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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Hoy en México, las enfermedades crénico-degenerativas representan un enorme reto publico y
social. Una patologia que claramente ilustra esta probleméatica es el cancer, conjunto de
enfermedades neoplasicas de gran complejidad en su tratamiento y prondstico.! En el 2004, los
tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en nuestro pais, 61 248 personas fallecieron a
causa de ellos, representando un volumen de 12.9% del total de las defunciones registradas. 2
Varios métodos son utilizados para el tratamiento del cancer y un tercio de los pacientes son
curados con tratamientos locales —la cirugia o radioterapia- los cuales son bastante efectivos cuando
el tumor no ha presentado metastasis al tiempo de tratamiento. Sin embargo, en los casos restantes
que presentan metastasis (en distintos grados) se hace necesario el uso de quimioterapia,
inmunoterapia o la combinacion de ambas, en conjunto con la cirugia o la radioterapia, para un
tratamiento efectivo.

De igual manera, la quimioterapia es de suma importancia en el tratamiento, ya que es el Unico
medio efectivo para alcanzar de manera sistémica los 6rganos y tejidos afectados por esta
enfermedad. Es por ello que la busqueda por encontrar farmacos con actividad citotoxica selectiva,
tanto de origen natural como sintéticos, se ha convertido en el centro de los esfuerzos para el
tratamiento del cancer.3

Como parte de dichos esfuerzos, en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de
México, el grupo de investigacion del Doctor Roberto Martinez ha sintetizado una serie de derivados,
dentro de los cuales se encuentra la azetobenzazepina 1, la cual exhibe actividad citotdxica en

varias lineas celulares cancerosas.4

Tabla 1.- Valores de Clso de los compuestos 1y 2 para cada linea celular.

Linea Compuesto 1 Compuesto 2
celular Clso Clso
K-562 23.0£1.83 22.99+1.7
HCT-15 13.64+1.2 19.08+1.0

Este resultado suscitd las siguientes preguntas: (1) ;Qué tan importante es la cara del anillo
benzazepinico, donde se fusiona el anillo azetidinico, para la actividad citotoxica?, (2) ¢Qué tan

importante es la posicion en la cual esta unido el grupo metoxilo? Para responder estas preguntas
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se necesitaria, inicialmente, la sintesis y la evaluacién citotoxica de las series | y Il de los

compuestos. (Figura 1y 2)
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Figura 1.- Serie | de los compuestos azetobenzazepinicos.

Como resultado de esta exploracion se encuentra que la azetobenzazepina 2 también es activa.®
En el presente trabajo, la exploracion de la molécula 1 cambiando la posicion del nitrogeno de la
benzazepina de 1—2, generando la molécula 5, y haciendo el mismo cambio en la molécula 2,
generando la molécula 6, nos permitiria evaluar qué tan importante es la fusion del anillo 2-
azetidinona para la actividad citotoxica mostrada por 1y 2.
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Figura 2.- Serie Il de los compuestos azetobenzazepinicos.
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2.- ANTECEDENTES

2.1.- CANCER

El cancer es una enfermedad en la cual los mecanismos de regulacion de la proliferacion celular
estan fuera de control, es decir las células presentan un desorden en el control de su crecimiento y
diferenciacion.8 Existen dos tipos de tumores: los tumores benignos que pueden crecer rapidamente
pero no son una amenaza para la vida y los tumores malignos que si amenazan la vida; los tumores

malignos son aquellos que tienen la habilidad de invadir tejidos cercanos y finalmente los destruyen.

El desarrollo de este padecimiento comienza con la alteracion genética de una célula dentro de un
tejido. Esta mutacién permite una proliferacion acelerada de la célula y forma una hiperplasia o
displasia, esta ultima lleva la formacion de un tumor, que puede permanecer localizado en su sitio de
origen o invadir tejidos circundantes y formar metastasis. La metastasis es un proceso por medio del

cual un tumor primario invade sitios distantes de su punto de origen.”

El cancer surge debido a efectos especificos de factores ambientales tales como el habito de fumar
y la dieta, ademas de los antecedentes genéticos. En otros canceres como el cancer de mama y de
prostata se involucra a las hormonas y el factor genético parece ser un factor de riesgo mas
poderoso que el estilo de vida. Dos clases de genes son los de mas ingerencia en el origen del
cancer. Los protooncogenes fomentan el crecimiento tumoral, mientras que los genes supresores
tumorales lo inhiben. La accién coordinada de esas dos clases de genes normalmente regula la
proliferacién de las células; sin embargo, cuando mutan, los oncogenes promueven una division
celular excesiva, mientras que los genes supresores tumorales fallan en bloquear el mecanismo de

division.8

El IMSS, tiene registrado que los tumores malignos en todas las edades figuran como la segunda
causa de muerte (47.6 por 100 mil). Durante el 2003 se registraron 15 714 defunciones en el
Sistema de Mortalidad Institucional (Sismor), de las cuales el 57.7% ocurri6 en mujeres.®

Los cuatro principales tipos de tratamientos para el cancer son: Cirugia, Radioterapia, Quimioterapia

y Terapias biologicas.
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La cirugia y la radioterapia son valiosos para el tratamiento localizado de canceres, pero son menos
efectivos en la prolongacién de vida una vez que el tumor se ha propagado a metéstasis.

La exposicidn de la quimioterapia y radioterapia son las principales opciones para el tratamiento del
cancer. La aplicacion de ambas terapias es limitada por severos efectos adversos sobre tejidos
normales y el frecuente desarrollo de células resistentes a tumores. Por lo tanto es altamente
conveniente mejorar la eficacia de estos tratamientos sin incrementar la parte de los efectos toxicos

y contrarrestar la resistencia de mecanismos que puedan dar tumores insensibles a la terapia. 0

2.1.1.- QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia citotoxica tiene su origen en la segunda guerra mundial, cuando una explosion de
gas mostaza produjo hipoplasia linfoide y tétanos en marineros expuestos al gas. Este incidente
llevé a la utilizacion de agentes alquilantes (derivados del gas mostaza) en el tratamiento de la
enfermedad de Hodkinis y otros linfomas.!!

La mayoria de los avances recientes en la quimioterapia del cancer se deben a la utilizacién dptima
de agentes existentes, la combinacién de farmacos y la minimizacién toxica.
También, el desarrollo en la biologia molecular ha coadyuvado al descubrimiento de nuevos blancos

potenciales para la accion del farmaco y por ende al desarrollo de nuevos farmacos.

2.1.2 FARMACOS ANTICANCEROSOS.

La selectividad de los farmacos para combatir las células cancerosas con respecto a las de los
tejidos normales, es determinada por la velocidad de sintesis de DNA y la divisién celular. Las
celulas estacionarias, que estan en fase Go, son resistentes a muchos farmacos antineoplasicos.
Algunos farmacos antineoplasicos, tales como los antimetabolitos, trabajan efectivamente sélo
cuando las células estan en la fase apropiada del ciclo celular, al tiempo de tratamiento con el
farmaco. Otros farmacos, tal es como los agentes alquilantes, nitrosoureas y cisplatino, tienen accién
sobre el DNA, éste no es critico cuando la célula es expuesta, por que el efecto del farmaco llega a

ser evidente cuando las células intentan sufrir division.?a (figura 3)
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Figura 3.Efecto antitumoral de los farmacos en el ciclo celular.

2.2 CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTICANCERIGENOS

De acuerdo con su modo de accion, los farmacos que ayudan a curar el cancer, se pueden clasificar

de la siguiente manera:

2.2.1 Antimetabolitos.

Los antimetabolitos, como su nombre lo indica, son compuestos estructuralmente similares a los

metabolitos y por eso las células los procesan de una manera similar a ellos, provocando que los

productos no sean los adecuados para que las células crezcan y se reproduzcan. Existen varios

blancos celulares para los antimetabolitos, por ejemplo los antifolatos interfieren en varios puntos del

metabolismo del acido folico, el cual provee la unidad de un carbono requerida para convertir el

monofosfato de desoxiuridina a acido timidilico, posteriormente utilizado para la sintesis de las

pirimidinas. Estos farmacos también son intermediarios clave en el bloqueo de la sintesis de purinas,
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el metotrexate (9) es un ejemplo de antifolato. El 5-fluorouracilo (10) y el Citosin-arabinésido (11) son
anélogos de la pirimidina. El 5-fluorouracilo es metabolizado en las células a un compuesto tal que
inhibe el funcionamiento de la timidil-sintetasa; el citosin-arabindsido se incorpora a la cadena de

ADN, inhibiendo la accién de la ADN polimerasa y de esta manera evita su sintesis. 2>

NH,
)NL)TN\]AN,CHQ, o
H,N" N" N HN%F
€O, 0" N
HOOC/\/\H 0 H
Metotrexate 5-Fluorouracilo
9 10

"3 oH
NH, < N T
N~ ©O

OH

Citosin Arabinésido
11

2.2.2 Agentes Alquilantes

Los agentes alquilantes son compuestos altamente electrofilicos que reaccionan con nucledfilos en
la célula para formar enlaces covalentes, lo que representa un proceso irreversible bajo condiciones
fisiolégicas. Su modo de accion se basa en una sustitucion nucleofilica unimolecular (Sn1) que
resulta en la formacion de un carbocation inestable, mismo que rapidamente se colapsaréa (alquilara)
con un centro nucleofilico apropiado, rico en electrones. En particular, los efectos quimioterapéuticos
y citotoxicos estan directamente relacionados con la alquilacion del atomo de nitrdgeno 7 de la
guanina, aunque otros grupos funcionales también son alquilados.

La formacion de un enlace covalente con nucleofilos puede resultar en mutagénesis, pero la

formacion de dos enlaces a través de entrecruzamiento, puede producir citotoxicidad. Los agentes
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alquilantes bifuncionales (aquellos que contienen dos cadenas laterales reactivas) pueden llevar a
cabo una siguiente alquilacién de la segunda cadena lateral y formar un nuevo enlace covalente con
otro grupo nucleofilico, inhibiendo asi la sintesis del ADN. Estos agentes bifuncionales también
inhiben el ARN vy la sintesis de proteinas, sobretodo en dosis altas.3Los compuestos 12, 13, 14 son

ejemplo de estos farmacos.

