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1 INTRODUCCION

La introduccion de compuestos que se pueden coordinar a iones metalicos, asi
como de complejos en un sistema biologico para el tratamiento de enfermedades
es una de las principales subdivisiones en el campo de la quimica bioinorganica.
Esta introduccion intencionada de iones metalicos en el sistema biolégico humano

ha demostrado ser Util tanto para fines diagndsticos como terapéuticos.

El cis-platino fue el primer farmaco a base de metales que entr6 en uso clinico
mundial para el tratamiento del cancer, sintetizado por primera vez por Peyrone en
1844, sus propiedades anticancerigenas fueron descubiertas por Rosenberg y
colaboradores en la década de 1960, se patento y aprobo por la FDA en diciembre
de 1978. Usado solo o en combinacién contra los tipos de cancer. !

A pesar del éxito en uso clinico del cis-platino contra neoplasias malignas, su uso
se ha limitado por los efectos secundarios como: la neurotoxicidad, toxicidad
hepatica, la ototoxicidad y nefrotoxicidad. Ademas de la alta toxicidad sistémica y
la resistencia inherente o adquirida de las células cancerigenas al cis-platino?, lo
gue ha estimulado la investigacion de la actividad antineoplasica de otros
compuestos activos de base metdlica diferente, entre estos los compuestos
organoestanicos, que pueden poseer una toxicidad mas baja, mejor excrecion del
cuerpo y menos efectos adversos que los medicamentos a base de platino. La
caracteristica mas importante de los compuestos organoestanicos, es que las

células no desarrollan resistencia contra ellos?®

Una de las principales estrategias de optimizacién de principios activos es el
reemplazo isostérico y bioisostérico, el reemplazo isostérico implica la sustitucion
de un atomo o grupos de atomos con caracteristicas electronicas similares. El
objetivo de un reemplazo isostérico o bioisostérico es desarrollar un compuesto
lider mediante una serie de modificaciones moleculares sistematicas, por ejemplo,
tamafio, distribucién electronica, solubilidad lipidica, pKa, reactividad quimica, con
la inclusion de grupos funcionales con capacidad de formacion de puentes de

hidrogeno, sin embargo, dicha estrategia ha sido poco utilizada en el disefio




molecular de compuestos de coordinacién y organometdlicos.®® Razén por la cual,
el presente trabajo aborda el reemplazo isostérico y bioisostérico como estrategia
de sintesis de complejos diorganoestafio (IV), preparados a partir de &cido
dehidroacético, o-aminofenoles sustituidos en posicion cuatro y Oxido de
diciclohexilestafio, con sustituyentes electrodonadores y electroatractores. Se
realizé la evaluacion de citotoxicidad en lineas celulares humanas de cancer MCF-
7 (mama dependiente de estrégenos) y MDA-MB-231 (mama no dependiente de
estrogenos) y se analizaron y discutieron los resultados en los resultados en

funcion del reemplazo isostérico.




2 ANTECEDENTES

2.1 Los metales en la medicina

Entre las ciencias naturales, la quimica medicinal inorganica todavia es
considerada una disciplina bastante joven, pero esto es contrario al uso
histéricamente probado de metales en preparaciones farmacéuticas, que se
remonta a las antiguas civilizaciones de Mesopotamia, Egipto, India'y China. !

De acuerdo con la literatura se ha demostrado que los complejos de iones
metalicos proporcionan una gran variedad de efectos terapéuticos y de diagndstico
como antimicrobianos, antiparasitarios, antivirales, antidiabéticos, antiartriticos y
anticancerigenos. !

Uno de los primeros complejos metalicos con actividad terapéutica fue salvarsan
(Figura 1), un agente antimicrobiano a base de arsénico desarrollado por Paul
Ehrlich, una mezcla de compuestos de 3-amino-4-hidroxifenil-arsénico (lll), que
fue utilizado como un tratamiento eficaz contra la sifiis desde 1912 y hasta

después de la segunda guerra mundial, cuando fue reemplazado por la penicilina.*
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Figura 1. Especies ciclicas del salvarsan




Entre los metales mas estudiados y utilizados la sintesis de metalofarmacos
destacan el bismuto en el tratamiento para Helicobacter Pylori (H. pylori) es un tipo
de bacteria que causa infecciones en el estdmago, los complejos de oro usados
en el tratamiento de artritis reumatoide, el vanadio como auxiliar en el tratamiento
de la diabetes tipo | y IlI, el aluminio y la plata como antivirales. En la figura 2 se

observan algunos de los ejemplos anteriores.
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Figura 2. Compuestos de metales con aplicaciones terapéuticas.

Adicionalmente algunos metales con potencial en el tratamiento contra el cancer
incluyen complejos con hierro, titanio, rutenio, osmio, iridio, rodio y oro, en los que
es notable la amplia variacion en los sitios diana, que dependen del metal, su
estado de oxidacion, los tipos y numeros de ligandos coordinados. Ademas, los
mecanismos de su actividad citotéxica varian desde el ataque al ADN, las
proteinas y las enzimas, la generacién de ROS vy la alteracion del equilibrio redox

en las células.?®




Como se menciono anteriormente, los complejos metalicos también tienen utilidad
como agentes de diagnéstico en la medicina y un ejemplo de ello son el Gd 3y el
%mTc, observados en la figura 4, utilizados como medio de contraste en algunas

pruebas de imagenologia.
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Figura 3. Compuestos de metales con aplicaciones de diagndstico

2.2 Importancia del cis-platino en el tratamiento del cancer

El cis-platino es uno de los metalofarmacos mas antiguos utilizados en el
tratamiento contra el cancer, sintetizado por primera vez por Peyrone en 1844, sus
propiedades anticancerigenas fueron descubiertas por Rosenberg y colaboradores
en la década de 1960, exploradas, patentadas y aprobadas por la FDA en
diciembre de 1978. 1

Como agente Unico o en combinacion, el cis-platino es ahora el pilar del
tratamiento para los canceres de testiculo, ovario, vejiga, cuello uterino, cabeza,
cuello y de pulmon de células pequefias y no pequefias.

Los problemas comunes asociados con el uso clinico del cis-platino incluyen
nefrotoxicidad, cardiotoxicidad, ototoxicidad y neuropatia periférica. Ademas, la
eficacia terapéutica del cis-platino también esta limitada por subpoblaciones de

células tumorales resistentes inherentes o inducidas por el tratamiento. *°
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Como consecuencia de los efectos adversos antes mencionados se exploré el
potencial de los analogos del cis-platino. Sin embargo, solo el carboplatino (1989)
y el oxaliplatino (2002) fueron aprobados para su uso en todo el mundo mientras
que nedaplatino, lobaplatino y heptaplatino obtuvieron la aprobacion para uso
regional, en Japon, China y Corea del norte o del sur respectivamente.! Los

compuestos mencionados anteriormente se muestran en la Figura 5.
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2.2.1 Mecanismo de accion de los compuestos de platino.

La actividad anticancerigena tanto del cis-platino, asi como de sus anélogos
funciona de la misma forma y surge de la capacidad de estos complejos para
generar aductos covalentes con ADN nuclear, que finalmente desencadena la
muerte celular Figura 6. Una vez dentro de la célula, los agentes de platino se
someten a hidratacion debido a la concentracion reducida de iones de cloruro en
el citosol, en comparacion con la concentracién de cloruro extracelular, después
de la localizacion en el ndcleo, se unen covalentemente en los sitios mas
nucleofilicos del ADN. En la posicion N7 de las bases pduricas, guanina y, en
menor medida, la adenina, mediante la formacion de un enlace covalente
coordinado con el par solitario del atomo de nitrogeno. El cierre del anillo a través
de la formacion de un segundo enlace de ADN forma una serie de aductos, lo que
evita la replicacion y la transcripcion y finalmente conduce a la apoptosis celular.
También se sabe que el cis-platino se une al ARN e interfiere con el

procesamiento del ARN celular, lo que puede ayudar en la accién del farmaco. "&°
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2.3 El estafo y su importancia biolégica

El campo de la quimica de organoestafio tiene una larga historia que comenzé en
1849, cuando Frankland sintetizdé diyoduro de dietilestafio. En 1852, Lowich
informd sobre la reaccion de halogenuros de alquilo con una aleacion de estafio-
sodio dando compuestos de alquilestafio. 10

En la tabla periddica de los elementos, el estafio se incluye en el grupo 14, junto
con los elementos carbono, silicio, germanio y plomo. Tiene 10 is6topos estables,
el nimero mas grande para cualquier elemento, lo que resulta es una
espectrometria de masas muy caracteristica. (Figura 7). Los isotopos 1°Sn y 17Sn

poseen espin Y2 y son utilizados en espectroscopia de NMR. !

Los compuestos de organoestafio pueden ser Sn (ll) divalentes y Sn (IV)
tetravalentes y se conocen los numeros de coordinacion de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 que
corresponden a estructuras lineal o angular, trigonal, tetraédricas, bipiramide
trigonal, octaédrica y bipiramide pentagonal respectivamente, cuyas estructuras se

observan en la figura 7.1%13
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Figura 7. Estructuras de los compuestos de estafio.

Se ha informado que muchos compuestos organoestanicos exhiben una potente
actividad contra el cancer in vitro, y el Instituto Nacional del Cancer (NCI) ha
probado alrededor de 2000 compuestos a base de estafio, el mayor nUmero jamas
probado entre los complejos metalicos.

Los compuestos de organoestafio se caracterizan por sus diversas aplicaciones
gque van desde agentes biocidas, conservantes de la madera, agentes

antiincrustantes, agroquimicos, farmacéuticos, desinfectantes, repelentes de




roedores, agentes protectores de mamposteria y canteria, catalizadores,
repelentes de agua y retardadores de llama.** Las aplicaciones potenciales de la
actividad biolégica de los compuestos de organoestafio (IV) incluye agentes
antibacterianos, antifungicos, antitumorales, esquizonticidas, antipalidicos vy
amebicidas, y estan relacionados con la naturaleza y el nidmero de grupos
organicos unidos al &tomo de estafo.

La actividad de los compuestos de organoestaiio (IV) depende tanto de la
naturaleza como del nimero de grupos organicos (alquilo o arilo), ya que Gielen
sefialdé que la actividad anticancerigena de muchos compuestos de organoestafio
(IV) contra el carcinoma de colon y las lineas celulares de carcinoma de mama
son dependientes de la naturaleza del grupo organico unido al estafio. Ademas, a
partir de un estudio SAR (Relacion Estructura-Actividad) de los compuestos de
organoestafo (IV) se ha observado que estos compuestos requieren las siguientes
caracteristicas para que el compuesto sea viable para la actividad biologica de
interés y que llegue al sitio de accion: disponibilidad de posicion de coordinacion
en Sn, existencia de enlace ligando-Sn estable y lenta descomposicion
hidrolitica.*® La presencia de heteroatomos como N, O o S en el ligando juega un
papel importante en la geometria y por lo tanto afecta la actividad biolégica de
estos complejos. La actividad biolégica eficaz de los compuestos organoestanicos

(IV) ha motivado su potencial aplicacion en la industria farmacéutica.

2.3.1 Compuestos de organoestafio (IV) derivados de compuestos organicos

diversos

En la literatura se puede encontrar un vasto nimero de informes relacionados con
la sintesis, elucidacion estructural y respuesta biolégica de compuestos de
organoestano(lV), la versatilidad de ligantes utilizados es tal que resulta
complicado incluirlos, pero entre los mas importantes se encuentra a los
carboxilatos de organoestafio (IV) que son bien conocidos por su importante
actividad biolégica como: anticancerigenos, antivirales, antibacterianos,

antifangicos, conservantes de la madera y pesticidas.’




Un ejemplo de ello es lo descrito por Amir y colaboradores, quienes reportaron la
sintesis de carboxilatos de organoestafio dinucleares (IV) (Figura 8) con actividad
citotoxica sobre las lineas celulares de leucemia murina P388, leucemia humana
HL-60 y cancer de pulmén de células no pequefas A549. Los resultados de los
efectos citotoxicos in vitro de los complejos contra las tres lineas de células
tumorales se compararon con cis-platino y se encontr6 que los compuestos de
organoestafio poseen mayor potencia que el cis-platino. También reportaron la
sintesis de complejos neutros y catidnicos de organoestafio (IV) con acido pirtvico
y tiosemicarbazona y su actividad citotdxica in vitro contra las células de tres
lineas celulares de cancer humano: MCF-7 (linea celular de cancer de mama
humano), T-24 (linea celular de cancer de vejiga), A-549 (carcinoma de pulmén de
células no pequefias) y una linea celular murina sana, L-929 (una linea celular
similar a fibroblastos clonada de la cepa L) los resultados de la investigacion
indicaron que de los complejos estudiados Il resulté 10° veces mas activo

que cis- platino contra las lineas celulares MCF-7 y T-24 respectivamente. 8

11

Figura 8. Compuestos de organoestafio derivados de carboxilatos con actividad citotdxica.




