‘]H5-H6:810 HZ), 7,35 (d, 2H, H2+H6).

Analisis elemental: CgH;;NSe

Calculado (%): C: 48,00; H: 5,50; N: 7,00
Hallado (%): C: 48,25; H: 5,34; N: 6,79
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(4-metilselenobencil)amino-2-metiltioquinazolina

Formula molecular: C;7H;7N3SSe

Peso molecular: 374 g/mol HN
Punto de fusién: 110-112 C AN
. . . . N SeCH3
Apariencia: Solido beige
. =
Referencia: 111.12 N SCH;

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,76 g de 4-cloro-2-metiltioquinazolina (3,64 mmol) en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacién, se afaden (poco a poco y con agitacion) 0,80 g de 4-
metilselenobencilamina (4,00 mmol). La reaccion permanece a reflujo durante 24 horas y se
sigue por CCF. Posteriormente, se evapora el disolvente a presién reducida y la fase organica
se extrae 3 veces con cloroformo (3 x 25 mL), se lava 3 veces con agua (3 x 20 mL) vy,
posteriormente, se seca con sulfato sédico anhidro. Tras filtracion del sulfato sédico, se
evapora el disolvente a presién reducida y el aceite resultante se precipita con n-hexano. El
sélido se filtra hasta sequedad y se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,35 g (25,7 %).

IR (KBr) cm ™ 3204 (m, N-H); 3096 (m, C-H aromaticos); 2921 (m, C-H alifaticos); 1615 (m,
C=N).

RMN'lH (DMSO'de) ppm: 2,31 (S, 3H, SeCﬂg), 2,46 (d, 3H, SCﬂg, Jscha.ch2=5,7 HZ), 4,71 (dd,
2H, Cﬂg-Ph, \]CHZ-NH:]-ZaO HZ), 7,29 (dt, 1H, H7), 7,40 (m, 4H, CHZ-P_h), 7,53 (dd, 1H, Hg), 7,70
(dt, 1H, He); 8,22 (dd, 1H, Hs); 8,94 (M, 1H, NH-CHb,).

Analisis elemental: C;7H;7N3SSe
Calculado (%): C: 54,64; H: 4,54; N: 11,23

Hallado (%): C: 55,00; H: 4,51; N: 10,91

EM-DIP (70 eV) (m/z): 375 (M*; 34 %); 220 (34 %); 200 (35 %); 185 (100 %); 176 (46 %); 162
(43 %); 146 (34 %); 129 (20 %); 121 (96 %); 91 (64 %); 77 (26 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(4-metilselenobencil)amino-2-pentiltioquinazolina (Hidroioduro)

Férmula molecular: C,;H»5N3SSe-0,3 HI

Peso molecular: 468,4 g/mol HN
Punto de fusién: 178-179 C HI
Apariencia: Sélido amarillo SN SeCH3
Referencia: 11.13 y}\ AN

N S

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 1,42 g (5,32 mmol) de 4-cloro-2-pentiltioquinazolina en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacién, se afiaden (poco a poco y con agitacion) 0,60 g de 4-
metilselenobencilamina (3,00 mmol) y se prolonga a agitacion a reflujo durante 20 horas. La
reaccion se sigue por CCF. Posteriormente, se evapora el disolvente a presién reducida y el
producto resultante se lava 3 veces con éter (3 x 20 mL) y se filtra a vacio hasta que seque
bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,42 g (16,9 %).

IR (KBr) cm 1 3287 (m, N-H); 3111 (m, C-H aromaticos); 2967-2899 (m, C-H alifaticos); 1595
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-de) ppm: 0,82 (t, 3H, (CH,)4-CHa); 1,22 (M, 4H, (CH,),-(CH,),-CHa); 1,56 (q,
2H, CH,-CH,-(CH,)-CH3); 2,32 (s, 3H, SeCHy); 3,11 (t, 2H, CH,-(CH,)s-CHa); 4,82 (s.a., 2H,
CH,-Ph); 7,28 (d, 2H, Hy+Hs, Juztiz=Jus16=8,1 Hz); 7,37 (d, 2H, Hy+Hg); 7,54 (t, 1H, Hy, J7.
§=J7.6=7,9 Hz); 7,62 (d, 1H, Hg); 7,84 (t, 1H, He, J6.5=7,9 Hz); 8,46 (d, 1H, Hs); 10,11 (s, 1H, NH-
CH,).

Analisis elemental: C,;H,5N3SSe-0,3 HI
Calculado (%): C: 53,80; H: 5,34; N: 8,60

Hallado (%): C: 53,78; H: 5,73; N: 8,20

EM-DIP (70 eV) (m/z): 430 (M"; 100 %); 384 (26 %); 361 (57 %); 200 (11 %); 185 (76 %); 170
(31 %); 91 (12 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-(5-hidroxipentil)amino-2-metiltioquinazolina (Hid rocloruro)

Férmula molecular: C;4H19N3;0S-0,1 HCI

/’\/"‘\\/\\
Peso molecular: 280,65 g/mol HN OH
Punto de fusion: 140,5-141,3 °C
TSN
Apariencia: Solido blanco )\ ‘HCI
Referencia: 111.14 =
N SCH;

Procedimiento experimental:

Sobre 0,62 g (2,90 mmoles) de 4-cloro-2-metiltioquinazolina disueltos en 25 mL de etanol
absoluto se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo y con agitacién) 0,34 mL (3,20 mmoles) de
5-amino-1-pentanol. A continuacion, se prolonga la agitaciéon a reflujo durante 6 horas y se
evapora el disolvente a presién reducida obteniéndose un aceite marrén. Se adicionan 50 mL
de agua y el solido resultante se filtra, se lava con éter etilico (3 x 15 mL), filtrandolo hasta
sequedad, y se recristaliza de n-hexano y metanol (8:2, en volumen).

Asi se obtienen 0,27 g (33,0 %).

IR (KBr) cm : 3348 (m, O-H); 2979-2929 (m, C-H alifaticos); 1625-1579 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 1,37-1,41 (M, 2H, NH-CH,-CH,-CH,); 1,44-1,49 (m, 2H, NH-CH,-
CH,-CH,-CHy); 1,61-1,66 (M, 2H, CH,-CH,-OH); 2,50 (s, 3H, SCH;); 3,38-3,42 (m, 2H, NH-CHy,
Jnm-chz=5,8 Hz); 3,48-3,52 (m, 2H, CH,OH); 4,38 (t, 1H, CH,OH); 7,37 (t, 1H, H,); 7,51 (d, 1H,
Ha); 7,68 (t, 1H, He); 8,16 (d, 1H, Hs); 8,31 (t, 1H, NH-CH,).

Analisis elemental : C14H;9N;0S-0,1 HCI
Calculado (%): C: 59,86; H: 6,70; N: 14,96

Hallado (%): C: 59,78; H: 6,60; N: 14,84

EM-DIP (70 eV) (m/z): 277 (M"; 66 %); 244 (29 %); 218 (79 %); 205 (81 %); 191 (100 %); 175
(56 %); 160 (64 %), 145 (68 %); 129 (37 %); 103 (40 %); 91 (18 %); 77 (10 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

Selenito de N-bencil-2-metiltioquinazolin-4-amonio

, “HSeOs
Formula molecular: CyH15N3S-1,97 H,SeOg

Peso molecular: 532,55 g/mol HoN
Punto de fusién: 106-107 C

Apariencia: Soélido beige
Referencia: 11.15 ,»)\

N” SCH,

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,30 g de 4-bencilamino-2-metiltioquinazolina (1,05 mmol) en 50 mL
de una mezcla de etanol/agua (1:1, en volumen). A continuacion, se afiaden 0,19 g de diéxido
de selenio (1,72 mmol) y se prolonga la agitaciéon a reflujo durante 12 horas. Pasado este
tiempo, se evapora el disolvente a presion reducida y el precipitado resultante se lava con éter.
Se filtra el sélido a vacio hasta sequedad y el sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,28 g (50,0 %).

IR (KBr) cm 13228 (m, N-H); 2926 (m, C-H alifaticos); 1608 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,45 (s, 3H, SCHj3); 4,75 (d, 2H, CHp-NH, Jcpz-ne=5.8 Hz); 5,55 (s,
1H, HSeOy); 7,24 (dd, 1H, H;, J;,4=8,3 Hz, J;6=7,1 Hz); 7,36 (m, 5H, Ph); 7,54 (d, 1H, H¢); 7,71
(dd, 1H, Hg J6.5=8,2 Hz); 8,22 (d, 1H, Hs); 8,93 (t, 1H, NH-CH,).

Analisis elemental: Ci5H15N3S-1,97 H,SeO4

Calculado (%): C: 35,97; H: 3,60; N: 7,70

Hallado (%): C: 35,87; H: 3,54; N: 7,85

EM-DIP (70 eV) (m/z): 281 (M"; 100 %); 235 (22 %); 191 (43 %); 106 (20 %); 91 (24 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

Selenito de N-(4-fenilbutil)-2-metiltioquinazolin-4-amonio

"HSeO3
Férmula molecular: Cy9H»1N3S-1,25 H,SeO;

Peso molecular: 484,25 g/mol *

., HoN
Punto de fusion: 166-167 °C
Apariencia: Solido marrén XN
Referencia: 111.16 /k
o
N SCHs3

Procedimiento experimental:

Se ponen en un matraz 0,22 g (0,68 mmoles) de 4-(4-fenilbutil)amino-2-metiltioquinazolina
disueltos en una mezcla de etanol/agua (1:1, en volumen). A continuacion, se afiaden 0,12 g de
dioxido de selenio (1,09 mmol) y se prolonga la agitacion a reflujo durante 12 horas. Pasado
este tiempo, se evapora el disolvente a presién reducida y el precipitado resultante se lava con
éter y se filtra a vacio hasta sequedad. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,16 g (48,5 %).

IR (KBr) cm 1 3207 (m, N-H); 3078-3002 (m, C-H aromaticos); 2928 (m, C-H alifaticos); 1604
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 1,68 (m, 4H, NH-CH,-(CH,),-CH,-Ph); 2,57 (s, 3H, SCHy); 2,63 (m,
2H, NH-(CH,)3-CH,-Ph); 3,63 (m, 2H, NH-CH,-(CH,)s-Ph); 7,20 (m, 5H, Ph); 7,49 (t, 1H, H;, J-.
s=J7.6=7,8 Hz); 7,60 (d, 1H, Hg); 7,80 (t, 1H, He Jes=7,8 Hz); 8,35 (d, 1H, Hs); 9,45 (s.a., 1H, NH-
(CH2)4-Ph).

Analisis elemental: Cj9H,1N3S-1,25 H,SeO;
Calculado (%): C: 47,01; H: 4,61; N: 8,67

Hallado (%): C: 46,69; H: 5,01; N: 8,32

EM-DIP (70 eV) (m/z): 323 (M"; 100 %); 276 (29 %); 232 (47 %); 218 (94 %); 191 (43 %); 175
(24 %); 145 (29 %); 91 (45 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2-cloro-4-(4-metilselenobencil)aminoquinazolina

Férmula molecular: C;6H14N3ClSe

HN
Peso molecular: 362,5 g/mol
Punto de fusién: 156-157 € S N SeCHj
Apariencia: Soélido blanco /I\
Referencia: 111.17 N/ Cl

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,50 g de 2,4-dicloroquinazolina (2,45 mmol) en 50 mL de etanol
absoluto. A continuacion, se aflade (poco a poco y con agitacion) 1,00 g de 4-
metilselenobencilamina (5,00 mmol) y se calienta la reaccion. Se afiaden 10 gotas de N,N-
dimetilformamida para favorecer la disolucién de los reactivos. La reaccion permanece a reflujo
durante 24 horas y se sigue por CCF. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion
reducida y el producto resultante se lava con éter, se filtra a vacio y se deja que seque bien.

El solido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,14 g (36,8 %).

IR (KBr) cm ™ 3321 (m, N-H); 3131 (m, C-H aromaéticos); 2958-2892 (m, C-H alifaticos); 1589
(f, C=N).

RMN'lH (DMSO'de) ppm: 2,31 (S, 3H, SeCﬂg), 4,72 (dd, 2H, Cﬂg'Ph, \]CHZ-NH:1210 HZ), 7,28
(dt, 1H, H;); 7,40 (m, 4H, CH,-Ph); 7,55 (dd, 1H, Hg); 7,72 (dt, 1H, Hg); 8,24 (dd, 1H, Hs); 8,97
(m, 1H, NH-CH,).

Analisis elemental: CigH14N;CISe
Calculado (%): C: 52,96; H: 3,86; N: 11,58

Hallado (%): C: 53,21; H: 4,10; N: 11,20

EM-DIP (70 eV) (m/z): 363 (M"; 17 %); 200 (32 %); 185 (100 %); 170 (36 %); 125 (34 %); 91
(53 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2,4-dicloroquinazolina

Férmula molecular: CgH4N,Cl, T

Peso molecular: 199 g/mol = N
Apariencia: Soélido marrén 2\
Referencia : Ill.g N Cl

Procedimiento experimental:

Se disuelve 1,00 g de 1H,3H-quinazolin-2,4-diona (6,17 mmol) en 15 mL de cloruro de fosforilo.
Se afiaden 0,73 mL de N,N-dimetilanilina (5,38 mmol) y se prolonga a agitacién a reflujo
durante 24 horas. El producto de la reaccion se afiade sobre 200 g de hielo y precipita un
sélido marrén que se filtra a vacio. Se lava con agua y se deja que seque bien. Se utiliza,
posteriormente, sin mas purificacion.

Asi se obtienen 0,98 g (80,0 %).

IR (KBr) cm 1 3067 (m, C-H aromaticos); 1611 (m, C=N).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-cloroquinazolina

Férmula molecular: CgHgN5Cl NH2

Peso molecular: 179,5 g/mol R N
Punto de fusién: 232,0-232,6 T /I\
Apariencia: Sélido amarillo N/ cl

Referencia: Ill.h

Procedimiento experimental:

Se disuelve 1,0 g de 2,4-dicloroquinazolina (5,0 mmol) en 30 mL de una disolucién acuosa de
hidroxido amoénico al 25 % y se calienta la disolucion a reflujo durante 1,5 horas. Aparece un
precipitado amarillo que se filtra a vacio. Se lava repetidas veces con agua y se deja que seque
bien. Se utiliza posteriormente sin mas purificacion.

Asi se obtienen 0,75 g (83,0 %).

IR (KBr) cm 11 3386-3316 (m, N-H); 3133 (m, C-H aromaticos); 1650 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,51 (t, 1H, H;); 7,62 (d, 1H, Hg); 7,80 (t, 1H, He); 8,23 (d, 1H, Hs);
8,33 (s.a., 2H, NHy).

Analisis elemental: CgHgN;CI

Calculado (%): C: 53,48; H: 3,34; N: 23,40
Hallado (%): C: 53,75; H: 3,34; N: 23,10
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-mercaptoquinazolina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: CgH;N3S-HCI
Peso molecular: 213,5 g/mol
Punto de fusion: 266-267 C
Apariencia: Sélido amarillo

Referencia: 111.18

Procedimiento experimental:

NH,

SN

‘HCI
/)\

N SH

En un matraz se disuelven 0,50 g de 4-amino-2-cloroquinazolina (3,02 mmol) en 30 mL de

etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,25 g de tiourea (3,32 mmol) y se prolonga la

agitacion a reflujo durante 2 horas. Pasado este tiempo, precipita un sélido amarillo que se filtra

a vacio y se lava con éter. Se deja que seque bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,35 g (64,8 %).

IR (KBr) cm 13315 (m, N-H); 3133 (m, C-H aromaticos); 1651 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,52 (ddd, 1H, Hy, J7.4=8,4 Hz, J,6=7,1 Hz, J;5=1,2 Hz): 7,60 ( dd,
1H, Hg, Jg.6=0,9 Hz); 7,80 (ddd, 1H, He, Js.5=8,1 Hz): 7,90 (s.a., 1H, SH): 8,22 (dd, 1H, Hs); 8,33

(s.a., 2H, NH,).

Andlisis elemental: CgH;N3S-HCI
Calculado (%): C: 44,96; H: 3,74; N: 19,67
Hallado (%): C: 44,79; H: 3,35; N: 19,44

EM-DIP (70 eV) (m/z): 209 (M"; 11 %); 179 (92 %); 144 (100 %); 117 (27 %); 103 (15 %); 91

(22 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest

0os

4-amino-2-metiltioquinazolina

Formula molecular: CgHgN3S
Peso molecular: 191 g/mol
Punto de fusién: 228-229 C
Apariencia: Solido beige

Referencia: 111.19

Procedimiento experimental:

NH,

=N

N

P

SCH3

En un matraz se disuelve 1,00 g de 4-amino-2-mercaptoquinazolina (5,65 mmol) en 30 mL de

etanol absoluto. A continuacién, se afiaden 0,53 mL de ioduro de metilo (8,47 mmol) y se

prolonga la agitacion a reflujo durante 2 horas. Pasado este tiempo, precipita un sélido blanco

qgue se filtra a vacio, se lava con éter y se deja que seque bien. El sdlido resultante se

recristaliza de etanol.
Asi se obtienen 0,82 g (90,1 %).

IR (KBr) cm ™: 3382-3304 (m, N-H); 3119 (m, C-H aromaticos); 2927 (m, C-H alifaticos); 1646

(f, C=N).

RMN'lH (DMSO-dG) ppm: 2,49 (S, 3H, SCﬂg), 7,36 (ddd, 1H, H-, J7_8=8,2 Hz, J;6=7,4 Hz, J;.
5=1,0 Hz); 7,52 (dd, 1H, Hg, Jg.c=0,8 Hz); 7,70 (ddd, 1H, He, Jo5=8,1 Hz); 7,82 (s.a., 2H, NH,);

8,13 (dd, 1H, Hs).

Analisis elemental: CgHgN3S

Calculado (%): C: 56,54; H: 4,71; N: 21,99

Hallado (%): C: 56,42; H: 4,70; N: 21,59

EM-DIP (70 eV) (m/z): 191 (M"; 100 %); 145 (91 %); 129 (41 %); 118 (36 %); 103 (13 %); 91

(17 %).
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Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

4-amino-2-pentiltioquinazolina

NH,

Férmula molecular: Cy3H;7N3S
Peso molecular: 247 g/mol XN
Punto de fusién: 110-111 T /I\

Apariencia: Sélido amarillo N/ 8/\/\\/

Referencia: 111.20

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelve 1,00 g de 4-amino-2-mercaptoquinazolina (5,65 mmol) en 30 mL de
etanol absoluto. A continuacion, se afladen 1,11 mL de ioduro de pentilo (8,47 mmol) y se
prolonga la agitacion a reflujo durante 2 horas. Pasado este tiempo, se elimina el disolvente a
presion reducida y la fase organica se extrae 3 veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava la
fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sédico anhidro. La disolucion
se filtra por gravedad para retirar el sulfato sddico y el disolvente se elimina a presion reducida.
El aceite obtenido se precipita con n-hexano. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,29 g (31,5 %).

IR (KBr) cm ™: 3373-3308 (m, N-H); 3169 (m, C-H aromaéticos); 2956-2856 (m, C-H alifaticos);
1641 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,89 (t, 3H, (CH,),-CHs); 1,38 (m, 4H, (CH,),-(CH,),-CHs); 1,67 (a,
2H, CH,-CH,-(CH,),-CHa); 3,11 (t, 2H, CH,-(CH,)3-CHs); 7,35 (ddd, 1H, Hy, J7.6=8,2 Hz, J,6=7,0
Hz, J,.5=1,1 Hz); 7,49 (dd, 1H, Hg, Jg.c=1,2 Hz); 7,69 (ddd, 1H, He, J65=8,3 Hz); 7,80 (s.a., 2H,
NH,); 8,12 (dd, 1H, Hs).

Analisis elemental: C;3H;7N3S
Calculado (%): C: 63,15; H: 6,88; N: 17,00

Hallado (%): C: 62,99; H: 7,25; N: 16,75

EM-DIP (70 eV) (m/z): 247 (M"; 28 %); 215 (39 %); 204 (34 %); 191 (52 %); 177 (100 %); 145
(56 %); 121 (44 %); 91 (18 %).
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2,4-dimercaptoquinazolina (Hidrocloruro)

Férmula molecular: CgHgN,»S,-1,3 HCI SH
Peso molecular: 241,45 g/mol
. =N
Punto de fusion: > 300 C HClI
Apariencia: Solido amarillo /A\
N SH

Referencia: 111.21

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,75 g de 2,4-dicloroquinazolina (3,75 mmol) en 50 mL de etanol
absoluto. A continuacioén, se afiaden 0,75 g de tiourea (9,85 mmol) y se prolonga la agitacién a
reflujo durante 5 horas. Pasado este tiempo, se filtra el precipitado formado y se lava con agua.
Se deja secar bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,70 g (78,6 %).

IR (KBr) cm 13119 (m, C-H aromaticos); 1618 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 7,33 (M, 2H, Hy+Hg): 7,76 (ddd, 1H, He, Js.5=8,3 Hz, Js.,=7,2 Hz, Je.
6=1,5 H2); 8,30 (dd,1H, Hs, Js.7=1,4 Hz); 13,12 (s, 1H, SH); 13,68 (s, 1H, SH).

Analisis elemental: CgHgN,S,-1,3 HCI
Calculado (%): C: 40,37; H: 3,02; N: 11,77

Hallado (%): C: 40,33; H: 2,62; N: 11,58

EM-DIP (70 eV) (m/z): 194 (M*; 100 %); 161 (53 %); 136 (38 %); 108 (18 %).
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2,4-dimetiltioquinazolina (Hidroioduro)

Férmula molecular: C;9H10N»S,-0,33 HI SCH3
Peso molecular: 264,24 g/mol
TSN
Punto de fusién: 76-77 T HI
Apariencia: Sélido blanco sz
N SCHj

Referencia: 111.22

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,75 g de 2,4-dimercaptoquinazolina (3,92 mmol) en 20 mL de
hidroxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 0,73 mL de ioduro de metilo (11,00 mmol) y
se prolonga la agitacion a reflujo durante 3 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar y se
afiade &cido acético glacial hasta pH=5-6. Se filtra el precipitado formado y se lava con agua.
Se deja secar bien y el sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,72 g (69,6 %).

IR (KBr) cm 11 2993-2920 (m, C-H alifaticos); 1611 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,62 (s, 3H, SCHa); 2,66 (S, 3H, SCHa(p); 7,57 (t, 1H, Hy, J76=J7.
6=8,0 Hz); 7,63 (d, 1H, Hg); 7,90 (t, 1H, Hg, J6.5=8,0 Hz); 8,01 (d,1H, Hs).

Analisis elemental: CgH19N>S5-0,33 HI
Calculado (%): C: 45,41; H: 4,16; N: 10,59

Hallado (%): C: 45,41; H: 3,84; N: 10,33

EM-DIP (70 eV) (m/z): 222 (M"; 100 %); 207 (72 %); 191 (49 %); 175 (49 %); 161 (56 %); 145
(39 %); 129 (60 %); 108 (56 %); 91 (26 %); 75 (32 %); 57 (37 %).
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2,4-dipentiltioquinazolina

Férmula molecular: CigH»6N»S, Sf\\/\\/

Peso molecular: 334 g/mol
Punto de fusion: - XN

Apariencia: Aceite amarillo

Referencia: 111.23 NASW

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,75 g de 2,4-dimercaptoquinazolina (3,92 mmol) en 40 mL de
hidroxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 1,57 mL de ioduro de pentilo (12,00 mmol) y
se prolonga la agitacién a reflujo durante 3 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar y se
adiciona acido acético glacial hasta pH=5-6. El residuo se trata con una disoluciéon de metdxido
sédico/metanol 0,01 M y se calienta hasta 50-60 C durante 3 horas, para eliminar el exceso de
ioduro de metilo. Se evapora el disolvente a presion reducida y el aceite resultante se extrae 3
veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 30 mL) y
se seca con sulfato sddico anhidro. Se filtra por gravedad para retirar el sulfato sddico anhidro y
se evapora el disolvente a presion reducida. El aceite resultante se recristaliza de
isopropanol/acetato de etilo (2:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,42 g (31,8 %).