N o  HNoc_
[ = N
O,‘ BKO:I N\\/N
/NHZ O | \IKKCHQ,
O O
12 13
14
O}NHQ
O 0!
HoN
~OCHj3
HoN NH
O

2.2.3 Agentes Intercalantes

Los agentes intercalantes son compuestos capaces de acomplejar el ADN interponiéndose entre las
capas de pares de bases de acidos nucleicos que se encuentran empacadas una encima de otra,
interfiriendo asi en la forma de la doble hélice por medio de un mecanismo de interposicién llamado
intercalacion. Dicha interferencia previene la replicacién y transcripcion del ADN. Las drogas que
actlan de este modo deben de ser planas para poder deslizarse de una forma horizontal entre los
pares de bases y por lo tanto muchas de ellas son de naturaleza aromética o heteroaromatica. Las
interacciones que se presentan entre las bases puricas y pirimidicas y las porciones planas
aromaticas de la molécula intrusa son diversas, presentando interacciones de Van der Waals,
puentes de hidrogeno, transferencia de carga, etcétera.

Los derivados de antraciclina como la Doxorrubicina 15 y la Daunorrubicina 16 son agentes

intercalantes que muestran actividad contra una amplia variedad de neoplasias humanas.!*
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T

2.2.4 Inhibidores Mitéticos

Existen compuestos que inhiben la fase mitética del ciclo celular y por esto son de gran utilidad en el
tratamiento de cancer. Durante la mitosis, el ADN de la célula es replicado y luego dividido en dos
células nuevas. El proceso de separar los cromosomas, que acaban de ser replicados en dos células
hijas, necesita de las fibras de huso. Estas fibras estan constituidas de microtibulos del huso que se
unen a los cromosomas replicados y jalan una copia para cada lado de la célula en division. Sin
fibras del huso funcionales, la célula no puede dividirse y se muere. Los agentes inhibidores del huso
funcionan de una manera dependiente del ciclo celular, parando la division durante la mitosis
temprana.

Los microtubulos que forman las fibras del huso, estan constituidos por cadenas largas de
subunidades mas pequenas de proteinas llamadas tubulinas. Ciertos inhibidores del huso se unen a
los mondmeros de tubulina y detienen la formaciéon de los microtubulos, lo que provoca que los
cromosomas no puedan moverse durante la mitosis. Ejemplo de esta clase de compuestos es el

taxol 17 y topotecan 18.

10



ANTECEDENTES

OH3C
HN :© O»
OH
(@)
Taxol CH,
17

Topotecan
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2.2.5 Agentes Hormonales

Todas las células responden a sefiales enviadas por otras células. Una de las formas principales por
la cual las células se comunican a través de las hormonas. Las hormonas pueden ser proteinas
pequefias (por ejemplo, la insulina) o pueden ser derivados de los esteroides (como la
androsterona). La célula que envia sefiales produce las hormonas, las cuales son absorbidas por la
celula objetivo, modificando el comportamiento de esta ultima. Las hormonas pueden hacer que una
célula produzca las proteinas previstas o pueden detener la fabricacién normal de productos. Las
celulas cancerosas, aunque anormales, retienen la habilidad de responder a las sefiales
hormonales. Un método muy util de tratamiento consiste en quitarle al proceso maligno la fuente de
estas hormonas; por ejemplo la inhibicion de la biosintesis de alguna hormona. Los tratamientos
hormonales descritos son varias veces combinados con cirugia, radiacion y/o quimioterapia. En
estas situaciones, los tratamientos hormonales son referidos como un tratamiento adyuvante.'s El

raloxifen 19 es un ejemplo de un compuesto anticancerigeno hormonal.

11
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2.3. AZETOBENZAZEPINAS

Las azetobenzazepinas son compuestos heterociclicos conformados por la fusién de un anillo
benzazepinico y otro azetidinico. Los posibles isémeros que se generan por efecto de la fusién se
muestran a continuacion'é: (Esquema 1)

Esquema 1

— P—

N\ N 2N\
/ N/ Y/,

azeto[1,2-a][1]benzazepina azeto[2,1-a][2]benzazepina azeto[1,2-b][2]benzazepina
20 21 22

= \ =
N N

— L/

azeto[2,1-b][3]benzazepina azeto[1,2-c][3]benzazepina
23 24

La sintesis informada de estos compuestos es escasa y se puede agrupar en:
1. Sintesis a partir de la azetidinona
2. Sintesis a partir de la benzazepina

12
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1. Sintesis a partir de la azetidinona

A partir de la epoxilactama (25) con monocloruro de titanoceno; en donde el monocloruro es una
solucién verde en THF el cual es generado in situ a partir de Cp2TiCl> y Zn0, se adiciona a una
solucién de THF con el epoxido; procede a dar a la ciclacion del producto que es la
homobenzocarbazepina (26). 17(Esquema 2)

Esquema 2

Por otra parte, para la formacion de las azetobenzazepinas es utilizada, por ejemplo, la irradiacion
de la nitrona 27 durante 3h que produce la oxaziridina 28; si se prolonga la irradiacion de dicha
nitrona 27 durante 19h se produce una mezcla de la tetrahidro azetobenzazepina 29 y la imina
30."8(Esquema 3)

Esquema 3

Otro método es la ciclacién intramolecular por radicales libres, del sustrato 31 en presencia de AIBN
(azo-bis-isobutironitrilo) e hidruro de tributilestafio en benceno como disolvente para dar el

compuesto triciclico 32.1% (Esquema 4)

13
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Esquema 4
AIBN
BusSnH
32
R=OCgH5, OAc

También para la elaboracion de las azetobenzazepinas se ha descrito la reaccion de Heck, la cual
consiste en que la azetidina 33 es ciclada utilizando acetato de paladio, produciendo el compuesto

34 con rendimientos excelentes.?0 (Esquema 5)

Esquema 5
O O
N Pd(OAC), N
(CeHs)3 CO,CHj
y CO-CH; MeCN, reflujo o)
33 34

2. Sintesis a partir de la benzazepina

Las reacciones cetenas-imina de los biciclos de los metiltioamidatos para formar un triciclo azeto-
anelado se pueden realizar por una cicloadicion [2+2]. Un ejemplo; es a partir del cloruro de acilo
sustituido con aceptores de electrones que se forman varias cetenas in situ bajo condiciones
basicas, como la trietilamina, la cual se hace reaccionar con metiltioamidatos benzoanelados (35)
para obtener los intermediarios 36A y 36B; estos intermediarios son después estabilizados por
ciclacion para dar lugar a la B-lactama correspondiente a 37 y el derivado N-acilado (38).2!
(Esquema 6)
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Esquema 6

HoR
j@ oi@
SCH3 © SCH3 SCH3
0,1

j CI
0,S,CH
H

n=
X=0,S
R=H,0CHs,0C¢Hs,0CH,CgHs

SCHs

@z?““s @c;

2.4 Benzazepinas

Las benzazepinas son compuestos heterociclicos constituidos por la fusion de un anillo azepinico y
otro bencénico. La posicion relativa del nitrogeno en esta molécula puede generar tres estructuras

isoméricas (Esquema 7).22

Esquema?7
H
N\ /~NH ~
1-Benzazepina 2-Benzazepina 3-Benzazepina
39 40 41

Este tipo de compuestos y sus derivados presentan una gran diversidad de actividades
farmacoldgicas, tales como la analgésia??, la antidepresion, 24 antifibrilante,?® antihipertensiva, 2 'y
antineoplasica?’, lo que ha motivado la investigacion relacionada con los métodos sintéticos para su

obtencién. Los principales métodos de obtencion de benzazepinas se pueden agrupar en: a) Cierre
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de anillo tipo C-N; b) Cierre del anillo tipo C-C; ¢) Reordenamiento de Beckmann; d) Reordenamiento
de Schmidt.

a) Cierre Del Anillo Tipo C-N

El cierre del anillo mediante la formacion de un enlace carbono-nitrégeno se lleva a cabo utilizando
acidos carboxilicos, di-carboxilicos, amino carboxilicos, y dinitrilos como materia de partida. Por
ejemplo, la ciclacion de la anilina 2, 4, 6-trisustituida 42 con hidruro de sodio, en dimetilformamida,
produce el compuesto benzazepinona 43. La posterior hidrogenacion de éste con un catalizador de
rutenio da la tetrahidro 1-Benzazepinona 44 (Esquema 8).28

Esquema 8
0] O
MeO,C CO,Me NaH MeO,C
DMF
NH N™S0o
Et 2 Et H
H
42 2 43
RU02
MeOgC
m
Et H O
44

También la amidacion de orto-bromoaminoalquil bencenos 45, catalizada con acetato de paladio y
trifenilfosfina, bajo atmosfera de monoxido de carbono y posterior tratamiento con tributilamina, se
puede ubicar dentro de la mencionada metodologia y sirve para preparar la tetrahidro
benzazepinona 46 (Esquema 9).2°
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Esquema9

Br NH

45

co
1.Pd(OAC),/PPhy N
2 BugN/A O

@)
46

Otra técnica es la ciclacion por radicales libres que implica que el compuesto 47 en presencia de

BusSnH (Hidruro de tributil estafio) y AIBN (azo-bis-isobutironitrilo) en benceno como disolvente, de

una mezcla de compuestos 48 y 49, en el que la tetrahidro 2-benzazepin-3ona 49 es el producto

mayoritario.30(Esquema 10)

MeO CH,CF3
O _ro
Br Cl

47

b) Cierre Del Anillo Tipo C-C

Esquema 10
MeQ CH2CF3
N
L
Bus;SnH 48
AIBN +
Benceno,
reflujo MeO N'CHZCFB
O
49

La formacion de un enlace carbono-carbono, para la sintesis de anillos de 7 miembros, es otra

técnica para la generacion de benzazepinas. Por ejemplo la ciclacion del alcohol terciario 50, con

acido sulfarico, a baja temperatura, produce la tetrahidro 1-benzazepin-3-ona 51 (Esquema 11).3!
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Esquema 11

Reordenamientos

La manera mas comun y eficiente de sintetizar benzazepinas es utilizar las reacciones de
reordenamiento de Beckmann32 y Schmidt, 33 utilizando las tetralonas 52 y 54 como materia prima,
generando las tetrahidro benzazepinonas 53, 55y 56 (Esquema 12).

