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1. INTRODUCCION

La lucha contra el cancer lamentablemente no ha terminado. A pesar de que existen
diferentes tratamientos: cirugia, radioterapia y quimioterapia, solo se ha logrando la
mejoria de los sintomas y a veces la prolongaciéon de la vida. La quimioterapia, cuyo

objetlvo consiste en el uso de farmacos contra dicha enfermedad sin dafiar al pacxente tlene AN

existen otros mhlbndores como




2. ANTECEDENTES

2.1 CANCER.

La palabra cancer se utiliza para agrupar una gran variedad de enfermedades_que se
caracterizan por.dos aspectos: el crecimiento celular no regulado por sefiales externas (es
decir, autonomo) y la capacidad de invadir tejidos y originar la metastasis. El primero de
estos aspectos, el crecimiento incontrolado de'células anbrmales es una propiedad de tddas
las .neoplasias o nuevos tumores. Una neoplasna puede ser bemgna (no cancerosa no se
propaga) o maligna (existe invasion), por ello cancer es sindnimo de neoplasxa mallgna
Los canceres de tejidos epiteliales se denomman carcinomas, y los te_udos no epntehales i

sarco mas

La informacion mas reciente sobre incidencia de cancer.en Mexlco corresponde al .

periodo comprendido entre 1993 y 1996 y fue recopllada por. el Instltuto Mexxcano “del

Seguro’ Social (IMSS) y la Secretaria de Salud (SS) En este penod s dlagnost‘ aron’

Nacxonal

co-uterino, el de

ata,. pulmon, rifién,

- pancreas y Ieucemla so os'que epresentan el mayor i

idencia y muerte.’




2. ANTECEDENTES

En: la ‘actualidad las técnicas de tratamiento contra el cancer son: cirugia,
radlolerapla Y qu:mloterapla que conducen la curacion de mas del 50% de los pacientes

i dlag,nosuchos con cancer.

.. ‘La cnrugla es el metodo eﬁcaz para curar a los pacnentes cuyos tumores se llmntan a
. determmadas locahzacnones anatomxcasﬁ no eS‘ utll cuando se . trata de cancer

avanzado (metastasm)

e La radioterapia, cyomo,lé cirugia,’ es una modalidad de tratamiento local del cancer,

que consiste'en'administrar adiacion idhizahte eh ‘forma de rayos X o rayos y en

una locahzac:on tumoral que terminan por causar una ‘lesion bioldgica, siendo el

"ADN el objetlvo pnmano de la destruccnon celular. Idealmente la radioterapia
deberia. destruir el tejido. canceroso,- pero tambicn llega a lesionar las estructuras

normales circundantes.

e La quimioterapia sistémica es el principal tratamiento disponible para tumores
malignos diseminadbs. En la actualidad los firmacos anticancerigenos tienden a
utilizarse en una fase mas temprana del tratamiento, porque en tumores pequeiios
donde el crecimiento es mas rapido, es mas sensible a la quimioterapia. ‘ o
Hay una variedad de compuestos antineoplasicos que son usados en la clinica,"por
ejemplo agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides de la vinéé,"antibiéticoé

antitumorales, hidroxiurea y enzimas..-

2.2 AGENTES ANTICANCERIGENOS

Los compueslos antlneoplastcos son, qu1mlcamenle dlfcrenles y su mecamsmo dc g
accion es diverso, actuando fundamemalmente sobre la blosmtesns de los acxdos nuclelcos y';‘
en relacién con el ciclo celular o mltotlco mterfnendo en algunos de sus pasos

metabolicos con los que se produce el dano celular correspondnente




2. ANTECEDENTES

Los mecanismos de accion de dichos farmacos son:

a) inactivacion del ADN por los agentes alquilantes que fijan grupos alquilo en el
mismo, .impidiendo su replicacién y por lo tanto la mitosis (ciclofosfamida,

busulfan, clorambuéi]o).

los alqaioides de Ié

‘el “huso” mitétiéo

* inhibidores " de la - sintesis

asparaginasa, -

“Desoxirribonucleétidos - -

Citarabina ot .;

Fluorouracilo Can e
" : -
ADN - ——> ARN
Daunornibicina
Agentes ..l ‘poxorrubicina =44s« Asparaginasa
alquilantes Dactinomicina
ADN Proteinas

Figura 1. Mecanismo de accion de algunos agentes antineoplasicos




2. ANTECEDENTES

2.3 ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA DE COMPUESTOS N-C-N.

Los inhibidores de la ribonucleStido reductasa pueden servir como -agentes
terapéuticos del cancer e incluyen la hidroxiurea 1, las tiosemicarbazonas de N—heterociclo-

carboxaldehidos 2, y andlogos de nucledsidos 3. De estos inhibiddfes

la hndroxnurea y

gemcitabina son los {nicos compuestos utilizados a mvel chmco para ‘el tratamlento de .

cancer

HaN-

ﬁ L ACHNG
C—NH—OH m
. GNNHCSNH,

N
: tiosemicarbazona del L T S
2,2- d
Hidroxiurea ‘ 5-acet|lammop|r|dma-2-carboxaldeh|do AR dl?;:n:%i;ﬁﬁzc;lrldlna‘
: (S-AAP) AR N
1 2 EER R -3

2.3.1.- HIDROXIUREA.

