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RESUMEN

Se han dedicado esfuerzos considerables al desarrollo de nuevos farmacos
basados en metales de transicién, los cuales han ganado gran importancia en la
quimioterapia contra el cancer y otros tipos de enfermedades. En 1985, se introdujo el
concepto de quimica “bioorganometalica” por Gerard Jaouen para describir a cualquier
compuesto con un enlace metal-carbono con una funcién biolégica ya sea que ocurra de
manera natural o sintética. En este contexto, nosotros reportamos una sintesis eficiente
para una clase novedosa de compuestos con propiedades potencialmente
anticancerigenas, incorporando como fragmentos clave un esqueleto ferrocénico y un
grupo funcional que contiene un atomo de selenio, como una estrategia disefiada para
generar un efecto sinérgico positivo en las propiedades anticancerigenas. Una estrategia
sintética basada en la desmetalacion oxidativa de aminocarbenos de Fischer utilizando
NaBH, y selenio elemental fue empleada para sintetizar ferrocenilselenoamidas como
compuestos bioactivos. La actividad citotoxica de una serie de selenoamidas fue
determinada utilizando los valores de Clso obtenidos frente a diferentes lineas celulares
cancerosas humanas. Se propone un modelo preliminar para explicar la relacién
estructura-citotoxicidad donde diferentes parametros estructurales como la longitud de la
cadena lateral alquilica, la presencia de grupos voluminosos sobre la misma cadena, el
efecto del grupo hidroxilo e incluso el papel del fragmento ferrocénico son incluidos como
responsables de la respuesta citotoxica.
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ABSTRACT

Considerable efforts have been devoted to the development of new transition
metal-based drugs and have reached great importance in cancer chemotherapy and other
diseases. In 1985, the concept “bioorganometallic chemistry” was introduced by Gérard
Jaouen to describe any compound with a metal-carbon bond with a biological function
whether naturally occurring or synthetic. In this context, we report an efficient synthesis for
a new class of compounds with potential anticancer properties, linking as key fragments a
ferrocene backbone and a functional group containing selenium, as a strategy designed to
have a positive synergic effect on anticancer properties. A synthetic strategy based on the
oxidative desmetalation using NaBH, and elemental selenium of Fischer aminocarbene
complexes was used to synthesize ferrocenyl selenoamides as bioactive compounds. The
cytotoxic activity of a series of selenoamides was determined using ICsq values obtained
against different human cancer cell lines. A preliminary model to explain the structure-
cytotoxic activity relationship is proposed where different structural parameters such as the
alkyl chain length, the presence of bulky groups in the same chain, the effect of hydroxyl
group, and also the role of ferrocene moiety are included as being responsible for the
cytotoxic response. Furthermore, these structures can be tuned to create selective or
potent molecules against different types of cancer cell lines. This study provides a detailed
description of the synthesis, characterization and biological evaluation of a new series of
aryl- and heteroaryl selenoamides bearing different hydrogen bond acceptor groups. The
strategy is based on the same selenative demetalation of Fischer aminocarbene
complexes to obtain different selenoamides which were subjected to a biological test to
determine their ICsy against different human cancer cell lines.
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INTRODUCCION

Desde la publicacion del primer compuesto organoselenado, el etilselenol, a la
fecha, la quimica de este tipo de derivados que contienen al menos un enlace entre un atomo
de selenio y un atomo de carbono en su estructura, se ha incrementado constantemente
debido a sus numerosas aplicaciones en sintesis organica y farmacologia. En gran medida,
esta tendencia se debe a la presencia del atomo de selenio en una serie de enzimas en la
forma de selenocisteina, el denominado aminoacido 21.* La mayoria de estas selenoenzimas,
estan involucradas en el sistema de defensas antioxidantes, en la regulacién redox del
metabolismo de las hormonas tiroideas, en el crecimiento celular, apoptosis y en los
mecanismos de inmunidad de diferentes organismos.

Este descubrimiento, ha permitido a los quimicos expandir su area de interés de los
compuestos azufrados hacia aquellos selenados, encontrando diferentes aplicaciones en
diversas areas como sintesis organica, catalisis, quimica de coordinacion, ciencias de los
materiales y en especial en la quimica farmacéutica ya que algunos compuestos
organoselenados han mostrado una gran diversidad de bioactividades que van desde
imitadores de enzimas antioxidantes, neuroprotectores, antibacteriales, antiparasitarios,
anticonvulsivantes hasta anticancerigenos, entre otras.

Debido a las diversas actividades que presentan estos derivados organoselenados,
no es de sorprender que multiples grupos de investigacion estén dedicando sus esfuerzos
hacia la obtencién y evaluacién de nuevos derivados basados en selenio para aplicaciones
farmacéuticas, particularmente como anticancerigenos, debido a su habilidad de modular
diversos procesos fisiolégicos involucrados en el desarrollo del cancer, mostrando efectos
antineoplasicos actuando como quimiopreventivos o induciendo la apoptosis de las células
malignas.

En este contexto, una gran variedad de compuestos organoselenados han sido
probados frente a diferentes lineas celulares cancerosas humanas. Entre otras, estas
estructuras incluyen selenitos, selenatos, selenuros, diselenuros, selenaheterociclos,
imidoselenacarbamatos, selenopenems y los bien conocidos ebselen y etaselen. No obstante,
uno de los derivados organoselenados que ha recibido gran atencién en afos recientes
debido a su uso como bloque constructor para la sintesis de selenaheterociclos son las
selenoamidas. A pesar de ser un buen punto de partida en la obtencion de moléculas
organoselenadas mas complejas, las selenoamidas han sido poco estudiadas, probablemente
debido a la dificultad en su preparacién, ya que la mayoria de los métodos informados en la
literatura requieren de tiempos prolongados de reaccion y condiciones drasticas, provocando
rendimientos bajos e impidiendo la introduccién de grupos funcionales sensibles a dichas
condiciones.

1T. C. StadtmanAnnu. Rev. Biochem. 1996 65, 83
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Es por lo anterior, que en este proyecto de investigacion se aborda el desarrollo
de una metodologia eficiente para la obtencion de selenoamidas que contengan
diferentes grupos funcionales en su estructura y posteriormente la evaluacion de su
potencial actividad biol6gica como agentes citotéxicos frente a diferentes lineas celulares
cancerosas humanas.

En la primera parte de este trabajo, se describen algunas generalidades sobre
la quimica de los compuestos organoselenados asi como su aplicacién en diferentes
ensayos biolégicos.

En la segunda parte, se aborda a detalle el desarrollo de una nueva
metodologia sintética para la obtencién de ferrocenilselenoamidas con un fragmento
aminoalcohol en su estructura, empleando la reaccién de desmetalacion seleniurativa de
aminocarbenos de Fischer, asi como los resultados de las pruebas biolégicas para
determinar su potencial actividad biolégica.

Posteriormente, en la tercera etapa se describiran algunas modificaciones
estructurales sobre el compuesto mas activo de la etapa anterior en blsqueda de la
optimizacion de las propiedades citotoxicas de este tipo de derivados organoslenados.

Finalmente, se presentaran las conclusiones generales a las que se llegd en
este proyecto de investigacion.

Mrilsglgnoamidas como nugvos aggntegs citotdricos 13



OBJETIVOS

Obijetivo general

Desarrollar un método eficiente para la sintesis de arilselenoamidas N-
sustituidas mediante la reaccién de desmetalacion seleniurativa de aminocarbenos de
Fischer y determinar su potencial actividad citotoxica frente a diferentes lineas celulares
cancerosas humanas para establecer una relacién entre su estructura y la actividad
bioldgica.

Obijetivos especificos

» Establecer una metodologia sintética eficiente para la obtencién de
ferrocenilselenoamidas con un fragmento aminoalcohol en su estructura
mediante la reaccién de desmetalacion seleniurativa de aminocarbenos de
Fischer.

» Determinar el potencial citotéxico de los derivados obtenidos en la etapa
anterior mediante un screening primario a una concentracion 50 pMm
utilizando diversas lineas celulares cancerosas humanas.

» Utilizando la ferrocenilselenoamida mas activa sobre las diferentes lineas
celulares cancerosas humanas, realizar diversas modificaciones
estructurales para determinar la importancia de los fragmentos
seleccionados en la actividad bioldgica.

* Obtener los valores de concentracion inhibitoria media (Clsg) de los
selenocarbonilos sintetizados, frente a las lineas celulares cancerosas
humanas en las que resultaron mas activos para establecer una relacion
entre su estructura y la actividad citotoxica.

« Diversificar la naturaleza del anillo aromatico de la ferrocenilselenoamida
mas activa, sintetizando diferentes aril- y heteroaril-selenoamidas para
evaluar su efecto en la actividad citotéxica.

* Modificar la naturaleza del grupo aceptor de enlace de hidrégeno y evaluar
su participacion en la actividad citotéxica.

Mrilsglgnoamidas como nugvos aggntegs citotdricos 14



Capitulo /
GENERALIDADES

Selenio

El selenio, originalmente nombrado y descubierto por Jons Jacob Berzelius en
1817, es un elemento quimico con baja abundancia sobre la corteza terrestre, el cual
actualmente goza de alta popularidad en diferentes campos de la quimica. Desde el
descubrimiento del selenio, no fue hasta 1847 que Wohler y Siemmens reportaron la
sintesis del primer derivado organoselenado, el etilselenol,® para quedar sumergido en un
largo periodo de anonimato donde pocos avances en el area fueron realizados, siendo
quiza los mas sobresalientes el uso del di6xido de selenio en 1929 como oxidante en
quimica organica sintética® y décadas después la formacion de compuestos a,B-
insaturados por descomposicion syn de selenoxidos en 1970.°

Durante este periodo, se realizé uno de los hallazgos mas importantes para el
desarrollo de la quimica del selenio, al demostrar que el selenio es un elemento traza
esencial para los mamiferos.® A partir de este hecho, se comenzaron a estudiar a fondo
las propiedades biol6gicas de este elemento y en 1973 se descubrid la primera
selenoenzima, la glutation peroxidasa (GPx),” la cual contiene un residuo de
selenocisteina (Sec), ahora conocido como el aminoécido 21° (Figura 1).2

(0] (0] (0]
H /\‘)J\OH Me /\‘)J\OH Ve \/\‘)LOH
NH, NH, NH,
1 2 3
L-Selenocisteina L-Metilselenocisteina L-Selenometionina

Figura 1. Selenoaminoacidos mas comunes.

Debido a las propiedades redox especificas del selenio y la presencia de un
grupo selenol en lugar de un grupo tiol en el sitio activo de la GPx, esta enzima posee
propiedades cataliticas Unicas, permitiendo la reduccidn de diversos perdxidos (ROOH)
utilizando al glutation (GSH) como cofactor, protegiendo de esta forma a las
biomembranas y otros componentes celulares del dafio oxidativo (Esquema 1).°

2T. Wirth (ed.),Organoselenium Chemistry 2012, Wiley-VCH Verlag & Co,KGaA, Weinheim, Germany.

3 F. Wohler, C. Siemen&nn. Chem. 1847,61, 360.

* F. KacerGer. Pat. 557,249,Chem. Abstr. 1933,27, 304

®a) D. N. Jones, D. Mundy, R. D. Whitehousghem. Commun. 1970, 86; b) K. B. Sharpless, R. C.
Michaelson,J. Am. Chem. Soc. 1973,95, 6137.

® K. Schwarz, C. M. Foltz]. Am. Chem. Soc.1957,79, 3292.

" L. Flohe, W. A. Giinzler, H. H. SchodkEBS Lett. 1973,32, 132

8 G. MugeshCurr. Chem. Biol. 2013,7, 47.

°J. T. Rotruck, A. L. Pope, H. E. Ganther, A. B.éwon, D. G. Hafeman, W. G. HoekstBaience 1973,
179, 588.
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ROOH ROH

GSSG GSH

GSH H,0
Esquema 1. Propuesta catalitica para la reduccién de hidroperéxidos por la enzima GPx

Actualmente, se conocen mas de 20 selenoenzimas, no obstante, las mas
importantes son, entre otras, la glutation peroxidasa antes descrita, la yodotironina
desyodinasa (ID), que cataliza la desyodacién de la tiroxina para activar las hormonas
tiroideas, y la tioredoxin reductasa (TrxR) que realiza la reduccion de la tioredoxina (Trx)
permitiendo la biosintesis de los desoxiribonucleétidos.*®

Con el descubrimiento del rol del selenio como un micronutriente y de su
participacion en el centro activo de diferentes ezimas, se incrementé notablemente el
interés por determinar las propiedades biol6gicas de este elemento, lo que propicio la
evaluacion de diferentes compuestos que contuvieran al menos un atomo de selenio en
su estructura con el proposito de mimetizar la actividad antioxidante de estas
selenoenzimas.

Inicialmente, fueron evaluados distintos compuestos inorganicos de selenio
como el selenito y selenato de sodio,'" de los cuales se determiné que previenen el dafio
oxidativo de algunas lineas celulares, lo que incentivd a muchos quimicos organicos
sintéticos a expandir su campo de estudio hacia la obtencion de compuestos
organoselenados, encontrando multiples aplicaciones no solo como mimetizadores de
enzimas antioxidantes sino como blogques constructores en quimica orgénica,* ligantes
en catélisis®® y quimica de coordinacién,”* semiconductores en ciencias de los
materiales® y principalmente en farmacia, donde los diferentes compuestos

10 K. P. Bhabak, G. MugesAcc. Chem. Res. 2010,43, 1408

1 a) C. M. Weekly, H. H. Harrischem. Soc. Rev. 2013,42, 8870; b) F. W. Avila, V. Faquin, Y. Yang, S. J.
Ramos, L. R. G. Guilherme, T. W. Thannhauser, LJLAgric. Food Chem.2013,61, 6216.

12.3) T. Wirth,Angew. Chem. Int. Ed. 2000,39, 3740; D. Liotta, R. MonahaiScience 1986,231, 356.

13 A. Kumar, G. K. Rao, F. Saleem, A. K. Singglton Trans. 2012,41, 11949.

' R. S. Chauhan, C. P. Prabhu, P. P. Phadnis, GarKath, J. A. Golen, A. L. Rheingold, V. K. Jaih,
Organomet. Chem. 2013,723, 163.

15R. K. Sharma, G. Kedarnath, V. K. Jain, A. Waday@l. G. S. Pillai, M. Nalliath, B. Vishwanadbalton
Trans. 2011,40, 9149.
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organoselenados han mostrado una amplia gama de bioactividades, desde mimetizadores
de enzimas antioxidantes,'® neuroprotectores,’’ antibacterianos,'® anticonvulsivantes,®
hasta anticancerigenos® (Figura 2). Dadas las miltiples actividades biolégicas
encontradas para estos compuestos organoselenados, no es de sorprender que diversos
grupos de investigacion estén dedicando sus esfuerzos hacia la produccion y evaluacion
de nuevos compuestos organoselenados sintéticos para aplicaciones farmacéuticas,
particularmente como anticancerigenos, debido a su habilidad de modular diversas
funciones fisiologicas involucradas en el desarrollo del cancer, mostrando efectos
antineoplasicos?* actuando como quimiopreventivos?> o promoviendo la apoptosis de las
células cancerosas.”

Ph
. o)
Electrofilo de selenio i 5 . . 6 . 7
quiral Ligante tipo pinza Complejo de selenio Ebselen

Antioxidante

/" o 3
OO W ‘90

10
3-alquinil selenofeno Diselenuro Quinona basada en selenio
Anticonvulsivante Tratamiento de la demencia Anticancerigeno

esporadica

Figura 2. Aplicaciones de los compuestos organoselenados

En investigaciones recientes, un gran nimero de compuestos organoselenados
han sido probados contra diferentes lineas celulares cancerosas humanas (Figura 3).