Otro tipo de ligantes ampliamente estudiado por su relevancia biolégica, son los
aminoacidos, moléculas organicas que participan en muchos procesos biolégicos,
como la produccion de proteinas, se caracterizan por ser intermediarios en el
metabolismo, transporte de neurotransmisores y biosintesis. Los aminoacidos
pueden ser agentes quelantes a través de grupos amina (-NH) y carboxilato (COO-
) dentro de las cadenas y la presencia de heteroatomos en el sistema de anillos en
diferentes aminoacidos; estos residuos exhiben varias funciones en sistemas
biologicos. %°

En el campo de los aminoacidos como ligandos, Nath y colaboradores ?‘han
informado de la alta respuesta antitumoral y antileucémica contra las células de
leucemia linfocitica P-388 de complejos derivados de cisteina,
mercaptoaminoacidos y dipéptidos. También han publicado resultados exitosos en
compuestos de estafio derivados de los aminoacidos, prolina (Figura 10) con
actividad citotoxica en lineas celulares de cancer humano; MCF-7 (cancer de
mama), HepG2 (cancer de higado) y PC-3 (cancer de prostata), los complejos
compuestos | y Il exhibieron una citotoxicidad de un orden de magnitud mayor que
la del cis-platino. 22

Asimismo, el grupo de Hadjikakou ha descrito la respuesta citotoxica de complejos
de diorganoestafio (IV) derivados de N-(5-halosaliciliden) -a-aminoacido (Figura
10, compuesto lll) contra las tres lineas celulares tumorales humanas Hela,
CoLo205 y MCF-7 los resultados del ensayo demostraron que estos compuestos
son agentes citostaticos eficientes y sus actividades citotoxicas superiores a las

del farmaco de referencia (cis-platino). 2.
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Figura 10. Compuestos de estafio derivados de diferentes aminoacidos

Por otro lado, los complejos obtenidos a partir de ligantes tridentados tipo
aminoalcohol han resultado ser eficaces en su respuesta citotoxica (Figura 9)
frente a lineas celulares humanas de cancer PC-3 (préstata), MCF-7 (mama),
HCT-15 (colon), U-251 (glioblastoma) y K-562 (leucemia mielégena cronica) en

comparacion al cis-platino.*®
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Figura 9. Compuestos de estafio derivados de aminoalcoholes con actividad citotéxica.




Los esteroides que constituyen una clase importante de hormonas, son
compuestos quimicos producidos por células especializadas en el cuerpo y se
liberan en el sistema circulatorio, cuando estos compuestos llegan a sus células
diana, interactian con las proteinas receptoras de hormonas y provocan
respuestas fisioldégicas especificas. Los esteroides se usan comunmente en
medicina porque permiten a los médicos obtener respuestas especificas de los
tejidos.> Este tipo de moléculas por su naturaleza e importancia biolégica han
sido, utilizadas como ligantes en la sintesis de complejos metélicos en los que se
incluye al estafio; un ejemplo de esto, son los triorganoestananos I-Ill (Figura 11)
estudiados in vitro por Tabassum y colaboradores en una serie de lineas de
células tumorales humanas con actividad prometedora. Otro ejemplo es el de
Alama y colaboradores. Que realizo estudios biotecnoldgicos completos sobre el
clorhidrato de lupinilsulfuro de trietilestaifio (IV) (Figura 11), el cual exhibiéo un
potente efecto antiproliferativo en diferentes lineas celulares de cancer; ovario
(PA-1), carcinoma de colon (HCT-8) y glioblastoma (A-172). 2

I,PhSn CaHs

1,PhSn
HO H
\\\\\

H,C— Sn——C,Hs

C,H;

N

I: R=H HCI
II: R=OMe

Figura 11. Compuestos de estafio derivados de esteroides.

01 Clorhidrato de lupinilsulfuro de trietilestafio (IV)




2.3.2 Mecanismo de accion de la actividad citotoxica de los compuestos de

estafo (V)

El balance hidrofilico-lipofilico de un compuesto es esencial para atravesar la
membrana celular y ser aceptado por la célula, asi como para que no se quede en
medio de la bicapa lipidica y pueda llevar a cabo su accién terapéutica, por lo que
la lipofilicidad de los compuestos de estafio es un factor esencial en el desempefio
de su mecanismo de accion, ademas se sabe que solubilidad en agua de los
compuestos de organoestafio disminuye al aumentar el nimero y la longitud del
sustituyente orgéanico (R).

A la fecha se conocen varios mecanismos de accion posibles, se sabe que los
compuestos organoestanicos inducen la apoptosis aumentando la concentracion
de Ca?* intracelular, posteriormente se inicia la formacion de especies reactivas de
oxigeno y se libera citocromo C de las mitocondrias para generar la activacion de
caspasa y finalmente la fragmentacion del ADN.

También se ha informado que el dicloruro de di-n-butilestafio induce la expresion
de nur77, regulada por sefiales de calcio. En respuesta a estimulos apoptoticos,
nur77 se trasloca del nucleo al citoplasma e induce la liberacion de citocromo C y

posterior apoptosis.?®

Ademas, es conocido que, los compuestos de organestafio pueden afectar la
estructura y funcion de las células de forma selectiva. Se acumulan en el aparato
de Golgi y el reticulo endoplasmico, pero no en la membrana plasmética y el
nacleo. Algunos organoestafios pueden afectar la sintesis de macromoléculas,
inhiben la sintesis de ADN y proteinas, pero aumentan la sintesis de ARN. Kaleem
et al. han informado que los complejos de estafio derivados de bases de Schiff
derivados del salicilaldehido pueden escindir especialmente el ADN. Qinshan et al.
encontraron que (Cz2Hs)2SnCl> podria causar que el ADN se desenrolle al

reaccionar con el grupo fosfato del ADN ademas de intercalarse. 2’




2.4 Bases de Schiff

Las bases de Schiff desempefian un papel importante en la quimica de
coordinacion de metales incluso después de casi un siglo desde su
descubrimiento. Se les considera "ligandos privilegiados" y son los mas utilizados
debido a su facilidad de sintesis, versatilidad y buena solubilidad en disolventes
comunes. Son capaces de coordinar muchos elementos y para estabilizarlos en
varios estados de oxidacion.

Se ha sintetizado y estudiado extensamente un gran numero de bases de Schiff
porque tienen algunas propiedades caracteristicas como manifestaciones de
estructuras nuevas, estabilidad térmica, propiedades biologicas relevantes entre
las que se encuentran antivirales, antifingicos, antiparasitarios, antibacterianos,
antioxidantes, antiinflamatorios, antiHIV y anticancerigenos asi como alta
flexibilidad de sintesis. 282°

Las bases de Schiff se forman cuando una amina primaria reacciona con un
aldehido (formando una aldimina) o una cetona (formando una cetimina) en

condiciones especificas. (Figura 12).

B
R f
N \NAF!

H,N R +

0

Figura 12. Esquema general de formacion de una base de Schiff

Con relacion a su estructura las bases de Schiff poseen una formula general de

cetimina o aldimina en donde la cetimina presenta la formula R2C=N-R’ (siendo R’
un grupo distinto de H) con el doble enlace carbono-nitrégeno caracteristico,
mientras que las aldiminas presentan la formula R-CH=N-R’. Lo anterior se

observa en la figura 13.




R R’ R H

Figura 13. Estructuras generales de cetimina y aldimina

Las bases de Schiff de tipo aldimina conforman una variedad de farmacos
utilizados comunmente en la medicina como tratamiento de infecciones del tracto
urinario nitrofurantoina y nifurtoinol, tratamiento de infecciones gastrointestinales
nifuroxazida y nifurzida, asi como, nitrofurazona y furazolidona como
antibacterianos y antiprotozoarios. Por otro lado, las bases de Schiff de tipo
cetimina poseen un analogo del acido y-aminobutirico (GABA) y son conocidos por
su alta actividad anticonvulsivante. %

Como muchos farmacos, las bases de Schiff pueden ser no heterociclicas o
heterociclicas; algunos de los atomos donadores de interés son el azufre, el
oxigeno, el nitrogeno, el nitrdgeno aminico, el nitrdgeno azometino y el oxigeno
alcohdlico o fendlico. En las ultimas décadas han visto la introduccion de una serie
de compuestos farmacéuticos que contienen anillos de cinco, seis y siete
miembros, como piperazinas, piperidinas, imidazoles, benzodiazepinas y otros
heterociclos que contienen nitrégeno, azufre y oxigeno.

Los compuestos no heterociclicos también han sido objeto de interés para muchos
investigadores durante varios afios. La quimica de coordinacién de las semi,
tiosemi, isotiosemicarbazonas es muy interesante desde el punto de vista tanto del
numero de metales que forman complejos con ellos, como de la diversidad de los
propios sistemas de ligantes, debido al conjunto de atomos donadores presentes
en el ligates de coordinacion que estabilizan varios estados de oxidacion. 3!

En la siguiente figura (Figura 14) se ilustran algunos ejemplos de bases de Schiff
derivadas de los grupos mencionados anteriormente con potencial actividad

citotoxica.
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Bases de Schiff derivadas de:
I. Benzaldehido
1II. Pirazol

IV. Benzo-d-isotiazol
V: S-metiltiocarbamato

VI. Tiosemicarbazida

Figura 14. Bases de Schiff derivadas de diversos grupos.

Los complejos de estafio con ligantes tipo base de Schiff derivados de hidrazonas
han presentado mejor actividad citotoxica que el cis-platino frente a las lineas
celulares de cancer de pulmén humano (A549) y carcinoma de cuello uterino

humano (HeLa). %2




Recientemente se ha examinado una serie de aductos de R>SnCl> con bases de
Schiff (Figura 15) frente a lineas de células tumorales, L929 (fibroblastos de raton),
K-562 (leucemia mielégena cronica) y Hela (adenocarcinoma cervical), y los

resultados son muy similares o incluso mejores que los del oxaliplatino. 3

/ R1
H &
C \ \ \
N N
OH
L1, R=R=H L6, R=H
L2, R=H, R4=3-CH; L7, R=OH
L3, R=H, Ry= 4-CH,
L4, R=0CH,, Ry=H
L5, R=0CH3, Ry= 3-CH,

Figura 15. Bases de Schiff utilizadas en la sintesis de los aductos R.SnCl,

Galvan y colaboradores, sintetizaron complejos de diorganoestafno
pentacoordinado (IV) utilizando clorhidrato de piridoxal y o-aminofenoles
sustituidos en 4 0 5 R. Se evalud la actividad citotoxica de todos los complejos
contra las lineas celulares humanas U-251, K-562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1, y
los valores de Clso indicaron una actividad mas alta que el farmaco estandar cis-
platino. En general se observo que la presencia de un grupo nitro o un halégeno
(F, CI) en el anillo aromatico producia una mejora de la actividad citotoxica y una
menor toxicidad. 33




Basu y colaboradores llevaron a cabo reacciones multicomponente entre el o-
aminofenol, R.SnO (R = Me o Ph), acetil acetona, 2-hidroxiacetofenona y 2-
hidroxi-3-metilacetofenona dieron lugar a seis nuevos compuestos de diorganotina
con buenos rendimientos. La combinacion de IR, 'H, 3C y 1°*Sn NMR vy técnicas
de difraccion de rayos X junto con andlisis elementales evidenciaron la formacién

de especies monoméricas pentacoordinadas. 3 (Esquema 16)

H,N

R=Me, R'=H

oH © ; R=Ph, R'=H
HO + +  RySn0 EtOH, reflux_ 5\<§ R=Me, R'= Me
-H,0 / R=Ph, R'=Me

O R=CH;,Ph —

R’=H, CH,

Figura 16. Esquema de la sintesis de los compuestos de Basu y colaboradores.