La hidroxiurea es el representante de un grupo de’ compuestos cuyo smo de accxon B
es la enzima ribonucledtido reductasa. chha enznma catahza la conversmn reductnva de’
ribonucledtidos en desoxirribonuclestido (Fig. 2) es de maxlma lmportanma ‘y qulza :

constituya el paso cmetlcohmltante en la blosmtems de ADN y represente un obJetlvo
19,10 o

l6gico para el disefio de agentes qulmxolerapeuncos




2. ANTECEDENTES

Base B
o ? ? ase
—-o—bl=—0-tl= o- H2 —O—P—0-P—0-CH,
?og — 7 ¥
| 1
H H
HO H
dNDP

Figura 2.- Accion de la enzima ribonucledtido reductasa

“El mecanismo exacto por el cual la hndroxlurea produce sus efectos citotoxicos alin

se desconoce Vanos estudnos cn cultlvos de tejldOS, en ratas y ‘en el hombre apoyan la
hlpotems que la hldroxlurea causa mhnbncnon mmednata de la smtesns del ADN (Fig. 3) sin

mlerferlr con la smtesns del acido nbonuclexco o Ia protema

S —¥ Intervalo -~ [ - Profase Metafasc
s Anafase Telofase
Sintesis de ADN |)rcllllt9tlco : Mitosis
.- Accidn especifica para fase M:
Vincristina Vinblastina

Accidn especifica para fase S:
Hidroxiurea

G,

T ’ Fasc de reposo

o inactivacion

Figura  3.- La hndroxlurea es especnﬁca y acttia en la fase S del ciclo celular y

ocasiona detencion en la mterf'az G- S




2. ANTECEDENTES

Se han postulado tres mecanismos a través de los cuales se explica el incremento de
la efectividad de la administracion de la hidroxiurea con la irradiacion en los carcinomas de
células escamosas (epidermoides) de cabeza y cuello. Estudios in vitro, que utilizan células
de hamsters 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 -G1 o estado de presintesis del ADN, donde son mas susceptibles a los efectos de la

radiacion.

El tercer mecamsmo de accnon se basa en estudnos invitro, de »celulas Hel.a: parece

':-vaunque esto no necesanamente sngmﬁca que todos los quelantes

: pero es 30 vcces menos actlvo como mhlbldor de \a sintesis de ADN._,

HoO0 o e e
HO—N—C—CH,; ~  HO—N—CH,—C—OH -




2. ANTECEDENTES

2.3.2- TIOSEMICARBAZONAS (

También las tiosemicarbazonas -N- heterocnclo carboxaldehldos han

b) ba_]o potenmal mhlbltono para la :

metabolismo y excrecion como O-glucoromdo,

enzima, el cual es esencial para su acuvndad antmeoplasnca Yo c)’ mdxce terapeunco bajo

Esto motivé la sintesis de: denvados de tlosemlcarbazonas como kla

tiosemicarbazona del 5- ammonsoqumolm- -carboxaldchldo (AIQ] 7), que“ no: es tan’

susceptible a la O-glucuromdacxon Para proteger el 3 -NH,_ de la formac de derlvados :

inactivos 5-acetilados, se mserto unk ‘grupo C113 en: la poswl
isoquinolina  (MAIQ-1, 8) lo cua

acetilacion enzimatica del g,rupo NHz sin’ embargo MAIQ-

n* 4'del amllo de.'la

fcrea un |mpedlment' ue: nmlmlza; la

1o ‘suficientemente

soluble en agua para permmr una l‘ormulacnon adecuada para uso hum ano’-’




2. ANTECEDENTES

) Posteriormente en 1992 se describido la Sinlcsfs y ~actividad. antitumor dc. la
tiosemicarbazona del 5-(acctilamino)piridina-2-carboxaldehido (5-AAP, 2) qbuc pr’cskenlék
una fuerte aélividad inhibitoria in vitro dec la ribonucléélido difosfato rcdﬁclash'y ‘Lllld
acllvxdad anticancerigena significativa in wivo. Por dnalog,la ala rclacnon cslructural entre
AIQ 1'y_ el derivado S-acctilado (5- AAP) se postuld ln sintesis dc nucvos compucstos de

“los cuales sélo ldS tiosemicarbazonas del 3- Ammoplrldma 2 carbouldchldo (3 -AP; 9) y del:

3-amino-4-metilpiridina-2- carboxaldchldo (3 AMP 10) mostraron mas cfccuvndad quck',

’la '5-AAP cn ratoncs con Icuccmla LIZ]O ‘M-109 canccr dc pulmon y A2780 c.mcer dc'_

"ovdrlo humano. El susllluycnle del 'mnllo SCvC|I5IO pam provccr un;_bdlancc

llpol'hco/hldrof"llco y! un intervalo clcctromco adccu'\do

CGLS-UP

Su aclwxdad_ ram a

para qucldr loncs mplthos qu

or,gmusmo(rli-, 4) lsm

Figura 4.- Formacion de” quclatos con’ iones metalicos.




2. ANTECEDENTES

2.4 METODOS GENERALES DE SiNTESIS.
2.4.1.- C-ALQUILACION.

La acidez de los hidrogenos unidos al carbono o 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- hldrobeno

La acidez de este npo de protones esel'te ab ur ceso conocido como

formacxon

estab:llza la'ca . om ,3- |carbomhcos.

LRI LURL

Esquema 2. Reacciones de alquilacion de carbaniones.




2. ANTECEDENTES

2.4.2- sierE‘spsp TETRAHIDROINDOL —4-ONAS.

Una de Ias met as gencrales para la obtencion de tetrahidroindol-4-onas 11 ¢s
la dphcacnon dcl mclodov de Paal Knorr para sintetizar pirroles, que sc lleva a cabo con
compucstos 1 4 dlcarbomllcos y ammas alifiticas o aromaticas, cn medio acido.'® Otras-
sintesis mvolucmn mis pasos y por ende bajos rendimicntos, por c;cmp]o la preparacxon .
de 12." :

i) - AlICl;, CH,Cly, TMS T™S
i) BanlCll(Cll3)C02CHg. CDMT,NMM

iii) Lil, E1OAg, reflujo

iv) Ac0, 70°C(1h) a 125 °C(3h)

Esquema 3. Sintesis de tetrahidroindolonas. .




2. ANTECEDENTES

2.4.3.-siNTEs'l_s’fl)|§ LAS.'4",6,7-’[‘ETRAIIIDROBENZOFURANA-ONAS.

CEl snslcmd anular. de: los bcnzofuranos forma parte de muchos productos nmuralcs y

-dc produclos‘ ﬁlrmaccul:cos\smlellcos En’ el su,menlc csqucma ‘'se presentan_ algunos

métodos dc sintesis de las tclr'llndroben?ofuran 4- onas 13, l4 y 15, a partn de compucstos

diy lncmbomhcos

‘CICH,CHO -

H;80, conc.”