16 p. Merino-Montiel, S. Maza, S. Martos, O. LépezMiya, J. G. Fernandez-Bolafi&r. J. Pharm. i.
2013,48, 582.

7’3, Pinton, C. A. Briining, C. E. Sartori-Olivera, Rrigol, C. W. Nogueira). Nutr. Biochem. 2013, 24,
311.

'8 C. Pizzo, P. Faral-Tello, G. Salinas, M. FI6, GbRllo, P. Wipf, S. G. MahletMed. Chem. Commun.
2012,3, 362.

9E. A. Wilhelm, C. R. Jesse, C. F. Bortolatto, C. Mbgueira, L. Savegnag@rain. Res. Bull. 2009, 79,
281.

2P Guo, P. Zhao, J. Liu, H. Ma, J. Bai, Y. Caol ¥, H. He, C. QiBiol. Trace Elem. Res. 2013,151, 301.

2L C.-T. Chen, M.-H. Hsu, Y.-Y. Cheng, C.-Y. Liu, C.- Chou, L.-J. Huang, T.-S. Wu, X. Yang, K.-H. Lee,
S.-C. Kuo,Eur. J. Med. Chem. 2011,46, 6046.

22 T, Shimada, N. Murayama, K. Tanaka, S. Takenak#®.FSuengerich, H. Yamazaki, M. Komo@ihem.
Res. Toxicol. 2011,24, 1327.

23 C. Sanmartin, D. Plano, A. K. Sharma, J. A. Pdloip,). Mol. Sci. 2012,13, 9649.
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Entre otras, estas estructuras incluyen selenitos,?* selenatos,” selenuros,” diselenuros,?’
diferentes selenaheterociclos,® imidoselenocarbamatos,? selenopenams,®
selenoazlicares® y el bien conocido Etaselen.*

0 0 MeO
g ®
® ® -0-<
D2 0560 Na-0-<:-0 Na Q
Na o MeO OMe

OMe
11 12
Selenito de sodio Selenato de sodio Selenuro Dlselenuro
OH
16
Selenaheter00|clos Imidoselenacarbamato
TBSO NH,

| ﬁ\ (o]
»Z N
Me | (:(«N
N HoL Sy © N
N
OH
17 18 19
3-selenaditiacefema 4'-selenoarabinofuranosa Etaseleno

Figura 3. Diversidad estructural de los compuestos organoselenados como
anticancerigenos

o)

El continuo interés por la obtencién de nuevos compuestos organoselenados
con potencial actividad bioldgica, ha propiciado conocer mas a fondo la quimica del
selenio y actualmente se reconoce su capacidad en la formacion de enlaces carbono-
carbono, carbono-heteroatomo y ciclofuncionalizaciones, haciendo de los compuestos
organoselenados reactivos muy interesantes en la sintesis organica moderna. Estas
reacciones se caracterizan por sus altos niveles de quimio, regio o estereoselectividad

2 G. Nnilsonne, E. Olm, A. Szulkin, F. Mundt, A. BteB. Kocic, A.-K. Rundléf, A. P. Fernandes, M.
Bjornstedt, K. Dobra). Exp. Clin. Cancer Res. 2009,28, article no. 92.

% T, Tsukamoto, S. Hama, K. Kogure, H. TsuchBsp. Cell Res. 2013,319, 1913.

% p. Du, U. M. Viswanathan, K. Khairan, T. Buric, E. B. Saidu, Z. Zu, B. Hanf, I. Bazukyan, A.
Trchounian, F. Hannemann, |. Bernhardt, T. Burkhdz Diesel, A. K. Kiemer, K.-H. Schafer, M.
Montenarh, G. Kirsh, C. Jacolled. Chem. Commun. 2014,5, 25.

2" F. Nedel, V. F. Campos, D. Alves, A. J. A. McBrid2.A. Delagostin, T. Collares, L. Savegnano, F. K.
SeixasLife Sci. 2012,91, 345.

B R. Csuk, B. Siewert, J. A. WiemarBiporg. Med. Chem. Lett. 2013,23, 3542.

%M. Font, A. Zuazo, E. Ansé, D. Plano, C. SanmadirA. Palop, J.-J. Martinez-IrujBjoorg. Med. Chem.
2012,20, 5110.

%0 R. Terazawa, D. R. Garud, N. Hamada, Y. Fujitdtdh, Y. Nozawa, K. Nakane, T. Deguchi, M. Koketsu
M. Ito, Bioorg. Med. Chem. 2010,18, 7001.

313, Jeong, D. K. Tosh, W. J. Choi, S. K. Lee, Ykdng, S. Choi, J. H. Lee, H. W. Lee, H. O. Lee (4.
Kim, J. Med. Chem. 2009,52, 5303.

32D.-D. Li, J. Hie, H.-H. ZengAppl. Organometal. Chem. 2012,26, 619.
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actuando como nucledfilos, electréfilos o como radicales libres en una amplia gama de
transformaciones directas de distintos grupos funcionales evitando pasos de proteccion y

desproteccion.®

Aplicaciones recientes de la guimica del selenio

Probablemente, una de las reacciones mas conocidas donde intervienen los
compuestos organoselenados sea la eliminacién syn de selenéxidos,® sin embargo,
actualmente los compuestos organoselenados han recibido gran interés en quimica
sintética no sélo por su importancia como reactivos e intermediarios en sintesis organica,
farmacia, productos naturales y ciencia de los materiales® sino debido a sus aplicaciones
recientes en catdlisis, en particular el uso de electréfilos basados en selenio en reacciones
de carbonilacién, oxidacion de compuestos -carbonilicos y alquenos vy

organoselenados en procesos mediados por metales de transicion.*

ligantes

Recientemente, Ichikawa y colaboradores informaron la sintesis y aplicacion de
diferentes acidos seleninicos como catalizadores en la reaccién de oxidaciéon de Baeyer-

Villiger para la obtencion de lactonas en altos rendimientos (Esquema 2).%’

H202 + Ar,

20

L

23

Ph

— -
~—

oo

Esquema 2. Oxidacion de Baeyer-Villiger catalizada por acido seleninico.

\OOH + H20

20a

CF;

20b

Por otra parte, Skazewski y colaboradores han estudiado la sintesis de ligantes
organoselenados quirales para su uso en reacciones de sustitucién alilica promovidas por
paladio (Esquema 3), logrando transferir al dimetilmalonato al sistema alilico en buenos

rendimientos de reaccion y excesos enantioméricos cercanos al 98%.%

OAc

H,C(CO,Me),, BSA (3eq.), AcOK (3 mol %)

Ph" >"ph

23

Esquema 3. Ligantes organoselenados en la reaccion de Tsuiji-Trost

[Pd(n’~C3H5)Cl], (2.5 mol%), L™ (10 mol%)

CH,Cl,, T. A.

¥ 3. santoro, J. B. Azeredo, V. Nascimiento, L. $zto, A. L. Braga, C. SanfRSC Adv. 2014,4, 31521

Ph _~~. Ph

:
MeO,C” ~CO,Me

25
93 %, ee: 98%

3 H. J. Reich, C. A. Hoeger, W. W. Willis Jt,Am. Chem. Soc. 1982 104, 2936

%5 G. Perin, E. J. Lenardo, R. G. Jacob, R. B. Panafthem. Rev. 2009,109, 1277;
% D. M. Browne, T. WirthCurr. Org. Chem. 2006,10, 1893

37" H. Ichikawa, Y. Usami, M. ArimotdTetrahedron Lett. 2005,46, 8665.
3 E. Wojaczyiska, J. Skzewski, Tetrahedron: Asymmetry 2008,19, 593.
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Otra de las areas de la quimica en la que han impactado los compuestos
organoselenados, es en su aplicacién en reacciones de selenociclaciébn ampliamente
utilizadas en sintesis total®® o en la ciclacién de 2,3-alenoatos en presencia de PhSeCl y
agua a través de la formacién de un i6n seleniranio sobre el doble enlace mas electrofilico
y el ataque subsecuente del a&tomo de oxigeno del grupo carbonilo (Esquema 4).%

28

Re. Ry prscci. PR® R _R
R} S OR, > ﬁ )Z_S\ > R1 + R4OH
1 R o
o 1 R, O R, O
27 29 30

Esquema 4. Selenociclizacién de alenos.

Una de las aplicaciones mas estudiadas de los reactivos organoselenados, es
Su uso en transposiciones sigmatrépicas [2,3] para la obtencion de alcoholes y aminas
alilicas de manera enantioselectiva. Tal es el caso de la sintesis de a-vinilaminoacidos via
un reordenamiento sigmatrépico [2,3] de selenimidas (Esquema 5).*

H o
! T H i HC(OMe)s, APTS, NCS R"“N\aa)LNH
1IN 2 3N - A
R CO,R? * R aa” NH; DIPEA, MeOH, 0°C, 20 min R1™Co,R?
31 32 -

aa = amino acidos
Esquema 5. Aminacidn/transposicion de vinilselenuros.

Como podemos observar, los compuestos organoselenados pueden participar
en una amplia gama de reacciones quimicas como reactivos, ligantes o catalizadores,
permitiendo la obtencion de moléculas polifuncionalizadas en buenos rendimientos y
posteriormente el proceso de deselenizacion de manera sencilla. Sin embargo, en la
actualidad el objetivo principal de la quimica del selenio es la obtencién de moléculas
organoselenadas en las cuales se conserve el atomo de selenio con el propésito de
obtener moléculas con potencial actividad biolégica.

Compuestos organoselenados bioactivos

Con el descubrimiento del selenio como elemento traza esencial para el buen
funcionamiento del organismo de los mamiferos, diferentes grupos de investigacion
comenzaron con la sintesis de compuestos organoselenados bioactivos que pudieran
mimetizar la funcién del atomo de selenio en las diferentes selenoproteinas. En este

%9 A. Endo, S. J. Danishefsky, Am. Chem. Soc. 2005,127, 8298.

“0G. Chen, C. Fu, S. Mdgtrahedron 2006,62, 4444.

“1a) A. Armstrong, D. P. G. Emmerson, H. J. MilrerJ. Sheppard, Org. Chem. 2014,79, 3895; b) A.
Armstrong, D. P. G. Emmersofrg. Lett. 2011,13, 1040.
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contexto, una de las moléculas organoselenadas mas sobresalientes es el Ebseleno®
(Figura 4) que actualmente se encuentra en las Ultimas etapas del desarrollo
farmacéutico, es un heterociclo de cinco miembros que contiene un atomo de selenio en
su estructura, el cual ha demostrado poseer actividades antiinflamatorias y antioxidantes.
Se ha propuesto que su actividad bioldgica se debe primordialmente a que esta molécula
mimetiza la actividad de la enzima GPx, asimismo al aumento de la propiedad
antioxidante del sistema tiorredoxina (Trx) al actuar como sustrato de la enzima TrxR.
Aunado a lo interior, el Ebselen es un potente inhibidor de varias enzimas de importancia
clinica como la 6xido nitrico sintasa (NOS), lipooxigenasas (LOX), ciclooxigenasas (COX),
NADPH oxidasa, protein cinasa C (PKC), glutation S-transferasa (GST), citocromo P-450,
entre otras.*®

Figura 4. Ebseleno (7) y Etaseleno (19)

A partir de la sintesis del Ebselen y del descubrimiento de sus muiltiples
actividades biolégicas, su éxito ha sido tan rotundo que diferentes grupos de investigacién
se han dado a la tarea de obtener analogos de esta molécula, disefiados para exhibir una
actividad mimética de la enzima GPx (Figura 4).**

0 Et \43\
\/X N\ /
~ -]
)2 )2 )2
34 35 36
Singh, Chem. Eur. J. Wirth, Molecules. Jain, J. Organomet. Chem.
1995, 5, 1411 1998, 3, 164 2012, 713, 42
X X
» t ‘1
N™ "Se), OH HO' 'OH
37 38 39
Jacob, Org. Biomol. Chem. Back, J. Am. Chem. Soc. Iwaoka, Eur. J. Org. Chem.
2005, 3, 1541 2002, 124, 12105 2010, 440

Figura 5. Analogos del Ebseleno.

“2M. Ibrahim, W. Hassan, A. M. Deobald, A. L. BragaB. T. RochaBiol. Trace Elem. Res. 2012,149, 399

*3M. J. Parnham, H. SieBjochem. Pharmacol. 2013,86, 1248

4 a) G. Mugesh, A. Panda, H. B. SinghR. J. ButcBhem. Eur. J. 1999,5, 1411; b) T. WirthMolecules
1998,3, 164; c) C. P. Prabhu, P. P. Phadnis, A. P. WadaWale Priyadarsini, V. K. Jain]. Organomet.
Chem. 2012,713, 42; d) C. A. Collins, F. H. Fray, A. L. Holme, Aidakouvaki, A. Al-Qenaei, C.
Pourzan, C. JacoRrg. Biomol. Chem. 2005,3, 1541; ) T. G. Back, Z. Moussh,Am. Chem. Soc. 2002,
124, 12104; f) F. Fumakara, B. Mishra, K. I. PriyadarsM. lwaoka,Eur. J. Org. Chem. 2010,440
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Otro compuesto organoselenado que ha despertado gran interés en afos
recientes es el Ethaselen (Figura 4), como potente anticancerigeno con una alta
selectividad y baja toxicidad. Su efectividad ha sido probada in vitro en una gran variedad
de lineas celulares cancerosas como Hela (cancer cervical), BGC823 (adenocarcinoma
estomacal), HL60 y K562 (leucemia), A549 (pulmon), LoVo (colon), Bel-7402 (higado),
TCa8113 (lengua) y KB (nasofaringe). Se ha demostrado que su actividad
anticancerigena se debe a que inhibe a la enzima TrxR1 citosolica, la cual se encuentra
sobreexpresada en células malignas y esta relacionada con la agresividad tumoral,
inhibicion de la apoptosis y resistencia a la quimioterapia, lo que lo hace un compuesto
muy prometedor y se encuentra actualmente en pruebas de fase clinica 1.

Continuando con este orden de ideas, los heterociclos que contienen un atomo
de selenio en su estructura como el selenazol, se encuentran presentes en diferentes
compuestos farmacolégicamente activos. Un ejemplo de esta clase de derivados es la
selenazofurina (Figura 6) la cual posee actividad citotoxica in vitro en lineas celulares de
leucemia (P388 y L1210), mientras que en estudios in vivo demostro actividad significativa
contra lineas celulares P388, osteosarcoma de Ridgeway y carcinoma pulmonar de
Lewis,*® lo que propicié la generacién de anélogos dinucleétidos de la selenazofurina
encontrando resultados muy prometedores como agentes antivirales.*’

NN HO OH

o) W __NH 0.l 53 ,o o
HOAF?AN)Y 2 HZN)\(\ N/Z_ﬁ/
HO OH o)
40 41
Selenazofurina Analogo dinucledtido de la selenazofurina

Figura 6. Selenazoles con actividad biol6gica.

Otro de los derivados de selenazol que ha mostrado resultados muy
interesantes es la denominada amselamina (2-amino-5-(2-aminoetil)-4-metil-1,3-
selenazol) (Figura 7), la cual demostré ser un potente agonista selectivo de los receptores
H, de histamina, lo cual derivd en el desarrollo de nuevos analogos de la amselamina
para el tratamiento de padecimientos relacionados con la vasodilatacién mediada por

dicho receptor como el asma y la hipertension arterial.*®

L. Wang, Z. Yang, J. Fu, H. Yin, K. Xiong, Q. Tat, Jin, J. Li, T. Wang, W. Tang, J. Yin, G. Cai, Mu,
S. Kehr, K. Becker, H. Zengrree Radic. Biol. Med. 2012,52, 898; b) J. He, D. Li, K. Xiong, Y. Ge, H. Jin,
G. Zhang, M. Hong, Y. Tian, J. Yin, H. Zergjoorg. Med. Chem. 2012,20, 3816

63) M. Koketsu, H. IshiharaGurr. Org. Chem. 2003,7, 175; b) P. C. Srivastava, R. K. RobidsMed.

