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1. Introduccion

En este trabajo se presenta la sintesis y la actividad citotéxica de una nueva familia
de y-lactonas preparadas a través de la adicion nucleofilica de acetales de
bis(trimetilsilil)cetena a compuestos a,B—insaturados previamente activados. Dicha
reaccion involucra como paso clave una reaccion de adicion 1,6 tipo Michael que se

realiza en condiciones suaves de reaccion y sin el empleo de catalizadores.

En los antecedentes mostrados en este trabajo, se planteara un marco de referencia
con el proposito de darle un contexto a la investigacién que se realiz6. Se hablara
de los aspectos quimicos de las lactonas, asi como de su reactividad, discutiendo
sus meétodos de sintesis y haciendo relevancia en su estructura dado que son

moléculas que presentan amplias y diversas actividades bioldgicas.

Asimismo, para los acetales de bis(trimetilsilil)cetena, se discutira sus métodos de
sintesis, su reactividad para la formacion de enlaces C-C y C-O y su relevancia
dentro del grupo de investigacion para la sintesis de compuestos tales como y-

lactonas.

Por ultimo, se hablara sobre las adiciones tipo Michael, haciendo énfasis en las
reacciones de adicién 1,6, considerando que este trabajo se enfoca en ese tipo de
reacciones sin el uso de organocatalizadores y/o metales de transicion como se

hace comunmente.

Dentro del analisis y discusion de resultados se abordaran los procesos quimicos
involucrados en cada uno de los pasos de reaccion para los compuestos obtenidos
y su debida caracterizacion espectroscépica. De igual manera, se discutira acerca
de la evaluacion de la actividad citotoxica de dichos compuestos mediante ensayos
para determinar el porcentaje de inhibicion en diversas lineas celulares de cancer

humano.
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2. Antecedentes

2.1. Lactonas

Las lactonas son compuestos organicos correspondientes a un éster ciclico que
normalmente se derivan de la esterificacion intramolecular de su correspondiente

hidroxiacido (Esquema 1).

Esquema 1. Sintesis general de lactonas.

Las lactonas formadas de acidos alifaticos sin sustitucion se nombran
reemplazando el prefijo acido y el sufijo —oico del acido carboxilico, por el sufijo —
Olido de la lactona indicando la posicion del atomo de oxigeno con un numero. En
nomenclatura comun se sustituye la terminacién —ico del hidroxiacido por —/lactona
indicando mediante una letra griega el atomo de carbono al que iba enlazado el
grupo hidroxilo con el que se cierra el anillo. Los sustituyentes se nombran de la

misma forma que los acidos del que derivan. (Figura 1).

o O
O O a @)
a (0]
1A I L
a0 p—0 [ v
2-etandlido 3-propandlido 4-butandlido  5-pentandlido

a—acetolactona B—propionolactona y-butirolactona 5-valerolactona
Figura 1. Nomenclatura de lactonas.

2.1.1. Importancia biolégica de las lactonas.

Las lactonas se encuentran como subunidades estructurales en una amplia
variedad de productos naturales con actividad biolégica y son intermediarios para la
sintesis de compuestos biolégicamente activos y en materiales con propiedades

tecnoldgicas interesantes.’
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Existen lactonas que van desde cuatro hasta 20 miembros dentro de su cadena
heterociclica, sin embargo, las mas conocidas son las y y & lactonas? ya que
contienen anillos 5 y 6 miembros respectivamente y muchas de estas presentan
propiedades organolépticas, por ejemplo, la y-butirolactona y la d-decanolactona
(Figura 2).

O
O
0 NN
(@]
4-butanolida 8—decanolactona
Aroma a caramelo Aroma a durazno

Figura 2. Ejemplos de lactonas con propiedades organolépticas.

De igual manera, existe un conjunto importante de lactonas que son las
alquilidenlactonas, las cuales poseen como caracteristica principal un anillo de y-
lactona en su estructura, y en la mayoria de los casos, un grupo a-metileno (Figura
3). Esta clase de compuestos tienen una amplia gama de actividades bioldgicas,
entre las que destacan: actividad antitumoral (vernolepina), antiinflamatoria

(helenanina), citotoxica (cinaropicrina) y antibacterial (xantatina).3

\‘\\

(e} OH

Vernolepina Helenina

Te)

Xantatina

Cinaropicrina

Figura 3. Ejemplos de alquilidenlactonas con actividad bioldgica.

Otro grupo interesante de lactonas son las denominadas macrociclicas (Figura 4)
las cuales contienen anillos de 12 a 22 miembros. Dichos compuestos han

13
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demostrado tener un interesante perfil bioldgico al igual que sus analogos de 5y 6
miembros, como él es caso de la aspergilida-A (actividad citotoxica), la dictiostaina

(actividad antitumoral) y la eritromicina-A (actividad antibidtica).*

0.0
P2
o}
HO
OH OH
Eritromicina-A Dictiostatina Aspergilida-A

Figura 4. Ejemplos de lactonas macrociclicas.

Ademas, si consideramos a las lactonas desde un punto de vista sintético, estos
compuestos son de gran relevancia ya que son susceptibles de experimentar una
amplia variedad de reacciones tanto nucleofilicas como electrofilicas, lo cual las
convierten en intermediarios versatiles para la obtencion de otros compuestos

organicos de interés los cuales podrian presentar algun perfil biolégico interesante.
2.1.2. Sintesis de lactonas

Considerando su alta importancia bioldgica, en los ultimos afios se ha prestado gran
interés a la busqueda de nuevas metodologias para la obtencion de lactonas. Los
métodos mas comunes se describen a continuacién y se dividen en dos grupos, los

meétodos por anillaciones y los métodos que involucran una reaccion de oxidacion.
a) Anillacion intramolecular de hidroxiacidos.

Uno de los métodos mas simples para la obtencidn de lactonas, es a partir de
hidroxiacidos, los cuales pueden producir lactonas por una esterificacion

intramolecular mediante la adicion de cantidades cataliticas de acidos minerales

Q 0
.
OHL» 0
OH

14
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Esquema 2. Sintesis de lactonas via anillacién intramolecular de hidroxiacidos.
b) Anillacion intramolecular de acidos carboxilicos insaturados.

Otra reaccion comunmente utilizada para obtener lactonas es a partir de acidos B-
O-insaturados. La reaccién ocurre en presencia de acidos fuertes o por adicién

electrofilica de halégenos tales como bromo y/o yodo (halolactonizacién) (Esquema

3).6
)J\/Y HCI conc. \I\;X
B
R
|
I,/KI/NaHCO,
O/Y - - 0
o)

Esquema 3. Sintesis de lactonas via anillacion intramolecular de acidos carboxilicos

insaturados.

La reaccién parte de una olefina la cual genera un ion halonio electrofilico, que es
abierto intramolecularmente por el ataque nucleofilico del grupo —OH de un acido

carboxilico (Esquema 4).”

Xy
M — -

X2 = Brz, |2, C|2

Esquema 4. Sintesis de lactonas mediante reacciones de lactonizacién con halégenos.

La reaccién de lactonizacién con halégeno requiere del empleo de un acido o una
base ya que, dependiendo de estas condiciones, la reaccion puede proceder por
diferentes vias: en condiciones basicas ocurre primero la formacién del ion
carboxilato, seguida de la adicidon del halégeno al doble enlace parta formar el
intermediario halonio. Posteriormente, el anién carboxilato lleva a cabo una reaccion
de ciclacion tipo Sn2, sobre el intermediario halonio para formar la correspondiente

lactona.




Cuando se emplea un acido, la adicion del halégeno sobre la olefina y el ataque del
grupo —OH del acido carboxilico, ocurren de forma concertada, dando como
resultado un ion oxonio intermediario, que es desprotonado por un ion halogenuro

para formar la lactona deseada.
c) Oxidacion de Baeyer-Villiger.

Otro método viable para la obtencion de lactonas es mediante la oxidacion de
Baeyer-Villiger empleando un peroxiacido a partir de cetonas ciclicas (Esquema
5).8

Esquema 5. Sintesis de lactonas via oxidacion de Baeyer-Villiger.