Esquema 12

¢) Reordenamiento de Beckmann

1.NH,0H.HCI, NaOAc
QZ} o _ EOHH,0 - 0
2. APF g NH

HsC~ “CHs HsC

CH,
52 53
d) Reordenamiento de Schmidt
O H 0 O
CO -~ U - o
HCI
54 55 56
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2.5 Métodos Sintéticos

2.5.1 Oximas

Las oximas son compuestos que presentan el grupo funcional C=N-OH, y se sintetizan por la
condensacion de un aldehido o de una cetona con la hidroxilamina (NH2OH).34Estos compuestos
son de gran interés en quimica organica debido a que sirven como protectores para grupos carbonilo
y como intermediarios para el reordenamiento de Beckmann. Los productos que se forman pueden
tener la configuracion diasteromérica syn o anti %. (Esquema 13).

Esquema 13
o HO-N N’OH
I I
R)LR + NH,OH.HCI] ——— R1)\R2 ’ R1)\R2
1 2
Syn Anti

Otra forma de obtener oximas es utilizar crotonato de butilo 57 con nitrito de butilo 58 y fenilsilano,
en presencia de un catalizador como el N,N’-bis(2-etoxicarbonil-3-oxobutilideno)etilendiaminato de

cobalto (1) para dar la oxima 59 con buenos rendimientos(Esquema 14).%6

Esquema 14
Q Co(eobe) i
/\)J\OBU + BUONO —————— /\H)J\OBU
PhSiH; NOH
THF
57 58 59
H3C CH
Co(eobe)= 7 O\ /O N ’
ETOQC /CQ COgEt
—N N
H / H
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2.5.2 Reordenamiento de Beckmann

El reordenamiento de oximas a amidas N-sustituidas, bajo la influencia de una variedad de &cidos de
Lewis, es conocido como el reordenamiento de Beckmann.3” Los &cidos comunmente utilizados son:
pentacloruro de fésforo, acido sulfurico concentrado, acido fosférico, acido férmico, cloruro de tionilo
y silice. Un ejemplo de esta reaccion es la transformacién de la 4-bromofenil-metil-cetoxima 60, en

presencia de acido fosforico, con la que se obtiene la p-bromo-acetanilida 61 (Esquema 15).

Esquema 15
NOH H
> @)
BI‘ 2 HZO Br
60 61

En el reordenamiento de Beckmann el grupo que generalmente migra es el que se encuentra anti al
grupo hidroxilo de la oxima. Sin embargo, la isomerizacion syn-anti bajo las condiciones acidas del
reordenamiento produce la mezcla de amidas isoméricas. Las cetoximas no son buenos sustratos
para el reordenamiento de Beckmann y por lo tanto los rendimientos de las amidas formadas son

bajos (Esquema 16) .38

Esquema 16
i+
OF NOH .
| Cl N=C-CHj
Br Br Br
H,O
O +
H -H OH
N_40H Tautomerism N:CO - NG
Q 3 Tautomeris O‘Q CH, CH,
Br Br Br
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2.5.3 Reordenamiento de Schmidt

La reaccién del &cido hidrazoico, generado “in situ” a partir de la azida de sodio y &cido sulfurico,
con aldehidos y cetonas para dar amidas, se conoce con el nombre de reordenamiento de Schmidt.
El mecanismo de reaccion consiste en la formacién del intermediario azido 62, por la adicidn del
HN3 al grupo carbonilo y la posterior migracion de uno de los sustituyentes unidos a la cetona
(Esquema 17). 39

Esquema 17
.H
)J\ e )|\ —_— R-I Rz_..
Ri R, Ri Ry N
62
H+
Ay Re NEL\B GrH
F{1/0 N AND H,O
R R, H* R CNRiEN
H
H,O
H2(5 R, CH* H@,‘Rz Tautomerismo O R
CN ——— CcN = R)LH 2
R1 R'l 1

Por ejemplo el reordenamiento de Schmidt del clorhidrato de piperidinona 63, produce unicamente
el isdbmero 64. Los rendimientos varian, dependiendo de el orden de adicion de los reactivos, la

temperatura y el modo de neutralizar la mezcla de reaccion.“% (Esquema 18)
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Esquema 18
O 0]
NH

+ H,SO, / NaN

N 29V 7 INalNg N
() = "

Cl

63 64

2.5.4 TIOAMIDAS

La transformacién del grupo carbonilo de una amida a tiocarbonilo se puede llevar a cabo utilizando
una gran diversidad de reactivos, entre los que destacan: P2Ss,4" H.S,%2R30BF4/NaSH#3, RoPSX,44
(Et2Al)2S.45 El principal problema que tiene su uso es que requieren de tiempos largos de reaccion y
temperaturas altas. Investigaciones recientes han determinado que el reactivo de Lawesson 65 (2,4-
bis(p-metoxifenil)-1,3-ditiadifosfoetano-2,4-disulfuro) es un reactivo mejor que los anteriores para la

conversion de una gran variedad de compuestos carbonilicos a tiocarbonilicos.

SS
HscoOP( je@ows
S§

65

El reactivo de Lawesson es preparado facilmente por la reaccion de P2Ss con anisol, a reflujo, ya que
reacciona en proporciones equimolares con una amplia gama de compuestos carbonilicos, ademas

de que la purificacion de la mezcla de reaccion es sencilla.46

La reaccion de las N-(w-halogenoalquil) amidas, por ejemplo 66, con el reactivo de Lawesson, da la

tioamida 67, con buen rendimiento*” (Esquema 19).
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Esquema 19
@/ﬁ reactivo de Lawesson @i
N/\/Cl 0.5 equiv. - N/\/Cl
H Tolueno H
66 A 67

Otro buen método para la conversion de amidas a tioamidas es utilizar el hexametildisilatiano
(TMS:2S). El tratamiento del compuesto 68 con este reactivo produjo la tioamida 69, con excelentes

rendimientos.*¢(Esquema 20).

Esquema 20
O S
CHjy TMS,S CHj,
68 CH.Cl; 69

2.5.5 S-ALQUILACION

Los tioéteres son los analogos azufrados de los éteres. Existen numerosos métodos sintéticos para
la preparacion de tioéteres; el método clasico es la condensacion de una sal alquilica o tiolato de
arilo con un halogenuro de alquilo y con una base fuerte. Por ejemplo, la sintesis del tioéter 72 se
realiza por la alquilacion del anion tiolato 71 generado in situ, el cual se prepara a partir del tiol 70
con carbonato de cesio (Cs2C0s), yoduro de tetrabutilamonio (TBAI) en dimetilformamida (DMF) en

la presencia de un halogenuro de alquilo. 4° (Esquema 21).
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Esquema 21
Cs
S R'X
@ )
RsH 2% _pg§g —-» Rgr
TBAI, DMF 0°C
70 t.a., 1h 71 72

R=alquilo, arilo, alquilarilo
R'=alquilo

En ocasiones se utilizan catalizadores de transferencia, como en el siguiente ejemplo, para obtener

mejor rendimiento .50 (Esquema 22)

Esquema 22
CaHa)2C1cHaaPBr
(CH3)3CCH,Br  + CSH5§K1a (C4Ho)3C16HaaPBr CeHsSCHLC(CH3)3 +  NaBr
73 74 H0 75

La alquilacién de tioamidas es otro método para la obtencién de tioéteres. Por ejemplo la alquilacién

de 76 con ioduro de metilo produce el tioimidato 77. (Esquema 23) 51

Esquema 23
CH3 CH3
NG~ H Mel
S 3
HC' )-NHHN-Z
g o) THF
tBuO
76
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2.5.6 FORMACION DE 2-AZETIDINONAS (B-LACTAMAS)

Desde el descubrimiento de la penicilina, estos tipos de compuestos han tenido como base a la 2-
azetidinona las cuales han sido una de las principales clases de farmacos utilizados para el
tratamiento de infecciones bacteriales. El nucleo de azetidin-2-ona, amida ciclica de cuatro
miembros, ha sido reconocido como la parte central de los antibioticos B-lactdmicos. El incremento
de resistencia de bacterias por la utilizacién de antibiéticos B-lactamicos y el reciente descubrimiento
de algunas azetidin-2-onas, exhiben un amplio rango de actividad enzimatica-inhibitoria, asi como el
hecho de que algunas B-lactamas también han mostrado actividad anticancerosa,* ha propiciado el
desarrollo de numerosos métodos para la preparacion de B-lactamas, tales como: la cicloadicion de
una imino-cetena, la condensacion de un imino-enolato y un éster organometalico, la cicloadicion de

un alqueno-isocianato y la cicloadicién de una alquino-nitrona.3

Entre estos, la reaccion de Staudinger entre iminas y cetenas, ha sido uno de los métodos mas
utilizados para la sintesis de B-lactamas y otros valiosos compuestos de interés bioldgico.5* La
esteroselectividad de la reaccion de Staudinger es una de las cuestiones criticas de la misma, ya
que puede producir la mezcla de los esterecisomero cis y trans. ( Esquema 24)
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Esquema 24
Rl H R2 H H R'" R2 H
[ %
o) TR o) TR
A B A B
J
a ataque exo ataque endo | b
/
N H . rit HRre
T |
5 Mg R
c cis-B-lactama
c
R ) 9 RLIH
T, pu
- /—N @) R3
O +R®
D trans-B-lactama F
i ataque exo ataque endo | j
RTH H_R? H R" H_R?
+ | H + |
d N R3 & N R3
A G A G

Sin embargo, la ruta para la formacion de cis- y trans-B-lactamas no ha sido bien entendida hasta la
fecha. En previas investigaciones se han propuesto muchos procesos estereoquimicos posibles,

como se muestra en el Esquema 24, pero cada uno sélo se refiere a la reaccion de Staudinger
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involucrando una cetena o imina en particular, lo cual falla para proporcionar una explicacion
universal para poder explicar el resultado estereoquimico observado, el cual es complicado.5®

La reaccion de Staudinger es un paso de reaccidn que involucra un ataque nucleofilico de una imina
a una cetena, dando el intermediario i6n dipolar y el subsiguiente cierre del anillo del intermediario
i6n dipolar, produciendo la B-lactama. Un ejemplo, es la reaccién de la S-fenil 2-diazo-etanotioato
(78) con la N-isopropilimina (79) en presencia de tolueno a 80°C para dar la mezcla de las R-

lactamas (80). (Esquema 25)

Esquema 25
OMe
O
o MeQ Phs—1_T1
PhS)J\¢N2 + Tolueno !

| 80 °C 0= Npy

N
78 79 Pr cis-80a trans-80b

Muchos experimentos se ha demostrado que un factor determinante en la estereoselectividad de la
reaccion, es la influencia de los disolventes. Se ha observado que los disolventes no polares no
pueden estabilizar al intermediario i6n dipolar, facilitando el cierre directo del anillo, formando
productos cis y que los disolventes polares pueden estabilizar a los intermediarios e incrementar el

tiempo de vida media, favoreciendo la isomeracion de la imina para generar productos trans.

