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Abreviaturas y simbolos

°C Grados Celsius

0 Desplazamiento quimico

d Sefal doble

DART Direct Analysis in Real Time
EM Espectrometria de masas
Eq Equivalente

Et,O Eter dietilico

FAB™ Fast Atom Bombardment

g Gramo

h Horas

Hz Hertz

IR Infrarrojo

m Sefal multiple

m/z Relacion masa/carga

Me Metilo

min Minutos

mL Mililitro

ppm Partes por millén

RMN *3C Resonancia magnética nuclear de carbono
RMN *H Resonancia magnética nuclear de protén
S Sefal simple

t Senal triple

TA Temperatura ambiente



n-BulLi

THF

Et;OBF,
PC-3
K562
HCT-15
MCF-7
SKLU
U251
u.m.a
ROS

c.c.f

n-Butil litio

Tetrahidrofurano

Frecuencia de vibracion

Tetrafluoroborato de trietiloxonio

Linea celular cancerosa de adenocarcinoma prostatico
Linea celular cancerosa de leucemia mielogena crénica
Linea celular cancerosa de adenocarcinoma colorectal
Linea celular cancerosa de adenocarcinoma de mama
Linea celular cancerosa carcinoma pulmonar no microcitico
Linea celular cancerosa de glioblastoma

Unidad de masa atdmica

Reactive oxigen species

Cromatografia en capa fina

Angstrom
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I. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, los compuestos organoselenados, han
despertado un gran interés y una importante atencion tanto en quimica
organica®’ como en la industria farmacéutica,” esto debido a la actividad
biolégica que presentan como antivirales,® antihipertensivos,”
antioxidantes,” antimicrobianos® y a sus propiedades anticancerigenas.’
Por mencionar un ejemplo, el Ebselen,® se encuentra actualmente en las
ultimas etapas de desarrollo farmacéutico, debido a que aun se sigue
estudiando su potente actividad como inhibidor de enzimas de
importancia clinica como el 6xido nitrico sintasa (NOS), lipoxigenasas
(LOX), cicloxigenasas (COX), NADPH oxidasa, protein cinasa C (PKC),
glutation S-transferasa (GST), citocromo P-450, cistein proteasas,

prostaglandina H sintetasa, entre otras.

Es por lo anterior, que recientemente diversos estudios en
epidemiologia, sugieren que elementos traza o micronutrientes, como el
selenio, actian como agentes protectores contra un gran numero de
padecimientos y enfermedades con gran incidencia, como diabetes,
SIDA, cardiopatias, enfermedades cerebrovasculares, ademas existe
evidencia que sugiere, que dicho calcogeno también actua inhibiendo
diferentes mecanismos moleculares en la carcinogénesis temprana de
distintas células, dependiendo de la forma quimica en la cual se

encuentra presente este elemento.®

Actualmente un grupo de compuestos organoselenados que ha
recibido gran atencidon en afnos recientes y que han sido biol6gicamente
poco estudiados, son las selenoamidas ya qQque son precursores

ampliamente utilizados en sintesis orgéanica.®
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Dichos compuestos han demostrado su potencial uso como agentes
citotoxicos™ contra diferentes lineas celulares de cancer humano,
mostrando mejoria en la actividad citotoxica, en comparacion a la
observada por algunos de los farmacos que se encuentran actualmente

en el mercado.*?

Es por todo lo anterior y teniendo en consideracion las aplicaciones
y hallazgos alrededor de los compuestos selenados, en este trabajo se
presenta la sintesis y evaluacién biolégica de una nueva familia de
compuestos organoselenados mediante una modificacibn a la

metodologia’® propuesta por nuestro grupo de trabajo.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Selenio y cancer

El selenio es un elemento quimico no metélico perteneciente al
grupo XVI (IUPAC) y periodo IV de la tabla periédica, representado por
el simbolo (Se), cuyo numero atomico es 34 y masa atdomica 78.96
u.m.a., se ubica entre los elementos quimicos Azufre (S) y Telurio (Te),
suele encontrarse principalmente en tres estados de oxidacion (-2, 4 y
6). Posee nueve isoOtopos; tres sintéticos y seis naturales, de los cuales
cinco son estables (“*Se, "°Se, "’Se, "®Se, 8°Se); ademas de encontrarse
en su mayoria como dos formas alotrépicas, polvo rojo y polvo negro,

con una abundancia en la corteza terrestre de 90 pg/kg.'*

Su funcion biolégica esencial es de oligoelemento, y pertenece a los
compuestos quimiopreventivos mas ampliamente estudiados.®®
Alimentos tales como cereales, granos y vegetales, contienen diversas
cantidades y formas quimicas de selenio (SeOs%, Se04%, Se,03%). Una
adecuada ingesta de selenio recomendada por la Food and Nutrition
Board (FNB) del Institute of Medicine (IOM) ha estimado en 50 pg/dia,
con niveles téxicos que se calculan con la ingesta del orden de 350-700

pg/dia.*®

El selenio es importante para muchos procesos celulares, ya que es
un componente de varios selenoaminoacidos (Selenometionina (SeMet),
Metilselenocisteina (MeSeCys), Selecistamina y Selenocisteina (SeCys)),

de manera que se considera que poseen funcién preventiva de cancer.’
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La ingesta diaria de selenio con dosis bajas parece ser beneficioso
no soélo para la prevencion del cancer, sino también, puede influir
positivamente en muchas otras funciones en el organismo mediante la
reduccion antiinflamatoria, enfermedades del corazén y la regulaciéon de

la presién arterial.*®

La eficacia de los compuestos de selenio como agente
quimiopreventivo in vivo se correlaciona con su capacidad para efectuar
la regulacion del ciclo celular, para estimular la apoptosis y para inhibir

la migracién de células tumorales, asi como la invasion in vitro.*®

En este contexto, algunos tipos de cancer, han mostrado buena
respuesta por el tratamiento con numerosos compuestos
organoselenados.?® Las células de un organismo generan n-cantidad de
especies reactivas (ROS) como metabolitos de compuestos oxigenados,
como radicales superoxido (0z), peroxido de hidrégeno (H202) vy
radicales hidroxilo (OH").

Dichas especies reactivas causan la degeneracion de
biomacromoléculas induciéndolas a estrés oxidativo. De esta manera,
resulta de vital importancia eliminar in vivo fuentes de oxigeno dentro
de la célula. Enzimas antioxidantes, como superéxido-dismutasas
(SODs), catalasa y glutation-peroxidasa; vitaminas antioxidantes como
la vitamina C y E, atrapan y eliminan a estas especies reactivas de
oxigeno. Cabe resaltar la importancia de la enzima glutation-peroxidasa
que cuenta con selenio como cofactor, pues atrapa y elimina de manera

in vitro como in vivo al perdxido de hidrégeno (H205).
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De esta manera, diversos estudios®® han demostrado que
compuestos selenados, como selenoproteinas, protegen a las células del
estrés oxidativo. Debido a esto, Santos y colaboradores? consideraron
la posibilidad de encontrar eficiencia en compuestos organoselenados
para atrapar y eliminar especies reactivas de oxigeno, desarrollando un
estudio para determinar la actividad de selenoamidas para atrapar
agentes oxidantes in vitro*> y a partir de esos resultados, muchas
investigaciones se han dirigido a la sintesis de compuestos con la
posibilidad de encontrar actividad contra cancer. Al mismo tiempo se
han efectuado estudios epidemiolégicos que relacionen el aporte
dietético de selenio en las poblaciones y su incidencia en algun tipo de

cancer.
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2.2 Selenoamidas

Las selenoamidas son moléculas analogas a las amidas en las
cuales existe un grupo selenocarbonilo (C=Se), en lugar de un carbonilo
(C=0), las cuales tienen una gran versatilidad quimica y esencialmente
son utilizadas como bloques constructores para la preparacion de

4 asi como heterociclos o moléculas

compuestos con interés biolégico,?
que contengan un atomo de selenio, ejemplo de ello son las selenazinas

y los selenazoles por mencionar algunos.

Actualmente, las estrategias sintéticas para la obtencion de
selenoamidas N-sustituidas son limitadas en comparacion con sus
analogos azufrados; esto debido a la dificil preparacion de los agentes
selenantes, ademas es posible observar que las metodologias existentes
para su sintesis, involucran una serie de multiples pasos de reaccion,
empleando reactivos en la mayoria de los casos de dificii manejo o
toxicos, lo cual se ve reflejado en rendimientos globales bajos y por lo
tanto, dichas metodologias no pueden ser consideradas generales

(Esquema 1).