IR (KBr) cm ™: 3126 (m, C-H aromaticos); 2952 (m, C-H alifaticos); 1618 (f, C=N).

RMN-'"H (DMSO-dg) ppm: 0,88 (t, 6H, (CH2)s-CHaaya); 1,37 (M, 8H, (CHo)a-(CHy)o-CHagya);
1,71 (9, 4H, CH2-CHp-(CH2)2-CHaayay); 3,20 (t, 2H, CHz-(CH2)3-CHay); 3,31 (t, 2H, CH,-(CHo)s-
CHag); 7,55 (ddd, 1H, Hs, J7.6=8,3 Hz, J7.6=7,0 Hz, J;5=1,2 Hz); 7,72 (dd, 1H, Hg, Jes=1,1 H2);
7,89 (ddd, 1H, He, J.5=8,3 Hz); 7,99 (dd, 1H, Hs).

Analisis elemental: CigH»N,S,
Calculado (%): C: 64,37; H: 7,78; N: 8,38

Hallado (%): C: 64,37; H: 7,87; N: 8,20

EM-DIP (70 eV) (m/z): 334 (M*; 36 %); 287 (74 %); 278 (35 %); 263 (69 %); 231 (35 %); 215
(85 %); 194 (65 %); 178 (40 %); 161 (100 %); 129 (31 %); 103 (27 %); 71 (30 %).
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4. DERIVADOS OBTENIDOS PARA LA SERIE IV

N-(4-metoxibencil)formamida

Formula molecular: CgH;;NO, Y

Peso molecular: 165 g/mol 0]
Punto de fusion: 79,7-80,3 °C

ZT
T

Apariencia: Solido blanco

Referencia: IV.a

OCHs

Procedimiento experimental:

A un matraz se afiaden 3,93 mL (30,00 mmoles) de 4-metoxibencilamina y se adicionan (gota a
gota y con agitacion) 2,45 mL (24,20 mmoles) de formiato de etilo. Se prolonga la agitacion a
reflujo durante 12 horas. A continuacién, se deja que la reaccién enfrie y aparece un
precipitado que se filtra a vacio y se lava con éter. Se deja que seque bien y se obtiene el
derivado deseado practicamente puro.

Asi se obtienen 4,4 g (88,0 %).

IR (KBr) cm ™*: 3286 (f, N-H); 3012 (m, C-H aromaticos); 2943-2834 (m, C-H alifaticos); 1645 (f,
C=0).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 3,73 (s, 3H, OCH3); 4,22 (d, 2H, CH,-NH); 6,89 (d, 2H, Ha+Hs, J;.
=J56=8,5 Hz); 7,19 (d, 2H, H,+He); 8,11 (s, 1H, H-C=0); 8,43 (s, 1H, CH,-NH).

Analisis elemental: CgygH;;NO,

Calculado (%): C: 65,45; H: 6,66; N: 8,48
Hallado (%): C: 65,07; H: 6,37; N: 8,29
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4-metoxibencilisoselenocianato

Férmula molecular: CgyHgNOSe
NCSe
Peso molecular: 226 g/mol
Punto de fusién: - HaCO
Apariencia: Aceite naranja

Referencia: V.1

Procedimiento experimental:

A un matraz de 3 bocas se afiaden 4,40 g (26,00 mmoles) de N-(4-metoxibencil)formamida
disueltos en 50 mL de tolueno seco. Se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo, atmésfera de
nitrégeno y agitacién) 14,84 mL (104,00 mmoles) de trietilamina. A continuacién, se afaden
3,16 g (40,00 mmoles) de selenio metal y una vez afadido el selenio, se carga una ampolla de
adicion con 4,20 mL (42,00 mmoles) de fosgeno en una solucion de tolueno al 25 %. Se va
afiadiendo el fosgeno al matraz durante media hora manteniendo la atmdsfera de nitrégeno vy el
bafio de hielo, ya que en el proceso tiene lugar una reaccién exotérmica. Se prolonga la
agitacion a reflujo durante 24 horas y se sigue la reaccion por CCF. Se filtra el precipitado y las
aguas madres se tratan evaporando el disolvente a presion reducida y lavandolo 3 veces con
tolueno (3 x 20 mL). El residuo obtenido se cromatografia en columna utilizando como fase
movil n-hexano/acetato de etilo (95:5, en volumen) hasta conseguir el isoselenocianato
deseado que aparece practicamente puro.

Asi se obtienen 0,85 g (14,5 %).

IR (KBr) cm ™: 2927 (m, C-H alifaticos); 2139 (f, N=C=Se).

RMN'lH (DMSO-dG) ppm: 3,73 (S, 3H, OCHg), 3,88 (S, 2H, Cﬂg:Ph), 6,38 (d, 2H, Hi+Hs, J3=
J5_6=8,7 HZ), 7,17 (d, 2H, H2+H6).

Analisis elemental: CyHgNOSe

Calculado (%): C: 47,79; H: 3,98; N: 6,19
Hallado (%): C: 47,51; H: 4,22; N: 6,09

195



Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest
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N-(4-metiltiobencil)formamida

Férmula molecular: CgH;;NOS
Peso molecular: 181 g/mol
Punto de fusi6n: 87,8-88,5 °C
Apariencia: Sélido blanco

Referencia: IV.b

Procedimiento experimental:

ZT
T

e

SCH;

A un matraz se afiaden 4,23 g (27,60 mmoles) de 4-metiltiobencilamina. A continuacion, se

adicionan (gota a gota y con agitacion) 2,15 mL (29,00 mmoles) de formiato de etilo y se

prolonga la agitacién a reflujo durante 12 horas. Se deja que la reaccién enfrie y aparece un

precipitado que se filtra a vacio y se lava con éter. Se deja que seque bien y el derivado

deseado se obtiene practicamente puro.
Asi se obtienen 4,46 g (85,2 %).

IR (KBr) cm ™*: 3282 (f, N-H); 3068 (m, C-H aromaticos); 2918-2884 (m, C-H alifaticos); 1652 (f,

C=0).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 245 (s, 3H, SCHa); 4,25 (d, 2H, CH,-NH); 7,25 (m, 4H,

Ha+Hs+Hs+Hg); 8,12 (s, 1H, H-C=0); 8,49 (s, 1H, CH,-NH).

Analisis elemental: CgH;;NOS
Calculado (%): C: 59,71; H: 6,08; N: 7,73
Hallado (%): C: 59,83; H: 5,81; N: 7,61
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4-metiltiobencilisoselenocianato

Férmula molecular: CgHgNSSe
NCSe
Peso molecular: 242 g/mol
Punto de fusién: -
u usi H,CS
Apariencia: Aceite naranja

Referencia : IV.2

Procedimiento experimental:

En un matraz de 3 bocas se disuelven 4,25 g (23,50 mmoles) de N-(4-metiltiobencil)formamida
en 50 mL de tolueno seco. A continuacion, se adicionan (gota a gota, en bafio de hielo,
atmosfera de nitrégeno y agitacién) 13,01 mL (94,00 mmoles) de trietilamina. Posteriormente,
se afiaden 2,78 g (35,00 mmoles) de selenio metal y, una vez afadido el selenio, se carga una
ampolla de adicién con 3,70 mL (35,00 mmoles) de fosgeno en una solucién de tolueno al 25 %
y se va afiadiendo el fosgeno al matraz durante media hora manteniendo la atmésfera de
nitrégeno y el bafio de hielo, ya que en el proceso tiene lugar una reaccién exotérmica. Se
prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas y se sigue la reaccion por CCF. Se filtra el
precipitado y las aguas madres se tratan evaporando el disolvente a presion reducida y lavando
el residuo 3 veces con tolueno (3 x 20 mL). El residuo obtenido se cromatografia en columna
utilizando como fase movil n-hexano/acetato de etilo (95:5, en volumen) hasta conseguir el
isoselenocianato deseado que aparece practicamente puro.

Asi se obtienen 1,05 g (18,4 %).

IR (KBr) cm ™: 3022 (m, C-H aromaticos); 2918 (m C-H alifaticos); 2118 (f, N=C=Se).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 248 (s, 3H, SCHy); 502 (s, 2H, CH,-Ph); 7,32 (m, 4H,
Ho+Ha+Hs+He).

Analisis elemental: CyHgNSSe

Calculado (%): C: 44,63; H: 3,72; N: 5,78
Hallado (%): C: 45,00; H: 3,53; N: 5,47
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4-bencilamino-2-hidroselenoquinazolina

Férmula molecular: C;5H13N3Se HN

Peso molecular: 314 g/mol

Punto de fusion : 193,4-193,8 °C SN
Apariencia: Sélido amarillo //L
Referencia: V.3 N SeH

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,28 g (2,40 mmoles) de 2-aminobenzonitrilo disueltos en 30 mL de
piridina pura. Se adicionan (gota a gota y con agitacién) 0,46 g (2,30 mmoles) de
bencilisoselenocianato. A continuacion, se prolonga la agitacién a reflujo durante 2,5 horas.
Pasado este tiempo, se filtra el residuo para eliminar restos de selenio y el disolvente se
evapora a presion reducida lavando 3 veces con tolueno (3 x 20 mL). Se obtiene un sélido
amarillo que se lava durante 1 hora con metanol y se filtra hasta sequedad.

Asi se obtienen 0,23 g (31,1 %).

IR (KBr) cm 1 3259 (m, N-H); 3172-3120 (m, C-H aromaéticos); 2934 (m, C-H alifaticos); 1615
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 5,98 (s.a., 2H, CH,-NH); 7,21 (t, 1H, H;); 7,29 (m, 5H, Ph); 7,40 (d,
1H, Hg); 7,60 (t, 1H, He); 8,09 (d, 1H, Hs); 9,62 (s, 1H, NH-CH,); 12,68 (s.a., 1H, SeH).

Andlisis elemental: C;5H3N;Se

Calculado (%): C: 57,22; H: 4,14; N: 13,27

Hallado (%): C: 56,88; H: 4,15; N: 12,96

EM-DIP (70 eV) (m/z): 315 (M"; 13 %); 235 (30 %); 145 (25 %); 129 (34 %); 117 (23 %); 103
(36 %); 91 (100 %); 77 (29 %); 65 (34 %); 51 (24 %).
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2-hidroseleno-4-(4-metoxibencil)aminoquinazolina

Formula molecular: CyH15N30OSe HN

Peso molecular: 344 g/mol

Punto de fusién : 197,3-197,7 °C =N OCH,
Apariencia: Sélido amarillo P

Referencia: V.4 N SeH

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,32 g (2,74 mmoles) de 2-aminobenzonitrilo en 30 mL de dioxano y
4 mL de piridina seca. Se adicionan (gota a gota y con agitacion) 0,62 g (2,74 mmoles) de 4-
metoxibencilisoselenocianato y se prolonga la agitacion a reflujo durante 72 horas. Se filtra el
residuo para eliminar restos de selenio y se afiaden 30 g de hielo. Se extrae la fase organica 3
veces con diclorometano (3 x 25 mL). Se lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y
se seca bien con sulfato sodico anhidro. Se filtra para eliminar el sulfato sodico anhidro y el
disolvente se evapora a presién reducida lavando 3 veces con tolueno (3 x 20 mL) el residuo
resultante. Se obtiene un sélido amarillo que se lava durante 1 hora con éter etilico y se filtra
hasta sequedad. El sélido se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 75,0 mg (8,2 %).

IR (KBr) cm ™ 3263 (m, N-H); 3172-3128 (m, C-H aromaticos); 2924 (m, C-H alifaticos); 1605
(f, C=N).

RMN-"H (DMSO-dg) ppm: 3,70 (s, 3H, OCHg); 5,93 (s.a., 2H, CH,-NH); 6,84 (d, 2H, Hz+Hs', J3-.
2’=J5'_6'=8,4 HZ), 7,29 (t, 2H, H7, J7_8=J7_6=8,0 HZ), 7,33 (d, 2H, H2'+H6'); 7,38 (d, 1H, Hg), 7,58 (t,
1H, He, J65=8,0 Hz); 8,08 (d, 1H, Hs); 9,63 (s, 1H, NH-CH,); 12,66 (s, 1H, SeH).

Analisis elemental: C.gH5N;0Se

Calculado (%): C: 55,81; H: 4,36; N: 12,21

Hallado (%): C: 55,67; H: 4,36; N: 12,32

EM-DIP (70 eV) (m/z): 345 (M*; 7 %); 264 (14 %); 121 (100 %); 91 (26 %); 77 (24 %).
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2-hidroseleno-4-(4-metiltiobencil)aminoquinazolina

Férmula molecular: CigH15N3SSe

HN
Peso molecular: 360 g/mol
Punto de fusién : 170,8-171,5 °C \"N SCHs
Apariencia: Sélido naranja
Referencia: 1V.5 N/ SeH

Procedimiento experimental:

En un matraz se afiaden 0,39 g (3,30 mmoles) de 2-aminobenzonitrilo disueltos en 30 mL de
dioxano y 4 mL de piridina seca. Se adicionan (gota a gota y con agitacién) 0,80 g (3,30
mmoles) de 4-metiltiobencilisoselenocianato y se prolonga la agitacién a reflujo durante 48
horas. Se filtra la disolucidn a gravedad para eliminar restos de selenio que han precipitado y
se afiaden 30 g de hielo. Aparece un precipitado naranja que se filtra a vacio, se lava con
bicarbonato sédico al 10 % vy, posteriormente, con agua. Se deja que seque bien y el sélido se
recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,42 g (63,0 %).

IR (KBr) cm ™ 3250 (m, N-H); 3016 (m, C-H aromaticos); 2963 (m, C-H alifaticos); 1617 (f,
C=N).

RMN-'H (DMSO-ds) ppm: 2,48 (s, 3H, SCHy); 5,90 (s.a., 2H, CH,-NH); 7,19 (d, 2H, Hy+Hs);
7,30 (m, 3H, H7+H2'+H6'); 7,40 (d, 1H, Hg, J8_7=8,1 HZ), 7,60 (t, 1H, He, J6_7=J6_5=7,8 HZ), 8,14
(d, 1H, Hs): 9,63 (s, 1H, NH-CH,): 12,65 (s, 1H, SeH).

Analisis elemental: CigH5N3SSe

Calculado (%): C: 53,33; H: 4,16; N: 11,66
Hallado (%): C: 53,73; H: 4,30; N: 11,52

EM-DIP (70 eV) (m/z): 360 (M*; 4 %); 281 (59 %); 235 (17 %); 191 (39 %); 175 (21 %); 161 (24
%); 137 (47 %); 106 (48 %); 121 (100 %); 91 (81 %); 77 (38 %).
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4-bencilamino-2-metilselenoquinazolina (Hidroioduro )

Formula molecular: CigHisN3Se-HI HN
Peso molecular: 456 g/mol

Punto de fusién : 195,5-195,9 °C SN
Apariencia: Sélido amarillo HI

Referencia: 1V.6 N SeCH3

Procedimiento experimental:

En un matraz se afiaden 0,40 g (1,27 mmoles) de 4-bencilamino-2-hidroselenoquinazolina y
0,10 mL (1,34 mmoles) de ioduro de metilo disueltos en 30 mL de etanol absoluto. Se
adicionan 4 mL de N,N-dimetilformamida, ya que el reactivo de partida no se disuelve, y se
prolonga la agitacién a reflujo durante 1,5 horas. Se filtra el residuo para eliminar restos de
selenio y se evapora el disolvente a presion reducida. Se obtiene un precipitado aceitoso que
se lava con agua hasta que toma consistencia sélida. Se filtra por gravedad y se deja que
seque bien.

Asi se obtienen 0,23 g (31,1 %).

IR (KBr) cm ™: 3309 (m, N-H); 3186-3038 (m, C-H aromaticos); 1651 (m, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,57 (s, 3H, SeCHs); 5,58 (s.a., 2H, CH,-NH); 7,35 (m, 5H, Ph); 7,74
(t, 1H, Hy); 7,79 (d, 1H, Hg); 8,06 (t, 1H, He); 8,53 (d, 1H, Hs); 10,06 (s, 1H, NH-CH.,).

Analisis elemental: CisH15N3;Se-Hl
Calculado (%): C: 42,10; H: 3,29; N: 9,21
Hallado (%): C: 42,20; H: 3,56; N: 9,20

EM-DIP (70 eV) (m/z): 327 (M"; 25 %); 314 (23 %); 234 (27 %); 207 (21 %); 191 (20 %); 137
(53 %); 121 (24 %); 103 (44 %); 91 (100 %); 77 (37 %).
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4-bencilamino-2-pentilselenoquinazolina (Hidroiodur 0)

Formula molecular: CyoHo3N3Se-HI

Peso molecular: 512 g/mol AR

Punto de fusién: 177-179 € S N ‘HiI
Apariencia: Solido amarillo /L

Referencia: V.7 N/ Se/\‘//\/

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,66 g de 4-bencilamino-2-hidroselenoquinazolina (2,20 mmol) en
50 mL de etanol absoluto. A continuacion, se afiaden 0,41 mL de ioduro de pentilo (3,15 mmol)
y 10 gotas de N,N-dimetilformamida para favorecer la disolucién de los reactivos y se prolonga
la reaccion a reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion
reducida y el producto resultante se lava con éter dejando que seque bien. El sélido resultante
se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,68 g (63,5 %).

IR (KBr) cm 11 3334, 3306 (m, N-H); 3131 (m, C-H aromaticos); 2938 (m, C-H alifaticos); 1645
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,86 (t, 3H, (CH;),-CHjg); 1,33 (m, 4H, (CH,),-(CH,),-CHj3); 1,75 (q,
2H, CHZ'Cﬂg'(CHz)Z'CHg); 3,32 (t, 2H, Cﬂg-(CHz)yCHg); 571 (S, 2H, Cﬂg-Ph), 7,35 (m, 5H,
CH,-Ph); 7,77 (m, 2H, H,+Hy): 8,06 (t, 1H, He); 8,53 (d, 1H, Hs): 10,12 (s.a., 1H, NH-CH,).

Analisis elemental: C,oH,3N3;Se-HI
Calculado (%): C: 46,87; H: 4,49; N: 8,20

Hallado (%): C: 47,15; H: 4,49; N: 8,63

EM-DIP (70 eV) (m/z): 385 (M"; 10 %); 314 (100 %); 234 (64 %); 207 (55 %); 129 (24 %); 106
(22 %); 91 (68 %).
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2-metilseleno-4-(4-metoxibencil)aminoquinazolina

Férmula molecular: C;7H;7N3;OSe

HN
Peso molecular: 358 g/mol
Punto de fusién :190,5-191,2 °C = N OCHs
Apariencia: Sélido amarillo /]\
Referencia: V.8 N/ SeCHj

Procedimiento experimental:

En un matraz se afladen 044 g (1,27 mmoles) de 2-hidroseleno-4-(4-
metoxibencil)aminoquinazolina y 0,10 mL (1,34 mmoles) de ioduro de metilo disueltos en 30 mL
de etanol absoluto. Se adicionan 4 mL de N,N-dimetilformamida hasta disolucion completa de
los reactivos y se prolonga la agitacion a reflujo durante 1,5 horas. Se filtra la disoluciéon para
eliminar restos de selenio y se evapora el disolvente a presion reducida. Se obtiene un
precipitado aceitoso que se lava con agua hasta que toma consistencia sélida. Se filtra a vacio
y se deja que seque bien. El producto se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,23 g (31,1 %).

IR (KBr) cm ™: 3329 (m, N-H); 3175-3058 (m, C-H aromaticos); 1658 (m, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,58 (s, 3H, SeCHg); 3,72 (s, 3H, OCHy); 5,94 (s.a., 2H, CH,-NH);
6,80 (d, 2H, H3'+H5', J3'.2'=J5’_6’=8,4 HZ), 7,23 (t, 2H, H7, J7_8=J7_6=8,0 HZ), 7,31 (d, 2H, H2'+H6');
7,42 (d, 1H, Hg); 7,61 (t, 1H, He, J55=8,0 Hz); 8,18 (d, 1H, Hs); 9,68 (s, 1H, NH-CH,); 12,60 (s,
1H, SeH).

Analisis elemental: C;7H;7N;0Se

Calculado (%): C: 56,98; H: 4,75; N: 11,73

Hallado (%): C: 56,82; H: 4,87; N: 11,52

EM-DIP (70 eV) (m/z): 359 (M"; 45 %); 191 (20 %); 91 (100 %); 77 (47 %).
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2-metilseleno-4-(4-metiltiobencil)aminoquinazolina (  Hidroioduro)

Férmula molecular: C;7H;7N3;SSe-0,8 HI

Peso molecular: 476,2 g/mol HN ‘HI
Punto de fusién : 160,1-160,4 °C
o . . SN SCH,
Apariencia: Sélido amarillo
Referencia: V.9 Z
N SeCHj;

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,42 g (1,16 mmoles) de 2-hidroseleno-4-(4-
metiltiobencil)Jaminoquinazolina en 30 mL de etanol absoluto y 0,1 mL de N,N-
dimetilformamida. Se adicionan (gota a gota y con agitacién) 0,11 mL (1,75 mmoles) de ioduro
de metilo y se prolonga la agitacion a reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se filtra la
disolucion para eliminar restos de selenio y se evapora el disolvente a presion reducida. Se
lava el residuo resultante con agua y aparece un precipitado amarillo que se filtra a vacio. Se
lava con aguay se deja secar bien.

Asi se obtienen 0,27 g (50,0 %).

IR (KBr) cm ™: 3245 (m, N-H); 3045 (C-H aromaticos); 2960 (m, C-H alifaticos); 1634 (f, C=N).
RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,45 (s, 3H, SeCHjy); 2,52 (s, 3H, SCHy); 5,46 (s.a., 2H, CHy-NH);
7,24 (m, 4H, Ph); 7,60 (t, 1H, H7, J;.4=J76=7,8 Hz); 7,62 (d, 1H, Hg); 7,86 (t, 1H, He, Js.5=8,0 Hz);
8,37 (d, 1H, Hs); 9,69 (s, 1H, NH-CHy).

Analisis elemental: C;7H;7N3SSe-0,8 HI

Calculado (%): C: 42,84; H: 3,68; N: 8,82

Hallado (%): C: 42,62; H: 3,95; N: 9,09

EM-DIP (70 eV) (m/z): 375 (M*; 5 %); 281 (13 %); 159 (18 %); 137 (100 %); 121 (46 %); 91 (39
%): 77 (23 %).
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4-(4-metiltiobencil)amino-2-pentilselenoquinazolina (Hidroioduro)

Férmula molecular: C,;H»5N3;SSe-0,9 HI -HI

Peso molecular: 545,2 g/mol HN

Punto de fusién: 169-170 C N

Apariencia: Sélido amarillo N SCH;

Referencia: V.10 ,}\ NN
N Se

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,25 g de 2-hidroseleno-4-(4-metiltiobencil)aminoquinazolina (0,70
mmol) en 50 mL de etanol absoluto. A continuacion, se afiaden (poco a poco y con agitacion)
0,11 mL de ioduro de pentilo (0,83 mmol) y 0,15 mL de N,N-dimetilformamida, prolongandose
la agitacion a reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion
reducida y el producto resultante se lava con éter y se deja que seque bien. El sélido resultante
se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,14 g (36,8 %).