En la literatura, se han informado dos modos diferentes de adicion en la reaccién de Staudinger
entre una imina y un cloruro de acilo (81). El primero es cuando el cloruro de acilo es adicionado
gota a gota sobre una solucion de imina y una amina terciaria, en el cual se obtiene la cis-B-lactama

(82) es el producto mayoritario o exclusivo estereoisémero. (Esquema 26)
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Esquema 26

MeO y jHjH/@OMe
e
110°C, 12 h
EtsN + Q O Cs O N\ )
|

®) Pr!
N Me A,
81

cis-82
estereoisdmero mayoritario

79 Pr

En contraste con el primer modo de adicién, la amina terciaria es adicionada gota a gota sobre una
mezcla de la imina y el cloruro de acilo, donde el producto mayoritario es la trans-R-lactama (84) o

estereoisomero exclusivo. (Esquema 27)

Esquema 27
H H OMe
O MeQ
MerCl . Q EtsN Meik(N 7
1 110°C, 12h O~ pr
N
83 79 Pr trans-84

estereoisdbmero mayoritario

En resumen, el resultado estereoquimico de la reaccion de Staudinger depende de la configuracion

de la imina, del tipo de disolvente y la secuencia de adicién de los reactivos.%
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3.- HIPOTESIS

La modificacion de la fusién del anillo de azetidinona y la posicién del grupo metoxilo de los

compuestos 1y 2, generando 5y 6, alterara su actividad citotéxica.

29



OBJETIVOS

4.--OBJETIVOS:

= Sintesis de los compuestos 5y 6, y evaluacion de su actividad citotoxica.

OBJETIVOS PARTICULARES:
= Preparacion de los precursores 91y 92, siguiendo la ruta sintética del Esquema 28.
= Caracterizacion de los intermediarios y productos finales a través de Espectroscopia IR,
RMN 'Hy 13C, Difraccién de Rayos X y Espectrometria de masas.
= Evaluacion citotoxica de 5y 6, en las lineas celulares: PC-3 (Cancer de prostata), U-251
(Glio: Sistema Nervioso Central), K-562 (Leucemia), HCT-15 (Cancer de Colon) y MCF-7

(Cancer de mama).

S
—s H ©
R N : 1 : R1©ii[\>H
R2 R2
5 Ry= H Ry= OMe 91 R;= H Rp= OMe 89 R,= H Ro= OMe
6 R.—OMe Ry= H 92 R,;=OMe R,= H 90 R;=OMe R,= H
0 0
O @@
R2 Rz
85 Ry= H Ro= OMe 87 Ry= H Ry= OMe
86 R1=OMe R2= H 88 R1=OMe R2= H
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5.-RESULTADOS Y DISCUSION:

5.1.-PARTE SINTETICA

En el esquema 28 se muestra la secuencia de reacciones que se utilizaron para la obtencion de las
azetobenzazepinonas 5y 6.

Esquema 28
Q i tivo d i
R R NH reactivode R
! NaN3 ! Lawesson 1 NH
HCI, Tolueno,A
R, ta.0A R, R,
85 Ry=H Ry,= OMe 87 Ry{= H R,=OMe 89 R{= H R,=OMe
86 R;=OMe R,=H 88 R{=OMe Ry=H 90 R{=OMe R,=H
CH3sl
CH2C|2, t.a.
Qo
S 0]
R~
1 N - EtN
CgHsOCH,COCI
R2 CHQC'Q, A
5 Ry= H R,=OMe 91 Ry= H R,=OMe
6 R{=OMe R,=H 92 R;=OMe R,=H

5.1.1 OBTENCION DEL ANILLO DE LAS BENZAZEPINONAS 87 Y 88.

La obtencién del anillo de la benzazepinona se llevo a cabo a través del método de expansion de
anillo a partir de una tetralona. Inicialmente se intent6 la expansion del anillo de la tetralona 85 a
través de microondas. Asi, la tetralona 85 se mezcl6 con 2 equivalentes de NaNs en presencia de
una cantidad catalitica de P20s/SiO2 y se introdujo en el microondas (300 Watts). Después de 20
segundos, la mezcla de reaccion se proyecto totalmente del matraz de reaccion. De esta prueba no

se pudo obtener algun resultado positivo.
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Debido a este resultado, se decidié cambiar la metodologia de microondas por las condiciones de la
reaccion de Schmidt, la cual involucra el uso del acido hidrazdico, en presencia de acido sulfrico
concentrado. Asi, la tetralona 85 se hizo reaccionar con el &cido hidrazéico, generado in situ a partir
de &cido sulfarico y 2 equivalentes de azida de sodio, dando el isémero 87b como unico producto,

sin embargo, éste no es el compuesto deseado. (Esquema 29)

Esquema 29
O H O
NaNj N
HQSO4, t.a -
OMe OMe
85 87b

Con base al resultado anterior, se decidié cambiar el acido sulfirico por acido clorhidrico con el
proposito de obtener el compuesto 87a deseado.

De esta manera, la 5-metoxi-1-tetralona (85) se hizo reaccionar a temperatura ambiente con acido
hidrazoico formado in situ a partir de &cido clorhidrico y 2 equivalentes de azida de sodio, para
obtener una mezcla de 1.2:1 de dos isémeros 87a y 87b en un 69% de rendimiento total (Esquema
30), correspondiente a las benzazepinonas isoméricas, los cuales se separaron por cromatografia

ultrarrapida, donde el producto mayoritario es el 87a como se muestra en la tabla 1.

Esquema 30
o) O 0
NaN; NH
HCl, ta. +
OMe OMe OMe
85 87a (39%) 87b (30%)

Por otra parte, la 7-metoxi-1-tetralona (86) se hizo reaccionar con &cido hidrazéico formado in situ a
partir de acido clorhidrico con 2 equivalentes de azida de sodio; en donde se obtuvo una mezcla 2:1
de dos compuestos: 88a y 88b, que corresponden a los isdémeros de las benzazepinonas en un 73 %
de rendimiento total (Esquema 31). Al igual que en el caso de la otra benzazepinona, los isémeros
se separaron por cromatografia ultrarrapida en columna, en donde el producto mayoritario fue el

isdbmero 88a como se muestra en la tabla 1.
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Esquema 31
Q i H O
M
MeO NaNg eO NH MeO N
HCl,A *
86 88a (50%) 88b (23%)

La formacion de los dos isomeros se puede explicar mediante el mecanismo de reaccion que se

muestra en el esquema 32

Esquema 32
0 OH H
H+ ® HO N—gj):
S 0w ()
OMe OMe OMe
85 l |
- Hy0
RN
=N e
OMe OMe
IVa llib

Ho0 \
@

OMe Vb IVb
Va

l - H+ - H+
H O OH H o
N ' NH N= ' N
L tautémero @j tautémero @j
OMe

o)
OMe OMe OMe
Vla 87a Vib 87b

33



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1.Formacién de las benzazepinonas 87 y 88 mediante la reaccién de Schmidt.

Producto | Temperatura | Rendimiento Rendimiento Rendimiento Estado fisico
de reaccién isbmero a isomero b total isbmero a
87 25°C 39 % 30 % 69 % Solido cristalino
color crema
88 50°C 50 % 23 % 73 % Solido cristalino
color beige

Elucidacién estructural de la 6-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-2-benzazepin-1-ona (87a).

6
OMe”®

El espectro de IR del compuesto 87a presenta una banda en 3450 cm-' debida a la vibracion N-H y
otra en 1620 cm! correspondiente al carbonilo azepinico.

El espectro de RMN 'H de 87a muestra las siguientes sefiales: En 1.95 ppm, un quinteto que integra
para 2H y que corresponde al metileno C4; en 2.94 ppm, un triplete que integra para 2H y se asigna
al metileno de C5; en 3.09 ppm, un cuarteto que integra para 2H que corresponde al metileno de C3;
un singulete en 3.84 ppm, que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo. La sefal
multiple en 6.94-6.99 ppm, que integra para 1H, corresponde al proton de C8 y la sefial multiple en
7.19-7.35 ppm, que integra para 2H, corresponde a los protones unidos a C7 y C9 del anillo
aromatico. En 7.73 ppm, se observa una sefial ancha que corresponde al proton unido al nitrdgeno
de la amida, que desaparece cuando se corre el espectro en presencia de D20.

El espectro de masas de 87a muestra un i6n molecular a m/z 191 que corresponde a su peso

molecular.
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Elucidacién estructural de la 6-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-benzazepin-2-ona (87b).

6
OMe5

El espectro de IR del compuesto 87b presenta una banda en 3199 cm-! correspondiente a la
vibracién N-H y otra en 1646 cm! debida al carbonilo azepinico.