Por su parte, dentro del grupo de investigacion se han sintetizado una amplia
variedad de &-bromolactonas y y-bromolactonas a partir de diferentes acidos
carboxilicos insaturados que se obtienen a través de la adicién nucleofilica de
acetales de bis(trimetilsilil)cetena a aza-compuestos activados. Como se
mencionara mas adelante, los aza-compuestos que se han empleado hasta el
momento incluyen heterociclos como piridina, pirazina, quinoxalina, pirimidina,
benzimidazol e imidazol. De manera general, para estas halolactonizaciones es
necesario emplear N-bromosuccinimida (NBS) como fuente de bromo utilizando
bicarbonato de sodio como base, en presencia de bromuro de tetrabultilamonio
(TBAB) (Esquema 6).°

16

——
| —



o Tf
/
N
a) TBAB, NBS, NaHCO; | @ >
N
CH,Cl,
Tf
0
R, OH
R, TBAB, NBS, NaHCO;
b) N \ -
>\ CH,CI
s N 2z

Esquema 6. Sintesis de &-bromolactonas a partir de derivados de piridina.
2.2. Acetales de bis(trimetilsilil)cetena

Como se acaba de mencionar, la quimica de lactonas que se desarrolla en el grupo
de investigacidon involucra generalmente el uso de un acetal de

bis(trimetilsilil)cetena.

La estructura general de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena se muestra en la
Figura 6, y su nombre de basa en el hecho de que pueden considerarse como el
equivalente de un acetal de cetena y fueron descritos por primera vez por Ainsworth
en 1972.'0 Estos compuestos se pueden comportar como nucléofilos 1,3-carbono,
oxigeno debido a la ruptura sucesiva de ambos enlaces O-Si, pudiendo de esta

manera formar enlaces C-C y C-O.

R2 OSIMe3
R, —
):C:O R4 OSiMe;
R
! Acetal de
Acetal de cetena bis(trimetilsilil)cetena

Figura 5. Estructura general de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena.
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2.2.1. Sintesis de acetales de bis(trimetilsilil)cetena

Existen dos principales métodos reportados en la literatura para la sintesis de estos

nucleodfilos; en ambas metodologias, se parte de un acido carboxilico con al menos

un atomo de hidrégeno en posicion a:

a)

En el primer método, se agregan dos equivalentes de diisopropilamiduro de
sodio (LDA) para formar el dianibn en el acido carboxilico, para
posteriormente hacerlo reaccionar con dos equivalentes de clorotrimetilsilano
(TMSCI) (Esquema 7).

1) 2 equiv. LDA .
2)2 equiv. TMscl 2 OSiMes

—_—

R1 OH R1 OSIMe3

R, O

Esquema 7. Método a) para la sintesis de acetales de bis(trimetilsilil)cetena

El segundo método se realiza en dos pasos y consiste primero en preparar
el éster de trimetilsilicio a partir del acido carboxilico via la desprotonacion
del mismo con piridina y la posterior adicion de TMSCI. En un segundo paso,
una vez aislado el correspondiente éster de trimetilsilicio, este se hace
reaccionar con LDA vy finalmente con TMSCI, para formar el correspondiente
acetal de bis(trimetilsilil)cetena (Esquema 8).

R2 0] 1) Py R2 O 1) LDA R2 OS|M93
2) TMSCI )_/< 2) TMSCI —

R1 OH R1 OSIMe3 - R1 OSIMe3

Esquema 8. Método b) para la sintesis de acetales de bis(trimetilsilil)cetena

Cabe mencionar que de los dos métodos, se prefiere utilizar en primera instancia el

método a, dado que en dicha sintesis, se pueden controlar mas eficientemente las

condiciones de reaccion, y experimentalmente se han observado mejores

rendimientos.

18
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2.2.2. Reactividad de Acetales de bis(trimetilsilil)cetena

Los acetales de bis(trimetilsilil)cetena son ricos en densidad electronica, siendo
excelentes nucledfilos de carbono y su reactividad es comparada con los sililenol
éteres y acetales de sililcetena, siendo equivalentes sintéticos a estas fuentes de
aniones enolatos para la construccion de enlaces C-C y generar grupos carboxilicos

o carbonilicos.

El estudio de la reactividad de estas especies nucleofilicas comenzo6 con la adicion
sobre electrofilos del tipo carbonilo como aldehidos y bases de Schiff en reacciones
tipo alddlicas las cuales permiten sintetizar B-hidroxiacidos'' o B-aminoacidos'?

segun sea el caso (Esquema 9).

Y R, OSiMe; 1) Ac. de Lewis Y o
o+ )=< 2) H,0
R™ H R, OSiMe; ————= R OH
1 iMeg Ri™ R
Y = O aldehido ) Y = O B-hidroxiacido
Y = NR imina R, Ry, Ry = alquilo Y = NR p-aminoacido

Esquema 9. Esquema general de reaccion entre acetales de bis(trimetilsilil)cetena con

aldehidos y bases de Schiff.

En presencia de acidos de Lewis, la reaccion de acetales de bis(trimetilsilil)cetena
y aldehidos generan B-hidroxiacidos mientras que utilizando una base de Schiff, se

obtiene un B-aminoacido.

La adicion de acetales de cetena no esta limitada a compuestos carbonilicos y como
se indicdé anteriormente, en nuestro grupo de investigacion se han reportado
adiciones nuclecdfilicas de acetales de bis(trimetilsilil)cetena a piridinas sustituidas
activadas con anhidrido trifluorometansulfénico, generando los correspondientes
acidos dihidropiridin-carboxilicos que con el posterior tratamiento con silice generan

las lactonas biciclicas correspondientes (Esquema 10)."3

——
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1) Tf,0 o, Ry

R
AN R1 OSIMe3
| 2) = s.o2 o]
R N/ R2 OSIMe3
3) H,0 R
Tf

Esquema 10. Sintesis de y-lactonas a partir de acetales de bis(trimetilsilil)cetena y

piridinas previamente activadas.

Asimismo, se ha estudiado la reactividad de estos nucledfilos frente a otros N-
heterociclos aromaticos tales como pirazina', que mediante una previa activacion
con alquilcloroformiato producen de manera directa lactonas polifuncionalizadas.

(Esquema 11).

QOOMe
N R OSiMe N
N 1 3
() - = —— (5
N R, OSiMes N 0
|
COOMe

Esquema 11. Sintesis de lactonas a partir de acetales de bis(trimetilsilil)cetena y N-

heterociclos.

De manera similar, derivados de quinoxalina, pirimidina y bencimidazol,
previamente activados con anhidrido trifluorometansulfénico, producen los
correspondientes acidos carboxilicos, los cuales pueden ser anillados para formar
las correspondientes lactonas mediante una reaccion de halolactonizacion. En el
caso particular del imidazol, adicion de acetales de cetena en presencia de Tf20
produce exclusivamente los correspondientes acidos carboxilicos, sin embargo, si
ocurre una doble activacion, en una primera instancia con cloroformiato de metilo y
posteriormente con anhidrido trifluorometansulfénico para obtener los
correspondientes acidos 2,3- dihidroimidazolincarboxilicos, es posible efectuar una
reaccion posterior de bromolactonizacion con NBS para generar &-lactonas

biciclicas (Esquema 12)."°

20
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1) Tf,0

o C’>/OCH3 R/ OSiMes §,ocH3 o) OCH3
N PN 2) )7\ TBAB, NBS,
[N\> ClI” "OCHs | N/> R,  OSiMe; E Wﬁ NaH003 R1
o X
H N 3) H,0

Esquema 12. Sintesis de y-lactonas a través de una doble activacién del imizadol.

La adicién de acetales de bis(trimetilsilil)cetena no esta limitado al uso de aza-
compuestos activados. En nuestro grupo de trabajo también se ha informado la
adicion de estas especies a diferentes chalconas que en presencia de un acido de
Lewis como el BF3Et20 generan nuevas o&-lactonas y &acidos insaturados que
posteriormente pueden convertirse en lactonas mediante un proceso de anillacién

intramolecular (Esquema 13).16

(@]
Q 1) BF3E,0 O Ph O

Ph)v\Ph g ? ¥ Ph OH
OTMS Ph ™ Ph
2) =
OTMS

Esquema 13. Sintesis de dé-lactonas a partir de chalconas.