Adicionalmente Tan y colaboradores, sintetizaron, caracterizaron y evaluaron la
actividad antitumoral de complejos de organoestafio derivados de bases de Schiff
con salicilaldehido-o-aminofenol in vitro. Se estudio la actividad inhibidora de los
complejos sobre las lineas celulares de cancer (MCF7, Colo205, NCI-H460
(carcinoma de pulmén humano), Hela y HepG2) y la célula humana normal
(HL7702) in vitro. Dichos complejos de organoestafio exhibieron una actividad
anticancerosa significativa para los cinco tipos de células cancerosas en

comparacion con el ligando, y la actividad fue mayor que el carboplatino.

(Esquema 17)
cl
R1
RZSnClz/RSnCl3 / \
EtOH MeOH \
microwave microwave (o] 0%8
n—-—_
c” \R °
R!=NO, OH R'=NO,, R=CH,Ph

Figura 17. Esquema de sintesis de los compuestos sintetizados por Tan y colaboradores.




2.5 Reemplazo isostérico y bioisostérico

El concepto de isosterismo entre entidades quimicas relativamente simples fue
contemplado originalmente por James Moir en 1909, una nocion mas refinada por
la ley de desplazamiento de hidruros de H. G. Grimm y capturada de manera mas
efectiva en las ideas avanzadas por Irving Langmuir basadas en observaciones
experimentales. Langmuir acufié el término "iséstero" y, 18 afios antes de su
aislamiento y caracterizacion reales, predijo que las propiedades fisicas de la

entonces desconocida cetena se asemejarian a las del diazometano.

El término "bioisOstero” fue introducido por Harris Friedman en 1950, quien lo
defini6 como compuestos que provocan un efecto bioldgico similar al tiempo que
reconoce que los compuestos pueden ser isostéricos, pero no necesariamente

bioisostéricos.

El concepto de reemplazo bioisostérico y es una técnica ampliamente utilizada en
la quimica medicinal. Puede definirse como la ubicacion de una parte de una
molécula bioactiva con una subestructura que es similar en tamafio y exhibe
propiedades similares. Las transformaciones bioisostéricas se utilizan en el
proceso de optimizacion para mejorar las propiedades de posibles farmacos
candidatos, como la selectividad o las caracteristicas de transporte, o para
eliminar efectos secundarios no deseados como la toxicidad y las desventajas

metabolicas. 3¢

Los bioisésteros clasicos representan los resultados de una apreciacién temprana
del concepto y abarcan &tomos o grupos estructuralmente simples, mono, di y
trivalentes y equivalentes de anillo que se resumen en la Tabla 1. En contraste, los
bioisésteros no clasicos extienden el concepto a elementos estructurales que
ofrecen una forma mas sutil y sofisticada de mimetismo bioquimico, basandose en
una funcionalidad que puede diferir sustancialmente en la representacion

electrénica, fisicoquimica, estérica y topoldgica. 3’




Tabla 2.5 Bioisdsteros clasicos.

Biois6steros monovalentes

D H
F H

NH OH

RSH ROH

F, OH, NH. CH

Cl, Br, SH CH
c Si

Biois6steros bivalentes

C=C, C=N, C=0, C=S

-CH:-, -NH-, -O-, -S-

RCOR’, RCONHR’, RCOOR’, RCOSR’

R.CH RsN

R.C, R.Si, RN+

algueno imina
-CH=CH- -S-
-CH= -N=C




Las metodologias desarrolladas para optimizar moléculas con una actividad
biolégica de interés, utilizando estrategias de modificacion molecular como el
isosterismo clasico o el bioisosterismo, han sido extensamente exploradas, como
ejemplo de ello, un estudio realizado por Rombouts y colabores, quien realizé un
estudio comparativo del propranolol, farmaco B-bloqueante utilizado en el
tratamiento de la hipertension, con dos derivados a los que les realizaron un
reemplazo de bioisostérico de naftaleno por 2-metil-1,2-dihidro-1,2-
benzazaborinina. Ambos analogos sintetizados (Figura 18) fueron quimicamente
estables a pH neutro. El perfil de actividad a través de un panel de 26 receptores
demostré una potencia inhibidora comparable en el receptor 2 y un perfil de

selectividad similar. 38

Propranolol

\ /|’:ll OH Ki@

Derivados con reemplazos bioisostéricos

A

Figura 18. Estructuras del propranolol y sus derivados.




Por otro lado, Galvan y colaboradores sintetizaron complejos pentacoordinados de
diciclohexilo y bis (trimetilsililymetil estafio (IV) y determinaron su actividad
citotdxica. Utilizaron sustituciones tanto de F isostérico por Cl como bioisostérico H
por F como estrategia para disefiar moléculas con un mayor grado de selectividad.
En general, observaron que la presencia de un sustituyente flior en la molécula I,
Figura 17 aumentaba la citotoxicidad hacia las lineas celulares ensayadas, siendo
mas citotoxico para MDA-MB-231 que para MCF-7 (mama). Sin embargo, para la
molécula Il, Figura 17, la presencia de flior en la molécula mejoré la actividad
citotoxica para HCT-15 (colon) y MCF-7, finalmente el reemplazo isostérico de
flaor por cloro en el complejo Il, figura 19 mostré una potente actividad inhibidora
contra el cancer de pulmén SKLU-1 y MDA-MB-231. 3°

Cl

HO HO

Y BN
Cy\\ R1\n
N O/ST\O N 0/S|\o

Cy 1

R,= -CH,-Si-(CH3),

Figura 19. Complejos de estafio con reemplazos isostéricos y bioisostérico.




3 JUSTIFICACION

Se ha demostrado que los compuestos de organoestafio tienen actividad citotéxica
en lineas celulares humanas en diferentes tipos de cancer, con menos toxicidad
potencial que los metalofarmacos utilizados actualmente, como el cis-platino y sus
analogos. Por lo que los compuestos de organoestafio representan una alternativa
atractiva del tratamiento contra diferentes tipos de cancer. Ademas, las bases de
Schiff representan una ventaja como ligantes debido a su versatilidad estructural,
facilidad de sintesis y la respuesta biolégica. Por otro lado, los complejos de
organoestafio con bases de Schiff derivadas acido dehidroacético y o-

aminofenoles han sido pobremente explorados.

4 HIPOTESIS

La actividad citotoxica de los compuestos de organoestafio derivados del acido
dehidroacético y o-aminofenoles sustituidos se vera influida por la naturaleza del
sustituyente (electroatractores y electrodonadores) en el anillo aromatico, el
reemplazo isostérico y bioisostérico, jugara un papel importante en la
determinaciéon de la potencia de estos compuestos contra lineas celulares
humanas de cancer, MCF-7 (mama dependiente de estrégenos) y MDA-MB-231

(mama no dependiente de estrégenos).




5 OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo realizar la sintesis de compuestos de
organoestafio (V) derivados de acido dehidroacético y o-aminofenoles con
sustituyentes tanto electroatractores como electrodonadores en la posicion cuatro.
Ademas, se establecerd la relacibn entre el caracter electronico de los
sustituyentes y su efecto en la actividad citotoxica de los compuestos, asi como el
efecto del impedimento estérico proporcionado por los fragmentos ciclohexilo

unidos al a&tomo de estafo.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

6.1 Realizar la sintesis del oxido de diciclohexilestafio.

6.2 Realizar la sintesis de los ligantes tipo base de Schiff a partir de acido
dehidroacético 'y o-aminofenoles  sustituidos electroatractores vy
electrodonadores.

6.3 Sintetizar complejos de diorganoestaro (IV) a partir de acido dehidroacético,
o-aminofenoles sustituidos y Oxido de diciclohexilestafio en una reaccién
multicomponente.

6.4 Caracterizar los compuestos propuestos mediante conductividad,
espectroscopia infrarroja, resonancia magneética nuclear de
, 3C y 1198n, asi como por espectrometria de masas.

6.5 Determina la actividad citotoxica en diversas lineas celulares humanas de
cancer MCF-7 (mama dependiente de estrogenos) y MDA-MB-231 (mama no
dependiente de estrO6genos) para estudiar su potencial uso como agentes

guimioterapéuticos.




7 RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Sintesis de los ligantes tipo base de Schiff derivados de o-
aminofenoles

Se realiz6 la sintesis de siete ligantes tipo base de Schiff, derivados de o-
aminofenoles sustituidos en posicion cuatro, haciendo reaccionar acido
dehidroacético y los correspondientes o-aminofenoles sustituidos en posicion 4 en
relacion estequiométrica 1:1, utilizando etanol como disolvente, (esquema 7.1). La
mezcla de reaccion de calenté reflujo durante 12 horas, eliminando el disolvente

mediante destilacion a presion reducida.

Se obtuvieron solidos amorfos, cuyas caracteristicas fisicas se encuentran en la
tabla 7.1.

la R=H
1b R=CHjz
1c R=t-Bu
1d R=OMe
HO R 1e R=NO,
Etanol 1f R=F
+ D/ — 19 R=c|
H,oN

R=H, CH3, t-Bu, OMe, NO,, F, CI

Esquema 7.1. Sintesis de los ligantes tipo base de Schiff de acido dehidroacético y o-

aminofenoles, sustituidos la-g.

Tabla 7.1. Caracteristicas para los ligantes tipo base de Schiff

Compuesto Caracteristicas p.f. (°C) Rendimiento

%

la Salido naranja claro 182-184 88

1b Solido verde-amarillo 135-140 96

(dec)

1c Sélido amarillo 129-131 47
verdoso

1d Salido café rojizo 56-58 67

le Saélido amarillo 168-170 95
verdoso

1f Salido rojo oscuro 186-189 82

1g Solido café claro 141-144 92




7.1.1 Determinacion de la conductividad molar de los ligantes tipo base de Schiff.
Los valores de conductividad de los ligantes tridentados tipo base de Schiff 1a-g
fueron determinados en metanol anhidro como disolvente, y los valores se
encuentran en el intervalo comprendido entre 3-23 uS (Tabla 7.1.1), indicando la
naturaleza no electrolitica de los compuestos obtenidos.*

Tabla 7.1.1. Conductividades de los compuestos la-1g

Compuesto Conductividad (uS

cm?)

la 3.2

1b 23.6

1c 9.2

1d 4.9

le 11.7

1f 9.7

19 4.4




7.1.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los ligantes tipo base de
Schiff.

Las determinaciones de IR para los ligantes tipo base de Schiff se realizaron
mediante la técnica de ATR. En la tabla 7.1.2 se observan las absorciones

representativas de los ligantes.

Para todos los ligantes, se observa la banda ancha caracteristica de los grupos
alcohol, en un intervalo entre 2957-3094 cm™. Asimismo, se observan las
vibraciones asimétricas y simétricas correspondientes a los carbonos con
hibridacién sp® en un intervalo entre 2905-2991 cm™ (asimétricas) y 2828-2942
cm? (simétricas), con bandas de confirmacién entre 1463-1493 cm y entre 802-
844 cm™.

Adicionalmente se observan las bandas vibracionales correspondientes al grupo
éster en el anillo proveniente del acido dehidroacético entre 1667-1711 cm, asi
como las vibraciones correspondientes al enlace iminico que se observaron entre
1547-1570 cmy entre 1336-1355 cm-2.

Finalmente se aprecian también las bandas vibracionales correspondientes a los
halégenos de los ligantes con sustituyente cloro en 1070 cm y flior en 1141 cm?,
asi como las bandas simétricas y asimétricas del grupo éter, correspondiente al

sustituyente OCHs que se en 861 cm™ y 1207 cm! respectivamente. (Figura 20)

Tabla 7.1.2. Absorciones representativas (“™*) en el espectro de IR para los ligantes
tipo base de Schiff.

Compuesto v(OH)  v(C=N) v(C=N) v(COO) v(C-X) v(C-NO2)

la 3060 1561 1341 1710

1b 3063 1570 1337 1711

1c 2957 1563 1339 1682

1d 3079 1547 1337 1709

le 3089 1552 1336 1667 1335
1f 3074 1557 1342 1723 1141

19 3094 1565 1355 1677 1070
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Figura 20. Espectro de IR del ligante 1a.
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7.1.3 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de *H de los ligantes tipo
base de Schiff.

Para los ligantes 1a-1g en el espectro de RMN de 'H se observan en primera
instancia las sefiales simples que integran para 3 H, correspondientes a los
protones H-14 y H-15 de los grupos metilo, en aproximadamente 2.47 y 2.13 ppm

respectivamente.

Adicionalmente para los ligantes 1b-d, tres sefiales simples que integran para tres
o nueve hidrégenos correspondientes a los sustituyentes metilo, t-butilo y OCHzs,

con desplazamientos de 2.22, 1.25 y 3.70 ppm respectivamente.