El espectro de RMN 'H de 87b muestra las siguientes sefiales: un quinteto en 2.2 ppm, asignado a
los protones del metileno C4 con una integracion de 2H; en 2.9 ppm, un triplete que integra para 2H
y que corresponde el metileno de C3; en 2.4 ppm, un triplete que integra para 2H asignado al
metileno de C5; en 3.85 ppm, un singulete que integra para 3H y asigna al metilo del metoxilo. La
sefial multiplete en 6.6-7.52 ppm, que integra para 3H corresponde a los protones aromaticos. Se
observa una sefial ancha en 7.91 ppm, que corresponde al proton unido al nitrdgeno de la amida,
que desaparece cuando se corre el espectro en presencia de D;0.

El espectro de masas de 87b muestra un i6n molecular a m/z 191 que corresponde a su peso

molecular.

Elucidacién estructural de la 8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-2-benzazepin-1-ona (88a).

El espectro de IR del compuesto 88a presenta una banda en 3450 cm-' debida a la vibracion N-H y
otra en 1620 cm-! debida al carbonilo azepinico.

El espectro de RMN 'H de 88a muestra las siguientes sefiales: en 2.0 ppm, un quinteto que integra
para 2H y que corresponde al metileno de C4; en 2.82 ppm, un triplete que integra para 2 H y que

corresponde al metileno C5; en 3.14 ppm, un cuarteto que integra para 2H y que corresponde el
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metileno C3; un singulete en 3.84 ppm, que integra para 3H, que corresponde al metilo del grupo
metoxilo. En 6.96 ppm, un doble de dobles que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno de
C7 del anillo aromético con una J76=8.1Hz y otra J7.9=4.2Hz debidas a los acoplamientos con los
hidrégenos de C6 y C9; un doblete en 7.11 ppm, que integra para 1H y que corresponde al
hidrogeno del C6 y con una Js-7=12.3Hz esto es debido al acoplamiento con el hidrogeno de C7 del
anillo aromatico; en 7.26 ppm, un singulete que corresponde al C9 del anillo aromético que integra
para 1H. Se observa una sefial ancha en 6.86 ppm que integra para 1H unido al nitrogeno de la
amida, y que desaparece cuando corre el espectro en presencia de D20.

El espectro de masas de 88a muestra un ion molecular a m/z 191 que corresponde a su peso

molecular.

Elucidacion estructural de la 8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-benzazepin-2-ona (88b).

s H O
MeO.s I}l 2
3
7
4

6 5

El espectro de IR del compuesto 88b presenta una banda en 3199 cm-! correspondiente a la
vibracién N-H y otra en 1646 cm! debida al carbonilo.

El espectro de RMN 'H de 88a muestra las siguientes sefiales: un quinteto en 2.21 ppm, que integra
para 2H y se asigna al C4; en 2.35 ppm, un triplete correspondiente a los protones de C5 que integra
para 2H; en 2.73 ppm, un triplete que integra para 2H y se asigna a los protones del metileno C3; un
singulete en 3.79 ppm, que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo. En 7.37 ppm, se
observa una sefial ancha que corresponde al protén unido al nitrégeno de la amida, y que
desaparece cuando se corre el espectro en presencia de D20. Las sefiales que aparecen alrededor
de 6.51-7.25 ppm, son correspondientes a los protones aromaticos.

El espectro de masas de 88b muestra un ién molecular a m/z 191 que corresponde a su peso

molecular.
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5.1.2 OBTENCION DE LA 6-METOXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-2-BENZAZEPIN-1-TIONA 89 Y DE LA
8-METOXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-2-BENZAZEPIN-1-TIONA 90.

La formacién de la tioamida 89 se llevo a cabo con el reactivo de Lawesson a reflujo suave con
tolueno anhidro como disolvente. De esta reaccién se obtuvo, en rendimientos moderados, una
mezcla de reaccién sélida, de color amarillo, de la cual se obtiene 89 por cromatografia en columna
(Esquema 33). El mecanismo de reaccion consiste en la formacion de un intermediario tetraciclico
de fésforo, que resulta de la adicion de la funcién mercapto al grupo carbonilo, aunque también debe
considerarse la posibilidad alterna de un ataque inicial por parte del oxigeno del carbonilo sobre el
fosforo como se muestra en el esquema 34. EI movimiento de electrones dentro de esta especie

intermediaria da como resultado la formacion de la tioamida 89.

Esquema 33
O S
reactivo de Lawesson NH
OMe OMe
87a 89 (75%)
Esquema 34
O
S5s 3
AF—PQS:E."Ar = = 2'prBsO + R1)J\R2
X
R R, [ S -
! Ar—p-S $ O
-~ O-C-Ry = Ar—g—S—Q-RZ
P. R> R
Ar” S
© L _
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También la benzazepina 88a se hizo reaccionar con el reactivo de Lawesson, bajo las condiciones
mencionadas antes, para dar una mezcla de reaccion sélida, de color amarillo, de la cual se obtuvo

la tioamida 90 por cromatografia en columna, con un rendimiento del 90 %. (Esquema 35)

Esquema 35
O S
M MeO.
eO@H reactivo de Lawesson . @H
88a 90 (90%)

Elucidacién estructural de la 6-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-2-benzazepin-1-tiona (89).

6 5
OMe

En el espectro de RMN 'H de 89 muestra las siguientes sefiales: un quinteto en 2.07 ppm, que
integra para 2H y que corresponde al metileno C4; un triplete en 2.87 ppm, que integra para 2H y
que corresponde al metileno C5; en 3.2 ppm, un cuarteto que integra para 2H y que corresponde al
metileno C3; en 3.83 ppm, un singulete que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo;
un doblete de dobletes en 6.95 ppm, que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno C7 del
anillo aromatico con una J7s=7.5Hz y otra Jr.9=0.6Hz debidas a los acoplamientos con los
hidrégenos unidos a C8 y C9; el rango de 7.25-7.27 ppm, corresponde a un multiplete que integra
para 1H y que corresponde al hidrégeno unido a C8; un doblete de dobletes en 7.49 ppm, que
integra para 1H y que corresponde al hidrégeno unido a C9 con una Jos=6.9Hz y otra Jo.7=0.9Hz
esto es debido a los acoplamientos con los hidrogenos unidos a C7 y C8. En 9.13 ppm, que integra
para 1H y que corresponde al hidrégeno que esta unido al nitrégeno de la amida, que desaparece
cuando se corre el espectro en presencia de D20.

El espectro de masas de 89 muestra que el ion molecular a m/z 207 que corresponde a su peso

molecular.
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Elucidacién estructural de la 8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-2-benzazepin-1-tiona (90).

El espectro de RMN 'H de 90 muestra las siguientes sefiales: en 2.1 ppm, un quinteto que integra
para 2H y que corresponde al metileno del C4; un triplete en 2.73 ppm, que integra para 2H y que
corresponde al metileno de C5; en 3.22 ppm, un cuarteto que integra para 2H y que corresponde al
metileno de C3; en 3.84 ppm, un singulete que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo
metoxilo; un doblete en 7.04 ppm, que integra para 1H, corresponde al hidrégeno aromatico de C6,
con una Je.7=8.4Hz debida al acoplamiento con el hidrogeno aromatico unido a C7; un doble de
dobles en 6.92 ppm, que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno aromatico de C7, con una
constante de acoplamiento J7.6=5.4Hz y otra J7.=3.0Hz debidas a los acoplamientos con los
hidrégenos de C6 y C9, respectivamente; un singulete en 7.47 ppm, que integra para 1H,
corresponde al hidrégeno aromatico de C9. Una sefial ancha en 9.05 ppm, que corresponde al
proton unido al nitrégeno de la amida, que desaparece cuando se corre el espectro en presencia de
D-0.

El espectro de masas de 90 muestra que el ion molecular a m/z 207 corresponde a su peso

molecular.

5.1.3 OBTENCION DEL YODURO DE 1-METILTIO-6-METOXI-4,5-DIHIDRO-3H-2-BENZAZEPINIO
91 Y LA OBTENCION DEL YODURO DE 1-METILTIO-8-METOXI-4,5-DIHIDRO-3H-2-
BENZAZEPINIO 92.

A continuacién, la tioamida 89 fue sometida a una S-alquilacién en condiciones suaves con ioduro de
metilo como agente alquilante y diclorometano anhidro como disolvente. La reaccion implica la
deslocalizacion del par de electrones del nitrogeno propiciando un ataque nucleofilico del azufre
sobre el metilo del yoduro de metilo; el resultado es la formaciéon de la sal de tioiminio

correspondiente, 91 (Esquema 36). La sal de tioiminio es un sélido de color amarillo claro y de olor
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penetrante el cual fue sometido inmediatamente a la siguiente reaccion para evitar su

descomposicion.
Esquema 36
S I@
NH CH|
CHQC'Q, t.a.
OMe OMe
89 91 (~100%)

También la tioamida 90 se hizo reaccionar con ioduro de metilo y diclorometano anhidro, bajo las
condiciones mencionadas antes, para dar la sal de tioiminio 92 como un s6lido de color amarillo

claro, con un rendimiento del 100 %.(Esquema 37)

Esquema 37
S MeS
®H ©O
MeQO MeQO <N/
CHQC'Q, t.a.
90 92 (~100%)

Elucidacién estructural del yoduro de 1-metiltio-6-metoxi-4,5-dihidro-3H-2-benzazepinio (91).

