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1. INTRODUCCIÓN 

La lucha contra el cáncer lamentablemente no ha terminado. A pesar de que existen 

diferentes tratamientos: cirugía, radioterapia y quimioterapia, sólo se ha logrando la 

mejoría de los síntomas y a veces la prolongación de la vida. La quimioterapia, cuyo 

objetivo consiste en el uso de \ármacos contra dicha enfermedad sin dañar al paciente, tiene 

el grave proble111a de la µoc~.diferencia metabólica y enzimática entre las células .normales .. 

y ca?cerígenas,}io i~u~ dificLÚta eI diseñ~ de fármacos que tengan únicame~it~ ac;ividad 

sobr~ ·. lo~·: ~~incii~~:i ~6)iJ6~::f·(6áncer) · y las. neoplasias hematoUi~ic~~ ~(Íih;?s'oma~ y 
- ~., - . . .. -,:¡:~_.. .,. ::;.\':-~' .. ,}-'.;::. 

leucemias). '• · : ·;.:.::; · . . ié•tc•;(• :-/~ · 
,,, ,._ ·"··_:":·::::,'· - - ;•:-<•:;{),·o,_·-·: -J~>:;··, ;.;,, -~ 

~=~~~:~~~:~jS:~~~f 2EZf Jj~;~~~t~~I~~~-;~~·· · 
anticancerígenos utilizados en la clínica, 6uyc» si ti~ d~~á~~¡ó~\~·¿, í~,;~riiih;¡;:''ribcin~~leÓtido 

;:::c~as:~m:~:n:ro;:irc:~:i: 1::1:~:;,:ir:~~:~~)j~~l!~~1~;l6~~-;ii~~~:?st~~~}::ª:7 . :: 
hidroxiurea, hay una necesidad por encont~ar';ii'llevos'. inhibiclof(is miu(eficiente~: También 

~i~~;f .t:~2~Ef ~jf !111f ~tif f i~$~E::::: 
- . - - :·u.·.;,, - ,. 

En·ei preserite t~~b:aJ~iei~·~-o~ít1~:~Íi~f~iii'ª~~d~~~~dos;~~t~ro6í~·lic6sd~ la úrea (R­

NH-C(O)-NH2) a partir delí/s,·S~di:i;~tÚ~it:Í-~l~l~fi~x~~~dibria: ~ s~ rii~~itian lo~ resultados . 

de actividad citotóxic~ ~n tre~ lineil~ ~el~lare~: HeL~~ HtT-15 yr\'tcF~7 .. 

··---------------- ~-· -~: _ __: ______ . ____ ~ 



2. ANTECEDENTES 

2.l CÁNCER 

La palabra cáncer se utiliza para agrupar una gran variedad de enfermedades. que se 

caracterizan por dos aspectos: el crecimiento celular no regulado por señales externas (es 

decir, autónomo) y la capacidad de invadir tejidos y originar la metástasis. El primero de 

estos aspectos, el crecimiento incontrolado de células anormales, es una propiedad de todas . . . 
las neoplasias o nuevos tumores. Una neoplasia'·puede ser benigna (no cancerosa, :no se 

propaga) o maligna (existe invasión), por ello, cáncer es sinónimo de neoplasia maligna. 

Los cánceres de tejidos epiteliales se denominan carcinomas, y los tejidos _no epiteliales, 

sarcomas.' 

,· ·. 

La información más reciente sobre incidencia de cáncer en Méxi~o corresponde al 
- - .. , 

periodo comprendido entre 1993 y 1996 y fue recopilada por el Instituto Mexicano del 

Seguro Social (IMSS) y la Secretaria de Salud (SS). En este peri~d() se:cfi'agríostlcaron 
--.--- ·- - - . . .. 

106,086 personas con cáncer, principalmente-mujeres (63.7%).•Segúriel rr1stÍ~utoNa6ional 

de Estadística, Geografia e Informática (INEGI), el cáncerrep;~sent~ la'se~~~.cla causa de 

muerte en nuestro país ( 49,916 defuncio~es en 1996) po;, cÍ~t~á-~,d,~; l~s c-;;~fermedádes 
cardíacas. 5 Las causas del cáncer no se colloce~;;toÍ~l~e~te:{eif{~lguijosic~s6s se ha 

encontrado que ciertos factores genéticos y deÍ m~d¡~;a~bii~t~-~~*~rii~n 1~ pr~babilidad 
de desarrollar esta enfermedad en álgún momeriio cieºÜll~itravid~h; ;•,./!_¡ 

. . .·.·. .·>. _-....... ..•. . . . . :):·/·.:·?_q_i~~;t;~~ifft~~~:--~·-1 -·f > -
En la mujer los ttpos de; ~anc~r m~s; frecu~~tes ·son. eI cérvico-uterino, el de 

::nnc:~~: :;;::::{:~f ~º:~:2Jfa~i~::~~~~:{l~s~~t~tJ:sJf 1¡~~rd:!it~:ª;ª::~~:~n, riñón, 

2 



2. ANTECEDENTES 

En la áctualidad las técnicas de tratamiento contra el cáncer son: cirugía, 

radioterapia y. quimioterapia, que conducen la curación de más del 50% de los pacientes 

diagnosticados con cáncer. 

• 

La cirugía es el método eficaz para curar a los pacientes, cuyos tumores se limitan a 

determinadas localizaciones anatómicas, . no es útil. cuando se·• trata de cáncer 

avanzado 'cmetástasis). 

La radioterapia~ como la ci~gia;: e{~·~;i ~~d~lidad de tratamiento local del cáncer, 

que consiste en adminl~trá~'r~dl~~i6~•iaÜizailte e~forma de rayos X o rayos y en 
. ' ·_, . ·~ ·_; . .. • .. ··:_¡," '"'. . • 

una localización tumoral qÚe.terminall ·por causar una lesión biológica, siendo el 

ADN el objetivo primario,:·de_ la destrucción celular. Idealmente la radioterapia 

debería destruir el tejido canceroso, pero también llega a lesionar las estructuras 

normales circundantes. 

La quimioterapia sistémica es el principal tratamiento disponible para tumores 

malignos diseminados. En la actualidad los fármacos anticancerigcnos tienden a 

utilizarse en una fase más temprana del tratamiento, porque en tumores pequeños 

donde el crecimiento es más rápido, es más sensible a la quimioterapia. 

Hay una variedad de compuestos antineoplásicos que son usados en la clínica, por 

ejemplo agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides de la vinca, antibióticos 

antitumorales, hidroxiurea Y. enzimas._ 

2.2 AGENTES ANTICANCERÍGENOS. 

_:: ,·. ' , . 

Los compuestos antineoplásicos son. químicamente diforenies y su mecanismo de 

acción es diverso, actuando fundamentalmente· sobre la biosíntesis de los ácidos l?ucleicos y 

en relación con el ciclo celular o mitótico, interfiriendo en algunos 'de . sus pasos 

metabólicos con los que se produce el daño celular correspondiente. 7 

3 
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2. ANTECEDENTES 

Los mecanismos de acción de dichos fármacos son: 

a) inactivación del ADN por los agentes alquilantes que fijan grupos alquilo en el 

mismo, impidiendo su replicación y por lo tanto la mitosis (ciclofosfamida, 

busulfán, clorambucilo). 

b) inhibidores '··de ··la síntesis •.del RNA a ,·partil- del ADN, · por· antibióticos 

aniineopl¿~ich{(~~~6~i;ii~{ci~~. ciiiu'~ci~riibichili;dacti~ci~ici~~)Ji:: : ...... 
7 -. .':~ ~·.·.:~;.:}:<y(' :::};. •;~!.~ •',' ',: " - ''.~•. ',,'·.:>· )f~ :; •-v.:>«·.·.:•;:-~ ;."~':' ,--,~·~· ;~ ···:'.~. ·:·,~·< :~·,(:\~ • 

,, :,¿f ~iE:~~~¡¡¡;~t~3~f~!~i~ii~~~~!i~tt::~:t 
., :'.:~:::J~t~~;~::,~cli~i~~llT,~iSJi 1"oej; ~; ~ ~:1,1'" " 1, 

vinca (vinblhsthia·.')i vinc~Í~tl~~);';[J~~ci .. ~a~fr fb'cl6 :de~tru')'~l1•· .·.~1· h'~sÓ' mitótico 

bloqueando la mifosis en l~il°i¿t~f~se';''i'; ~". . ... · ·• ; 
,/•:•;, • . , . ,e 

· .. :'.:.; :.; ··.:':)';-.' .-.~-:,-.' .·, )._ 

e) inhibidores de la . síntesis prcitéica'; que en;'. 

asparaginasa. 

Slntesis de 
Purinns 

Citara bina •• e 
Fluorouracilo ~ 

ADN 
. 

e::;=> 

fl 
DaunorÑbicina 

Agentes • • • • • Ooxorrubicina 
alquilantes Dactinomicina 

ADN 

ARN 

• {J; • Asparaginasa 

Proteínas 

Figura 1. Mecanismo de acción de algunos agentes antineoplásicos 
4 



2. ANTECEDENTES 

2.3 ACTIVIDAD ANTINEOPLÁSICA DE COMPUESTOS N-C-N. 

Los inhibidores de la ribonucleótido reductasa pueden servir como agentes 

terapéuticos del cáncer e incluyen la hidroxiurea 1, las tiosemicarbazonas de N-heteroi:iclo­

carboxaldehidos 2, y análogos de nucleósidos 3. De estos inhibidores ,la. hidroxiurea y 
. '· ···¡' , . 

gemcitabina son los únicos compuestos utilizados a nivel clínico para el tratamiento de 

cáncer8 

o 
11 

H,N-C-NH-OH 

Hidroxiurea 

1 "" 

l\cllNÚ 
N c=NNHCSNH, 

H -

tiosemicarbazona del 
5-acetilaminopiridina-2-carboxaldehído 

(5-AAP) 
2 

2.3.1.- lllDROXIUREA. 