Esquema 4. Sintesis dé tetrahidrobenzofuranonas. -




2. ANTECEDENTES

2.4.4.- SiNTESl,S,I/)E : ;AS‘4,5,6,’7-TEVTRAIHI)ROBENZO'I‘IOF

La smtes dc nuevos hetcrocxclos con azufre cs 1mponanlc t

v:sta de'la qulmlca 1clcroc1cllca, como “de la industria f'\rm'\cet

prcscm.m al5unos 1clo C de smlcsns dc lcr’llndrobcn/o[b]t

S

- L~COOH - 100 °C,’s min

11COCHO

: ~sH

Esquema 5. Sintesis dc‘gclrahidrobcbnzotio['cnonus.




2. ANTECEDENTES

2.4.5.- o-FORMILACION  DE CETONAS. -

HCO,C,Hs, NnOCH;
benceno o E,O

Otro método para mtroducnr un sustituyente formilo_es la:reaccion: de Vllsmeler- -
Haack que usa formamida dlsustltmda y POCI; embargola reaccion da una mezcla lo .

que da un rendimiento bajo del producto formllado 19 (21%)

Ry-N-C-H
_POCHy

19




2. ANTECEDENTES

2.4.5.1.- TAUTOMERIA EN o-FORMILCETONAS,

Las o-formilcetonas tienen dos formas tautoméricas: la aldo-endlica 20a y la
hidroximetilén-cetonica 20b donde el desplazamiento quimico del proton aldehidico Ha y

Hb 'y la constante de acoplamiento (J) entre Ha y Hb y el proton del .OH ‘s'on

. sngmﬁcauvameme diferentes. La medlcmn de estos dos parametros da una esnmacnon de la L

proporcnon de cada una de las formas endlicas obtemdas los valores llmltes ara estlmar lak,

exlstencxa de la forma aldo-enol son 5Ha 9.1 ppm y J— 0 pa

permxten mtroducmdxferenle sustituyent

cup el grupo formllo o-

S erlvados oxatmos g

;dlSUStlluldOS 21 con ‘

sulfeno

1n SIS orgamca ya que: -



2. ANTECEDENTES

\

\\/
O/

Esquema 8. Obtencién de oxatinos.

ser condensados ~con -una
327;5

También, los derivados

ina para dar el plrazol 2

2.4.6

3 4 20 : ..
W C—NHR | =™ C==NR

=0 + NHp

R

Esquema 9. Adicién de nitrégeno como nucledfilo.

16




2. ANTECEDENTES

El producto dc adicién que sc forma al principio es tetracédrico y semicjante a un
hemiacetal, pero con un grupo NH en lugar de uno de los oxigenos. Estos productos de

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

enlace carbono-nitrégeno. Cuando se_han.formado a partir de aminas primarias. cstos’

productos sc llaman iminas 24

Las reacciones de: condcnsacnon dc cclonas o aldchldos con  hidroxilamina forman
836 IS

oximas 25; y con lnosen‘ncarbdzums forman lloscnncarbuon'ls 26

CUNH,OH=HCL
"= NaOH/EtOH " 7

NH,-NH-C(S)-NH,
EtOH / HCI

Ia sintesis dc dlhldroquma7olmas a parur dc la condcnsaclon dcl a-fomulmcloh(:\enond

alquilada con amonio y formamida, urea, llourea yguamdma ( Esqucma 1.%7




2. ANTECEDENTES

1 '
O N=C=NIl, )"\“/k“
‘ Coo -2 “20 N

X=Hy O, S, NH .

e Esquema ll.'Sin;csis de,dillidféqﬁindié inas.:

La sintesis dc hs pmmldnns como 27 tamblen mvolucrdn la combmacxon dc

rcactivos que contienen cl esquclclo N C-N' como Ia urea llourca y guamdma, con olro quc

incluye la unidad C-C- C (cuya clcccnon dcpcndcra dc] susuluyenlc quc se rcqulera en el

producto final), ¥#3? '

o
|)I\OE1 - : JI\ RS ElON'a. NH
& H;NT NH, o refiujo » A
N* S : o HN™ }f{ (o]
27

" Esquéma 12 C')blekhc‘i'én de pirimidinas.




3. OBJETIVO

« Sintetizar - los ‘comp‘ucstos" [2,6,6-trimetil-4-oxo -4,5,6,7-tetrahidrobenzoC X~
5-ilidenmétil']u’r'(;’as'ﬂ’;‘( X=NAr,0,S) y _ evaluar su actividad citotéxica en
3 lin(':rns"“crelvul::ﬁllfés' iézinceros:is ( HeLa, liCT—lS; MCF-7).




4. RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de las [2,6,6-trimetil-4-0x0-4,5,6,7-tetrahidrobenzoC4 X-5-ilidenmetillureas se

realizo de acuerdo al siguiente esquema de reacciones:

>@ ET)N\,Z—OE’ z
Hor
L )

Q S

30a-c
. HC%C,H,' HCO,CHs
o o i
H%js_' . o o .
B ) N. u
. . Q ) ﬁo Lo
33a-c R 34
NH,CONH, NH,CONH, ~
o
HZN Q

HZN)l\NH [
iig Yy

36a-c 37
Esquema 13.

N"Csson

32 -

HCO,C,H;

NH,CONH,

HN™ J o



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prcp}nra(‘:ié'n de 1a 5,5-dimetil-2-(2-oxopropil)ciclohexano-1,3-diona (29).