Chem. 1983,26, 445
*”M. Ninomiya, D. R. Garud, M. KoketsGoord. Chem. Rev. 2011,255, 2968
*H. van der Goot, J. C. Eriks, R. Leurs, H. TimmengBioorg. Chem. Lett. 1994,4, 1913
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Dentro de esta area de los selenaheterociclos, se encuentran algunos reportes
de moléculas derivadas del selenofeno, analogo selenado del tiofeno como el 1-(2,5-
difenilselenofen-3-il)-3-metilpent-1-in-3-ol (Figura 7), el cual ademas de presentar
actividad anticonvulsivante posee la capacidad de reducir el estrés oxidativo en el modelo
de la pilocarpina, adicionalmente ha mostrado efectividad hepatoprotectora,
hiperanalgésica y antinociceptiva, adquiriendo gran interés en la bisqueda de nuevos
farmacos para el tratamiento del dolor.*®

De manera similar, el compuesto bajo el cédigo D-501036, el 2,5-bis-
(hidroximetil-2-selenil)-3-hidroximetil-N-metilpirrol, el cual es un derivado diselenofeno que
ejerce actividad antitumoral tanto in vitro como in vivo de manera selectiva contra
diferentes lineas celulares tumorales resistentes a los farmacos cominmente empleados
en la terapia contra este padecimiento. Este efecto se debe primordialmente a la
sobreproduccién de la glicoproteina P y la induccién de los mecanismos de apoptosis a
través de la via mitocondrial asociada a p-53 (Figura 7).>°

NH, OH

N 2

N4

9 Y s~
8

42

43
Amselamina 1-(2,5-difenilselenofen-3-il)-3-metilpent-1-in-3-ol D-501036

Figura 7. Selenazoles con actividad bioldgica.

El éxito de los anillos heterociclicos de cinco miembros que contienen un atomo
de selenio en su estructura, ha dirigido la investigacién quimica y bioldgica hacia la
obtencion y evaluacién de selenaheterociclos de seis miembros, la cual se ha
incrementado en los Ultimos afios, siendo los heterociclos mas estudiados los compuestos
con un anillo de 1,3-selenazina. Esta familia de compuestos ha demostrado valores
prometedores en la inhibicion del crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y en la proliferacién celular de fibrosarcoma humano (HT-1080) y cancer
gastrico (TMK-1) via la induccién de la apoptosis (Figura 8).>

No obstante la actividad antibacterial ampliamente conocida para las j-
lactamas, los analogos selenados de este tipo de derivados poseen actividad antioxidante
al disminuir el estrés oxidativo mediante la captura directa de especies reactivas de
oxigeno (ROS), asi como la inhibicion del crecimiento celular, lo cual las ha convertido en

“9E. A. Wilhelm, C. R. Jesse, S. S. Roman, C. W.Wéig, L. Savegnan&xp. Mol. Pathol. 2009,87, 20

%0 S.-H. Juang, C.-C. Lung, P.-C. Hsu, K.-S. Hsu,CY.Li, P.-C. Hong, H.-S. Shiah, C.-C. Kuo, C.-W.
Huang, Y.-C. Wang, L. Huang, T. S. Chen, S.-F. ClerC. Fu, C.-L. Hsu, M.-J. Lin, C.-J. Chang, C. L
Ashendel, T. C. K. Chan, K.-M. Chou, J.-Y. Chahtpl. Cancer Ther. 2007,6, 193

1 M. Koketsu, H. Ishihara, W. Wu, K. Murakami, |.i€aEur. J. Pharm. Sci. 1999,9, 157
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potenciales agentes farmacolégicos para la quimioprevencion del cancer de prostata
(Figura 8).>

Dentro de estos anillos organoselenados de seis miembros, el atomo de selenio
también esté contenido en heterociclos basados en biomoléculas, los cuales se han vuelto
muy populares en los Ultimos afios, algunos de los derivados mas representativos de esta
tendencia van desde los aztcares,*® nucledsidos,* esteroides®® y hasta vitaminas (Figura

8).56
LA
H H oY o
¥ Z~H (o)
' N
S M
OH N
44 45 46 47
Selenazina Seleno p-lactamas Analogo de piranosa 11-selenaesteroide

Figura 8. Selenaheterociclos de seis miembros con actividad biolégica

En este contexto, cabe resaltar el papel que han desempefiado algunos
selenoazlcares en el campo de la quimioterapia contra el cancer, tal es el caso de los
ésteres selénicos del xilitol y la sacarosa, los cuales han demostrado actividad citostatica
via la induccion de apoptosis mitocondrial en células de carcinoma hepatocelular humano
(SMMC-7221) en una relacion dosis dependiente, mientras que en células no cancerosas
hepéaticas (HL-7702) mostraron nula toxicidad (Figura 9).?° Dentro de esta tendencia de
utilizar biomoléculas como plantillas para la obtencién de moléculas organoselenadas con
actividad bioldgica, uno de los ejemplos mas recientes es la 6-selenocafeina, un analogo
de la cafeina, la cual demostré una capacidad antioxidante superior a la mostrada por la
cafeina ademés de una moderada actividad citotoxica sobre lineas celulares cancerosas
de mama (Figura 9).>”
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o-"“OH oH
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HO HQ A | »
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Se-sacarosa Se-xilitol Se-cafeina

Figura 9. Selenoderivados basados en biomoléculas

2 R. Tarazawa, D. R. Garud, N. Hamada, Y. Fujitdfah, Y. Nozawa, K. Nakane, T. Deguchi, M. Koketsu
M. Ito, Bioorg. Med. Chem. 2010,18, 7001

M. A. Lucas, O. T. K. Nguyen, C. H. Schiesserl.Szheng, Tetrahedron 2000,56, 3995

% (C. K. Chu, L. Ma, S. Olgen, C. Pierra, J. Du, Gin@na, E. Gullen, Y.-C. Cheng, R. F. SchindziVled.
Chem. 2000,43, 3906

> M. Ibrahim-Ouali,Tetrahedron Lett. 2009,50, 1607

% N. Al-Maharik, L. Engman, J. Malmstrém, C. H. Se$ger,). Org. Chem. 2001,66, 6286

°"|. L. Martins, J. P. Miranda, N. G. Oliveira, A. Bernandes, S. Goncalves, A. M. M. Anturidslecules,
2013,18,5251
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Una nueva categoria de compuestos organoselenados que ha mostrado
resultados por demas interesantes, es la familia de imidoselenocarbamatos desarrollada
por el profesor Palop, la cual ha sido evaluada para determinar su capacidad antitumoral
in vitro frente a diferentes lineas celulares cancerosas humanas, mostrando ejercer el
mayor efecto citotoxico sobre las lineas celulares de adenocarcinoma prostatico, incluso
siendo mas activos que el etopésido, farmaco de referencia utilizado en la terapia contra
este tipo de padecimientos (Figura 10).*®

Figura 10. Selenocimidocarbamatos

Como podemos observar en los ejemplos anteriores, existe una gran riqueza
estructural y diversidad de actividades biologicas en los compuestos organoselenados, sin
embargo, dentro de los compuestos conocidos que contienen un atomo de selenio en su
estructura, una clase que ha despertado un gran interés en los Ultimos afios y de la cual
se conoce muy poco acerca de su potencial actividad biolégica son las selenoamidas
(Figura 11), moléculas analogas a las amidas que poseen un grupo selenocarbonilo
(Se=C) en lugar de un grupo carbonilo. Esta familia de moléculas presenta una gran
versatilidad quimica ya que son precursores ampliamente utilizados en quimica organica,
esencialmente como bloques constructores de selenaheterociclos de cinco y seis
miembros.>®

No obstante la versatilidad quimica que presenta este tipo de moléculas, so6lo
existen algunos reportes sobre su actividad biologica, tal es el caso del estudio conducido
por el profesor Koketsu y colaboradores sobre la capacidad de diferentes selenoamidas
(Figura 11) como atrapadores del radical superéxido (O), en el cual se hace evidente su
potencial en la reduccién de la inflamacion celular provocada por este radical ademas de
contar con baja toxicidad hacia células humanas.®

00 O
Rs \
52 53

Forma general de una selenoamida

Figura 11. Selenoamidas como atrapadores de radicales superoxido

8 D. Plano, C. Sanmartin, E. Moreno, C. Prior, Alv8aJ. A. PalopBioorg.Med. Chem. Lett. 2007, 17,
6853

%9 a) D. Sureshkumar, P. Gopinath, S. Chandrasek&fimia, 2012,66, 921; b) T. M. Vishwanatha, N.
Narendra, B. Chattopadhyay, Mukherjee, V. V. Supabl,J. Org. Chem. 2012,77, 2689; c) N. Tanahashi,
M. Koketsu,Tetrahedron Lett. 2011,52, 4650

0 H. Tsukagoshi, M. Koketsu, M. Kato, M. Kurabayashi Nishina, H. KimuraFEBS J. 2007,274, 6046
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Uno de los principales problemas que limita el desarrollo de este tipo de
derivados es que existen pocos informes sobre su sintesis, limitando el nimero de
estructuras conocidas en comparacién con aquellos que comprenden a sus analogos
azufrados las tioamidas, posiblemente debido a la inestabilidad y su dificil preparacion.
Sin embargo, se ha demostrado que estos compuestos pueden llegar a presentar
estabilidad termodinamica dependiendo del nimero y de la naturaleza de sus
sustituyentes, encontrando que la estabilidad de las selenoamidas se incrementa de
acuerdo al orden de sustitucion: primaria > secundaria > terciaria.®*

Basados en estos antecedentes y tomando en cuenta la gran versatilidad de la
guimica del selenio, nuestro grupo de investigacion esta interesado en la sintesis y
evaluacion biolégica de nuevos compuestos organoselenados, en especifico en las
selenoamidas como agentes potencialmente citotoxicos frente a diversas lineas celulares
cancerosas humanas y de esta forma establecer una relacion entre su estructura y la
actividad bioldgica que pudiera mostrar esta clase de derivados.

1 F. A. Devillanova (Ed.)Handbook of Chalcogen Chemistry: New Perspectivesin S, Se, and Te. 2007,
RSC,Cambridge
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Capitulo Il
SINTESIS DE FERROCENILSELENOAMIDAS

Antecedentes

El grupo carbonilo, es uno de los motivos estructurales mas importante y
ampliamente distribuido en quimica organica. El reemplazo del atomo de oxigeno por
otros elementos del mismo grupo de la tabla periédica como azufre y selenio, ha atraido
en multiples ocasiones la atencion de los quimicos sintéticos desde el punto de vista
fundamental. Especificamente, en lo que respecta al grupo selenocarbonilo, durante los
ultimos quince afios se ha incrementado dramaticamente no sélo el nimero de
publicaciones sobre su sintesis sino también sobre sus aplicaciones y reacciones,
llegando a clasificar a los compuestos que contienen el doble enlace C=Se en tres
diferentes categorias de acuerdo a los sustituyentes adyacentes a este fragmento
(Esquema 2).%2

A A N A

H™ "H R 'H R R
I I 1]

B PR PR PR

R” 'NR’; R” 'ER" R™ X

E=0,S, Se, Te X =Halégeno
v Y \!

c RZNJ\NR'Z RZNJ\ER'Z REJ\ER'

E=0,S,Se,Te E=0, S, Se, Te
Vi VIl IX

Esquema 2. Clasificaciéon de los compuestos selenocarbonilicos.

En esta clasificacion de los compuestos selenocarbonilicos, la categoria A esta
reservada para aquellos compuestos donde estan unidos al grupo selenocarbonilo
Unicamente atomos de hidrogeno o carbono. En el segundo grupo, se encuentran
aquellos compuestos donde se une un heterodtomo al atomo de carbono del
selenocarbonilo y finalmente en el Ultimo grupo, se unen dos heteroatomos al fragmento
selenocarbonilico.

2T, Murai, S. KatoSd enocarbonyls,in Organoselenium Chemistry Topicsin Current Chemistry, 2000,vol.
208, Springer Verlag, Berlin Heidelberg, pp 177
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En lo que respecta a los miembros de la familia B donde se encuentran las
selenoamidas (IV), a pesar de que se han desarrollado recientemente nuevos métodos
para la conversion directa de grupos carbonilo al correspondiente selenocarbonilo
mediante su tratamiento con diversos agentes selenantes que poseen enlaces altamente
reactivos metal-selenio,®® frecuentemente la sintesis de este tipo de derivados se ha visto
impedida por la dificultad en la preparacion y tratamiento de dichos agentes selenantes.
Por lo que continua siendo un reto el desarrollo de nuevas metodologias sencillas y
eficientes para la sintesis de selenoamidas.

Métodos de preparacion de selenoamidas

A pesar de ser intermediarios muy Utiles y ampliamente utilizados en sintesis
organica, las metodologias disponibles en la literatura para la obtencién de selenoamidas
no representan un método general para su obtencion, debido, entre otras cosas, a la
dificultad en la preparacion de los agentes selenantes, alta toxicidad, dificil manipulacién,
condiciones drasticas y tiempos prolongados de reaccién, provocando que los

rendimientos globales sean bajos y en algunos casos no reproducibles (Esquema 3).

Método A
3 pasos
Rendimiento global 90-40%

Método G
2 pasos
Rendimientos globales 30%

R)LN H < (Agente selenante)

\
N-C:S¢ >

- Xiv H
1 ejemplo Selenoamidas primarias|
Método B
xv . Rendimiento global 65%
X i 3 pasos
NHRR, ;
Método F ArC-CH

2 pasos

Rendimiento global 10-48% IPh Xl ii
-CHX2 - H 4Ry iv
P R N NHR,R. _

R, <«——122  ArC:CSeAc

Selenoamidas secundarias

<

xi (Agente selenante) 57%

X vii Método C
Método E 3 pasos
o Rendimientos globales 14-65%
HAyR ix
R™°N )y -
R R”"SeCHj
viii
—\
Método D R OR
Rendimientos globales 46% | “—COR
4 pasos

Esquema 3. Esquema general para la sintesis de selenoamidas.

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

3 a) G. Ming, R. A. Zingara). Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1998 647; b) H. Ishihara, M. Koketsu, Y. Fukata,
F. NadaJ. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 8408; c) V. Saravanan, C. Mukherjee, S. Das, Sn@tssekaran,
Tetrahedron Lett. 2004 45, 681; d) F. Shibahara, R. Sugiura, T. Muf2ig. Lett. 2009 11, 3064
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Como se puede observar en el Esquema 3, existen diferentes metodologias
disponibles para la sintesis de selenoamidas secundarias y terciarias, sin embargo la
mayoria de estas rutas generan el producto deseado en rendimientos bajos y en algunas
rutas son necesarios multiples pasos de reaccion como es el caso del método B, que se
lleva a cabo en dos pasos, utilizando como material de partida acetilenos terminales, butil
litio y selenio elemental para la obtencion de selenoamidas secundarias y terciarias en
rendimientos globales del 65% (Esquema 4).**

R5 R4
_~n _BuLi/ - 1 Re AN Br WNR R
R/Cz=CH —/—— RC=CSeLi ——mm@m@@mm™™™™> 2R3
R,C=C R
O . Rré
z R5
R4 R5

Esquema 4. Sintesis de selenoamidas utilizando acetilenos terminales.