2.3. Cetonas a,B—insaturadas

Las cetonas a,B—insaturadas son de gran importancia en sintesis organica dado que
son bloques constructores versatiles para la preparaciéon de un sin numero de
compuestos organicos. Estos compuestos generalmente funcionan como especies
electrofilicas por lo que presentan una reactividad con sustratos del tipo
nucleofilico.’ En el Esquema 14, se observa que dichos compuestos tienen 3
formas candnicas de resonancia, las cuales dan origen a dos posibilidades de
ataque nucleofilico en estos sistemas, a) la adicién 1,2 en donde el nucledfilo ataca
directamente al carbono del grupo carbonilo y b) una adicion 1,4 en donde el ataque
al carbono del doble enlace carbono-carbono es el que experimenta el ataque

nucleofilico.
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Adicion 1,2 Adicion 1,4

Esquema 14. Formas de resonancia de cetonas a,3-insaturadas.

Como consecuencia de la menor densidad electrénica 1 del doble enlace, tenemos
que los aldehidos y las cetonas a,B—insaturadas sean menos reactivos que los

alquenos respecto a la adicion electrofilica.

La adicion nucleofilica en los compuestos carbonilicos a,f—insaturados puede estar
gobernada por el control cinético o termodinamico. El control cinético funciona con
nucleodfilos fuertemente basicos, los cuales tienen la carga centrada en atomos
pequefios y electronegativos, es decir, hay un control estatico; algunos ejemplos de
ellos son F-, OH-, OR-, H20, ROH, NH3, RMgBr, RLi, por mencionar algunos; estos
nucledfilos forman el producto de adicion 1,2. Por otra parte, el control
termodinamico forma el producto de adicion 1,4 y funciona con nucledfilos
débilmente basicos dado que, estos comunmente poseen una carga (si la tienen)

de manera difusa en atomos grandes, por ejemplo: R2Culi, I, RS-, RSH.

Para la obtencion de cetonas a,B—insaturadas existen varios métodos de sintesis;
uno de los mas comunes es la condensacion de Claisen que consiste en el
acoplamiento en medio basico de un éster que contiene un hidrégeno acido en
posicion a al grupo carbonilo, con otra molécula del mismo tipo para formar un B—
cetoéster (Esquema 15). Cuando los esteres son diferentes, se tiene una
condensacion de Claisen cruzada, esta reaccién tiene como requisito que al menos

uno de los reactivos sea enolizable.®

O 0
NaOH, EtOH
+ J OEt
\)J\OE’[ \)J\OE’[ - 5

——
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Esquema 15. Condensacion de Claisen.

Otro tipo de reaccion para la sintesis de cetonas aq,—insaturadas es la
condensacion de Claisen-Schmidt, en la cual un enol o un ion enolato reacciona con
un compuesto carbonilico para formar un B-hidroxialdehido o 3-hidroxicetona (una
reaccion alddlica), seguido de una deshidratacion para dar una enona conjugada

(Esquema 16).

© 0 O Rs
H NaOH, MeOH _ + H,0
R )Jﬁ\ + —
1 H R3)]\R4 R1 R4

R2 R2
Esquema 16. Condensacion de Claisen-Schmidt.

Una reaccion util que involucra cetonas a,B—insaturadas, es la reaccion de Michael,

que implica la adicion 1,4 de nucledfilos a este tipo de sistemas.
2.4. Reacciones tipo Michael.

La reaccidon de Michael es un método ampliamente utilizado para la construccion de
enlaces C-C'® dado que su éxito surge de la disponibilidad inmediata de un gran
conjunto de nucledfilos y olefinas activadas. Se basa en la adiciébn de especies

nucleofilicas centradas en el carbono a a alquenos deficientes de electrones.

La reaccion de Michael se puede llevar a cabo con una cantidad catalitica de base
y bajo estas condiciones la reaccion es reversible y procede bajo control

termodinamico.

En 1974, T. Mukaiyama?® informé el primer ejemplo de una reaccién tipo Michael
entre compuestos carbonilicos a,B—insaturados y éteres de enol de silicio,
catalizada por un acido de Lewis (Esquema 17). A partir de esta sintesis, se han
realizado gran cantidad de reacciones de adicion conjugada que involucran éteres

de enol de silicio.?"
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OSiMe; 0 TiCly O R, O

R1/§ + RMRg, LOC, R1)WJ\R

2

R; = Me, Ph
R, = Me, Ph, OMe
Rs = H, Me, Ph

Esquema 17. Ejemplo de uan reaccion Mukaiyama — Michael.

Cabe mencionar que los enolatos se pueden adicionar tanto en posicion [1, 2]
como en [1, 4] a cetonas a,B—insaturadas. La regioselectividad de esta adicidon
depende de algunos factores, tales como los estéricos, temperatura, ademas de la

naturaleza del enolato y los aditivos que se usen.
2.4.1. Adiciones 1,6.

La propagacion de efectos electrénicos en los sistemas 1 conjugados, (cetonas a,
B — insaturadas), conduce a la reactividad en la posicion a y B, permitiendo asi una
adicion 1,2 o 1,4 respectivamente, como ya se menciond anteriormente; sin
embargo, los efectos electronicos se pueden transmitir a un doble enlace adicional,

lo que conduce a una adicién 1,6.%2

Las adiciones 1,6 tipo Michael, a comparacion de las adiciones 1,2 y 1,4, son un
tipo de conjugacion dificil de concretar ya que su reactividad es menor dado la mala
transferencia del efecto inductivo a través del sistema = conjugado, creando asi un
problema de regioselectividad. Otro factor importante es controlar la induccién
asimétrica en el centro estereogénico remoto, ya que la extensién del entorno quiral
a la posicion & de un sistema conjugado parece ser menos favorable. En el
desarrollo de reacciones de adicion 1,6, un disefo cuidadoso de los sustratos y los
catalizadores es muy esencial, ya que estudios experimentales y computacionales
han revelado que la adicién 1,4 se encuentra frecuentemente favorecida sobre la
1,6.23 Esto se puede lograr aumentando la aglomeracién estérica en la posicion B
del sustrato o disefiando un modo de activacidn que pueda hacer que la posicidén
sea mas electropositiva y/o que el nucledfilo pueda acercase a la posicion ©
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mediante enlaces de hidrogeno o interacciones electrostaticas con el catalizador

(Esquema 18).2*

5 B B
)Ni/\/ R/\/\/EGW R/\/EGW Nu
~_ .. _EWG = NuH 5 EWG
R Adicion 1,6 Adicion 1,4 R)\/

Esquema 18. Adicion 1,6 vs adicion 1,4.

De manera general, para que las reacciones de adicion 1,6 se lleven a cabo de
manera satisfactoria, es necesario que la adicion a los sistemas conjugados
extendidos sea catalizada por metales de transicion o bien, por el empleo de un

organocatalizador (Esquema 19).%°

M= [TI(O/Pr)s]
ZnCl, MgBr
B(pin), B(OH),

Metal de transicion
+ Rz-M >

Esquema 19. Adicion 1,6 utilizando catalizadores metalicos.
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3. HIPOTESIS

Dado que se conoce que los acetales de bis(trimetilsilil)cetena pueden actuar como
nucledfilos y adicionarse a diferentes aza-compuestos N-activados asi como a
compuestos a,B-insaturados en presencia de acidos de Lewis, se espera que estos
nucleodfilos puedan reaccionar con diferentes aza-chalconas en presencia anhidrido
trifluorometansulfonico para generar en un solo paso las correspondienets y-
lactonas a través de un proceso que involucre una reaccion de adicion 1,6

intramolecular tipo Michael.

——
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

» Estudiar la reactividad de diferentes acetales de bis(trimetilsilil)cetena frente
a aza-chalconas N-activadas con el propdsito de sintetizar una nueva familia

de lactonas biciclicas.
4.2. Objetivos particulares

» Sintetizar diferentes aza-chalconas mediante una reaccién de condensacién
de Claisen-Schmit.