N:K ).;._J 

"º~ 
2,2-difluorodesoxicitidina 

(gemcitabina) 

3 

La hidroxiurea es el representante de un grupo de· compuestos cuyo sitio· de acción · 

es la enzima ribonucleótido reductasa. Dicha enzima ca;aliza· la conversiOn _reductiva de 

ribonucleótidos en desoxirribonucleótido (Fig. 2), es de máxima iinportancia y quizá 

constituya el paso cineticolimitante en la biosíntesís de ADN y represe~te •un .objetivo 

lógico para el diseño de agentes quimioterapéuticos. 1
•
9

•
10 

5 



2. ANTECEDENTES 

Base 

o o~ 11 11 
-O-P-0-P-O- 1-1;¡ ¿ ¿ o 

1 1 
HOH O¡!¡i 

NDP 

? ? ~Base 
-O-P-0-P-O- H, 

1 1 o o o 
1 1 

~O HH 
dNDP 

Figura 2.- Acción de la enzima ribonucleótido reductasa. 

El mecanismo exacto por el cual la hidroxiurea. produce sus efectos citotóxicos aún 

se descon?ce. Varios estudios en cultivos· de tejidos, en ratas y en el hombre, apoyan la 

hipótesis que la hidrcixiurea causa inhibición inmediata de la sintesis del ADN (Fig. 3) sin 

interferir con la síntesis del ácido ribonucleico o la próteína. 

s 
Síntesis de ADN 

Acción especifica para fase S: 
Hidroxiurea 

G2 
Intervalo 

premitótico 

M 
Profasc Mclafnsc 
Anafosc Telofase 

Mitosis 
Acción especifica para fase M: 

Vincristina Vinblastina 

Go 
Fase de reposo 
o inactivnción 

Figura 3.- La hidroxiurea es especifica y actúa en la fase S del ciclo celular y 
ocasiona detención en la interfaz G 1-S. 1 

6 



2. ANTECEDENTES 

Se han postulado tres mecanismos a través de los cuales se explica el incremento de 

la efectividad de la administración de la hidroxiurea con la irradiación en los carcinomas de 

células escamosas ( epidermoides) de cabeza y cuello. Estudios in vil ro, que utilizan células 

de hámsters chinos, indican que la hidroxiurea es letal para las células en fase-S, que 

normalmente son radiorresistentes, y también conserva otras células del ciclo celular en 

fase -G 1 o estado de presíntesis del ADN, donde son más susceptibles a los efectos de la 

radiación. 

El tercer mecanismo de ~cción se basa en estúdi¡;~¡,j\;;í;.o de células HeLa: parece 

que la hidroxiurea,. p()r inhibkión de la.·· si~te~is;de·¿~[,~, 'i.~·~ide. ~I · pr~ceso normal de 

reconstrucción, de ~quenas c:é1~.i~s. cláñadas~ue no ~~~¡~;6n -é~n laradiaclón, disminuyendo 

~:~:,~d::ª P~:2i{6~~~~:~E~~irtr·~~~if~e;~'.,f :etr~;tJ~:r~:s:~t:b;~~ersaeci:;~:::::; 
con una· serie. ele compuestos que tenían lafórrrmla general. RcC(Ó)-NHOH, estableciendo 

que la poi~nci~>inl~ibit6ria ~sta influ~nci~Cta pci/1~ ri~turaleza de R; por ejemplo, ¿úando R 

es ~11 ~;,;po .ii~tilo' (ácido acefohidro~áhiico 4) es 30 veces menos inhibitorió~ que la 

hidroxiu;ea· (R,,;NH2) .• -.Otro factor . -imp~rtante en todos los compuestos que· inhib~n la 

síntesi~ ,de ADN en el .sistema es la habilida~ para formar complejos con iomis .rietáli~os; 
aunque esto nd necesarlamente significa que todos los quelantes . sean activos ;·.-por 

ejemplo, la N-hidroxiglicina . 5 es un. agente quelante más. fuerte que 1~ i~i~i~6xiurea, 
pe;ocs30 vece~ m~~osactivo como inhibidor de la síntesis de AÓN'. _ 1 ~ •·· 

H O 
1 11 

H O 
1 11 

HO-N-C-Cl-13 HO-N-CH2-C-OH 

4 5 

7 



2. ANTECEDENTES 

Hoy en día 1.~ 'hi~~~xil!r.ea es considerada como un fármaco excelente para el 

tratamiento .. del. melarioma::\: la : leucemia mielocitica crónica resistente(LMC) y del 

carcinoma cJVárl~o r~C:~rtéri;6/rri~í~~t~sico o inoperable. pero su principal toxicidad es la 

supresión de la médJÍa ós~Íi. :6 bie~ l1ii~ad() leucopenia. 

,,.,·.:'.· 

2.3.2.- TIOSEMICARBAZONAS <!'J~~~c~r·p: . 

También las 
.: : - ~:-.,,',: > _:. 

tiosemicarba~oñ~s:' de, '.·_a~N~heÍ~rociclo~carboxaldehídos han 

demostrado potencial anti neoplásico por 5Ü· ~ci~ióll inhibit()¡Íi el~: la en;ima:'ribollucleótido 

reductasa. sin embargo por su b~ja solu·Í;lÚ~ad y ~li~t~o~isicii\<l'i!~~e~ li~;!tac¡6nes e~ la 

aplicación terapéutica. ·.J. · _f ':. \-'. ~:~ · 
La tiosemicarbazona de la 5-hidroxi~2~fürmilpiridina ;·cs~HP; 6) ·fÜe seleccionada 

como uno de los primeros representantes.· dé''~st~'tipo'i·ci'~·;·d~~~~~¡to'~': ~ÍJe presentó· una 

amplia actividad en animales (fase preclínica), ::pero~:quefdesáfortunadamerÍte no se 

corroboró su misma eficacia en pacientes con 6áncer (f~~~ ~'1inicii l)
0

debido a su: a) rápido . . . ;" . . 

metabolismo y excreción como 0-glucorónido;. b)bajo potencial ·inhibitorio para la 

enzima, el cual es esencial para su actividadantineopl~sica; y c). índice terapéuticó bajo. 13 

Esto motivó la síntesis de derivados de tiosemicarbazonas, como la 

tiosemicarbazona del 5-aminoisoquinolín-1-carboxaldchído (AIQ-1., 7), que no es tan 
' ' 

susceptible a la 0-glucuronidación. Para proteger el 5-NH2. de la fÓrm_ación de. derivados 

inactivos 5-acetilados, se inscnó un grupo CH3 en . la. posición 4 del .allillo de la 

isoquinolina (MAIQ-1, 8), lo cual crea un impedimento> estérlC:c)_cque ·minimiza la 

acetilación enzimática del grupo N~I2; sin embargo, MAI'Q- l. n6 ~~·;lo· súficientemente 

soluble en agua para permitir un~ formulación adecuada p~ra usb 'iiu~i~no} · · 

8 



2. ANTECEDENTES 

Posteriormente en 1992 se describió la síntesis y actividad antitumor de la 

tiosemicarbazona del 5-(acetilamino)piridina-2-carboxaldchido (5-AAP, 2) que presentó 

una fuerte actividad inhibitoria in vitro de la ribonuclcótido d_ifosfato rcductasa y una 

actividad anticancerígcna significativa in vivo. Por analogía a la rcJaéión e~tructural entre 

AIQ-1 y el derivado 5-acctilado (5-AAP) se postuló la sintcsis de nuevos compuestos, de 

los cuales sólo las tioscmicarbazonas del 37aminopiridina-2-carboxaldchído (3~AP, 9) y del 

3-amino-4-mctilpiridina-2-carboxaldchído (3-AMP, 1 O) mostraron más .'efectividad. que 

la 5-AAP en ratones con leucemia LI 21 O, M- 109 ciu;ccr de puhnón y AZ780 cánce~dc . 
ovario humano. El sustituyente del anillo se eligió para proveer un balance 

lipofilico/hidrofilico y un intervalo _electrónico adceu~d_o. i.i 

· NH2 ·R,· 

HO~- . 
1 . ·. s 

.& . 11 
· N H=NNHCNH2 

. 

. N 
. s 
. . • ...• HC,;~NHl!:NH:i 

6: 5-111' . . . 9: J~AI' · : R1=I·Í 
1 O: 3-AMI' •· R1 ;;,Cll3 . ,.,. ·_-··. . - . ' . 

.. 

Su actividad. farníacoJÓgici~- ,h~1biÓl1. c~tá :~~l~Ci~11hd:i ~~X-~u :;;apa~idad. que tiene 

para quclar ionc~ 1i1ctáJidos qu~. s~''.'.~11éontrarían en pcqt;ciias' cailtidades en el 

organismo(Fig. 4). 15•16 · 
. '. 