El compuesto 1,4 dicarbonilico 29 se formo a pamr de la C-alquilacién de la .
5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona con cloroacetona: Para generar el anién de la 5,5- dlmetll- =
13 ciclohexanodiona se empled etoxndo de SOle como base y ectanol anhidro ’como '
disolvente. El compuesto 29 se obtuvo con un rendimiento del 65% y tiene un puntq de
fusion 132-133°C. ' e

La estructura del compuesto 29 se corrobord por espectroscopia de “infrarrojo " -

(pelicula), resonancia magnética nuclear de 'H y espectrometria de masas. Las sefiales -

caracteristicas del compuesto se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1.-Datos espectroscopicos del compuesto 29.: :

IR RMN 'H EM-IE -
(CHCl;, cm™) (CDCl3, ppm) e ,‘Rill‘/l)v"'

1.09 (5,6H,CH;- C5)

25, 3H H- 3

296(d 2H M)

, ,352(5411 H-4,2 6)';[‘ S
385 (1 1HH- 7) s

1707 (C=0)

196
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.2 Preparacion de las 1-(4-R-fenil)-2,6,6-trimetil-4,5,6,7-tetrahidroindoli-4-ona (30a-c).

HoN,

@\R \

Z.

29 - “30a-~c

La formaclon de los enlaces N-C; y N-C4 se realizé empleando el metodo de Paal-
Knoor. * Para esto se uso el compuesto 1,4 dlcarbomhco 29 como matena pnma con una :

mol de las anilinas p-sustituidas (R=OCH;, Br y NOz b en acndo acetlco glacxal y una gota

de acido_ sulfiirico como catalizador. En el esquema 15 s muestr “el‘mecanism 'de la

reaccion. Los rendimientos de los productos depen en:d

aromatico: los mayores rendimientos corresponden a los sustltuyente electro onadores" &

mientras que los sustituyentes electroatractores lo dlsmmuyen Las tetrahldromdolonas’30': :

son solidos cuyo color varia de acuerdo aI susmuyenle La estructura de estos compuestos'f
fue corroborada por las técnicas espectroscopncas de resonancna magnenca nuc]ear ‘de
hidrogeno, espectroscopia de mf‘rarro_;o y espectromema de masas. En la tabla 2

muestran las sefiales caracterlsncas de los compuestos 30.

22




4. RESULTADOS Y DISCUSION

o i
—_ _— m
= ®
oy o
(o] Hz
&~ HO
e NH;

0L

Esquema 14. Mecanismo de reaccién de las indolonas 30.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 2.- Datos espectroscopicos de los compuestos 30a, 30b, 30c.

~R=0CHj, Br, NO,

Compuesto

| (KBryem

[R

.. RMN 'H
(CDCl3, ppm)

EM - IE
(Mi, m/z)

30a

| ‘1648 (c=0)
Fisiremor

6.98-7.15 (m,6H,H-AA’BB’)

1.05 (s,6H,H-9,9")
2.02(s,3H,H-8)
2.34 (s,2H,H-5)
2.37 (s,2H.H-7)
3.87(s,3H,0Me)
6.34 (d,1H,H-3, J=0.9 Hz)

30b

1650 (C=0)
11520 (C=C)

7.08-7.67 (m,6H,H-AA’BB")

1.06 (s,6H,H-9.9")

2.04(s,3H,H-8)

2.35 (s,2H,H-5)

2.37 (s,2H.H-7)
16.37 (d,1H,H-3, J=1.0 Hz) .

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

331-333

30¢

NO»

1653 (C=0) .
1528 (C=C)

- 2.10(d,3H,H-8, J=0.92 Hz)

2.37 (s,2H,H-5)
2.42 (s,2H.H-7)
6.46 (d,1H,H-3, J=1.0 Hz)
7.39-8.45 (m,6H,H-AA’BB")
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3 I’reparacién dela 2,6,651rimctil-4,5,6,7-tctrahidrobenzofumn-4-ona 3.

APF

29 . v 31

Para la oblencnon de la 4 benzoﬁ:ranona 31- se hIZO reaccnonar el compuesto l 4-

dicarbonilico . 29 con- ac:do pohfosfonco a: l30°C Se obtuvb un: 71%

pf 69-71°C.*'*? La estructura del compuesto 31 “se’ corrobord medlante, os- datos"

* espectroscopicos que se muestran en la sxgmente tabla -

TABLA 3.- Datos espectroscépicos del c'omva_:e'sto 310

IR RMN 'H " EM- IE
(CHCl3, cm™) (CDCl3, ppm) (M, m/z)

1.13 (s,6H,H-9,9°)
2.29 (d,3H,H-8, J=0.5 Hz)
2.34 (s,2H,H-5) 178
2.69 (s,2H.H-7)
6.23 (d,1H,H-3, J=1.0 Hz)

1667 (C=0)
1584 (C=C)

25

e.un solldo con .




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4 l"reparacién,’dt‘: 1a 2,6;64;’ri|f1clil-4,5,6,7-telrahidrobenzo[b]liofcn-4-ona 32).

(o]
4 3
R. Lawesson 5 \ 2
Benceno, DME 9 8
t ‘ A S
9 7 E

La benzo[b]uofen 4-ona 32 se formo ha |endo reaccnonar el compuesto 1, 4- L
. dicarbonilico 29 con el reactwo de Lawess n: . 32 se obtuvo con un
rendimiento del 48% y un punto de ﬁ.lSIOH de 61 62°C L dentldad de 32se determmo por
las seflales caracteristicas que presento en 'sus. espectros de mfrarro;o resonancxa magneuca

: ,nuclear de hidrogeno y de masas.

TABLA 4.- Datos espectroscopicos del compuesto 32.

IR ’ . RMN 'H EM - 1E
(KBr,em™) | . - (CDCl;3, ppm) (M3, m/z)

111 (5,6H,H-9,9)
2.37(d,2H,H-8, J=0.6 Hz)
- 2.41 (5,3H,H-5) 194
2.81 (s,2H.H-7)
| 7.01 (d,1H,H-3, J=1.2 Hz)

1661 (C=0) -
1548 (C=C) .

26




4. RESULTADOS Y DISCUSION

e iIé|1-2,6,6-lrilnctil-4,5,6,7-lclmhidr()bcnzoCJX-

descado. -

No hubo reaccién

: )NuOl"l éter scco lICOZCzl 15, 6ha 0°C

‘b)NaH, "éter scco,” HCO,C,ls, Sha 0°C.

- ¢)NaOE(, benceno, HCO,C,Hg, 4h ‘a 0°C,
- d)NalH, tolueno,  HCO,C,Hs, reflujo por 17h.