» Evaluar la reactividad de las aza-chalconas frente a diferentes acetales de
bis(trimetilsilil)cetena en presencia de anhidrido trifluometansulfénico.

» Caracterizar las lactonas formadas mediante las técnicas espectroscopicas
convencionales.

» Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos sintetizados.

——
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis de chalconas

Con base en los objetivos planteados en este proyecto, la primera parte de este
trabajo se enfocé en la preparacion de una chalcona, especificamente la (E)-1-fenil-
3-(piridin-3-il)prop-2-en-1-ona 1 que fungira como sustrato de partida. Dicha
chalcona fue preparada a partir del 2-piridincarboxaldehido y acetofenona como se

muestra en el Esquema 20.

X
B . NaOH/MeOH ||
— H - . N/ =
N

') (0] (0]

Esquema 20. Sintesis de la (E)-1-fenil-3-(piridin-3-il)prop-2-en-1-ona 1.

Cuando a una solucion del 2-piridincarboxaldehido e hidroxido de sodio en metanol
a 0°C se adiciona gota a gota acetofenona, es posible obtener un precipitado color
amarillo verdoso correspondiente a la chalcona esperada. Este compuesto se

obtuvo con un rendimiento del 83%.

El mecanismo para la formacion de este compuesto procede a través de una
condensacion de Claisen-Schmidt, en la cual, en un primer paso la elimina un protén
en posicion o de la acetofenona, formando el correspondiente ion enolato el cual
posteriormente se adiciona al 2-piridincarboxaldehido. Posteriormente, la
protonacién del alcoxido formado como intermediario conduce al producto alddlico
para que finalmente se elimine el hidroxido por deshidrataciéon y se forme la

chalcona correspondiente (Esquema 21).

——
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Esquema 21. Mecanismo para la formacioén de la chalcona.

La identidad de este sistema a,B-insaturado 1 fue corroborada por RMN de 'H y 13C.
Cabe mencionar que este compuesto ya se encuentra reportado en la literatura y
que las sefiales tanto en 'H como en '3C coinciden en su totalidad con los datos

previamente reportados en la literatura.?®
5.2. Sintesis de acetales de bis(trimetilsilil)cetena

Una vez sintetizada la chalcona que servira como sustrato, se procedio a realizar la
sintesis de los nucledfilos de silicio que se utilizaran en las reacciones posteriores
para la formacién de las lactonas. De acuerdo con la metodologia empleada por
nuestro grupo de investigacion, la formacion de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena
consiste en tratar el correspondiente acido carboxilico con dos equivalentes de
diisopropilamiduro de litio (LDA), seguido de la adicion de dos equivalentes de
TMSCI a -78°C.

Siguiendo esta metodologia, se sintetizaron un total de 6 acetales, con los
sustituyentes alifaticos: dimetilo (2a), ciclopropilo (2b), ciclobutilo (2¢), ciclopentilo
(2d), ciclohexilo (2e), ademas de un acetal con dos anillos de fenilo (2f) en
rendimientos que van del 40-60 % de rendimiento (Esquema 22).
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1) LDA . _pl-p2-
Ry 0 2) Tec i OSies 2a”R TR G
it S 2b = R" = R? = -CH,-CH,-CH,-
R, OH THF R, OSiMes 2¢ = R" = R? = -CH,-(CH,),-CH,-

2a-f 2d = R" = R? = -CH,~(CH,)3-CHy-
2e = R" = R? = -CH,-(CH,),-CH,-
2f=R'=R2%=Ph

Esquema 22. Sintesis general de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena.

En nuestro grupo de investigacion se emplean constantemente acetales de
bis(trimetilsilil)cetena como precursores de acidos carboxilicos por lo que ya fueron

estudiados y caracterizados previamente.
5.3. Adicion de acetales de bis(trimetilsilil)cetena a aza-chalconas activadas

La siguiente etapa en este trabajo consistid en explorar la reactividad de la aza-
chalcona 1 con diferentes acetales de bis(trimetilsilil)cetena para probar nuestra
hipotesis y evaluar la viabilidad de este proceso para formar una lactona en un solo
paso. En primera instancia se hizo reaccionar la aza-chalcona 1 con dos diferentes
agentes activantes, el cloroformiato de isobutiio 'y el anhidrido

trifluorometansulfénico.

En una primera aproximacién, la aza-chalcona 1 se hizo reaccionar dos
equivalentes de cloroformiato de isobutilo en diclorometano a -78°C (Esquema 23).
Después de 45 minutos de activacidon a esta temperatura, se adiciond 1.2
equivalentes del correspondiente acetal de cetena 2a y la reaccion se mantuvo en

agitacion a temperatura ambiente durante 12 horas.

0]

R CI)J\O
N CH,CI, /-78°C
| > No hay reaccion
N
N OSiMe;
O 2) »—
OSiMe3

Esquema 23. Reaccion utilizando como agente activante cloroformiato de isobutilo.
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Los resultados obtenidos para este experimento no fueron muy exitosos, dado que
no se logré la formacion de la lactona incluso después de tiempos prolongados de
reaccion. La activacion tanto del atomo de nitrdgeno como de oxigeno no se llevaron

a cabo y por ende, el ataque del acetal no pudo ser posible.

Basado en resultados previos encontrados en el grupo de trabajo, la chalcona 1 se
hizo reaccionar con dos equivalentes de anhidrido trifluorometansulfénico en
diclorometano a -78°C. Después de media hora de activacion a esta temperatura,
se adiciond 1.2 equivalentes del correspondiente acetal de cetena 2a y la reaccion
se mantuvo en agitacidon a temperatura ambiente hasta consumirse toda la chalcona

de partida. (Esquema 24).

0]
Tf,0
B OSiMe; 780
D e 2
OSiMe; CHCl N
o |
1a 2a Tt 5, OTf

Esquema 24. Sintesis de lactona

Después de purificar el crudo de reaccion por cromatografia en columna fue posible
aislar un sélido blanco en un 21 % de rendimiento. El producto obtenido fue
caracterizado por las técnicas espectroscépicas convencionales y los datos indican
que el producto formado corresponde a la y-lactona biciclica 3a que se muestra en

el Esquema 24.
5.3.1. Espectroscopia de RMN 'H Y 3C de 3a

En el espectro de RMN 'H para la molécula 3a (Figura 6) se puede apreciar una
sefal simple en 7.52 ppm con una integracion para 5 hidrégenos que corresponden

a los hidrégenos aromaticos H-9 al H-13.
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Figura 6. Espectro de RMN 'H para el compuesto 3a.

Las dos senales simples 1.32 y 1.49 ppm corresponden a los grupos metilos
distinguibles mediante RMN. La senal en 2.97 ppm se asigna al H-3 (sitio donde
ocurrié el ataque del acetal) y finalmente la sefial doble en 5.54 ppm corresponde al
H-4, el cual corresponde a un desplazamiento caracteristico para este tipo de las
lactonas. La Figura 8 muestra una ampliacion del espectro de RMN de 'H del
compuesto 3a y es posible apreciar dos sefales dobles en 6.70 y 6.81 ppm con la
misma constante de acoplamiento (J = 11.8 Hz), los cuales corresponden a los
hidroégenos vinilicos H-7 y H-8 respectivamente. Finalmente, el H-6 se observa como

una sefal doble en 6.74 ppm.
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Figura 8. Espectro de RMN 'H para el compuesto 3a en la zona de 6.5 a 7.0 ppm.

Por su parte, en la Figura 9 se presenta el espectro de RMN de '3C para el
compuesto 3a donde se indica la asignacién para todos los atomos de carbono de
la molécula. Entre las sefales sobresalientes para 3a encontramos la que
corresponde al atomo de carbono del grupo carbonilo en 178.79 ppm; asimismo, a
campo alto se observan las dos sehales de los metilos con desplazamientos en
20.97 y 24.77 ppm respectivamente. Una sefal clave para corroborar la presencia
de una lactona es la sefal del carbono cabeza de puente entre la lactona y el anillo
de piridina (C-5) que se encuentra en 70.01 ppm. Los carbonos de la parte
aromatica (C-14 al C-18) se encuentran distribuidos en la zona comprendida entre
129.03 y 129.73 ppm. Otro de los carbonos que también se encuentra desplazado
hacia campo bajo es el C-12 que esta unido al triflato con un desplazamiento de
156.82 ppm.