C.1._._.·. 
N ·. Clt 

•• 11 
M---N 
: . 1 

S ¿_ N 
"( 
. NH;!· 

Figura 4.- Fomiación de quclatos con. iones metúlicos. 
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2. ANTECEDENTES 

2.4 MÉTODOS GENERALES DE SÍNTESIS. 

2.4.1.- C-ALQUILACIÓN. 

La acidez de los hidrógenos unidos al carbono a a carbonilo se explica por el efecto 

inductivo del grupo carbonilo a lo largo del enlace carbono-carbono, que incrementa la 

polaridad del enlace carbono-hidrógeno. 

La acidez de este tipo de protoúes es el re¡ponsal:Íle d~ uri. proé_eso conocido como 

enolización o tautomeria ceto-enol .(Esque~a ;1); .po; ~~d¡¿; d~l~7c~~l ~~·átomo de 

hid<Ogooo '" '""º"º o •I :orulo .C 1rallifi<.re ¡1 O,J..,~t: ~q¡"(§bci;¡¡~ 

11 . 1 .. 
/c......_,.....H = _;.>C~/ l\. · .. 1 

. . . . -

Esquema l. Tautomcría ccto-cnol. 
, . . . ' ·.· 

La importancia de los 'anio~esénola!Os desde eÍ punto ·de vlsta~intético radica en la 

posibilidad de formar enl~c~s·c-C.a través del carbanion a. al carbonilo. ' 

L~s.reacei<l~~~dealq~il~ciÓn. de iones enolatos proced~ri porsutrai~miento con un 

halogen~ro· de, alq~ild;,El anión. enolato actúa com(;: nJ~1eÓfi(() ~obre el halogenuro de 

alquilo, ele~t;ófi;(), :i\i~spl~~~ al grupo sali~nie via u"n me6~~i~m~ S~2 (Esquema 2). 17 La 
. ' . ' . ·" - . " - • , v-·~~- ·. ;,."·· . • <. • , • • -·, - '. , • • •• " - , 

. formación de iories 'e~oi~fo es más fácil cuando. clos g~pos carbonilo adyacentes pueden 

estabilizar la ~a~~~·~~~¡\t.i~~. c.om?.en los.co111puestc;s 1:3-dicarbo~ilicos. 

Esquema 2. Reacciones de alquilación de carbaniones. 

10 



2. ANTECEDENTES 

2.4.2.- SÍNTESIS DE, Í,ASTETRAlllDROINDOL-4-0NAS . 

. ' . -' . , ~· . '~:r: , <,''. " . : ·:, -... . . 

Una de llls n1ctodologías generales para la obtención de tetrahidroindol-4-onas 11 es 

la aplicación del método de Paal~Knorr para sintetizar pirro les, que se lleva a cabo con 

compuestos l,4-dicarbo1;ilicos y ·aminás alifáticas o aromúticas, en medio ácido. 18 Otras 

síntesis involucran más pasos y por ende bajos rendimientos, por ejemplo la preparación 

de 12.1
'' 

lcr· o 

¿o 
\ 

11 R' 

i, ¡¡ LxR 
7 

iii, iv 

Bn 

i) AICl3, Cl-1 2Cl2, TMS = TM.S 
ii) BnNHCII(CII3)C02CI 13, CDMT,NMM 
iii) Lil, EtOAc, reflujo 
iv) Ac20, 70°C{lh) a 125 °C(3h) 

Esquema 3. Síntesis de tetrahidroíndolonas. 

óo--7 
Bn 

12 

11 



2. ANTECEDENTES 

2.4.3.- SÍNTESIS DE LAS 4,5,6,7-TETRAIIIDROBENZOFURAN-4-0NAS. 

. . . 

El sistcma,;a,nul§r dc .. losl:icllzofuranos fomia parte de muchos productos naturnlcs y 

de productos farn'iacéuticos.sfíitéticos. E11 el siguiente esquema se presentan algunos 

métodos de ~íntcsi;~ d~ las l~tr;llidrobenzofuran-4-on~s 13, 14 y' lS; :a partir de compuestos 

di y tricarboníli~~s'.20·2 1 ;22 .. · .. ' 

13 

o 

H2S04 conc. óo-R 
14 

Lc+6~---~SPh ___ _ 

.o 

ÓC) 
15 

Es<1ucnrn 4. Síntesis de. tctrahidrobcnzofüranonas. 

12 

-.:-::::,. __ ..__.,_. ___ ,. _ _.__ __ . -·-··-·-· 



2. ANTECEDENTES 

2.4.4.- SÍNTESIS DE LAS 4,5,6,7-TETRAHIDROBENZOTIOFEN-4~0NAS. 
··~"··,~-·: .: .. :·· 

La shitesis de ~uC:vós hcterociclos con azufre es importani~ ta11t~ Úesd'C el. punt~ de 

vista de laquhÍ1ic~heterocícliéa, ~omo de la industria fam1~céÜÍicd. Ei]'él esqlJe1Ím 5 se 

prescntun algu;Ío~ níétod~s de sínÍesis de terahidrobenzo[b]tiofc1;~.4~~¡\~~: ;f ;7 y 1s:23
•
2w 

~ ..... COOH 

~s~. 

-;; -·;; '·::,, 

PPMJ\ ·~ Ull IOOºC,5,min 

17 

llCOCHO 

Esi¡ucma 5. Síntesis de lctrahidrobenzotiofcnonas. 

18 

13 



2. ANTECEDENTES 

2.4.s.- a.-FORMILACióN riE c.ETONAs. 

-'-~~'.-.::/':··: - ~·~. . 

La reacción de .foriiÍilábión;de ~·~to.nascon formiato de etilo en presencia de una 

base como el metóxid.o o -;tó~ici6 de_sodio~6• ~;el hidruro de sodio27 es un método común, 

ya que utiliza lafacilid~d ~~~¡ ~~~tra~r io~' Íii<liógeno~ del carbono a. al carbonita . 

... ', ·~' ' '' ' . . ' ····_ ... .. '-.' ',' . . 

O ONa O_ .·.· __ ._ .•.... ·.···-···. :/r:º· < _'. OH'.· O. 

~":;.:::::.;;"u ,,,0 + OH~~··· .•. ~ 
:.'·::, ... 

. ':.\ . 

Esquema 6. Obtención de a.~formil-~etoria e hidroximetilerÍ~cetona . 
.. -., ~;· :.-·; :-;:. ;'.;''' :.{z.~.. . . 

.. '· ~ -·:·~·~.--:. '·;, :~·:-~~-rz -. --
.... '" .-.;: -,. -. ;; ' -- • ó- .-·: ... : .-:-- ~-. • - -:~ .. :_~'.;>{·~·. '· -~-

Otro método para introducir un su~;il~Yént~ i6~rnilo t!s ia)¿aceiÓn de Vilsmeier­

Haack que usa formamida di sustituid~ y PO'cü:·~¡ri ~·;iba'ri6'1~ '~~~J~iÓ~ d~ u~a mezcla, lo 

que da un rendimiento bajo del producto 'ron~ilado '19 (21'%). 2~'.29 .. . . . 

l5º"º + 

' o 'Cf°HNR, 
19 

14 



2. ANTECEDENTES 

2.4.5.1.- TAUTOMERÍA EN a.-FORMILCETONAS. 

Las a.-formilcetonas tienen dos formas tautoméricas: la aldo-enólica 20a y la 

hidroximctilén-cetónica 20b donde el desplazamiento químico del protón aldehídico Ha y 

I-lb y la constante de acoplamiento (J) entre Ha y Hb y el protón del OH son 

significativamente diferentes. La medición de estos dos parámetros da _una estimación de la 

proporción de cada una de las formas enólicas obtenidas; . los valores límites para estimar la . 

existencia de la forma aldo-enol son l>Ha 9.1 ppm y J= O para 20~, ~ cori re~¡)e~Í~ a la 

forma hidroximetilén-cetónica ol-lb 6.71 ppm yJ,;, 12.S Hz para 20b.;0 En la mayoría de 

las reacciones de formilación predomina la forma hidroximetilén-cetónica.31 

2.4.5.2.- IMPORTANCIA DE LAS a.-FORMlLCETONAS. 
~: .·. ·-~·· . _>~-' '" .. :·o; :_'.':-· 

. ,.., ~.:.:,,:·-:;·,.:-(.·:<:~Si:;:.~ ':--.-.:· 
Los . derivados··. a.~forinilcetónicos'o~?¡¡;fde' inierés?~1; la sintesis · orgamca •. · ya que 

permiten introd¿cir dif~re~ie~ s~~~lt~yent~~ ~i/1.~;fp~~l~i·¿~'qJ~: Ó~upa el grupÓ formilo o 

bien para. formar un anilto adÍ~i¿h~r heteréÍcié'li2ó.3,2:33 rÜr~ ejempló; los deri~aélÓs oxatinos 

22 se obtienen de la" reaéc.iÓn ;~11tr~ 1'~5 Ñ,Ñ~c.fu-s~iITli~o~~tüé~ 'di~~stituidos :fr con 

sulfeno; .. 34 

IS 

_ _:::_ ___ . _:..__... __ ··-·-·-~···-··~· __ .. ______ . --



2. ANTECEDENTES 

01-1 o 

1<Y)Q 
\ 

21 

Esquema 8. Obtención de oxatinos. 