La sefal simple en aproximadamente 5.80 ppm que corresponde al proton del

acido dehidroacético (H-10).

Para la region aromatica, los desplazamientos correspondientes a los hidrogenos
de las posiciones 2-5, se observan sefales dobles que integran para un hidrégeno
en el intervalo de 6.91-7.18 ppm para todos los ligantes, excepto el 1f que debido
al acoplamiento con el fldor las multiplicidades son diferentes, en donde se
observa un doble de dobles (dd). Para H-3, se observa una sefal doble para los
compuestos 1b y 1c y una sefal doble de doble para los demas los ligantes que
integran para 1H, en el intervalo de 7.04-8.19, exceptuando también el 1f, donde
se observa una sefial triple de dobles. Posteriormente para el H-5, se observa una
sefal doble, que integran para 1H en el intervalo de 7.04-8.27 ppm para todos los
ligantes excepto el 1f, que presenta una sefial doble de dobles. Adicionalmente se
observa que para estos hidrégenos en el ligante 1a se observa una sefial multiple

gue integra para 4H en el intervalo de 7.21-7.28 ppm.

Finalmente, para los hidrégenos de los grupos -OH (H-16 y H-17) se observan
sefales simples, que integran para un hidrégeno en el intervalo comprendido entre

15.35-15.58 ppm y 9.75-11.98 ppm, respectivamente.

En la figura 21 se observa como ejemplo el espectro RMN *H del compuesto 1d.
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Tabla 7.1.3. Desplazamientos de RMN *H para los ligantes.

Tho_ 1 2
3
4 la R=H
1b R=CH
lc R=tB
1d R=0Me
1e R=NO,
1f R=I
1g R=Cl
Compuesto la 1b 1c 1d le 1f 19
H-2 6.91(d) 6.94(d) 6.94(d) 7.18 (d) 7.01(dd) 7.13(d)
H-3 7.04(d) 7.25(d) 6.85 8.19 (dd) 7.11 (td) 7.40
7.21-7.28 (dd) (dd)
(m)
H-5 7.04(d) 7.25(d) 6.89(d) 8.27 (d) 7.28 (dd)  7.53 (d)
H-10 5.81 (s) 5.81(s) 5.82(s) 5.82(s) 5.86 (s) 5.83 (s) 5.93 (s)
H-13 7.21-7.28 2.23(s) 125(s) 3.7(s) - - -
(m)
H-14 2.47 (s) 246 (s) 2.47(s) 2.48(s) 2.51 (s) 2.5 (s) 2.48 (s)
J=15
H-15 2.12 (s) 212 (s) 2.13(s) 2.13(d) 2.15(s) 2.13 (s) 2.13 (s)
H-16 15.4 (s) 15.35 15.36 15.4 (s) 15.58 (s) 15.47 (s) 15.54
(s) (s) (s)
H-17 10.28 (s) 10.01 10.05 9.75 (s) 11.98 (s) 10.25 (s) 10.72
(s) (s) (s)




7.1.4 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de *3C de los ligantes
tipo base de Schiff.

Los espectros de RMN de 3C se asignaron mediante las técnicas
monodimensionales y bidimensionales (DEPT-135, HSQC y HMBC) para los
ligantes la-1g, y todos sus valores se encuentran en la tabla 7.1.4, en donde en
primera instancia se observan los carbonos correspondientes a los grupos metilo
de los carbonos 14 y 15, con un desplazamiento de 204 y 19.7 ppm

aproximadamente.

Adicional a esto, se observan los desplazamientos de los sustituyentes de los

ligantes 1b-d, en 20.3, 31.6 y 56.08 ppm respectivamente.

Por otro lado, el C-7, correspondiente al carbono iminico presento
desplazamientos en el intervalo de 175.7-178.4 ppm para los compuestos (1a-g).
Mientras que el carbono del grupo carbonilo del éster, C-12 se observo en el
intervalo de 181.0-184.7 ppm.

Los carbonos unidos a los grupos -OH, se apreciaron entre 149.5-158.0 (C-1) y

156.7-163.6 ppm (C-9), respectivamente.

Finalmente, se aprecian las sefiales correspondientes a los carbonos de la region

aromatica en el intervalo de 112.4-158.0 ppm.

En la figura 22 se observa el espectro del ligante 1d como ejemplo.




Tabla 7.1.4. Desplazamientos de RMN *C para los ligantes.

Tho_ 1 2
3
13 la R=H
R™ 1b R=CHs
1c R=tBu
1d R=0Me
1e R=NO,
1f R=l
1g R=Cl
Compuesto la 1b 1c 1d le 1f 19
C-1 151.9 149.5 149.5 152.5 158.7 153.6 158.0
C-2 116.8 116.8 116.4 112.4 116.9 114.1 118.9
C-3 127.2 128.8 126.4 123.9 125.7 124.2 128.4
C-4 129.7 130.2 142.5 145.6 139.7 148.5 133.1
C-5 119.8 123.4 123.1 115.5 123.7 116.0 119.9
C-6 123.7 127.3 124.1 117.5 124.3 117.4 123.0
C-7 175.7 175.7 175.8 175.8 176.5 175.9 178.4
C-8 97.0 96.9 96.9 97.0 97.4 97.2 100.9
C-9 163.5 163.05 161.0 163.6 162,7 156.7 163.4
C-10 107.2 107.2 107.0 107.1 107.0 107.1 106.6
C-11 163.7 163.5 170.6 163.7 164.1 163.8 164.7
C-12 184.3 184.4 181.0 184.3 184.7 184.5 182.9
C-13 - 20.3 31.6 56.1 - - -
C-14 20.34 20.37 20.4 20.4 20.4 20.4 20.7
C-15 19.7 19.73 19.75 19.8 19.8 19.8 19.9
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Figura 22. Espectro de RMN de **C (300.52, CDCly) para el ligante 1d.




7.1.5 Caracterizacién por espectrometria de masas de los ligantes tipo base de
Schiff.

La espectroscopia de masas se llevd a cabo utilizando la técnica de DART”*
(andlisis directo en tiempo real), para todos los compuestos de la serie (1la-1Q).
En todos los casos se observaron los picos correspondientes al ion molecular
esperado, ilustrado asi en la tabla 7.1.5. En la figura 23 se observa como ejemplo
el espectro de masas DART" para el ligante 1d.

Tabla 7.1.5. Espectrometria de masas para los ligantes utilizando la técnica de

DART"
Compuesto M* Alta resolucion
la 260 260.0935
1b 274 274.1088
1c 316 316.1541
1d 290 290.1032
le 305 305.0781
1f 278 278.0840
1g 294 294.0543
Intensity (%)
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Figura 23. Espectro de masas DART" del ligante 1d.




7.2 Sintesis del 6xido de diciclohexilestafio

Se realiz6 la sintesis de los éxidos de diciclohexilestafio (1V), utilizando el método
descrito para su preparacion descrito por Xiangi y colaboradores®. En primera
instancia se obtuvo el reactivo de Grignard del clorociclohexano, el cual se hizo
reaccionar con cloruro de difenilestafio, obteniéndose el diciclohexildifenilestafio
(3a), posteriormente se agregd acido cloroacético y se calentd la mezcla a 1600C
para sintetizar el bis(cloroacetato) de diciclohexilestafio (3b), el cual se hidrolizé
para obtener el 6xido de diciclohexilestafio. (Esquema 7.2)

THF s ~F
R-Cl + Mg ——— R-Mg(Cl -
12 hrs
0
g ol JL
| (4] e ™0
Y | :
S x\ﬂn/ S _sn—
THF p T “OH R
—_— "':—T."_\_'—\_-{ \R - 0
12 hrs B — T
\: \ ﬂ' ~cl
\_/ 5
3a R=Ciclohexilo 3b  R=Ciclohexilo
o]
NaOH M" 3¢ R=Ciclohexilo
eter etilico R A R

Esquema 7.2. Diagrama de la secuencia sintética para la obtencion del 6xido de
diciclohexilestano.




7.2.1 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear *H de los intermediarios
del 6xido de diciclohexilestafio.

Para el compuesto 3a se observo en el espectro de RMN de *H en la region
alifatica, una sefial multiple de 1.28 a 2.00 ppm para los hidrégenos del anillo de
ciclohexilo y en la regién aromatica una sefial multiple con desplazamiento entre

7.31-7.50 ppm correspondiente a los protones de los grupos fenilo (figura 24).

Para el compuesto 3b, bis(cloroacetato) de diciclohexilestafio, se observé una
sefial multiple con desplazamiento entre 1.36-2.43 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN de *H (300.52, CDCIs) para compuesto 3a.
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7.2.2 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear **C de los intermediarios
del 6xido de diciclohexilestafio.

En los espectros de RMN de 3C se observaron en la regién alifatica, cuatro
sefiales correspondientes al ciclohexilo, para el compuesto 3a los
desplazamientos para dichos carbonos se encontraron entre 27.03 y 32.03 ppm,
mientras que para el compuesto 3b se observaron entre 26.25 y 41.60 ppm,
ademas para este compuesto se observo adicionalmente el carbono S del acetato
con desplazamiento de 44.60 ppm. Por otro lado, en la regiébn aromética, se
observaron las cuatro sefales correspondientes a los carbonos de los grupos
fenilos, para el compuesta 3a, con desplazamientos entre 128.20-139.91 ppm.
Asimismo, para el compuesta 3b se observa en esta region el carbono o del
compuesto 3b con desplazamiento 176.57 ppm. Como ejemplo de lo anterior, se

observa en la figura 25 el espectro de **C del compuesto 3a.
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Figura 25. Espectro de RMN de **C (300.52, CDCls) para compuesto 3a.




7.2.3 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear *'°Sn de los
intermediarios del 6xido de diciclohexilestafio.

La RMN de '9Sn para los compuestos 3a y 3b se observaron desplazamientos en
-106 y -187 ppm respectivamente en CDCls. El desplazamiento para el compuesto
3a (figura 26), corresponde a una geometria tetracoordinada del estafio, mientras
qgue el valor de desplazamiento del compuesto 3b corresponde a una geometria
pentacoordinada, lo que podria ser atribuido a la coordinacion intermolecular del
grupo carbonilo del acetato de la molécula.

(= SRR R

—-106.450

A N D A O

a1 - 150 -1 180 210 -2
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Figura 26. Espectro de RMN de '°Sn (112.04, CDCls) para compuesto 3a.
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7.3 Sintesis de los complejos de diorganoestaiio (V) derivados de &cido
dehidroacético y o-aminofenoles sustituidos.

Se realiz6 la sintesis de los correspondientes complejos derivados de o-
aminofenoles, en un paso, haciendo reaccionar &acido dehidroacético, los o-
aminofenoles sustituidos en la posicién 4 y el 6xido de diciclohexilestafio, en
relacion estequiométrica 1:1:1, utilizando como disolvente una mezcla de
tolueno/metanol (80:20). La mezcla de reaccidon antes mencionada se calento a

reflujo durante 48 horas (Esquema 7.3).

Es de hacer notar que la reaccion a partir de los ligantes aislados no se realizo ya
gue no se habian aislado los ligantes puros y por la pandemia y para avanzar en el

proyecto se recurrio a la sintesis via multicomponentes.

En todos se obtuvieron solidos amorfos y en general con rendimientos moderados

las caracteristicas fisicas se observan en la tabla 7.3.

fo@
Py
NENEY
2PPIRRT
OTMZ0T O I
us)
5282

L : O
HO R 3
sn 0" "N 2f
/fﬁ:‘\ N :©/ R O/ \O Tolueno/metanol | il
H,N N
(o} (o} 2

R=H, CHs, t-Bu, OMe, NO,, F, CI
Esquema 7.3. Sintesis de los complejos de acido dehidroacético, o-aminofenoles

sustituidos en la posicion 4 y 6xido de diciclohexilestafio 2a-g.




Tabla 7.3 Caracteristicas paralos complejos de diorganoestafio (IV)

Compuesto Caracteristicas p.f. (°C) Rendimiento (%)
2a Solido 65-68 61
anaranjado
0scuro
2b Sdlido café- 70-74 63
verdoso
2c Solido café- 50-52 46
verdoso
2d Salido > 250 69
anaranjado
2e Sdlido café-rojizo 65-67 62
2f Salido café 58-63 36
2g Sdlido verde 61-64 53
obscuro

7.3.1 Determinacion de conductividad molar de los complejos de
diciclohexilestafio (IV).

Los valores de conductividad de los complejos la-1g fueron determinados en

metanol anhidro como disolvente se encuentran en el intervalo comprendido entre

4-11 uS, indicando la naturaleza no electrolitica de los compuestos obtenidos. #*

Tabla. 7.3.1 Conductividades de los complejos 2a-2g

Compuesto Conductividad
(uS cm™)

2a 5.6

2b 9.6

2c 5.6

2d 4.8

2e 11.4

2f 5.8

29 9.8




7.3.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los complejos de
diciclohexilestafio (IV).