IR (KBr) cm ™ 3321 (m, N-H); 3131 (m, C-H aromaéticos); 2958-2892 (m, C-H alifaticos); 1589
(f, C=N).

RMN_lH (DMSO_dG) ppm 0!86 (t! 3H! (CH2)4_CH§)! 1134 (m! 4H1 (CHZ)Z_(CHQIZ_CH3)! 1178 (qv
2H, CH,-CH,~(CH,),-CHa); 2,50 (s, 3H, SCHa); 3,31 (t, 2H, CH,-(CHz)s-CHy); 5,53 (s, 2H, CH,-
NH); 7,25 (m, 4H, Ph); 7,76 (m, 2H, H;+Hg); 8,07 (t, 1H, Hg); 8,53 (d, 1H, Hs); 10,32 (s, 1H, NH-
CHy).

Analisis elemental: C,;H,5N3SSe-0,9 HI
Calculado (%): C: 46,22; H: 4,58; N: 7,70

Hallado (%): C: 45,91; H: 4,60; N: 7,74

EM-DIP (70 eV) (m/z): 431 (M*; 9 %); 360 (43 %); 253 (28 %); 137 (100 %); 121 (11 %); 91 (9
%).
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4-amino-2-hidroselenoquinazolina

Férmula molecular: CgH;N3Se
Peso molecular: 224 g/mol
Punto de fusion: 280-281 C
Apariencia: Soélido marrén

Referencia: 1V.11

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 1,39 g de 4-amino-2-cloroquinazolina (7,70 mmol) en 50 mL de
etanol absoluto. A continuacion, se afiade 1,00 g de selenourea (8,13 mmol) y se prolonga la
reaccion a reflujo durante 4 horas en constante agitacién. Posteriormente, se deja enfriar la
disolucién y aparece un precipitado marrén que se filtra a vacio. Se lava con agua y se deja

que seque bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,28 g (16,3 %).

IR (KBr) cm 13345 (m, N-H); 3141 (m, C-H aromaticos); 1669 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 7,69 (ddd, 1H, H-); 8,00 (m, 2H, Hg+Hq); 8,44 (d, 1H, Hs); 9,28 (s,

1H, NH,); 9,48 (s, 1H, SeH).

Analisis elemental: CgH;N3Se
Calculado (%): C: 42,86; H: 3,12; N: 18,75
Hallado (%): C: 43,02; H: 3,42; N: 18,94

EM-DIP (70 eV) (m/z): 225 (M"; 15 %); 191 (24 %); 137 (79 %); 121 (83 %); 103 (34 %); 91

(100 %); 77 (53 %); 69 (58 %); 57 (84 %).
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4-amino-2-metilselenoquinazolina

Formula molecular: CgyHgN;Se NH»
Peso molecular: 238 g/mol

3
Punto de fusién: 213-214 € N

Apariencia: Solido amarillo ,71\

Referencia: V.12 N SeCHs

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,90 g de 4-amino-2-hidroselenoquinazolina (4,02 mmol) en 50 mL
de etanol absoluto y 0,15 mL de N,N-dimetiformamida. A continuacion, se afiaden (poco a
poco y con agitacién) 0,37 mL de ioduro de metilo (6,00 mmol) y se prolonga la agitacion a
reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida, se
afladen 20 mL de agua y se extrae la fase organica 3 veces con diclorometano (3 x 15 mL). Se
lava la fase organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sodico anhidro. A
continuacion, se filtra la disolucién para eliminar el sulfato sédico y se evapora el disolvente a
presion reducida, dando lugar a un sélido amarillo. El sélido resultante se recristaliza de etanol.
Asi se obtienen 36,0 mg (3,8 %).

IR (KBr) cm 1. 3386-3306 (m, N-H); 3125 (m, C-H aromaticos); 2927 (m, C-H alifaticos); 1646
(f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,40 (s, 3H, SeCHy); 7,40 (ddd, 1H, H;, J7.4=8,2 Hz, J;,5=7,0 Hz, J;.
s=1,3 Hz); 7,52 ( dd, 1H, Hg, Jg=1,2 Hz); 7,71 (ddd, 1H, Hs, Js.5=8,2 Hz); 7,89 (s, 2H, NH,);
8,14 (dd, 1H, Hs).

Analisis elemental: CgHgNsSe
Calculado (%): C: 45,38; H: 3,78; N: 17,65

Hallado (%): C: 45,60; H: 3,78; N: 17,39

EM-DIP (70 eV) (m/z): 239 (M"; 64 %); 159 (100 %); 145 (64 %); 129 (30 %); 117 (36 %); 91
(31 %).
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4-amino-2-pentilselenoquinazolina

Férmula molecular: Cy3H;7N3;Se NH,

Peso molecular: 294 g/mol
SN

Punto de fusion: 92,5-93,5 C

Apariencia: Solido amarillo //’l\ NN
N Se

Referencia: 1V.13

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,45 g de 4-amino-2-hidroselenoquinazolina (2,00 mmol) en 50 mL
de etanol absoluto y 0,15 mL de N,N-dimetiformamida. A continuacion, se afiaden (poco a
poco y con agitacién) 0,38 mL de ioduro de metilo (2,88 mmol) y se prolonga la agitacion a
reflujo durante 1,5 horas. Posteriormente, se evapora el disolvente a presion reducida, se
afiaden 30 mL de agua al residuo resultante y se deja agitando hasta que aparece un
precipitado. Se filtra el precipitado a vacio hasta llegar a sequedad y se recoge sin mas
purificacion.

Asi se obtienen 0,15 g (3,8 %).

IR (KBr) cm 13312 (m, N-H); 3135 (m, C-H aromaticos); 2949-2862 (m, C-H alifaticos); 1646
(f, C=N).

RMN-"H(DMSO-de) ppm: 0,88 (t, 3H, (CH,),-CHs); 1,36 (M, 4H, (CH,).-(CH,),-CHs); 1,76 (q,
2H, CH,-CH,~(CH,),-CHs); 3,13 (t, 2H, CHp-(CH,)s-CHs); 7,38 (ddd, 1H, Hy, J;5=8,2 Hz, J;,6=7,0
Hz, J,5=0,8 Hz); 7,49 (dd, 1H, Hg, Jg.c=1,0 Hz); 7,70 (ddd, 1H, He, J65=8,0 Hz); 7,83 (s.a., 2H,
NH,); 8,12 (dd, 1H, Hs).

Andlisis elemental: C;3H;7N;Se
Calculado (%): C: 53,07; H: 5,78; N: 14,28

Hallado (%): C: 53,47; H: 5,71; N: 13,88

EM-DIP (70 eV) (m/z): 295 (M"; 27 %); 252 (24 %); 239 (44 %); 225 (90 %); 214 (49 %); 159
(58 %); 145 (100 %); 129 (28 %); 121 (81 %); 103 (24 %); 91 (37 %).
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2,4-dihidroselenoquinazolina

Férmula molecular: CgHgN,Se,
Peso molecular: 288 g/mol
Punto de fusion: > 300 C
Apariencia: Soélido marrén
Referencia: 1V.14

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,75 g de 2,4-dicloroquinazolina (3,75 mmol) en 50 mL de etanol

absoluto. A continuacion, se afiaden 0,75 g de selenourea (9,85 mmol) y se prolonga la

agitacion a reflujo durante 5 horas. Pasado este tiempo, se filtra el precipitado formado, se lava

con agua y se deja secar bien. El sélido resultante se recristaliza de etanol.

Asi se obtienen 0,81 g (75,0 %).

IR (KBr) cm ™: 3104 (m, C-H aromaticos); 2941 (m, C-H alifaticos); 1611 (f, C=N).

RMN-H (DMSO-ds) ppm: 7,35-7,42 (m, 2H, Hy+Hg); 7,80 (t, 1H, He, Je.7=Js5=7,9 Hz); 8,31
(t,1H, Hs); 13,75 (s, 1H, SeHy); 14,55 (s, 1H, SeH).

Analisis elemental: CgHgN,Se,

Calculado (%): C: 33,33; H: 2,08; N: 9,72
Hallado (%): C: 33,15; H: 2,13; N: 9,87

EM-DIP (70 eV) (m/z): 289 (M"; 48 %); 209 (47 %); 160 (52 %); 129 (100 %); 103 (38 %); 80

(32 %).
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2,4-dimetilselenoquinazolina

Férmula molecular: CigHioN>Se, SeCHj;
Peso molecular: 316 g/mol N
L N
Punto de fusion: 61,4-61,7 C )\
Apariencia: Sélido amarillo &
P N~ SeCH;,

Referencia: 1V.15

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,80 g de 2,4-dihidroselenoquinazolina (2,80 mmol) en 40 mL de
hidroxido sodico 0,4 N. A continuacién, se afiaden 0,59 mL de ioduro de metilo (6,11 mmol) y
se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar la
disolucién y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Precipita un sélido amarillo que se
fitra a vacio y se deja que seque bien. El sélido resultante se recristaliza de
isopropanol/acetato de etilo (3:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,54 g (61,4 %).

IR (KBr) cm ™: 3160 (m, C-H aromaticos); 2982-2858 (m, C-H alifaticos); 1608 (f, C=N).
RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 2,53 (s, 3H, SeCHsu); 2,56 (s, 3H, SeCHy(»); 7,61 (ddd, 1H, Hy, J-.
§=8,2 Hz, J;6=7,0 Hz, J;5=1,2 Hz); 7,77 (dd, 1H, Hg, Jg.s=1,2 Hz); 7,93 (ddd, 1H, H¢, Js.5=7,9

Hz); 7,95 (dd, 1H, Hg).

RMN-"3C (DMSO-dg) ppm: 6,7 (CHaw); 7,6 (CHsw); 124,2 (Co); 126,1 (Cg); 127,9 (Cs); 129,4
(Cy); 135,7 (Ce); 148,7 (C1o); 164,6 (C,); 171,8 (Cy).

Analisis elemental: CigH1oN,Se,
Calculado (%): C: 37,97; H: 3,16; N: 8,86

Hallado (%): C: 37,86; H: 3,03; N: 8,72

EM-DIP (70 eV) (m/z): 318 (M*; 100 %); 303 (32 %); 238 (36 %); 223 (79 %); 208 (44 %); 143
(67 %); 129 (58 %); 121 (21 %); 103 (47 %); 95 (36 %); 77 (20 %).

210



Resultados y Discusion: Descripcion de los Compuest 0s

2,4-dipentilselenoquinazolina

. W
Formula molecular: CigHyN,»Se, Se
Peso molecular: 428 g/mol
. N
Punto de fusion: -
Apariencia: Aceite amarillo )\ S TN
N Se

Referencia: 1V.16

Procedimiento experimental:

En un matraz se disuelven 0,80 g de 2,4-dihidroselenoquinazolina (2,80 mmol) en 40 mL de
hidroxido sédico 0,4 N. A continuacion, se afiaden 0,80 mL de ioduro de pentilo (6,11 mmol) y
se prolonga la agitacion a reflujo durante 24 horas. Pasado este tiempo, se deja enfriar la
disolucién y se afiade acido acético glacial hasta pH=5-6. Se evapora el disolvente a presién
reducida y el aceite resultante se extrae 3 veces con diclorometano (3 x 20 mL). Se lava la fase
organica 3 veces con agua (3 x 20 mL) y se seca con sulfato sodico anhidro. Se filtra a
gravedad para retirar el sulfato sédico y se evapora el disolvente a presion reducida. El aceite
resultante se recristaliza de isopropanol/acetato de etilo (3:1, en volumen).

Asi se obtienen 0,54 g (45,4 %).

IR (KBr) cm ™: 3156 (m, C-H aromaticos); 2987-2862 (m, C-H alifaticos); 1638 (f, C=N).

RMN-'H (DMSO-dg) ppm: 0,88 (t, 6H, (CH2)s-CHaya); 1,38 (M, 8H, (CH,)2-(CHa)o-CHagyay);
1,79 (9, 4H, CH2-CH,-(CH2)2-CHaayay); 3,24 (t, 2H, CH,-(CH2)3-CHawy); 3,34 (t, 2H, CH,-(CHy)s-
CHa); 7,60 (ddd, 1H, Hs, J7.6=8,1 Hz, J7.6=7,0 Hz, J;5=1,2 Hz); 7,74 (dd, 1H, Hg, Js6=1,2 H2);
7,89-7,93 (M, 2H, He+Hs).

Analisis elemental: CigHsN.Se,
Calculado (%): C: 50,47; H: 6,07; N: 6,54

Hallado (%): C: 50,42; H: 6,28; N: 6,19

EM-DIP (70 eV) (m/z): 429 (M"; 16 %); 360 (26 %); 290 (33 %); 209 (61 %); 145 (25 %); 129
(100 %); 103 (36 %); 69 (39 %); 55 (28 %).
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Resultados y Discusién: Caracterizacion Estructural Instrumental

1. ANALISIS INSTRUMENTAL DE LAS SERIES 1 Y II

Dentro de cada serie de compuestos se observan valores similares para los fragmentos
estructurales comunes por lo que, para abreviar, se comentan a modo de ejemplo, algunos
compuestos representativos de cada serie. Como ejemplo de los compuestos de las series | y
II, que poseen atomos de azufre o selenio en la posicion 2 del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina,

se ha elegido el derivado 1.2 (2-metiltio-4-(4-metoxibencil)aminopirido[2,3-d]pirimidina).

Figura 102: Estructura quimica del derivado 1.2.
1.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR)

La técnica de espectroscopia de infrarrojo (IR) informa acerca de la funcionalizacion presente
en la molécula. Los compuestos sintetizados en las series | y Il (pirido[2,3-d]pirimidinas con
azufre o selenio en posicién 2) han sido caracterizados por espectroscopia infrarroja (IR) y
presentan todos ellos bandas compatibles con sus estructuras y semejantes entre si. Las mas
representativas han sido las correspondientes a los nimeros de onda propios de la tension de
enlace N-H (3387-3229 Cm'l), de la tensién de enlace C-H alifaticos (2958-2917 cm'l) y de la

tension del esqueleto aromatico en conjunto (1545-1666 cm'l).

Como una muestra de la identificacion espectroscépica realizada se incluye, a continuacion, el

estudio del derivado 1.2:

En el espectro correspondiente al derivado 1.2 (figura 103) aparecen sefialadas las bandas mas
representativas. Estas bandas son: 3280 cm™ correspondiente al nimero de onda propio de la
tension de enlace N-H, 2926 cm™ correspondiente al nUmero de onda caracteristico de la
tension de enlace C-H alifaticos y 1576 cm™ para la tensién de enlace del esqueleto aromatico.

A continuacién, se muestra el espectro correspondiente al derivado 1.2;
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Figura 103: Espectro de IR correspondiente al compuesto 1.2.

1.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La técnica instrumental de resonancia magnética nuclear (RMN) permite la cuantificacion de los
protones presentes en cada compuesto, la caracterizacion del tipo de protones y el entorno
guimico de cada uno de ellos. Dicha informacion es de maxima importancia en la elucidacién
estructural de los compuestos. Ademas, también permite caracterizar los distintos tipos de

atomos de carbono segun su entorno molecular en la estructura.

La elucidaciéon estructural por resonancia magnética nuclear de protén (RMN-'H) se ha
realizado a los compuestos de una misma serie y los espectros se han obtenido en una
disolucion de dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Los derivados presentan sefiales
caracteristicas para cada serie sintetizada debido a que los entornos magnéticos son similares
en todos los productos sintetizados. Posteriormente, se han realizado espectros de resonancia
magnética nuclear de B¢ (RMN-13C) y espectros en dos dimensiones: RMN 2D-COSY, RMN
2D-HMQC y RMN 2D-HMBC para corroborar dicha asignacion. El experimento RMN 2D-COSY
(COrrelation SpectroscopY) genera un espectro de RMN en dos dimensiones (2D) de
correlacién homonuclear y muestra los acoplamientos hidrégeno-hidrégeno existentes en la
molécula. El experimento de RMN 2D-HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)
permite observar los acoplamientos a un enlace de distancia entre un protén y un carbono (u
otro heteroatomo) unido directamente a él. Por otro lado, el experimento de RMN 2D-HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) es el que mas informacion aporta acerca de la

conectividad de la molécula, debido a que se pueden observar acoplamientos entre los
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hidrégenos y los carbonos a larga distancia (acoplamientos a dos, tres y cuatro enlaces de
distancia). Puede ocurrir, en estos experimentos, que los acoplamientos a tres enlaces sean de

mayor magnitud que los correspondientes a dos enlaces de distancia.

En la figura 104 se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-lH)

obtenido para el compuesto I.2 (2-metiltio-4-(4-metoxibencil)aminopirido[2,3-d]pirimidina).
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Figura 104: Espectro de RMN-'H del compuesto I.2.

En el espectro (figura 104) se observan tres sefiales en la zona alifatica correspondientes a los
hidrogenos del grupo SCH; (2,50 ppm) que salen como singlete, a los hidrogenos del OCHjs
(3,72 ppm) que aparecen como singlete y a los hidrégenos del grupo CH, (4,68 ppm). Esta
sefial aparece como doblete, lo que indica que los hidrogenos del CH, estan acoplados con el

hidrégeno vecinal del grupo NH (9,13 ppm), este hidrégeno aparece como triplete.

En la zona aromética se observan dos sefiales correspondientes a los hidrogenos del anillo de
fenilo. Una sefial corresponde a los hidrogenos Hs y Hs (6,90 ppm) y otra sefial a mayor
desplazamiento correspondiente a los hidrégenos Hy, y Hg (7,29 ppm). Ambas sefiales
aparecen como doblete porque dichos hidrégenos estan acoplados entre si. El hidrégeno Hg
(7,41 ppm), el mas apantallado del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina, aparece como un doble
doblete, lo que indica que posee hidrégenos vecinales con los que se acopla con distinta
intensidad mostrando diferentes valores para J. El acoplamiento con un hidrégeno vecinal
(acoplamiento fuerte) da lugar a un doblete, que se desdobla de nuevo ante la presencia de un

segundo hidrégeno vecinal (acoplamiento distinto del anterior y mas débil). Lo mismo ocurre, a
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desplazamientos mayores, con los hidrégenos Hs (8,65 ppm) y H; (8,85 ppm) que aparecen
como dobles dobletes debido a la presencia del hidrégeno contiguo a ambos (Hg) con el que se
acoplan con mayor intensidad que entre ellos. Se puede observar que de todos los protones, el
gue sale mas desapantallado es el Hz del anillo de pirido[2,3-d]pirimidina, ya que esta contiguo
a un atomo de nitrégeno, que al ser mas electronegativo que un atomo de carbono, retira carga

de dicho carbono.
La figura 105 muestra el experimento de RMN 2D-COSY para el derivado I.2.
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MNH H7 Hs He
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Figura 105: Espectro de RMN 2D-COSY obtenido para el derivado 1.2.

En él se observa cémo los acoplamientos mas destacados aparecen en la zona aromatica. Se
ha efectuado una ampliacion de la zona a estudiar y los acoplamientos se han representado

con diferentes colores en el siguiente espectro (figura 106):
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Figura 106 : Espectro ampliado de RMN 2D-COSY obtenido para el derivado |.2.

El acoplamiento de los hidrogenos CH, con el hidrogeno NH queda corroborado en este
espectro (linea azul). A su vez se observan acoplamientos entre hidrégenos aromaticos
correspondientes al anillo de fenilo (lineas rojas) y acoplamientos que corresponden a

hidrogenos del nucleo de pirido[2,3-d]pirimidina (lineas verdes).

El espectro de RMN-°C muestra las sefiales correspondientes a los diferentes tipos de
carbonos de la molécula objetivo (figura 107). En este espectro también se diferencian dos
zonas: una aromatica y otra alifatica. La correcta asignacion de dichas sefiales solo ha sido
posible tras la realizacion de experimentos de resonancia magnética nuclear en dos
dimensiones como RMN 2D-HMQC y RMN 2D-HMBC.
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Figura 107: Espectro de RMN-"*C obtenido para el compuesto I.2.

En la figura 108, correspondiente al espectro RMN 2D-HMQC del derivado 1.2, se observan los
acoplamientos de los hidrogenos de la molécula (eje X) con sus correspondientes carbonos

(eje Y), acoplamientos a un enlace de distancia.

Hz, Hs
Hz, He CH: OCH: SCHs
MHH7Hs
He j
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DMSO-ds
CH: — L
OCHs
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Figura 108: Espectro de RMN 2D-HMQC obtenido para el compuesto 1.2.
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A continuacién se muestra el experimento de RMN 2D-HMBC obtenido para el derivado 1.2:

Hz, He' | Ha, Hs CH:z OCHSs SCH:=
NHH
7Hs Hs
SCHz —— o _
DMS0-ds i
CH: — b3 =
OCHz i
C3, Cs Co < i
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C1 & w e 4 » _
Cs I
qu C;CQC? :... k3 g . e e L
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m
(5]
n
s
[
©

Figura 109: Espectro de RMN 2D-HMBC obtenido para el compuesto [.2.

Mediante la realizacion del experimento de RMN 2D-HMBC queda corroborada la asignacion

de los protones y carbonos de la molécula que se ha mostrado como ejemplo (derivado 1.2).

Se ha realizado una ampliacién de la zona alifatica del experimento de RMN 2D-HMBC en la
gue se han reflejado los diferentes acoplamientos encontrados en la molécula (a un enlace y
tres enlaces de distancia). Se observa como los acoplamientos mas intensos son los

correspondientes a tres enlaces de distancia (figura 110).
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Figura 110: Ampliacion de la zona alifatica del espectro de RMN 2D-HMQC obtenido para el compuesto 1.2.

En la figura 111, que se muestra a continuacion, aparece la ampliacion de la zona aromatica
del espectro de RMN 2D-HMBC. Aparecen sefales correspondientes a los acoplamientos a

uno, dos y tres enlaces de distancia.
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Figura 111: Ampliacion de la zona aromética del espectro de RMN 2D-HMQC obtenido para el compuesto 1.2.
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1.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS

El estudio por espectrometria de masas de los compuestos sintetizados ha permitido identificar

unos patrones de fragmentacién comunes para los derivados de una misma serie.
Se presenta, a continuacion, un esquema de fragmentacion representativo de los compuestos

sintetizados en las series | y Il. Se ha comprobado que los parametros de fragmentacién de la

molécula son similares aunque los compuestos pertenezcan a series diferentes.

Ha
Cc R
HN Y= H, CHg, CgHy,.

Z=§, Se.
N XN

R= H, OCHj, SCH;, SeCHj.
= = :Y
N N zZ

Figura 112: Esquema con las fragmentaciones mas representativas encontradas en las series 1 y Il.

En la figura 113 aparece reflejado, a modo de ejemplo, el espectro de masas obtenido para el

derivado 1.2 en el que aparecen sefialados el ion molecular y el pico base.
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Figura 113: Espectro de masas obtenido para el derivado 1.2.

Como ejemplo de espectrometria de masas aparecen las fragmentaciones encontradas para el
derivado 1.2 (figura 114).
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Figura 114: Fragmentaciones encontradas en el experimento de espectrometria de masas para el derivado 1.2.

Los fragmentos de mayor abundancia corresponden a los iones de relacién m/z= 77, m/z= 91

(i6n tropilio), m/z= 103 y m/z= 121 (pico base).