Los resultados anteriores indicaron la necesidad de utilizar una basc mds fuerte. Sc

" escogio cl dnsopropllanuduro de lmo (LDA) ya que su pKa ¢s mayor a 25 (cl pKa de las
cclonas. cs smnldr) El LDA sc. prcp’lro trutando la amina correspondiente con un
cqulv'\l«.nlc de n- buullmo, cn un dlsolvcntc aprético como ¢l tetrahidrofurano (THF). La
formacién del cnol.xlo con LDA sc llcvo a cabo a -78°C en un baiio de hiclo seco y acctona

y unat atmosfera mcrlc dc mlrog,cno a5 .

R Li :
»l;—Bl}[-i —_— 7$\< N




4. RESULTADOS Y DISCUSION

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

seco se logro la obtencion del compuesto formilado.

N\ HCO2C2Hs HTYS
LDA/THF
N --ﬁ{‘rc

mencionar que en eli espectrpbtramb
del aldehido (CHO) de la forma formil-cetona.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La formilacion de los compuestos 33b, 33c, 34 y 35 sc llevo a cabo utilizando
condiciones similares para formilar a la indolona 30a. La estructura de los derivados
formilados 33b, 33¢, 34 y 35 fueron congruentes con sus datos espectroscopicos que se

muestran en las tablas 5 y 6.

’ MECANISMO DE LA REACCION DE FORMILACION.

. La reaccnon emre los dos compuestos carbonilicos consta de dos pasos una adncnon
nucleofllca y una eliminacion. La 4-indolona actia como nucleoﬁlo en ‘forma de enolato
Y el formiato de etilo actia como electréfilo. La ellmmacxon de una molécula de etanol

lleva al producto final,*¢

Esquema 15.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

R= OCH;;, Bl‘, N02

Compuesto

IR
(KBr, cm™)

RMN 'H
(CDCl3, ppm)

EM - IE
M3, m/z)

33a

OCH,

1622 (C=0) .
1514(C=C) ..

1.20 (s, H-10,10")
2.04 (d, H-8, J=1.0 Hz)
2.39 (s, H-7)

3.87 (s, OCH; )
6.37 (d, H-3, J=1.04 Hz)

6.97-7.13 (m, H-AA'BB’)
“-731.(d, =CH, J=10.1 Hz)
- 14.79 (d, OH, J=10.1 Hz)

33b

1.21 (s, H-10,107)

o 3172.06 (d, H-8, J=0.85 Hz )
11622 (C=0) |.
- 1526(C=C)

- 241 (s, H-7)
6.39 (d, H-3, J=1.0 Hz)

+7.39-8.43 (m, H-AA’BB’)

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

361-359

33¢

NO;

1628 (C=0)

1525(C=C)

1.22 (s, H-10,10")
2,12 (s, H-8 )
2.45 (s, H-7)

6.45 (d, H-3, J=0.87 Hz )
7.07-7.66 (m, H-AA'BB")
7.26 (d, =CH)

9.82 (s, H-9)

326
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

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

34 X=0
35 X=8§
Compuesto IR RMN 'H EM - IE
! (KBr, cm™) (CDCI3, ppm) (M:, m/z)

1.27 (s, H-10,10" )
2.31 (d, H-8, J=0.9 Hz)
34 1631 (C=0) 271 (s, H-7) 206

1587(C=C) 6.28 (d, H-3, J=0.9 Hz )
7.32(d, =CH, J=10.8 Hz)
14.22 (d, OH, J=10.8 Hz)

o124 (s, H-11,11")
2.43'(d, H-8, 1=0.57 Hz)
e 502.79 (s, H-7)

©7.03 (d, H-3, J=1.17 Hz )
7.52(d, =CH, J= 9.96 Hz)
14.68 (d, OH, J =9.96 Hz)

] e2s(c=0
35 1576(C=C)"

[
[
w




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.6 Preparacion de las {2,6,6-trimetil-4-0x0-4,5,6,7-tetrahidrobenzoCsX-
5-ilidenmetil]ureas (36a-c, 37y 38).

CH
3 Hy

33a : T 36a
El derivado 36a se formé a partir de’ una reaccién ‘de condensacién entre la
~ hidroximetilén-cetona 33a y la urea (!:1), utilizando como xhedio de reacci6n etanol y una

golzi de HCI concentrado como catalizador, El pH de la sohicidn debe ser dcido, perosies

L demasiada dcido se protona la ammd (pnerde su ‘nucleofilidad) y por consiguiente retarda

la rcacc16n En el esquema 18 se muestra el mecamsmo de la reaccién.

El compuesto 36a es un sélido y su’ cstructura fue corroborada por sus datos
eqpectroscépxcos Su espectro de infrarrojo muestra las senalcs para el NH de la urea en
3402-3254 em™, C=0 de la urea en 1676 cm™ y el C—O de la celona en 1707 cem’!. En el

espectro de RMN H' muestra a campo alto sena]cs snmplcs

l 24 ppm, que mtcgra para
6H, asignado al gem dimetilo unido. al’ C:6 1
corresponde a los hidrégenos del meulo um
integra para 2H, dsxgnada a los H-7; 3 07. ppm
sustituyente para -metoxilo del anillo bencemco

’ 6 32 ppm que 1ntegra para un H, aqxgndda dl ‘en 7 02-7 22 ppm

una sefial muluplete, que mlegra para 4H c 3 v : cl amllo de benceno;

o una scnal doblc a7 21 ppm, que mtegra bara un tamc de acoplamlenlo (€)]

dc 10.5° Hz 'y corrcsponde al ‘H- umdo a C—9 089 ppm una senal doble con una

te dc a oplamlento (J) de ]O 8 Hz. que corresponde al H enlazado al nitrégeno de la
urea (NH) e ;

32




4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras de los compuestos 36b, 36¢, 37 y 38 fucron congruentes con sus
datos espectroscépicos que se muestran en las tablas 7 y 8. La estructura del compuesto 38

también fue corroborada por difraccién de rayos X de un monocristal del mismo (Fig S).