Sin embargo, pese a las limitantes antes mencionadas, estudios
previos, han demostrado que dichos compuestos organoselenados
dependiendo de la naturaleza y nudmero de sustituyentes, pueden
presentar estabilidad termodindmica, siendo asi, la selenoamida
terciaria méas estable que la selenoamida secundaria y esta a su vez,

mas estable que la selenoamida primaria.?
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Bajo este contexto, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado a la
sintesis de selenoamidas altamente funcionalizadas en buenos
rendimientos, empleando complejos carbenicos tipo Fischer con un
fragmento metalico del grupo VI, debido a que estos complejos pueden
generar una gama de interesantes compuestos organicos, en especial,

aminocarbenos que han venido transformandose en otros analogos,

H H H H 26, 27
como por ejemplo, las tioamidas y selenoamidas.
4 A N\
Método G "ge;‘;‘s’g SA
2 pasos -
Rendimientos globales 30% Se Rendimiento global 90-40%
\ RJ\N’H ___ i (Agente selenante) 2N
N=C=Se —> | - R/C —
Xiv H
1 ejemplo Selenoamidas primarias
Método B
xv . Rendimiento global 65%
xiii ii 3 pasos
NHR1R; —
Método F ArC=CH
[e) 3 pasos Se . v
JL R Rendimiento global 10-48% J]\ Se i !
H r|4 _CHX, P "X )L R4 iv .
H Ph — L R”°N° \J
Xii ] NHR{R,
R, —— ArC=CSeAc
Selenoamid: dari:
xi (Agente selenante) 57%
N vii Método C
Método E 3 pasos
° Rendimientos globales 14-65%
H
LR Se ; Se vi N~
RN x| 7 - |0
-
1
- RJ\SeCHa R7N0S Ph)\OCsz “HCl
viii |}
Método D R OR
Rendimientos globales 46% \—é-OR
4 pasos OR
— -
\ Y,

A: (i) Reactivo de Woollins, P,Ses, H,Se, Al,Se;, NaSeH, Selenobenzoato de Potasio; (ii) NHR4R,,
EtOH, HCl, 100°C, 5h; NHR;R,, DMF, HCI, 100°C, 3h; B: (iii) Eter, n-BulLi, Se, AcCl, 0°C; (iv) NHR;R,,
Eter, 20°C, 3h; C: (v) ROH, HCI, Eter, 0°C; (vi) Acetimidato de Etilo, Piridina, Trietilamina, H,Se, -
30°C; (vii) Mg, EtBr, NH,R, Eter, 1h; D: (viii) Trialquil Ortobenzoato, (MesAl),Se, Tolueno-Dioxano,
50°C, 3 h; (ix) (CHs),AlSeCHs, Tolueno; (x) NHRR,, THF, 0°C; E: (xi) (iBuAlSe)n, Me,AlSeAlMe,, Se,
HSiCl;, Et,WSe, LiAIHSeH, Reactivo de Woollins, Selenuro de bis(1,5-ciclooctanodiiborilo); F: (xii)
NaH, Se, NHR;R,, HMPA, 120°C; G: (xiii) N-arilformamida, Trietilamina, Se, Tolueno reflujo, 10h;
(xiv) 4-dietilamino-3-butin-2-ona, THF, reflujo; (xv) NHR;R,, THF, reflujo.

Esquema 1. Rutas sintéticas para la formacion de Selenoamidas
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2.3 Sintesis de Selenoamidas

Existen pocos métodos sintéticos para la obtencion de selenoamidas
posiblemente debido a la inestabilidad que se menciona y a su dificil
preparacion, anteriormente los reportes generales para la sintesis de
selenoamidas primarias consistian en reacciones de aril-nitrilos con
agentes selenantes como acido selenhidrico (H>Se), seleniuro de fésforo
(P2Ses), seleniuro de aluminio (Al.Ses), biselenuro de sodio (NaSeH),
tris(trimetilsililmonoselenofosfato (Si(Me3)3PSe03), reactivo de

Woollins, 3?28

entre otros. Sin embargo, estos procedimientos arrojan
resultados desfavorables con rendimientos globales menores al 17%%°

(Esquema 2).

Se
[Se]

R NH,

Esquema 2. Formacién de Selenoamidas Primarias

En lo que respecta a la sintesis de selenoamidas secundarias y
terciarias, existen metodologias que favorecen buenos rendimientos
globales de reaccién, los cuales emplean amidas como reactivos y otros
agentes selenantes como LiAIHSeH®®, (iBuAlSe)n, (Me,Al),Se3!,
(EtsN)-WSe,*? (Esquema 3).

Se )
)J\ _Ra [se] )L R
R+ N —> R; T

R2 RZ

- J

Esquema 3. Formaciéon de Selenoamidas Secundarias y Terciarias
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A la metodologia anterior, se han sumado Ila sintesis de
selenoamidas por medio de reacciones de selenocarboxilatos con
aminas, haloalcanos con selenio elemental, aminas e hidruro de sodio
(NaH), asi como ésteres seleniometilicos derivados del &acido

diselensico®® (Esquema 4).

,
O R
)k / R,R,NH R\)J\ R
R Se = N

Se, NaH, R,NH
R-CH,-X -

Se Se

N SeCHs R,NH S NHR,

| ’

[ R//

Esquema 4. Reacciones analogas para la formacion de Selenoamidas

Adicionalmente a las metodologias reportadas, nuestro grupo de
trabajo, disefid e implementd una nueva y eficiente metodologia para la
sintesis de selenoamidas con buenos rendimientos, tiempos cortos y
condiciones suaves de reaccion. Dicha metodologia, consiste en una
reaccion de demetalacion seleniurativa de aminocarbenos de Fischer, en
la cual se utiliza como agente selenante una mezcla de borohidruro de

12
|

sodio (NaBH,) y selenio elemental™ (Esquema 5).
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Cr(CO)s Cr(CO)s Se
)J\ R,NH, )J\ 10 (Se/NaBH,) )L
_—_—m _—_—m
3 R, R
EtOH 2
R, O/\ Eter, TA R, H/ R, N -
H

Esquema 5. Demetalacion seleniurativa de aminocarbenos de

Fischer

10
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2.4 Reactividad

Las selenoamidas son utiles intermediarios en la formacion de
heterociclos y sus derivados, por mencionar algunos: selenazoles,
selenazinas, furanos, pirroles, tiofenos, piridazinas, entre otros. Dicho lo
anterior, la reacciéon de selenoamidas primarias con a-halocetonas o
haluros de haloacilo, producen derivados del 1,3-selenazol.®** Incluso
reacciones de una selenoamida primaria con cetonas o,B-insaturadas o
compuestos 1,3-dicarbonilicos, producen derivados de 1,3-selenazina®

(Esquema 6).

X
N
Se %'
)J\ E‘Oﬂ’ |

Ri NH,
Et3 N R4 Se OH
H C]
00
o C | \
O N
X
X (@]

(. _J

Esquema 6. Formacion de Selenaheterociclos

El grupo selenocarbonilo presenta mayor reactividad que sus
correspondientes analogos sulfurados y oxigenados,3® de tal manera que
se ha demostrado que la desprotonacién de selenoamidas conduce a la
formacion de dianiones que pueden ser susceptibles a la reacciéon con
diversos electrofilos, esto para obtener selenoamidas sustituidas en

posicion alfa al nitrégeno®’ (Esquema 7).

11
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4 \
Seli Li

Se Se R
)k o - )k )\
— —

THF
Ph M/\Ph N Ph N Ph
H

Ph Ph

\. J

Esquema 7. Obtencion de Selenoamidas sustituidas

Diversos reportes describen que las selenoamidas son especies mas
estables que los correspondientes selenoésteres, sin embargo, son
susceptibles a perder seleniuro de hidrogeno y formar el respectivo

nitrilo (Esquema 8).

Se

Esquema 8. Reaccidén para la formaciéon de nitrilos a partir de

selenoamidas primarias

En cuanto a las selenoamidas aromaticas primarias, éstas son
relativamente estables a temperatura ambiente bajo atmdsfera inerte y
al igual que las selenoamidas alifaticas, cuando se exponen al aire, son
lentamente transformadas en nitrilos, agua y selenio elemental®

(Esquema 9).

12
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Se
-H,Se

X NH, 0, X
AP A F

Esquema 9. Formacioén de Nitrilos a partir de Selenoamidas aromaticas

primarias

Desde hace aproximadamente 4 décadas, se ha sabido que la
hidrdlisis de una selenoamida primaria produce su correspondiente acido
carboxilico, hidroxido de amonio y seleniuro de hidrogeno (Esquema
10)%°.