SN QOCH;
N
®
e
N
m/z=77  m/z=91, ién tropilio m/z=103 m/z=121

Figura 115: Fragmentos mas representativos en la fragmentacion del derivado 1.2.

2. ANALISIS INSTRUMENTAL DE LAS SERIES Il Y IV

Como ejemplo de los compuestos de las series Il y IV, que poseen atomos de azufre o selenio
en la posicién 2 del anillo de quinazolina, se muestra el derivado IIl.11 (2-metiltio-4-(4-

metiltiobencil)aminoquinazolina).

Figura 116: Estructura quimica del derivado I11.11.
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2.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR)

Los compuestos sintetizados de las series Il y IV (quinazolinas con azufre o selenio en
posicion 2) han sido caracterizados por espectroscopia infrarroja (IR) y presentan todos ellos
bandas compatibles con sus estructuras y semejantes entre si. Las mas representativas han
sido las correspondientes a los niUmeros de onda caracteristicos de la tension de enlace N-H
(3386-3204 cm™), a los nmeros de onda propios de la tension de enlace C-H alifaticos (2993-

2833 cm'l) y de la tension de enlace del esqueleto aromatico en conjunto (1669-1549 cm'l).

En el espectro correspondiente al derivado I11.11 (figura 117) aparecen sefialadas las bandas
mas representativas. Estas bandas son: 3228 cm™ correspondiente al nimero de onda propio
de la tension de enlace N-H, 2926 cm™ correspondiente al nimero de onda caracteristico de la
tension de enlace C-H alifaticos y las sefiales correspondientes al esqueleto aromatico en
conjunto (1602 y 1576 cm'l).
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Figura 117: Espectro de IR del derivado I11.11.

2.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La elucidacién estructural por resonancia magnética nuclear de proton (RMN-lH) se ha
realizado en una disolucién de dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg). Los derivados presentan
sefiales caracteristicas para cada serie sintetizada debido a que los entornos magnéticos son
comparables para cada compuesto. Ademas del espectro de resonancia magnética de proton,

se han realizado espectros de resonancia magnética nuclear de **C (RMN-'3C) y espectros en
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dos dimensiones (RMN 2D-COSY, RMN 2D-HMQC y RMN 2D-HMBC) para corroborar dicha

asignacion.

A continuacién, como ejemplo, se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear de
proton (RMN-lH) obtenido para el compuesto .11 (2-metiltio-4-(4-

metiltiobencil)aminoquinazolina).
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Figura 118: Espectro de RMN-'H del compuesto I1.11.

En el espectro (figura 118) se observan tres sefiales en la zona alifatica correspondientes a los
hidrégenos del grupo Ph-SCH; (2,44 ppm) que aparecen como singlete, a los hidrégenos del
het-SCHs (2,54 ppm) que aparecen como singlete y a los hidrégenos del grupo CH, (4,78 ppm).
Esta sefal aparece como doblete, lo que indica que los hidrogenos del CH, se acoplan con el

hidrégeno vecinal del grupo NH (10,02 ppm), ya que este hidrégeno aparece como triplete.

En la zona aromatica se observan dos sefiales correspondientes a los hidrégenos del anillo de
fenilo. Una sefial corresponde a los hidrogenos Hs y Hs (7,23 ppm) y otra sefial a mayor
desplazamiento correspondiente a los hidrégenos Hy, y Hg (7,35 ppm). Ambas sefiales
aparecen como doblete porque dichos hidrégenos estan acoplados entre si. El hidrogeno H;
(7,50 ppm), correspondiente al nlcleo de quinazolina, aparece como un doble doblete, lo que
indica que posee hidrégenos vecinales (Hg y Hg) con los que se acopla con distinta intensidad
(diferentes J). El acoplamiento con un hidrégeno vecinal da lugar a un doblete, que se desdobla

de nuevo ante la presencia de un segundo hidrogeno vecinal (acoplamiento distinto del
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anterior). Lo mismo ocurre, a desplazamientos mayores, con el hidrégeno Hg (7,81 ppm) que
aparece como doble doblete debido a la presencia de hidrégenos contiguos (Hs y H). El
hidrégeno Hg (7,62 ppm) aparece como doblete, al igual que el hidrégeno Hs (8,44 ppm) debido
al acoplamiento de ambos con los hidrégenos contiguos. La principal diferencia encontrada en
las RMN-'H para los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina (series | y Il) con los derivados de
quinazolina (series Il y IV) ha sido el desplazamiento que sufre el protén H, debido a que su
entorno es muy distinto. En un caso esta contiguo a un carbono y mientras que en el otro caso
se encuentra al lado de un nitrégeno. Esto hace que en los derivados de quinazolina (series Il
y IV) esta sefial parezca en torno a una unidad ppm por debajo. Asi, este protén esta mas

apantallado y aparece a campos mas altos.

A continuacion se muestra el experimento de RMN 2D-COSY en el que quedan reflejados los

acoplamientos H-H que se producen en la molécula (figura 119).
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Figura 119: Espectro de RMN 2D-COSY del compuesto I11.11.

Se ha realizado una ampliacion de la zona aromatica debido a que los principales
acoplamientos encontrados aparecen en esta zona (figura 120). Con este experimento queda

corroborada la asignacioén de los protones.

228



Resultados y Discusién: Caracterizacion Estructural Instrumental

Hs He

Hs, Hs

U

Hz, He

He

Hs

I

ppm {tZ

Figura 120: Espectro de RMN 2D-COSY del compuesto I1l.11 ampliado en la zona aromatica.

Los acoplamientos entre hidrogenos del anillo de fenilo (lineas rojas) y entre hidrégenos del
ndcleo de quinazolina (lineas verdes) aparecen reflejados en esta ampliacién y muestran la

correcta asignacion de los protones de la molécula.

El espectro de RMN-°C muestra las sefiales correspondientes a los diferentes tipos de
carbonos de la molécula (figura 121). En este espectro también se diferencian dos zonas: una
aromatica y otra alifatica. La correcta asignacién de dichas sefiales ha sido posible tras la
realizacion de experimentos de resonancia magnética nuclear en dos dimensiones: RMN 2D-
HMQC y RMN 2D-HMBC.
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Figura 121: Espectro de RMN-"*C del compuesto I1I.11.

El espectro de RMN 2D-HMQC muestra los acoplamientos C-H a un enlace de distancia. Con

este espectro (figura 122) se corrobora la asignacion correcta de protones.
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Figura 122: Espectro de RMN 2D-HMQC del compuesto 111.11.
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A continuacién se muestra el espectro de RMN 2D-HMBC para el derivado 111.11:

CH2 het-SCHs || ph-5CH:
NH Hs
A
het-SCHs
ph-5CHs
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Cz
Cz, Cs C7Cs4 T N
Cz, Cs Cs
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C1o
Ci - -
Ca—] 2

2.0 1.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 123: Espectro de RMN 2D-HMQC del compuesto I11.11.

Haciendo una ampliacion de la zona alifatica (figura 124) se observan las

correspondientes a los acoplamientos entre los C-H (a 2 y 3 enlaces de distancia).

CH2 het-SCHs ph-SCHs
—3 3J(CH,-C»,Cq) [
—
— T -
Cz, Cs 3 (ph-SCH3-C,) r
Cr = Ty ¥ :
Ca 24 (CH,Cy) w L 4
3J (CH,-Cy) L
Ca — el 3 (het-SCH3-C,) !
C2 — w L .

Figura 124: Espectro de RMN 2D-HMQC del compuesto IIl.11 ampliado en la zona alifatica.

sefales
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En la figura 125 se observa el espectro de RMN 2D-HMBC para la zona aroméatica con los

principales acoplamientos.
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Figura 125: Espectro de RMN 2D-HMQC del compuesto 111.11 ampliado en la zona aromatica.
2.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS
El estudio por espectrometria de masas de los compuestos sintetizados ha permitido identificar
unos patrones de fragmentacion comunes para los derivados de las series Ill y IV. Se ha

observado que este modo de fragmentacion de las moléculas es similar al obtenido para las

series | y I, por ello, no se incluye un ejemplo de estos espectros en la Memoria.
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1. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD EN PC-3

Los ensayos de citotoxicidad se han llevado a cabo in vitro en la linea celular PC-3 (carcinoma
de préstata) utilizando la técnica colorimétrica del MTT. Los 57 compuestos de nueva sintesis
se han evaluado a diferentes concentraciones (2, 5, 7 y 10 pM) durante 72 horas
determindndose la ICsy por extrapolacion en las curvas dosis-respuesta. A continuacion se

muestran los resultados obtenidos para los compuestos en las diferentes series.

Tabla 3: Valores de ICs, para los compuestos de la serie | en la linea celular PC-3 a 72 horas. (N.C. indica que no tiene
efecto citotoxico; a. (Dong, Y., 2003); b. (Li, Q., 2009); c. indica valor determinado experimentalmente en el laboratorio).

Ry

Y SERIE |

N N sl

1.1 N.C. 1.6 >10

1.2 >10 1.7 >10

1.3 3,5 1.8 >10

1.4 N.C. 1.9 >10

1.5 >10 1.10 >10

Etop6sido 142 TPT 4,0°
MSA 8,4°

En la tabla 3 se recogen los valores obtenidos de ICsq en la linea tumoral PC-3 para los
derivados de la serie I. De los 10 productos evaluados, el compuesto 1.3 presenta mayor efecto
citotéxico que los compuestos de referencia utilizados en el tratamiento de cancer de préstata,
siendo cuatro veces mas activo que el etoposido, dos veces mas activo que el acido

metilseleninico (MSA) y con un efecto citotoxico superior al topotecan (TPT).

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para los derivados de la serie Il. Se puede
observar que de los 8 productos evaluados los compuestos 11.6 y 1.7 presentan mayor efecto
citotéxico que el etopdésido, siendo estos derivados tres y cinco veces, respectivamente, mas
activos. Ademas, estos compuestos presentan un efecto citotéxico mayor que el acido
metilseleninico (MSA), siendo el derivado Il.7 tres veces mas activo. En estos ensayos el
derivado 11.7 ha mostrado mayor actividad in vitro que el topotecan (TPT).
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Tabla 4: Valores de ICs para los compuestos de la serie Il en la linea celular PC-3 a 72 horas. (N.C. indica que no
tiene efecto citotdxico; a. (Dong, Y., 2003); b. (Li, Q., 2009); c. indica valor determinado experimentalmente en el

laboratorio).

X7 SN SERIE Il

1.1 N.C. 1.5 >10

1.2 >10 1.6 5,0

1.3 >10 .7 2,5

1.4 N.C. 1.8 >10

Etopésido 14° TPT 4,0
MSA 8,4°

Tabla 5: Valores de ICs para los compuestos de la serie Ill en la linea celular PC-3 a 72 horas. (N.C. indica que no
tiene efecto citotdxico; a. (Dong, Y., 2003); b. (Li, Q., 2009); c. indica valor determinado experimentalmente en el

laboratorio).

SN SERIE IlI

.1 10 1.9 >10 .17 N.C.

.2 >10 111.10 N.C. .18 >10
1.3 >10 .11 >10 11.19 N.C.
.4 N.C. .12 >10 111.20 N.C.
.5 >10 .13 N.C. .21 N.C.
1.6 N.C. .14 N.C. .22 N.C.
.7 >10 .15 3,4 .23 N.C.
.8 >10 I11.16 3,8

Etop6sido 142 MSA 8,4° TPT 4,0°

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para los derivados de la serie Ill. Se observa
gue los derivados mas activos en PC-3 son Ill.1, IIl.15 y 1ll.16. Los valores de actividad han
sido mejores que los del etoposido y, ademas, 111.15 y 111.16 han resultado ser mas activos que

el acido metilseleninico (MSA) y con una actividad parecida al topotecan (TPT).
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En la tabla 6 aparecen reflejados los valores de ICs, obtenidos para los compuestos de la serie
IV. Se puede observar que el derivado 1V.2 ha resultado més activo que el etopésido, mientras
que el derivado 1V.14 es el mas activo de todos los derivados evaluados con valores de ICsg
inferiores a los de los farmacos de referencia, siendo diez veces mas potente que el etopésido,
seis veces mas activo que el acido metilseleninico (MSA) y tres veces mas activo que el
topotecan (TPT).

Tabla 6: Valores de ICsq para los compuestos de la serie IV en la linea celular PC-3 a 72 horas. (N.C. indica que no
tiene efecto citotoxico; n.d. indica que no se tienen datos; a. (Dong, Y., 2003); b. (Li, Q., 2009); c. indica valor

determinado experimentalmente en el laboratorio).

SN SERIE IV

V.1 N.C. V.9 N.C.
V.2 9,5 IV.10 N.C.
V.3 N.C. V.11 >10
V.4 N.C. V.12 N.C.
IV.5 >10 V.13 N.C.
IV.6 N.C. V.14 1,3
V.7 >10 IV.15 n.d.
V.8 N.C. IV.16 N.C.

Etop6sido 142 TPT 4,0°
MSA 8,4°

2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD EN CCRF-CEM, HTB-54, HT -29, MCF-7,
184B5 Y BEAS-2B

Los compuestos de nueva sintesis se han evaluado in vitro en las lineas celulares tumorales:
CCRF-CEM (leucemia linfoblastica aguda), HTB-54 (adenocarcinoma de pulmén), HT-29
(adenocarcinoma de colon) y MCF-7 (adenocarcinoma de mama). También se han evaluado en
dos lineas celulares no tumorales: una derivada de epitelio de mama (184B5) y otra derivada
de epitelio bronquial (BEAS-2B). Se ha empleado la técnica colorimétrica del MTT siguiendo la
metodologia desarrollada por el NCI. La lectura se ha realizado a las 72 horas posteriores a la
adicién del compuesto en las células. Los datos de Glsg, TGl y LDs, se calculan por

extrapolacién en las curvas dosis-respuesta obtenidas para cada compuesto.
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2.1 RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD OBTENIDOS PARA LAS DISTINTAS SERIES EN
CCRF-CEM, HTB-54, HT-29, MCF-7, 184B5 Y BEAS-2B

A continuacion, se muestran los datos de citotoxicidad obtenidos en las distintas lineas

celulares para los compuestos de la serie I.

Tabla 7: Pardmetros citotoxicos para los compuestos de la serie | en diferentes lineas celulares a 72 horas. (n.d. indica
gue no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del programa DTP del NCI.

SERIE |

LINEAS CELULARES

i S C EI A E D
CCRF-CEM | HTB-54 | HT-29 MCF-7 | 184B5 | BEAS-2B

Glso (UM) 56 51 87 39 49 26

.1 TGI (UM) 98 52 >100 >100 >100 62

LDsp (UM) >100 >100 >100 >100 >100 97

Glso (M) >100 >100 >100 48 34 58
1.2 TGI (UM) >100 >100 >100 >100 70 >100
LDsp (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (M) 53 3,3 4,3 0,05 0,2 0,6

1.3 TGI (UM) 17 15 7,0 4.4 1,1 3,8
LDsp (UM) 59 64 9,7 9,1 5,6 8,5
Glso (M) >100 >100 64 49 >100 >100
.4 TGI (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDsp (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (M) 99 15 25 53 48 19

1.5 TGI (UM) >100 54 81 >100 >100 60
LDsp (UM) >100 93 >100 >100 >100 >100

Glso (M) 84 >100 >100 75 68 42
1.6 TGI (UM) 98 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (M) 99 54 56 76 54 6,7
1.7 TGI (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (M) >100 >100 n.d. 89 71 n.d.

1.8 TGI (UM) >100 >100 n.d. >100 >100 n.d.
LDsp (UM) >100 >100 n.d. >100 >100 n.d.

Glso (M) >100 23 >100 80 >100 70
1.9 TGI (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDsp (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (M) >100 >100 >100 76 >100 >100
.10 TGI (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100

Glso (UM) 0,03 n.d. 0,2 0,01 n.d. n.d.

Doxorrubicina TGI (UM) 1,6 n.d. 6,3 5,0 n.d. n.d.
LDso (UM) 20 n.d. >25 20 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,01 n.d. 0,05 0,01 n.d. n.d.

Camptotecina TGI (UM) 0,02 n.d. 0,8 0,2 n.d. n.d.
LDso (UM) 63 n.d. 32 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 12 n.d. 32 20 n.d. n.d.

Etopésido TGI (uM) 50 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
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Tabla 7 continuacién: Parametros citotoxicos para los compuestos de la serie | en diferentes lineas celulares a 72
horas. (n.d. indica que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del
programa DTP del NCI.

SERIE |
: LINEAS CELULARES
coupuEsTo | PARMICIRGS
CCRF-CEM MCF-7 184B5 | BEAS-2B

Glso (UM) 0,003 0, 002 0, 003 n.d.

Taxol TGI (UM) 20 n. d. n. d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. 79 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 1,0 n.d. 7,9 3,2 n.d. n.d.

Cis-platino TGI (UM) 79 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDsg (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,03 n.d. 0,04 0,06 n.d. n.d.

Metotrexato TGI (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDsg (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

De los 10 compuestos evaluados en la serie |, el derivado 1.1 muestra un valor de Gls,<10 uM
en HTB-54. El cociente entre los parametros citotéxicos observados en BEAS-2B y los
obtenidos en HTB-54 pueden considerarse como una medida de la selectividad del compuesto
(indice terapéutico). Valores entre 3 y 6 se consideran como selectividad moderada, mientras
que valores por encima de 6 son altamente selectivos (Acton, E.M., 1994). El compuesto 1.1
muestra, por lo tanto, una selectividad moderada (Glsg geas-28/Glso H1e-54=5,1). El derivado 1.3 es
el méas activo de todos los compuestos de la serie | evaluados, con una Glsg<5,5 pM en todas
las lineas celulares ensayadas. En la linea celular CCRF-CEM este derivado tiene unos
parametros de Glsg, TGl y LDsy mejores que el etopdsido. Ademas, tiene unos valores de TGl y
LDsg mas activos que los farmacos de referencia taxol, cis-platino y metotrexato. En HT-29 y
MCF-7 muestra valores de Glsp, TGl y LD5e<10 UM siendo mas activo que el taxol y el

etoposido, aunque su selectividad es baja.

Los datos de citotoxicidad obtenidos para los derivados de la serie Il aparecen reflejados en la
tabla 8. Se puede observar que los derivados mas activos han sido los compuestos II.1, 1.2,
1.5 y 11.6. Tres de estos derivados (Il.1, 1.5 y I1.6) tienen valores de Glsp<10 uM en HTB-54.
Ademas, el compuesto I1.6 presenta un valor de TGI<10 uM en HTB-54. Los compuestos I.2 y
1.5 muestran valores de citotoxicidad en HT-29 mejores que el etopésido y el cis-platino,
siendo 5 veces mas activos que el etopdsido. En la linea celular MCF-7 los derivados 11.2 y 11.6
se muestran mas activos que el etopésido, con una Glsy 600 veces menor en el caso del
derivado I1.2. Se ha observado que este derivado muestra mejor actividad en MCF-7 que taxol,
cis-platino y metotrexato, teniendo el cis-platino una Glsg entorno a 100 veces superior al
derivado I1.2. Ademas, el derivado 11.6 muestra toxicidad en HTB-54, con valores de Glsq y TGl

por debajo de 10 uM y una LDsy de 68 uM.
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Tabla 8: Parametros citotéxicos para los compuestos de la serie Il en diferentes lineas celulares a 72 horas. (n.d. indica

que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del programa DTP del NCI.

SERIE Il
PARAMETROS LINEAS CELULARES
COMPUESTO | ¢ iroT0xXICOS
CCRF-CEM = HTB-54 | HT-29 MCF-7 184B5 | BEAS-2B

Glso (UM) 29 6,0 21 28 15 41

1.1 TGl (UM) 58 33 44 62 45 33

LDsp (UM) 87 66 68 95 75 70

Glso (UM) 30 69 6,3 0,03 3,7 8,4
1.2 TGl (UM) 69 >100 33 >100 9,1 >100
LDsp (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (UM) 31 44 36 37 5,2 5,9

1.3 TGI (uM) 61 96 89 >100 31 88
LDsp (UM) 92 >100 >100 >100 75 >100

Glso (UM) 68 78 44 43 45 40

1.4 TGI (uM) >100 >100 77 >100 87 91
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100

Glso (UM) 14 8,8 59 23 10 16

1.5 TGI (UM) 43 51 20 54 40 45

LDsp (UM) 73 98 62 85 70 73

Glso (UM) n.d. 4,0 n.d. 9,8 0,7 n.d.

1.6 TGI (uM) n.d. 7,9 n.d. 46 8,3 n.d.
LDso (UM) n.d. 68 n.d. 83 67 n.d.

Glso (UM) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

1.7 TGl (UM) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
LDso (M) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Glso (M) >100 15 >100 41 53 >100
1.8 TGI (uUM) >100 60 >100 68 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 95 >100 >100

Glso (M) 0,03 n.d. 0,2 0,01 n.d. n.d.

Doxorrubicina TGI (uM) 1,6 n.d. 6,3 5,0 n.d. n.d.
LDso (UM) 20 n.d. >25 20 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,01 n.d. 0,05 0,01 n.d. n.d.

Camptotecina TGI (UM) 0,02 n.d. 0,8 0,2 n.d. n.d.
LDsg (UM) 63 n.d. 32 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 12 n.d. 32 20 n.d. n.d.

Etoposido TGI (uM) 50 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDsg (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Glso (M) 0,003 n.d. 0,002 0,003 n.d. n.d.

Taxol TGI (UM) 20 n.d. 0,2 16 n.d. n.d.
LDsp (UM) >100 n.d. 79 >100 n.d. n.d.

Glso (M) 1,0 n.d. 7.9 3,2 n.d. n.d.

Cis-platino TGI (uM) 79 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,03 n.d. 0,04 0,06 n.d. n.d.

Metotrexato TGI (uM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

En la tabla 9 se muestran los valores de citotoxicidad obtenidos en las distintas lineas celulares

para los derivados de la serie llI.

240



Resultados y Discusion: Actividad Bioldgica

Tabla 9: Parametros citotoxicos para los compuestos de la serie lll en diferentes lineas celulares a 72 horas. (n.d.
indica que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del programa DTP
del NCI.

SERIE Il

LINEAS CELULARES

CONPLESTO | CHOTENOS | cnpcmn | v | v | weer | s
CCRF-CEM HTB-54 HT-29 MCF-7 184B5 BEAS-2B
Glso (UM) 82 15 10 27 49 66
1.1 TGI (uUM) >100 60 63 >100 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) 10 13 6,5 7,1 7,8 6,1
1.2 TGI (uUM) 41 45 28 36 36 32
LDso (UM) 72 77 64 78 69 70
Glso (UM) n.d. >100 n.d. 54 >100 n.d.
111.3 TGI (uUM) n.d. >100 n.d. >100 >100 n.d.
LDso (UM) n.d. >100 n.d. >100 >100 n.d.
Glso (UM) 52 30 74 7,8 98 51
1.4 TGI (uM) 86 >100 >100 81 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) 75 56 66 78 >100 55
1.5 TGI (uM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) 88 38 36 41 29 39
1.6 TGl (UM) >100 >100 >100 >100 >100 88
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) 33 50 29 80 8,3 42
1.7 TGI (uUM) 73 91 87 >100 47 95
LDso (UM) >100 >100 | >100 | >100 88 >100
Glso (UM) 39 51 20 78 6,7 73
111.8 TGI (uUM) 88 >100 89 >100 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) 47 >100 >100 32 28 6,8
111.9 TGI (UM) >100 >100 >100 64 53 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 96 79 >100
Glso (UM) 94 51 70 31 86 22
111.10 TGI (uUM) >100 >100 >100 85 >100 96
LDso (M) >100 >100 | >100 96 >100 >100
Glso (M) >100 7,2 35 47 22 23
11.11 TGI (uUM) >100 44 >100 >100 >100 59
LDso (UM) >100 89 >100 >100 >100 95
Glso (M) 63 57 >100 36 70 73
11.12 TGI (uUM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (M) >100 20 39 13 73 46
111.13 TGI (M) >100 50 >100 75 >100 >100
LDso (UM) >100 80 >100 | >100 | >100 >100
Glso (UM) >100 31 >100 62 50 40
111.14 TGI (uM) >100 71 >100 >100 >100 99
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (UM) 1,3 4.8 3,8 83 1,7 4.0
111.15 TGI (uUM) 7,9 23 7,6 >100 45 9,0
LDso (UM) 61 >100 96 >100 >100 55
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Tabla 9 continuacién: Parametros citotoxicos para los compuestos de la serie 11l en diferentes lineas celulares a 72

horas. (n.d. indica que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del

programa DTP del NCI.