En el espectro de RMN de 'H de 91 muestra las siguientes sefiales: en 2.47 ppm, un quinteto que
integra para 2H, corresponde al metileno de C4; un triplete en 2.89 ppm, que integra para 2H y que

corresponde al metileno de C5; un singulete en 3.25 ppm, que integra para 3H, y se asigna al metilo
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del grupo SCHs; en 3.77 ppm, un triplete que integra para 2H y que corresponde al C3; un singulete
en 3.90 ppm, que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo; en 7.20 ppm, un doble de
dobles que integra para 1H, corresponde al hidrégeno aromatico de C7, con una Jr.s=7.5Hz y otra J7.
9=0.9Hz debidas a los acoplamientos con los hidrégenos unidos a C8 y C9; un doble de dobles en
7.28 ppm, que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno aromatico de C9, con una Jo-s=5.7Hz
y otra Jo.7=1.2Hz acoplados con los hidrégenos de C8 y C7; en 7.42 ppm, un triplete que integra para
1H, corresponde al hidrégeno aromatico de C8, con una Js¢=8.10Hz y otro Js-7=8.10Hz debido a los
acoplamientos con los hidrogenos de C7 y C8. En 12.19 ppm, una sefial pequefia ancha que integra
para 1H y que corresponde al hidrégeno que esta unido al nitrégeno de la metiltioamida.

Elucidacion estructural del yoduro de 1-metiltio-8-metoxi-4,5-dihidro-3H-2-benzazepinio (92).

MeS ; @H S)

C 3
o@

6 5

El espectro de RMN 'H de 92 muestra las siguientes sefiales: un quinteto en 2.49 ppm, que integra
para 2H, corresponde al metileno de C4; en 2.78 ppm, un triplete que integra para 2H y que
corresponde al metileno de C5, un singulete en 3.27 ppm, que integra para 3H y se asigna al metilo
del grupo SCHs; en 3.80 ppm, un triplete que integra para 2H, corresponde al metileno del C3; un
singulete en 3.87 ppm, que integra para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo; en 7.17 ppm, un
doble de dobles que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno aromatico de C7, con una Jr.
6=5.7Hz y otra J7.9=2.7Hz debido a su acoplamiento con los hidrogenos de C6 y C7; un doblete en
7.23 ppm, que integra para 1H y que corresponde al hidrogeno aromatico de C9; en 7.32 ppm, un
doblete que integra para 1H, corresponde a un hidrégeno aromatico de C6 con una Js7=8.4Hz
debido al acoplamiento con el hidrégeno de C7. En 12.5 ppm, una sefial ancha pequefia que integra
para 1H, y se asigna al hidrégeno que esta unido al nitrégeno de la metiltioamida.
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5.1.4 OBTENCION DE LAS AZETOBENZAZEPINONAS 5 Y 6

El producto final se obtuvo utilizando la metodologia de la reaccién de Staudinger para formar
azetidinonas utilizando iminas y cloruros de &cido. La reaccion de la sal tioiminio 91 con cloruro de
fenoxiacetilo y trietilamina, di6 como resultado la formacién de la azetobenzazepina 5 que se obtuvo

como un solido color blanco en bajo rendimiento. (Esquema 38)

Esquema 38
< }o
SMe O

H MeS

=N © EttN N
CgHsOCH,COCI

OMe CHxClp, A OMe

91 5 (35%)

El mecanismo de reaccion involucra en un primer paso la abstraccion de un proton del intermediario
iminio (91) por parte de la trietilamina para dar el intermediario tioimino (93), posteriormente que el
nitrégeno del tioimino ataque al carbonilo del cloruro de fenoxiacetilo para dar el intermediario (94) el
cual se tautomeriza al tioiminio (95). Enseguida un protdén a al carbonilo es sustraido por otra
molécula de trietilamina para dar el aducto i6nico (96). Finalmente 97, el carbono con carga negativa
ataca al carbono iminico por una reaccién intramolecular que origina el triciclo de la p-lactama 5

(Esquema 39).
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Esquema 39
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También la sal de tioiminio 92 se hizo reaccionar con trietilamina y cloruro de fenoxiacetilo, bajo las
condiciones mencionadas antes, dando como resultado la formacién de la azetobenzazepina 6 que

se obtuvo como un sélido color blanco en bajo rendimiento. (Esquema 40)
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Esquema 40

SMe QO o)

H MeS
CgHsOCH,COCI

CH.Cly, A
92 2v 6 (44%)

Elucidacion estructural de la azetobenzazepinona 5
NOESY

El espectro de IR del compuesto 5 presenta una banda intensa en 1761 cm-' correspondiente a la
presencia de un carbonilo B-lactamico.

El espectro de RMN 'H de 5 muestra las siguientes sefiales: la sefial multiple en 1.66-1.74 ppm, que
integra para 1H y que corresponde a He de C5; una sefial multiple en 2.06-2.16 ppm, que integra
para 1H, corresponde al Hax del metileno de C5; en 2.23 ppm, un singulete que integra para 3H y se
asigna al metilo del grupo SCHs; en 3.0 ppm, un doble de dobles que integra para 1H y que
corresponde al He del metileno de C6, con una Je.ax=15.6Hz debido a su acoplamiento con el Hax de
C6; una sefal multiple en 3.25-3.34 ppm, que integra para 1H, corresponde al He de C4; un doble de
dobles en 3.49 ppm, que integra para 1H y que corresponde al Hax de C6, con una Jaxe=15.6Hz
debido a su acoplamiento geminal con He de C6; en 3.79 ppm, un singulete que integra para 3H y se
asigna al metilo del grupo metoxilo; un doblete de tripletes en 4.11 ppm, que integra para 1H,
corresponde al Hax de C4, con una Jaxe=13.2 Hz debido a su acoplamiento geminal con He de C4; en

5.51 ppm, un singulete que integra para 1H y que corresponde al hidrégeno de C1; un doblete en
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6.74 ppm, que integra para 1H, corresponde al hidrogeno aromatico de C10, con una J10-9=7.8Hz
debido a su acoplamiento con el hidrégeno unido a C9; en 6.78 ppm, un doblete con una Js9=7.8Hz
que integra para 1H y que corresponde al hidrogeno aromatico unido a C8; de 7.05-7.11 ppm, una
sefial multiple que integra para 1H y que corresponde a los hidrégenos aromaticos unido a C9; una
sefial multiple en 7.25-7.38 ppm, que integra para S5H y que corresponde a los hidrogenos
aromaticos del fenoxilo unido al anillo lactamico.

El espectro de masas de 5 muestra un ion molecular a m/z 355 que corresponde a su peso
molecular.

La estereoquimica de la molécula 5 se determin con base en el anélisis del espectro Noesy, el cual
indica una interaccion sobresaliente entre el proton H1 unido al C1 y el proton aromatico H10 lo que
indica que estan proximos en el espacio. Con base en este resultado se pudo asumir que el proton
H1 esta hacia arriba y el grupo fenoxilo esta hacia atras. Asi mismo no se observo en el espectro
NOESY alguna interaccion entre el proton H1 y el metilo unido al azufre lo que indica que el grupo
SCH3 esta del lado opuesto a este protdn como se indica en la estructura del compuestob.

Elucidacion estructural de la azetobenzazepinona 6
NOESY

El espectro de IR del compuesto 6 presenta una banda intensa en 1756.81 cm-' correspondiente a la
presencia de un carbonilo B-lactamico.

En el espectro de RMN 'H de 6 muestra las siguientes sefiales: una sefial mltiple de 1.67-1.81 ppm,
que integra para 1H y que corresponde al He de C5; de 2.03-2.11 ppm, una sefial multiple que
integra para 1H, corresponde al Hax de C5; un singulete en 2.23 ppm, que integra para 3H y se

asigna al metilo del grupo SCHs; un doblete de dobletes en 2.88 ppm, que integra para 1H y que
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corresponde al He de C6, con una Je-ax=15Hz debido a su acoplamiento geminal con Hax de C6 y otra
Jee=7.8Hz debido a su acoplamiento con el He de C5; de 3.19-3.30 ppm, una sefial multiple que
integra para 2H y que corresponde al Hax de C6 y al He de C4; un singulete en 3.59 ppm, que integra
para 3H y se asigna al metilo del grupo metoxilo; en 4.15 ppm, un doblete de tripletes que integra
para 1H, corresponde al He de C4, con una Je-ax=12.3Hz debido a su acoplamiento geminal con Hax
de C4, otra Je-.=3.0Hz debido a su acoplamiento con el He de C5 y por Ultimo otra Jee=1.2Hz es
debido a su acoplamiento con el He de C6; un doblete en 5.53 ppm, que integra para 1H y que
corresponde al hidrégeno de C1, con una J=0.6Hz; en 6.56 ppm, un doblete que integra para 1H,
corresponde al hidrégeno aromatico de C10, con una J=2.7Hz; un doble de dobles en 6.69 ppm, que
integra para 1H y que corresponde al C8, con una Js7=8.55Hz y otra Js-10=2.7Hz debido a su
acoplamiento con los hidrogenos unidos a C7 y C10; en 7.01 ppm, un doblete que integra para 1H y
que corresponde al hidrogeno de C7, con una Jr.=8.4Hz debido a su acoplamiento con el hidrégeno
aromatico de C8; de 7.06-7.38 ppm, una sefial multiple que integra para 5H y que corresponde a los
hidrogenos aromaticos del fenoxilo unido al anillo lactamico.

El espectro de masas de 6 muestra un ién molecular a m/z 355 que corresponde a su peso
molecular.

La estereoquimica de la molécula 6 se determiné con base en el analisis del espectro Noesy el cual
indica una interaccion sobresaliente entre el proton H1 unido al C1 y el protdn aromatico H10 lo que
indica que estan proximos en el espacio. En base a este resultado se pudo asumir que el proton H1
estd hacia arriba y el grupo fenoxilo esta hacia atras. Asimismo no se observé en el espectro
NOESY alguna interaccion entre el proton H1 y el metilo unido al azufre lo que indica que el grupo

SCHjs esté del lado opuesto a este proton como se indica en la estructura del compuesto 6.
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5.2 PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

Los compuestos 5 y 6 se sometieron a las pruebas de citotoxicidad utilizando las lineas celulares:
PC-3 (Cancer de préstata), U-251 (Glio: Sistema Nervioso Central), K-562 (Leucemia), HCT-15
(Cancer de Col6n) y MCF-7 (Cancer de mama), de acuerdo con el procedimiento del Instituto

Nacional de Cancer de Estados Unidos, utilizando una concentracion de 50uM/DMSO.