Otra alternativa para la construccion de selenoamidas, es la propuesta por el
grupo de investigacion del profesor Takikawa utilizando dihalogenuros geminales, una
base, selenio elemental y una amina primaria o secundaria, asemejando una reaccion tipo
Willgerodt-Kindler (Método F). Sin embargo, esta reaccién requiere temperaturas de mas
de 130 °C y tiempos de cuatro a seis horas provocando que el rendimiento global de la
reaccion sea del 10 — 48 % (Esquema 5).%°

3
3 NaH 5RRNH
R4CHX, . > R)LX 23 . > R1)LNR2R3
HMPA, 130°C, 3 h 1 HMPA, 100°C, 3 h

Esquema 5. Sintesis de selenoamidas utilizando halogenuros geminales.

Una estrategia distinta es la reportada por el profesor Murai al utilizar los
ésteres de metilo de distintos acidos diselenoicos con diferentes aminas primarias y
secundarias en condiciones suaves (Método D). Una de las deficiencias de esta
metodologia reside en la obtencién de la materia prima, puesto que para la preparacion
del éster del acido diselenoico son necesarias dos etapas previas bajo condiciones de
reaccion drasticas y poco eficientes (Esquema 6).%

RO _OR (Me,Al), (CH3),AISeCH3 R,RsNH
< R s — e
PhXOMeTolueno-Dioxano Ph)]\ OMe  Tolueno Ph)l\ Me THF,0°C, 1h Ph)L NRR,

50 °C, 3h
Esquema 6. Sintesis de selenoammidas mediante ésteres del acido diselenoico.

%47, Murai, T. Ezaka, T. Kanda, S. Katghem. Commun. 1996,1809

5 K. Shimada, M. Yamaguchi, T. Sasaki, K. Ohnishi;Tékikawa,Bull. Chem. Soc. Jpn. 1996,69, 2235

6 a) T. Murai, T. Mizutani, T. Kanda, S. Katdeteroatom Chem. 1995,6, 241; b) M. Segi, T. Takahashi, H.
Ichinose, G. M. Li, T. Nakajimaletrahedron Lett. 1992,33, 7865
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A pesar de la gran creatividad mostrada por diferentes grupos de investigacion
para la obtencién de selenoamidas, estos derivados selenocarbonilicos se continlan
sintetizando mediante dos rutas que pueden considerarse como las mas generales, estas
son la ruta A y E representadas en el esquema 3.

En lo que respecta al método A, esta es la estrategia mas solicitada para la
sintesis de selenoamidas primarias mediante el uso de nitrilos con distintos agentes
selenantes como puede ser el seleniuro de fosforo (P,Ses), acido selenhidrico (H,Se),
seleniuro de  aluminio  (Al,Ses), selenuro acido de sodio (NaSeH),
tris(trimetilsililimonoselenofosfato o el selenobenzoato de sodio (Esquema 7).%’

7 2
\I I M S.\ /P\ - i
_N SPi% . Ps €3S\ g-Fo-SiMes
.C7 [Se] M _ o/-PZ O.gim
R R "NH, [59] I o iMe;
4-17%
AlySes Hz,©)L K:NaH
: RN’ R\CNH N N
C;L. N L R R-ANH R NH;
R,C _— ., s=—m ‘) e _—— Il
\_/- . 7 ~N 7 :
"~ H' @ H H H @
H ~H

Esquema 7. Sintesis de selenoamidas a partir de nitrilos.

Finalmente, el método E es el método de eleccién para la sintesis de
selenoamidas secundarias y terciarias, el cual utiliza las correspondientes amidas como
material de partida y diferentes agentes selenantes como el reactivo de Woollins y el
selenatungstenato de tetraetilamonio entre otros, para generar los productos deseados en
rendimientos cercanos al 57 %, sin embargo, no permite la introduccion de grupos
funcionales sensibles a los reactivos y condiciones utilizadas (Esquema 8).%®

N - NEt4 \ Ph
(0] ;/Vv\ \P/ P,
NEt, . AN TN
R -R 4’ Ph
Rs Rs LIAHSeH | (MezAl),

Esquema 8. Sintesis de selenoamidas a partir de amidas.

®7a) M.-D. Ruan, P.-F. Zhang, Y. Tao, W.-Q. Fanth. Commun. 1996,26, 2617; b) A. Ogawa, J. Miyake,
N. Kambe, S. Murai, N. SonodBull. Chem. Soc. Jpn. 1985,58, 1448; c) L.-L. Lai, D. H. Reid9ynthesis
1993,870; d) K. Geisler, W.-D. Pfeiffer, A. Kiinzler, Below, E. Bulka, P. Lange&ynthesis 2004,875; €)
G. Hua, Y. Li, A. M. Z. Slawin, J. D. Woollin€rg. Lett. 2006,8, 5251

% a) D. Sureshkumar, P. Gopinath, S. Chandrasek&hamja 2012,66, 921; M. Ninomiya, D. R. Garud, M.
Koketsu,Heterocycles 2010,81, 2027; ¢) M. Koketsu, Y. Okayama, H. Aoki, H. IshihgHeteroatom
Chem. 2002,13, 195
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A\ AN
Px P —— _Ps 1]
Ph" 52 se . |Ph Ph &
VY 2 bR :04P-Ph

:O‘ N =
Ph'® r! R I
RANRe — R)\'/Rz—> | — RHLN’ 2+ pro

]
R3 R3 R3 NR2 R3
Esquema 9. Mecanismo propuesto para la formacion de selenoamidas a partir de amidas.

Disefo estructural

Como se describié anteriormente, nuestro objetivo principal es la preparacion
de diferentes compuestos organoselenados con potencial actividad biolégica, en
especifico selenoamidas con probable actividad citotéxica. Aunado a lo anterior, también
es de nuestro interés determinar el efecto que podrian promover diferentes sustituyentes
en la estructura de las selenoamidas sobre la bioactividad de estos derivados.

Continuando con este orden de ideas, otro de los fragmentos estructurales que
deseamos introducir en nuestra molécula objetivo es el ferroceno (Figura 12), fragmento
organometalico basado en un atomo de hierro que nos dara acceso a la quimica
bioorganometalica, término acufiado por el profesor Jaouen en 1985 para describir
cualquier compuesto con al menos un enlace entre un &tomo metalico y uno de carbono el
cual puede ejercer una actividad biolégica definida.®

En este contexto, mdltiples grupos de investigacion han dedicado sus esfuerzos
hacia la obtencién de nuevos principios activos basados en metales de transicion los
cuales han tomado un papel protagénico en la quimioterapia contra el cancer y otras
enfermedades.” Uno de los motivos estructurales méas estudiados en esta area ha sido el
ferroceno, ya que los derivados de este metaloceno muestran baja toxicidad, son
robustos, lipofilicos y presentan buenas propiedades redox.” Entre las bioactividades
encontradas para los derivados ferrocénicos podemos encontrar su UusO COMO
antifingicos, antitumorales, antimalaricos y como marcadores de biomoléculas.”

Uno de los enfoques mas exitosos para la obtenciéon de nuevos derivados
bioorganometdlicos se basa en la derivatizacion de moléculas organicas de conocida
actividad biolégica a las cuales se introduce un fragmento organometalico con el propdsito
de incrementar su actividad bioldgica o mejorar su selectividad.

9S. Top, G. Jaouen, A. Vessiéres, J.-P. AbjeamdYoust, C. A. Rodger, B. G. Sayer, M. J. McGlinghe
Organometallics 1985,4, 2143

0 G. Jaouen, N. Metzler-Nolt&)edicinal Organometallic Chemistry. In Topicsin Organometallic Chemistry
32, 2011,Springer, Berlin

L G. Gasser, I. Ott, N. Metzler-Nolt&,Med. Chem. 2011,54, 3

"2R. Schobert, S. Seibt, K Mahal, A. Ahmad, B. Bieis K. Effenberger-Neidnicht, S. Padhye, F. Hk&ar
T. Mueller,J. Med. Chem. 2011,54, 6177
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Siguiendo este enfoque, Edwards sintetiz6 una familia de antibidticos
ferrocenilicos contra bacterias resistentes a penicilina cuyos derivados mas sobresalientes
son la ferrocenil-penicilina y la ferrocenil-cefalosporina (Figura 12).”

Posteriormente, en 1997 se produjo un andlogo ferrocénico de la cloroquina
denominado ferroquina (Figura 12), el cual resulté ser un compuesto mas activo no sélo
contra bacterias sensibles a la cloroquina sino también contra las cepas resistentes.”

H H s HN—\‘ l/——NMez
= 0 ]; $< ' 0 j;q/\b \ ¢
Fe  Fe N Fe N 0.0 N F
fo] 0 Fe
Var N> coH &> CO,H T cl <
Ferroceno Ferrocenil-penicilina Ferrocenil-cefalosporina Ferroquina
54 55 56

57
H H (
o j;'/\)< 0 j;N( 0_0 N
o o \f 2
CO,H CO,H cl N

Penicilina Cefalosporina Cloroquina
58 59 60

Figura 12. Ferroceno y sus derivados bioorganometalicos

Uno de los ejemplos mas exitosos en la quimica bioorganometalica es el caso
del conocido Ferrocifen, el cual es un andlogo ferrocénico del tamoxifeno ampliamente
utilizado en la terapia contra el cancer de mama (Figura 13). El ferrocifen desarrollado por
Jaouen en 1996 se compone por un fragmento ferrocénico y un biovector conocido como
hidroxitamoxifeno.”” Como resultado de su investigacion, obtuvieron una familia de
hidroxiferrocifenos diferenciados Unicamente por la longitud de la cadena que contiene al
grupo dimetilamino, los cuales fueron disefiados para combinar las propiedades
antiestrogénicas del tamoxifeno con el potencial efecto citotoxico del ferroceno y asi
obtener nuevas ventajas terapéuticas (Figura 13).° Para la obtenciéon de los
hidroxiferrocifenos, se sustituye uno de los grupos fenilo del 4-hidroxitamoxifeno por un
fragmento ferrocénico el cual no causa un deterioro en la capacidad de reconocimiento
por parte del receptor de estrégenos. La ruta sintética mas eficiente para la obtencion de
esta molécula bioorganometalica se basa en el acoplamiento cruzado de McMurry entre
una ferrocenil cetona y la 4,4’-dihidroxibenzofenona (Esquema 10).

B E. I. Edwards, R. Epton, G. Matt,Organomet. Chem. 1979,168, 259

" C. Biot, G. Glorianz, L. A. Maciejewski, J. S. Bard,J. Med. Chem. 1997,40, 3715.

>3, Top, J. Tang, A. Vessiéres, D. Carrez, C. Rrd¥oJaouenChem. Commun. 1996,955

%S, Top, A. Vessiéres, G. Leclercq, J. Quivy, hd,a. Vaissermann, M. Huché, G. Jaou@mem. Eur. J.
2003,9, 5223
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63b /

Figura 13 . Derivados del ferrocifeno.
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1) NaOH/Acetona
2) CI(CH,),,NMe,, HCI

Hidroxiferrocifenos
63a;n=2
63b; n=3
63c;n=4

63 a-c (Z +E)

Esquema 10. Ruta sintética para la obtencion de hidroxiferrocifenos.
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Finalmente, el Gltimo rasgo estructural que deseamos incluir en el disefio de
nuestra molécula objetivo corresponde a una cadena que contenga grupos funcionales
capaces de generar enlaces de hidrégeno, ya que es bien sabido que la mayoria de las
moléculas organicas que muestran actividad biolégica invariablemente contienen grupos
funcionales capaces de formar puentes de hidrégeno, haciéndolas mas solubles y
favoreciendo las interacciones especificas con su blanco biomolecular. Si los grupos
funcionales que interaccionan para formar dicho enlace de hidrégeno se encuentran muy
proximos dentro de una misma molécula, se puede formar una interaccién intramolecular
generando un equilibrio entre una conformacioén cerrada creando un anillo temporal y una
conformacién abierta en la cual los grupos polares estan expuestos al disolvente (Figura
14). La existencia de dichas conformaciones tendran una repercusién en el
comportamiento fisicoquimico de la molécula que las presenta, donde es claro que las
conformaciones cerradas seran mas lipofilicas favoreciendo la permeabilidad a través de
la membrana, mientras que la conformacion abierta incrementara su solubilidad acuosa,
dos conceptos esenciales en la quimica farmacéutica.”’

,H'O‘H
yd
= , = D\
| N [ [— . |
Fe H ~ Fe H\ H
D> o-
H

Figura 14. Ferrocenillselenoamidas propuestas con los grupos funcionales capaces de
formar interacciones intramoleculares (izquierda) e intermoleculares (derecha).

Basados en este razonamiento y considerando los antecedentes descritos, en
nuestro grupo de trabajo estamos interesados en preparar una nueva familia de
ferrocenilselenoamidas potencialmente citotoxicas incorporando tres rasgos esenciales
gue se resumen en el siguiente esquema:

200 pg al dia reduce
_—¥ |laincidencia al cancer

Fragmento Grupo
organometalico, —» |aceptor de
lipofilico y baja enlace de
toxicidad hidrégeno
)
Favorece el
comportamiento
enlace de fisicoquimico

hidrégeno

de la molécula

Figura 15. Disefo estructural para las selenoamidas propuestas en este proyecto.

"7 B. Kuhn, P. Mohr, M. Stahll. Med. Chem. 2010,53, 2601
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Resultados y discusion

Como se describi6 en secciones anteriores, existe una gran variedad de
compuestos organoselenados con estructuras altamente decoradas, los cuales poseen
una amplia gama de actividades biologicas. Dentro de este tipo de estructuras se
encuentran las selenoamidas, las cuales no han sido tan estudiadas como otros derivados
organoselenados pero que han probado tener un rango de actividades muy interesantes,
sin embargo, hasta nuestro mejor conocimiento no existe ningln reporte sobre su uso
como agentes citotéxicos contra lineas celulares cancerosas humanas.

A pesar de los multiples avances en la quimica del selenio y en especifico de
las selenoamidas, actualmente no existe un método eficiente para la preparacion de este
tipo de derivados y mucho menos que logren incorporar un fragmento ferrocénico para la
preparacion de ferrocenilselenoamidas, por lo que uno de los objetivos medulares de este
proyecto es el desarrollo de una metodologia eficiente para la sintesis de
ferrocenilselenoamidas que adicionalmente permita la incorporacion de grupos
funcionales capaces de realizar interacciones electrostaticas del tipo puentes de
hidrégeno como las podria efectuar un fragmento aminoalcohol (Figura 16).

= NR

|
d. H OH

<D

Figura 16. Estructura general de una ferrocenilselenoamida con un fragmento
aminoalcohol.

En este contexto, las metodologias mas efectivas para la sintesis de alquil- o
arilselenoamidas implica el uso de nitrilos o amidas como materiales de partida bajo
condiciones drasticas y tiempos prolongados de reaccién, lo que dificulta la introduccién
de grupos funcionales sensibles a dichas condiciones y bajos rendimientos. Por lo que la
generacién de una metodologia sintética alternativa es necesaria y en esta seccién se
abordara todo lo relacionado a la sintesis y caracterizacion de las ferrocenilselenoamidas
con un fragmento aminoalcohol en su estructura y en capitulos posteriores se analizara su
potencial actividad biolégica y su derivatizacion.

Conscientes del reto que implica la sintesis de una nueva clase de derivados
organoselenados con un fragmento ferrocénico y uno aminoalcohol en su estructura, la
ausencia de métodos disponibles y tomando en cuenta que en nuestro grupo de trabajo
se ha desarrollado una metodologia sintética eficiente para la preparacion de tioamidas
mediante la desmetalacion sulfurativa de aminocarbenos de Fischer bajo condiciones de
reaccion suaves utilizando una mezcla de Sg/NaBH, como agente tionante a temperatura
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ambiente (Esquema 11),”® creemos que un enfoque similar, utilizando selenio elemental,
podria darnos acceso a la obtencion de ferrocenilselenoamidas con las caracteristicas
estructurales deseadas.