SERIE Il

LINEAS CELULARES

PO ST | oo v | i | e |
CCRF-CEM | HTB-54 HT-29 MCF-7 | 184B5 | BEAS-2B

Glso (M) 8,6 9,2 15 31 8,7 8,0

111.16 TGI (uM) 42 46 47 62 39 38

LDsp (uM) 78 85 80 89 72 73

Glso (M) 46 7.9 28 5,9 27 5,8

.17 TGl (UM) 74 60 83 76 53 46
LDsp (uM) >100 >100 >100 >100 80 >100

Glso (M) 72 4,6 46 0,9 21 4,0

111.18 TGI (M) >100 44 >100 25 >100 55
LDso (M) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (UM) >100 96 60 74 49 65
111.19 TGl (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 || >100 >100

Glso (UM) 48 >100 86 15 79 10
111.20 TGI (uM) 86 >100 >100 65 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 || >100 >100

Glso (UM) 73 26 20 31 63 29
.21 TGI (uM) >100 >100 >100 70 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100

Glso (M) 92 19 56 19 65 58
.22 TGI (uM) >100 >100 >100 64 >100 >100
LDso (M) >100 >100 | >100 | >100 | >100 >100
Glso (M) 55 >100 | >100 49 >100 >100
11.23 TGI (uM) >100 >100 >100 92 >100 >100
LDsp (uM) >100 >100 >100 >100 >100 >100

Glso (UM) 0,03 n.d. 0,2 0,01 n.d. n.d.

Doxorrubicina TGI (UM) 1,6 n.d. 6,3 5,0 n.d. n.d.
LDsp (UM) 20 n.d. >25 20 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,01 n.d. 0,05 0,01 n.d. n.d.

Camptotecina TGI (UM) 0,02 n.d. 0,8 0,2 n.d. n.d.
LDso (UM) 63 n.d. 32 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 12 n.d. 32 20 n.d. n.d.

Etopésido TGI (UM) 50 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Glso (M) 0,003 n.d. 0,002 0,003 n.d. n.d.

Taxol TGI (UM) 20 n.d. 0,2 16 n.d. n.d.
LDs (M) >100 n.d. 79 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 1,0 n.d. 7,9 3,2 n.d. n.d.

Cis-platino TGI (UM) 79 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDsp (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Glso (UM) 0,03 n.d. 0,04 0,06 n.d. n.d.

Metotrexato TGI (uM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
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Se observa que los compuestos mas activos en CCRF-CEM son 111.15 y 111.16 con valores de
Glsg, TGl y LDsy mas activos que los del etopdsido (el derivado 111.15 posee una Glso 10 veces
inferior). El compuesto 111.15 ha mostrado actividad citostatica en HTB-54 y MCF-7. La linea
celular mas sensible a esta serie ha sido HTB-54. De los 23 compuestos evaluados, los
derivados I11.11, 111.15, 111.16, 111.17 y I1l.18 muestran valores de Gls<10 pM en HTB-54. La linea
celular MCF-7 se ha mostrado sensible a los derivados I11.2, 111.4, 111.17 y 111.18, con valores de
Glsp<10 puM para todos ellos. Ademas, los compuestos 111.2, IIl.4 y 11l.17 poseen parametros
citotoxicos mejores que el etopdsido y el derivado 111.18 posee valores de Glsg 3 y 22 veces mas
bajas que el cis-platino y el etopdsido, respectivamente. Como se puede observar en la tabla 9,
los derivados 111.4 y 111.18 muestran una alta selectividad por la linea tumoral de mama MCF-7
frente a la no tumoral 184B5 (Glsg 18485/Glso mcr.7=12,5 para 1.4 y Glsg 18455/Glso mcr-7=23,1 para

111.18), con indices terapéuticos por encima de 6, por lo que se consideran muy selectivos.

La actividad biolégica mostrada por los derivados Il1.15 y 11.16 (sales de selenito) puede ser
debida no exclusivamente a la estructura quimica de las moléculas sino a la presencia del
propio selenito que, intracelularmente, puede transformarse en selenol mostrando, por si

mismo, actividad citotoxica.

En la tabla 10 se muestran los valores de citotoxicidad obtenidos en las distintas lineas
celulares para los derivados de la serie VI. De los 16 compuestos evaluados, el mas activo ha
resultado ser el compuesto 1V.14, que ha mostrado actividad citotoxica en todas las lineas
celulares ensayadas. Este compuesto es mas activo en la linea celular CCRF-CEM que en el
resto de lineas ensayadas, con valores de Glsy, TGl y LD5p<10 pM en todos los casos. Ademas,
posee una Glsg inferior a la mostrada por los farmacos de referencia doxorrubicina vy
camptotecina y unos valores de TGl y LDsq inferiores al etopésido, taxol, cis-platino y
metotrexato. En HTB-54, los derivados V.2, IV.4, IV.11 y V.14 presentan valores de Gl5,<10
MM. Ademads, IV.2 y IV.11 poseen una TGI<10 uM y LDsg>75 pM, por lo que pueden
considerarse antiproliferativos. El derivado IV.4 ha sido el mas selectivo en la linea celular
HTB-54 frente a la linea celular no tumoral BEAS-2B (Glsy geas.28/Glso 1Te.54=5,3). De los
derivados evaluados en HT-29, los que han mostrado un mayor efecto citotoxico han sido V.14
y V.15 con valores de Glsy<10 pM. Ambos han mostrado valores de Glsy, TGI y LDs inferiores
al etoposido y valores de TGl y LDs, inferiores al cis-platino y metotrexato. La linea celular
MCF-7 ha resultado la mas sensible, con valores de Gls,<6 UM para los derivados V.1, IV.2,
IV.7, IV.11, IV.14 y IV.15. Ademas, estos derivados muestran valores inferiores al etopésido
para los tres parametros citotéxicos. El derivado IV.11 muestra mejor actividad que el
metotrexato (con una Glsg 21 veces inferior) y que el etopésido (con una Gls, unas 130 veces
inferior). Los derivados IV.1, IV.7 y IV.15 se han mostrado muy selectivos en las lineas de

mama, siendo el derivado 1V.7 el mas selectivo de todos ellos (Glsg 18485/Glso mcr.7=1.418).
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Tabla 10: Parametros citotéxicos para los compuestos de la serie IV en diferentes lineas celulares a 72 horas. (n.d.
indica que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del programa DTP
del NCI.

SERIE IV

LINEAS CELULARES

COUPLESTO | GTOTONCOS | conpcn | vrse | v | weer | s
CCRF-CEM HTB-54 HT-29 MCF-7 184B5 BEAS-2B
Glso (UM) 39 37 57 0,6 36 11
V.1 TGI (M) 61 >100 >100 7,5 63 45
LDso (UM) 82 >100 >100 81 91 79
Glso (UM) 25 53 49 5,8 58 7,8
V.2 TGI (M) 54 9,9 >100 59 34 42
LDso (UM) 82 76 >100 >100 67 76
Glso (UM) >100 31 62 >100 21 3,5
V.3 TGI (uUM) >100 >100 >100 >100 64 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (M) >100 7,1 72 43 71 37
V.4 TGI (UM) >100 61 >100 94 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (UM) 72 45 43 48 6,8 0,4
V.5 TGl (UM) >100 >100 >100 >100 86 58
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (UM) 40 74 43 16 3,7 0,6
V.6 TGI (uUM) 62 >100 81 67 12 37
LDso (UM) 83 >100 >100 >100 74 78
Glso (UM) 34 38 73 0,05 71 44
V.7 TGI (UM) 72 81 >100 47 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 | >100 99 >100 >100
Glso (UM) >100 33 72 43 76 56
V.8 TGI (uUM) >100 >100 >100 94 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (M) 49 38 73 54 37 36
V.9 TGI (uM) 87 72 >100 >100 >100 78
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (UM) 35 40 83 35 57 35
V.10 TGI (M) 84 81 >100 65 >100 88
LDso (UM) >100 >100 >100 95 >100 >100
Glso (UM) 26 0,04 52 0,1 0,7 0,1
V.11 TGI (UM) 52 3,6 >100 | >100 36 >100
LDso (UM) 79 >100 | >100 | >100 80 >100
Glso (M) 65 18 28 46 24 24
V.12 TGI (uUM) >100 89 75 >100 59 55
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 94 85
Glso (UM) 35 35 40 28 15 52
V.13 TGI (uM) 68 84 >100 59 44 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 90 72 >100
Glso (M) 3,0 6,0 9,0 2,9 0,5 n.d.
V.14 TGI (uM) 6,0 66 45 23 2,5 n.d.
LDso (UM) 9,0 >100 88 >100 6,6 n.d.
Glso (UM) 31 26 7,5 6,0 71 n.d.
V.15 TGI (uM) 55 84 34 51 >100 n.d.
LDso (UM) 78 >100 77 >100 >100 n.d.
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Tabla 10 continuacion: Parametros citotoxicos para los compuestos de la serie IV en diferentes lineas celulares a 72
horas. (n.d. indica que no se tienen datos). Los valores de los diferentes farmacos quimioterapicos se extraen del
programa DTP del NCI.

SERIE IV

LINEAS CELULARES

COUNET | GTOTONESS | corce | we | | e |
CCRF-CEM | HTB-54 HT-29 MCF-7 | 184B5 | BEAS-2B

Glso (UM) 66 >100 >100 38 71 >100
V.16 TGI (uUM) >100 >100 >100 95 >100 >100
LDso (UM) >100 >100 >100 >100 >100 >100
Glso (UM) 0,03 n.d. 0,2 0,01 n.d. n.d.
Doxorrubicina TGI (uM) 1,6 n.d. 6,3 5,0 n.d. n.d.
LDso (UM) 20 n.d. >25 20 n.d. n.d.
Glso (UM) 0,01 n.d. 0,05 0,01 n.d. n.d.
Camptotecina TGI (uM) 0,02 n.d. 0,8 0,2 n.d. n.d.
LDso (UM) 63 n.d. 32 >100 n.d. n.d.
Glso (UM) 12 n.d. 32 20 n.d. n.d.
Etopésido TGI (UM) 50 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
Glso (UM) 0,003 n.d. 0,002 | 0,003 n.d. n.d.
Taxol TGI (UM) 20 n.d. 0,2 16 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. 79 >100 n.d. n.d.
Glso (UM) 1,0 n.d. 7,9 3,2 n.d. n.d.
Cis-platino TGI (UM) 79 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
Glso (UM) 0,03 n.d. 0,04 0,06 n.d. n.d.
Metotrexato TGI (uM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.
LDso (UM) >100 n.d. >100 >100 n.d. n.d.

Con todos los datos de actividad citotoxica obtenidos, se han elegido 3 derivados para
profundizar en sus posibles mecanismos de accién: 1.3 y 1V.14 por su potente actividad en
todas las lineas celulares testadas y IV.7 por su alta selectividad en la linea celular tumoral de

mama MCF-7 frente a la no tumoral 184B5.
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2.2 CURVAS DOSIS-RESPUESTA

A continuaciéon se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas en las diferentes lineas

celulares para los derivados de la serie | (figuras desde 126 hasta 135).

HN
150,00
Y L\LR, I
£ 10000 grmsimimimimenfe S e
o [—— — 1§
= /)\ § SN
N N SCHs £ oo e
s
§ 0,00
LlNEAS 1;;? —e— CCRF-CEM
@ —E-HT-29
CELULARES LDso (M) & soo0f o
—#— 184B5
CCRF-CEM 56 98 >100 o000 L
HTB-54 5.1 51 >100 oo
HT-29 87 >100 >100 oo o - 1000
MCF-7 39 >100 >100 concentecion
TT1gaBs T 49 >100 >100
BEAS-2B 26 62 97
Figura 126: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I.1.
HN
150,00
Y OCHs R —
| < 10000
N N SCH3 §_ 50,00 \
=
2
LINEAS 5 000 T o corrcem
3 —B-HT-29
CELULARES TGl (UM) || LDso (M) & soo L o
—*—184B5
CCRF-CEM >100 >100 >100 —e-seas e
HTB-54 >100 >100 >100 ool s T .
MCrT e | c00 | 0o | o
TT1g4Bs T 34 70 >100
BEAS-2B 58 >100 >100
Figura 127: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.2.
HN
150,00
\ 2 — 7——_,,,;
| N SCH; £ 10000 \\
'.G" \\
g \
N7 N scH, HCl HEL ;i - 3
% | \\\ \\\\
i 0,00 i )
LINEAS H DR N
g e N\
CELULARES TGl M) | LD (uw) | & ot S
—#—184B5 =
CCRF-CEM 53 17 59 P \ —
HTB-54 3,3 15 64 100,
0,01 0,10 1,00 10,00
;-(I;-Fz-97 04635 471’2 3’1 Concentracion ()
TT1g4Bs T 0,2 1,1 5,6
BEAS-2B 0,6 3,8 8,5
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Figura 128: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.3.
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150,00 -
S
| N £ 10000 gromizizimmmm] -
g —
& )‘\ % 50,00 I
N N SCH, § o -
ﬁ 0,00
LlNEAS ,g —e— CCRF-CEM
3 —-HT-29
CELUEARES TGl (M) | LDso(uM) | € sooo | T
—#— 184B5
CCRF-CEM >100 >100 >100 10000 —e-BEAS2EB
HTB-54 >100 >100 >100 oot 010 100 1000
HT-29 64 >100 >100 Conoentraion ()
__MCF-7 49 >100 >100
184B5 >100 >100 >100
BEAS-2B >100 >100 >100
Figura 129: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.4.
NH,
150,00
.L_7,,_77—7}~\\
R e a— T
© [
g R —
£ 5000
2 o
LINEAS g? —+—CCRF-CEM
CELULARES 8 e
& 5000 1 o
CCRF-CEM —¥-18485 [
HTB-54 10000 —e—BEAS-2B ‘ I ‘
HT-29 0,01 0,10 1,00 10,00
Concentracién (L)
BEAS-2B

Figura 130: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.5.

150,00

100,00 #

50,00

Porcenfaje de supetvivencia (%)

0,00
LINEAS —e—CCRF-CEM
—m-HT-29
! MCF-7
CCRF-CEM 98 >100 e
HTB-54 >100 >100 >100 10000
HT-29 >100 >100 >100 001 oo 100 1000
75 >100 >100 Concentracion(ulM)
68 $100 3160
BEAS-2B 42 >100 >100

Figura 131: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.6.
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NH,
150,00
S S N ‘HI —
| /]\ T . ——— i
W NN L —
S S 5000 L E— *\\
§ 0,00
LINEAS ig —+—CCRF-CEM
@ —=—HT-29
CELULARES TGI (M) | LDso (M) § ol o
' MCF-7
CCRF-CEM 99 >100 >100 f;z‘f;m
HTB-54 54 >100 >100 -100,00
HT-29 56 >100 >100 0,01 0,10 1,00 10,00
76 >100 >100 Concentracion (uM)
54 >100 >100
BEAS-2B 6,7 >100 >100
Figura 132: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.7.
SH
150,00
™ = N I
| g 100,00 F’—)#\\\‘{—_”\\_‘
L L g 3 ¥ *
N N SH S 5000
g
§ 0,00
LINEAS E ——CCRF-CEM
<
CELULARES TG' (IJ'M) LD50 (PM) E 000 | HTB-54
<« O MCF-7
CCRF-CEM >100 >100 >100 18485
HTB-54 >100 >100 >100 -100,00
HT-29 n.d. n.d. n.d. 0,01 0,10 1,00 10,00
" MCF-7 89 >100 >100 ‘Concentracion (L)
184B5 71 >100 >100
BEAS-2B n.d. n.d. n.d.
Figura 133: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.8.
SCHj4
150,00
NNy |
| -HI & 10000 %
= = g 1 —
N N SCHs £ 5000 1
-
PARAMETROS CITOTOXICOS ‘;3, 0,00 Pty
LINEAS RS E e
St | Glo (M) | TGI(MM) | Lo (M) | & 0 )
CCRF-CEM >100 >100 >100 e
HTB-54 23 >100 >100 -100,00
HT-29 >100 >100 >100 001 0.10 1.00 1000
MCF-7 80 >100 >100 Concenticion
R T s100 >100 >100
BEAS-2B 70 >100 >100

248

Figura 134: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.9.




Resultados y Discusion: Actividad Biolégica

LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

WMCET
184B5
BEAS-2B

Glso (MM) || TGI (uM) || LDso (uM)
>100 >100 >100
>100 >100 >100
>100 >100 >100

76 >100 >100
>100 >100 >100
>100 >100 >100

Porcentafe de supetvivencia (%)

100,00

50,00 T

0,00

50,00 +

—e— CCRF-CEM
B HT-29
HTB-54
MCF-7
——134B5
—8—BEAS-2B

0,01

010 1,00 10,00

Concentracién(u)

Figura 135: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1.10.

A continuaciéon se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas en las diferentes lineas

celulares para los derivados de la serie Il (figuras desde 136 hasta 143).

LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

LWMCET

184B5
BEAS-2B

LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

oMCET
184B5
BEAS-2B

NCSe

PARAMETROS CITOTOXICOS

Glso (HM) [ TGI (M) LDso (uM)
29 58 87
6,0 33 66
21 44 68
28 62 95
15 45 75
4,1 33 70
HN
2 = N
P /]\
N SeH

Porcentaje de supervivencia (%)

80,00 X\-\-\_\ T S ——
— —— \
,,% \
30,00 "
\
-20,00 A
——CCRF-CEM N
—=-HT20
HTB-54 \ ¥
-70,00 1 MCF-7 \\\%
—— 18485 \
——BEAS-28 \ 4
-120,00

0,01

10,00

1,00
Concentracion (ul)

Figura 136: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I1.1.

TGl (uM) | LDso (M)
30 69 >100
69 >100 >100
6,3 33 >100
0,03 >100 >100
3,7 9,1 >100
8,4 >100 >100

Porcentaje de supetvivencia (%)

100,00

0,01

50,00 +

—e— CCRF-CEM ~
—m-HT-29
HTB-54
MCF-7
—+—134B5
—e— BEAS-2B

010 1,00

Concentracién (L)

10,00

Figura 137: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 11.2.
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NH,
150,00
| ‘HClI § 10000
/ / E
N SeH $ 5000
H
2 og0 I
LINEAS _—— ¢ :iizz—cem '\I
CELULARES 8 .
oW | & oo
CCRF-CEM 31 61 92 e
HTB-54 44 96 >100 100,00
HT-29 36 89 >100 0,01 0,10 1,00 10,00
.. MCF'7 37 >100 >100 Concentracion (uh)
184B5 52 31 75
BEAS-2B 5,9 88 >100

Figura 138: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 11.3.

NH-
150,00 ‘
| -HI & 100,00 e a 7
P P g . i
N N SeCH, g s0m
ol
‘?, 0,00
LINEAS g‘; —+—CCRF-CEM
3 —m—HT-29
CELULARES TGI (HM) LDso (IJM) é 5000 - HTB-54
! MCF-T
CCRF-CEM 68 >100 >100 B
HTB-54 78 >100 >100 -100,00
HT-29 44 77 >100 0,01 0,10 1,00 10,00
MCF-7 43 >100 >100 Concentracién (L)
T 1845 T 45 87 >100
BEAS-2B 40 91 >100

Figura 139: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 11.4.

150,00

100,00

50,00

Porcentaje de supetvivencia (%)

0,00
LINEAS —+—CCRF-CEM I .
CELULARES T2 \
soo0 L MBS
' MCF-7 N\
SO P N\
HTB-54 100,00
HT-29 0,01 0,10 1,00 10,00
Concentracién(u)

oMCET
184B5
BEAS-2B

Figura 140: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I1.5.
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150,00

100,00

—

50,00

PARAMETROS CITOTOXICOS o0 \ I
LINEAS = ’ o W\
S | Gl (uM) | TGI(M) | LDso (M) S -

CCRF-CEM n.d. n.d. n.d. —— 18485 \1
HTB-54 4,0 79 68 100,00

HT-29 n.d. n.d. n.d. 001 0,10 1,00 10,00
o MCF'7 . 9,8 46 83 Concentracion (M)

184B5 0,7 8,3 67
BEAS-2B n.d. n.d. n.d.

Porceniaje de supesrvivencia (%)

Figura 141: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I1.6.

SeCHj
= N HI No ha sido evaluado
= )\
N N SeCHj,
Figura 142: Compuesto I1.7.
/\/\/
Se
150,00
T RN _ .
| § 100,00 gumimmmiom oo
] | =—— —
N N Se 3 0
ﬁ_ 0,00
LINEAS g e
8

HTB-54
MCF-7
CCRF-CEM >100 >100 >100 i;:fza
HTB-54 15 60 >100 -100.00
HT-29 >100 >100 >100 oot o0 100 1000
MCE-7 41 68 95 Concentracion (uM)
" 184B5 53 >100 >100
BEAS-2B >100 >100 >100

-50,00 T

CELULARES LDso (M)

Figura 143: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 11.8.
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A continuacion se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas en las diferentes lineas
celulares para los derivados de la serie Il (figuras desde 144 hasta 166).

HN
150,00
=
N 2 10000
/L g  —
N SH 5 5000 -
§ 0,00
LINEAS . £ e
CELULARES LDso (M) § son | s
CCRF-CEM 82 >100 >100 B
HTB-54 15 60 >100 -100,00
0,01 0,10 1,00 10,00

HT-29 10 63 >100

_ MCF-7 27 >100 >100
18485 49 >100 3100
BEAS-2B 66 >100 >100

Concentracién (L)

Figura 144: Curvas dosis-respuesta para el compuesto III.1.

HN
150,00
= N OCH3 & 100,00 3 -
g ._:*\:?;_ —— ]
= g I
N SH -HCI 2 %00 \
5
s A\
S 000 X \
i_-? —+—CCRF-CEM \\
LINEAS — g e
CELULARES 5 HTB54 AN
Glso (UM) & 5000 T pors N
——18485 \
CCRF-CEM 10 0000 —e—BEAS2B N\
S 13 45 7 ' 0,01 0,10 1,00 10,00
e 6 ' > 28 64 Concentracion (uld)
LWMCET 71 36 78
184B5 7,8 36 69
BEAS-2B 6.1 32 70

Figura 145: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I11.2.