( )
Se O
+
H;0 NH,OH
e
NH, OH +
NH; NH, HySe
N J

Esquema 10. Hidrdlisis de Selenoamidas

13
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Asimismo, las reacciones de alquilacion y acilacion de selenoamidas
en el 4&tomo de selenio ocurren rapidamente, obteniendo rendimientos

globales altos*® (Esquema 11).

Se
)k CH;,l
— >
R
R
\ﬁ K 1\N/

Esquema 11. Metilacion de Selenoamidas

Se—

R,

14
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2.5 Actividad Biologica

El primer reporte conocido del empleo del selenio para el

tratamiento de cancer fue realizado por Walter y Klein;*

quienes
describieron con éxito el tratamiento de céancer (lingual), mediante
inyeccion directa de seleniuro de sodio en el tumor. De aqui en
adelante, muchos compuestos mostraron ser capaces de afectar el

desarrollo de multiples variedades de tumores en modelos animales.*?

Estos efectos citotoxicos fueron investigados in vitro utilizando
cultivos celulares cancerosos y los resultados fueron similares.*® En
dichas pruebas de actividad bioldégica se emplearon muestras de
compuestos inorganicos y organicos; los resultados mostraron que no
todos los compuestos de selenio presentan actividad anticarcinogénica.
Sin embargo, los compuestos que si presentaron actividad, detuvieron el
crecimiento de células malignas y redujeron la induccién de

carcinogénesis en los cultivos y experimentos animales.**

A partir del primer derivado organoselenado publicado, el
etilselenol, hasta la fecha, la quimica de organoselenados se ha
incrementado, debido a sus numerosas aplicaciones en sintesis
organica, asi como en farmacologia, ya que una gran cantidad de este

tipo de moléculas son biolégicamente activas.

En este contexto, los compuestos organoselenados hoy en dia han
atraido la atencion causada por la presencia del selenio en una serie de
enzimas de mamiferos en forma de residuos de selenocisteina.*®> Estas
enzimas estan involucradas en el sistema de defensa antioxidante,
regulacion redox del metabolismo de la hormona de la tiroides,

crecimiento celular y apoptosis.*®

15
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El' nidmero de selenoproteinas identificadas ha aumentado
considerablemente en los dltimos afos. Convencionalmente,
yodotirosina desyodinasa (ID), responsable de la conversion de las
hormonas tiroideas, tiorredoxina reductasa (TrxR), que desempefa un
importante papel en la sintesis de ADN y el grupo bien conocido de
glutation peroxidasas (GPx), a cargo de la proteccion celular de

peréxidos, son la clase mas representativa de selenoproteinas.*’

Actualmente, el selenio atrae una atencion considerable, aparte de
su papel como micronutriente, una combinacion de observaciones
experimentales en la biologia del selenio ha permitido ampliar las areas
de investigacién del azufre al selenio*® y encontrar diversas aplicaciones
en areas como la sintesis organica,*® catélisis,>® quimica de
coordinacién,’! ciencias de materiales®® y farmacia.>® En esta ultima, los
compuestos organoselenados han mostrado variedad de bioactividades,
gue van desde imitaciéon de enzimas antioxidantes,>* neuroprotectores,>

6

antibacterianas o antiparasitarias,® anticonvulsivantes®’ y en el mejor

de los casos, anticancerigenos.>®

En investigaciones recientes, un amplio espectro de compuestos
organoselenados ha sido probado contra diferentes lineas celulares de
cancer humano, por ejemplo, selenitas,® selenatos,®® seleniuros,®
diseleniuros,®® diversos selenaheterociclos,®® imidoselenocarbamatos,®

6 selenontcleosidos,®’

selenophem y selenopenams,® seleno-piranosas,®
el bien conocido ethaselen,®® y recientemente una amplia familia de
ferrocenil(hidroxi)aril-selenoamidas® que fueron reportados para inhibir
el crecimiento de lineas celulares de cancer humano U-251
(glioblastoma), HCT-15 (adenocarcinoma colorectal), y MCF-7
(adenocarcinoma de mama), los cuales, demostraron mayor eficacia que
farmacos que se encuentran actualmente disponibles en el mercado,
como el tamoxifen o cisplatino.?
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II1. OBJETIVOS

3.1 General

» Realizar la sintesis de nuevas aril-selenoamidas con un fragmento
piridina en su estructura mediante una reaccion de demetalacion
seleniurativa de arilaminocarbenos de Fischer y posteriormente,
evaluar la posible actividad citotoxica frente a diversas lineas

celulares de cancer humano.

3.2 Particulares

» Sintetizar y obtener las nuevas selenoamidas a partir de la sintesis
de los correspondientes aminocarbenos de Fischer con un
fragmento piridina, promovida por una reaccion de demetalacion

seleniurativa con una mezcla de Se/NaBH4.

» Sintetizar y obtener los aminocarbenos de Fischer mediante
reaccion de amindlisis de etoxicarbenos, empleando una amina

comercial [2-(2-aminoetil)piridina].

» Llevar a cabo la purificacién y caracterizacion espectroscopica (IR,
RMN *H, RMN '3C), espectrométrica (Espectrometria de Masas) y
de ser posible la difraccion de rayos X de monocristal de las

diferentes entidades aisladas.

» Evaluar la posible actividad citotéxica de los compuestos
selenocarbonilicos obtenidos sobre lineas celulares de cancer
humano (Glia de sistema nervioso central (U251), Prostata (PC-3),
Leucemia (K526), Colon (HCT-15), Mama (MCF-7) y Pulmon

(SKLU)) como probables agentes citotoxicos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis Retrosintético

Como se describié anteriormente, el desarrollo de nuevas moléculas
que contengan selenio como elemento clave para presentar actividad
citotéxica es un tépico de gran interés, es por esto, que nos enfocamos
en la obtencibn de compuestos derivados de N-(2-piridin-2-il)etil-
arilselenoamidas, y en este contexto, se planted el analisis retrosintético
(Esquema 12). La selenoamida objetivo (IV) podria prepararse por la
introduccion del atomo de selenio mediante una reaccion de
demetalacion seleniurativa del aminocarbeno de Fischer (III), el
fragmento amino podria introducirse por una reaccion de amindlisis de
2-(2-aminoetil)piridina y el respectivo etoxicarbeno de Fischer (II), el
cual, puede ser facilmente obtenido por una modificacion a la
metodologia desarrollada por Lépez-Cortés y colaboradores'® empleando

materias primas comercialmente disponibles (I).

-_
Seleniurativa Aminolisis
\ Se /\fj | ‘ Sintesis de Carbeno
n | de Fischer
_______ Cr(CO =
AN N ( )5/, | < cr(co)
AN TN BYSNPN s~
Ar” "N N \
H Ar< o

) (1 ()
% % %

©/ F3C©/ \o/©/

O~ Qo
RS &

Ar =

Esquema 12. Andlisis retrosintético
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4.2 Sintesis de Etoxicarbenos de Fischer

Una vez planteada la ruta sintética, se comenzo con la preparacion
de los carbenos de Fischer; inicialmente se llevo a cabo la monolitiacion
de las materias primas planteadas utilizando como base n-Buli.
Formados los correspondientes organolitiados, se adicion6 el
hexacarbonilo de cromo para formar acil-metalatos intermediarios (A).
Estos intermediarios se alquilaron con tetrafluoroborato de trietiloxonio
(Et3OBF4;) en agua, obteniéndose los respectivos etoxicarbenos de

Fischer (1a-e) en buenos rendimientos (80% - 90%) (Esquema 13).

O/ FsC ™o

On. (o
\ ; s

0}
Ar=
1) n-Buli L 2)CrCO) Cr(CO)s £1,08F, Cr(CO)s
Ar= ————» AV ——> -,
THF, 0°C THF, TA A0 | H,0 A0

(A) (1a-e)

Esquema 13. Metodologia de sintesis de etoxicarbenos de Fischer
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La Tabla 1 muestra las caracteristicas fisicas de los etoxicarbenos

de Fischer obtenidos con la metodologia mencionada anteriormente.