Las determinaciones de IR para los complejos se realizaron mediante la técnica de

la técnica de ATR.

Para todos los complejos se observaron las bandas caracteristicas de las
vibraciones simétricas y asimétricas correspondientes a los carbonos con
hibridacion sp3, unidos al metal, entre 2918-2929 cm™ para las vibraciones
asimétricas) y 2846-2848 cm (simétricas). Asimismo, se observaron las
vibraciones correspondientes al enlace de la imina en un intervalo entre 1527-
1564 cm™ y las vibraciones del grupo éster, en el anillo proveniente del acido
dehidroacético entre 1691-1711 cm™.

Por otro lado, se apreciaron las bandas de los enlaces con los halégenos en 1253
cm? para el enlace C-F y en 1003 cm™ para el enlace C-Cl, asi como las bandas
asimétricas y simétricas para las vibraciones del grupo éter, correspondiente al

sustituyente —OCHjs que se aprecian en 1219 cmt y 814 cm respectivamente.

Evidencia de la formacion de los complejos de estafio es la aparicion de la
vibracién arménica del enlace Sn-N entre 503-511 cm, asi como las debidas al
enlace Sn-C entre 527-536 cm™ y al enlace Sn-O entre 598-642 cm para todos

los complejos (Tabla 7.3.2).

En la figura 27 y 28, se observa a manera de ejemplo, el espectro IR para el

complejo 2d.

Tabla 7.3.2. Absorciones representativas (cm™) en el espectro de IR para los
complejos de estafo (V).

Compuesto  v(C=N) v (COO) v(C-X) v(C-NO2) v(Sn-N) v(Sn-C)  v(Sn-O)

2a 1527 1709 507 528 598
2b 1564 1708 511 531 609
2c 1528 1709 511 529 610
2d 1535 1691 503 528 642
2e 1562 1685 1292 508 536 608
2f 1564 1711 1253 510 527 607
29 1528 1710 1003 508 529 607
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06

85§
62718 &35
T
LLEv8 3
£
13
H
16216 ]
9z L¥6
06'586 )
202004 g
15°1801
L8011
vZopLL 3
Q
S 8
w &

[SeX:1%4%

1s'oLeL

Figura 28. Espectro de ATR para el complejo 2d

51




7.3.3 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de *H de los complejos
de diciclohexilestario (V).

Para todos los complejos 2a-2g en el espectro de RMN de 'H se observan los
desplazamientos esperados para cada uno de los complejos tabla 7.3.3. En
primera instancia, se aprecio en la region alifatica, una sefial mdltiple, en el
intervalo de 1.10-2.21 ppm aproximadamente, que representa los 22 hidrégenos
del fragmento de ciclohexilo unido al &tomo de estafio. Por otra parte, en esta
misma region, se observan dos sefales simples en el intervalo de 2.20-2.97 ppm,

gue integran para los 3 hidrogenos de los metilos de la molécula, H-13 y 14.

Para los complejos 2c y 2d se observa también una sefial simple en 1.27 y 3.74
ppm que integra para nueve y tres hidrogenos, correspondiente a los grupos t-

butilo y un OCHjs respectivamente.

La sefal simple en aproximadamente 5.80 ppm se asigno al proton del acido
dehidroacético (H-2).

En la region aromatica del espectro la sefial doble en el intervalo de 6.58-6.98 ppm
gue integra para un hidrégeno correspondiente al H-8 para todos los complejos
con excepcion de 2a y 2f, que presentaron una sefial doble de dobles en el mismo
intervalo. Asi mismo se aprecio la sefial doble de dobles en el intervalo de 6.62-
7.14 ppm que integran para un hidrogeno y que corresponden al H-10 para todos

los complejos exceptuando el 2a, que presenta una sefal triple de dobles.

Para el H-11 se observé también una sefal doble, que integra para un hidrogeno,
en el intervalo de 6.79-6.87 ppm sin embargo, para los complejos 2a y 2f es un
doble de dobles.

Finalmente, el H-9 del complejo 2a presento una sefial doble de doble de dobles
con un desplazamiento de 7.09 ppm. La figura 29, muestra el espectro de RMN *H

del complejo 1d como ejemplo representativo de la serie.
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Figura 29. Espectro de RMN de H (400.13, CDCl;) para el complejo 2d.




Tabla 7.3.3. Desplazamientos de RMN *H para los complejos 2a-g

R
2a  R=H
2b R=CH3
2c  R=tBu
2d  R=OMe
2e R=NO,
2f R=F
29 R=CI
Compuesto 2a 2b 2c 2d 2e 2f 29
H-2 5.79(d) 5.80(s) 5.80(s) 5.80 (s) 5.95 5.80 (s) 5.81 (s)
(s)
H-8 6.97 6.76 (d) 6.98 (d) 6.58(d) 7.95 6.74 (dd)  6.98 (d)
(dd) (d)
H-9 7.09 - - - - - -
(ddd)
H-10 6.62 6.90 (dd) 7.14 (dd) 6.73 (dd) 8.10 6.84 (dd) 7.08
(td) (dd) (dd)
H-11 6.87 6.79 (d) 6.80(d) 6.81 (d) 6.81 6.80 (dd)  6.81 (d)
(dd) (d)
H-13 220(s) 2.26(s) 2.21(s) 2.21 (s) 2.27 2.21 (s) 2.21 (s)
(s)
H-14 295(s) 296(s) 2.97(s) 2.97 (s) 3.00 2.96 (s) 2.95 (s)
(s)
H-15 - - 1.27 (s) 3.74 (s) - - -
H-a.B.y, 6 | 1.35- 1.27- 1.37-2.11  1.35-2.13 1.39- 1.36-2.10 1.37-
2.10 2.21 (m) (m) 2.15 (m) 1.90
(m) (m) (m) (m)




7.3.4 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de 13C de los complejos de
diciclohexilestafio (IV).

Los espectros de RMN de 3C se asignaron mediante las técnicas
monodimensionales y bidimensionales (DEPT-135, HSQC y HMBC) para los
complejos 2a-2g. Los desplazamientos correspondientes se observan en la tabla
7.3.4.

En todos los casos en la regién alifitica se apreciaron los carbonos
correspondientes a los ciclohexilos, en donde se observo el C-a en un intervalo de
39.2-39.5 ppm, los C-B en un intervalo de 28.56-28.63 ppm, para C-y en el
intervalo de 30.01-30.09 ppm y C-8 que presentd una sefial en aproximadamente
26.5 ppm. Cabe mencionar que para los C-a, C-B y C-y se observaron las sefales
satélite debidas al acoplamiento ''°Sn-13C, por lo que se determinaron las
correspondientes constantes de acoplamiento 1J 19117Spn, 23 (}°Sn-13C) y 3]
(**°Sn-13C) para todos los complejos, con valores en el intervalo de 571.0-470.9,

80.0-86.5, y de 21.13-29.6 ppm respectivamente.

Los valores de las constantes de acoplamiento son muy importantes ya que
permiten estimar el valor del angulo de enlace C-Sn-C en solucién mediante el uso
de la ecuacion de Lockhart 3 ©(CSnC)=[|*J(*1°Sn*3C)| + 875 ]/11.4, los valores de
angulo obtenidos se presentados en la tabla 7.3.5, y se encuentran entre 125-
127°, lo que indica que la geometria alrededor del atomo de estafio es una

bipirdmide trigonal en donde los ciclohexilos adoptan las posiciones ecuatoriales.

Por otro lado, el C-6, correspondiente al carbono iminico presento
desplazamientos en el intervalo de 172.3-178.2 ppm. Ademas, el carbonilo del

éster, C-4 se observé en 182.7 ppm aproximadamente.

Los carbonos de los metilos correspondientes al C-13 y C-14, se observaron en

19.8 y 24.2 ppm respectivamente para todos los complejos.




Para los complejos 2b, 2c y 2d se aprecié una sefal correspondiente al C-15 los
desplazamientos para dichos carbonos corresponden a 20.8, 31.5 y 56.2 ppm

respectivamente.

Finalmente, los carbonos de la parte aromatica de la estructura de los complejos,
C-7 a C-12 se observaron en un intervalo de 101.1-159.5 ppm. En la figura 30 se
muestra es espectro de RMN *3C para el complejo 2d, a manera de ejemplo.
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Figura 30. Espectro de RMN de **C (400.13, CDCls) para el complejo 2d.




Tabla 7.3.4. Desplazamientos de RMN **C para los complejos 2a-g.

2a R=H
2b R=CH3
2¢  R=tBu
2d  R=OMe
2e R=NO,
2f R=F
29 R=ClI
Compuesto 2a 2b 2c 2d 2e 2f 29
C-1 163.5 163.6 163.6 163.5 163.1 163.4 163.3
Cc-2 106.6 106.6 106.7 106.7 106.5 106.6 106.6
C-3 164.2 164.1 164.0 164.2 165.5 164.5 164.6
C-4 182.7 182.6 182.6 182.7 181.1 182.9 182.9
C-5 100.9 100.8 101.0 100.8 101.5 100.9 100.9
C-6 177.5 172.3 177.3 177.5 164.1 178.2 178.4
C-7 128.7 129.4 131.7 132.2 132.0 132.1(d) 128.3
9.06 Hz
C-8 115.7 117.7 120.4 109.2 119.7  110.1 (d) 118.9
25.16 Hz
C-9 132.5 132.0 138.6 149.8 136.7 153.2 (d) 133.1
235.45 Hz
C-10 118.2 123.6 125.6 117.9 125.0 115.0 (d) 119.9
22.14 Hz
C-11 123.4 124.9 117.2 114.5 117.6  117.8 (d) 122.9
8.05 Hz
C-12 159.5 156.9 156.9 153.5 166.4 155.5 158.1
C-13 19.8 19.8 19.8 19.8 20.7 19.9 19.9
C-14 24.1 24.2 24.6 24.3 24.2 24.1 24.2
C-15 - 20.8 31.5 56.2 - - -
C-a. 39.2 39.2 39.2 39.2 40.1 39.40 39.5
J=571.0, J=570.6, J=547.4, J=569.5, 567.5 Hz
552.3 Hz 554.0 470.9 Hz 545.4 Hz 541.34 Hz
Hz
C-B 28.62, 28.62, 28.63, 28.62, 28.56 28.62, 28.62,
28.58 28.58 28.59 28.56 28.57 28.59
J=82.4Hz J= J=82.5 Hz J=86.5, J= 86.53 J=280.0
81.4Hz 78.5 Hz Hz Hz
77.5Hz
C-y 30.086, 30.09, 30.07, 30.06, 30.07 30.07, 30.09,
30.062 30.06 30.01 30.03 J= 30.04 30.06
J= J= J=21.13 22.13Hz 21.13Hz J=22.4Hz
22.04Hz 29.6Hz
C-6 26.5 26.5 26.6 26.5 26.4 26.5 26.5




Tabla 7.3.5. Angulos de enlace C-Sn-C y constantes de acoplamiento *J(**°Sn*3C)
para los complejos.

Compuesto 1J(11°Sn3C) (C-Sn-C) ©
2a 571 127
2b 571 127
2C 547 125
2d 570 127
2f 568 127

7.3.5 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear de *°*Sn de los
complejos de diciclohexilestafio (IV).

Para la determinacién de la RMN de !°Sn para los complejos 2a-2g, se utilizé como
disolvente CDCl;, un disolvente no coordinante, los desplazamientos para todos los
complejos se encontraron en el intervalo de -231.7 -237.8 ppm, presentados en la tabla
7.3.5, mismos que se encuentran en el intervalo esperado para compuestos con nimero

de coordinacion igual a cinco.
Como ejemplo en la figura 31 se observa el espectro RMN *°Sn para el complejo 2d.

Tabla 7.3.5. Desplazamientos de RMN °Sn de los complejos 2a-g.

Compuesto CDCls
2a -238
2b -236
2C -236
2d -233
2e -236
2f -232
29 -234
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Figura 31. Espectro de RMN de '°Sn para el complejo 2d.