También, los derivados cx-formil~etÓni~~s': púeden 'ser condensados con una 

variedad de nucleófilos bifi.mcionales como i~ hid;~i~~ para d~r el pirazol 23.27
•
35 

.· ' : ' ' :_,•,. - "'.C· ' • 

EtOH 

2.4.6 

ejemplo las aminas primarias reaccionan de la si~uien.te f~r~~:: . ' 
~ ' ' -~- . 

+ ~[ .. ~-NHR ]-·-_H_20_. __ 

Esquema 9. Adición de nitrógeno como nucleófilo. 

():)N 
H' 

23 

~ 
''''···c-NR ,,--

24 

16 



2. ANTECEDENTES 

El producto de adición que se forma al principio es tctraédrico y semejante a un 

hemiacetal, pero con un grupo NH en lugar de uno de los oxígenos. Estos productos de 

adición generalmente no son estables, eliminan agua para formar un producto con un doble 

enlace carbono-nitrógeno. Cuando se han fomiado a partir <le aminas primarias estos 

productos se llaman iminas 24. 

Las reacciones de condensación d~ cctonas o aldehídos con hidroxilamina formaií 

oximas 25; y con tiosemicarbazina~· fórman:,tioscmi~arbazonas 26. 8-"~ · - .·... ,· . , . ' 

1 

-~··(·.· 
~CxhN .. 

· .. CI 

NHrNll-C(S)-Nll 2 

EtOH I HCI 

2 
. 

s 
. H N~~ 
· , .. H . Nll2 

.•26 

Esquema 10. Reacción de amina~ con gru.p'os i:~rboniio; 

También, en la síntesis de con~puestos hetero~íclicos' sé involucran interacciones 

clcctrófilo-nuclcó!ilo, a partir de compuestos l ,4-dica~bol'iiJÍc~s _C:o11 reactivos doblemente 

nuclcofilicos como la hidrazina, urca, hidroxiaritiiiil,' sc'miC:-~rb~zid~s. cte., por ejemplo, en 
·.,. . . ··,<- ,· ... ·- .. '..·;'. . . 

la sintesís de dihidroquinazolinas a partir de Ja· condcnsaciór1. del a-fonnili:iclohexenona 

alquilada con amonio y fonnamida, urca, tiourca y,guanidhia (Esquema 11 ).37 

17 



X 
11 

11,N-C-NI 12 

-2 H20 

2. ANTECEDENTES 

Esquema 11. Síntesis de díhidrn_quínazoiinas. 

,· .·.',"·.. . 

La síntesis de las pirimidinas como 27 tambié1i involucran la combinación de 

reacti.vos que contienen el esquclctoN~C-N comb la ~-rea:· tfou'rea 'y guanidina; con otro ·que 

incluye la unidad C-C-C(cuya ekcción dependerá del _su~tituyentc que se requiera en el 

producto final). 38
•
39 

o 

~OEt + 
N.,C 

Esquema 12 .. Obtención de pirímidinas. 
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3. OBJETIVO 

• Sintetizar los compuestos (2,6,6-trimetil-4-oxo -4,5,6,7-tetrahidrobenzoC~X-

5-ilidenmetil]ureas (X= NAr, O, S) y evaluar su actividad citotóxica en 

3 líneas celulares ~cancerosas ( HeLa, HCT-15, MCF-7). 

19 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La síntesis de las [2,6,6-trimetil-4-oxo-4,5,6, 7-tetrahidrobenzoC4X-S-ilidenmetil]ureas se 

realizó de acuerdo al siguiente esquema de reacciones: 

o o o 

Óa 
Jlvc1 ~ EtONu/EtOH o 

Ry 29 

·~vesson 
o ¡APF 

m- o o q Ó}- ~ 
R 

30a-c 31 32 

l HC0zC2lls l HCOzC2Hs IHCOzC2 Hs 

o o 

H~ o o Hbr Hm-q s · .. 

33n-c R 34 35 

o 

INH,CONH, lNH2CONH2 INH2CONH2 

H2N~H O o o 

Pr H2N~H O 
A. 

XX>-
l-l2N D>-

e¿ 
36n-c 37 38 

Esquema 13. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Preparación dé_ la 5,5-dimctil-2-(2-oxopropil)ciclohcxano-1,3-diona (29). 

o 
~I 

EtONa/EtOH 

28 

El compuesto 1,4 dicarbonilico 29 se formó ·a partir de la C-alquilación de la 

5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona con cloroacetona. Para generar el anión de la 5,5-dimetil-

1,3-ciclohexanodiona se empleó etóxido de sodio ·como base y etanol anhidro como 

disolvente. El compuesto 29 se obtuvo con un rendimiento del 65% y tiene un punto de 

fusión 132-133ºC. 

La estructura del compuesto 29 se corroboró por espectroscopia de infrarrojo 

(pelicula}, resonancia magnética nuclear de 1 H y espectrometria de masas. Las.· señales 

caracteristicas del compuesto se muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 1.-Datos espectroscópicos del compuesto 29 •. 

IR 
(CHCl3, cm-1

) 

1707 (C=O} 

RMN 1H 
(CDCl3, 1>1>m) 

1.09 (s,6H,CH;-C5) 

2.25 (s,3H,H~3') • 

2.96(d,2H,H~1 ~) 

3.52 (s,4H.;H-4,~6) 

.. · üs (l, I H,H-l) 

EM-IE 
(M ! , ;n/~) 

196 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.2 Preparación de las 1-(4-R-fcnil)-2,6,6-trimctil-4,5,6,7-lclrahidroindol-4-ona (30a-c). 

29 JO a-e 

La formación de los enlaces N-C 1 y N-C4 se realizó empleando el método de Paal~ 

Knoor. 40 Para esto se usó el compuesto 1,4 dicarbonilic~ 29' como mate'ria' píima con una 

mol de las anilinas p-sustituidas (R=OCH3, Br y N02 , ) enácido acético' gl~ci~I y t.ina gota 

de ácido sulfürico como catalizador. En el esquema 15 se nÍuesti-~ el me~ánismo de· la 

reacción. Los rendimientos de los productos deperi:d~1í d~I s~stitifüyl!nt~, del ~~illo 
aromático: los mayores rendimientos corresponden a lcis sustÍtuyent~s, ~le~tr~d6~~dores 
mientras que Jos sustituyentes electroatractorl!s ,lo dlsminuytm. Las tetrahidroi~:dbl~na~, JO 

son sólidos cuyo color varia de acuerdo al sustituyente. La estructura de estos com¡mest6s , 

fue corroborada por las técnicas espeétrosc.ópicas de resonancia magnética nw::Jear, de 

hidrógeno, espectroscopia de infrarrojo y espectrometria de masas. En Ja' tabla 2 se 

muestran las señales características de Jos compuestos JO. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

11 

ltr .. ,~··,º 
.11~~ 
·y 

R 

Esquema 14. Mecanismo de reacción de las indolonas JO. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

TABLA 2.~ Datos espectroscópicos de los compuestos 30a, 30b, 30c. 

·~ 
9' 7 AnA~' 

s'=( 
. R 

.R = OCH3, Br, N02 

Compuesto R 
IR RMN 1H EM- IE 

(KBr~cm'1 ) (CDCIJ, ppm) (M:, miz) 

l.05 (s,6H,H-9,9') 

2.02(s,3H,H-8) 

1648 (C=O) 
2.34 (s,2H,H-5) 

30a OCHJ 2.37 (s,2H.H-7) 283 
.· -· 151.1 (C=C) 

3.87(s,3H,0Mc) 

6.34 (d,lH,H-3, J=0.9 Hz) 

6.98-7.15 (m,6H,H-AA'BB') 

1.06 (s,6H,H-9,9') 

2.04(s,3H,H-8) 

30h Br 
1650 (C=O) 2.35 (s,2H,H-5) 

331-333 
1520 (C=C) 2.37 (s,21-1.H-7) 

6.37 (d,lH,H-3, J=l.0 Hz) 

7.08-7.67 (m,6H,H-AA'BB') 

1.07 (s,6H,H-9,9') 

2.IO(d,3H,H-8, J=0.92 Hz) 

30c N02 
1653 (C=O) 2.37 (s,2H,H-5) 

298 
1528 (C=C) 2.42 (s,2H.H-7) 

6.46 (d, lH,H-3, J= 1.0 Hz) 

7.39-8.45 (m,6H,H-AA'BB') 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3 Preparación de la 2,6,6-trimetil-4,5,6,7-tctrahidrobenzofuran-4-ona (31). 

APF ·~· 9 7 

29 31 

Para la obtención de la 4-benzofuranona 3 L se hizo· rea~cionar el. compuesto 1,4-

dicarbonílico 29 con ácido poli fosfórico a l JOºC. Se obt~vo un 71 % •de i.m sólido. con 

pf 69-71ºC.41
.4

2 La estructura del compuesto 31 se ~orroborÓ :·~~di~~~e los datos 

espectroscópicos que se muestran en la siguiente tabla. 

TABLA 3.- Datos espectroscópicos del compuesto 31. 

1667 (C=O) 

1584 (C=C) 

RMN 111 
(CDCIJ, ppm) 

1.13 (s,6H,H-9,9') 

2.29 (d,JH,H-8, J=0.5 Hz) 

2.34 (s,2H,H-5) 

2.69 (s,2H.H-7) 

6.23 (d, I H,H-3, J= 1.0 Hz) 

EM- IE 
(l\1:, m/z) 

178 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.4 Preparación de la 2,6,6-trimetil-4,5,6, 7-telrahidrobenzo[b) tiofen-4-ona (32). 