OH
150,00
\ N
£ 100,00 T
N SC H3 % 50,00 i
g
% 0,00
LINEAS = _:E‘ —s—CCRF-CEM
@D ——HT-29
CELULARES TGI (IJ'M) LDso (PM) § 000 L HTB.54
g MCF-7
CCRF-CEM nd. nd. nd e
HTB-54 >100 >100 >100 -100,00
HT-29 I"I.d. I"I.d. I"I.d. 0,01 0,10 1,00 10,00
MCF-7 54 >100 >100 Concentacion
EIEET T >100 >100 >100
BEAS-2B n.d. n.d. n.d.

Figura 146: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I11.3.
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LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

oMCET
184B5
BEAS-2B

LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

oMCET
184B5

LINEAS
CELULARES

CCRF-CEM
HTB-54
HT-29

LMCET

184B5
BEAS-2B

TGl (UM) || LDso (1M)
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74 >100 >100
7.8 81 >100
98 >100 >100
51 >100 >100

Porcentaje de supetvivencia (%)

100,00
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100,00

50,00
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—m—HT-29
HTB-54

5000 +
MCF-7

—¥—184B5
—e—BEAS-2B.

0,01 010

1,00 10,00
Concentracién (L)

Figura 147: Curvas dosis-respuesta para el compuesto Il1.4.

HN
)\
N SCH
TGl (uM) | LDso (M)

75 >100 >100
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66 >100 >100
78 >100 >100

>100 >100 >100
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Porcenfaje de supetvivencia (%)
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—m—HT-29
HTB-54
50,00 - MCF-T
—#—184B5
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100,00
0,01 0,10 1,00 10,00

Concentracién (L)

Figura 148: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II1.5.
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N” SCHs
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Glso (M) | TGI(UM) || LDso (M)
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Figura 149: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I11.6.
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HN
SN -HCI
//l\
N SCH
LINEAS
CELULARES LDso (UM)
CCRF-CEM 33 73 >100
HTB-54 50 91 >100
HT-29 29 87 >100
" ___N_I_(_:E_—?__ 80 >100 >100
184B5 8,3 47 88
BEAS-2B 42 95 >100
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0,01 0,10 1,00 10,00
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Figura 150: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II1.7.
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=
N Hal
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N” SCH;,

LINEAS

CELULARES TGl (M) | LDso (uM)
CCRF-CEM 39 88 >100
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BEAS-2B 73 >100 >100

Porcenfaje de supetvivencia (%)
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Figura 151: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.8.
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CCRF-CEM 47 >100 >100
HTB-54 >100 >100 >100
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Figura 152: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.9.
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HN
150,00
X
N OCHS & 10000 *
P HCI g
N SCH, g 50.00 3
=
‘3 0,00 ]
& —e—CCRF-CEM
LINEAS ] H e T2
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Figura 153: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.10.
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Figura 154: Curvas dosis-respuesta para el compuesto III.11.
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Figura 155: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.12.
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LINEAS
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Figura 157: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II1.14.
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Figura 158: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II1.15.
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Figura 159: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II1.16.
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Figura 160: Curvas dosis-respuesta para el compuesto II.17.
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Figura 161: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.18.
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Figura 162: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.19.
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Figura 163: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.20.

TGI (uM) LDso (HM)
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Figura 164: Curvas dosis-respuesta para el compuesto I11.21.
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Figura 165: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.22.
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Figura 166: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 111.23.

A continuacion se muestran las curvas dosis-respuesta obtenidas en las diferentes lineas

celulares para los derivados de la serie IV (figuras desde 167 hasta 182).

Ha,CO

LINEAS
CELULARES

NCSe

PARAMETROS CITOTOXICOS

Glso (M) | TGI(UM) | LDso (HM)
39 61 82
37 >100 >100
57 >100 >100
0,6 7,5 81
36 63 91
11 45 79

Porcentafe de supervivencia (%)

150,00

100,00

50,00

0,00

50,00
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0,01

—+—CCRF-GEM
—=-HT-29
HTB-54
MCF-T
—#—184B5
—e—BEAS-2B

010 1,00 10,00

Concentracién (L)

Figura 167: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.1.
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NCSe
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Figura 168: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.2.
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Figura 169: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.3.

LINEAS
CELULARES Glso (UM) | TGI (uM) | LDso (UM)
CCRF-CEM 25 54 82
HTB-54 5,3 9,9 76
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N SeH
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Figura 170: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.4.
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Figura 171: Curvas dosis-respuesta para el compuesto IV.5.
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Figura 172: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.6.
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N Se E
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% 000
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Figura 173: Curvas dosis-respuesta para el compuesto IV.7.

261



Resultados y Discusion: Actividad Bioldgica

Porcentaje de supervivencia (%)
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Figura 174: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.8.
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Figura 175: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.9.
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Figura 176: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.10.
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Figura 177: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.11.
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Figura 178: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.12.
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. Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.13.
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Figura 179
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Figura 181: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.15.
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Figura 182: Curvas dosis-respuesta para el compuesto 1V.16.
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3. ESTUDIOS DE RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (SAR)

Haciendo referencia a los objetivos planteados con anterioridad, se ha trabajado por sintesis en
las variaciones estructurales que se esquematizan en la figura 183. Los resultados obtenidos
previamente por el grupo y los expuestos en este trabajo permiten establecer algunas
relaciones estructura-actividad para disefiar nuevos compuestos con una actividad bioldgica

previsiblemente mas potente:

NH, OH, S, Se |

Figura 183 : Variaciones estructurales llevadas a cabo en el trabajo que se describe en esta Memoria.

Estudios anteriores realizados por nuestro grupo de investigacion han concluido que, en
general, los derivados de quinazolina muestran una actividad citotoxica mas elevada que sus
analogos de pirido[2,3-d]pirimidina (Cubedo, E., 2006; Cordeu, L., 2007; Font, M., 2011). Por
ello, se ha decidido explorar la posibilidad de modular la estructura de los derivados de

quinazolina con las siguientes variaciones estructurales:

1. Dado que so6lo se dispone de datos sobre derivados de quinazolina sustituidos por
alquilaminas vy arilalquilaminas en posiciones 2 y 4 y resultados con las series analogas de
pirido[2,3-d]pirimidinas en las que se tolera la presencia de restos alquiltio en posicién 2, se
realiza una exploracidon sobre la influencia de la presencia en dicha posicion 2 de un
heteroatomo de S o Se, con efecto aceptor de puentes de hidrégeno (AH), mientras en posicion
4 se mantienen los restos de alquil y/o arilalquilamina. Mediante el disefio expuesto se produce
una pérdida de la simetria molecular, siempre entendiendo la simetria en un concepto amplio
(como se comentd en los objetivos). Con estos cambios estructurales se pretende, en cierta
manera, provocar una modificacion en la solubilidad de las moléculas, a través de la
modificacion de su momento dipolar total. A pesar de tener un AlogP mas alto, como el
momento dipolar estd muy influenciado por la asimetria y la colocacién de elementos
estructurales claves, se modifica en teoria la solubilidad haciéndolos méas polares (Zink, M.,
2004; Sanmartin, C., 2006).

265



Resultados y Discusion: Actividad Biologica

Nuestro grupo investigador ha observado, en estudios anteriores, que las actividades mas altas
se obtienen cuando en posicion 2 y 4 se introducen grupos bencilamina, por lo que el tamafio
de la cadena alifatica de la amina influye en la actividad mostrada. Debido a ello, se introduce

en posicion 4 del nacleo de quinazolina el grupo bencilamina.

Paralelamente, se ha trabajado sobre la posicién 2 sustituyéndola por restos alquiltio o
alquilseleno y dejando en posicién 4, preferentemente, el grupo NH,, apto como dador de
puentes de hidrogeno (DH). La sustitucion de alquilaminas y arilalquilaminas por NH, se ha
hecho en base a la blusqueda del fragmento minimo eficaz y se han sintetizado estos derivados
para corroborar si, efectivamente, las observaciones hechas sobre otras series del grupo se
cumplen aqui. Los resultados obtenidos muestran que la sustitucién en posicién 4 de aminas

sustituidas mejora la actividad con respecto al grupo NH,.

2. Dado que en las pirido[2,3-d]pirimidinas de referencia (figura 39), los sustituyentes
electrodonantes parecen mejorar la actividad de los compuestos (Cordeu, L., 2007) y, pese a
que en las series de quinazolina de referencia (figura 52) los fenilos sin sustituir son de eleccién
(Cubedo, E., 2006), se eligen restos de fenilo con sustituyentes electrodonantes y con
heteroatomos capaces de actuar como AH (OCHs;, SCHj;, SeCHs). Los datos reflejan la
tendencia hacia un decrecimiento en la actividad bioldgica a medida que el caracter
electrodonante y la capacidad de actuar como AH disminuye (fenilos con SeCHs en posicion 4
actividad inferior a SCH3; 0 OCHy).

En relacion a los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina, estudios realizados con anterioridad por

el grupo de investigacion han concluido que:

1. Si se mantiene W=N mientras que X es NH (dador de puentes de hidrégeno), Y es S
(aceptor de puentes de hidrégeno) y estudiando la longitud de la cadena alifatica en posicién 2
y 4, se concluye que la cadena mejor es la de pentilo. Los datos reflejan que se tolera la
presencia de S con cadenas de distinta longitud en posicidon 2 siempre que en 4 haya un NH,
por lo que la presencia de un dador en posicién 4 es indispensable para una buena actividad.
Esto permite valorar la conveniencia de introducir también en posicion 2 un DH, obteniendo los
derivados dialquilamino, en los que se ratifica la conveniencia de que sean cadenas con 4-5

atomos de C para mejorar la actividad biolégica objetivo (Font, M., 2011).

En el presente trabajo, se ha estudiado el efecto de sustituir el NH de la posiciéon 4 por un
heteroatomo de S o Se, AH, aun teniendo la cadena alquilica adecuada. Los resultados
demuestran que en posicién 4 debe haber un DH y corroboran que en posicion 2 se tolera un

AH, siempre que la longitud de la cadena alifatica sea la 6ptima.
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2. Considerando la longitud/tamafio de la cadena unida al nicleo de pirido[2,3-d]pirimidina,
estudios anteriores concluyen que derivados de pirido[2,3-d]pirimidina sustituidos en las
posiciones 2 y 4 por aminas con una cadena alifatica de entre 4-5 atomos de C poseen las
actividades mas altas, siendo éstas similares a las que se obtienen si en las posiciones 2 y 4 se
encuentran grupos bencilamina. Se observa que los mejores resultados son para derivados de
bencilamina sustituidos por un grupo electrodonante en 4. Ademas, cuando hay grupos OH
terminales en la cadena alifatica la actividad desaparece, con valores de AlogP fuera del

intervalo de solubilidad aceptable (AlogP<5), segln las reglas de Lipinski (Font, M., 2011).

En este trabajo, se ha mantenido en posicion 4 de la estructura de pirido[2,3-d]pirimidina el
grupo arilalquilamina y se han seleccionado las diferentes aminas entre las mas activas de las
series precedentes. Se han introducido los grupos OCHs, SCH3; como ejemplos de grupos en
los que se modula el caracter dador de electrones y la capacidad de estos atomos de actuar
como AH. En la posicién 2 se ha jugado con el caracter de AH de S y Se, ya que en las series
precedentes se ha comprobado que esta sustitucién se tolera. Se demuestra que, de forma
general, la presencia de un grupo electrodonante en 4 mejora la actividad, aunque la
introduccién en 2 de S 0 Se hace que la actividad disminuya con respecto a los derivados 2,4
diarilalquilamino. Ademas, se corrobora que la presencia de grupos OH terminales en la

cadena disminuye a la actividad biolégica.

Con respecto a la bisqueda del fragmento minimo eficaz:

1. Se toman estructuras de productos de referencia como Piritrexim y Trimetrexato
(comentados con anterioridad en el apartado de antecedentes y justificacién: figuras 36 y 48,
respectivamente). En ambas se observa que sobre las posiciones 2 y 4 del nacleo central hay

sustituidos grupos NH, a los que les atribuimos la actividad como DH.

2. Se plantea la simplificacion progresiva de las moléculas, primero valorando la eliminacién
de uno de los sustituyentes en 2 y/o 4 y después valorando la eliminacion de ambos
sustituyentes, dejando so6lo elementos, heterodtomos, a los que se ha atribuido un papel

importante en la actividad relacionada con su caracter aceptor/dador de puentes de hidrégeno.

Tras la evaluacion bioldgica de estas estructuras se puede concluir que:

1. Se prefiere en posicién 4 de las estructuras de quinazolina y pirido[2,3-d]pirimidina grupos de
arilalquilaminas con sustituyentes electrodonantes en lugar del grupo NH,. Ya que los grupos

electrodonantes pueden actuar como AH estabilizando la molécula.

2. Cuando en posicion 4 de los nucleos de quinazolina y pirido[2,3-d]pirimidina hay un grupo

NH, se observa una tendencia hacia una mejor actividad si en posicion 2 estan sustituidos los
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grupos SH o SeH en vez de SCH;, S-pentilo, SeCH; o Se-pentilo. Los hidrégenos de los
grupos SH y SeH pueden estar implicados en la formacion de puentes de hidrégeno y
proporcionar un caracter DH a la molécula. Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren la
posibilidad de que los grupos SH y SeH intervengan en la formacion de puentes disulfuro o
puentes mixtos sulfuro-seleniuro con diversas proteinas, como quinasas y fosfatasas, que
podrian modular su actividad biolégica. Ademas, el aumento en la longitud de la cadena
alifatica hace que se obtengan valores de AlogP>5 (fuera del intervalo 6ptimo de solubilidad:
AlogP<5). Al mismo tiempo se prefiere en posicion 4 los heteroatomos S o Se al grupo NH,, por
lo que se corrobora lo comentado anteriormente que en posiciones 2 y 4 la actividad mejora

cuando hay un DH.

4. DETERMINACION DE MUERTE CELULAR

Se ha determinado la capacidad de induccién de muerte celular de los compuestos lideres 1.3,
IV.7 y IV.14 en la linea celular MCF-7, ya que ha resultado ser la linea celular méas sensible a
estos compuestos. Dicha actividad se ha determinado por citometria de flujo utilizando el kit
ApoDirect™, basado en el efecto TUNEL. Mediante este procedimiento se evalta la

fluorescencia imitida por el ioduro de propidio en escala logaritmica.

Los estudios se han realizado utilizando diferentes concentraciones de los compuestos y
distintos tiempos de incubacion con el farmaco. Se utiliza la camptotecina como control positivo
a una concentracioén 25 uM en todos los ensayos realizados, asi como un control negativo al
que se afiade DMSO. Los experimentos se han realizado para cada compuesto al menos tres

veces independientes, en los cuales cada compuesto se determina por duplicado.
4.1 ESTUDIOS DE MUERTE CELULAR A DISTINTOS TIEMPOS

Se han realizado estudios para determinar la capacidad de los compuestos de inducir muerte
celular utilizando una concentracion fija de los compuestos a evaluar de 10 uM durante 4, 12,
24 y 48 horas de tratamiento. A continuacion aparece el resultado obtenido en uno de los

experimentos realizado a 24 horas y una concentracién de los compuestos 10 M.

A) B) C) D) E)

8 8 8 8 2

Figura 184: Analisis por citometria de flujo de un experimento representativo de la induccién de muerte celular para las
células no tratadas (control) (A) y tratadas con camptotecina (B), 1.3 (C), IV.7 (D) y IV.14 (E). En el eje de abscisas se
representa la fluorescencia debida al ioduro de propidio en escala logaritmica y en el eje de ordenadas los eventos.
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En la tabla 11 y figura 185 se muestran los porcentajes de muerte celular tras el tratamiento
con los compuestos a distintos tiempos.

Tabla 11: Porcentaje de muerte celular inducido por tratamiento de células MCF-7 con los compuestos indicados (10
UM) a los distintos tiempos de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de tres experimentos

independientes realizados por duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) con respecto a las

células sin tratar (control). La camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control positivo.

MUERTE CELULAR (%)

TIEMPO
Control 1.3 V.7 V.14 Camptotecina
6+5 542 8+3 6+1 7+1
6+1 124 + 1 13% + 2 124 + 1 11%* +1
10+3 26% +7 30" + 2 27 £ 4 19% +1
4+2 12% + 3 15% + 7 58* + 6 46** +3

Como se observa en la tabla 11 y figura 185 los 3 compuestos evaluados inducen muerte
celular dependiente del tiempo. Tras 12 horas de tratamiento con los compuestos, el porcentaje
de células muertas ha sido 2 veces superior al de las células control mientras que a 24 horas el

valor obtenido es en torno a 4 veces mas alto para los derivados testados.

35 50
I Control bid Il Control
= 1.3 .7
30 1 3 camptotecina [ Camptotecina

40 -

Células muertas (%)
Células muertas (%)

4h 12h 24h 48h Cc

I Control
V.14
60 1 3 Camptotecina

Figura 185: Porcentaje de muerte celular inducido por
tratamiento de células MCF-7 con los compuestos
indicados (10 pM) a los distintos tiempos de tratamiento.
Los resultados se expresan como media + SD de tres

experimentos independientes realizados por duplicado. **

Células muertas (%)

= diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01)
con respecto a las células sin tratar (control). La

camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control

positivo.
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Al prolongar el tiempo de tratamiento hasta 48 horas, el porcentaje de muerte celular inducido
por los compuestos 1.3 y 1.7 disminuye, lo que sugiere que las células pueden llegar a
metabolizar estos compuestos o bien degradarse con el tiempo. Por el contrario, el compuesto
IV.14 aumenta considerablemente el porcentaje de células muertas a las 48 horas, siendo este

valor 14 veces superior al mostrado por las células control.

4.2 ESTUDIOS DE MUERTE CELULAR A DISTINTAS CONCENTR ACIONES

Se han realizado estudios de muerte celular utilizando distintas concentraciones de los
compuestos a evaluar: 1, 5 10, 15 y 20 uM durante 24 horas de tratamiento. A continuacién
aparece el resultado obtenido en uno de los experimentos realizado a 24 horas y una
concentraciéon de los compuestos 20 uM.

A) B) C) D) E)

5

66
77

S e

10 10 10 100 100 100 10' 107 10 104 100 10° 10 10° 10 100 10! 102 10° 10 100 10! 102 10° 10

Figura 186: Analisis por citometria de flujo de un experimento representativo de la induccion de muerte celular para las
células no tratadas (control) (A) y tratadas con camptotecina (B), 1.3 (C), IV.7 (D) y IV.14 (E). En el eje de abscisas se

representa la fluorescencia debida al ioduro de propidio en escala logaritmica y en el eje de ordenadas los eventos.

La tabla 12 y la figura 187 muestran el porcentaje de células muertas inducido por los
compuestos seleccionados a diferentes concentraciones de compuesto y 24 horas de

tratamiento.

Tabla 12: Porcentaje de muerte celular inducido por tratamiento de células MCF-7 con los compuestos indicados a
diferentes concentraciones y 24 horas de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) con

respecto a las células sin tratar (control). * = diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con respecto a las

células sin tratar (control). La camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control positivo.

MUERTE CELULAR (%)

Control 1.3 V.7 IV.14 | Camptotecina
1uM 6+2 31 4+1 31 i 17**+1
5uM 9+2 14* + 2 14 +4 16** + 2 : 13*+2
10 pM 10 +3 26 +7 30% +7 74| 194 +1
15 uM 5+4 24** +7 25** + 6 T7** +2 i 21** + 4
20 uM 9+1 23** +2 31**+1 88** +7 : 18** +1
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8 10 g 7 / / %
R — Figura 187 : Porcentaje de muerte celular inducido por

) tratamiento de células MCF-7 con los compuestos
[ Camptotecina
indicados a diferentes concentraciones y 24 horas de
tratamiento. Los resultados se expresan como media +
SD de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy

significativa (p<0,01) con respecto a las células sin tratar

Células muertas (%)

(control). * = diferencia estadisticamente significativa

(p<0,05) con respecto a las células sin tratar (control). La

camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control

1M 5uM 10uM 15uM 20uM c

positivo.

Se observa que los 3 compuestos evaluados inducen muerte celular dependiente de la
concentracioén, ya que a medida que aumentamos la concentracion de compuesto el porcentaje
de muerte celular aumenta. En el caso de los derivados 1.3 y IV.7 llega un punto en el cual
aunque la concentracion de compuesto aumente no se induce mas muerte celular y, en
consecuencia, el porcentaje de muerte celular permanece constante. Por el contrario, en
presencia del derivado 1V.14, sigue aumentando el porcentaje de muerte celular inducido
alcanzando valores en torno al 90 % de células muertas a una concentraciéon 20 uM, lo que

demuestra que es un potente inductor de muerte celular.

4.3 ESTUDIOS DE MUERTE CELULAR EN PRESENCIA DE Z-VA D-FMK

Se han realizado estudios para determinar la muerte celular en presencia de un inhibidor
general de caspasas, Z-VAD-FMK. La concentracién de inhibidor utilizada en los ensayos ha
sido de 25 uM y los ensayos se han realizado a una concentracion de compuesto de 10 uM
durante 24 horas. En la figura 188 aparece el resultado obtenido en uno de los experimentos

en ausencia (1) y en presencia (2) de Z-VAD-FMK.
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Figura 188: Andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo de la induccion de muerte celular en
ausencia (1) y en presencia (2) de Z-VAD-FMK para las células no tratadas (control) (A) y tratadas con camptotecina
(B), 1.3 (C), IV.7 (D) y IV.14 (E). En el eje de abscisas se representa la fluorescencia debida al ioduro de propidio en

escala logaritmica y en el eje de ordenadas los eventos.

La figura 189 muestra el porcentaje de muerte celular inducido por los compuestos (10 uM) tras

24 horas de tratamiento en presencia y ausencia del inhibidor general de caspasas Z-VAD-
FMK (25 uM).

MUERTE CELULAR 50

I Control
COMPUESTO (%) [ Camptotecina
- 13
40 4 1.3 + Z-VAD-FMK o
Control 7T£2 = Iv.7
S IV.7 + Z-VAD-FMK
1.3 26*+9 ) V.14
£ 7 IV.14 + Z-VAD-FMK
1.3 + Z-VAD-FMK 23** £ 2 g
V.7 317 +9 E
& 20
IV.7 + Z-VAD-FMK 28**+5 E
‘©
V.14 26"+ 3 © .l
IV.14 + Z-VAD-FMK 24** + 4
[ Camptotecina | 18 +1 B o

Figura 189: Porcentaje de muerte celular inducido por tratamiento de células MCF-7 con los compuestos indicados (10
UM) tras 24 horas de tratamiento en presencia y ausencia de Z-VAD-FMK. Los resultados se expresan como media +
SD de tres experimentos independientes realizados por duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa

(p<0,01) con respecto a las células sin tratar (control). * = diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con

respecto a las células sin tratar (control). La camptotecina (25 uM) se ha utilizado como control positivo.

Los resultados obtenidos reflejan que los 3 compuestos testados producen muerte celular
dependiente del tiempo tratamiento y de la concentraciébn de compuesto. Ademas, sigue
produciéndose muerte celular en presencia del inhibidor general de caspasas Z-VAD-FMK.
Estos resultados parecen indicar que la muerte celular se produce de una forma programada y

gue las caspasas no estan implicadas en el proceso de muerte celular, ya que los niveles de
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muerte celular obtenidos en presencia del inhibidor son muy similares a los obtenidos en

ausencia de éste.

5. ALTERACION DEL CICLO CELULAR

Se conoce que varios compuestos quimioterapicos, entre ellos la camptotecina y varios
derivados de selenio, alteran el ciclo celular en alguna de sus fases, siendo éste uno de sus
principales mecanismos de accién. Se ha determinado, mediante citometria de flujo, la
capacidad de los compuestos seleccionados de afectar al ciclo celular en la linea celular MCF-
7 después de 4, 12 y 24 horas de tratamiento. La camptotecina se ha utilizado como control

positivo en los ensayos realizados a una concentracién 25 uM.