Tabla 1. Caracteristicas de los etoxicarbenos de Fischer

Compuesto Rendimiento Apariencia P. Fusion
(%) (°C)
Cr(CO)s
N 90 Solido/Vino 47
la
Cr(CO)s
N 89 Sélido/Vino 46-48
b
FsC
Cr(CO)s
N 80 Sélido/Violeta 103-104
lc
MeO
Cr(CO)s
N N 85 Sélido/Vino 120-122
° 1d
Cr(CO)s
@)‘\O/\ 90 Sélido/Violeta 120
S le

Para el caso del compuesto 1e se logro la obtencion de un
monocristal adecuado para su estudio por difraccion de rayos X,
utilizando una mezcla de hexano-benceno, confirmando plenamente la

estructura del etoxicarbeno de Fischer.

20



QBdntesis V eviliacion ciloldxica de nuevas selenoamidas con un ﬁdgmﬁm‘ﬁ pzﬁafzhd

En la Figura 1 puede observarse la representacion ORTEP de este

andlisis y en la Tabla 2 se muestran los datos cristalograficos mas

importantes.

Figura 1. Representacion ORTEP del compuesto 1e

Tabla 2. Datos cristalograficos del compuesto 1e

Férmula Peso Color P. fusion Sistema
molecular (°C) cristalino
(g/mol)
C16H10CrO6S 382.30 Violeta 120 Monoclinico
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4.3 Sintesis de Aminocarbenos de Fischer

PO N NZ Ar N Y
2)

@ Eter, T.A

— \
o OO
Qo o,

. ] Ar= S

Esquema 14. Reaccion de Amindlisis

Una vez sintetizados los diferentes etoxicarbenos de Fischer vy
conociendo que entre las reacciones que pueden sufrir se encuentra la
de sustitucién nucleofilica mediante procesos de adicién-eliminacion,”®
se realizaron reacciones de amindlisis de los etoxicarbenos (1)
previamente sintetizados con 2-(2-aminoetil)piridina, obteniendo los
correspondientes aminocarbenos de Fischer (2) en rendimientos que

van desde moderados a buenos (70-85%) (Esquema 14).
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En la Tabla 3 se muestran

Fischer resultado de la reaccidon de amindlisis.

los diferentes Aminocarbenos de

Tabla 3. Caracteristicas de los aminocarbenos de Fischer

Compuesto Rendimiento Apariencia P. Fusion
(%) (°C)
- Liquido -
Oleoso/Verde
\ Ny - Liquido -
fe » Oleoso/Verde
g Xy -— Liquido -—
o x Oleoso/Verde
(CO)/\/(j
N Ny 85 Solido/Rojizo 140
(00)/\/@
85 Solido/Amarillo 92

Para el caso del compuesto 2d se logré la obtencién de un

monocristal adecuado para su estudio por difraccion de rayos X,

utilizando una mezcla de hexano-benceno, confirmando plenamente la

estructura del aminocarbeno.
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En la Figura 2 puede observarse la representacion ORTEP de este

andlisis y en la Tabla 4 se muestran los datos cristalograficos mas

importantes.

Figura 2. Representacion ORTEP del compuesto 2d

Tabla 4. Datos cristalograficos del compuesto 2d

Férmula Peso Color P. fusion Sistema
molecular cristalino
(g/mol)
C21H14CrN2O¢ 442 .34 Amarillo 140 Monoclinico
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Debido a que 3 de los aminocarbenos sintetizados (2a-c) son
inestables, se sometieron a una reaccion en tandem de demetalacion

seleniurativa como paso clave para la obtencion de las selenoamidas

(Esquema 15).

H,N “ Ccr(Co)s Se
N - | Se/NaBH,
N N N — > | N

Eter, T.A // H EtOH, 0°C R/ P

R
2a,R=H
Cr(CO)s 2b, R = p-CF;
2¢, R=p-MeO _|

Ar” 07N
Cr(CO)s
H,N N
N
Eter, T.A 24,X=0

2e,X=8S

Iz

Y

3a,R=H
3b, R =p-CF;
3¢, R=p-MeO

Esquema 15. Metodologia en tandem de demetalacién seleniurativa de

aminocarbenos de Fischer inestables
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Espectro 1. Espectro de IR (KBr) para el compuesto 2d

A manera de ejemplo, a continuaciéon se describen los datos

espectroscopicos obtenidos para el compuesto 2d (Espectro 1). En el

espectro de infrarrojo, se aprecia la banda de vibracién de enlace (v) N-

H en 3200 cm™, ademas se tienen dos bandas de absorcién intensa en

2048 cm™ y una en 1879 cm™ asignadas a los carbonilos metalicos,

caracteristicos en este tipo de compuestos. Los datos espectroscépicos

para el infrarrojo de los compuestos 2e y 2d se retnen en la Tabla 5.

Tabla 5. Datos de IR (cm™) para los compuestos 2d-e

Compuesto v(N-H) v(M-CO) v(M-CO)
2d 3200 2048 1879
2e 3128 2049 1883

26




QBdntesis V eviliacion ciloldxica de nuevas selenoamidas con un ﬁdgmﬁm‘ﬁ pzﬁafzhd

Al analizar el espectro de masas (FAB") para el compuesto 2d
(Espectro 2), se observa un pico con una relacién masa/carga (m/z) de
442 correspondiente al i6n molecular, el cual concuerda con el peso
molecular esperado. Posteriormente se aprecia la pérdida sucesiva de 28
m/z debido a la pérdida de los cinco carbonilos metalicos del complejo.
Adicionalmente, se observa un pico en 106 m/z correspondiente a la
formacion de [C;HgN]* como fragmento de nuestra amina empleada en
la amindlisis. Posteriormente, los picos producidos por las

fragmentaciones de los compuestos 2d y 2e se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos de masas (m/z) para los compuestos 2d-e

Fragmento 2d 2e
[M]* 442 458
[M*-CO] 414 430
[M*-2CO] 386 402
[M*-3CO] 358 374
[M*-4CO] 330 346
[M*-5C0] 302 318
[C;HgN*] 106 106
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Espectro 2. Espectro de masas (FAB™) para el compuesto 2d

En el espectro de RMN 'H (Espectro 3) del compuesto 2d, se
puede observar que algunas sefales estan duplicadas, lo cual puede
atribuirse a que durante el transcurso de la reaccion de amindlisis del
etoxicarbeno, se genera una mezcla inseparable por cromatografia de
dos isbmeros, lo cual es comun en este tipo de moléculas. La isomeria
de estos complejos carbénicos es debida al doble enlace parcial del
Ccarbénico-N que resulta de la deslocalizacion del par electrénico libre del
nitrogeno hacia el carbono carbénico electrodeficiente resultando en la
formacion de una mezcla de los isémeros geométricos E/Z’* (Esquema
16).
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( \
Cr(CO)s
® _H
AN A
E
Sn
Gr(CO)5 Z
-
. \
Ar T N e ;
H
Cr(CO)s 7
[P A Z
Ar rll N
H
\_ J

Esquema 16. Estructuras de resonancia de los Aril-aminocarbenos

Considerando el fendmeno antes mencionado, en campos altos se
aprecia una sefal sencilla en 3.36 ppm, que corresponde a los
hidrogenos H12 de la cadena alifatica, mientras que en 4.58 ppm se
aprecia otra sefial sencilla que corresponde a los hidrégenos H11 de la
misma cadena alifatica. En la zona aromatica puede apreciarse en 7.26
ppm una sefal ancha, en 7.46 ppm una sefal simple y en 7.74 ppm una
sefal doble, las cuales, integran para los protones enlazados a los
carbonos aromaticos (H3-6, H8, H14-16), resaltando una sefal doble en
8.65 ppm correspondiente al hidrogeno H17. Finalmente, el espectro
muestra una sefial simple ancha en campos bajos debida al protén
perteneciente a la amida en 11.69 ppm y que integra para un proton
H10. Finalmente, es posible apreciar senales en 3.16 ppm, 4.15 ppm y

10.85 ppm, que corresponden a los protones del isbmero Z respectivo.
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Los desplazamientos

quimicos

de

mayor

interés para los

aminocarbenos de Fischer 2d y 2e se pueden observar en la Tabla 7.

Espectro 3. Espectro de RMN H* (CDCIls) para el compuesto 2d

Tabla 7. Datos de RMN *H (ppm) para los compuestos 2d y 2e

Posicion 2d 2e
H10 11.69 11.94
H11 4.58 3.85
H12 3.36 3.06
H17 8.65 8.63
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En cuanto al espectro de RMN *3C (Espectro 4) del compuesto 2e,
los carbonos ipso del benzo[b]tiofeno, C1, C2 y C7 se observan en
149.2, 154.4 y 139.2 ppm, respectivamente. Para C15 y C17, se
observan sefiales en 137.3 y 148.6 ppm, respectivamente y para el

carbono ipso C13 se observa una sefal en 158.3 ppm.