——
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Figura 9. Espectro de RMN '3C para el compuesto 3a.
5.3.2. Espectroscopia de IR

En el espectro de infrarrojo de 3a, se observa una banda intensa 1785 cm™’
correspondiente al estiramiento del doble enlace C=0 ademas de una sefialen 1218

cm' asignada a la banda de estiramiento C-O (Figura 10).

——
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Figura 10. Espectro de IR (pastilla de KBr) para el compuesto 3a.

De acuerdo con la literatura?’ para aquellas moléculas que en su estructura poseen
una lactona y en especifico una y-lactona, las sefiales en el IR se deben dentro del
intervalo comprendido entre 1795 — 1760 cm™'. En nuestro caso, las sefales si
entran dentro de ese intervalo, por lo que podemos corroborar que el esqueleto de

la y-lactona si se encuentra presente en nuestra estructura.
5.3.3. Espectroscopia de masas

El espectro de masas de 3a por ionizacion DART™ (Analisis directo en tiempo real),
muestra un pico en 561 m/z asignado al ion molecular [M]*y que corresponde con
la el peso molecular esperado para la estructura de la lactona propuesta. Ademas,
se observa la presencia de un pico en 562 m/z [M + H]* y otro en 579 m/z

correspondiente al idn molecular mas amonio [M + NH4]* (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de masas para modo de ionizacién DART" del compuesto 3a.

Adicionalmente, el pico base del espectro corresponde a un pico en 412 m/z, que

se asigna a la pérdida de 148 m/z debido a ruptura del fragmento [M - CF303S]*.

A partir de este analisis, se procedié a realizar un espectro de masas de alta
resolucién (EMAR) por ionizacion de electroespray (ESI*), confirmando de esta
manera la relacion masa — carga del compuesto 3a (Figura 12), asi como su formula

minima, mediante la estimacion de su analisis elemental (Tabla 1).

Figura 12. Espectro de masas exactas para modo de ionizacién por ESI* del compuesto
3a.
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562.0429 562.0426 -0.29 C20H18FeN107S2 11.5

Tabla 1. Masa y formula minima para 3a.

La masa obtenida experimentalmente para el compuesto 3a es de 562.0426 uma,
que concuerda con la composicion elemental C20H1sFoaN107S2, correspondiente a la

especie [M + H]".
5.4. Propuesta de mecanismo de reaccion.

Una vez que se elucidd la estructura de la lactona 3a, se realizé una propuesta de
un mecanismo de reaccion que explique su formacién. EI mecanismo que se
propone es que en una primera instancia el atomo de nitrégeno de la piridina, al ser
mas nucleofilico que el oxigeno del carbonilo, se activa en presencia del anhidrido
trifluorometansulfénico para formar una sal de N-piridinio, dicho de otra forma, se
genera un intermediario iminio, convirtiendo a la estructura del anillo de piridina en
un electrofilo susceptible a un ataque nucleofilico. Como ya se menciond
anteriormente, los acetales de bis(trimetilsilil)cetena son excelentes nucledfilos de
carbono para la construccion de enlaces C-C. Después de la activacion, el acetal
de cetena ataca en posicion 4 del anillo de piridina, obteniéndose la dihidropiridina
A. Posteriormente, una segunda molécula de Tf20 activa ahora al oxigeno del grupo
carbonilo formando el intermediario B. Finalmente, mediante una adicion 1,6 tipo
Michael por parte del atomo de oxigeno del ester de silicio es posible obtener la

lactona correspondiente. (Esquema 25).
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Esquema 25. Mecanismo para la formacién de la lactona 3a.

Es importante resaltar que en la literatura se han informado adiciones 1,6 tipo
Michael utilizando organocatalizadores de hierro?®, cobre?® y fosforo3°, sin embargo,

en esta reaccion no se utilizé ningun metal de transicion y/u organocatalizador.

Con la finalidad de corroborar el mecanismo de reaccion propuesto, se realizdé un
experimento similar utilizando unicamente un equivalente de Tf20 y adicionando a
su vez yoduro de metilo en exceso después de la adicion del acetal de cetena, Lo
anterior con la finalidad de alquilar al atomo de oxigeno después de la activacion y

tener en esa posicion, en vez de un fragmento de ftriflato, una cadena alquilica

(Esquema 26).
| A OSiMes ;‘;2%
NN + CHgl + >=< _-sc
OSiMes CH,Clp
o)
1 2a

Esquema 26. Reaccion para la sintesis de la lactona agregando CHal.

El objetivo de alquilar ha dicho atomo, era para comprobar que si mediante el enlace
O-CHs se obtenia la misma reactividad para la formacién de la lactona y la adicion

1,6. El resultado de este experimento no fue exitoso, ya que Unicamente se obtuvo

38

——
| —



la lactona 3a en un bajo rendimiento y no fue posible obtener la lactona 3a’. Esto
nos confirmd que el mecanismo propuesto en el Esquema 25 es correcto, ya que
es necesario que dos moléculas de triflato interaccionen con el sustrato de partida
para hacer el sistema conjugado lo suficientemente electrofilico para que se

produzca la reaccion de adicion 1,6.
5.5. Estudio de las condiciones de reaccion.

Posterior a la caracterizacion de las lactonas obtenidas, se procedi6 a realizar una
evaluacion sobre las condiciones de reaccion con el objetivo de mejorar el
rendimiento, manteniendo como constante en todos los experimentos, el numero de

equivalentes de agente activante (Tf20).

En una primera instancia, se variaron los tiempos totales de reaccion (Tabla 2)
observandose que a un tiempo global de 12 horas se obtenia un mejor rendimiento
a comparacion de los demas experimentos. Como observacion, podemos ver que a
un tiempo total de 24 horas, el rendimiento es muy bajo; esto se debe a la formacion
de varios productos secundarios, con lo cual, fue complicado aislar el producto de
interés. Para este experimento, se tuvieron como constantes, la cantidad de agente

activante (2 eq. de Tf20) asi como la del acetal (1.2 eq.)

Tf,0
-78°C

| A OSiMe CH,Cl,
N A = -

OSiMe3 Tiempo de
0 reaccion

Tf OTf
1 2a 3a

Esquema 27. Reaccion de las sintesis de lactona con sustituyentes metilo.

Experimento Tiempo de reacciéon (h) % Rendimiento
1 4 50
2 8 52
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3 12 64
4 24 21

Tabla 2. Rendimientos obtenidos del compuesto 3a a diferentes tiempos de reaccion.

Asimismo, se estudié el tiempo de activaciéon para la cetona ao,B3-insaturada la cual
posee el anillo de piridina, antes de adicionar a la mezcla de reaccion el acetal de
bis(trimetilsilil)cetena. La chalcona se mantuvo con Tf20 por 30, 45, 60 y 120
minutos a -78°C (Tabla 3), adicionando un tiempo total de reaccién de 12 horas,

considerando el estudio previamente hecho en la Tabla 2.

Tf,0
-78°C

OSiMej3 CH,Cl,
L g oo

OSiMe3 Tiempo de
O activacion

1 2a

Esquema 28. Reaccion de las sintesis de lactona con sustituyentes metilo.

Experimento t de activaciéon (min) t total de reaccion % Rendimiento

1 30 12 h, 30 min 55
2 45 12 h, 45 min 71
3 60 13 h 64
4 120 14h 49

Tabla 3. Analisis sobre los tiempos de activacién con Tf,O sobre la chalcona.

Los resultados de la tabla 5 muestran que, a un tiempo de activacion mayor a 45
minutos, los rendimientos bajan de una manera importante, por lo cual, podemos
concluir que las condiciones de reaccion idoneas para realizar esta sintesis fueron:
2 equivalentes de Tf20 con 45 minutos de activacion; posteriormente de la adicién
del acetal, 12 horas de reaccion total, de las cuales, la primera se mantuvo a -78 °C

y después se dejé que la temperatura llegara gradualmente a T. A.