M(CO)s s
~ JJ\N.R ~ /U\N.R
1 H Sg/NaBH, | H
Fe > Fe
@ EtOH, T. A. @

Esquema 11. Desmetalacién sulfurativa de aminocarbenos de Fischer

Tomando en cuenta lo anterior, hemos planteado el siguiente analisis
retrosintético para la obtencién de ferrocenilselenoamidas con un fragmento aminoalcohol
en su estructura (Esquema 12).

<F|£ H OH p— Fle H OH
S -
v v
Cr(CO)s
= =0T

I
Fe ~—— Fe \‘ Sintesis de

@ carbenos de Fischer

VI Vil

Esquema 12. Analisis retrosintético para la obtencion de ferrocenilselenoamidas con un
fragmento aminoalcohol en su estructura.

Bajo nuestra propuesta, creemos que es posible la formacién del
selenoacarbonilo de la molécula objetivo, la selenoamida V, mediante la remocién del
fragmento metalico del aminocarbeno VI mediante una desmetalacién seleniurativa
utilizando una mezcla de selenio elemental y borohidruro de sodio. Dicho aminocarbeno
de Fischer VI se puede sintetizar de manera eficiente mediante una reaccién de amindlisis
utilizando diferentes aminoalcoholes y el etoxiferrocenilcarbeno de Fischer VII, el cual se
puede obtener facilmente a partir de ferroceno VIII comercialmente disponible mediante la
sintesis tradicional de carbenos de Fischer.”

8 C. Sandoval-Chavez, J. G. Lopez-Cortés, A. |. &rgz-Hernandez, M. C. Ortega-Alfaro, A. Toscano, C
Alvarez-ToledanoJ. Organomet. Chem. 2009,694, 4302
K. Weiss, E. O. Fische€hem. Ber. 1976,109, 1868
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Baséndonos en el andlisis retrosintético anterior, comenzamos con la
preparacion del etoxicarbeno de Fischer 64 empleando una metodologia establecida
previamente por nuestro grupo de trabajo (Esquema 13).%°

Cr(CO)s
@/L /\

@7 1) BULiITHF, 0°C : o

Fe 2) CrCO)/THE, 0°C . T8

@ 3) Et0BF /H,0, 0°C @

54 64 (85%)

Esquema 13. Sintesis de etoxiferrocenil carbeno de Fischer.

En la primera etapa de esta reaccion, es necesaria la preparacion del
ferrocenuro de litio obtenido a partir de la adicion de butillitio a ferroceno en THF a 0°C y
atmosfera inerte, el cual una vez formado se hace reaccionar con una suspension de
hexacarbonilo de Cr en THF a 0°C y atmésfera inerte para producir el correspondiente
acilmetalato y finalmente, en la dltima etapa de la reaccion se realiza una O-alquilacién
utilizando tetrafluoroborato de trietiloxonio en agua para producir el correspondiente
etoxiferrocenilcarbeno de Fischer 64 con un rendimiento del 85%.

Sintesis de aminocarbenos de Fischer

Posteriormente, bajo nuestro analisis retrosintético y aprovechando el gran
caracter electrofilico que posee el etoxiferrocenilcarbeno de Fischer 64 sobre el &tomo de
carbono carbénico, que lo hace susceptible a sufrir reaccidnes de sustitucion nucleofilica
via una adicion-eliminacion, éste se utilizara como material de partida en la sintesis de los
diferentes aminocarbenos de Fischer en una reaccion de amindlisis, utilizando diferentes
aminoalcoholes con el propdsito de colocar en el producto final los grupos funcionales
capaces de generar interacciones electrostaticas del tipo puente de hidrégeno.

Inicialmente se hizo reaccionar el alcoxicarbeno de Fischer 64 con etanolamina
bajo las condiciones descritas previamente por nuestro grupo de trabajo (Esquema
14),80*81 logrando obtener el aminocarbeno de Fischer 65 en quince minutos de reaccién y
un rendimiento del 91%.

Cr(CO)s Cr(CO)s
N OH
Fe terTA  F€ :
ter, T. A. @
64 65 (91%)

Esquema 14. Sintesis del aminocarbeno de Fischer 65.

8. G. Lépez-Cortés, L. F. Contreras de la CruzCMOrtega-Alfaro, R. A. Toscano, C. Alvarez-Toleda
H. Rudler,J. Organomet. Chem. 2005,690, 2229.

81 . G. Lépez-Cortés, A. Samano-Galindo, M. C. Gatatparo, A. Toscano, H. Rudler, A. Parlier, C.
Alvarez-Toledano)). Organomet. Chem. 2005,690, 3664
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Con este buen resultado en mano, decidimos expandir el estudio hacia el uso
de otros aminoalcoholes, en los cuales se incrementa el tamafio de la cadena alquilica
entre los grupos amino e hidroxilo o se incluyen sustituyentes sobre la misma cadena
alquilica, esto con el objetivo de evaluar, en la selenoamida final, su efecto sobre la
probable actividad biolégica que pudieran expresar esta nueva familia de compuestos
organoselenados (Esquema 15y Tabla 1).

Cr(CO)s Cr(CO);

R n R
@7/1L0/\ 3 HzNw\ @7)L N
] n OH Fe H OH
e -
<d>> Eter, T. A. <d>>
64 66 n=2, R=H
67 n=3, R=H
68 n=1, R=CHj
69 n=1, R=Ph

Esquema 15. Sintesis de aminocarbenos de Fischer 66-69.

Tabla 1. Condiciones de reaccion para obtencion de los aminocarbenos de Fischer 65-69
Compuesto Tiempo (min) Rendimiento (%)

65 1 H 15 91
66 2 H 30 90
67 3 H 60 97
68 1 Me 15 97
69 1 Ph 120 >30

Como se puede observar en la tabla 1, se logré la formacién de los
aminoalcoholes 66 a 69 aplicando la misma metodologia descrita anteriormente para el
aminocarbeno 65, obteniendo rendimientos practicamente cuantitativos para los
aminocarbenos 67 y 68 y buenos rendimientos para el caso de los complejos 65 y 66 con
rendimientos del 91 y 90 % respectivamente, sin embargo, para el caso del aminocarbeno
69 el rendimiento de la reaccion fue por debajo del 30 %, probablemente debido a que
bajo estas condiciones la amina que se encuentra en exceso no tiene la capacidad para
desplazar el equilibrio hacia la formacion del aminocarbeno. Apreciando el esquema 16 en
la ruta a), podemos observar que posterior a la adicién de la amina al atomo de carbono
carbénico, una segunda molécula de la amina abstrae uno de los atomos de hidrégeno
sobre el atomo de nitrdgeno para propiciar el desplazamiento de la reacciéon hacia la
obtencion del aminocarbeno, probablemente debido al tamafio del sustituyente sobre la
cadena alquilica del aminoalcohol utilizado, se dificulta su acercamiento provocando una
disminucion en el rendimiento.
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Esquema 16. Propuesta mecanistica para la formacion de aminocarbenos de Fischer.

Tomando en cuenta este analisis, una probable solucién para este paso
determinante de la reaccién, sea adicionar una base poco voluminosa bajo las mismas
condiciones de reaccién anteriormente descritas como se representa en la ruta b) del
esquema 16. De esta forma decidimos adicionar como base hidruro de sodio, el cual es
compatible con el medio de reaccion y los reactivos utilizados como se representa en el
esquema 17.

Cr(CO)s Cr(CO)s
o N
3 H2N | !
Fle OH > Fe H OH
NaH, Eter, T. A.
64 69 (99 %)

Esquema 16. Propuesta sintética para la obtencién del aminocarbeno 69.

Al término de la reaccién y tras su purificacion por cromatografia en columna de
gel de silice, se logré aislar el complejo aminocarbeno 69 en un 99 % de rendimiento en
30 minutos de reaccidon utilizando éter como disolvente a temperatura ambiente,
demostrando de esta forma la utilidad de la base seleccionada para desplazar el equilibrio
de la reaccion hacia el producto deseado.
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De esta etapa, podemos concluir que se lograron establecer las mejores
condiciones de reaccidn para la obtencion de los aminocarbenos de Fischer 65-69 los
cuales poseen un fragmento aminoalcohol en su estructura, donde hasta nuestro mejor
conocimiento los complejos 68 y 69 no se encuentran previamente descritos en la
literatura.

Cabe destacar que una vez terminada cada una de las reacciones descritas en
esta seccion, la mezcla de reaccion se lavé con agua y una solucién saturada de
bicarbonato de sodio y posteriormente se extrajo el producto de reaccién con cloruro de
metileno, se secé la fase organica utilizando sulfato de sodio anhidro y se purifico
utilizando cromatografia en columna de gel de silice como fase estacionaria y diferentes
mezclas de hexano:acetato de etilo como eluyente. Una vez purificados los
correspondientes aminocarbenos de Fischer fueron caracterizados mediante las técnicas
espectroscopicas (IR, RMN de 'H y *C) y espectrométricas (EM) convencionales. A
continuacién se describen los espectros obtenidos para el aminocarbeno de Fischer 68.

De manera general, los complejos sintetizados en esta seccién muestran un
comportamiento muy similar en la espectroscopia infrarroja con bandas muy parecidas
para las absorciones de los grupos funcionales que tienen en comun. En el espectro de
infrarrojo del compuesto 68 podemos observar las vibraciones caracteristicas para los
carbonilos metélicos v(Cr-CO) alrededor de 1984, 1985 y 2000 cm™, asimismo, cerca de
3264 cm™ la banda correspondiente a la vibracion del enlace v(N-H) adyacente al carbono
carbénico, por ultimo se observa una sefial cercana a 3543 cm™ correspondiente a la
vibracion del enlace v(O-H) correspondiente al hidroxilo terminal de la cadena alquilica
lateral.
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Espectro 1. Espectro IR del complejo aminocarbeno de Fischer 68 (KBr).
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En lo que respecta a la espectrometria de masas del complejo 68 obtenido
mediante la técnica FAB® (Espectro 2), podemos observar un pico en 463 m/z
correspondiente al idbn molecular [M™], el cual concuerda con el peso molecular esperado
para este compuesto. Posteriormente, se observan cinco pérdidas sucesivas de 28 m/z
que corresponden a los cinco carbonilos metalicos en un patron caracteristico para los
complejos aminocarbenos de Fischer. Tras la pérdida completa de los carbonilos
metalicos, se obtiene el ion mas estable, el cual coincide con el pico base de este
espectro (323 m/z [M™-5COQ]).
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Espectro 2. Espectro EM (FAB™) del complejo aminocarbeno de Fischer 68.

De manera general, la espectrometria de masas de los complejos
aminocarbenos de Fischer 65-69 muestran un patron de fragmentacién muy similar con
una pérdida consecutiva de los cinco carbonilos metalicos para dar lugar a la formacion
del i6bn mas estable correspondiente al pico base en cada caso (Tabla 2).

Tabla 2. Patron de fragmentacion de los complejos 65-69 (m/z)

Fragmento

[M*] 449(7) 463(23) 477(5) 463(4) 525(4)
421(15) 435(19) 449(2.5) 435(5) 497(4)
393 (26) 407(30) 421(16) 407(9) 469(4)
365 (41) 379(36) 393(5) 379(13)  441(13)
337(51) 351(79) 365(32.5) 351(48)  413(39)
309(100) 323(100) 337(100) 323(100)  385(100)
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Por otra parte, el andlisis de la espectroscopia por RMN 'H del complejo
aminocarbeno de Fischer 68 (Espectro 3) revela una sefial doble alrededor de 1.43 ppm
que integra para tres protones correspondientes al metilo de la cadena lateral alquilica
que contiene al grupo hidroxilo, mismo que genera un singulete en 3.81 ppm. Hacia
campos bajos podemos observar una sefial simple en 4.24 ppm que integra para 7
hidrégenos correspondientes a las sefiales traslapadas del ciclopentadienilo no sustituido
del fragmento ferrocénico y para los protones del grupo metileno enlazado directamente al
atomo de nitrégeno adyacente al carbono carbénico. Alrededor de 4.47 se aprecia una
sefial doble asignada a las sefales traslapadas de los protones del ciclopentadienilo
monosustituido y del grupo metino enlazado directamente al atomo de oxigeno del grupo
hidroxilo y finalmente en 9.9 ppm se localiza un singulete asignado al atomo de hidrégeno
del grupo del grupo amino.

B54.24
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Espectro 3. Espectro RMN 'H del complejo aminocarbeno de Fischer 68 (CDCls, 300
MHz).

De manera general, el andlisis espectroscopico por RMN *H de los complejos
65-69, muestra sefiales entre 1.87 y 2.11 ppm para los protones de los metilenos y metilo
no unidos a heteroatomos, en 2.2 a 4.22 ppm las sefiales correspondientes al grupo
hidroxilo de los diferentes complejos. En lo que respecta a los metilenos y metinos
enlazados directamente a un heteroatomo se aprecian alrededor de 3.78 y 4.24 ppm, en
4.18 a 4.24 ppm las sefiales asignadas al anillo ciclopentadienilo no sustituido, en 4.24 a
4.62 ppm las sefales atribuidas al ciclopentadienilo monosustituido. Hacia campos mas
bajos se encuentran las sefiales de los protones en la posicion bencilica y para el anillo
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bencénico en 5.14 y 7.9 ppm respectivamente para el caso en especifico del complejo 69
y en un rango de 9.55 a 10.03 ppm los protones unidos directamente al atomo de
nitrégeno (Tabla 3).

Tabla 3. Sefiales en el espectro de RMN *H para los aminocarbenos de Fischer 65-69

(ppm)

Compuesto Cp-H(2,5) Cp-H(3,4)
65 10.02 4.47 4.44 4.24 4.24 4.12 1.99
66 9.99 4.58 4.45 4.18 4.18 4.18 0.86
67 9.55 4.49 4.49 4.18 4.07 3.79 2.20
68 9.99 4.47 4.47 4.24 4.47 4.24 3.81
69 9.96 4.44 4.44 4.21 5.15 4.21 2.43

Finalmente, en lo que respecta al andlisis de RMN **C del compuesto 68
(Espectro 4) este presenta en campos altos la sefal correspondiente al metilo de la
cadena lateral alquilica en aproximadamente 21.5 ppm, al metileno adyacente al atomo de
nitrégeno en 58.9 ppm y al metino enlazado al grupo hidroxilo cerca de 67.1 ppm.
Posteriormente, en lo que respecta al fragmento ferrocénico se aprecian 4 sefiales
diferentes, la primera en 68.6 ppm correspondiente a los atomos de carbono (3 y 4) del
anillo ciclopentadienilo monosustituido, en 69.6 la sefial asignada a los atomos de
carbono equivalentes del anillo ciclopentadienilo no sustituido, una sefial alrededor de
70.1 ppm para los carbonos (2 y 5) del anillo ciclopentadienilo monosustituido y finalmente
una sefial en 99.1 ppm para el carbonoy,s, Finalmente, hacia campos bajos podemos
observar las sefiales caracteristicas para un aminocarbeno de Fischer, en 218.0 ppm y
223.7 ppm se ubican las sefiales correspondientes a los carbonilos metdlicos unidos
directamente al centro metalico en disposicion ecuatorial y axial, respectivamente y
finalmente en 271.0 ppm se observa la sefial caracteristica del carbono carbénico.

Analizando los espectros de RMN **C para el resto de los compuestos de esta
familia, podemos observar un comportamiento muy similar para los atomos de carbono
gue tienen en comun, presentando Unicamente diferencias muy sutiles en las sefales
correspondientes a los atomos de carbono unidos a los heteroatomos de la cadena lateral
alquilica (N-CH y O-CH) de los complejos 68 y 69, denotando un incremento en el
desplazamiento quimico de estos fragmentos por influencia de los sustituyentes sobre el
atomo de carbono unido directamente al grupo hidroxilo (Tabla 4).
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Espectro 4. Espectro RMN C del complejo aminocarbeno de Fischer 68 (CDCls, 75
MHz).