En la figura 190 aparece el resultado obtenido en uno de los experimentos representativos del

analisis del ciclo celular realizado a 24 horas y una concentracion de los compuestos 10 uM.

A) B) C) D) E)

Figura 190: Andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo del andlisis del ciclo celular para las
células no tratadas (control) (A) y tratadas con camptotecina (B), 1.3 (C), IV.7 (D) y IV.14 (E). En el eje de abscisas se

representa la flourescencia debida al ioduro de propidio en escala logaritmica y en el eje de ordenadas los eventos.

La tabla 13 y la figura 191 muestran los valores obtenidos en las diferentes etapas del ciclo

celular.
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Figura 191: Porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular tras 4, 12 y 24 horas de tratamiento con los

compuestos. Los resultados se expresan como media + SD de tres experimentos independientes realizados por

duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) con respecto a las células sin tratar (control). La

camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control positivo.

Tabla 13: Porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular tras 4, 12 y 24 horas de tratamiento con los

compuestos. Los resultados se expresan como media + SD de tres experimentos independientes realizados por

duplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) con respecto a las células sin tratar (control). La

camptotecina (25 pM) se ha utilizado como control positivo.

COMPUESTO TIEMPO SubG;, Go/G, S G,/M

4 h 6+1 49+5 19+4 22+5

Control 12 h 2+1 57+2 174 22+4

24 h 3+x1 52+6 12+2 32+8

4 h 4+2 50+3 18+2 24 £5

1.3 12 h 2+1 55+2 19+1 23+3

24 h 3+x1 53+7 111 302

4 h 4+1 46 £3 17+1 28+3

V.7 12 h 2+1 55+2 172 26+5

24 h 3+x1 47 +8 12+1 352

4 h 4+1 52+4 23+4 21+6

V.14 12 h 2+1 56+1 18+1 262

24 h 312 48 £4 161 355
| an | ser P 1851 2325

Camptotecina 12h 3+l 50+1 16 +2 20+5

24 h 3+ 1 58+1 15+2 205
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Se puede observar que los compuestos no producen modificaciones significativas en ninguna

de las etapas del ciclo celular obteniéndose datos muy similares a los del control.

6. EVALUACION DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS COMPUE STOS
EN LA MUERTE CELULAR

Como ha quedado reflejado en el apartado 4 los tres derivados evaluados (1.3, IV.7 y 1V.14)
producen muerte celular dependiente de la concentracién y del tiempo de tratamiento, por lo
que se han realizado estudios para determinar qué proteinas estan implicadas en la muerte

celular y poder conocer la posible via de accion de los compuestos.

6.1 REGULACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION DE PI3K/ AKT Y MAPK DE LAS
CELULAS EN CONDICIONES NORMALES

AKT esta implicada en muchas de las vias de sefializacién que controlan el crecimiento y la
supervivencia celular (Wendel, H.G., 2004; Hwang, S.O., 2009).
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Figura 192: Cascada se sefializacién de PI3K/AKT. Imagen tomada
de:http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Cell-and-Tissue-Analysis/Signaling-

Pathways/Akt.html
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La activacion de esta proteina, mediante fosforilacidn, se ha visto que inhibe la apoptosis por
inactivacion de proteinas pro-apoptéticas como Bad (Sun, X., 2008) promoviendo la
supervivencia (Lee, J.E., 2011). Por otro lado, la activacion de ERK es necesaria para la
proliferacion y diferenciacién celular (Chambard, J.C., 2007), activacion que se lleva a cabo por
fosforilacion de sus dos residuos de tirosina y treonina. Inhibidores de la ruta de sefializacion
de ERK estan actualmente en ensayos clinicos como potentes agentes antitumorales, ya que
una activacion de ERK trae consigo un descenso en la apoptosis (Nakata, K., 2011). El proceso
apoptotico esta regulado también por JNK. La activacién de JNK por fosforilacion esta asociada
con induccion de apoptosis (Cross, T.G., 2000) aunque también se ha observado un
incremento en la supervivencia celular y una alteracién en la proliferacién. La activacién de JNK
trae consigo un gran numero de alteraciones genéticas y, en consecuencia, sus implicaciones

en el desarrollo del cancer son complejas (Karin, M., 2005; Weston, C.R., 2007).

Growrth factors, mitogens,
antigen receptons,
GACR activation

Stress,

Inflammatory cytolones,
Ipopatyscchanide

FASL UV, eic.

o= @E‘_ﬁf—"_'f'f_jz wmaok Teol? | [arsst  [Faa v

1/ \M

ﬁ’

factors b

i | [l cron | il e A [
: M

[erwe] [cns | [crenedl

Cytakine pradction, apoptosis,
—__©  migation, peoliferation, differentlation

Figura 193: Cascada de sefializacion de MAPK. Imagen tomada de: Jeffrey, K.L., Camps, M., Rommel, C., Mackay,

C.R. Targeting-dual specificity phosphatases: manipulating MAPK kinase signaling and immune responses. Nature
Reviews Drug Discovery; 6:391-403, 2007.
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6.2 AFECTACION DE LAS VIAS DE SENALIZACION PI3K/AKT , SAPK/JNK Y MAPK EN LA
LINEA CELULAR MCF-7 TRAS UN TRATAMIENTO CON LOS COM PUESTOS

Se han realizado estudios para determinar la fosforilacion de las proteinas AKT, JNK y ERK en
células MCF-7 después de un tratamiento de 24 horas con los compuestos a diferentes

concentraciones (2,5 y 5 uM).
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Figura 194: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas AKT, JNK y ERK en células MCF-7 tras un

tratamiento con los compuestos de 24 horas a dos concentraciones.

Como se puede apreciar en la figura 194, en células tratadas con los derivados 1.3 y IV.7 no
aparecen cambios en los niveles de fosforilacién de las proteinas ensayadas con respecto al
control. Sin embargo, para las células tratadas con el compuesto 1V.14 se aprecian cambios en
los niveles de fosforilacion de las proteinas a una concentracion 5 uM. Se observa un aumento
de los niveles de fosforilacion de AKT y JNK mientras que los niveles de fosforilacion de ERK
no parecen alterados o lo hacen levemente. Con estos resultados, se ha continuado ensayando

mas proteinas para poder determinar el posible mecanismo de accion del compuesto 1V.14.

6.3 ANALISIS DE LA MODIFICACION DE LAS VIAS DE SENA LIZACION EN LA LINEA
CELULAR MCF-7 POR EL DERIVADO 1V.14

Se ha determinado la fosforilaciéon de diferentes proteinas implicadas en distintas vias de
sefializacion al tratar las células con diferentes concentraciones del compuesto V.14 durante
24 horas. Ademas de la actividad de AKT, JNK y ERK, que ya habian sido testadas

previamente, se ha evaluado la actividad de proteinas como PARP, p38 MAPK y S6 ribosomal.
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PARP es una familia de proteinas implicadas en la reparacién del DNA (Satoh, M.S., 2002) y
en la muerte celular (Soldani, C., 2002). PARP-1 puede ser anclada por las caspasas
produciendo la separacion de dos dominios cataliticos, C-terminal y N-terminal, sirviendo el
dominio catalitico C-terminal (89 kDa) (cleaved PARP) como marcador de apoptosis
dependiente de caspasas, ya que el anclaje de PARP-1 a las caspasas produce su inactivacion
(Scovassi, A.l., 1998,1999; Sodhi, R.K., 2010). En la figura 195 se puede observar que para las
células tratadas con el derivado 1V.14 la cantidad de PARP disminuye con respecto al control v,
ademas, no aparece el anclaje de PARP (89 kDa), mientras que para las células tratadas con
camptotecina (10 y 25 uM) y paclitaxel (35 uM), usados como control positivo, si que aparece.
Esto refuerza la idea de que las caspasas no estan implicadas en la muerte celular observada

por el compuesto IV.14.

V.14 Campt.  Paclit

confrol 5 10 10 25 35 (pM)

150 kDa-
et =5 — PARP{113kDa)
100kDa-
4 s wows |[4— Cleavaged PARP (89 kDa)
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Figura 195: Niveles de fosforilacién encontrados para la proteina PARP en células MCF-7 tras un tratamiento de 24

horas con el compuesto 1V.14 (5y 10 uM) y los controles positivos camptotecina (10 y 25 uM) y paclitaxel (35 uM).

El aumento en los niveles de fosforilacion de JNK (figura 196) estaria justificado, ya que su
activacion es requerida para la induccion de apoptosis en MCF-7 (Rotem-Dai, N., 2009). La via
de sefializacion de ERK no aparece afectada ya que la disminucién en los niveles de
fosforilacion es inexistente o leve. Una actividad de ERK estaria asociada con inhibicion de
apoptosis (Cross, T.G., 2000). Ademas, la activacion de ERK induce la fosforilacién de elF4E
(factor 4E de iniciacion a la traduccién) incrementando la traducciéon (Waskiewicz, A.J., 1999;
Chambard, J.C., 2007). La via de sefalizacion de p38 MAPK no parece afectada o lo hace
levemente. Esta cascada regula moiltiples procesos celulares como la proliferacion, la
supervivencia, la apoptosis y la regulacion de la traduccion (Wang, X., 1998; Takeda, K., 2002;
Hsieh, C.C., 2004; Lee, K.H., 2009; Ohsawa., R., 2010).

Puesto que en la figura 196 se observa un aumento en los niveles de fosforilacion de AKT y
una disminucion acusada en los niveles de fosforilacion de S6 ribosomal, se han testado
proteinas directamente implicadas en la actividad de AKT como PDK-1, GSK-33 y TSC-2. Se
puede observar (figura 197) que no se producen cambios en los niveles de fosforilacion de
PDK-1 y GSK-3f3 mientras que si se aprecia una disminucién en la fosforilacion de TSC-2. La

tuberina es un producto formado por el gen supresor de tumores TSC-2 y un importante
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regulador de la proliferacién celular y del desarrollo tumoral (Soucek, T., 1998; Han, J.M., 2011)
y su actividad puede ser regulada por las principales cascadas de sefializacibn como
PISK/AKT, ERK y MAPK (Han, J.M., 2011). Esta disminucion en los niveles de fosforilacion de
TSC-2 es un indicador de que TSC-2 esta activa. Cuando AKT esta activa puede fosforilar
TSC-2 inactivandola (Inoki, K., 2002; Han, J.M., 2011), por lo que la disminucién en la
fosforilacion observada en TSC-2 indica que la proteina esta activa y, por lo tanto, puede ser

debido a que AKT esta inactiva.
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Figura 196: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas PARP, AKT, JNK, ERK p38 MAPK y s6 ribosomal

en células MCF-7 tras un tratamiento de 24 horas con el compuesto V.14 a diferentes concentraciones.

En la bibliografia consultada aparece una publicacion en la cual un potente inhibidor de AKT, A-
443654, induce una rapida fosforilacion de AKT en la serina-473 inhibiendo la fosforilacion de
GSK-3B, m-TOR y TSC-2, substratos de AKT, de forma dependiente de la concentracion y del
tiempo. Se demuestra también una inactivacion de S6 ribosomal en la serina 235/236 en
células MCF-7 (Han, E.K.H., 2007), por lo que aunque los niveles de fosforilacion aumentan,
AKT no esta activa. En nuestro caso, se ha observado un aumento en los niveles de
fosforilacion de AKT, pero ¢(AKT esta activa? Si AKT esta activa fosforilaria a GSK-33 (Kwon,
0., 2008) y TSC-2 inactivandolas y esto no ocurre, ya que en GSK-3B no se observa un
aumento en la fosforilacion y en TSC-2 hay una disminucién (figura 197). PDK-1 fosforila

directamente AKT (Toker, A., 2000; Heo, S.R., 2009) activandola. Los niveles de fosforilacion
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de PDK-1 indican que la actividad de esta proteina no esta alterada, por lo que el compuesto
IV.14 podria modificar la cascada de sefializacion a nivel de AKT y no antes. La inactivacion de
AKT corroboraria el hecho de que TSC-2 esté activo y S6 ribosomal inactivo como indica la

disminucién en los niveles de fosforilacion de ambas proteinas.
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Figura 197: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas PDK1, GSK-38, TSC-2 en células MCF-7 tras un
tratamiento de 24 horas con el compuesto V.14 a diferentes concentraciones.

S6 ribosomal estd implicado directamente en la proliferacion y supervivencia celular y en la
sintesis de proteinas (Fenton, T.R., 2011). Numerosos estudios muestran una relacién entre la
fosforilacién de S6 ribosomal y una iniciacion de la sintesis de proteinas seguida de estimulos
nutricionales o mitégenos, lo que demuestra que la fosforilacién de S6 ribosomal es requisito
indispensable para la regulacion de la sintesis proteica (Li, Y., 2007; Meyuhas, O., 2009). La
disminucién en los niveles de fosforilacion de S6 ribosomal implica una menor sintesis de
proteinas y una menor supervivencia celular, lo que esta justificado ya que el derivado V.14
produce muerte celular. Por otro lado, la activacién de TSC-2, gen supresor de tumores, hace

plantearse acerca de que el compuesto pueda activar TSC-2 frenando el crecimiento tumoral.
Con todos estos resultados obtenidos, la via de sefalizacién por la que podria actuar el

derivado 1V.14 seria PI3SK/AKT (figura 198) y lo podria hacer inactivando AKT y en

consecuencia S6 ribosomal y activando en gen supresor de tumores, TSC-2.
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Figura 198: Posible via de accién por la que podria actuar el derivado 1V.14.

7. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE MIGRACION CELUL AR

La capacidad de migracién celular se ha determinado mediante la técnica de Wound Healing
en las lineas celulares tumorales de mama MCF-7, ya que los demas estudios se han realizado
en esta linea, y MDA-MB-231. A continuacidon aparecen dos fotografias tomadas por el

microscopio invertido con un objetivo 10x para las dos lineas.

A)

e : 3 .
0L ls 8

2 1
J XA

Figura 199: Iméagenes tomadas por el microscopio invertido para las células MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B).
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Se ha pensado en evaluar la capacidad de migracion de los derivados sintetizados en las dos
lineas celulares pero, haciendo estudios con las células control (sin afiadir compuesto), se ha
visto que las células MCF-7 no tienen una capacidad de migracion muy elevada vy, por
consiguiente, su movilidad no es lo suficientemente grande como para cicatrizar la herida por
completo después de 20 horas. Debido a ello, se considera dificil evaluar la capacidad de los
compuestos para inhibir la migracién celular en MCF-7. En la figura 200 aparecen las imagenes
tomadas por el microscopio invertido, en uno de los experimentos representativos realizados
para el control, recién hecha la herida y 20 horas después. Se puede observar que para las
células MCF-7 hay superficie no cubierta por células (imagen B) mientras que para las células
MDA-MB-231 la superficie esta cubierta casi en su totalidad por células, cerrando la herida

(imagen D).

A)

Figura 200: Iméagenes tomadas por el microscopio para las células control MCF-7 después de realizar la herida (A) y
pasadas 20 horas (B) y para las células control MDA-MB-231después de realizar la herida (C) y pasadas 20 horas (D).

Al comparar las células control de la linea celular MDA-MB-231 con las células control de la
linea celular MCF-7, se ha visto que mientras las células MDA-MB-231 cicatrizan la herida casi
por completo (97 %) a las 20 horas, las células MCF-7 lo hacen en un 63 %. Ademas, la
velocidad de cicatrizacién es muy diferente para las lineas celulares ensayadas, ya que a las
10 horas, las células MCF-7 han cicatrizado la herida en un 26 % mientras que las células
MDA-MB-231 lo han hecho en un 86 %. La figura 201 muestra los datos obtenidos para las
células control en las dos lineas celulares.
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COMPARACION DE LAS CELULAS CONTROL

100
T
pry
ot 80 -
1}
% CICATRIZACION
LINEA
s 69 1 DE LA HERIDA (%)
S CELULAR | .~ "
= 10 horas 20 horas
240 -
[%]
5
E 20 - —— Control MCF-7
© — Control MDA-MB-234
0 T 1

a 10 20

Tiempo (horas)

Figura 201: Comparacion de la cicatrizacion de la herida en las células control MCF-7 y MDA-MB-231.

Numerosos estudios apuntan que las células MDA-MB-231 tienen un alto poder de migracion e
invasion (Navarro-Tito, N., 2008; Wang, L., 2010; Yodkeeree, S., 2010; Chen, S.J, 2011)
llegandolas a considerar como pro-metastasicas (Isbilen, B., 2006). Debido a ello, es una de las
lineas celulares méas usadas para llevar a cabo estudios de migracion e invasion celular. Por el
contrario, la linea celular MCF-7 es menos utilizada en este tipo de estudios ya que se

considera poco invasiva y no metastéasica (Torricelli, C., 2006).

7.1 ALTERACION EN LA MIGRACION CELULAR OBSERVADA PA RA LAS CELULAS
MDA-MB-231 TRATADAS CON EL DERIVADO 1.3

Se han tratado las células durante 24 horas con distintas concentraciones de compuesto 1.3:
0,1, 0,25, 0,5, 1 y 2 uM. A continuacion, aparecen las imagenes tomadas por el microscopio
invertido, en uno de los experimentos representativos realizados, recién hecha la herida y 20

horas después, en las células control y las tratadas con el derivado a una concentracién 2 uM.

A) B)
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C)

Figura 202: Imagenes tomadas por el microscopio para las células control después de realizar la herida (A) y pasadas
20 horas (B) y para las células tratadas con una concentracion 2 pM del derivado 1.3 tras realizar la herida (C) y
pasadas 20 horas (D).

La figura 203 muestra que el compuesto 1.3 es capaz de inhibir la cicatrizacion de la herida
reduciendo el cierre de ésta entre un 25 y un 30 % para las concentraciones mas altas (2,1 y
0,5 uM). Se observa que a concentraciones bajas la cicatrizacion de la herida se produce casi
por completo obteniéndose resultados semejantes a los del control. Ademas, el porcentaje de
cicatrizacion de la herida varia s6lo un 5 % cuando disminuimos 4 veces la concentracion de

compuesto (de 2 a 0,5 uM), por lo que se puede apreciar efecto a dosis nanomolares (nM).
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97 +2

Figura 203: Porcentaje de cicatrizacion de la herida obtenido a diferentes concentraciones del derivado 1.3 y 24 horas
de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de dos experimentos independientes realizados por

cuaduplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) respecto al control.

7.2 ALTERACION EN LA MIGRACION CELULAR OBSERVADA PA RA LAS CELULAS
MDA-MB-231 TRATADAS CON EL DERIVADO IV.7

Se han tratado las células durante 24 horas con distintas concentraciones de compuesto: 0,1,

0,25, 0,5, 1 y 2 uM. A continuacién, aparecen las imagenes tomadas por el microscopio
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invertido, en uno de los experimentos representativos realizados, recién hecha la herida y 20

horas después, en las células control y las tratadas a una concentracion 2 uM.

A) B)

Figura 204: Imégenes tomadas por el microscopio para las células control después de realizar la herida (A) y pasadas
20 horas (B) y para las células tratadas con una concentracion 2 pM del derivado V.7 tras realizar la herida (C) y
pasadas 20 horas (D).
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Figura 205: Porcentaje de cicatrizacion de la herida obtenido a diferentes concentraciones del derivado V.7 y 24 horas
de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de dos experimentos independientes realizados por
cuaduplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) respecto al control; * = diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) respecto al control.
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La figura 205 muestra que el derivado IV.7 reduce la cicatrizacion de la herida en un 24 % a la
concentraciéon mas alta (2 uM) y conforme se va reduciendo la concentracion de compuesto el

porcentaje de cicatrizacion de la herida va siendo mayor y mas parecido al control.

7.3 ALTERACION EN LA MIGRACION CELULAR OBSERVADA PA RA LAS CELULAS
MDA-MB-231 TRATADAS CON EL DERIVADO 1V.14

Se han tratado las células durante 24 horas con distintas concentraciones de compuesto IV.14:
0,1, 0,25, 0,5, 1 y 2 uM. A continuacién, aparecen las imagenes tomadas por el microscopio
invertido, en uno de los experimentos representativos realizados, recién hecha la herida y 20

horas después en las células control y las tratadas a una concentracion 2 uM.

A) B)

Figura 206: Iméagenes tomadas por el microscopio para las células control después de realizar la herida (A) y pasadas
20 horas (B) y para las células tratadas con una concentracion 2 pM del derivado 1V.14 tras realizar la herida (C) y
pasadas 20 horas (D).

La figura 207 muestra que el derivado V.14 inhibe la cicatrizacién de la herida entorno a un 30
% a una concentraciéon 2 uUM. Se observa que a la dosis mas baja evaluada (0,1 uM) la herida
cierra un 18 % menos, no llegandose asi a alcanzar los valores mostrados por el control. Esto

hace del derivado IV.14 el mas activo de los 3 evaluados.
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Figura 207: Porcentaje de cicatrizacion de la herida obtenido a diferentes concentraciones del derivado V.14 y 24
horas de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de dos experimentos independientes realizados

por cuaduplicado. ** = diferencia estadisticamente muy significativa (p<0,01) respecto al control.

7.4 TEST DE VIABILIDAD/TOXICIDAD CELULAR

Para corroborar los resultados obtenidos se ha realizado un test de viabilidad celular. Las
células MDA-MB-231 se han marcado con una solucion de calceina-AM y etidio 1-homodimero
hasta una concentracion final de 2 pg/mL. La calceina-AM va a penetrar en células vivas
emitiendo luz fluorescente verde. Por el contrario, el etidio 1-homodimero actuara
exclusivamente en células muertas emitiendo luz flourescente roja. A continuacion, se
presentan las imagenes tomadas por el microscopio de fluorescencia en uno de los
experimentos representativos realizados para el control y los 3 compuestos a 24 horas de

tratamiento y una concentracion 2 pM.
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Figura 208: Fotos tomadas por el microscopio de fluorescencia tras 24 horas para el control (A) y los compuestos
testados (1.3 (B), IV.7 (C) y IV.14 (D)) a una concentracion 2 uM. El color verde indica células vivas y el color rojo

células muertas.

La figura 209 muestra el porcentaje de células vivas y muertas obtenido tras 24 horas de

tratamiento con los compuestos a una concentracion 2 uM.
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Figura 209: Porcentaje de células vivas y muertas obtenido para el control y los compuestos a una concentracion 2 pM
tras 24 horas de tratamiento. Los resultados se expresan como media + SD de dos experimentos independientes

realizados por cuaduplicado.

Se observa que el porcentaje de células vivas y muertas para los compuestos evaluados, a una
concentracién 2 uM tras un tratamiento de 24 horas, es similar al obtenido para las células
control. Por lo tanto, a la mayor concentracion utilizada en los ensayos (2 uM) la mayoria de las
células estan vivas. Con estos resultados, se elimina la posibilidad de que las células no cierren
la herida porque estén muertas en vez de porque inhiban la migracion celular. Sin embargo,
descartado el efecto citotoxico de los compuestos, cabe la posibilidad de que los derivados
inhiban la proliferacion celular en el tiempo que dura el experimento (20 horas). Para ello, se
tendrian que realizar estudios adicionales y determinar los parametros de Glso y TGl en células

MDA-MB-231 tras un tratamiento de 24 horas con los compuestos.
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8. EVALUACION DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCION DE LO S
COMPUESTOS EN LA MIGRACION CELULAR

Los compuestos lideres han sido evaluados para comprobar su implicacién de una de las vias
de sefializaciéon de la migracion celular. La via de sefializacion elegida ha sido la ruta de las
integrinas. Unas de las proteinas implicadas en esta via son FAK y SRC por lo que, mediante
ensayos de Western Blot, se ha determinado la actividad de estas proteinas en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231 tras el tratamiento con los compuestos.