MECANISMO DE LA REACCION.

El mecanismo de formacidén de los d

nucleofilica de la amina primaria al” grupo cnrbomlo del aldehld

carbinolamina reacciona para formar un .’ doble enlacc por

-H* ™
oo

H. o~ H
4
e
Hy ,. N
N
l R
e L ®_H
HoN ?I)
‘H N
N
R

Esquema 16. Mecanismo de formacién de los derivados de urea.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 5. Rayos X del compuesto 38.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

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

' R=0CH;, Br, NO;

RMN 'H

IR , EM - IE
Compuesto R Nujol. cm™). M /
(Nujol, c“ ) ~(CDCly, ppm) ( » Mmfz)
; .24 (s,6H, H-1T,117)
o 2.03 (s,3H, H-8)
3254,3319 y 3402 2.42 (s2H. H-7)
C(N-B) 3.07 (s,3H, OCH, )
36a OCH3 1707 (C=0, cetona) 6.32(5,1H,H-3) 353
1676 (C=0, urea) | 7.04-7.22 (m4H, HAABB")
7.21(d, 1H, H-9, J=10.5Hz )
10.89(d, 1H, NH, J=10.8Hz )
118 (s,6H, H-11,11")
2.05 (s,3H, H-8 )
3266, ?133‘}{))' 3397 TR Rl
36b Br N 6.25 (d,1H, H-3, J=1.02 Hz) | 403-401
1709 (C=0, cetona) } 355 (411 H-9, J=10.83H
: 1678 (C=0, urea) | ;2% (d.1H, H-9. J=10.85Hz)
. 7.26-7.72 (m,4H, HAA BB')
10.87(d, 1H, NH, J=10.86Hz )
1.20 (s,6H, H-11,11")
3245, 3321 y 3397 | 2.12 (d,3H, H-8, J=0.75 Hz)
(N-H) 252 (s, 2H, H-7)
36¢ NO; | 1708 (C=0, cetona) | 6.32 (d,1H, H-3, 1=1.05 Hz) 368

1676 (C=0, urea)

7.26 (d, 1H, H-9, J=10.89Hz )
7.60-8.42 (m,4H. HAA'BB")
10.91(d, 1H, NH, 1=10.89Hz)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 8.-Datos espectroscopicos de los compuestos 37 y 38.

1711 (C=0, cetona)
1679 (C=0, urea)

6.98 (d,1H; H-3, J=1.2 Hz)
7.44 (d, 1H, H-9, J=11.1Hz )
11.08 (d, 1H, NH, J=11.1Hz)

IR o S RMN MH EM - IE
Compuesto (Nujol, em™)’ 2| (CDCly,, ppm) (M3, m/z)
5 o 1.29 (s, 6H, H-10,10" )
3182,3273 y 3342 | 2.30 (d,3H, H-8, J=0.9 Hz)
37 (N-H) 2.72 (s,2H, H-7) 248
1708 (C=0, cetona) | - 6.22 (d,1H, H-3, J=1.2 Hz)
1678 (C=0, urea) | 7.39 (d, 1H, H-9, J=11.1Hz)
: 11.06 (d, 1H, NH, J=10.5Hz)
1.27 (s, 6H, H-10,10")
3244, 3327 y 3407 2.43(d,3H, H-8, J=0.9 Hz)
38 (N-H) 2.82 (s,2H, H-7) - 264
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.7 Pruebas de actividad citotéxica.

El primer paso para determinar la actividad citotoxica de los derivados de urea
sintetizados (esquema 17), consistio en hacer soluciones 100uM en DMSO de cada uno.
Despues se determind el % de lnhlblClOﬂ de crecnmlemo ocasnonado por los compuestos

- en cada Imea celular, para ello se uuhzo un ensayo colorlmetnco Los resultados obtemdos :

de esta pnmera evaluacton se’ muestran en la’ tabla 9

CH; ' r : - 0,
36a 36b 36¢
. 0 : o o
HZN HzN NH o

iﬁ%iﬁm

" Esquema 17. Compuestos sometidos a pruebas de actividad citotéxica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9.- % Inhibicién de crecimiento celular a una concentracion 100 uM.

COMPUESTO Hela HCT-1S5S| MCF-7
36a 98.18 | 77.38 ;3:733.4_9: ‘
36b 3306
37 19.17 8.76 0

38 67.44 35.23 0

% de inhibicién

100 -

H [« o]
(@] (@] (=]

]
o

Grafical: Comportamiento de la actividad citotoxica

B Comp 36a
B Comp 36b
OComp 36¢
@ Comp 37
W Comp 38
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostrados en la tabla 9, para la linea celular HeLa muestran que el
compuesto 36a es el mis activo, el cual mostré una inhibicién celular del 98%. También el
compuesto 38 present6 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 disefio de nuevos compuestos con actividad inhibitoria para csta lmea celular, al» BRI

|gual que el sustituyente enla posicién para del fenilo.

Con respecto a las lineas celulares HCT-15 y MCF-7,. el compuesto 36a es el umco W

que presenté actividad citotéxica; aunque sélo son 3 sustltuyentes valuados parece que’

1tot6x1ca En la gréﬁca
" bBr y NOz en la

: ‘hay una influencia electrénica de los sustituyentes cn la acuvndad i

1 se muestra de manera visual la influencia de. los susutuyente .

posicién para del anillo aromético sobre el valor de la mhxblcmn celular CE :
A partir de los resultados obtcmdos de las tres lfneas celulares, solo se selecc10n0 el

derivado de urea 36a para evaluarse en lres lmeas adlcwnales de cdncer humano: U251

PC-3 y K562, en los que tambxén presentd un: buén mhxbu:lén de crecnmlento (Tabla 10). .