Los carbonos de la cadena alifatica tienen sefales en 50.1 ppm
para Cll y 35.3 ppm para C12, mientras que para el fragmento
metalico, los carbonilos metalicos ecuatoriales C18 se observa una sefial
en 217.2 ppm y para el carbono metalico en posicion apical C19 se

observa una sefal en 223.6 ppm.

Finalmente en 269.3 ppm se observa el carbono carbénico C9.

Espectro 4. Espectro de RMN *3C (CDCl;) para el compuesto 2e
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En la Tabla 8 se aprecian los datos de RMN *3*C de mayor interés

para los compuestos 2d y 2e.

Tabla 8. Datos de RMN *3C (ppm) para los compuestos 2d-e

Posicion 2d 2e
C1 153.8 149.2
Cco 254.2 269.3
C11 52.0 50.1
Ci12 35.2 35.3
Ci3 158.8 158.6
C18 218.2 217.2
C19 223.4 223.6
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4.4 Sintesis de Selenoamidas

La obtencion de Selenoamidas, se inicid con la formacion del agente
selenante, que es una mezcla de selenio elemental y borohidruro de
sodio (NaBH4) en etanol como disolvente y agitacion constante por 40
minutos, bajo atmdsfera de nitrogeno. A la disolucion resultante, se le
agrego el correspondiente aminocarbeno de Fischer (2a-e) en una
relacion 1:10 con respecto al agente selenante. Finalizada la reaccion,
se extrajo, se concentré y posteriormente se purificO por cromatografia
en columna obteniéndose las selenoamidas (3a-e) con rendimientos que
van desde 70 al 90% (Esquema 17). Posteriormente, todas las
selenoamidas obtenidas se caracterizaron por técnicas de espectroscopia

(IR, RMN *H, RMN *3C) y espectrometria (E.M).

4
)(il'(cm (10 eq) Se/NaBH, Se ” |
Ar” "N SN g A )

H EtOH, 0°C Ar H

Esquema 17. Metodologia de demetalacion seleniurativa de
Aminocarbenos de Fischer

De acuerdo a lo anterior, se puede establecer un probable
mecanismo de reaccion por el cual procede la demetalacion seleniurativa
(Esquema 18). Como primer paso, se propone la formacién del agente
selenante (H.BSe;) por la reaccion entre el borohidruro de sodio y
selenio elemental. Inicialmente, el selenio del agente selenante ataca al
carbono carbénico, deslocalizando un par electronico del doble enlace

C=Cr hacia el centro metalico.
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La formacion del doble enlace C=Se, se puede explicar mediante el
rompimiento del enlace C=Cr y la posterior eliminacion del fragmento
H.BSe. Es importante sefalar que cuando se emplea una menor
proporcion de agente selenante, se obtiene la selenoamida coordinada al

fragmento metalico (Cr(COs)), la cual fue observada por Zheng."?

Cr(CO)s

cr(co Z e
Creox L) oo [ ) 0
A H N—— Ar#ﬁN SN _— A)‘\N SN )L N |
H TR — > A N N _ H crco)s

o B.

Se
5 H Sé ) -
o ‘B=H Se H
W

Esquema 18. Propuesta mecanistica para la demetalacion seleniurativa

A manera de ejemplo, a continuacion se describen los datos
espectroscopicos de IR obtenidos para el caso del compuesto 3a
(Espectro 5), se aprecia una banda caracteristica de la vibracion del
enlace N-H en 3168 cm™, y una banda de intensidad fuerte asignada a
la vibracion del selenocarbonilo (C=Se) en 1523 cm™.

Los datos espectroscopicos de IR para los compuestos 3a-e se
reinen en la Tabla 9.
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Espectro 5. Espectro de IR (KBr) para el compuesto 3a

Tabla 9. Datos de IR (cm™) para los compuestos 3a-e

Compuesto v(N-H) v(C=Se)
3a 3168 1523
3b 3187 1533
3c 3194 1500
3d 3131 1529
3e 3155 1537

Por otra parte, en el analisis de espectrometria de masas (DART)
para el compuesto 3a (Espectro 6), se observa un pico con una
relacion masa/carga (m/z) de 291 correspondiente al ibn molecular, el
cual concuerda con el peso molecular esperado mas uno, debido a que
en este técnica espectrométrica es posible la protonacion.
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Posteriormente se aprecia un pico en 209 m/z por la pérdida de 81
m/z debido a la eliminacibn de [H.Se] de Ila selenoamida.
Adicionalmente, se observa un pico en 195 m/z correspondiente a la
formacion de [CgHgSeN]® como posible patron de fragmentacion de
nuestra selenoamida. Posteriormente, los picos producidos por los

compuestos 3a-e se resumen en la Tabla 10.

Espectro 6. Espectro de masas (DART) para el compuesto 3a

Tabla 10. Datos de masas (m/z) para los compuestos 3a-e

Fragmento 3a 3b 3c 3d 3e
[M*] 291 359 321 331 347
[M*-H,Se] 209 277 239 249 265
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A manera de ejemplo, en el espectro de RMN *H (Espectro 7) del
compuesto 3a, en campos altos se aprecia una sefal triple en 3.25
ppm, que fue asignada a los hidrogenos H10 de la cadena alifatica,
mientras que en 4.25 ppm se aprecia una sefal doble que corresponde a
los hidrogenos H9 de la misma cadena alifatica. En la zona aromatica
puede apreciarse en 7.27 ppm, 7.37 ppm, 7.67 ppm y 7.83 ppm,
sefales multiples e intensas que integran para los protones enlazados a
los carbonos aromaticos (H1-5, H12-14), resalta una sefial doble en
8.52 ppm que integra para un proton correspondiente al hidrogeno H15.
Finalmente, el espectro muestra una sefal simple ancha en campos

bajos asignada al proton del N-H en 10.52 ppm correspondiente a H8.

Espectro 7. Espectro de RMN *H (CDCIls) para el compuesto 3a
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Los desplazamientos quimicos de mayor interés para las
selenoamidas 3a-c se encuentran en la Tabla 11, y para el caso de las

selenoamidas 3d-e los desplazamientos se resumen en la tabla 12.

Tabla 11. Datos de RMN *H (ppm) para los compuestos 3a-c

Posicion 3a 3b 3c
H8 10.52 10.82 10.40
H9 4.25 4.21 4.22
H10 3.25 3.26 3.25
H15 8.52 8.51 8.52

Tabla 12. Datos de RMN *H (ppm) para los compuestos 3d-e

Posicion 3d 3e
H10 10.69 10.86
H11 4.26 4.21
H12 3.27 3.25
H17 8.63 8.63

En cuanto al espectro de RMN *3C (Espectro 8) del compuesto 3a,
el carbono ipso C6 del anillo bencénico se observa en 144.3 ppm,
mientras que para los carbonos C1 y C5 se observa una sefal intensa en
126.9 ppm y para C2 y C4 se observa otra sefal intensa en 128.4 ppm,

el carbono C3 se observa en 130.9 ppm.

Para los carbonos del fragmento de piridina C12, C13, C14 y C15 se
observan en 122.1, 137.3, 123.6 y 148.9 ppm, respectivamente y para

el carbono ipso C11 se observa una sefial en 159.5.
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Los carbonos de la cadena alifatica tienen sefales en 49.6 ppm
para C9 y 34.4 ppm para C10. Finalmente se observa una sefial en

202.4 ppm asignada al carbono C7 perteneciente al selenocarbonilo.