Los datos obtenidos del efecto antiproliferativo de 5y 6 sobre las lineas celulares se muestran en la
tabla 2.

Tabla 2 Efecto antiproliferativo (% Inhibicion a 50 uM) de los compuestos 5 y 6 en cada linea celular.

Linea celular COMPUESTO 5 COMPUESTO 6
U-251 53.68 92.3
PC-3 73.97 94.34
K-562 71.09 88.97
HCT-15 51.48 87.57
MCF-7 39.58 96.23
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Grafica 1. Efecto antiproliferativo de inhibicién celular de las azetobenzazepinonas 5y 6 a una

concentracion de 50uM para cada linea celular.
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% de 60"
Inhibicion 4q- b5
m6

U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7
Linea celular

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2 donde se observa que los porcentajes de
inhibicion en la mayoria de los casos, estan por encima del 50 % que es el minimo requerido para
que se considere a un compuesto activo.

La grafica 1 muestra que la azetobenzazepinona 6 inhibe el crecimiento celular en todas las lineas
celulares, es decir que todas son afectadas. La azetobenzazepina 5 inhibe casi todas las lineas

celulares, excepto en MCF-7.

Como siguiente paso, al descubrir que 5y 6 poseen actividad citotoxica, se procedié a determinar el
valor de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) que se refiere a la concentracion de compuesto
necesaria para reducir el crecimiento poblacional de las células en un 50%, in vitro.

Por otra parte, previamente el equipo de investigacion del Doctor Roberto Martinez realizo el estudio
citotoxico de 1y 2 que para efectos de comparacion, los valores de Clso de los cuatro compuestos se

resumen en la tabla 3.
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Tabla 3. Valores de Clso de los compuestos 1, 2, 5y 6 para cada linea celular.

Linea Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 5 Compuesto 6
celular Clso Clso Clso Clso
K-562 23.0+£1.83 22.99+1.7 27.33+2.3 26.10+1.4
HCT-15 13.64+1.2 19.08+1.0 * 25.68+2.1

*El estudio se encuentra en proceso.
Los datos indican que en la linea celular K-562 los valores de Clso no son marcadamente diferentes
entre los compuestos en estudio. En el caso de la linea celular HCT-15 se observa que el compuesto

1 presenta una actividad citotoxica selectiva en comparacion de los otros compuestos.

Grafica 2. Comportamiento del Clso al variar la posicion del -OMe y la fusion del anillo de

azetidinona
30+
25+
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[
CI(50) 151
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En la grafica 2, la longitud de las barras representa en proporcion inversa el grado de toxicidad de
los compuestos para cada linea celular.

De esta forma, la grafica 2 muestra que el compuesto 1 presenta un incremento en la potencia
citotoxica en la linea celular HCT-15 en comparacion de los compuestos 2 y 6. Esto indica que el
cambio de posicion del grupo —~OCHs y la fusion del anillo de azetidinona probablemente influyen en
la respuesta celular.

Por otra parte, en la linea celular de K-562 se observa que la desviacion estandar entre los valores
de Clso no indica una diferencia apreciable.
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6.- CONCLUSIONES

» Se lograron las sintesis de la 1,2,4,5,6,11-hexahidro-7-metoxi-10b-metiltio-1-fenoxi-2-oxo-
azeto[2,1-a][2]benzazepina y de la 1,2,4,5,6,11-hexahidro-9-metoxi-10b-metiltio-1-fenoxi-2-
oxo0-azeto[2,1-a][2] benzazepina (compuestos 5 y 6), y se determind su estructura por medio

de estudios espectroscopicos y de espectrometria de masas.

» Se evaluo la actividad citotoxica de los compuestos 5 y 6, en cinco lineas celulares
cancerosas [(PC-3 (Cancer de prostata), K-562 (Leucemia), U-251 (Glio: Sistema Nervioso
Central), MCF-7 (Céancer de mama) y HCT-15 (Cancer de colon)] en donde la
azetobenzazepina 5 inhibi6 el crecimiento celular de casi todas las lineas, excepto en MCF-
7y en el caso de la azetobenzazepina 6 inhibio el crecimiento de todas las lineas celulares.

» La modificacion del cambio de posicion del grupo —-OMe y la fusion del anillo de azetidinona
de los compuestos 5y 6 en comparacion con los compuestos 1y 2 preservan su actividad

citotdxica en la linea celular K-562.
» El compuesto 1 presenta un incremento en la potencia citotoxica en la linea celular HCT-15

en comparacion con los compuestos 2y 6 1o que indica que el cambio de posicion del

—-OMe y la fusién del anillo de azetidinona probablemente influyen en su actividad citotoxica.
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7.- SECCION EXPERIMENTAL

7.1 CONSIDERACIONES GENERALES

El avance de las reacciones se verifico por cromatografia en capa fina utilizando cromatofolios

Alugram (silica gel 60 con indicador fluorescente UVas4) y usando como revelador luz ultravioleta.

La purificacion de los productos se realizé por cromatografia flash en columna utilizando gel de silice
(230-400 mallas), fluorosil (60-100 mallas) y mezcla de disolventes como eluyentes.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Melp-temp Il y no estan corregidos.
Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotdmetro Nicolet Ft Magna-IR 750,
utilizando la técnica de pastilla en KBr.

Los espectros de RMN-H de 300 MHz se realizaron en un equipo Broker-Avance. El
desplazamiento quimico () esta expresado en partes por milldn (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) estan dadas en Hz. Se empled el TMS (tetrametilsilano) como referencia interna y
se utiliz6 CDCl3 como disolvente. La terminologia utilizada es la siguiente: s= sefial simple, d= sefal
doble, dd= doble de doble, dt= doble de triple, t= sefial triple, c= sefial cuadruple, q= sefial quintuple

y m= sefial multiple.

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas Jeol-KMS-AX505HA de doble

enfoque, utilizando la técnica de impacto electrénico y con una energia de 70 eV.
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7.2 OBTENCION DE LAS BENZAZEPINONAS 87a Y 88a.

6-METOXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-2-BENZAZEPIN-1-ONA (87a)
NH A un matraz bola de 250 mL con agitacion magnética y en bafio de hielo, se
le agregaron 500 mg (2.82mmol) de 85 y 5 mL de HCI. Enseguida, se le

OMe agregaron lentamente 366 mg (5.64mmol) de azida de sodio

(aproximadamente en 3 fracciones) manteniendo el matraz de reaccion en el

bafio de hielo durante una hora. Transcurrido este tiempo, se dej6 que la mezcla alcanzara la
temperatura ambiente, la reaccién fue seguida por ccf hasta que se complet6 (23horas). La mezcla
de reaccion se neutralizé con una solucion de K.COs al 10 %, después se realizaron extracciones
con CH2Cl2 (10 mL x 3). La fase organica se seco con Na2SO4 anhidro y se concentré en una bomba
de alto vacio. El producto de reaccion se purifico por cromatografia ultrarrdpida en columna,
utilizando gel de silice como soporte y una mezcla de Hex: AcOEt (6:4) como eluyente. De las
ultimas fracciones se obtiene un sélido de color crema con un 39 % de rendimiento y p.f 101-103°C.
IR (Pastilla-KBr) vmax (cm-") 3450, 1620; RMN'H (300 MHz, CDCls); & 1.95 (m, 2H), 2.94 (t, 2H), 3.09
(c, 2H), 3.84 (s, 3H grupo OCHz), 6.94-6.99 (m, 1H Ar), 7.19-1.35 (m, 2H Ar), 7.73 (s, 1H grupo
amida); EMIE, m/z (%) 191 (M*, 100), 193 (M*+2, 2).

o) 8-METOXI-2,3,4,5TETRAHIDRO[2]-BENZAZEPIN-1-ONA (88a)
MeO NH El intermediario 86 se sometié a las mismas condiciones de reaccion
que 85, con la variante del calentamiento a 50°C durante 5 horas.

Después del tratamiento normal y su separaciéon por cromatografia

ultrarrapida, se obtiene un sélido de color beige con un 50 % de rendimiento y un p.f. 119-120 °C.

IR (Pastilla-KBr) vmax (cm'") 3450, 1620; RMN'H (300MHz, CDCl3) & 2.0 (q, 2H), 2.82 (t, 2H), 3.14 (,
2H), 3.84 (s, 3H OCHj3), 6.96 (dd, J= 8.1y 4.2 Hz, 1H Ar), 7.11 (d, J= 12.3 Hz, 1H Ar), 7.26 (s, 1H
Ar), 6.86 (s, 1H grupo amida); EMIE, m/z (%) 191(M*, 100), 193 (M*+2, 3).
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7.3 FORMACION DE LAS TIONAS 89 Y 90

PROCEDIMIENTO GENERAL

A un matraz bola de do

s bocas provisto de un sistema de agitacion magnética, un refrigerante y una

canastilla de calentamiento, se le agregaron 800 mg (2.94mmol) del reactivo de Lawesson y 500 mg

(2.61mmol) de la benzazepinona correspondiente, bajo atmésfera de nitrégeno. Posteriormente, se

le adicionaron 25mL de tolueno recién destilado, y la mezcla de reaccion se sometio a reflujo 80-90

°C, durante 4 horas. Después de este tiempo la mezcla se concentrd en una bomba de alto vacio. El

solido obtenido se purif

ico por cromatografia ultrarapida en columna, utilizando gel de silice con una

capa de flourosil como soporte y CH2Cl, como eluyente.

NH

OMe

6-METOXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-2-BENZAZEPIN-1-TIONA (89)

Sélido amarillo con olor a azufre, p.f. 120-122 °C (R=75 %); RMN'H
(300MHz, CDCls) & 2.07 (q, 2H), 2.87 (t, 2H), 3.2 (c, 2H), 3.83 (s, 3H grupo
OCHj3), 6.95 (dd, J=7.5 y 0.6 Hz, 1H Ar), 7.25-7.27 (m, 1H Ar), 7.49 (dd, J =
6.9y 0.9 Hz, 1H Ar), 9.13 (s, 1H grupo tioamida).