Tabla 10.- % Inhibicién de

célular a una concentracién 100 uM del
compuesto 36a.. -

% Inhibicion de
crecimiento

u2s1. ’ 100.00

PC-3 63.17
K562 78.03
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como el compuesto 36a, [2,6,6-trimetil-1-(4-metoxifenil)-4-0x0-4,5,6,7-
tetrahidroindol-5-ilidenmetilJurea muestré una actividad citotéxica apreciable a una
concentracién 100 tM, se procedié a determinar la ICsq de éste en las lineas celulareS'
HCT-15, MCF-7, U251 PC-3 y K562; a pamr de una curva de dosxs- respuesta de g

%mhxblcujn de crecimiento ‘vs log concen(rdmén 3 1, 10:. 31 y 100 p.M pa

_cyelu,lz_lr.

PC3

kse2 | /02

. Las IC50 se obtuvieron a pamr de do expenmentos dlferemes
- por triplicado para cada lfn i

Los reéultzidoﬁ de las concentr: ndlcan que el compuesto 36a

no es qclecuvo. pcro presentd una" ada en dos lineas celulares:
* HCT-15, (colon) y K562 lcuc

50% de ldS celulas ncop dsicas

X lS para inhibir o reducir el

fneas cclulares que requieren

o mds del doble dc dosxs del denv

40
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5. CONCLUSIONES

- Se logro la- smtesns ‘de” l'os'-v ‘ nuevos ~de‘|'ji\"ai‘jp's 12 6.6-t mé_til-4:"6x6,-’4,'5v,6',’V7-::.

tetrahldrobenzoC;X 5 llldenmetll]ureas R

) compuesto fi

: Magnqtlg:a_ uc; .

dependlentes de los susmuyentes

eteroatom _N y eI grupdelectrodonador en'la posmon

- El compuesto 36a (R= OCH3) " tiene una alta actividad citotoxica en las lineas celulares

HCT-15y K562,
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 DATOS GENERALES

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Mclt-temp 11; los resultados
se reportan en °C sin corregirlos . Los espectros de infrarrojo se realizaron en un

cspcclro[‘olémclro Nicolet FT Magna-IR 750.

Los espcclros de Resonancia Magnética Nucle.xr de Hldrog,cno (RMN 'Hy y
Resonancia Magneuca de Carbono trcce (RMN |:'C) se obtuvneron en los cqunpos
Varian Gemml 200 y UNITY-300. Los desplazamlcmos qunmlcos se expresan en’ parles
por mlllon (ppm) utilizando el parametrod ,y eslan refcndos al 1etramctnls:1ano (TMS)

conio referencia interna, Los espectros de RMN H sc rcallzaron utlhzando clorofonno.

decuterado (CDCIl;) y DMSO deuterado como dlso]vcnlcs

Los cspectros de masas se obtuvieron'en; cl espc 'romctro de masas JEOL JMS.\

AXS05HA dc doble enfoque, cmpléandd' l‘a‘}e belcclromco IEEM y con ¢
una cnergia de ionizacion de 70eV. T

La purificacién de Ios compucs s _s¢ rcal 0 por cromalograf'a en columna’,

cmpleando gel de silice Merck 60 F 254 El avancc de! las rcacélones se venﬁco pork

" cromatograflia cn capa. ﬁm dc g,cl snllcc l‘ 254 llpO 60 Mcrck Para Vlsuahzar a Ios

compucstos se cmplco um l'unpara de qu ullrawolcta y yodo




5. PARTE EXPERIMENTAL

6.2 - Prépé¥a¢'6 ¢ l“,‘ S;Sedimctil-Z-(Z-oxopropiI)ciclohcxano-l,3-diona (29).

.. En’un matr

filré'y concemro para oblcncr un sohdo el cual sc recristalizé’ de CHzClz hexanq Sc s

obtuvo 0.9 g (65%) del producto 29 con pf 132- 133°C.

6.3 l’rcpzlracién de l:l_s 1;(4-R'-fcnil)-Z,G,G-trimctil-4,5,6,7-tc.frzlI'lvifdionnxdq}@dﬁa(SO:g—c) T

‘Método gcncral (R—Br)

: En’ un mntra? bola d(. 50 mL: sc dlsolwcron 0.5:g- (25 mmol) dc] ol ompueﬁlov
mcarbomhco 29 cn s mL de dcido acético glncxal poslcrlormcnle se adxcxonalon 0438 ;:,

(2.5 mmol)’ de - blomonmlma y una gota de dcido sulfirico. La mczcla de rcaccmn sc llevo a’.

reflujo durante -2.5 h y después se vertié sobre hielo- -agua. Poslcrlomwnle se. cxlrajo con_}'"

diclorometano (3 X 15 mL). La fasc organica sc lavé con una solucion de NallC01 al 5% yo V

se secd con sulfato de sodio anhidro. La eliminacion del disolvente produjo un sélido- de color.: .
cal¢ oscuro, que sc purifico por cromatografia en columna. Se obtuvo un sélido café clziro ctiyo. S
punto de fusién fue de 172-174 °C. En la siguiente tabla se muestra los rendimicntos 'y puntos

de lusion obtenidas para cada uno de los compuestos preparados.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Tabla 12.-Rendimientos de las tetrahidroindolonas 30a-c.

5 Compucsto Sustituyente [Férmula Punto de fusién Rendimiento
30a OCH; CisHaNO2 145-148°C 75%
30b Br CiHBrNO 172-174°C 71%
30c: NOa2 Ci7HsN20s - 183-185°C 61%

6.4 4_P;.*e'pzi|fa'ci_(‘3,n ,'c’ie? Ia: 2,6,6;tri:r5eﬁl¥4',5;6,7_-tetrahid;@iﬁcnzofufan#-ona (31). k

"En un matraz bola de’ 100 mL se preparé " acido pohfosfonco in situ a pamr de 9 0 g :

de P05 'y 5 mL de H3PO4 (sobr ‘vun bano’ de hlelo durante la adncnon del: segundo

reactivo). Después se calentd’ a una temperatura de 100 110°C y cuando la mezcla’se hcuo o

se adicioné 0.5 g (2.5 mmol) de] compuesto trlcarbomhco 29, mantemendo'la agntacnon .

durante una hora Postenormente se agrego hielo a la mezcla de’ reaccxon para mducnr la
precipitacion del producto Este se separé por filtracion al vacio y lavo con agua fria. El K

compuesto 31, un solido de’ pf 69-71°C, se obtuvo con un rendimiento del 71% (0.32 g)