Tabla 4. Sefiales en el espectro de RMN *3C para los aminocarbenos de Fischer 65-69
(ppm)

Cp(2,5) Cp Cp(3.4) | COH | CNH

65 2720 2235 2179 993 70.1 69.5 68.5 61.4 54.0
66 267.3 223.7 2182 950 70.9 69.8 69.4 62.9 53.2
67 267.0 2240 2183 91.0 70.6 69.3 68.9 62.2 52.8
68 271.0 223.7 218.0 991 70.1 69.6 68.6 67.1 58.9
69 2719 2235 2179 98.8 71.8 70.0 68.6 73.2 58.9
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Sintesis de ferrocenilselenoamidas

Una vez preparados los ferrocenilaminocarbenos de Fischer 65-69, se buscé
continuar con nuestra estrategia sintética para la obtencién de ferrocenilselenoamidas,
debido a la ausencia de métodos eficientes en la literatura como se mencioné
anteriormente, se sometieron estos complejos a una novedosa reaccién de desmetalaciéon
seleniurativa. Inicialmente se trabajé con el complejo 65 por considerarse el mas sencillo
de la serie, el procedimiento comienza con la formacién del agente selenante a partir de
una mezcla equimolar de Se/NaBH, y etanol como disolvente, ésta se deja reaccionar
bajo atmdsfera inerte y agitacion constante por 30 min. Cabe sefialar que esta reaccion es
altamente exotérmica y la suspension de color negro que resulta de la mezcla inicial, al
transcurrir el tiempo se torna en una disolucion color rojo ladrillo.

A la disolucion resultante, se agreg6 con ayuda de un embudo de adicién una
disolucion etandlica del aminocarbeno de Fischer 65 en una relaciéon 1:10 con respecto al
agente selenante. Al término de la reaccion (determinado por ccf) se extrajo el producto
utilizando cloruro de metileno y se purificé por cromatografia en columna utilizando como
fase estacionaria gel de silice y diferentes gradientes de hexano-acetato de etilo como
fase movil, obteniéndose la selenoamida 70 como un soélido color naranja en un
rendimiento del 98 % (Equema 17).

Cr(CO)s
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Esquema 17. Propuesta sintética para la obtencion de la ferrocenilselenoamida 70.

Este compuesto se caracterizO mediante las técnicas espectroscopicas
convencionales.La espectroscopia de infrarrojo del compuesto 70 (Espectro 5) muestra la
sefial caracteristica correspondiente a la vibracién del enlace N-H en 3282 cm™ como una
sefial ancha muy intensa. Alrededor de 1540 cm™ encontramos la sefial debida a la
vibracion del enlace C=Se, esta sefial se encuentra desplazada hacia nimeros de onda
mayores (generalmente entre 1305 y 800 cm™) ya que el selenocarbonilo de esta clase de
moléculas forma parte del grupo funcional selenoamida (N-C=Se). En este punto, es
importante mencionar que las selenoamidas no presentan una banda exclusiva para la
vibracion de estiramiento del doble enlace C=Se debido al fuerte acoplamiento con la
vibracién del enlace C-N, las bandas que se pueden asignar a este grupo funcional
aparecen entre los rangos 1500-1400 cm™, 1200-1000 cm™ y 700-600 cm™ v(N-

Mrilsglgnoamidas como nugvos aggntegs citotdricos 45



C/C=Se/N-C-Se) y para fines practicos en este trabajo Unicamente nos referiremos a la

sefial que aparece cerca de 1500-1400 cm™ por considerarse la mas caracteristica.??
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Espectro 5. Espectro IR de la ferrocenilselenoamida 70 (KBr).

En el espectro de RMN 'H de la ferrocenilselenoamida 70 (Espectro 6), se
puede observar hacia campos bajos la sefial debida al hidrégeno del fragmento
selenoamida (N-H) cerca de 8.24 ppm, hacia campos mas altos encontramos las sefiales
debidas a los protones del fragmento ferrocénico, en 4.91 ppm se observa un doblete
correspondiente a los atomos de hidrégeno de las posiciones 2 y 5 del ciclopentadienilo
monosustituido, en 4.50 ppm se encuentra otro doblete correspondiente a los atomos de
hidrégeno de las posiciones 3 y 4 del mismo ciclopentadienilo monosustituido y en 4.21
ppm se genera una sefial simple que integra para 5 atomos de hidrégeno propiciada por
los atomos del ciclopentadienilo no sustituido. Finalmente en campos altos, encontramos
las sefiales correspondientes a los metilenos base de nitr6geno y oxigeno de la cadena
lateral alquilica traslapados en un multiplete en 4.00 ppm que integra para cuatro atomos
de hidrégeno y en 2.07 ppm una sefial simple que integra para un atomo de hidrégeno
asignada al grupo hidroxilo.

82 G. SocratesQrganic Selenium compounds I nfrared and Raman Characteristic Group Frequencies Tables
and Charts. 3ra Edicion, John Wiley & Sons, Ltd. Gran Bret&i®1,222
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Espectro 6. Espectro RMN *H de la ferrocenilselenoamida 70 (CDCls, 300 MHz).

En lo que respecta al andlisis por RMN *3C de la ferrocenilselenoamida 70
(Espectro 7), en la zona alifatica se observan dos sefiales alrededor de 60.7 ppm y 50.7
ppm asignadas a los metilenos de la cadena lateral alquilica base de oxigeno y nitrégeno
respectivamente. Las sefiales correspondientes al fragmento ferrocénico las podemos
observar en 71.2 ppm para el anillo ciclopentadienilo no sustituido, en 71.7 ppm y 69.6
ppm apreciamos las sefiales pertenecientes a los atomos de carbono del anillo
ciclopentadienilo de las posiciones 2, 5 y 3, 4 respectivamente, hacia campos mas bajos,
se observa la sefial generada por el atomo de carbono ipso del ciclopentadienilo
monosustituido cerca de 86.8 ppm y finalmente en 203.0 ppm se ubica la sefal
correspondiente al atomo de carbono que se encuentra formando el doble enlace con el
atomo de selenio.

Finalmente, en el espectro de masas del selenocarbonilo 70 obtenido mediante
la técnica de impacto electrénico (Espectro 8), muestra que el iébn molecular presenta una
relacion m/z de 337, pico que corresponde al peso molecular esperado para esta
selenoamida y con el pico base del espectro. Adicionalmente se observa un pico en 256
m/z debido a la pérdida de 81 m/z por la eliminacién de seleniuro de hidrogeno [M*-H,Sel].
De igual forma se aprecia un pico en 212 m/z que corresponde a la formacion de
[FCCNHY]*, el cual es un fragmento caracteristico en el patrén de fragmentacion de las
selenoamidas.
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Espectro 7. Espectro RMN **C de la ferrocenilselenoamida 70 (CDCls, 75 MHz)
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Espectro 8. Espectro EM (IE) de de la ferrocenilselenoamida 70.
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Adicionalmente, para la ferrocenilselenoamida 70 se logré obtener un cristal
adecuado para su estudio por difraccion de rayos X de monocristal confirmando
plenamente su estructura molecular (Figura 17). Las distancias y angulos de enlace
selectos para la estructura molecular de este compuesto, asi como sus datos
cristalograficos se muestran en la tabla 5 y 6 respectivamente.

Figura 17. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 70. Los elipsoides son mostrados
en un 30% de probabilidad.

Tabla 5. Distancias y angulos de enlace selectos para la ferrocenilselenoamida 70.

Pista as de ace (A Anqulos de e
Se(1)-C(11) 1.838 (2) N(1)-C(11)-Se(1) 122.38 (17)
N(1)-C(11) 1.318 (3) C(1)-C(11)-Se(11) 120.66 (16)
C(1)-C(11) 1.463 (3) N(1)-C(12)-C(13) 111.23 (19)
Tabla 6. Datos cristalograficos para la ferrocenilselenoamida 70.
O 2 eNOSe
Peso Molecular (g/mol) 336.07
Tamario del Cristal 0.284 x 0.184 x 0.094 mm
Color Rojo
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial C 2/c
Dimensiones de Celda Unitaria
a(A) 17.983(2)
b(A) 7.410(2)
c(h) 19.235(2)
a(®) 90
B 93.649(2)
Y(°) 90
V (A%) 2558.0(5)
Z 8
Deaic-(Mg/m ) 1.745
No. De Refexiones Colectadas 10155
No. De Reflexiones Independientes (Ri ) 2337(0.0268)
Método de Correcién Absosrcion Semi-empirico
Maximos y Minimos 0.7048 y 0.4250
Datos/Restricciones/Parametros 2337/172/206
Indice Final R[1>2 a(1)] R1=0.0254, wR2=0.0603
indice R(todos los datos) R1=0.0315, wR2=0.0629
GooF 1.059
Coeficiente de absorcion () 4.007 mm™
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Mediante el andlisis de los datos cristalograficos de la estructura molécular del
compuesto 70 (Figura 17), podemos observar que el selenocarbonilo esta unido
directamente al fragmento ferrocénico; la suma de los angulos alrededor del atomo de
carbono C11 es ¥ = 359.94 indicando que este grupo presenta una geometria trigonal
plana. La distancia de enlace C=Se [Se(1)-C(11) 1.838 (2)] es muy similar a las distancias
reportadas en la literatura para otras selenoamidas, sin embargo, la distancia de enlace
N(1)-C(11) 1.318 (3) es relativamente mas larga.?® La estructura presenta desorden en el
anillo ciclopentadienilo no sustituido del fragmento ferrocénico generando dos
orientaciones con una relacion 71:29 y en la Figura 17 se muestra Unicamente la
contribucion mayoritaria.

Al analizar la celda unitaria de este compuesto, se observan interacciones
intermoleculares mediante la formacion de enlaces de hidrégeno entre el atomo de
hidrégeno de la selenoamida y el a&tomo de oxigeno del grupo hidroxilo (N-HeeO) y otro
entre el atomo de selenio de la selenoamida y el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo
(O-HesSe) (Tabla 7), haciendo evidente la capacidad de los grupos seleccionados para
formar enlaces de hidrégeno, los cuales pueden tener una repercusién importante al
momento de evaluar su potencial actividad citotéxica. En la Figura 18 se representa uno
de los dimeros que forman la celda unitaria.

Figura 18. Dimero de la red cristalina del compuesto 70

Tabla 7. Datos de los enlaces de hidrégeno para la ferrocenilselenoamida 70 [A y °]

D A d(D a A d(DeeA DHA
N(1)-H(1)+sO(1)#1 0.76(2) 2.21(3) 2.906(3) 152(3)
O(1)-H(1A)**Se(1)#2 0.77(3) 2.55(3) 3.300(19) 165(4)

Una vez obtenida y caracterizada esta selenoamida, se extendié el estudio
hacia la desmetalacién seleniurativa del resto de los aminocarbenos de Fischer
sintetizados en la etapa anterior (65-69). Como se puede observar en la Tabla 8, las
diferentes ferrocenilselenoamidas 70-74 se lograron obtener en buenos rendimientos y

8 Y. Li, G. X. Hua, A. M. Z. Slawin, J. D. Woollind/olecules 2009,14, 884
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tiempos cortos de reaccion. Cabe mencionar que hasta nuestro mejor conocimiento
ninguno de los compuestos descritos en esta seccion han sido reportados previamente,
de igual manera se presenta el rendimiento global a partir de ferroceno, que es un
reactivo comercial.

Tabla 8. Rendimientos de la reaccién de desmetalacién seleniurativa de los
aminocarbenos de Fischer 65-69.

Cr(CO)s
| NHn\{OH 10 Se/NaBH QI ™ o
Fe "R EtOH aTA4 Fe "R
65=n=1;,R=H 70=n=1;R=H
66=n=2; R=H 71=n=2; R=H
67=n=3;R=H 72=n=3;R=H
68=n=1; R=Me 73=n=1; R=Me
69=n=1; R=Ph 74=n=1; R=Ph
Compuesto Rendimiento @  Global® Tiempo (min.)  p.f. (°C)°  Apariencia
70 140-143 Salido rojo
71 81% 73% 60 104-106 Sélido rojo
72 88% 85% 60 80-82 Sdlido rojo
73 92% 89% 30 151-152 Sélido rojo
74 91% 90% 30 143-144 Sélido rojo

?Calculado después de purificacion "Determinado a partir de ferroceno. °Sin correcion

Como se puede apreciar en los resultados anteriores, haciendo un comparativo
de las estrategias disponibles para la obtencién de selenoamidas con el método
propuesto en este trabajo, nuestra metodologia brinda la posibilidad de obtener
ferrocenilselenoamidas N-sustituidas en buenos rendimientos, tiempos cortos de reaccién
y condiciones suaves. Otro rasgo significativo de nuestra propuesta sintética es que,
permite la obtencién de selenoamidas en presencia de diversos grupos funcionales, lo
gue abre una ventana para la aplicacion sintética de esta reaccion, ya que en general las
metodologias existentes solo son Utiles cuando en la cadena alquilica no existen grupos
funcionales suceptibles a la oxidacién o a la degradacion en medios acidos fuertes, por lo
gue hasta el momento solo existen ejemplos en la literatura de selenoamidas con cadenas
alquilicas simples y mucho menos que incorporen un fragmento ferrocénico a su
estructura.

Una vez sintetizados los compuestos 70-74, se realizé la caracterizacion
espectroscopica de cada uno de los selenocarbonilos mediante las técnicas
convencionales. Las bandas caracteristicas obtenidas para este conjunto de moléculas
mediante su analisis por infrrojo se concentran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Datos de IR (KBr) para las selenoamidas 70-74.
Compuesto v(NH) cm™ v(H-N-C=Se) cm™
70 (n=1, R=H) 3282 1540
71 (n=2, R=H) 3227 1541
72 (n=3, R=H) 3239 1539
73 (n=1, R=Me) 3296 1445
74 (n=1, R=Ph) 3285 1400

De manera general, podemos apreciar en la Tabla 9 que los compuestos
selenocarbonilicos sintetizados mostraron bandas de absorcion entre 3296 y 3239 cm™
gue se asignan a la vibracién N-H, no obstante, se trata de bandas bastante prominentes
y anchas en las cuales pueden encontrarse traslapadas las bandas correspondientes a la
vibracion del grupo hidroxilo terminal de la cadena alquilica lateral. Otra de las vibraciones
caracteristicas de este tipo de compuestos es aquella debida a la vibracion del fragmento
selenoamida compuesta por tres contribuciones mayoritarias v(N-C/C=Se/N-C-Se), las
cuales normalmente se encuentra de 1305 a 800 cm™, sin embargo como se mencion6
anteriormente, al unirse el selenocarbonilo directamente a un atomo de nitrégeno provoca
un fuerte acoplamiento C-N desplazando la sefial C=Se a un intervalo de 1500 a 1400 cm’
1 82 fenémeno que se puede observar para esta familia.

Con respecto a la espectrometria de masas de la familia de compuestos 70-74
(Tabla 10), se observa en toda la serie la existencia del fragmento [M*-81], el cual se
atribuye a la pérdida de 81 m/z debida a la eliminacion de seleniuro de hidrégeno por
parte del i6n molecular. Otro pico caracteristico, es la formacion de [FCCNH]" equivalente
a 212 m/z, el cual junto con el fragmento [CpFe’] ubicado en 121 m/z son fragmentos
comunes en el patrén de fragmentacion de esta familia de selenocarbonilos. De manera
complementaria, se determind la masa exacta para todos los miembros de esta familia,
los resultados se concentran en la Tabla 10.