·~: ~º~ 
29 

R. Lawesson 
Benceno, DME 

32 

La benzo[b]tiofen-4-ona 32 se formó haciendo reaccionar eL compuesto 1,4-

dicarbonilico 29 con el reactivo de Lawe~son:43•44 'El ~om(l¿e~to 32 se obtuv~ con un 

rendimiento del 48% y un punto de fusión de 61,-62.ºC. Ü ldeniidad de 32 ~e determinó por 

las señales características que presentó e~ sus esp~ctrosde. infrarrojo, resonancia magnética 

nuclear de hidrógeno y de masas. 

TABLA 4.- Datos espectroscópicos del compuesto 32. 

IR RMN 1H EM-IE 
(KBr, cm"1

) (CDC'3, ppm) (M ! , miz) 

1.11 (s,6H,H-9,9') 

1661 (C=O) 
2.37(d,2H,H-8, J=0.6 Hz) 

2.41 (s,3H,H·5) 194 
1548 (C=C) 

2.81 (s,2H. H-7) 

7.01 (d, I H,H-3; J=l.2 Hz) 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.5 Preparación d".. • 1'1s. 5-.h;droxin1.ctitén-2,6,6-trimetil-4,5,6, 7-tctrahidrobenzoC4X-

4-ona (33:i-C:~ 3<3S). 

La 4- mctClxifc11iiUa~Í~;1;l~o:i se uti 1 izó· como modelo para cxpl~rar la reacción de 

fo1111ilación ~n la ~o~i~fo¡i';·J~'id~:;¡~~Ívad~~ 3J~~c. 34 y 35. De acuerdo u .las referencias . ' '' .. ,., . .' . '·' - ;' ·- __ ,,. . , ' . ,· -~ ~ .·. - .. · . ' ··-· '. '. 

las condi~ioncs .;1or11Íal~~ pa~~áol111il.~·r:C:stetipo; d~ compuestos consiste en utilizar.buses 

~:~:::ª~',.:~f :l(;~;Xn;1)j~fttf.~fJisf;Jt~~~~~·~;c~~1li,f l~i::11E:¡~i8JJÓ~'~iii!ff ir·~;e:r::c~:· 
deseado. 

33a 

Los resultados anteriores indicaron la necesidad de utilizar una base más fuerte. Se 

escogió el diisopropilamiduro de litio (LDA), yu que su pKu es mayor a 25 (el pKa de las 

cetonas es similar). El LDA se preparó tratando la amina eo1Tcsponoicnte con un 

equivalente de n-butillitio, en un disolvente aprótico como el tctrahidrofurano (THF). La 

formación del enolato conLDA se.llevó a cabo a -78°C en un haiio de hielo seco y acetona 

y una atmósfera inerte de nÚrÓg~no.45 

H 
1 

Y~'< + n-BuLi - +~ 

27 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

A partir de la reacción entre la indolona 30a , formiato de etilo y LDA. en THF 

seco se logró la obtención del compuesto formilado. 

Lx=r 
Q 

OCH3 

30a 

LDA.!JHF 
-48 e 

33a 33a'. · 

De las dos formas tautoméricas 33a y 33a', la que predo~ina.és la.hidr.oxiinetilén­

cetona 33a, la cual se detecta por sus datos espectroscópicos de infrarrojo y re¿onancia 
·. . . .- ,e· .. ,::::· ·:":::.·. )';"'-;'~:.'. .. :,:}~:,::<:-.·· __ :;._.,:: ~. : 

magnética nuclear de hidrógeno. En el espectro de infrarrojo se observá ullabandafina, a 

1622 cm-1
, característica de la cetona alifática y en 3500~m-1,Iiib~~d~"~~~l1a'cí~[alcohol. 

Su espectro de RMN'H muestra a campo alto: una señal sim'plea i:/';P'l111:asi~~ada ~l g~m 
di metilo unido al C-6; una señal doble a 2.04 ppm co~ una ~~~J~~nt~,d~--~;c~plfn{iento (D. 
de 1.0 Hz que corresponde a los hidrógenos del metilo unido~; c~i; 'g~,~~3F~prii ~!la sefial 

simple asignada a los H-7 y una señal simple a 4.37 ppm~ ~ue·inie~ra'b'lff¡,(3H,\~~i-r~sponde 
al sustituyente metoxilo del anillo bencénico en posiéión p. x~~~~Ü'b~j~;:~~ 6bserva:. una 

· · ·· ·a; - t~- · · 

señal doble a 6.37 ppm con una constante de acoplamiento CÍi,de'LÓ4Hz.asignadaal H-3 

del anillo del pirrol; en 6.97-7.13 ppm una seÜal n'iK1¡{~j~~e'c{uec6ri:es~onde a los 

protones del anillo de benceno disustituido;una·~eñaLdobl~ ~'.:~·:jí,p;rii ~c)ri una constante 

de acoplamiento {J) de 10.1 Hz que coÍ-rés,pó'ncie'.'al ~rbt~-~~f )ii'ro~~·a.' ~nol (:,,C H) y a 

14.79 ppm una señal doble con u~a constarit·éid'b'J~~Cipl~~i~~~c((h de 10.1 Hz que 

corresponde al protón d~l hidroxilo de la roirii~· ~~iúb ¡:i}; d~~ d'~sapa~ece con D20. Cabe 
·'· .-:. ,. ,,. ¡':~· ·o - . • · .. '· - • • . ,'.•" 

mencionar que en el espectrotambjé11 s~.ob~~ÍV~ ünasciñ~r a· ,9.8 ppm, asignada al protón 

del aldehído (CHO) de la forma foimil-cetona. . 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La formilación de los compuestos 33b, 33c, 34 y 35 se llevo a cabo utilizando 

condiciones similares para formilar a la indolona 30a. La estructura de los derivados 

formilados 33b, 33c, 34 y 35 fueron congruentes con sus datos espectroscópicos que se 

muestran en las tablas 5 y 6. 

MECANISMO DE LA REACCIÓN DE FORMILACIÓN. 

La reacción entre los dos compuestos carbonilicos consta de_ dos pasos:. una adición 

nucleofilica y una eliminación. La 4-indolona actúa como nucleófilo, en forma de enolato, 

y el formiato de etilo actúa como electrófilo. La eliminación de• una molécula de etanol 

lleva al producto final. 46 

o 

-<JQ­
LD;/ 

[---oóf ... ··.· ... _._º. -~-~--. -~---·-·· ... · .. ·.·•· ~- 1·· .. • ·H.· O~ 
X , . . . 