7.3.6 Caracterizacion por espectrometria de masas de los complejos de
diciclohexilestafio (IV).

En espectrometria de masas se realizo utilizando la técnica de DART* (analisis
directo en tiempo real) para todos los compuestos de la serie (2a—2g). En todos
los casos se observaron los picos correspondientes al ion molecular esperado,

ilustrado asi en la tabla 7.3.6.

En la figura 32 se observa el espectro de masas DART™ del complejo 2d a manera

de ejemplo.

Tabla. 7.3.6. Espectroscopia de masas para los complejos. (DART™).

Compuesto M* Altaresolucion

2a 544 544.1525
2b 558 558.1672
2c 600

2d 574 574.1600
2e 589 589.1384
2f 562 562.1420
29 578
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7.4 Evaluacion de la actividad citotoxica de los complejos 2a-2f.

Para todos los complejos sintetizados se realizd la evaluacion preliminar de la
respuesta citotoxica utilizando el bioensayo de la sulforrodamina B (ensayo
colorimétrico, que estima indirectamente el numero de células tifiendo la proteina
celular total de color rosa con el colorante SRB) utilizando una concentracién de
0.1uM y como vehiculo DMSO, para todos los compuestos (2a-g), la evaluacién se
realizé en dos lineas celulares humanas de cancer MCF-7 (mama dependiente de
estrogenos), MDA-MB-231 (mama no dependiente de estrogenos) y en dos lineas
celulares sanas MCF-10-2A (células epiteliales mamarias no cancerosas) y COS-7
(células de rifibn de mono no cancerosas), los porcentajes de inhibicidn se

presentan en la tabla 7.4.

Se observé una tendencia igual para las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231
OCHs>CH3>H>t-Bu>F>NO», para la linea celular MCF-10-2A se observo la
tendencia H>CHs>OCHs>F>NO2>t-Bu. Finalmente, para la linea celular COS-7 se
observo la tendencia OCH3>t-Bu>CHs>H>NO,=F.

Todos los compuestos mostraron actividad citotoxica en las lineas celulares, con
excepcion del 2e (NO2), que no mostro actividad en las lineas celulares MDA-MB-
231 y COS-7. Asimismo, todos los compuestos mostraron mayor actividad en la
linea célula MCF-7 que para MDA-MB-231, lo que indica selectividad de los

compuestos hacia MCF-7 (mama dependiente de estrégenos).

Adicionalmente, todos los compuestos presentaron una mayor actividad citotéxica
en la linea celular humana de cancer MCF-7, en comparacion con la linea celular
de rifibn de mono sanas (COS-7)., mostrando selectividad hacia la linea celular de

cancer.

Para el caso de linea celular humana de cancer de mama no dependiente de
estrégenos, (MDA-MB-231) se observo que Unicamente los complejos 2a (H) y 2b
(CHa3) presentaron mayor actividad citotoxica, comparados con la linea celular
COS-7.




Como se puede observar en la grafica 7.4, los compuestos 2c (t-Bu) y 2d (OCHz)
presentan mayor actividad citotoxica para la linea celular de cancer MCF-7 que
para la linea de células epiteliales de mama sanas (MCF-10-2A), lo que indica que
se necesitan sustituyentes fuertemente electrodonadores para incrementar la

actividad de los compuestos en las lineas celulares de cancer

En el analisis del reemplazo bioisostérico F-H, este se ve favorecido ya que tanto
para MCF-7, como para MDA-MB-231 se observd que el complejo 2a (H) tuvo

mayor actividad citotéxica en comparacion con 2f (F).

Finalmente, se observd que el compuesto mas activo para ambas lineas celulares de
cancer MCF-7 y MDA-MB-231 fue el 2d (OCHs), ademas se observa también que es
menos citotoxico para la linea celular COS-7 (células de rifibn de mono sanas),
probablemente debido a que este compuesto presenta el mejor balance lipofilico-

hidrofilico, permitiendo que llegue al blanco en las células cancerosas.

Tabla 7.4. Porcentaje de inhibicion para los complejos 2a-f en lineas celulares
humanas de céancer.

Complejo MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10-2A  COS-7

2a (H) 34.95 31.02 70.9 11.6
2b (Me) 39.96 42.82 62.5 12.4
2¢ (t-Bu) 31.7 2.2 27.2 14.9
2d (OMe) 99.5 79.02 58.4 85.2
2e (NOy) 20.1 0 35.7 0
2f (F) 22.41 1.81 53.7 0
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Grafica 7.4. Estudio de la actividad citotoxica de los complejos 2a-f.




8 CONCLUSION GENERAL

Se realizo la sintesis de siete complejos derivados de éxido de diciclohexilestafio y
ligantes tipo bases de Schiff provenientes de &acido dehidroacético y o-
aminofenoles sustituidos en la posiciéon cuatro (H, CHs, t-Bu, OCHsz, NO2, F y CI)
utilizando la estrategia de sintesis multicomponente, a partir de la cual se logré
aislar los compuestos con rendimientos moderados y caracterizar los mismos
utilizando métodos espectroscopicos y espectrométricos. Adicionalmente se
realizo la determinacion de su actividad citotoxica en lineas celulares humanas de
cancer de mama dependiente y no dependiente de estrogenos (MCF-7 y MDA-
MB-231), en el que se observO que los sustituyentes fuertemente
electrodonadores presentan mayor citotoxicidad y que el reemplazo bioisostérico
F-H en los complejos de organoestafio se ve favorecido ya que incrementa la

citotoxicidad en lineas celulares cancerosas.

9 CONCLUSIONES PARTICULARES

9.1 Se logro establecer una metodologia eficiente de sintesis multicomponente
para los complejos de diorganoestaifio derivados de o0-aminofenoles
sustituidos en la posicion 4.

9.2 La caracterizaciéon de los complejos mediante conductividad, IR, RMN de *H,
13C y 195n, asi como la espectrometria de masas permitié establecer su
estructura molecular.

9.3 Los valores del desplazamiento quimico en RMN 1°Sn, determinados en
disolventes no coordinantes como CDClz, sugieren que los complejos
presentan estructuras pentacoordinadas.

9.4 EIl estudio de la citotoxicidad de los complejos realizado en las lineas
celulares MCF-7 (mama dependiente de estrégenos) y MDA-MB-231 (mama
no dependiente de estrogenos) demostré que los sustituyentes fuertemente
electrodonadores favorecen la actividad citotoxica.

9.5 EI reemplazo bioisostérico de Fluor por Hidrégeno, favorece la actividad

citotoxica de los complejos.




10 PERSPECTIVAS

% Incluir el andlisis comparativo de la respuesta biolégica entre ligantes y
complejos

% Realizar el analisis del intercambio isostérico (F-Cl)

% Establecer las relaciones estructura actividad y la posible interaccién con el
ADN

11 PARTE EXPERIMENTAL

Todos los reactivos utilizados son productos comerciales de Aldrich Chemical
Company ® y los disolventes empleados fueron destilados previamente. Los
puntos de fusion fueron determinados en un aparato de Fischer-Johns MEL-TEMP
Il y no estan corregidos. Las determinaciones de conductividad molar se realizaron
con un conductimetro Metrohm 644 utilizando metanol anhidro como disolvente.
Los espectros de IR se determinaron en un aparato BRUKER TENSOR 27
empleando la técnica de ATR y las absorciones estan expresadas en cm™. Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H, 3C y 1°Sn, se
obtuvieron en un espectrometro BRUKER AVANCE Ill de 300 MHz y un
espectrometro BRUKER de 400 MHz, utilizando CDClz y DMSO-ds como
disolventes, empleando como referencia interna el tetrametilsilano (TMS), los
desplazamientos quimicos () estan expresados en partes por millon (ppm) y las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Para los datos de RMN de 'H las
sefales se indican como simple (s), doble (d), triple (t) doble de dobles (dd), triple
de dobles (td) y multiple (m). Los espectros de masas se determinaron en un
aparato JOE-JMS T100C, usando la técnica de analisis directo en tiempo real
(DART™), los valores entre paréntesis indican la intensidad relativa al pico base,

donde los datos estan expresados en unidades de masa-carga [m/z].




11.1 Procedimiento para la sintesis de ligantes tipo base de Schiff.
Para la sintesis de los ligantes tipo base de Schiff se hizo reaccionar &cido

dehidroacético con los correspondientes o-aminofenoles sustituidos en la posicion
cuatro en relacion estequiométrica 1:1, utilizando como disolvente etanol anhidro,
en reflujo durante 12 horas, para la posterior evaporacién del disolvente y
obtencién del correspondiente sélido amorfo.

17 2 Compuesto la

El compuesto la se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de acido dehidroacético
5 (1.2111 mmol) y 0.1298 g de 2-amino-4-
metilfenol (1.1211 mmol), obteniéndose
0.2681 g (88%) de un sélido color naranja,
que funde entre 182-184°C; Conductividad
molar, Am (1x10° M, metanol): 3.2 ohm™* cm?
mol* (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3060 vs(OH), 2991 vas(C-H), 2926 vs(C-H),
1710 v(COO0), 1561 v(C=N) ; RMN de 'H (300.52 MHz, DMSO-d¢) &: 15.4 (1H, s,
H-16), 10.28 (1H, s, H-17), 7.21-7.28 ( 4H, m, H-2,3,5,13), 5.81 (1H, s, H-10),
2.47 (3H, s, H-14), 2.12 (3H, s, H-15); RMN de 3C (75.57 MHz, DMSO-d¢) §: 184.3
(C-12), 175.7 (C-7), 163.7 (C-11), 163.5 (C-9), 151.9 (C-1), 129.7 (C-4), 127.2 (C-
3), 123.7 (C-6), 119.8 (C-5), 116.8 (C-2), 107.2 (C-10), 97.0 (C-8), 20.34 (C-14),
19.7 (C-15) ;EM (DARTY) [m/z]:[M*+1. 260]; EM-AR (DART™") [m/z] 260.0935.




Compuesto 1b

El compuesto 1b se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de &cido dehidroacético
(1.2111 mmol) y 0.1510 g de 2-amino-4-
metilfenol (1.1211 mmol), obteniéndose
0.3380 g (96%) de un solido color verde-
amarillo, el cual se descompone entre
180-182 °C. Conductividad molar, Awm
(1x10® M, metanol): 23.6 ohm™ cm? mol* (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3063
vs(OH), 2971 vas(C-H), 2928 vs(C-H), 1711 v(COO), 1570 v(C=N); RMN de H
(300.52 MHz, DMSO-ds) &: 15.35 (1H, s, H-16), 10.01 (1H, s, H-17), 7.04 (2H, d,
J=8.4, H-,3,5), 6.91 (1H, d, J=7.81, H-2), 5.81 (1H, s, H-10), 2.46 (3H, s, H14),
2.23 (H, s, H-13), 2.12 3H, s, H-15) ;RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-ds) 5: 184.4
(C-12), 175.7 (C-7), 163.5 (C-11), 163.0 (C-9), 149.5 (C-1), 130.2 (C-4), 128.8 (C-
3), 127.3 (C-6), 123.4 (C-5), 116.8 (C-2), 107.2 (C-10), 96.9 (C-8), 20.37 (C-14),
19.73 (C-15) ;EM (DART") [m/z]:[M*+1. 274]; EM-AR (DART*) [m/z] 274.1088.