8.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FAK Y SRC EN L A LINEA CELULAR MCF-7
TRAS UN TRATAMIENTO CON LOS COMPUESTOS

A continuacion, aparecen los niveles de actividad encontrados para las proteinas FAK y SRC

en las células MCF-7 para el control y las células tratadas con los compuestos a una

concentracién 1 uM tras 24 horas de tratamiento.
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Figura 210: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas FAK y SRC en las células MCF-7 para el control y

los compuestos tras 24 horas de tratamiento a una concentraciéon 1 pM.

En la figura 210 se observa que no aparecen cambios en los niveles de autofosforilacion de
FAK (Y397) y SRC (Y861) ni en los niveles de fosforilacion de FAK (Y861). Los niveles totales
de las proteinas permanecen también inalterados. Con estos resultados se descarta por

completo la implicacién de FAK y SRC en la inhibicion de la migracion.

289



Resultados y Discusion: Actividad Biologica

8.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FAK Y SRC EN L A LINEA CELULAR MDA-
MB-231 TRAS UN TRATAMIENTO CON LOS COMPUESTOS

A continuacién, aparecen los niveles de actividad encontrados para las proteinas FAK y SRC
en las células MDA-MB-231 para el control y las células tratadas con los compuestos a una

concentraciéon 1 uM y 24 horas de tratamiento.
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Figura 211: Niveles de fosforilacién encontrados para las proteinas FAK y SRC en las células MDA-MB-231 para el

control y los compuestos tras 24 horas de tratamiento a una concentraciéon 1 pM.

En la figura 211 se observa que no aparecen cambios en los niveles totales y de fosforilacion
de FAK y SRC para un tratamiento con los compuestos de 1 uM y 24 horas. Con el derivado
IV.14, el mas activo en las pruebas de migracion, se han realizado estudios a diferentes
concentraciones (0,5, 1 y 2 uM) durante 24 horas. Se ha aumentado la concentracion hasta 2
MM porque se conoce que a esta concentracion no hay muerte celular y los cambios en los
niveles de fosforilacién de las proteinas puede que se aprecien mejor. Los datos obtenidos
(figura 212) muestran que no hay alteraciones en los niveles de fosforilacion de las proteinas
tras el tratamiento con el compuesto a diferentes concentraciones, por lo que queda descartado
gue los compuestos lideres, aunque se ha visto que inhiben la migracién celular, lo hagan a

través de las proteinas FAK y SRC.
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Figura 212: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas FAK y SRC en las células MDA-MB-231 para el
control y el compuesto V.14 tras 24 horas de tratamiento a una concentracion 0,5, 1y 2 uM.

8.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AKT Y S6 RIBOS OMAL EN LA LINEA
CELULAR MDA-MB-231 TRAS UN TRATAMIENTO CON EL DERIV ADO V.14

Dado que para la linea celular MCF-7 se ha observado un cambio en la actividad de las
proteinas AKT y S6 ribosomal al tratar las células con el compuesto 1V.14, se han realizado
estudios para determinar si la inhibicion de estas proteinas esta implicada en la inhibiciéon de la

migracion celular observada para el compuesto IV.14 en la linea celular MDA-MB-231.

Numerosas referencias apuntan a una implicacion directa de AKT y S6 ribosomal en la
migracién e invasion celular. Se ha observado que un aumento en los niveles de fosforilacién
de AKT produce una inhibicién de la proliferacion celular y de la movilidad celular en células
MDA-MB-231 (Wang, W., 2011; Sophocleous, A., 2011). Estudios recientes han descubierto un
inhibidor de la proliferacion celular y la migracion en células MDA-MB-231 que actla
disminuyendo la actividad de las proteinas implicadas en la via de sefializacién PI3K/AKT
(Shanmugaraj, S., 2010). Ademas, una inhibicidon en los niveles de AKT1 es suficiente para
afectar a la migracion e invasion celular en células de cancer de ovario OVCAR-3 (Meng, Q.,
2006) y, al mismo tiempo, es necesario una actividad en la proteina p70S6K1, localizada en la
ruta de sefalizacion PI3K/AKT, para la migracién e invasién de estas células. La figura 213
muestra que no hay cambios en los niveles de fosforilacién de las proteinas estudiadas al
comparar el control con las células tratadas con el compuesto V.14, por lo que se descarta que
las proteinas AKT y S6 ribosomal estén implicadas en la inhibicion de la migracion observada

con anterioridad.
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Figura 213: Niveles de fosforilacion encontrados para las proteinas AKT y S6 ribosomal en las células MDA-MB-231
para el control y el compuesto 1V.14 tras 24 horas de tratamiento a una concentracion 0,5, 1y 2 uM.

Alcanzados los objetivos planteados en esta Memoria y a la vista de los resultados obtenidos,
se pretende continuar con la evaluacion bioldgica de los compuestos lideres para determinar su
posible mecanismo de accién y descifrar las vias de sefializacion implicadas en la muerte
celular y en la inhibicion de la migracion observada en las células tras el tratamiento con los
mismos. Ademas, el estudio en profundidad del mecanismo implicado en la inhibicion de la

migracion celular puede permitir el avance hacia nuevos farmacos antimetastaticos.

Se ha observado una heterogeneidad en la actividad biolégica de los compuestos testados. Los
datos reflejan que estos derivados de selenio no siempre se muestran mas activos que sus
homoélogos de azufre, de ahi que nuestro grupo de investigacion se plantee seguir
introduciendo estos dos heretoatomos en las nuevas moléculas a sintetizar. Por otra parte,
queda elucidar el mejor comportamiento de los nucleos centrales, pirido[2,3-d]pirimidina o

quinazolina, asi como otras posibilidades de heterociclo.

La experiencia de nuestro grupo investigador con anillos biciclicos abre una luz hacia nuevas
rutas sintéticas modulando las estructuras de pirido[2,3-d]pirimidina y quinazolina (figura 214).

Se pretende hacer modificaciones estructurales para valorar el efecto de la:

- simetria: sintetizando nuevos derivados de pirido[2,3-d]piridazina o ftalazina para
explorar la importancia que la posicion de los heteroatomos y de los sustituyentes
tienen en el nucleo central.

- densidad electronica: sintetizando nuevos derivados de pirrol para determinar si la

actividad bioldgica mejora al sustituir sistemas 1 deficientes por T excedentes.
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La figura 214 esquematiza la modulacion de las nuevas estructuras:
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Figura 214: Variaciones planteadas para los nlcleos de pirido[2,3-d]pirimidina y quinazolina en trabajos futuros.

En conclusidn, la informacion aportada por este trabajo ha supuesto un paso mas en el todavia

abierto camino hacia la obtencién de nuevos antitumorales mas potentes y seguros.
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Conclusiones

Como consecuencia de la experimentacion llevada a cabo y de la interpretacion de los

resultados obtenidos en este trabajo, pueden concluirse las siguientes proposiciones:

1. Para la sintesis de pirido[2,3-d]pirimidinas 2-seleno sustituidas por ciclacion con selenourea
no han resultado operativos los métodos sintéticos descritos para los homélogos azufrados, por

lo que ha sido necesario desarrollar métodos alternativos.

2. Se ha comprobado la menor reactividad de los derivados 2-selenados respecto de los 2-
azufrados a la hora de llevar a cabo sustituciones en la posicion 4 del anillo de pirido[2,3-
d]pirimidina. Este hecho se puede atribuir a que la mayor capacidad de electrodonacion del

selenio desactiva el anillo para la sustitucién nucledfila en la posicién 4.

3. También se pone de manifiesto la menor reactividad de los derivados de selenio empleados

para llevar a cabo la sustitucién de pirido[2,3-d]pirimidinas halogenadas en posicién 2.

4. La mayor capacidad de establecimiento de puentes de hidrégeno de los sustituyentes de las
posiciones 2 y 4 de los anillos de pirido[2,3-d]pirimidina y quinazolina incrementa la actividad
antiproliferativa. Asi, los derivados con grupos mercapto e hidroseleno muestran mayor

actividad que sus homalogos alquilados.

5. Los derivados de pirido[2,3-d]pirimidina y de quinazolina con sustituyentes 4-arilalquilamina
resultan mas activos que los correspondientes 4-aminoderivados, posiblemente debido a la
capacidad de los grupos sustituidos en el arilo de actuar como aceptores de puentes de

hidrégeno. Asi, aumenta la actividad en el sentido metilseleno, metiltio y metoxilo.

6. La actividad citotdxica y antiproliferativa in vitro mas potente la han mostrado los compuestos
sintetizados frente a las lineas celulares tumorales de préstata (PC-3), mama (MCF-7) y
pulmén (HTB-54). Asi, ocho de ellos poseen valores de IC5<10 uM en la linea tumoral de
préstata, trece muestran valores de Glso<10 uM en la linea tumoral de mama y en catorce de

ellos se observan valores de Gls0<10 uM en la linea tumoral de pulmén.

7. Algunos compuestos han mostrado un alto indice de selectividad en la inhibicion del
crecimiento celular al comparar su comportamiento frente a células tumorales y normales. Asi,
varios compuestos (lll.4, 111.18, V.1, IV.7 y IV.15) muestran alta selectividad por células
tumorales (MCF-7) frente a células no tumorales (184B5) de mama, presentando indices
terapéuticos entre 12 y 1.400. También, los compuestos .1 y IV.4 muestran selectividad
moderada por células tumorales (HTB-54) frente a células no tumorales (BEAS-2B) de pulmén,
con indices terapéuticos en torno a 5. Sin embargo, la mayoria de los compuestos presentan

parametros similares para ambos tipos de células.
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8. Los derivados 1.3 y IV.14 han resultado los compuestos mas potentes como antiproliferativos
en todas las lineas celulares tumorales ensayadas, mientras que el derivado IV.7 ha sido el
mas selectivo, de entre los compuestos mas activos, en la linea célular MCF-7. Por ello, se han

selecionados como lideres para profundizar en su conocimiento biolégico.

9. Los compuestos lideres (1.3, IV.7 y IV.14) inducen muerte celular en células MCF-7 de forma
dependiente de la concentracion y el tiempo de tratamiento. Ademas, esta muerte celular es
independiente de la activacion de caspasas y se produce sin modificaciones en la distribucion

del ciclo celular en los tiempos y concentraciones ensayadas.

10. El mecanismo de muerte celular inducido por los compuestos lideres 1.3 y IV.7 es
independiente de AKT, JNK y ERK, ya que no se han observado cambios en la fosforilacién de
dichas proteinas en células MCF-7. La cascada de sefializacion implicada en la muerte celular
inducida por el compuesto 1V.14 en células MCF-7 podria ser PI3K/AKT, ya que el compuesto
inactiva AKT provocando un descenso en la actividad de S6 ribosomal y una disminucion de la

sintesis proteica.

11. Los tres compuestos lideres seleccionados (1.3, IV.7 y IV.14) inhiben la migracion en
células MDA-MB-231 de forma dependiente de la concentracién. En este sentido, el compuesto
IV.14 se ha mostrado el mas potente inhibiendo la migracion celular en un 20 % a una
concentracién 100 nM. En esta inhibicion de la migracién no estan implicadas las proteinas
FAK, SRC, AKT y S6 ribosomal, ya que su fosforilacion no se ve afectada tras el tratamiento.
La actividad mostrada por estos derivados sugiere su potencial empleo como antimetastaticos

aunque, para ello, se requieren estudios adicionales.
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Conclusions

By means of detailed investigation and analysis of the ensuing results, the following conclusions

can be deduced:

1. In the synthesis of pyrido[2,3-d]pyrimidines 2-seleno, substituted by cyclation with
selenourea, the synthetic methods proposed for the sulfur analogs have not been successful,

hence the development of alternative methods has been necessary.

2. It has been confirmed that 2-seleno derivatives possess lower reactivity than 2-sulfur
derivatives for carrying out substitutions of position 4 in the pyrido[2,3-d]pyrimidine ring. This
phenomenon may occur because selenium has greater capacity for electrodonation and

deactivates the ring for the subsequent nucleophilic substitution at position 4.

3. Moreover, the lower reactivity of selenium derivatives has been confirmed by means of

attempted substitution of halogenated pyrido[2,3-d]pyrimidines in position 2.

4. The greater capacity of the substituents in positions 2 and 4 of the pyrido[2,3-d]pyrimidine
and quinazoline rings for forming H-bonds increases the antiproliferative activity of the
compounds. In this way, mercapto and hydroseleno groups in the scaffolds improve the activity

of the derivatives in comparison with the alkylated analogs.

5. Pyrido[2,3-d]pyrimidine and quinazoline derivatives with 4-arylalkylamine are more active
than the corresponding 4-amine derivatives due to the capacity of the aryl substituents to act as

H-bond acceptors. This activity increases in the direction methylseleno, methylthio and methoxi.

6. The most potent in vitro cytotoxic and antiproliferative activity by the synthesized compounds
has been shown against prostate (PC-3), breast (MCF-7) and lung (HTB-54) cancer cell lines. In
summary, eight compounds have values for IC5,<10 uM in prostate cancer cells, thirteen have
values for Glsp<10 uM in breast cancer cells and fourteen have values for Glsp<10 uM in lung

cancer cells.

7. Some derivatives have shown a high selectivity index for the inhibition of cellular growth
when their behavior is evaluated with tumoral versus normal cells. Five compounds (l11.4, 111.18,
IV.1, IV.7 and IV.15) show a high selectivity for breast tumoral cells (MCF-7) against non-
tumoral cells (184B5) with therapeutic indexes between 12 and 1,400. Moreover, compounds
I.1 and V.4 show a moderate selectivity for lung tumoral cells (HTB-54) against non-tumoral
cells (BEAS-2B) with therapeutic indexes around 5. However, most of the derivatives show

similar parameters in both cell lines.

8. The derivatives 1.3 and 1V.14 have demonstrated the most potent activity as antiproliferative

agents in all of the cell lines tested. Of the most potent derivatives, IV.7 has been the most
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selective in the MCF-7 cell line. As a result, these three derivatives have been chosen as lead

compounds for investigation of their mechanism of action.

9. The lead compounds (I.3, IV.7 and 1V.14) induce time and concentration-dependent cell
death in MCF-7 cells. Furthermore, this cell death is caspase-independent and is induced

without modifications of the cell cycle in the times and concentrations tested.

10. The mechanism of cell death induced by the lead compounds 1.3 and IV.7 is AKT, JNK and
ERK independent, since no changes have been observed in the levels of phosphorylation for
these proteins in MCF-7 cells upon treatment. The signaling pathway implicated in the cell
death observed in MCF-7 cells by compound 1V.14 may be PI3K/AKT, since AKT is inactivated
and a decrease in the activity of S6 ribosomal protein is observed upon, implying reduced

protein synthesis.

11. The three selected lead compounds (1.3, IV.7 and 1V.14) induce concentration-dependent
inhibition of the migration of MDA-MB-231 cells. Compound V.14 inhibits the migration of these
cells by 20 % at 100 nM concentration and is the most potent of the derivatives tested. In this
inhibition of migration, the kinases FAK, SRC, AKT and S6 ribosomal protein are not implicated
since the phosphorylation levels of these proteins are not affected following treatment. The
activity shown by these derivatives suggests their utility as antimetastatic agents, although

additional studies are required.
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1. RELACION DE PRODUCTOS SINTETIZADOS

1.1 DERIVADOS DE PIRIDOJ[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE |

COMPUESTO NOMBRE QUiMICO ESTRUCTURA
HN
4-bencilamino-2-metiltiopirido[2,3-
X
1.1 d]pirimidina o N
= /)\
N N SCHs
HN
2-metiltio-4-(4-
RN
1.2 metoxibencil)aminopirido[2,3-d]pirimidina o N OCHj
L o
N N SCHs
2-metiltio-4-(4- HN /\O\
1.3 metiltiobencil)aminopirido[2,3-d]pirimidina = RS N SCH;
(Hidrocloruro) )\
ZNNT HCI
N N SCH,
P NN
HN OH
4-(5-hidroxilpentil)Jamino-2-
%
.4 metiltiopirido[2,3-d]pirimidina o N
= =
N N SCHj
NH»
4-amino-2-mercaptopirido[2,3-d]pirimidina
1.5 . TSN
(Hidrocloruro) HCI
/ /L
N SH
NH,
4-amino-2-metiltiopirido[2,3-d]pirimidina
1.6 . NTUSN
(Hidroioduro) ‘HI
= /l\
N SCHjy
NH»
4-amino-2-pentiltiopirido[2,3-d]pirimidina
1.7 Y HI

(Hidroioduro)
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SH
1.8 2,4-dimercaptopirido[2,3-d]pirimidina N ~= N
7 N/I\SH
SCHj,
1.9 2,4-dimetiltiopirido[2,3-d]pirimidina | A \N HI
N/ N/)\SCHS
NN
.10 2,4-dipentiltiopirido[2,3-d]pirimidina N AN

N N/LS/\/’\/

1.2 DERIVADOS DE PIRIDOJ[2,3-d]PIRIMIDINA DE LA SERIE Il

COMPUESTO NOMBRE QUIMICO ESTRUCTURA

- . NCSe
1.1 Bencilisoselenocianato @/\

HN
4-bencilamino-2-hidroselenopirido[2,3- /\©
1.2 SN Xy

d]pirimidina |
= )\

NH»
4-amino-2-hidroselenopirido[2,3-d]pirimidina
1.3 . Y
(Hidrocloruro) ‘HCI
= =
N SeH
NH»
4-amino-2-metilselenopirido[2,3-d]pirimidina
1.4 - SNTRN
(Hidroioduro) -HI
= /)\
N N SeCHj

NH,

4-amino-2-pentilselenopirido[2,3-d]pirimidina
1.5 SNy I

(Hidroioduro)
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SeH
2,4-dihidroselenopirido[2,3-d]pirimidina
1.6 . AN
(Hidrocloruro) ‘HCI
& /L
N N SeH
SeCHj;
2,4-dimetilselenopirido[2,3-d]pirimidina
.7 N TSN
(Hidroioduro) | -HI
= /)\
N N SeCHs
/\\/\/
Se
1.8 2,4-dipentilselenopirido[2,3-d]pirimidina N XN

1.3 DERIVADOS DE QUINAZOLINA DE LA SERIE 1lI

COMPUESTO NOMBRE QUIMICO ESTRUCTURA

HN
.1 4-bencilamino-2-mercaptoquinazolina RSN N

A

N SH

2-mercapto-4-(4- HN /\Ej\
1.2 metoxibencil)aminoquinazolina RN N OCH,

(Hidrocloruro)

N/ SH ‘HCI
OH
1.3 4-hidroxi-2-metiltioquinazolina f N
/)\
N SCHs,
OH
1.4 4-hidroxi-2-pentiltioquinazolina =N
/J\ PN
N S
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4-fenilamino-2-metiltioquinazolina HN
.5 .
(Hidrocloruro) N \ HC
)\
N SCHs
HN
4-bencilamino-2-metiltioquinazolina
=
I11.6 (Hidrocloruro) N
)\ HCI
N SCH
4-(2-feniletil)amino-2-metiltioquinazolina HN
.7 (Hidrocloruro)
Y HCI
/I\
N SCHsy
HN
4-(3-fenilpropil)amino-2-metiltioquinazolina
1.8 . Ny
(Hidrocloruro) ‘HCI
/)\
N SCH;,
4-(4-fenilbutil)amino-2-metiltioquinazolina HI“»J/\/\/‘(j
1.9 (Hidrocloruro)
Y
-HCI
=
N SCHs,
2-metiltio-4-(4- HN
11.10 metoxibencil)aminoquinazolina SN N OCHs
(Hidrocloruro)
= ‘HCI
N SCH;
HN
4-(4-metiltiobencil)amino-2-
=
.11 metiltioquinazolina (Hidrocloruro) N SCH3
= ‘HCI
N SCH;
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HN
4-(4-metilselenobencil)amino-2-
=
.12 metiltioquinazolina N SeCHs
fl\
N SCHs,
HN
4-(4-metilselenobencil)amino-2- HI
N
.13 pentiltioquinazolina (Hidroioduro) N SeCHj
/)\ ,/\\/\/
N S
NN
HN OH
4-(5-hidroxipentil)amino-2-
=
I1.14 metiltioquinazolina (Hidrocloruro) N HCI
)\
N SCHs
] “HSeO,
HoN
Selenito de N-bencil-2-metiltioquinazolin-4-
11.15 amonio = N
Vl\
N SCH;
| “Hse0,
Selenito de N-(4-fenilbutil)-2- v /\/\/Q
HoN
.16 metiltioquinazolin-4-amonio §
N
)\
N SCH
HN
2-cloro-4-(4-
xn
.17 metilselenobencil)aminoquinazolina N SeCHj
Al
N Cl
NH,
4-amino-2-mercaptoquinazolina N
I1.18 (Hidrocloruro) N -HCI
Al
N SH

309



Anexos

NH-
11.19 4-amino-2-metiltioquinazolina =N
A
N SCH
NH»
11.20 4-amino-2-pentiltioquinazolina = N
/)\ PN N
N S
SH
.21 2,4-dimercaptoquinazolina (Hidrocloruro) = N
) -HCI
)\
N SH
SCHj
11.22 2,4-dimetiltioquinazolina (Hidroioduro) = N HI
/)\
N SCHs
NN
S
11.23 2,4-dipentiltioquinazolina = N
/J\ VNG N
N S
1.4 DERIVADOS DE QUINAZOLINA DE LA SERIE IV
COMPUESTO NOMBRE QUiMICO ESTRUCTURA
NCSe
V.1 4-metoxibencilisoselenocianato
HsCO
NCSe
V.2 4-metiltiobencilisoselenocianato
H;CS

HN /\O
V.3 4-bencilamino-2-hidroselenoquinazolina N

A

N SeH
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HN
2-hidroseleno-4-(4-
xn
V.4 metoxibencil)aminoquinazolina N OCHgs
PN
N SeH
HN
2-hidroseleno-4-(4-
xn
V.5 metiltiobencil)aminoquinazolina N SCH;3
PN
N SeH
HN
4-bencilamino-2-metilselenoquinazolina
%
V.6 (Hidroioduro) N HI
/)\
N SeCHj
HN
4-bencilamino-2-pentilselenoquinazolina
=% .
V.7 (Hidroioduro) N Hil
)\ /\\/\/
N Se
HN
2-metilseleno-4-(4-
=
V.8 metoxibencil)aminoquinazolina N OCH;
)\
N SeCH,
2-metilseleno-4-(4- HN HI
V.9 metiltiobencil)Jaminoquinazolina RS N SCH;
(Hidroioduro) )\
P
N SeCH,
-HI
HN
4-(4-metiltiobencil)amino-2-
V.10 pentilselenoquinazolina (Hidroioduro) =N SCH,
= /\/\/
N Se
NH,
V.11 4-amino-2-hidroselenoquinazolina S N
A
N SeH
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V.12

4-amino-2-metilselenoquinazolina

NH,

N

SeCH;

V.13

4-amino-2-pentilselenoquinazolina

V.14

2,4-dihidroselenoquinazolina

V.15

2,4-dimetilselenoquinazolina

V.16

2,4-dipentilselenoquinazolina
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