e 

~~~1 
·,/':. 

--<JÓ{" + .HO ............... 

Esquema 15. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tabla 5.-Datos espectroscópicos de los compuestos 33a-c. 

o o 

7 Aq; ..•... 11.A·.·· 
. . . \ B' 
B """-- .. 

N 
7 

Ah~. 
B~ 

R R 

R = OCH3, Br, N02 

Compuesto R 
IR RMN 111 EM-IE 

(KBr, cm"1
) (CDCl3, ppm) (M!,m/z) 

1.20 (s, H-10,10') 
2.04 (d, H-8, J=l.O Hz) 

2.39 (s, H-7 ) 
33a 

OCH3 
1622 (C=O) 3.87 (s, OCH3) 

311 1514(C=C) 6.37 (d, H-3, J=l.04 Hz) 
6.97-7.13 (m, H-AA'BB') 

. 7.31 (d,=CH,J=lO.l Hz) 
14.79 (d, OH, J=lO. l Hz) 

. .. 
1.21 (s, H-10, 1 O' ) 

2.06 (d, H-8, J=0.85 Hz) 

1622 (C,;,,0) 2.41 (s, H-7) 
33b Br 

1526(C':"C)···. 6.39 (d, H-3, J=l .O Hz) 361-359 
7.39-8.43 (m, H-AA'BB') 

7.38 (d, =CH) 
9.8 (s, H-9) 

. 
1.22 (s, H-10,10') 

2.12 (s, H-8 ) 
1628 (C=O) 2.45 (s, H-7 ) 

33c N02 1525(C=C) 6.45 (d, H-3, J=0.87 Hz) 326 
7.07-7.66 (m, H-AA'BB') 

7.26 (d, =CH) 
9.82 ( s, H-9) 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tabla 6.-Datos espectroscópicos de los compuestos 34 y 35. 

OH O 

8 

Compuesto 
IR 

(KBr, cm"1
) 

34 
1631 (C=O) 
1587(C=C) 

e 

1625 (C=Ó} 
35 1576(C=c)· 

-=;:::==~ H 

34 X=O 
35 X=S 

RMN 1H 
(CDCl3, ppm) 

1.27 (s, H-10,10') 
2.31 (d, H-8, J=0.9 Hz) 

2.71 (s, H-7) 
6.28 (d, H-3, J=0.9 Hz) 

7.32 (d, =CH, J=I0.8 Hz) 
14.22 (d, OH, J=l0.8 Hz) 

. 1.24 (s, H-11, l l' ) 
2.43 (d, H-8, J=0.57 Hz) 

2.79 (s, H-7) 
7.03 (d, H-3, J=l.17 Hz) 
7.52 (d, =CH, J= 9.96 Hz) 
14.68 (d, OH, J =9.96 Hz) 

R 

EM- IE 
(M:, miz) 

206 

222 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.6 Preparación de las [2,6,6-trimetil-4-oxo-4,S,6,7-tetrahidrobenzoC4X­

S-ilidcnmetil]ureas (36a-c, 37 y 38). 

OH O 

H~ 
h+ 
~CHJ 

Et OH 

33a 36a 

El derivado 36a se formó a partir de una reacción :de condensación entre la 

hidroximetilén-cetona 33a y la urea (1: 1), utilizando como medio de reacción etanol y una 

gota de HCI concentrado como catalizador. El pH de la solución debe ser ácido, pero si es 

demasiada ácido se protona la amina (pierde su. nucleofílidad) .Y por consiguiente retarda 

la reacción. En el esquema 18 se muestra el mecanismo de la reacción. 

El compuesto 36a es un sólido y su estructura fue corroborada por sus datos 

espectroscópicos. Su espectro de infrarrojo muestra las señales. para el NH de la urea en 

3402-3254 cm·1
, C=O de la urea en 1676 cm"1 y el C=O de la cet.ona en 1707 cm· 1

• En el 

espectro de RMN H1 muestra a campo alto señales simples ~: j ,24 pprri, que integra para 

6H, asignado al gem di metilo unido. al C~6; · 2~03 p~l11. ~~e;i~tei~a 'para 3H, que 

corresponde a los hidrógenos del metiló unido a C-2; .• :i.:<!2 ~~~,;~naseñal simple, que 

integra para 2H, asignada a Jos H-7; 3.07 ppm,•q~e in~eg·~~ il#a.3H, qu~ corresponde al 

sustituyen te para-metoxilo del anillo bencénico . . :A c~~;'J~ b~j·~ ·~~··.observa: un~ señal a 
. ·.-· . .' .. ~ , .•... ' - ·< . 

6.32 ppm, que integra para un H, asignada al H~3.de(anillci'cÍ~J.pirrol; en 7.02-7.22 ppm 

una señal multiplete, que integra para 4H, corrc.spClil<lé'a'1c>s'protones del anillo de benceno; 
:--.> 

una señal doble a 7.21 ppm, que integra para un H coii'unaconstante de acoplamiento (J) 

de 10.5 Hz y corresponde al H unido a c~9 y'.a !Ó.89' ppm una señal doble con una 
- _·. . •, .· . _- ·... . . .·· - ' ' . . . 

cons~ante de acop.Iamiento (J) de 10.8 Hz, qué correspónde al H enlazado al nitrógeno de la 

urea (NH). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Las estructuras de los compuestos 36b, 36c, 37 y 38 fueron congruentes con sus 

datos espectroscópicos que se muestran en las tablas 7 y 8. La estructura del compuesto 38 

también fue corroborada por difracción de rayos X de un monocristal del mismo (Fig 5). 

MECANISMO DE LA REACCIÓN. 

El mecanismo de formación de los derivados de ·urea se inicia con la. adic.ión 

nucleofílica de la amina primaria al grupo darbonilo del aldehídC>: PC>sterlC>r~~nte I~ 
carbinolamina reacciona para formar un doble enhice por .perdida de ·. agu~;' esta· 

deshidratación sigue el mismo mecanismo de deshid.ratación de un alcohol catalizado por 

un ácido.47 

-~ 
H -~ 

' 

j:¡ 

Esquema 16: Mecanismo de formación de los derivados de urca: 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

"' o 

Figura 5. lbyos X del compuesto 38. 

34 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tabla 7.-Datos espectroscópicos de los compuestos 36a-c. 

o 

11 8 

7 
qN ~~ ... ~.A .. ~· 13 ..,,.__ . 

R 

R ;= OCl·IJ, Br, N02 

.. 

Compuesto R .IR RMN tH EM-IE 
(Nujol, cmº1

) (CDC'3, ppm) (M;, 111/z) 

1.24 (s,61-1, H-11,11') 
2.03 (s,31-1, H-8 ) 

3254,3319 y 3402 2.42 (s,21-1, H-7 ) 

36a OCH3 
(N-H) 3.07 (s,3H, OCH, ) 

353 
1707 (C=O, cetona) 6.32(s, 1 H,H-3 ) 
1676 (C=O, urea) 7.04-7.22 (m,41-1. HAA 0 88°) 

7.2 l(d, lH, H-9, J=l0.5Hz) 
10.89Cd.1H, NH, J=l0.8Hz) 

1.18 {s,6H, H-11, 1 1. ) 

3266, 3331 y 3397 2.05 (s,3H, H-8) 

(N-H) 
2.46 (s, 21-1. H-7) 

36b Br 
1709 (C=O, cetona) 

6.25 (d, lH, H-3. J=l.02 Hz) 403-401 
7.22 (d. lH, H-9. J=l0.83Hz) 

1678 (C=O, urea) 7.26-7.72 {m,4H, HAA º88') 
10.87(d,1H, NH, J=l0.861-lz) 

1.20 {s,6H, H-11, 1 1. ) 
3245, 3321y3397 2.12 {d,3H, H-8, J=0.75 Hz) 

(N-H) 2.52 {s, 2H, H-7 ) 
36c N02 1708 (C=O, cetona) 6.32 (d, 1 H, H-3, J= 1.05 Hz ) 368 

1676 (C=O, urea) 7.26 (d, lH, H-9, J=l0.89Hz) 
7.60-8.42 (m,4H. HAA'88') 
10.9l(d.1H, NH, J=I0.89Hz) 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tnbln 8.-Datos espectroscópicos de los compuestos 37 y 38. 

Compuesto 

37 

38 

8 

37 X=O 
38 X= S 

IR RMN 1H 
{Nujol, cm"1

) {CDC'3, Pt>m) 

1.29 {s, 6H, H-10,10') 
3182, 3273 y 3342 2.30 {d,3H, H-8, J=0.9 Hz) 

{N-H) 2.72 {s,2H, H-7) 
1708 (C=O, cetona) 6.22 {d,IH, H-3, J=l.2 Hz) 
1678 (C=O, urea) 7.39 {d, 1 H, H-9, J=l 1.1 Hz) 

11.06 {d, lH, NH, J=IO.SHz) 

l.27 (s, 6H, H-10,10') 
3244, 3327 y 3407 2.43(d,3H, H-8, J=0.9 Hz) 

(N-H) 2.82 (s,2H, H-7) 
1711 (C=O, cetona) 6. 98 (d, IH, H-3, J=l.2 Hz) 

1679 (C=O, urea) 7.44 (d, IH, H-9, J=l 1. lHz) 
11.08 (d, IH, NH, J=l l.lHz) 

EM-IE 
{M:, miz) 

248 

264 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4. 7 Pruebas de actividad citotóxicu. 

El primer paso para determinar la actividad citotóxica de los derivados de urea 

sintetizados (esquema 17), consistió en hacer soluciones IOOµM en DMSO de cada uno. 

Después se determinó el o/o de inhibición de crecimiento ocasionado por los compuestos 

en cada linea celular, para ello se utilizó un ensayo colorimétrico. Los re~ultados obtenidos 

de esta primera evaluación se muestran en la tabla 9. 

36u 36b 36c 

37 38 

Esquema 17. Compuestos sometidos a pruebas de actividad citotóxica. 

37 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tabla 9.- % Inhibición de crecimiento celular a una concentración 100 ~1M. 

COMPUESTO He Lo HCT·l S MCF·? 

36a 

36b 

36c 

37 19.17 8.76 o 

38 67.44 35.23 o 

Gráfica1: Comportamiento de la actividad citotóxica 

100 

e 80 
•O mJComp 36a ·¡:; 

-~ :e 60 lllComp 36b 
:e OComp 36c ·= ~ Cll 40 li!'!Comp37 
"C 1 -;f<. 20 1 

•Comp38 

o ~ 

He La HCT-15 MCF-7 
-- ·----------

38 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados mostrados en la tabla 9, para la línea celular HeLa muestran que el 

compuesto 36a es el más activo, el cual mostró una inhibición celular del 98%. También el 

compuesto 38 presentó una actividad inhibitoria apreciable (67%), pero no tan efectiva 