Compuesto 1c

El compuesto 1c se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de acido
dehidroacético (1.2111 mmol) y 0.1965
g de 2-amino-4-metilfenol (1.1211
mmol), obteniéndose 0.1787 g (47%)
de un solido color rojo oscuro, que
funde entre 129-131°C; Conductividad
molar, Am (1x103 M, metanol): 9.2 ohm™ cm? mol?* (no-electrolito); IR (ATR) cm™:
2957 vs(OH), 2905 vas(C-H), 2868 vs(C-H), 1682 v(COO), 1563 v(C=N); RMN de
IH (300.52 MHz, DMSO-dg) 5: 15.36 (s, 1H, H-16), 10.05 (s, 1H, H-17), 7.25
(2H, d, J=9, H-3,5), 6.94 (1H, d, J=8.4, H-2), 5.82 (1H, s, H-10), 2.47 (3H, s, H14),
2.13 (3H, s, H-15), 1.25 (3H, s, H-13) ;RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-ds) &: 181.0
(C-12), 175.8 (C-7), 170.6 (C-11), 161.0 (C-9), 149.5 (C-1), 142.5 (C-4), 126.4 (C-
3), 124.1 (C-6), 123.1 (C-5), 116.4 (C-2), 107.0 (C-10), 96.9 (C-8), 31.6 (C-13),
20.4 (C-14), 19.75 (C-15) :EM (DART") [m/z:[M*+1. 316 ]; EM-AR (DART") [m/z]
316.1541




Compuesto 1d

El compuesto 1d se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de &cido
dehidroacético (1.2111 mmol) vy
0.1655 g de 2-amino-4-metilfenol
(1.1211 mmol), obteniéndose 0.2287 ¢
(67%) de un solido color..., que funde
entre 56-58°C; Conductividad molar,
Awm (1x102 M, metanol): 4.9 ohm™ cm? mol? (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3079
vs(OH), 2962 vas(C-H), 2942 vs(C-H), 1709 v(COO), 1547 v(C=N), 1207 vas(C-O-
C), 861 vs(C-O-C); RMN de H (300.52 MHz, DMSO-ds) &: 15.4 (1H, s, H-16), 9.75
(1H, s, H-17), 6.94 (1H, d, J=8.7, H-2), 6.89 (1H, d, J=2.7, H-5), 6.85 (1H, dd,
J=8.7, 3.0, H-2), 5.82 (1H, s, H-10), 3.7 (3H, s, H-13), 2.48 (3H, s, H14), 2.13 (3H,
s, H-15); RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-dg) &: 184.3 (C-12), 175.8 (C-7), 163.7
(C-11), 163.6 (C-9), 152.5 (C-1), 145.6 (C-4), 123.9 (C-3), 117.5 (C-6), 115.5 (C-5),
112.4 (C-2), 107.1 (C-10), 97.0 (C-8), 56.1 (C-13), 20.39 (C-14), 19.74 (C-15); EM
(DART*) [m/z]:[M*+1. 290]; EM-AR (DART") [m/z] 290.1032.




Compuesto 1le

El compuesto le se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de acido dehidroacético
(1.2111 mmol) y 0.1892 g de 2-amino-4-
metilfenol (1.1211 mmol), obteniéndose
0.3471 g (95%) de un solido color café
oscuro, que funde entre °C;
Conductividad molar, Am (1x102 M,
metanol): 11.7 ohm™* cm? mol? (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3089 vs(OH), 2987
vas(C-H), 2932 vs(C-H), 1667 v(COO), 1552 v(C=N), 1335 v(C-NO>), ; RMN de H
(300.52 MHz, DMSO-ds) &: 15.58 (s, 1H, H-16), 11.98 (s, 1H, H-17), 8.27 (1H, d,
J=2.7, H-5), 8.19 (1H, dd, J=9.02, 2.7, H-3), 7.18 (1H, d, J=9.02, H-2), 5.86 (1H,
s, H-10), 2.51 (3H, s, J=1.5, H14), 2.15 (3H, s, H-15); ;RMN de 13C (75.57 MHz,
DMSO-ds) 5: 184.7 (C-12), 176.5 (C-7), 164.1 (C-11), 162.7 (C-9), 158.7 (C-1),
139.7 (C-4), 125.7 (C-3), 124.3 (C-6), 123.7 (C-5), 116.9 (C-2), 107.0 (C-10), 97.4
(C-8), 20.4 (C-14), 19.8 (C-15); EM (DART*) [m/z]:[M*+1. 305]; EM-AR (DART*)
[m/z] 305.0781.




Compuesto 1f

El compuesto 1f se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de acido dehidroacético
(1.2111 mmol) y 0.1512 g de 2-amino-4-
metilfenol (1.1211 mmol), obteniéndose
0.2700 g (82%) de un sdlido color rojo
oscuro, que funde con descomposicion
entre 186-189°C; Conductividad molar, Awm
(1x10® M, metanol): 9.7 ohm™* cm? mol?! (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3074
vs(OH), 1723 v(COO0), 1557 v(C=N), 1141 v(C-F); RMN de !H (300.52 MHz,
DMSO-de) &: 15.47 (1H, s, H-16), 10.25 (1H, s, H-17), 7.28 (1H, dd, J=9.0, 3.0, H-
5), 7.11 (1H, td, J=8.71, 3.0, H-3), 7.01 (1H, dd, J=9.01, 5.41, H-2), 5.83 (1H, s,
H-10), 2.50 (3H, s, H14), 2.13 (3H, s, H-15); RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-ds) &:
184.5 (C-12), 175.9 (C-7), 163.8 (C-11), 156.7 (C-9), 153.6 (C-1), 148.5 (C-4),
124.2 (C-3), 117.4 (C-6), 116.0 (C-5), 114.1 (C-2), 107.1 (C-10), 97.2 (C-8), 20.36
(C-14), 19.74 (C-15); EM (DART") [m/z]:[M*+1. 278]; EM-AR (DART") [m/z]
278.0840.




Compuesto 1g

El compuesto 1g se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de acido dehidroacético
(1.2111 mmol) y 0.1708 g de 2-amino-4-
metilfenol (1.1211 mmol), obteniéndose
0.3071 g (92%) de un sdlido color verde
oscuro, que funde entre 141-144°C;
Conductividad molar, Am (1x103 M,
metanol): 4.4 ohm™ cm? mol! (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 3094 vs(OH), 2957
vas(C-H), 2920 vs(C-H), 1677 v(COO), 1565 v(C=N), 1070 v(C-Cl); RMN de 'H
(300.52 MHz, DMSO-ds) &: 15.54 (1H, s, H-16), 10.72 (1H, s, H-17), 7.53 (1H, d,
J=2.4, H-5), 7.40 (1H, dd, J=8.7, 2.4, H-3), 7.13 (1H, d, J=8.7, H-2), 5.93 (1H, s,
H-10), 2.48 (3H, s, H14), 2.13 (3H, s, H-15); ;RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-dsg)
8 182.9 (C-12), 178.4 (C-7), 164.7 (C-11), 163.4 (C-9), 158.0 (C-1), 133.1 (C-4),
128.4 (C-3), 123.0 (C-6), 119.9 (C-5), 118.9 (C-2), 106.6 (C-10), 100.9 (C-8), 20.7
(C-14), 19.9 (C-15) :EM (DART') [m/z]:[M*+1. 294]; EM-AR (DART*) [m/z]
294.0543
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11.2 Procedimiento para la sintesis de complejos de Estafio (1V)

Para la sintesis de los complejos de érgano estafio (IV), se hizo reaccionar el
acido dehidroacético con el correspondiente o-aminofenol sustituido en la posicion
4 y el 6xido de diciclohexilestafio en proporcién estequiométrica 1:1:1 durante 48
horas en reflujo, utilizando como disolvente una mezcla de tolueno-metanol
(80:20), una vez concluida la reaccién, se evaporo el disolvente para obtener el
correspondiente solido amorfo. La purificacién de los compuestos se llevo a cabo

mediante recristalizaciones, utilizando la mezcla diclorometano:hexano.

H
o " 8 . El compuesto 2a se obtuvo al hacer
; . feaccionar 0.2 g de Oxido de
T diciclohexilestafio (0.6645  mmol),
11
sn_ /" 0.0725¢g de 2-aminofenol (0.6645 mmol) y

0”7 o
2 a

1

0.1117 g de acido dehidroacético,

obteniéndose 0.2187 g (61%) de un sdlido
y color anaranjado oscuro que funde entre
65-68°C; Conductividad molar, Am (1x103 M, metanol): 5.6 ohm* cm? mol?! (no-
electrolito); IR (ATR) cm™: 2918 vas(C-H), 2846 vs(C-H), 1709v(COO), 1527
v(C=N), 598 v(Sn-0), 528 v(Sn-C), 507 v(Sn-N) ; RMN de 'H (400.13 MHz, CDCls)
6: 7.09 (2H, ddd, J = 7.6, 1.6, 0.8 Hz, H-9), 6.97 (2H, dd, J = 8.0, 1.6 Hz, H-8), 6.87
(2H, dd, J = 8.0, 1.2 Hz, H-11), 6.62 (2H, td, J = 8.0, 1.2 Hz, H-10), 5.79 (2H, d, J =
0.8 Hz, H-2), 2.95 (3H, s, H-14), 2.20 (3H, s, H-13),1.35-2.10, (22H, m, Ho-H?))
‘RMN de 13C (100.62 MHz, CDCI3) §: 182.7 (C-4), 177.5 (C-6), 164.2 (C-3), 163.5
(C-1), 159.5 (C-12), 132.5 (C-9) 128.7 (C-7) 123.4 (C-11), 118.2 (C-10), 115.7 (C-
8), 106.6 (C-2), 100.9 (C-5), 39.2 (C-a, LJ(119117Sn-13C)= 571.0, 552.3 Hz), 30.086,
30.062 (C-y, 3J(1°Sn-13C)= 22.04 Hz), 28.62, 28.58 (C-P, 2J(11°Sn-13C)= 82.4 Hz),
26.5 (C-5), 24.1 (C-14), 19.8 (C-12); RMN de 11°Sn (149.17 MHz, CDCI3) d: -238.
‘EM (DART") [m/z]:[M*+1]: 544. EM-AR (DART") [m/z]. 544.1525
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El compuesto 2b se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.0823
g de 2-amino-4-metilfenol (0.6645 mmol)
y 0.1117 g de acido dehidroacético,
obteniéndose 0.2315 g (63%) de un
sélido color café verdoso, que funde entre
70-74°C; Conductividad molar, Am (1x10°3

M, metanol): 9.6 ohm* cm? mol?! (no-

electrolito); IR (ATR) cm™: 2920 vas(C-H), 2847 vs(C-H), 1708 v(COO), 1564
v(C=N), 609 v(Sn-0), 531 v(Sn-C), 511 v(Sn-N); RMN de *H (400.13 MHz, CDCI3)
5: 6.90 (1H, dd, J=8.4, 1.6 Hz, H-10), 6.79 (1H, d, J=8.4 Hz, H-11), 6.76 (1H, d, J=
1.6 Hz, H-8), 5.80 (1H, s, H-2), 2.26 (3H, s, H-13), 2.96 (3H, s, H-14), 1.27-2.21
(22H, m, Ha-H3) ;RMN de 3C (100.62 MHz, CDCls) &: 182.6 (C-4), 172.3 (C-6),
164.1 (C-3), 163.6 (C-1), 156.9 (C-12), 132.0 (C-9), 129.4 (C-7), 124.9 (C-11),
123.6 (C-10), 117.7 (C-8), 106.6 (C-2), 100.8 (C-5), 39.2 (C-a, 1J(*1917Sp-
13C)=570.6, 554.0 Hz), 30.09, 30.06 (C-y( 3J(19Sn-13C)= 29.6 Hz), 28.62, 28.58
(C-B, 23(}°Sn-13C)= 81.4 Hz), 26.5 (C-5), 24.2 (C-14), 20.8 (C-15), 19.8 (C-13);
RMN de 119Sn (149.17 MHz, CDCI3) &: -236 ;EM (DART*) [m/z]:[M*+1]: 558; EM-

AR (DART*) [m/z]. 558.1672.