Tabla 10. Fragmentos caracteristicos (m/z) de los compuestos 70-74 IE (% a.r.).
Fragmento
Compuesto [M]™ [M*-H,Se]  [FCCNH]* [CpFe] Calc. Obs.
70 337(100) 256(49) 212(66) 121(34) 336.9668 336.9665
71 351(100) 270(45) 212(73) 121(23) 350.9825 350.9825
72 365(63) 283(5) 212(100) 121(17) 364.9981 364.9977
73 351(95) 270(48) 212(100) 121(55) 350.9825 350.9830
74 413(43) 331(53) 212(100) 121(34) 412.9981 412.9981

En cuanto al andlisis espectroscépico de estos selenocarbonilos mediante RMN
'H, todos los compuestos se comportan de manera similar para los fragmentos
estructurales que tienen en comun, mostrando pequefias diferencias en cuanto al
desplazamiento quimico de los metinos presentes en la cadena lateral alquilica de los
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compuestos 73 y 74, los cuales se encuentran sustituidos provocando un desplazamiento
a campos bajos de estas sefiales (Tabla 11).

Tabla 11. Sefiales RMN *H caracteristicas de los compuestos 70-74.
RMN *H (& ppm)
Compuesto EN[g] -OH -NCH, -OCH, Cp-H(2,5) Cp-H (3,4) Cp-H
70 8.24 2.04 4.00 4.00 491 4.50 4.21
71 8.85 2.80 3.88 3.99 4.90 4.48 4.20
72 8.97 3.09 3.79 3.79 4.98 4.46 4.19
73 8.26 2.07 3.58 4.21 491 4.50 4.21
74 8.21 2.81 3.80 5.19 4.87 4.48 4.17

Finalmente, en lo que respecta al anélisis espectroscopico mediante RMN **C
de las selenoamidas 70-74 podemos observar en la Tabla 12 un comportamiento muy
similar entre estos compuestos, huevamente mostrando una diferencia significativa en el
desplazamiento quimico de los atomos de carbono terciarios de la cadena lateral alquilica
gue se encuentran sustituidos en los compuestos 73 y 74, en los cuales se observa un
desplazamiento hacia campos altos, siendo mas evidente para el compuesto 74 por
tratarse de una posicion bencilica.

Tabla 12. Sefiales RMN **C caracteristicas de los compuestos 70-74
RMN *3C (& ppm)
Compuesto NOEST! -OCH, -NCH, Cipso Cp (2,5) Cp Cp (3,4)

70 203.0 60.7 50.6 86.0 717 71.2 69.6

71 203.0 61.6 48.1 86.0 71.6 71.1 69.5

72 202.0 62.0 49.2 86.0 71.6 711 69.7

73 203.9 66.5 55.3 86.3 71.7 71.1 69.5

74 203.9 69.3 55.3 86.2 71.8 71.2 69.7

Por otro lado, con base en el comportamiento quimico de los compuestos y
algunas moléculas similares revisadas en la literatura, es posible proponer un mecanismo
para la reaccion de desmetalacion seleniurativa (Esquema 18).

NaBH, +
EtOH ©)
7CrCO)s oC (OC)sCr on Se.g H
QAN%OH -« SE_H @;Nn @/LI,\MOH H
Fle H R + E — = Fle ( H R — = Fle H R +
<o @ D 8 YaoX Cr(Co)s
65=n=1;R=H H H 70=n=1;R=H (D)
66=n=2; R=H 71=n=2;R=H
67= ::3;R:H ®) 72=n=3;R=H
68=n=1; R=Me 73=n=1; R=Me
69=n=1; R=Ph 74=n=1; R=Ph

Esquema 18. Propuesta mecanistica para la obtencion de las ferrocenilselenoamidas 70-74
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Hasta el momento, la propuesta mecanistica mostrada en el esquema anterior
no esta totalmente comprobada, sin embargo, es muy probable que el primer paso
implique la formacién de la especie (A) generada a partir de borohidruro de sodio y
selenio elemental. Este tipo de aducto ha sido propuesto en informes sobre la quimica del
selenio, en los cuales se menciona que puede ser susceptible al ataque por diferentes
nuclesfilos, generando sulfuros y polisulfuros,® los cuales pueden actuar como agentes
reductores, oxidantes o nucleofilicos. De esta manera, creemos que posterior a la
formacion del diselenuro (A), ocurre un ataque nucleofilico hacia el &tomo de carbono
carbénico altamente electrofilico, lo que conduce a la formacion del intermediario (B).
Finalmente, se propone la eliminacion del fragmento metalico mediante la ruptura del
enlace C-Cr que provoca de igual forma la salida de la especie (C) (H:BSe) y de esta
forma se genera el nuevo doble enlace C=Se de las ferrocenilselenoamidas 70-74.

La sintesis descrita en este capitulo, ademas de representar el primer ejemplo
para la sintesis de ferrocenilselenoamidas, resulta muy eficiente y con rendimientos
globales altos (Tabla 8). Este método es una nueva alternativa, que resuelve en gran
medida las limitaciones de otros métodos disponibles en la literatura para la sintesis de
selenoamidas, como la incompatibilidad entre los grupos funcionales suceptibles a
degradacion y las condiciones drasticas de reaccion. De esta etapa podemos concluir que
se generd un método eficiente para la construccion de selenoacarbonilos logrando
obtener cinco nuevas ferrocenilselenoamidas con un fragmento aminoalcohol en su
estructura (Figura 19).

©/”\N/\/OH @)LN/\/\OH Q)LN/\/\/OH
H

1 | I
Fe H Fe H Fe

<D . <D

Q)LN/\{OH @)LN OH

| H ' H
Fe Fe @
<L ==

Figura 19. Estructura de las ferrocenilselenoamidas 70-74

70

84 a) J. M. Lalancette, A. Frech@an. J. Chem. 1970,48, 2367; b) J. M. Lalancette, J. R. Brind@an. J.
Chem. 1971,49, 2990

Mrilsglgnoamidas como nugvos aggntegs citotdricos 54



Parte experimental

*Instrumentos y reactivos utilizados

Todos los reactivos utilizados son marca Sigma-Aldrich Company y se utilizaron
sin ninguna purificacién adicional. EI THF fue secado sobre sodio, empleando
benzofenona como indicador bajo atmésfera de nitrégeno, los demas disolventes
utilizados fueron adquiridos de proveedores comerciales y se utilizaron sin ningun
tratamiento posterior.

La mayoria de las reacciones se llevaron a cabo bajo atmoésfera inerte
utilizando argén o nitrdgeno y todas fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina
(ccf) utilizando cromatofolios de aluminio recubiertos con silice Alugram Sil G/UV254 de
0.25 mm como fase estacionaria y como fase movil diferentes sistemas de hexano-
acetato de etilo utilizando luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm para revelar
las mismas.

La purificacién de los productos se realiz6 mediante cromatografia en columna
utilizando gel de silice como fase estacionaria (malla 70-230) y diferentes sistemas de
hexano-acetato de etilo como fase movil. En la evaporacion de los disolventes se utilizd
un rotavapor marca Biichi modelo R114 con bafio térmico modelo B-480acoplado a una
bomba marca Marvac Scientific Manufacturing Co. modelo B2. Los puntos de fusién se
midieron en un aparato MEL-TEMP |l y los valores no estan corregidos.

Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo JEOL JMSAX505
utilizando la técnica de impacto electrénico (IE) a un potencial de ionizacién de 70 eV y de
bombardeo con atomos rapidos (FAB®). La espectrofotometria de infrarrojo (IR) fue
realizada en un espectrofotometro Perkin-Elmer 283B o 1420 utilizando las técnicas de
pastilla de KBr o pelicula segun fuera necesario.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H y **C fueron obtenidos en
un equipo Bruker AVANCE Il 300 300.53 y 75.58 MHz para *H y **C respectivamente.
Adicionalmente se utilizd6 un equipo Varian Inova de 500 MHz para los experimentos de
temperatura variable. En ambos casos se utilizaron como disolvente diferentes solventes
deuterados (CDCl; y CD3;CN) y los desplazamientos quimicos (&) se reportan en partes
por millén y las sefiales obtenidas se encuentran indicadas como sefial simple (s), sefial
doble (d), sefal triple (t), sefal cuadruple (q) y sefal mdultiple (m) tomando como
referencia al tetrametilsilano (TMS).

El analisis por difraccion de rayos X de monocristal, se llevé a cabo en un
espectrofotometro Briicker Smart Apex CCD con detector de area de radiacion
monocromética de Ka (071073 A), mientras que la resolucion estructural de los
compuestos se realizd por Métodos Directos mediante el programa SHELXL-97 y
refinados por el método de Minimos Cuadrados (Full Matrix Least Squares F2). Las
distancias interatémicas se expresan en Angstroms (A) y los angulos en grados (°).%°

e M. Sheldrick Acta Crystallogr.Sect. A: Found. Crystallogr. 2008,A64, 112
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Sintesis del etoxiferrocenilcarbeno de Fischer crom 0 0 (64)

Cr(CO)s
o™

Fe
IS=N

La obtencién de este compuesto se realizé empleando la metodologia reportada
previamente en nuestro grupo de trabajo.80 Empleando esta metodologia, fue posible
obtener 3.95 g de un sodlido color vino con un rendimiento del 85 % vy tras su
caracterizacion por las técnicas espectroscépicos y espectrométricas convencionales
arrojaron sefiales idénticas a las reportadas en la literatura.

Sintesis de los de los ferrocenil(hidroxialquilamin 0) carbenos de Fischer Cr 0 (65-
69):

A una disolucion del etoxiferrocenil carbeno de Fischer 64 (23 mmol, 1g) en 20
mL de éter etilico anhidro bajo atmésfera de nitrégeno se adicion6é la cantidad
correspondiente del aminoalcohol en cuestion (60 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo bajo agitacion constante a temperatura ambiente de 15 a 60 minutos
dependiendo del complejo a sintetizar y posteriormente se diluyé con 20 mL de agua y
finalmente con 10 mL de una solucién saturada de bicarbonato de sodio. Se separé la
fase organica y fue secada con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y finalmente el
disolvente fue evaporado a presién reducida. El crudo de la reaccion fue purificado
mediante cromatografia en columna flash utilizando gel de silice como fase estacionaria y
mezclas de hexano:acetato de etilo como eluyente.

[(Ferrocenil)(4-hidroxibutilamino)metiliden]pentaca rbonil cromo (0) (67).

Cr(CO)s

]
Fe H

67

Rendimiento: 97%; *H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 = 9.55 (s, 1 H; NH), 4.49
(m, 4 H; CsHy), 4.18 (s, 5 H; Cp), 4.07 (m, 2 H; OCH,), 3.79 (m, 2 H; NCH,), 2.20 (s, 1 H;
OH), 1.87 ppm (m, 4H, 2 CH,); **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): 5 = 267.0 (CCr), 224.0
(CrCO4), 218.3 (CrCO¢q), 91.0 (C, CsHy), 70.6, 68.9 (4 CH, CsH,), 69.3 (5 CH, Cp), 62.2
(OCHy,), 52.8 (NCH,), 29.6, 26.8 ppm (2 CH,); IR (pelicula): v = 3318 (NH), 2050, 1908
cm™ (Cr-CO); MS (FAB"): m/z (%): 477 (5) M*™, 449 (2.5) [M*-COQ], 421 (16) [M*-2CO], 393
(5) [M*-3COQ], 365 (32.5) [M*-4CO0], 337 (100) [M*-5CO]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada
para CH19CrFeNOg: 476.9967; observada: 476.9958.
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[(Ferrocenil)(2-hidroxipropilamino)metiliden]pentac arbonil cromo (0) (68):

Cr(CO)s
@ANV
Fe H OH

IS> NS

Rendimiento: 97%; p.f. 84 — 86°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 =9.99 (s,
1 H; NH), 4.47 (d, 5 H; CsH, + OCH), 4.24 (s, 7 H; Cp + NCH,), 3.81 (s, 1 H; OH), 1.43
ppm (d, 3 H; CHs); *C NMR (75 MHz, CDCls;, TMS): & = 271.0 (CCr), 223.7 (CrCO,y),
218.0 (CrCO¢), 99.1 (C, CsHy4), 70.1, 68.6 (4 CH, CsH,), 69.6 (5 CH, Cp), 67.1 (OCH),
58.9 (NCH,), 21.5 ppm (CHs); IR (KBr): v = 3264 (NH), 2051, 1982, 1883 cm™ (CO); MS
(FAB™): m/z (%): 463 (23) M™, 435 (19) [M*-CO], 407 (30) [M*-2C0O], 379 (36) [M*-3CQ],
351 (79) [M*-4CO], 323 (100) [M*-5CO]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para
C19H17CrFeNQOg: 462.9810; observada: 462.9810.

[(Ferrocenil)(2-hidroxi-2-feniletilamino)metiliden] pentacarbonil cromo (0) (69):

Cr(CO)s
<N
Fle H OH

s>

En el caso de la preparacion de este complejo, fue necesaria la adicion de
hidruro de sodio (9.2 mmol) para completar la reaccién. Rendimiento: 99%; p.f. 105 —
108°C; *H NMR (300 MHz, CDCls, TMS): & = 9.96 (s, 1 H; NH), 7.49 (s, 5 H, CHarom), 5.15
(s, 1 H; OCH), 4.44 (s, 4 H; CsH,), 4.21 (s, 7 H; Cp + NCH,), 2.43 ppm (s, 1 H; OH); *C
NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 271.9 (CCr), 223.5 (CrCO,), 217.9 (CrCO), 140.2
(Carom), 129.2, 125.9 ( CH, CsH,), 98.8 (C, CsH,), 73.2 (OCH), 71.8, 68.6 (4 CH, CsH,),
70.0 (5CH, Cp), 58.9 ppm (NCHy); IR (KBr): v = 3247 (NH), 2049, 1972, 1893 cm™ (CO);
MS (FAB™): m/z (%): 525 (4) M™, 497 (4) [M*-CQ], 469 (4) [M*-2CQ], 441 (13) [M*-3CQ],
413 (39) [M*™-4CO], 385 (100) [M*-5CO]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para
C,4H19CrFeNQOg: 524.9967; observada: 524.9661.

Sintesis de selenoamidas (70-74)

Preparacion del agente selenante. A una solucion de 0.01 mol de NaBH, en
10 mL de etanol, se adicionan lentamente 0.01 mol de selenio en polvo y la mezcla
resultante se agité vigorosamente a temperatura ambiente por 30 minutos bajo atmésfera
inerte.

Una vez transcurrido este tiempo, se adiciona el agente selenante a una
solucion (0.001 mol) del aminocarbeno de Fischer correspondiente (65-69) en 5 mL de
etanol bajo atmésfera de nitrégeno; la reaccién fue monitoreada por cromatografia de
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capa fina de gel de silice. Una vez terminada la reaccion, el disolvente se evapor6 a
presién reducida y la mezcla resultante se redisolvié con agua destilada para extraer el
producto con cloruro de metileno y posteriormente se secé con sulfato de sodio anhidro.
Tras la evaporacion del disolvente, la mezcla resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y diferentes
gradientes de hexano-acetato de etilo como eluyente.

N-(2-hidroxietil)ferrocenoselenoamida (70):

<N

I
Fe H OH

D

Rendimiento: 98%; p.f. 140 - 143°C (d); 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 =
8.24 (s, 1 H; NH), 4.91 (t, 2 H; CsHy), 4.50 (t, 2 H; CsHy), 4.21 (s, 5 H; Cp), 4.00 (m, 4 H, 2
CHy,), 2.04 ppm (s, 1 H; OH); *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 203.0 (CSe), 86.8 (C,
CsH.,), 71.7, 69.6 (4 CH, CsH,), 71.2 (5 CH, Cp), 60.7 (OCH,), 50.7 ppm (NCH,); IR (KBr):
v = 3282 (NH), 1540 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 337 (100) M*, 319 (7) [M*-
H,0], 256 (49) [M*-H,Se], 212 (66) [FCCNH'], 121 (34) [CpFe']; EMAR FAB (6 eV): m/z:
calculada para Ci3Hi;sFeENOSe: 336.9668; observada: 336.9665; Analisis elemental
calculado (%) para CisHisFeNOSe: C 46.46, H 4.50, N 4.17; observado: C 45.89, H 4.51,
N 4.16.