S

8-METOXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-2-BENZAZEPIN-1-TIONA (90)
Sélido amarillo con olor a azufre, p.f. 124 °C (R=90 %); RMN'H
(300MHz, CDCl3) o 2.1 (q, 2H), 2.73 (t, 2H), 3.22 (c, 2H), 3.84 (s, 3H

grupo OCH), 7.04 (d, J= 8.4 Hz, 1H Ar), 6.92 (dd, J= 5.4 y 3.0 Hz, 1H

Ar), 7.47 (s, 1H Ar), 9.05 (s, 1H grupo tioamida).
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7.4 REACCION DE METILACION

PROCEDIMIENTO GENERAL

A un matraz bola de dos bocas, provisto de un sistema de agitacion magnética, se le agregaron 400
mg (1.93mmol) de la tioamida correspondiente y 25 mL de CH2Cly, recién destilado, bajo atmdsfera
de nitrdgeno. La mezcla se agitd hasta que se disolvié y enseguida el matraz se colocd en un bafio
de hielo. Posteriormente se le agregaron 0.5mL de iodometano (1.55mmol) y se retiré el bafio de
hielo dejando que la mezcla de reaccion alcance la temperatura ambiente; transcurrida una hora se
le agregd un exceso de iodometano en las condiciones antes mencionadas. La mezcla de reaccion
se dejé bajo agitacion y se siguid por ccf hasta que la reaccidn se completo 4 horas. Después de
este tiempo, la mezcla de reaccion se concentré bajo atmosfera de nitrégeno, hasta eliminar

totalmente el disolvente. El crudo de reaccion se sometio a la siguiente reaccion.

YODURO DE 1-METILTIO-6-METOXI-4,5-DIHIDRO-3H-2-BENZAZEPINIO
(91)

Sélido amarillo claro de p.f. 184-186 °C con un rendimiento cuantitativo
OMe =100 %; RMN'H (300MHz, CDCl3) 6 2.47 (q, 2H), 2.89 (t, 2H), 3.25 (s, 3H
grupo SCHa), 3.77 (t, 2H), 3.90 (s, 3H grupo OCHj3), 7.20 (dd, J=7.5y 0.9
Hz, 1H Ar), 7.28 (dd, J= 5.7 y 1.2 Hz, 1H Ar), 7.42 (t, J= 8.1 y 8.1 Hz, 1H Ar), 12.19 (s, 1H grupo

iminio).

YODURO DE 1-METILTIO-8-METOXI-4,5-DIHIDRO-3H-2-
S BENZAZEPINIO (92)

MeOGiﬁ;H@ Sélido amarillo claro de 0 imi itativo =100 % ;
| p.f. 182 °C con rendimiento cuantitativo =100 % ;
RMN'H (300MHz, CDCl3) & 2.49 (q, 2H), 2.78 (t, 2H), 3.27 (s, 3H grupo
SCHja), 3.80 (t, 2H), 3.87 (s, 3H grupo OCHs3), 7.17 (dd, J= 5.7 y 2.7 Hz,

1H Ar), 7.23 (d, 1H Ar), 7.32 (d, J= 8.4 Hz, 1H Ar), 12.5 (s, 1H grupo iminio).
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7.5 FORMACION DEL ANILLO 2-AZETIDINONA

PROCEDIMIENTO GENERAL

A un matraz bola de dos bocas, provisto de un sistema de agitacidn, un refrigerante y una canastilla
de calentamiento, se le agregaron 400 mg (1.8mmol) de la metilsulfanilimina correspondiente y 25
mL de CH.Cl, recién destilado, con agitacion constante y bajo atmésfera de nitrdgeno. El matraz se
colocd en un bafio de hielo y después se le agregaron 1.25 mL (9.0mmol) de Et3N recién destilada.
Posteriormente se le agregaron, gota a gota, 0.7 mL (5.42mmol) de cloruro de fenoxiacetilo,
retirdndose el bafio de hielo al término de este proceso. Después de 1 hora se le agreg6 un exceso
de EtsNy cloruro de fenoxiacetilo. La mezcla de reaccion se dejo a reflujo durante 16 horas, después
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtrd al vacio. El filtrado se concentr6 utilizando una
bomba de alto vacio y posteriormente se trato de purificar por cromatografia ultrarrapida en columna,
utilizando gel de silice con una capa de fluorosil como soporte y una mezcla de Hex: AcOEt (8:2)
como eluyente. La purificacidn final se realizd mediante una placa preparativa utilizando una mezcla

de Benceno: Acetato de Etilo (9:1) como medio eluyente.

1,2,4,5,6,11-HEXAHIDRO-7-METOXI-10b-METILTIO-1-FENOXI-2-OXO-

@O o | AZETO[2,1-a][2] BENZAZEPINA (5)
S N Sélido blanco de p.f. 140-142 °C (R=35 %); IR (Pastilla-KBr) vmax (cm-’)
1761; RMN'H (300MHz, CDCl3) & 1.66-1.74 (m, 1H), 2.06-2.16 (m, 1H),
OMe 2.23 (s, 3H grupo SCHs), 3.0 (dd, J= 15.6 Hz, 1H), 3.25-3.34 (m, 1H),

3.49 (dd, J=15.6 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H GRUPO OCHs), 4.11 (dt, J=13.2
Hz, 1H), 5.51 (s, 1H grupo OPh), 6.74 (d, J= 7.8 Hz, 1H Ar), 6.78 (d, J= 7.8 Hz, 1H Ar), 7.05-7.11 (m,
1H Ar), 7.25-7.38 (m, 5H Ar); RMN 13C (75.4 MHz, CDCls) & 13.412, 23.507, 25.823, 41.498, 55.920,
78.326, 90.213, 110.739, 117.236, 120.091, 122.888, 126.909, 129.502, 129.677, 140.239, 156.962,
157.764, 164.640; EMIE, miz (%) 355(M*,7), 357 (M*+2, 2).
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1,2,4,5,6,11-HEXAHIDRO-9-METOXI-10b-METILTIO-1-FENOXI-2-
Qo o OXO0-AZETO[2,1-a][2] BENZAZEPINA (6)
MeO —S N Sélido blanco de p.f. 103-104 °C (R=44%); IR (Pastilla-KBr) vmax (cm-
1) 1756.81; RMN'H (300MHz, CDCl3) & 1.67-1.81 (m, 1H), 2.03-2.11
(m, 1H), 2.23 (s, 3H grupo SCH3), 2.88 (dd, J= 15y 7.8 Hz, 1H), 3.19-

3.30 (m, 2H), 3.59 (s, 3H grupo OCH), 4.15 (dt, J=12.3, 3.0y 1.2 Hz, 1H), 5.53 (d, J= 0.6 Hz, 1H
grupo OPh), 6.56 (d, J= 2.7 Hz, 1H Ar), 6.69 (dd, J= 8.55 y 2.7 Hz, 1H Ar), 7.01 (d, JO 8.4 Hz, 1H Ar),
7.06-7.38 (m, 5H Ar); RMN 13C (75.4 MHz, CDCls) & 13.368, 26.814, 34.185, 40.916, 55.148, 78.559,
90.533, 113.536, 113.754, 117.731, 123.165, 129.750, 132.256, 132.532, 139.467, 157.836,
164.407; EMIE, miz (%) 355(M*,5), 357 (M*+2, 1).

7.6 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

Los ensayos para determinar la actividad citotoxica de 5 y 6 fueron realizados en el Laboratorio de
Pruebas de Actividad Biologica del Instituto de Quimica de la UNAM, bajo el mismo criterio en
metodologia y tratamiento de datos utilizado por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos.

Se utilizan dos placas (I y Il) de 96 pozos cada una donde se han distribuido las lineas celulares y el
blanco, en cada placa se colocan aproximadamente 7500 células neoplasicas en suspension, por
pozo y se incuban a 37°C y atmdsfera con 5% de CO2, por un lapso de 24 horas. Posteriormente las
celulas de la placa Il se fijan utilizando acido tricloroacético. El preparado se incuba por una hora a
4°C y enseguida se tifien las células con SRB (sulforhodamina B) el cual es un colorante que se une
a los aminoéacidos basicos de la célula y se mide la DO (densidad oOptica) de las muestras a una
A=500 nm. El valor promedio de la densidad optica para cada linea celular se llama plato tiempo
cero (To). A la placa | se le adicionan 100uL de la solucion de los compuestos a probar, diluidos en
DMSO, en las concentraciones de 3.1, 10, 31 y 100 uM y se incuban por 48 horas. El ensayo para
cada linea celular dentro de la placa se realiza por duplicado. Finalmente las células se fijan, se les
adiciona SRB y se determina la DO.
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El porcentaje de inhibicion de crecimiento (%Cl) se calcula para cada concentracién con su
correspondiente linea celular de la siguiente forma:
T=tb C= Tipmsoyb
%Cl= 100-[(T-To)/(C-To)]
En donde:
%Cl= Porcentaje de inhibicién de crecimiento.
b= blanco
T=DO real de la muestra
C= control
t= DO de la muestra sin corregir
Tiomso)= DO de las células en DMSO
To= DO del plato tedrico en el tiempo cero

La concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los compuestos 5 y 6 para cada linea celular se calcula a

partir de una grafica %Cl vs. log de la concentracion. De esta forma se obtiene la concentracién del

farmaco a la cual se inhibe en un 50% el crecimiento celular.
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Imagen 4. Espectro de RMN 3C de la azetobenzazepinona 5
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Imagen 5. Espectro COSY de la azetobenzazepinona 5
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Imagen 6. Espectro DEPT de la azetobenzazepinona 5
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Imagen 7. Espectro HETCOR de la azetobenzazepinona 5
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Imagen 8. Espectro NOESY de la azetobenzazepinona 5
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Imagen 9. Espectro de MASAS de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 10. Espectro de RMN 'H de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 11. Espectro de RMN '3C de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 12. Espectro COSY de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 13. Espectro DEPT de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 14. Espectro HECTOR de la azetobenzazepinona 6
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Imagen 15. Espectro NOESY de la azetobenzazepinona 6
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