5.6 Sintesis de la serie de lactonas con diferentes acetales de

bis(trimetilsilil)cetena.
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Una vez caracterizada en su totalidad la lactona 3a y teniendo las condiciones de
reaccion idoneas para su sintesis, se procedio a analizar el alcance de esta reaccién
al utilizar diferentes acetales de bis(trimetilsilil)cetena. Los resultados de estos

experimentos se resumen en la Tabla 4.

| t P R OSiMe; _;E%
N ¥ . ’
S R OSiMe; CH,Cl,
|
1a 2a-f Tt 32 OTf

OTMS

3a >—< 71 134-136
OTMS
OTMS

3b >=C e e
OTMS
OTMS

3c O 45 136-138
OTMS

OTMS
3d O~ a7 140-142
OTMS

OTMS
3e <:>—< 58 145-147
OTMS

OTMS
3f >—< ------------------
OTMS

Tabla 4. Rendimiento y puntos de fusion de las lactonas sintetizadas.

Se obtuvieron un total cuatro nuevas lactonas, con los sustituyentes dimetilo (3a),
ciclobutilo (3c), ciclopentilo (3d) y ciclohexilo (3e) en rendimientos que van desde el
40 al 70%. Sin embargo, cuando se utilizaron los acetales de cetena 2b y 2f no fue

posible obtener las lactonas esperadas.

Si se compara el tamano del anillo del acetal de cetena es probable que existe una
relacion con el rendimiento de la lactona obtenida ya que, al disminuir el tamafio de
dicho anillo, el rendimiento disminuye. Por otra parte, cuando se utiliza el acetal con
dos grupos fenilo tampoco fue posible aislar la lactona deseada probablemente
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debido al menor caracter nucleofilico de este acetal en comparacién con sus

analogos con cicloalcanos.

Los compuestos sintetizados tienen una estructura similar, diferenciandose
unicamente por la cadena alquilica en la posicion a de la lactona, por lo tanto,
muestran un patron general de sefiales en sus espectros de RMN para 'H'Y 3C, en
los cuales solo varian las sefales, tanto de multiplicidad, integracion y

desplazamiento quimico para estos sustituyentes alquilicos.

Para la espectroscopia de IR, la frecuencia de vibracion es similar para todos los
compuestos. La siguiente tabla resume la frecuencia de estiramiento del enlace

C=0 para cada lactona:

Tipo de vibracion Compuesto Frecuencia (cm™)
3a 1765.14
3b 1780.44
c=0 3c 1786.94
3d 1785.05

Tabla 5. Frecuencias de vibracién caracteristicas del enlace C=0 para los compuestos

sintetizados

Cabe mencionar que para todas las lactonas, las sefnales en el IR de la frecuencia
del enlace C=0 recae en el intervalo de 1795 — 1760 cm™', por lo cual podemos

confirmar que todas son y-lactonas.
5.7. Pruebas biolégicas: ensayo de actividad citotoxica.

Una de las enfermedades de mayor incidencia en la poblacion mundial es el cancer.
Este padecimiento se da a raiz del crecimiento descontrolado de las células al
alterarse los mecanismos de division y muerte celular, lo que genera el desarrollo
de tumores 0 masas anormales, las cuales se pueden presentar en cualquier parte
del organismo, dando lugar a mas de 100 tipos de cancer que se denominan segun
la zona de desarrollo, por ejemplo: cancer de mama, cancer de colon, tumor

cerebral, etc.3’
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En 2012, la OMS sefnala que los tipos de cancer diagnosticados con mayor
frecuencia a nivel mundial son los de pulmon, higado, estbmago, colon y recto,
mama y esoéfago. Por sexo, los cinco principales en las mujeres son el de mama,
colon y recto, pulmon, cuello uterino y estdmago, mientras que en los varones son

el de pulmén, prostata, colon y recto, estdmago e higado.

Dicho lo anterior, hoy en dia se puesto mucho énfasis en el tratamiento y prevencion
del cancer, por lo que muchas instituciones han dedicado gran parte de su tiempo
a la investigacion tanto a nivel genético como bioquimico en el desarrollo de nuevos

farmacos.

De esta manera, en nuestro grupo de trabajo, se han realizado evaluaciones de
citotoxicidad a los compuestos sintetizados a partir de los sustratos activados y
acetales de bis(trimetilsilil)cetena. Dichos productos han mostrado buenos
resultados en selectividad sobre lineas celulares cancerosas humanas, como por

ejemplo las lineas celulares de mama y pulmon.

Es por dicha razén, que se decidié evaluar la actividad de las lactonas sintetizadas
en este trabajo, en pruebas de citotoxicidad bajo el protocolo del Instituto Nacional
del Cancer de los Estados Unidos (NCI). Las lineas celulares cancerosas humanas
utilizadas en la prueba fueron: Sistema Nervioso Central (U251), células de
adenocarcinoma de prostata (PC-3), células de leucemia de mieloblastica cronica
(K562), células de adenocarcinoma de colon (HCT-15), células de adenocarcinoma
de mama (MCF-7), células de adenocarcinoma de pulmén (SKLU-1) y lineas

celulares de rifién (COS7).

En el ensayo preliminar se valoré la actividad citotoxica de los compuestos
sintetizados, trabajando sobre un barrido primario donde las células fueron
expuestas a la sustancia prueba en una concentracion conocida de 25 uyM (conocido

como screening primario).

El screening primario valoro la actividad citotoxica en lineas celulares cancerosas

humanas; dicho ensayo mostro que los compuestos con mayor actividad citotdxica,
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fueron las lactonas 3b y 3e para la linea K562, ademas de que las otras dos lactonas
(3a y 3c) también mostraron una actividad mayor en esta linea de cancer a

comparacion de las otras. Los resultados se resumen en la Tabla 6 y la Grafica 1:

K662 HTC-15 MCF-7 SKLU-1 COS7

3a 23.8 181 429 12.9 NC 13.5 18.7
3c 155 13.0 37.8 5.3 NC 13.5 12.0
3d 217 227 429 20.2 11.4 28.7 21.8
3e 6.3 6.7 17.2 NC NC 3.4 6.3

Concentracion: 25 yM
Vehiculo: Metanol
Clave
e U251: Sistema Nervioso Central
e PC-3: Células de adenocarcinoma de préstata
e K562: Células de leucemia de mieloblastica cronica
e HCT-15: Células de adenocarcinoma de colon
e MCF-7: Células de adenocarcinoma de mama
e SKLU-1: Células de adenocarcinoma de pulmén
e COS7: Lineas celulares de riidn

Tabla 6. Screening primario de actividad citotoxica de compuestos sintetizados sobre

lineas cancerosas humanas.
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Grafica 1. Grafica de porcentaje de inhibicion que genera cada lactona en las lineas

celulares.

Con base en estos resultados, podemos ver que los compuestos 3a, 3c y 3d tienen
un porcentaje de inhibicion mayor en la linea K562 (Células de leucemia de
mieloblastica crénica), con lo cual podriamos decir que estos tres compuestos son
especificos para esta linea de cancer, sin embargo, seria necesario realizar un

estudio mas (Estudio Clso) para verificar dicha informacion.

6. CONCLUSIONES

» Se desarroll6 un nuevo método para sintesis de y-lactonas mediante una
adicion 1,6 tipo Michael sin la necesidad de utilizar organocatalizadores y/o
metales de transicion a través de una reaccion nucleofilica entre aza-

chalconas y diferentes acetales de bis(trimetilsilil)cetena.
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» Se establecieron las condiciones 6ptimas de reaccidén utilizando dos
equivalentes de anhidrido trifluorometansulfonico como agente activante.

» Se sintetizo una familia de 4 diferentes y-lactonas, las cuales son nuevas y
no se encuentran reportadas en la literatura.

» Fue posible caracterizar los compuestos sintetizados mediante las técnicas
de Infrarrojo (IR), Espectrometria de masas (EM) y Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) y Resonancia Magnética Nuclear de
Carbono (RMN '3C).

» Se evalud la actividad citotéxica de los compuestos sintetizados, llegando a
la conclusién de que los compuestos 3a, 3c y 3d son especificos para la linea

K562 (Células de leucemia de mieloblastica cronica).