Compuesto 2c

El compuesto 2c se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.1098
g de 2-amino-4-t-butilfenol (0.6645 mmol)

y 0.1117 g de éacido dehidroacetico,
5 obteniéndose 0.1662 g (46%) de un
sélido color café verdoso, que funde entre
50-52°C; Conductividad molar, Am (1x103
M, metanol): 5.6 ohm™* cm? mol?! (no-electrolito); IR (ATR) cm™: 2920 vas(C-H),
2847 vs(C-H), 1709 v(COO), 1528 v(C=N), 610 v(Sn-0), 529 v(Sn-C), 511 v(Sn-N);
RMN de H (400.13 MHz, CDCI3) &: 7.14 (1H, dd, J= 8.8, 2.4 Hz, H-10), 6.98 (1H,
d, J= 2.4 Hz, H-8), 6.81 (1H, d, J=8.4 Hz, H-11), 5.80 (1H, s, H-2), 2.97 (3H, s, H-
14), 2.21 (3H, s, H-13), 1.27 (3H, s, H-15), 1.37-2.11 (22H, m, Ha-H3); RMN de
13C (100.62 MHz, CDCls) &: 182.6 (C-4), 177.3 (C-6), 164.0 (C-3), 163.6 (C-1),
156.9 (C-12), 138.6 (C-9), 131.7 (C-7), 125.6 (C-10), 120.4 (C-8), 117.2 (C-11),
106.7 (C-2), 101.0 (C-5), 39.2 (C-a, 1J(}9117Sn-13C)=547.4, 470.9 Hz), 31.5 (C-
15), 30.07, 30.01 (C-y, 3J(*°Sn-13C)= 21.13 Hz), 28.63, 28.59 (C-B, 2J( 1°Sn-
13C)=82.5 Hz), 26.6 (C-3), 24.6 (C-14), 19.8 (C-13); RMN de 119Sn (149.17 MHz,
CdCI3) &: -236 :EM (DART") [m/z]:[M*+1. ]:600




Compuesto 2d

El compuesto 2d se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.0924
g de 2-amino-4-metoxifenol (0.6645
mmol) y 0.1117 g de &cido
dehidroacético, obteniéndose 0.2629 ¢

(69%) de un solido color naranja, que
funde entre...; Conductividad molar, Am (1x10° M, metanol): 4.8 ohm'* cm? mol*
(no-electrolito); IR (ATR) cm™: 2929 vas(C-H), 2846 vs(C-H), 1691 v(COO), 1535
v(C=N), 1219 vas(C-O-C), 814 v5(C-O-C), 642 v(Sn-0), 528 v(Sn-C), 503 v(Sn-N);
RMN de !H (400.13 MHz, CDCI3) &: 6.81 (1H, d, J=8.8 Hz, H-11), 6.73 (1H, dd,
J=8.8, 2.8 Hz, H-10), 6.58 (1H, d, J=2.8 Hz, H-8), 5.80 (1H, s, H-2), 3.74 (3H, s, H-
15), 2.97 (3H, s. H-14), 2.21 (3H, s, H-13), 1.35-2.13 (22H, m, Ho-H3) ;RMN de 13C
(100.62 MHz, CDCls) &: 182.7 (C-4), 177.5 (C-6), 164.2 (C-3), 163.5 (C-1),
153.5 (C-12), 149.8 (C-9), 132.2 (C-7), 117.9 (C-10), 114.5 (C-11), 109.2 (C-8),
106.7 (C-2), 100.8 (C-5), 56.2 (C-15), 39.2 (C-a, LJ(}1¥17Sn-13C)= 569.5, 545.4
Hz), 30.06, 30.03 (C-y, 3J(}°Sn-13C)=22.13 Hz), 28.62, 28.56 (C-B, 2J(}19117Sn-
13C)= 86.5, 78.5 Hz), 26.5 (C-3), 24.3 (C-14), 19.8 (C-13); RMN de 119Sn (149.17
MHz, CDCls) &: -233 ;EM (DART*) [m/z]:[M*+1.=574 ]. EM-AR (DART") [m/z].
574.1600




Compuesto 2e

El compuesto 2e se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.1057
g de 2-amino-4-nitrofenol (0.6645 mmol) y
0.1117 g de é&cido dehidroacético,
obteniéndose 0.1581 g (40%) de un solido
color café oscuro, que funde entre 65-
67°C ;Conductividad molar, Am (1x10° M, metanol): 11.4 ohm™* cm? mol?! (no-
electrolito); IR (ATR) cm™: 2923 vas(C-H), 2848 vs(C-H), 1685 v(COO), 1562
v(C=N), 1292 v(C-NO2), 608 v(Sn-O), 536 v(Sn-C), 508 v(Sn-N); RMN de 1H
(400.13 MHz, CdCI3) &: ), 8.10 (1H, dd, J=, Hz, H-10), 7.95 (1H, d, J= Hz, H-8),
6.81 (1H, d, J= Hz, H-11), 5.95 (1H, s, H-2), 3.00 (3H, s, H-14), 2.27 (3H, s, H-13),
1.39-2.15 (22H, m, Ho-H8) ;RMN de 13C (100.62 MHz, CdCls) &: 181.1 (C-4),
166.4 (C-12), 165.5 (C-3), 164.1 (C-6), 163.1 (C-1), 136.7 (C-9), 132.0 (C-7), 125.0
(C-10), 119.7 (C-8), 117.6 (C-11), 106.5 (C-2), 101.5 (C-5), 40.1 (C-a, 1J(}19117Sn-
13C)=, Hz), 30.07 (C-y, 3J(}°Sn-13C)= Hz), 28.56 (C-B, 2J(}19117Sn-13C)= , Hz), 26.4
(C-8), 24.2 (C-14), 20.7 (C-13); RMN de 1°Sn (149.17 MHz, CdCI3) &: -236 ;EM
(DART*) [m/z]:[M*+1. 589]; EM-AR (DART*) [m/z]. 589.1384




15 Compuesto 2f

El compuesto 2f se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.0844
g de 2-amino-4-metilfenol (0.6645 mmol) y
0.1117 g de éacido dehidroacético,
obteniéndose 0.1333 g (36%) de un sélido

color rojo oscuro, que funde entre 58-

63°C; Conductividad molar, Am (1x10° M, metanol): 5.8 ohm* cm? mol?! (no-
electrolito); IR (ATR) cm: 2918 vas(C-H), 2847 vs(C-H), 1711 v(COO), 1564
v(C=N), 1253 v(C-F), 607 v(Sn-0), 527 v(Sn-C), 510 v(Sn-N); RMN de 'H (400.13
MHz, CDCls) & 6.84 (1H, dd, 8.8, 2.8 Hz, H-10), 6.80 (1H, dd, 8.8 Hz, H-11),
6.74 (1H, dd, 9.2, 2.8 Hz, H-8), 5.80 (1H, s, H-2), 2.96 (3H, s, H-14), 2.21 (3H, s,
H-13), 1.36-2.10 (22H, m, Ha-H5) ;RMN de 13C (100.62 MHz, CDCls) &: 182.9 (C-
4), 178.2 (C-6), 164.5 (C-3), 163.4 (C-1), 155.5 (C-12), 153.2 (d, C-9, LI(*3C-1°F)=
235.45 Hz), 132.1 (d, C-7, 3J(*3C-1°F)=9.06 Hz), 117.8 (d, C-11, 3J(*3C-1°F)=8.05
Hz), 115.0 (d, C-10, 2J(}3C-19F)=22.14 Hz), 110.1 (d) (C-8, 2J(*3C-1F)=25.16 Hz),
106.6 (C-2), 100.9 (C-5), 39.40 (C-a, *J(*19117Sn-13C)=567.5, 541.34 Hz), 30.07,
30.04 (C-y, 3J(19Sn-13C)=21.13 Hz), 28.62, 28.57 (C-B, 2J (19117Sn-13C)=86.53,
77.5 Hz), 26.5 (C-5), 24.1 (C-14), 19.9 (C-13). RMN de 1°Sn (149.17 MHz, CdCI3)
5: -232; EM (DART*) [m/z]:[M*+1]: 562; EM-AR (DART") [m/z]. 562.1420.
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Compuesto 2g

El compuesto 2g se obtuvo al hacer
reaccionar 0.2 g de Oxido de
diciclohexilestafio (0.6645 mmol), 0.0954
g de 2-amino-4-clorofenol (0.6645 mmol) y
0.1117 g de éacido dehidroacético,
obteniéndose 0.1944 g (52%) de un solido

color café oscuro, que funde entre 61-

64°C; Conductividad molar, Am (1x10° M, metanol): 9.8 ohm* cm? mol?! (no-
electrolito); IR (ATR) cm: 2918 vas(C-H), 2846 vs(C-H), 1710 v(COO), 1528
v(C=N), 1003 v(C-CI), 607 v(Sn-0), 529 v(Sn-C), 508 v(Sn-N): RMN de *H (400.13
MHz, CDCI3) &: 7.08 (1H, dd, 8.8, 2.4Hz, H-9), 6.98 (1H, d, 2.4 Hz, H-8), 6.81 (1H,
d, 8.8 Hz, H-10), 5.81 (1H, s, H-2), 2.95 (3H, s, H-14), 2.21 (3H, s, H-13), 1.37-1.90
(22H, m, Ha—3) ;RMN de 13C (100.62 MHz, CDCls) &: 182.9 (C-4), 178.4 (C-6),
164.6 (C-3), 163.3 (C-1), 158.1 (C-12), 133.1 (C-9), 128.3 (C-7), 122.9 (C-11),
119.9 (C-10), 118.9 (C-8), 106.6 (C-2), 100.9 (C-5), 39.5 (C-a,, 1J 1191175n=7),
30.09, 30.06 (C-y, 3J(}9Sn-13C)= 22.4 Hz), 28.62, 28.59 (C-B, 2J (*°Sn-13C)= 80.0
Hz), 26.5 (C-8), 24.2 (C-14), 19.9 (C-13); RMN de %9Sn (149.17 MHz, CDCI3) &: -

234 :EM (DART") [m/z]:[M*+1]: 600




11.3 Procedimiento de ensayo de citotoxicidad
Los ensayos de actividad citotoxica, se llevaron a cabo en la unidad de pruebas
biologicas del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de
México (UNAM) utilizando el ensayo de sulforrodamina B (SRB),y las lineas
celulares humanas de cancer utilizadas son las siguientes:

% MCF-7: mama dependiente de estrégenos.

% MDA-MB-231: mama no dependiente de estrogenos.
Todas las lineas celulares humanas de cancer pertenecen al panel del NCI
(National Cancer Institute, USA), las cuales se adaptaron al medio de cultivo
RPM1-1640 (Medio Roswell Park Memorial Institute), adicionado con suero fetal
bovino al 10%, una solucion de antibioticosantimicoéticos (100x, Gibco) al 1% y 2
mM de glutamina. Cada linea tiene un tiempo de duplicacién y con base en ello se

establecio la densidad de indculo, la cual se indica en la tabla 10.3

Linea celular Procedencia Tiempo de Células/pozo
duplicacién (H)
MCF-7 mama 25.6 5000
MDA-MB-231 mama 39.5 10 000

Una vez que se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les
adicion6 5 ml de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en
suspension se depositaron en tubos cénicos y se sometieron a centrifugacion
durante 3 minutos, una vez formado el paquete celular se adicioné medio de
cultivo para la resuspension del mismo. El conteo de células se llevé a cabo en un
contador de células BIO-RAD TC20 automatizado, mezclando 10 uL de la
suspension celular mencionada anteriormente con 10 yL de azul de tripano, un
colorante organico supravital. El contador proporciond el nimero de células
viables por ml y de esta manera se ajust6é el volumen de células que se

depositaron en 100 puL/pozo a la densidad referida en lineas anteriores.




Para llevar a cabo los ensayos se utilizaron microplacas de plastico de 96 pozos,
cada placa se inocul6 con dos lineas celulares por triplicado y se preincubd por 24
horas a 37°C en una atmoésfera de 5% de CO2 y 100% de humedad relativa para
permitir la estabilizacion de las células antes de adicionar los compuestos de
prueba. Para realizar un cernimiento primario de los compuestos, se utilizé una
concentracion de 1 uM, disolviendo todas las muestras en sulféxido de dimetilo
(DMSO) 100 veces mas concentradas que la concentracibn a probar.
Inmediatamente después de la preparacién de las muestras a probar.

Al finalizar el periodo de incubacion, se procedi6 a la fijacién de los cultivos in situ,
afiadiendo 50 uL acido tricloroacético (TCA) frio al 50%, y se introdujeron al
refrigerador durante 60 minutos.

Posteriormente, se procedié a desechar el sobrenadante lavando las placas cinco
veces con agua destilada y dejando secar las mismas a la intemperie. El tefiido de
las células fijadas al sustrato del pozo se realiz6 con 100 yL de una solucién al
0.4% de sulforrodamina B y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente,
la SRB no unida se removio con lavados con acido acético al 1% y la placa se dejo
secar a la interperie durante 24 horas. A las placas tefiidas se les agregd 100 L
de una solucion amortiguadora de (hidroximetil)aminometano (tris) y se agitaron
durante 10 minutos para favorecer la disolucion del complejo; a continuacion, se
midio la densidad éptica (DO) en un lector de microplacas a una longitud de onda
de 515 nm.

Los datos se procesan obteniéndose el promedio de la DO de los tres pozos por
linea celular humana de cancer tratados con el compuesto (DOt), los tres pozos
tratados con sulfoxido de dimetilo (DOc) y dos pozos testigo, que corresponden a
aquellos que no contienen células, es decir, so6lo medio de cultivo con el
compuesto (DODb). Adicionalmente se manejan tres pozos tratados con sulféxido
de dimetilo (DOc), que corresponden a aquellos que no contienen células, pero si
el compuesto (DObg). El porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (% IC)
se calculé con la ecuacién: % IC= 100-(DOt-DObg / DOc-DObg)*100
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