Espectro 8. Espectro de RMN *3C (CDCls) para el compuesto 3a

En la Tabla 13 se aprecian los datos de RMN *3C de mayor interés
para los compuestos 3a-c, y para el caso de los compuestos 2d-e, se

resumen en la Tabla 14.
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Tabla 13. Datos de RMN '°C para los compuestos 3a-c

Posicion 3a 3b 3c
C6 144.3 148.8 137.3
Cc7 202.4 200.8 200.8
Cc9 49.6 49.7 49.6

C10 34.4 34.2 34.6
C11 159.5 159.4 162.1

Tabla 14. Datos de RMN *3C para los compuestos 3d-e

Posicion 3d 3e
C1 149.1 148.7
C2 155.7 142.3
C7 128.3 139.5
co 184.5 190.9

C11 47.8 49.2
C12 34.7 34.3
Ci13 159.2 159.6
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4.5 Ensayo de Citotoxicidad

El crecimiento y division celular son bioprocesos que estan
altamente regulados, no obstante, una excepcidon notable es aquella
provista por las células cancerosas, las cuales se caracterizan por tener
un crecimiento y desarrollo desmedido. En consecuencia, existe un gran
interés en la busqueda de nuevos farmacos anticancerigenos con alta

eficacia, baja toxicidad y efectos colaterales bajos o nulos.”®

Aunado a esto y motivados por los excelentes resultados obtenidos
con anterioridad por nuestro grupo de trabajo,'? nos enfocamos hacia la
sintesis de moléculas pequefias’® que contuvieran en su estructura un
atomo de selenio, ya que este elemento es importante para multiples
procesos celulares’”® y varias estudios indican que los compuestos

organoselenados poseen propiedades anticancerigenas.’®

Teniendo como punto de partida la actividad biolégica comprobada
de compuestos organoselenados, nos dimos a la tarea de someter las
selenoamidas preparadas a un Screening Primario 50 uM frente a lineas
celulares cancerosas humanas de adenocarcinoma prostatico (PC-3),
leucemia mielogena croénica (K562), adenocarcinoma colorectal (HCT-
15), adenocarcinoma de mama (MCF-7), carcinoma pulmonar no
microcitico (SKLU) y glioblastoma (U251). Dicho estudio consistié en
exponer a cada linea celular cancerosa a una selenoamida sintetizada en
una concentraciéon conocida (50 pM) para observar su capacidad

inhibitoria reportada como porcentaje relativo (%0).

La Grafica 1, muestra a manera de resumen la actividad de las 5
nuevas selenoamidas obtenidas frente a las lineas celulares de cancer
humano. Observando que todas muestran actividad, siendo para
nosotros la selenoamida 3d la mas importante, debido a la especificidad

que presenta hacia una sola linea celular de cancer.
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Grafica 1. Ensayo citotoxico de las 5 nuevas Selenoamidas

Posteriormente se evaluaron y analizaron individualmente las

nuevas selenoamidas y los resultados se presentan a continuacion:

El primer compuesto que se evalud, fue la selenoamida 3a (Grafica
2), la cual mostré una buena actividad sobre la mayoria de las lineas
celulares en que fue probada, sin embargo, para el caso de la linea
celular de Leucemia la respuesta no es muy favorable, logrando inhibir
cerca del 42% del crecimiento celular de esta linea. Y para el caso de la
linea celular de Glia SNC la respuesta no es significativa respecto al
resto de lineas celulares, logrando inhibir cerca del 77% del crecimiento

celular de esta linea.
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Grafica 2. Ensayo para el compuesto 3a

El segundo compuesto que se evalud, fue la selenoamida 3b
(Grafica 3), este compuesto mostré buena actividad en cuatro de las
lineas celulares en las que se prob6 (Préstata, colon, mama y pulmaén).
No asi, para las lineas celulares de Glia SNC y Leucemia, donde la
actividad mostrada para dichas lineas celulares no es buena, logrando
inhibir solo 61% y 45%, respectivamente. Para este compuesto, cabe
sefalar que se realizdé la comparacion con el compuesto 3a, pues se
queria ver la influencia de un grupo electroatractor en posicion 4 del

anillo bencénico y su influencia sobre la actividad de las lineas celulares.
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En este contexto, ambos compuestos mostraron actividad similar,
donde la linea celular de Glia SNC muestra una ligera disminucion de la
actividad citotoxica. Los resultados obtenidos para la linea celular de
leucemia, muestra que la incorporacion de un grupo electroatractor en

el anillo bencénico no tiene un efecto sobre la actividad citotoxica.

Grafica 3. Ensayo para el compuesto 3b

El tercer compuesto que se evalu6 fue la selenoamida 3¢ (Grafica
4), dicho compuesto en relacion a los compuestos anteriores (3a y 3b)
posee un grupo electrodonador en posicién 4 del anillo bencénico. Como
puede observarse, presenta buena actividad en todas las lineas
celulares. La influencia del grupo modifica completamente la actividad
de las lineas celulares de Glia SNC y Leucemia; elevando la actividad

significativamente en estas lineas celulares.
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Sin embargo, el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular en

la linea de colon disminuye hasta un 79%.

Grafica 4. Ensayo para el compuesto 3¢

Posteriormente, se evalud el compuesto 3d (Grafica 5), el cual
presenta actividad significativa para la linea celular de préstata y buena
actividad para la linea celular de mama; haciendo de este compuesto,
especifico para linea celular de mama con un 87% de inhibicidon respecto
a las otras lineas celulares que presentan escasa actividad con un valor
de inhibicibn cercanos al 50%. Podemos decir que se generdé un
compuesto con especificidad a una sola linea celular cancerosa, lo cual,

es una de las metas en el campo de la Quimica Farmacéutica Moderna.’’
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A diferencia de las anteriores selenoamidas, este compuesto
contiene en su estructura un anillo tipo benzofurano y posteriormente se
compar6é la actividad con la selenoamida 3e, que contiene en su

estructura benzo[b]tiofeno.

Grafica 5. Ensayo para el compuesto 3d

El altimo compuesto que se evalu6 fue la selenoamida 3e (Grafica
6), observando valores superiores en los porcentajes inhibitorios,
especialmente sobre las lineas celulares de préstata con 100%, mama
con 100% y pulmon con 98%. El valor mas pequefio de inhibicion es de

67% para el caso de la linea celular de leucemia.
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Al realizar la comparacion de este compuesto con la selenoamida
3d, podemos observar la influencia que tiene el heteroatomo sobre la

actividad de las lineas celulares, siendo el compuesto 3d especifico para

la linea celular de mama.

Grafica 6. Ensayo para el compuesto 3e
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 Reactivos e Instrumentos

Todos los reactivos utilizados son marca Sigma-Aldrich Company y
se utilizaron sin ninguna purificacion adicional. Los disolventes utilizados
fueron adquiridos de proveedores comerciales y se utilizaron sin ningudn

tratamiento posterior.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se realizaron en un
espectrofotometro Bruker Tensor 27 utilizando la técnica de pastilla de
Bromuro de Potasio (KBr). Los resultados obtenidos fueron expresados

en nameros de onda (cm™).

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H y
13C) se realiz6 en un espectrometro Bruker Avance Il a 300 MHz para
'H y 75 MHz para *3C, utilizando cloroformo deuterado (CDCls). Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millén (ppm)

usando tetrametilsilano (TMS) como patrén interno de referencia.

La espectrometria de masas (EM) se realizdé utilizando un
espectrometro JEOL JMS-SX102A para la técnica de bombardeo con
atomos acelerados (FAB") y como matriz alcohol nitrobencilico y
polietilenglicol. Para la técnica de Analisis Directo en Tiempo Real

(DART) se utilizé un espectrometro AccuTOF JMS-T100LC.

El andlisis por difraccion de rayos X de monocristal, se llevé a cabo
en un espectrofotometro Briker Smart Apex CCD con detector de area

de radiacion monocromatica de Ka (0.71073 A).
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La purificacion de los compuestos obtenidos se realizé por medio de
cromatografia en columna, empleando como fase estacionaria gel de
silice (malla 70-230) y como fase movil se utilizaron diferentes

gradientes de hexano/acetato de etilo.

Para la determinacion de los puntos de fusion se empled un aparato

Mel-Temp Il y los valores no estan corregidos.
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5.2 Procedimiento General para la Sintesis de Etoxicarbenos de
Fischer

En un matraz de dos bocas bajo atmdsfera de nitréogeno, se adapté
un tubo de vidrio para afadir sélidos, el cual contenia 1 equivalente de
hexacarbonilo de cromo (Cr(CO)g). Dentro del matraz se colocd 1.2 de
la materia prima (Yodobenceno, 1-Bromo-4-trifluorometilbenceno, 1-
lodo-4-metoxibenceno, 2,3-Benzofurano o Benzo[b]tiofeno), disuelto en
35 mL de THF anhidro. Posteriormente el matraz de reaccion se enfrio a
0°C con un bafno en hielo (si la materia prima es Benzofurano o
Benzo[b]tiofeno) o a -78°C con un bafio de hielo seco/acetona (si la
materia es Yodobenceno, 1-bromo-4-trifluorometilbenceno o 1-Yodo-4-
metoxibenceno) y se afiadieron gota a gota 1.5 equivalentes de n-BulLi
en solucion 2.5 M; la reaccion se dejé en agitacion magnética constante

por una hora.