7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

7.1. Equipos, material, reactivos y disolventes.

Todos los compuestos obtenidos se caracterizaron por espectroscopia de infrarrojo
(IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H y '3C) y espectrometria de masa
(EM).

Los espectros de IR se realizaron en un espectrofotometro Bruker Tensor 27,
empleando la técnica de pastilla con KBr. Los resultados son expresados en numero
de onda (v, cm™).

——
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La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para todos los
compuestos se determin6é en un equipo Bruker Advance |l de 300 MHz para el
nucleo de 'H y de 75 MHz para '3C. Se utilizé como disolvente cloroformo deuterado
(CDCls). Los desplazamientos quimicos (8) son reportados en partes por millon
(ppm), tomando como referencia al trimetilsilano (TMS): sefal anchas (a), sefial

simple (s), sefial doble (d), sefial doble de doble (dd), sefnal triple (t), sefial multiple

(m).

La espectrometria de masas de los compuestos sintetizados se realizé en un
espectrometro de masas Jeol, The AcuTOF JMS-T 100LC, para la técnica de

analisis directo en tiempo real (DART).

Los puntos de fusion de los compuestos obtenidos, fueron medidos con un aparato

Melt-Temp Il y los datos obtenidos se reportan sin correccion.

Todos los reactivos y disolventes fueron adquiridos de proveedores especializados

con pureza de grado analitico y fueron utilizados son ninguna purificacién adicional.

La infraestructura tanto de instalaciones, cristaleria y equipo especializado para
desarrollar este proyecto fue provida por el laboratorio de Departamento de Quimica

Inorganica del Instituto de Quimica de la UNAM.
7.2. Método general para la sintesis de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena.

Los acetales de bis(trimetilsilil)cetena utilizados en este trabajo se prepararon
siguiendo el procedimiento reportado por Ainsworth usando los acidos carboxilicos

como materiales de partida.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de un agitador magnético, previamente
purgado y puesto bajo atmosfera de N2, se disolvieron 0.1 mol de &cido
correspondiente en 30 mL de THF anhidro. El sistema se llevo a -78°C utilizando
una mezcla de CO2 sélido y acetona. Una vez alcanzada esta temperatura se
adicion6 mediante goteo lento, 2 equivalentes de LDA. Manteniendo la temperatura

de -78°C se dejo transcurrir 30 minutos para posteriormente adicionar 2

——
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equivalentes de TMSCI. Una vez realizado este paso, se deja transcurrir la reacciéon
por hora y media a la misma temperatura y finalmente se deja alcanzar la
temperatura ambiente. Se monta un equipo de filtracion al vacio, muy bien sellado,
purgado y bajo atmosfera de Nz, esto para eliminar las sales de silicio formadas.
Empleando una canula, se filtra y colecta la fase organica en un balén equipado
para inmediatamente después purificar mediante un sistema de destilacion a

presion reducida, bajo condicion anhidra e inerte.
7.3. Método general para la sintesis de las chalconas.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de un agitador magnético, se agrego 0.025
mol del aldehido correspondiente (en este caso, 2-piridincarboxialdehido) junto con
2 mL de metanol, posteriormente, el sistema se llevé a una temperatura de 0°C
utilizando un bafo de hielo. Una vez alcanzada esta temperatura, se disolvidé por
aparte 0.013 mol de NaOH en la minima cantidad de agua y se agreg6 a la mezcla
de reaccion; terminado este paso, se prosiguié a adicionar 0.013 mol de
acetofenona mediante un goteo lento. Se dejo que la reaccién transcurriera por 4
horas hasta que se formoé un precipitado color amarillo; se filtré al vacio y se le
realizaron lavados con metanol. Se procedidé a purificar el compuesto mediante
cromatografia en columna usando una silice de tamano de particula de 60 — 200
nm y utilizando una mezcla de eluyentes hexano / acetato de etilo. Como producto
final, se obtuvo un sdlido color verde amarillento, el cual es soluble en disolventes

tales como CHCls, CH2Cl2 y acetona.

Sus sefales caracteristicas en RMN de 'H asi como de '3C se muestran a

continuacion:
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Compuesto 1a

Formula molecular: C1aH11N101

Peso molecular: 209.08 g/mol
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & ppm: 7.34 (dd, 1H, H-1); 7.54 (m, 3H, H-2 - H-4); 7.63
(t, 1H, H-5); 7.77 (dd, 1H, H-6); 7.82 (d, 1H, H-7); 8.13 (m, 3H, H-8 — H-10); 8.73 (d,
1H, H-11). RMN '3C (CDCIs, 75 MHz) & ppm: 124.4 (C2), 125.4 (C4), 125.6 (C7),
128.6 (C10 y C11), 128.7 (C12 y C13), 133.0 (C14), 136.9 (Co), 137.8 (C3), 142.6 (Cs),
150.1 (C1), 153.1 (Cs), 190.4 (Cs).

7.4. Método general para la sintesis de las lactonas.

En un matraz bola de 100 mL, provisto de un agitador magnético, previamente
purgado y puesto bajo atmosfera inerte de Nz, se disolvieron 2 mmol de chalcona
con 25 mL de CH2Cl2 anhidro. El sistema se llevo a -78°C utilizando una mezcla de
COz2 sdlido y acetona. Una vez alcanzada esta temperatura, se adicion6 de manera
lenta, 2 equivalentes de Tf20. Manteniendo esta temperatura de reaccion, se dejo
transcurrir 45 minutos para posteriormente agregar 1.2 equivalentes del acetal de
cetena correspondiente. Se conservé la temperatura de -78°C por una hora mas y
finalmente se dej6 alcanzar la temperatura ambiente dejando la reaccion por 6 horas
mas. Al crudo obtenido se le realizaron tres lavados de 15 mL cada uno con agua
separando la fase organica para posteriormente secarla con Na2S0Oq vy llevarla a
sequedad para su posterior purificacion. Se purifico mediante cromatografia en
columna usando una silice de tamario de particula de 60 — 200 nm y utilizando una
mezcla de eluyentes hexano / acetato de etilo. Para las 4 lactonas, se obtuvo como

producto final un solido, los cuales todos son solubles en CHCI3, CH2Cl2 y acetona.
7.4.1. Resumen espectroscopio de las lactonas.

En el siguiente apartado se describe las sefales caracteristicas de los compuestos

obtenidos mediante esta técnica de sintesis.
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Tf OTf

Compuesto 3a
Formula molecular: C20H17FsN107S2
Peso molecular: 561.04 g/mol
RMN "H (CDCls, 300 MHz) & ppm: 1.32 (s, 3H, H-1); 1.49 (s, 3H, H-2); 2.96 (sa, 1H,
H-6); 5.18 (dd, J = 8.3, 2.8 Hz, 1H, H-7); 5.54 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H-5); 6.70 (d, J =
1.1 Hz, 1H, H-10); 6.74 (d, 1H, H-8); 6.81 (s, 1H, H-11); 7.52 (m, 5H, Arom.). RMN
13C (CDCIs, 75 MHz) 5 ppm: 20.9 (C1); 24.7 (C2); 45.4 (C3); 178.7 (Ca); 70.0 (Cs);
44 .1 (Ce); 123.4 (C7); 125.4 (Cs); 131.4 (Co); 114.3 (C10); 108.4 (C11); 152.8 (C12);
130.2 (C13); 129.0 (C14); 129.7 (C1s); 129.0 (C1e); 129.7 (C17); 129.0 (C1s). IR
(Pastilla KBr, v, cm): 1785 (C=0). EM (DART", 19.8 eV, m/z %): 561 [M]*; 561
[M + 1]*; 579 [M + 18]*; 412 [M - 148]*. EMAR (ESI*, 1 eV, m/z %): observado
562.04260, calculado 652.04289, C20H1sFsN107S2, correspondiente al ion [M + H]*.

Otros datos: solido color blanco inodoro soluble en CH2Cl2, CHCI3, acetona.