como 36a. Lo anterior indica que la presencia de N y S en el heterociclo puede ser clave· 

para el diseño de nuevos compuestos con actividad inhibitoria para esta línea celular, al 

igual que el suslituyente en la posición para del fenilo. .· '', . 

Con respecto a las líneas celulares l-ICT-15 y MCF-7,. el compuestO 36a'~s el único 

que presentó actividad citotóxica; aunque sólo son 3 sustituy~ntes ev~l~;dos::~ar~céque 
hay una influencia electrónica de los sustituyentes en Ja aétivida~· cÚotóxi~a. En l~·gráflca 
1 se muestra de manera visual la influencia de los sustituyentes .• OCH3; Br.; N02 . en la 

. . .. · ·.·.. . ·:, ., 

posición para del anillo aromático sobre el valor de la inhibición celular; 

A partir de Jos resultados obtenidos de .las tres líneas. celulares, sÓlo se seleccionó el 
. . . ' 

derivado de urea 36a para evaluarse en tres.línea5 adicionales de cáncer humano: U25l, 

PC-3 y K562, en Jos que también presentóun buen inhibición de crecimiento (Tabla 10). 

Tabla 10.- % Inhibición 
compuesto 36a. 

U251 

PC-3 

K562 

celular a una concentración 100 µM del 

% Inhibición de 
crecimiento 

100.00 

63.17 

78.03 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como el compuesto 36a, [2,6,6-trimetil- l -( 4-metoxifcnil)-4-oxo-4,5,6,7-

tetrahidroindol-5-ilidenmetil]urea muestró una actividad citotóxica apreciable a una 

concentración 100 µM, se procedió a determinar la IC50 de éste en las líneas celulares.: 

HCT-15, MCF-7, U251, PC-3 y K562; a partir de una curva de dosis- respuesta de 

celular. 

5:~2.+/- 0.2 

Las ICso se obtuvieron a partir de dos experimentos diferentes 
por triplicado para cada línea ceÍuliir~·:.": .A··:,.· · 

: : . : \ '·: , -.-:: ·. -.{;:"-:~ . 
' - ,., ., »:...:~-~ -,._,._ 

. -<;·\~ :- ~~/, ~,\~.-- ,:_'.' 

Los resultados de las concentraciOn~s iri'~iJ'ifari';;i;so indican que el compuesto 36a 

no es selectivo, pero p~esenta una activicl~á~lt'tt~~1~;·~'ri~·~l~v;ida en dos líneas celulares: 

HCT-15 (colon) y K5G2 Óeucemia) q~~·ii~~i~~~ri;;N1/~~~osdosis para inhibir o reducir el 

50%_ de las células ne~plá~ica5 e~ ~o~p~~giÓ~t l.;{~~;;¡~: lfneas celulares que requieren 

n1ás del d~blC-dc,-dO~·i·~ del_ d~rivad~ d~·~;~~~-" .~ .. ~ 
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5. CONCLUSIONES 

Se logró la síntesis de los· nuevos . derivados [2,6,6-frirnetil-4"oxó~4.5,6, 7-

tetrahidrobenzoC4X-S-ilidenmetil]ureas, con un rendimiento · ace~ta~le. · Todos los 

compuestos •.. fueron car~cterizados por, las •. técnica~• de§espeétroscopia ·. de ·Resonancia 

Magnética Nu~l~a/~e. 1 ~,i~f~a~9jo\~~P,e~i~pf~.;;í~~.e rÍi~s~~: .. ·. ·' .. 

-.:·,~.~· .·.~:-" ·~·..;.~- '~'- ;".: ,··~·:f:';,: 
·:',:;/~-·:/./~~y -~,,~~ .. ~t.~}t;L ~": ~.:;.,:.-. ·. 

'. . . ;<: :·~:'";"·-~-~~-:}:~·.-,Ji>:<\:-~'.'.~(:"'~::;«~~(.,,~¿::,._:_,.'.··::, ~--·:,. . . :, _·,\. . -.- . . -- . 
- La citotoxicida~ de los':deiivados de urea son altamentedependientes de los sustituyentes 

del esqueleto, ~sp~¿'¡~¡fti~n;~,~o·~.'e) ¡;ci;'e~oátóino N y él grup~ elect;odonador en la posición 
- . . -- --'··--·-"'-"·- -:.,,:--·'- - -- - -

para del anillo b~~rié~i~~:: 
. ' , ·. ·- .·- ,·p·!. 

- El compuestó 36a (R.;, OCl·IJ) tiene una alta actividad citotóxica en .las líneas celulares 

HCT-15 y K562, 
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6. PARTE. E.XPERIME.NTAL 

6.1 DATOS GENERALES 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Mclt-tcmp 11; los resultados 

se reportan en ºC sin corregirlos . Los espectros de infrarrojo se realizaron en un 

cspcctrofotómetro Nicolct FT Magna-IR 750. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno (RMN 1H) y 

Resonancia Magnética de Carbono trece (RMN 13C) se obt~vieron 'en los equipos 

Varian Gemini 200 y UNITY-300. Los desplazamientos químicos se expresan· en partes 

por millón (ppm) utilizando el parámetro o , y están referidos al tetramctilsilano (TMS) 

como referencia interna. Los espectros de RMN 1H se realizaron utilizando clorofom10 

dcutcrado (CDCb) y DMSO deutcrado como disolvent_es. · 

Los espectros de masas se obtuvieron encl espectrómetro de masas JEOLJMS 

AX505HA de doble enfoque, empleando la tédriiea ciéi impacto ·eleetró11ico IEEM .y con 
. _,, .. ~·.' - . : . . . . / . . '• . 

una energía de ionización de 70eV.· 
: -,· ' .':':.' ••• > 

La puri íicación de los compuestos :e 'realizó por cromatograÍia en columna 

empleando gel de sílice Merck GÓ ·F~2s4. El avanc~ de'las ~eacci~;~~s se
0

vériíicó por 

cromatogralia en capa fina de' gel sílice F-254 tipo 60. Mer~k. Pára vi~ualizar a los 

compuestos se empicó una lá111p~ra de l~z .ultravi.oleta y yodo. 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

6.2 Preparació..;' de la 5,5-dimetil-2-(2-oxopropil)ciclohexano-t,3-diona (29). 

E" "" m,.ra; ~oodo, ,,..;.., do "' rofri~o""" y og;<odO" ,,,..,.,;., oo oolooó 

1.0 g (7.1 mmol) J{~I;nedona:disuelta en. I01nL de eta.nol: postcri~nncntc se adicionó 

0.48 g (5.5 mmol).~t~xiJd éÍ~ sodio y 0.57 nÍL (7;1.1miiol) de cloroacctona rec_ién destilada . 
• • .- .'.· ·' ,•·,.·'e"' •; '" .·' ' • > ,• - •• • ' ,• '• :• •• • 

La mezcla dcrcac~ión se llevó'á rciJujo'por/30 minlltos, después de lo cuál sc.llltró;y el • 
'. ' ~--· ::··_:·';'.~ ·<:;~>~f·.;·:··~:-::::·.:·---- ._·;,_ ·, . ·-. <.,;··.·:;~---,_::,'.{;.·.-;:;·:~:;;~- _: -

filtrado se con.centró a sequedad,·· El. residuo sé: disolvió en 10 mi· dcNaOH ~!ll··IO'Vo~ y se. 

extrajo con CH2CI2 (2 X 1 () rnL). La fase acuos~ se aciduló con HCl éonéc;;tr~clo ys~ 
reextrajo con CH2Cl~ (3 X Í O mL). La fase orgánica se secó con sulfato de"~oclid·~i~hiclro, 
filtró y concentró para obtener un sólido, el cual se rccristalizó de. CH2CÍ2~l1exa.;1o·:·se 
obtuvo 0.9 g (65%) del. producto 29 con pf l 32- l 33°C. 

6.3 Preparación de hts 1-(4-R~fenil)-2,6,6-trimetil-4,5,6,7-tetrahidroinclol~4-ona(30a-c) 

Método general (R=Br) 

En un matraz bola ·de 50 mL se disolvieron 0.5 g (2.5 mmol) · del compuesto 

tricarbonilico 29 en 5 mL de ácido acético glacial, posteriormente se adicionaron 0.438 g 

(2.5 mmol) de p-bromoanilina y una gota de ácido sulfl11ico. La mezcla de reacción se llevó a 

rcllujo durante 2.5 h y después se vertió sobre hielo-agua. Posteriom1cnte se extrajo con 

dicloromctano (3 X 15 mL). La fase orgánica se lavó con una solución de Nal-IC03 al 5'Yo. y 

se secó con sulfato de sodio anhidro. La eliminación del disolvente produjo un sólido de color·· 

cale oscuro, que se purificó por cromatografia en columna. Se obtuvo un sólido café claro cuyo 

punto de füsión fue de 172 -174 "C. En la siguiente tabla se muestra los rendimientos y puntos 

de lhsión obtenidas para cada uno de los compuestos preparados. 
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Tabla 12.-Rendimientos de las tetrahidroindolonas 30a-c. 

Compuesto Sustituyente Fónnula Punto de fusión Rendimiento 

30a OCf-I3 C1sl-biN02 145-148°C 75% 

30b 13r C11I-I1sBrNO 172-174°C 71°/o 

30c NOz C11I-I1sN2ÜJ 183-185°C 61% 

6.4 ·Preparación de la 2,6,6~tri~etil-4,5,6,7"tetrahidrobenzofuran-4-ona (31). 
,· - ~.::,·,_ .. ,'.::::')-,~-~~·~:'.:;(:.:'·;-:', '' 

.:.<'; ·:. :·~ :· : : 

En un matraz bol~ de .100 mL se p~~~~~¿,· 'á~_idci polifósforico in silll a. partir de 9.0 g 

de P205 y 5 mL de H3P04 (sobre'u,; b~fto d~ hielo durante la. adició~ deLsegundo 

reactivo). Después se calentó a U~a tetlÍperáturá de 100-1 IOºC y cuando:I~ me:i~Ia sé Iiciuó 