Transcurrido el tiempo establecido se adicion6é el equivalente de
hexacarbonilo de cromo (0) (Cr(CO)g) a 0°C o0 a -78°C, dependiendo el
caso, y se permitid que la mezcla de reaccion alcanzara temperatura
ambiente. Después de 2 horas de reaccion se evaporo el THF a vacio y
se adicionaron 1.5 equivalentes de tetrafluoroborato de trietiloxonio
(Et;OBF,4) disueltos en 10 mL de agua con hielo para proceder
inmediatamente con una extraccion en un embudo de separacion de 1 L
de capacidad con cloruro de metileno (CH2Cl,) afadiendo 5 mL de
solucién saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3). La fase orgéanica
se secd con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y fue evaporada a

sequedad.

Posteriormente, se procedio con la purificacion mediante columna
cromatografica utilizando como fase estacionaria gel de silice (malla 70-

230) y como fase movil inicamente un gradiente de hexano.

50



QBdntesis V eviliacion ciloldxica de nuevas selenoamidas con un ﬁdgmﬁm‘ﬁ piridina

Con esta metodologia se obtuvieron los etoxicarbenos de Fischer
esperados en rendimientos que van desde 80% a 90% y sus datos

espectroscopicos corresponden a los reportados previamente en la

literatura.
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5.3 Procedimiento General para la Sintesis de Aminocarbenos de
Fischer

En un matraz bola de 50 mL se coloc6 un equivalente de
Etoxicarbeno de Fischer, se disolvio en 15 mL de éter etilico (C4H100) y
se adicionaron 1.2 equivalentes de 2-(2-aminoetil)piridina. Se dejé en
agitacion magnética constante y temperatura ambiente y la reaccion fue
monitoreada por cromatografia en capa fina (c.c.f) hasta el consumo
total de materia prima utilizando cromatofolios de aluminio recubiertos
con silice Alugram Sil G/UV254 de 0.25 mm como fase estacionaria, fase
movil un gradiente de hexano/acetato de etilo (70:30) y revelador luz

ultravioleta longitud de onda 254 nm.

Al término de la reaccion, el disolvente fue removido a sequedad y
el residuo se diluyé con agua para posteriormente extraer en un

embudo de separacion de 250 mL con cloruro de metileno (CH2CL,).

La fase organica fue secada con sulfato de sodio anhidro (Na,S0O,) y

se evaporo a sequedad.

El producto obtenido fue purificado por columna cromatogréafica
utilizando como fase estacionaria gel de silice (malla 70-230) y como
fase movil dnicamente gradiente de hexano/acetato de etilo (70:30).
Los Aminocarbenos (2a-c) fueron utilizados inmediatamente después de
su purificaciéon por cromatografia en columna, en el siguiente paso de
reaccion de la ruta sintética propuesta. Solo los Aminocarbenos de
Fischer estables (2d-e) se caracterizaron por técnicas de espectroscopia
(IR, RMN *H, RMN *3C) y espectrometria (E.M).
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[Benzofuran-2-il((2-(piridin-2-il)etil)amino)metiliden]

pentacarbonil cromo (0)

Compuesto 2d

Rendimiento: 85%, Sélido Rojizo.

Punto de Fusion: 140°C (descomposicién).
Formula Molecular: C,;H14CrN,Og (442.0257 g/mol).
Masa exacta: 442.0254 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3200 cm™ (N-H), 2048 cm™ (M-C=0), 1879
cm™ (M-C=0).

EM-FAB* m/z (%): 442 (10) [M*], 386 (10) [M*-2CO], 358 (20) [M*-
3C0], 330 (52) [M*-4C0], 302 (100) [M*-5CO], 106 (70) [C/HsN"].

RMN 'H (300 MHz, CDCls;, ppm): 8 3.36 (s, 2H, H12), & 4.58 (s, 2H,
H11), & 7.26-7.74 (m, 8H, H3-6; H8; H14-16), & 8.65 (d, 1H, H17), &
11.69 (sa, 1H, H10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls;, ppm): 5 35.2 (C12), 4 52.0 (C11), 5 111.6
(C3), 8 112.9 (C8), d 119.3 (C14), & 122.2 (C16), d 123.4 (C5, C6), d
127.1 (C4), d 128.1 (C7), & 149.3 (C15), d 153.8 (C1), & 157.0 (C2), d
158.8 (C13), d 218.2 (C18), & 223.4 (C19), & 254.2 (C9).
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[Benzo[b]tiofen-2-il((2-(piridin-2-il)etil)amino)metiliden]

pentacarbonil cromo (0)
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3 Compuesto 2e

Rendimiento: 85%, Soélido Amarillo.

Punto de Fusion: 92°C.

Féormula Molecular: C,;H;4CrN,OsS (458.0029 g/mol).
Masa exacta: 458.0039 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3128 cm™ (N-H), 2049 cm™ (M-C=0), 1883
cm™ (M-C=0).

EM-FAB* m/z (%): 458 (3) [M*], 430 (5) [M*-CO], 402 (10) [M™*-
2C0], 374 (15) [M*-3CO], 346 (40) [M*-4CO], 318 (100) [M*-5CO],
106 (55) [C7HsN™].

RMN 'H (300 MHz, CDCls;, ppm): 8 3.06 (s, 2H, H12), & 3.85 (s, 2H,
H11), & 6.83-7.84 (m, 8H, H3-6; H8; H14-16), d 8.63 (d, 1H, H17), &
11.94 (sa, 1H, H10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, ppm): 5 35.3 (C12), 4 50.1 (C11), & 115.6
(C3), d 122.2 (C8), 5 137.3 (C15), 5 139.2 (C7), d 148.6 (C17), d 149.2
(C1), d 154.4 (C2), & 158.6 (C13), & 217.2 (C18), d 223.6 (C19),
269.3 (C9).
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5.4 Procedimiento General para la Sintesis de Selenoamidas

En un matraz bola de 100 mL bajo atmdsfera de nitrogeno, se hace
una suspension de 10 equivalentes de borohidruro de sodio (NaBH,4) en
20 mL de etanol (EtOH) a 0°C, se adicion6 lentamente 10 equivalentes
de selenio elemental con liberaciobn de hidréogeno. La mezcla
seleniurativa se mantuvo en agitacion magnética constante por 30
minutos y se dejoé que alcanzara temperatura ambiente. La solucion
anterior se adicion6 a una solucibn de Aminocarbeno de Fischer (1
equivalente) en 15 mL de etanol (EtOH) y se dejé en agitacion

magnética constante y bajo atmadsfera inerte de nitrégeno por 24 horas.

Terminada la reaccion, el disolvente fue removido a sequedad y el
residuo se diluyé con agua para posteriormente extraer en un embudo
de separacion de 250 mL con cloruro de metileno (CH.Cl,;). La fase
organica fue secada con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y se evaporo

a sequedad.

El producto obtenido fue purificado por columna cromatografica
utilizando como fase estacionaria gel de silice (malla 70-230) y como

fase movil gradiente de hexano/acetato de etilo (80:20).

Las selenoamidas obtenidas (3a-e) se caracterizaron por técnicas

de espectroscopia (IR, RMN *H, RMN *3C) y espectrometria (E.M).
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N-(2-(piridin-2-il)etil)benzoselenoamida
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5 Compuesto 3a
Rendimiento: 85%, Sélido Amarillo.
Punto de Fusion: 70°C.
Féormula Molecular: C;4H14N>Se (291.0400 g/mol).
Masa exacta: 291.0402 g/mol.
IR Vmax (Pastilla KBr): 3168 cm™ (N-H), 1523 cm™ (C=Se).

EM-DART m/z (%): 291 (20) [M*], 209 (15) [M*-H,Se], 195 (100)
[CgHgseN+].

RMN 'H (300 MHz, CDCls;, ppm): & 3.25 (t, 2H, H10), d 4.25 (d, 2H,
H9), 0 7.27-7.83 (m, 8H, H1-5; H12-14), 0 8.52 (d, 1H, H15), d 10.52
(sa, 1H, H8).

RMN !3C (75 MHz, CDCls;, ppm): 3 34.4 (C10), 8 49.6 (C9), d 122.1
(C12), & 123.6 (C14), & 126.9 (C1, C5), & 128.4 (C2, C4), & 130. 9
(C3), 8 137.3 (C13), d 144.3 (C6), & 148.9 (C15), 5 159.5 (C11), & 202.
4 (C7).
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N-(2-(piridin-2-il)etil)-4-(trifluorometil)benzoselenoamida
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2 Compuesto 3b

Rendimiento: 80%, Soélido Amarillo.