Compuesto 3¢

——
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Formula molecular: C21H17FsN107S2
Peso molecular: 573.04 g/mol
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) & ppm: 1.59 (s, 2H, H-1); 2.25 (m, 2H, H-2); 2.43 (m,
2H, H-3); 2.53 (s, 1H, H-5); 5.11 (dd, J = 8.3, 2.7 Hz, 1H, H-8); 5.36 (d, J = 5.6 Hz
1H, H-7); 6.63 (d, 1H, J = 11.8 Hz, H-11); 6.77 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-9); 6.81 (d, J =
11.8 Hz, 1H, H-12); 7.51 (s, 5H, Arom.). RMN '3C (CDCls, 75 MHz) & ppm:16.1 (C1);
24.2 (C2); 29.71 (Cs); 31.7 (Cs); 44.9 (Ca); 69.2 (C7); 106.2 (C12); 114.3 (Cs); 122.85
(C11); 125.7 (Co); 129.0 (C15); 129.0 (C17); 129.6 (C1s); 129.6 (C19); 129.6 (C1s); 130.2
(C1a); 131.4 (C10); 152.7 (C13); 177.7 (Cs). IR (Pastilla KBr, v, cm): 1786 (C=0).
EM (DART*, 19.8 eV, m/z %): 591 [M + 18]*; 424 [M +18 — 148]*. EMAR (ESI*, 1
eV, m/z %). observado 591.064846, calculado 591.06944, C21H21FeN207S2,
correspondiente al ion [M + 18]*; Otros datos: solido color blanco amarillento

inodoro soluble en CH2Cl2, CHCI3, acetona.

Compuesto 3d

Formula molecular: C22H19FeN107S:2
Peso molecular: 587.05 g/mol
'H NMR (301 MHz, CDCls) § 7.29 (d, J = 5.9 Hz, 5H), 6.58 (d, J = 11.8 Hz, 1H),
RMN 'H (CDCIs, 300 MHz) & ppm: 1.55 (m, 2H, H-1); 1.58 (m, 2H, H-2); 1.84 (m,
2H, H-3); 1.94 (m, 2H, H-4); 2.72 (s, 1H, H-5); 4.92 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, H-9);
5.26 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-8); 6.47 (d, J = 11.8 Hz, 1H, H-12); 6.49 (d, J = 7.4 Hz
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,AH, H-10); 6.58 (d, J = 11.8 Hz, 1H, H-13); 7.29 (s, 5H, Arom.). RMN '3C (CDCls,
75 MHz) & ppm: 25.0 (C1); 25.2 (C2); 31.2 (Cs); 37.1 (C3); 45.1 (C4); 54.2 (Cs); 70.4
(Cs); 108.0 (C13); 114.3 (Co); 122.93 (C12); 129.0 (C16); 129.0 (C20); 129.0 (C17);129.8
(C10); 129.8 (C18); 129.8 (C19); 130.3 (C1s5); 131.4 (C11); 152.6 (C1a); 178.9 (C7). IR
(Pastilla KBr, v, cm'): 1780 (C=0). EM (EI*, m/z %): 587 [M]*. EMAR (ESI*, 1 eV,
m/z %): Otros datos: solido color blanco inodoro soluble en CH2CCl2, CHCIs,

acetona.

Tf OTf

Compuesto 3e

Formula molecular: C23H21FsN107S2
Peso molecular: 601.07 g/mol
RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) & ppm: 1.28 (m, 2H, H-1); 1.58 (m, 2H, H-2); 1.83 (m,
2H, H-5 y H-6); 1.85 (m, 2H, H-3); 1.86 (m, 2H, H-4); 3.17 (sa, 1H, H-6); 5.18 (d, J
= 6.8 Hz, 1H, H-10); 5.31 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H-9); 6.63 (d, J = 11.9 Hz, 1H, H-13);
6.72 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-14); 6.82 (d, J =11.9 Hz, 1H, H-11); 7.51 (s, 5H, Arom.).
RMN "3C (CDCls, 75 MHz) & ppm: 21.9 (C2); 22.5 (C3); 25.0 (C1); 29.5 (Ca); 31.9
(Cs); 42.0 (Cs); 48.4 (C7); 69.8 (C9); 108.0 (C1a); 114.4 (C10); 123.3 (C13); 125.7 (C11);
129.9 (C17); 129.0 (C19); 129.0 (C20); 129.9 (C1s); 129.9 (C21); 130.2 (C1e); 131.4
(C12); 152.7 (C15); 178.1 (Cs). IR (Pastilla KBr, v, cm): 1765 (C=0). EM (DART",
19.8 eV, m/z %): 619 [M + 18]*; 452 [M +18 — 148]*. EMAR (ESI*, 1 eV, m/z %):
observado 619.09795, calculado 619.10074, C23H25FsN207S2, correspondiente al
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ion [M + 18]*; Otros datos: solido color naranja inodoro soluble en CH2CCl2, CHCls,

acetona.
7.5. Pruebas bioldgicas: ensayo preliminar de citotoxicidad.
7.5.1. Determinacion del porcentaje de inhibiciéon celular

Para los ensayos preliminares de citotoxicidad se utilizaron diferentes lineas
celulares de cancer humano que pertenecen al panel NCI (National Cnacer
Institute): células de cancer de sistema nervioso central U251, adenocarcinoma de
prostata PC-3, leucemia mieloblastica K562, adenocarcinoma de colon HCT-15,
adenocarcinoma de mama MCF-7, adenocarcinoma de pulmén SKLU-1 y lineas

celulares de riion COS7.
7.5.2. Preparacion de lineas celulares

Las células fueron adaptadas al medio de cultivo RMPI-1640 del Roswell Park
Memorial Institute adicionando suero fetal bovino al 10% y una mezcla de
antibidticos-antimicoticos al 10% y 2 mM de glutamina. Con excepcion de la linea
K-562, las lineas restantes se adhirieron a las botellas de cultivo y para cosecharlas
se adiciono 1 mL de tripsina-EDTA al 0.05%. Una vez que las células se
desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les adiciono 5-10 mL
del medio de cultivo para inactivar la tripsina que produce la digestion de las
proteinas de adherencia. Las células de suspension se depositaron en tubos
conicos y se centrifugaron por tres minutos para resuspender las células. De la
suspension se tomaron 0.05 mL de inoculo y se resuspendieron en 0.045 mL de

azul de triptéfano.
7.5.3. Conteo de células viables

Se tomo una alicuota de 10 uL y el conteo de las células se realizé en una camara
Neubauer con ayuda de un microscopio. El numero de células por mL se suspension

se calculd con la siguiente ecuacion:

C =(RC)(107%)
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Dénde:

e C =numero de células en 1 MI de suspension

e RC = promedio de células obtenidas del conteo de la camara Neubauer

Una vez determinado el numero de células por mililitro se depositd el inoculo en un

volumen celular de 10 yL/pozo.

7.5.4. Ensayo de actividad citotdxica.

Se utilizaron microplacas de plastico, cada placa se inoculo con dos lineas celulares
por triplicado, se preincubo por 24 horas a 37 °C bajo atmosfera de CO2z al 5% vy
10% de humedad relativa. Una vez que las células se encuentran en fase
exponencial de crecimiento se adicionaron soluciones de los compuestos problema
en concentracién de 50 pL en 100 pL de DMSO y aforando hasta los 200 uL, para

finalmente incubar las células durante 48 horas bajo las mismas condiciones.

Al finalizar el periodo de incubacion se fijaron las células in situ, afiadiendo 50 pL
de acido tricloroacético al 50 % para las células adheridas, y 80% para las células

en suspension, para incubarse nuevamente durante 60 minutos a 4 °C.

Las células se tifieron con 100 pL de sulforodamina B (SRB) al 0.4% y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con una
solucion de acido acético al 1% y secar completamente, se adicionaron 100 pL de

solucién buffer tris (Sigma).

Finalmente, la densidad optica (DO) o absorbancia se determin6 en un lector de
microplacas, con una longitud de onda de 515 nm. La intensidad de color es
directamente proporcional al numero de células vivas, y por lo tanto, a mayor

coloracion, mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento celular.

La citotoxicidad se calculé conforme a la siguiente ecuacion:

54

——
| —



B
A x 100

%inhibicion celular = 100 — [

Doénde:

¢ A =densidad éptica (DO) de las células sin tratamiento.

e B =DO de las células con los sustratos prueba o de referencia.
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