6.5  Preparacién 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 agitacion, se adicionaron .
30 mL de una mezcla benceno dlmeto‘uetano (3:1), 1.0 g (5.10 mmol) del compuesto
mcarbomhco 29y 1. 29 g (2.55 mmol) del reacuvo de Lawesson . La mezcla se llevo a
reﬂu10 por 3 horas después de lo cual se ellmmo el disolvente a presion reducida. El
resnduo que se obtuvo se separd por cromatograf ia en columna de silica gel, empleando
como eluyente una mezcla hexano-AcOEt (2 l) Las fracciones intermedias dieron el
compuesto 32 como un so6lido de pf 6]—62°C y un re_ndlmlento del 48% (0.47 g). Las
fracciones continuas dieron la benzoﬁ:ran—4-6n’a' 31 con un rendimiento del 18% (0.16 g)
y pf68-70°C. )
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5. PARTE EXPERIMENTAL

6.6 Pn.p.u'.\c:on ‘dc I.ns 5 hidroximetilén-2,6,6-trimctil-4,5,6,7-tetrahidrobenzoC, X-

) ‘ Ln un’ ma r'1/ bola de dos bocas, acondicionado con barra de agitacion y atmosfera de
’nnrog,cno, se adxcnonaron 5 mL de THF anhidro. En scguida sc¢ colocéd el matraz cn un
* bafio de hlclo seco-acetona (-78°C) y después de 5 min se adicionaron 0.5 mL (3.53 mmol)
'dékdikisopropilamilia . Luego de enfriar por 5 min s¢ adicionaron 1.76 mL (3.53 mmol) de
u-b’uliiliﬁo 2.0 N y sc mantuvo la agilacic’m por 10 minutos mas. Posteriormente sc
ag,rcgaron‘ 0.5 g (1.76mmol) de la indolona ’ 30d 'disueltbé en THF. arihidro S

(aprommadameme 5 mL) continuando con la’ az,llaclon 20 mxnulm mas I‘malmcnlc sc

adicionaron 0.57 mL (7.06 mmol) de formlalo de etllo gola a gota y Ia mczcla de reéace
sc dcjé en agitacion por 90 mmulos a; : 1
ambicnte. A'la mczcla de rcaccxon se lcyw‘
extrajo con CHzCl; , (3)\ lS m o

concentrd. El residuo ”s'é sep

cluyente ‘una me/cla hc\ vAcOEl (2 l) De Ias fraccxoncs mlcrm |a sc obtuvo unk'

solido de pf 113-1 14 “C En la’tabla 12 sc presenla eI punlo de fusnon y rcndmucmo de los

compucslos smlcll/ados ‘

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

Compucsto Formula Punto de Fusion Rendimiento
33a CioH2NO; 113-114 ¢C 42%
33b Cigl-hisBrNOa 120-121C 38%
33c CisHisN20, 139-141 «C 30%

34 CiaH 1403 63-64 C 46%
35 Ci2HiSO2 93-95C 44%
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S. PARTE EXPERIMENTAL

6.7 Preparacion de las [2,6,6-trimetil-4-0xo0 -4,5,6,7-1etrahidrobenzoCsX-5-
ilidemetiljureas (36a-c, 37 y 38).

Meétodo general (R=0CHj3)

10 mL;, con barra de agnacnon se colocaron 0.1 g (0.32 mmol) del

2 g (0 32 mmol) de urea en 5 mL de etanol y una gota de

._muestra Ios puntos de ﬁ.xsxon y rendlmxentos respectlvos para cada compuesto.

T;'ibla 14.- Reﬁdinﬁéntos de los derivados dé urea.

Compucsto Formula Punto de Fusién  Rendimiento
‘36a C20H23N303 268-269 °C 52%
36b CioH20BrN3O2 281-282°C 55%
36¢ CioH20N4O4 290-291C 71%
37 Ci3H16N20s 245-246°C 47%
38 CuHiNaSO:  223-225°C 46%
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5. PARTE EXPERIMENTAL

6.8 Pruebas de actividad citotoxica.

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en el laboratorio de Pruebas de
Actividad Biologica del Instituto de Quimica de la UNAM por la M. en C. Teresa Ramirez

Apan, en1p1¢ando el mismo método utilizado por el National Cancer Institute.

neas celulares de cancer. humano: utili

' de crecnmlento celular y leu del compuesto 361) _‘ :
NC )' PC 3 (prostata) y K-562 (Leuc
. lnsmule (USA) y por el Centro Mednco IMSS (v,

La determmacnon se realizo por un ensayo colonm
) sulforhodamma B (SRB) que se une a las prolemas celulare para; medir el crecnmlenlo y
vnabllldad de las células. Las pruebas de actxvndad se reahzaron en os p acas de 96 pozos

’ ) (l‘lg 6), a las cuales se le dio la siguiente dlstrlbucmn

Plato tiempo cero (To) Plato experimental

Compucstol DMSO  Compuesto 2

3.1 10 31 100 3.1 10 31 100 3.1 10 31 100

Iommoom>
IoTMmMoOm>

Figura 6. Placas de 96 pozos para pruebas bioldgicas.

en donde:
Ay H sonblancos (solo medio de crecimiento)

B - G lineas celulares de cancer humano.
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S. PARTE EXPERIMENTAL

En cada pozo de las placas, se depositaron 100ul. de la suspension de células

neoplasicas, se incubo por 24 ha 37°C en atmésfera de 5% de COs.

Despues de este tlempo las celulas de la placa tlempo cero se fijaron con TCA al
ara determmar su-densidad optica a una

. 50% y se tlneron con_una. solucion’de
. Iong,nud de onda de 515nm usando,un:lector:de mlcroplacas‘ EI promedlo de los valores de

10 31\' lOO]J.M y se

a’ celular: en sus

respectivas

%1C = 100 - [%}%" - 100]

en donde: . S :
T = densidad optica después de 48 h.-
To= densidad 6pticé a tienipo cero.

C = densidad optica del control
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