Punto de Fusion: 102°C.

Formula Molecular: C;sH13N>SeF3 (359.0274 g/mol).

Masa exacta: 359.0271 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3297 cm™ (N-H), 1533 cm™ (C=Se).
EM-DART m/z (%): 359 (100) [M*], 277 (13) [M™-H,Se].

RMN !H (300 MHz, CDCls, ppm): & 3.26 (t, 2H, H10), 5 4.21 (m, 2H,
H9), & 7.26-7.92 (m, 7H, H1-2; H4-5; H12-14), & 8.51 (d, 1H, H15), &
10.82 (sa, 1H, H8).

RMN !3C (75 MHz, CDCls;, ppm): d 34.2 (C10), 8 29.7 (C9), d 122.0
(C16), & 122.2 (C12), & 123.7 (C14), & 125.5 (C1, C5), & 127.1 (C2,
C4), d 132.4 (C3), 6 137.4 (C13), d 147.4 (C15), d 148.8 (C6), & 159.4
(C11),  200. 8 (C7).
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N-(2-(piridin-2-il)etil)-4-(metoxi)benzoselenoamida
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2 Compuesto 3¢

Rendimiento: 60%, Sélido Café.

Punto de Fusion: 90°C.

Formula Molecular: C;5H;60N,Se.

Masa Molecular: 321.0506 g/mol.

Masa exacta: 321.0505 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3194 cm™ (N-H), 1500 cm™ (C=Se).
EM-DART m/z (%): 321 (100) [M*], 239 (25) [M*-H,Se].

RMN 'H (300 MHz, CDCls, ppm): 3 3.25 (d, 2H, H10), d 3.82 (s, 3H,
H16), d 4.22 (d, 2H, H9), d 6.87-7.86 (m, 7H, H1-2; H4-5; H12-14), d
8.52 (d, 1H, H15), 5 10.40 (sa, 1H, H8).

RMN !3C (75 MHz, CDCls, ppm): 3 34.6 (C10), 5 49.6 (C9), d 55.5
(C16), & 113.6 (C1, C5), & 122.0 (C12), & 123.6 (C14), 5 128.9 (C2,
C4), d 136.4 (C13), d 137.3 (C6), d 148.9 (C15), d 159.5 (C11),
162.1 (C3), & 200.8 (C7).
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N-(2-(piridin-2-il)etil)benzofuran-2-carboselenoamida
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3 Compuesto 3d

Rendimiento: 90%, Sdlido Naranja.

Punto de Fusion: 110-112°C.

Féormula Molecular: C;sH14N,0Se.

Masa Molecular: 331.0349 g/mol.

Masa exacta: 331.0344 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3131 cm™ (N-H), 1529 cm™ (C=Se).
EM-DART m/z (%): 331 (100) [M*], 249 (50) [M*-H,Sel].

RMN 'H (300 MHz, CDCls, ppm): & 3.27 (t, 2H, H12), & 4.26 (c, 2H,
H11), d 7.23-7.85 (m, 8H, H3-6; H8; H14-16), & 8.63 (d, 1H, H17), &
10.69 (sa, 1H, H10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls, ppm): 5 34.7 (C12), 5 47.8 (C11), & 111.9
(C3), 5 115.7 (C8), d 122.0 (C14), d 122.6 (C16), d 123.5 (C6), & 123.8
(C5), & 127.5 (C4), 6 128.3 (C7), d 137.1 (C15), & 149.1 (C1), & 154.7
(C17), 8 155.7 (C2), 8 159.2 (C13), & 184.5 (C9).
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N-(2-(piridin-2-il)etil)benzo[b]tiofen-2-carboselenoamida

3 Compuesto 3e

Rendimiento: 90%, Sdlido Naranja.

Punto de Fusion: 120°C.

Féormula Molecular: C;sH14N>SSe

Masa Molecular: 347.0121 g/mol.

Masa exacta: 347.0129 g/mol.

IR Vmax (Pastilla KBr): 3155 cm™ (N-H), 1537 cm™ (C=Se).
EM-DART m/z (%): 347 (100) [M*], 265 (10) [M*-H,Se].

RMN 'H (300 MHz, CDCls;, ppm): 3 3.25 (t, 2H, H12), & 4.21 (d, 2H,
H11), & 7.26-7.90 (m, 8H, H3-6; H8; H14-16), d 8.63 (d, 1H, H17), &
10.86 (sa, 1H, H10).

RMN !3C (75 MHz, CDCl3, ppm): d 34.3 (C12), 8 49.2 (C11), d 122.2
(C14), 8 122.4 (C3), & 122.5 (C16), & 123.7 (C5), d 125.0 (C5), & 125.5
(C4), & 126.3 (C8), & 137.4 (C15), & 139.5 (C7), & 142.3 (C2), & 148.7
(C1), 5 148.9 (C17), & 159.6 (C13), 190.9 (C9).
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5.5 Pruebas de Citotoxicidad

Los compuestos fueron probadas in vivo frente a las lineas celulares
humanas cancerosas de Prostata (PC-3), Glia de Sistema Nervioso
Central (U251), Leucemia (K526), Colon (HCT-15), Mama (MCF-7) y
Pulmon (SKLU) proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancer (NCI)
de los Estados Unidos de América. La citotoxicidad fue determinada
utilizando el colorante de unién a proteinas sulforodamida B (SRB) en un
ensayo de microcultivo para medir el crecimiento celular, como esta

descrito en el protocolo establecido por el NCI’2.

Las lineas celulares fueron sembradas en un medio de cultivo RPMI-
1640 suplementado con suero fetal bovino, una disolucion 2 mM de L-
glutamina, 1000 unidades/mL de penicilina G, 1000 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 25 pg/mL de anfotericina B (Gibco) y 1% de
aminoéacidos no esenciales marca Gibco®. Todas las células se incubaron
a 37°C en atmosfera humeda y al 5% de diéxido de carbono. La
viabilidad de las células utilizadas en los experimentos excede el 95%

como fue determinado con el azul de tripano.

Las células fueron removidas de los matraces de cultivo de tejido y
se suspendieron con medio fresco, tomando 100 pL de la suspension de
células conteniendo 5000 o 10000 células y se depositaron en una placa
con 96 pozos para microtitulacion, el material se incubé a 37°C por 24
horas en una atmoésfera al 5% de dioxido de carbono,
subsecuentemente se adicionaron 100 pL de una disolucion de los
compuestos de prueba con una concentracion de 1.0 a 50.0 uM,

exponiendo los cultivos por 48 horas al contacto con dichos compuestos.

Después del periodo de incubacion, las células se fijaron al sustrato
plastico utilizando 50 pL de una solucion acuosa al 50% de acido

tricloroacético en frio.
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Las placas fueron incubadas a 4°C, posteriormente lavadas con
agua y secadas con aire. Las células fijadas se tifieron por la adiciéon de
una solucion al 0.4% de SRB, el remanente de esta solucion fue

removido utilizando una solucién acuosa al 1% de acido acético.

Las placas fueron secadas al aire y el colorante unido a las
proteinas fue solubilizado al afiadir 100 pL de una solucién 10 mM de
Tris, finalmente las placas se colocaron en un agitador por 5 minutos y
se determindé su absorcion a 515 nm utilizando un lentor de placas

ELISA (Bio-Tex Instruments).

62



QBdntesis V eviliacion ciloldxica de nuevas selenoamidas con un ﬁdg/ﬂ@ﬂ[ﬁ piridina

VI. CONCLUSIONES

» Se realiz6 la sintesis de cinco nuevas selenoamidas (3a-e)
mediante un procedimiento que involucra una reaccion de
demetalaciéon seleniurativa en condiciones suaves y tiempos cortos

de reaccion.

iy /\/(j I /\/(j I /\ﬁ
NS \ NS
N N N N
s AREN S ae
FsC MeO
3a C

3b 3

I /\ﬁ I /\/@
N N SN N N SN
g H J H
3d 3e
» Se obtuvieron dos nuevos Aminocarbenos de Fischer (2d-e) en
rendimientos cuantitativos y se caracterizaron por técnicas
convencionales, los cuales no han sido reportados en la literatura.
N N SN N N SN
o H J H
2d 2e
» Se comprobd el potencial citotoxico de la familia de selenoamidas
sintetizadas al mostrar actividad biolégica en las seis lineas
celulares de cancer humano en las que fueron probadas, de las

cuales la selenoamida 3d mostré tener especificidad a la linea

celular cancerosa de mama.
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