se adicionó 0.5 g (2.5 mmol) del compuesto tricarbonílico 29, mantenie~dci,ia agi~a~ión 
. ~ . ' . . - ; -·,, 

durante una hora. Posteriormente se agregó hielo a la mezcla de reacción -p~~~ i~d~cir la 

precipitación del producto. Éste se separó por filtración al vacio y lavó con agua fria. El 

compuesto 31, un sólido de pf69~71°C, se obtuvo con un rendimiento del 71% (0.32 g). 

6.5 Preparación de la·. 2~6,6-trimetil-4,5,6, 7-tetrahidrobenzo[b] tiofen-4-ona (32). 

En un matraz bola de 100 mL, equipado con barra de agitación, se adicionaron 

30 mL de Úna mezcla bencerio-dimetoxietano (3:1), 1.0 g (5.10 mmol) del compuesto 

tricarbonilico 29 y 1.29 g (2.55 mmol) del reactivo de Lawesson . La mezcla se llevó a 

reflujo por 3 horas, después de lo cual se eliminó el disolvente a presión reducida. El 

residuo que se obtuvo se separó por cromatografia en columna de silica gel, empleando 

como eluyente una mezcla hexano-AcOEt (2:1). Las fracciones intermedias dieron el 

compuesto 32 como un sólido de pf 61-62°C y un rendimiento del 48% (0.47 g). Las 

fracciones continuas dieron la benzofuran-4-on.a 31 con un rendimiento del 18% (0.16 g) 

y pf68-70ºC. 
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.. -. ;·-

6.6 Preparación·· de las S~hidroximetilén-2,6,6-trimetil-4,5,6,7-1etrahidrobenzoC4X-
4-onas (33a-e;:.34 y 35). 

- ., :·· 

Método gene;:i1 (~jbct-13) 
En un nmtraz bola de dos bocas, acondicionado con bmTa de agitación y atmósfera de 

nitrógeno, se adicionaron 5 mL de THF anhidro. En seguida se colocó el matraz en un 

baño de liiclo seco-acetona (-78"C) y después de 5 min se adicionaron 0.5 mL (3.53 mmol) 

de diisopropilamina. Luego de enfriar por 5 min se adicionaron 1.76 mL (3.53 11111101) de 

11-hutillitio 2.0 N y se mantuvo la agitación por 1 O minutos más. Posteriormente se 

agregaron 0.5 g (1.7611111101) de la indolona 30a disueltos en THF anhidro 

(aproximadamente 5 mL) continuando co.n la agitacióri 20 minLrtos más. Finalmente se 

adicionaron 0.57 mL (7.06 mmol) de fonniato_de etilo, gota a gota, y la 1i1czcla d~rciacciÓ;1 
se dejó en agitación por 90 minutos a -78ºC. Después se dejó alcanz~r la tcri~pefa~~~ri 

. . . . . . ,_ . -- .. ' ~. '; '.-.' . - " ·,: ~:-: ... 
ambiente. A la mezcla de reacción~'; lc'añadió. 10 n1L de solución saturada de; l;il:f4Sl y se 

extrajo con CH 2Cl 2 (3 X 15 mL ). La fase orgánica se secó corí'.sulf.1íci'dé soctici'y.se 
, -e- -'· __ ,. ·.·-- - • . ' . ·. ·_- ···- ---.:.: ·' •'· - ' ' 

concentró. El residuo se separÓ po~:croiÍiutogra!ia en columna dc,~ilic'R géi utiÍiz~ridoccimo 
cluycntc una mezcla l;cxaho-AcOEt (2:1).' De las fracciones i~tc~nedia~\~';ibtu~~ un 

sólido de pf 113-114 ~·e·. En la tabla 12 se presenta el punto de fusión y rcndimien;o de los 

compuestos sintetizados. 

Tabla 13.- Rendimientos de los derivados hidroximetilén-cetonas. 

Compuesto Fórmula Punto de Fusión Rendimiento 

33a C1•1l-b1N03 113-114 °C 42% 

33b C1Kl-l1KBrN02 120-121 °C 381
V.1 

33c C1Kl-l1KN2Ü4 139-141 °C 30% 

34 C12H1.0J 63-64"C 46% 

35 c121-1,,so2 93-95°C 44% 
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

6.7 Preparacion de las [2,6,6-trimetil-4-oxo -4,5,6,7-1etrahidrobenzoC,X-5-
ilidemetil)ureas (36a-c, 37 y 38). 

Método general (R=OCl-13) 

En un matraz!Íóla de 1 O 111L, con barra de agitación, se colocaron O. 1 g (0.32 mmol) del 

co~pu6st~ fo~ll~d~JJ~~;y.0.02 g (0.32 ~ITiol) de urea en S mL de etanol y una gota de 

ácido .clorhídric6.:L~'llid~clade ·reacción. se llevó a· reflujo por .6 h y posteriormente se . , . . ·.,'· .. · ' . ~...,. . ... .';'. . - ~ '-· ··- ·. ·' . . :· . ' '.. . , 

dejó 24 h 'enº el' éo'ngelador,. para favorecer la precipitación -del compuesto esperado. La 
. ··'" "• . ··.· .. ·;,,. .. - ·,·. . . . . . 

mezclase filtróy~l-precipitadose lavó con etanol-agua (90:10). El sólido que se obtuvo 

presentó u~ dfd~ 268-269 ºC, con un rendimiento del 52 % (0.06 g). En la tabla 14 se 
,. . ·-·· ' .. 

muestra los puntos de fusión y rendimientos respectivos para cada compuesto. 

Tabla 14.- Rendimientos de los derivados de urea. 

Compuesto Fómmla Punto de Fusión Rendimiento 

36a C20H23N3Q3 268-269°C 52% 

36b C19I-l20BrN302 281-282°C 55% 

36c C19I-l20N,Q, 290-291°C 71% 

37 C13H16N20J 245-246°C 47% 

38 C13I-I16 N2S02 223-225°C 46% 
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6.8 Pruebas de actividad citotóxica. 

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en el laboratorio de Pruebas de 

Actividad Biológica del Instituto de Química de la UNAM por la M. en C. Teresa Ramirez 

Apan, empleando el mismo método utilizado por el National Cancer Institute. 

Lasynéas celulares de cáncer humano utilizadas para determinar el. %'de fohibición 

de crecimiento celular y. IC,o del compuesto J~a 
0

fuerC>ll: l-ic.f2:1s (c~lb~)Y~cF~i (mama), 

u2s1 (SNC), ~C-3 (próstata) y K-562 (L:eu~erni,~);'~rnpb·r~i·oiiaci~s p¿~~Í·N~ti~~á1canc~i­
Institute (ÚSA) y po'r el Centro Médico IMSS (~~xic~t '/ ºº:}:'~:J; r~ ·: :'. ;, . .. . .. 

;· ,. _. ·,~·'. 

·. La determinación se realizó por un ensay; ~~Íorirllét~ibo,q
0

ll~"érii~1eaco.t{o'd~1orante 
sulforhodamina B (SRB) que se une a las pr~tein~s celuÍá;~~;,paf{ tiiJaif ~1 i:'r~ci~ie~t6 y 

viabilidad de las células. Las pruebas de actividad se reali~~bn ~n dos pla6a~ de 96 pozos 

(Fig. 6), a las cuales se le dio la siguiente distribución: 

en donde: 

Plato tiempo cero (To) Plato experimental 

DMSO 

Figura 6. Placas de 96 pozos para pruebas biológicas. 

A y H son blancos (solo medio de crecimiento) 

B - G lineas celulares de cáncer humano. 
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En cada pozo de las placas, se depositaron 1 OOµL de la suspensión de células 

neoplásicas, se incubó por 24 ha 37ºC en atmósfera de 5% de C02. 

Después de este tiempo las células de la placa · tiempo cero se fijaron con TCA al 

50% yse tiñeron con una solución'de sRJ3 paradet~nninar su densidad óptica a una 

Íongitudde ondadé s 1s.n111;~san·d~~uri lecto;·~e::iiíid~oplaca~, El promedio de los valores de 

1a· densi.daf ;;J~t:~~"~¡r~~~i:~~t~1~~~~-ti'.~!]:~~·~~~~~i~\tie.~po' cero. (To). 

Por otrnparte; ala' pia~a experiment~I se le ~dicionaronn 100 µL de la solución de 

~:.~~!!!l!l~islelo~b~~tt¡uv'.:1:.·\e._rtiº'inl_iª~!e;~;; :~:;:~~~~~~;,"~'~' ~ respectivas· cone:~nt~acia11es; . µ~11ir._de 1~_sig~iente e<:ü~ció~ :· •. 
;~·-' ::, ·.~·:<.~'.:.: -"'' . -

.%1C 100 

en donde: 

T = densidad óptica después de 48 h. 

To= densidad óptica a tiempo cero. 

e = densidad óptica del control 

-------~---

(
. T - To 

C - To " too] 
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Anexo 5. Espectro de infrarrojo del compuesto 36a. 
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Anexo 6. Espectro de masas del compuesto 36a. 

,i!SJ 

I~ ,JCI 

! ~ .'12 

·"' ~ 1 
11 ) 

,~tiil ,1r1i· l. r 



1 
l 

Vl 
00 

~~ 
o• 
MC' 

"!"' 

\! 

J 
J!( 
" 'º 

c~-R-~artinez 5:1-g-1 nr 
Schent- COCLJ 
Ocser~e· H1 

8ruli.er-:!~0-YHZ 

-11"1 ... "J"., C'l g 
~ 

,.., '<1'.C ::::: ...... 
., .... CJl:ll:J:D e w-: ,._ ~M 
t."'l f\¡ - C': ... "il' ~ ,.., e t'w e: 
~ (\¡ f\¡ - ~ ~ • - e M-
r-.r-. ............... "' M C\I r~ !'l. --
"\l)¡i 1 1 \/ 11 

CJC': '11: ~ "'~ o.., ""'l""I MO> 
& '<I',... CJ al "'"' 5~P4ñ!~ ºº 

11!! n 

ti Ir 

-~lLL 
1 111 1111 ¡11111' 

DP!l'I 71 7' 

-
-

-

1~()~( I~( )~( );( J!( 
9 e 7 6 5 4 l 1 ' 
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