N-(3-hidroxipropil)ferrocenoselenoamida (71):

@/LN/\/\OH

]
Fe H

IS>N.

Rendimiento: 81%:; p.f. 104 - 106°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 8.85
(s, 1 H; NH), 4.90 (t, 2 H; CsHy), 4.48 (t, 2 H; CsH,), 4.20 (s, 5 H; Cp), 3.99 (q, 2 H, OCH,),
3.88 (t, 2 H, NCH,), 2.80 (s, 1 H; OH), 1.97 ppm (g, 2 H, CH,); *C NMR (75 MHz, CDCls,
TMS): 6 = 203.0 (CSe), 86.8 (C, CsH,), 71.6, 69.5 (4 CH, CsHy), 71.1 (5 CH, Cp), 61.6
(OCHy), 48.1 (NCH,), 30.4 ppm (CH,); IR (KBr): v = 3227 (NH), 1541 cm™ (C=Se); MS (El,
70 eV): m/z (%): 351 (100) M™, 333 (3) [M*-H,0], 270 (45) [M*-H,Se], 212 (73) [FCCNH],
121 (23) [CpFe’], EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para C.;H,;;FeNOSe: 350.9825;
observada: 350.9825.
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N-(4-hidroxibutil)ferrocenoselenoamida (72):

©/U\N/\/\/OH

|
Fe H

IS>N

Rendimiento: 88%; p.f. 80 - 82°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 8.97 (s,
1 H; NH), 4.98 (t, 2 H; CsHy), 4.46 (t, 2 H; CsHy), 4.19 (s, 5 H; Cp), 3.79 (m, 4 H, 2 CH)),
3.09 (s, 1 H, OH), 1.90 (g, 2 H; CH,), 1.72 ppm (g, 2 H, CH,); **C NMR (75 MHz, CDCls,
TMS): 6 = 202.0 (CSe), 86.0 (C, CsHy), 71.6, 69.7 (4 CH, CsHy), 71.1 (5 CH, Cp), 62.0
(OCHy,), 49.2 (NCH,), 29.7, 24.8 ppm (2 CH,); IR (KBr): v = 3239 (NH), 1534 cm™ (C=Se);
MS (El, 70 eV): m/z (%): 365 (63) M™, 347 (1) [M*-H,O], 283 (5) [M'-H,Se], 212 (100)
[FCCNH'], 121 (17) [CpFe']; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para C;sH;sFeNOSe:
364.9981; observada: 364.9977.

N-(2-hidroxipropil)ferrocenoselenoamida (73):

Rendimiento: 92%; p.f. 151 - 152°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 8.26
(s, 1 H; NH), 4.91 (t, 2 H; CsHy), 4.50 (t, 2 H; CsH,), 4.21 (s, 7 H; Cp + NCH,), 3.58 (m, 1
H, OCH), 2.07 (s, 1 H, OH), 1.34 ppm (d, 3 H; CH3); **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): 6 =
203.9 (CSe), 86.3 (C, CsHy), 71.7, 69.5 (4 CH, CsH,), 71.1 (5 CH, Cp), 66.5 (OCH), 55.3
(NCH,), 21.7 ppm (CHa); IR (KBr): v = 3296 (NH), 1445 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z
(%): 351 (95) M™, 333 (4) [M*-H,0], 269 (48) [M*-H,Se], 212 (100) [FCCNH'], 121 (55)
[CpFe’]. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para Cy4Hi;FeNOSe: 350.9825; observada
350.9830.
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N-(2-fenil-2-hidroxietil)ferrocenoselenoamida (74):

@/LNVO
Fle H OH
>

L 4

Rendimiento: 91%:; p.f. 143 - 144°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 8.21
(s, 1 H; NH), 7.42 (m, 5 H; CHarom), 5.19 (m, 1 H; CH), 4.87 (t, 2 H; CsH,), 4.48 (t, 2 H,
CsHy), 4.17 (s, 5 H, Cp), 3.80 (m, 2 H; NCH,), 2.81 ppm (s, 1 H, OH); **C NMR (75 MHz,
CDCl3, TMS): 6 = 203.9 (CSe), 141.2 (Carom), 128.9, 128.4, 125.8, (5 CHawom), 86.2 (C,
CsHy), 72.3 (OCH), 71.8, 69.5 (4 CH, CsH,), 71.2 (5 CH, Cp), 55.3 ppm (NCH,), IR (KBr): v
= 3285 (NH), 1400 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 413 (43) M™, 396 (3) [M*-H,0],
331 (53) [M*-H,Se], 212 (100) [FCCNH'], 121 (34) [CpFe"], 103 (34) [PhCH=CH], 77 (74)
[Ph']; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para CisH;sFeNOSe: 412.9981; observada:
412.9981.
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Capitulo Il
EVALUACION BIOLOGICA DE LAS NUEVAS
FERROCENILSELENOAMIDAS

Antecedentes

El crecimiento y divisién celular estan altamente regulados, no obstante, una
excepcion notable es aquella provista por las células cancerosas, las cuales se
caracterizan por tener un crecimiento y desarrollo descontrolado. Consecuentemente
existe un creciente interés en la blsqueda de nuevos farmacos anticancerigenos con alta
eficacia, baja toxicidad y bajos efectos colaterales.®

Actualmente, los quimicos farmacéuticos tienen un vasto portafolio de
herramientas a su alcance para el descubrimiento y generacién de nuevos farmacos, por
ejemplo la sintesis orientada a blancos (TOS),*” la quimica combinatoria (CombChem),?®
disefio de farmacos basado en fragmentos (FBDD),* reposicionamiento de farmacos
(Repurposing-drugs) que actualmente ofrece la transicién mas corta de la investigacion a
la clinica® y la sintesis orientada a la diversidad (DOS),” siendo este ultimo enfoque de
gran interés para los quimicos sintéticos, ya que tradicionalmente se utiliza Gnicamente
una pequefa fraccion de las transformaciones sintéticas disponibles, planteando el reto
de la busqueda de nuevas metodologias que permitan la introduccion de grupos
funcionales en pocos pasos de reaccion, altos rendimientos y metodologias sintéticas
tolerantes a la presencia de diversos grupos funcionales como alcoholes, aminas, amidas
y heterociclos,”? permitiendo la obtencion de novedosas moléculas pequefias
biol6gicamente activas.

Este Gltimo enfoque, fue una de las razones principales que nos motivé a dirigir
este proyecto hacia la investigacién y desarrollo de una nueva estrategia sintética para la
obtencién de moléculas pequefias® comenzando por la resolucién del reto sintético que
plantea la preparacion de selenoamidas ferrocénicas y posteriormente determinar su
probable actividad biol6gica, basados en la premisa de que el selenio es un elemento

8 g)K. C. Bulusu, R. Guha, D. J. Mason, R. P. I. lss\&. Muratov, Y. K. Motamedi, M. Cokol, A. Bender
Drug Discov. Today 2016,21, 2016; b) J. M. Reichert, J. B. WegnBrug Discov. Tday 2008,13, 30

873, L. SchreiberScience 2000,287, 1964

8 K. K. Jain,Drug Discov. Today 2002,7, 900

89a) H. Chen, X. Zhou, A. Wang, Y. Zheng, Y. GaaZkou,Drug Discov. Today 2015,20, 105; b) D.

Antonow, Drug Discov. Today 2010,15, 801

% R. Wirth, S. Thellung, A. Bajetto, M. Mazzanti, Florio, F. BarbieriDrug Discov. Today 2016,21, 190

1 a) R. Doveston, S. Marsden, A. NelsBmug Discov. Today 2014,19, 813; b) W. R. J. D. Galloway, A.
Isidro-Llobet, D. R. Spring\Nat. Commun. 2010,1, 80; c) M. D. Burke, S. L. Schreibekngew. Chem. Int.
Ed. 2004,43, 46

92T, W. Cooper, I. Campbell, S. J. Macdonadgew. Int. Ed. 2010,49, 8082

% J. A. Bikker, N. Brooijmans, A. Wissner, T. Mansali Med. Chem. 2009,52, 1493
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importante para multiples procesos celulares® y en que varios estudios indican que los
compuestos organoselenados poseen actividades anticancerigenas.®

En investigaciones recientes, se ha demostrado una relacion inversa entre los
niveles séricos de selenio y el riesgo de padecer cancer, encontrando que la ingesta de
200 pg por dia de selenio a través de un suplemento alimenticio ayuda a reducir la
incidencia del cancer de prostata hasta en un 49%.% Bhattacharyya en el 2008, informé la
reduccion del tamafio de tumores andrégeno-dependientes al emplear una fuente
apropiada de selenio como el i6n selenito.®” De igual manera, distintos estudios in vivo en
una variedad de modelos de cancer de préstata han confirmado que los compuestos que
contienen selenio en su estructura inhiben el desarrollo y crecimiento de estos tumores.*®

Por otra parte, una de las principales causas de defuncién en nuestro pais es el
Cancer. En México, de 1990 a 2014 el porcentaje de defunciones por tumores malignos
denota una marcada tendencia a incrementarse afo tras afo, siendo el cancer de mama
la principal causa de defunciones por neoplasia en mujeres, mientras que en los varones,
es actualmente el cancer de prostata, superando al cancer de traquea y pulmon.®

Es por lo anterior, que en este capitulo nos enfocamos al estudio de la actividad
biolégica de las ferrocenilselenoamidas sintetizadas previamente para determinar la
combinacién estructural adecuada que nos permitié establecer alguna relacién con la
bioactividad de estos selenocarbonilos y asi generar una biblioteca de compuestos que a
futuro nos permita el disefio y la obtencion de una molécula efectiva para el tratamiento de
una patologia en especifico.

Para alcanzar esta meta, los selenocarbonilos 70-74 fueron evaluados,
inicialmente, mediante un screening primario a una concentracion 50 uM in vitro frente a
las diferentes lineas celulares cancerosas humanas de prdstata (PC-3), glia de sistema
nervioso central (U251), leucemia (K526), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén
(SKLU) proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancer (NCI) de los Estados Unidos
de América. La citotoxicidad fue determinada utilizando el colorante de unién a proteinas
sulforodamida B (SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el crecimiento celular,
como esté descrito en el protocolo establecido por el NCI.'® El experimento consistié en
exponer a cada linea celular a un compuesto en especifico de la serie a una
concentracion conocida, 50 uM en este caso, para observar su capacidad inhibitoria la
cual se reporta como porcentaje relativo (%).

%a) Y. Hu, G. H. McIntosh, G. P. Youn@urr. Pharm. Biotech. 2012,13, 165; b) F. Xing, S. Li, X. Ge, C.
Wang, H. Zeng, D. Li, L. Don008,44, 963

%y, Jamier, L. A. Ba, C. JacoBem. Eur. J. 2010,16, 10920

% E. SzaboNat. Rev. Cancer 2009,9, 508

°”R. S. Bhattacharyya, B. Husbeck, D. Feldman, Bndx, Int. J. Radiant. Oncol. Biol. Phys. 2008,72, 935

% A. Bode, Z. DongNat. Rev. Cancer 2009,9, 3319

% a) http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_canges.® R. A. GonzalezEvid. Med. Invest. Salud 2015,
8,5

109 A Monks, D. Scudiero, P. Skehan, R. ShoemakePall, D. Vistica, C. Hose, J. Langley, P. Cronise
Vaigro-Wolff, M. Goodrich, H. Campbell, J. Mayo, MBoyd, J. Natl. Cancer Inst. 1991,38, 757
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Resultados y discusion

Con los compuestos selenocarbonilicos 70-74 en mano, estos se sometieron a
un screening primario 50 uM frente a diversas lineas celulares cancerosas humanas
descritas previamente, con el afan de determinar la probable actividad biolégica de estos
selenocarbonilos. Los resultados de este primer acercamiento se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13. Inhibicion del crecimiento celular (%) para los compuestos 70-74, a [50 uM] en
EtOH.

Lineas celulares cancerosas humanas

Compuesto K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
70 98.27 88.64 62.68 98.51 >100 95.7
71 >100 88.51 21.8 98.01 >100 98.04
72 92.46 75.47 41.01 96.19 >100 95.37
73 88.85 76.24 33.22 97.28 >100 95.38
74 68.76 51.46 12.4 47.72 67.75 48.17

Como se puede observar en estos datos, todos los compuestos
selenocarbonilicos sometidos a este analisis muestran en general buenos porcentajes de
inhibicion del crecimiento celular sobre las diferentes lineas celulares cancerosas
humanas utilizadas, siendo la ferrocenilselenoamida 70 el compuesto mas activo. Sin
embargo, no se observa una tendencia clara que nos ofrezca una pista entre las
caracteristicas estructurales de las ferrocenilselenoamidas y su citotoxicidad.

Para poder establecer cuales son algunos de los aspectos estructurales de
mayor influencia sobre la actividad biol6gica mostrada por las ferrocenilselenoamidas 70-
74, nos hemos propuesto preparar algunos analogos estructurales de la
ferrocenilselenoamida 70, por ser la mas activa y sencilla estructuralmente, en primera
instancia para determinar la importancia del a4tomo de selenio y posteriormente la
influencia del grupo hidroxilo terminal de la cadena lateral alquilica (Figura 20).

S
Eliminar al
Q)LN/\' grupo hidroxilo
Se) H OH ﬂ
LS s UN/\
J Fe M OH/\
@

Reemplazar al 70 Q)L N/\/

4tomo de | H
selenio por Fe
azufre 70 -OH

Figura 20. Modificaciones estructurales sobre la ferrocenilselenoamida 70 para
determinar la importancia del atomo de selenio y del grupo hidroxilo.
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Como se observa en la Figura 20, inicialmente se propone reemplazar al atomo
de selenio por un atomo de azufre para determinar la influencia del calc6geno sobre la
actividad bioldgica, por lo que para preparar al analogo azufrado de la selenoamida 70, la
tioamida 70S (Esquema 19), pretendemos partir del etoxicarbeno de Fischer 64,
someterlo a una reaccion de amindlisis utilizando etanolamina y finalmente realizar una
desmetalacién sulfurativa utilizando una mezcla de azufre elemental y borohidruro de
sodio.”® Cabe destacar que esta metodologia ha sido desarrollada previamente por
nuestro grupo de trabajo para la sintesis de tioamidas.

S Cr(CO)s
d]\'}l/ﬁ 1)HoN~q /Eter @/U\O/\ 1) HoaN A~ /Eter ©/U\N/\/
| - | > | '
CFE H OH 2) Sg/NaBH, ;E 2) Se/NaBH, Fe H
Q 70S Q 64 @ 70 -OH

Esquema 19. Propuesta sintética para la obtencién de la tioamida 70S y la selenoamida
70-OH.

En cuanto a la selenoamida 70 -OH, el objetivo de su preparacion radica en la
evaluacién de la influencia del grupo hidroxilo presente en la selenoamida 70. De esta
forma, al estar ausente el grupo hidroxilo en el analogo 70 -OH y evaluar su actividad
citotéxica podremos inferir si es un requisito estructural necesario para la actividad
biolégica de las ferrocenilselenoamidas o es un rasgo estructural del cual podemos
prescindir.

Para la sintesis del analogo estructural de la ferrocenilselenoamida 70, la
selenoamida 70 -OH, se pretende seguir una ruta sintética andloga a la descrita
anteriormente para los compuestos 70-74, Unicamente cambiando el uso de un
aminoalcohol en la etapa de amindlisis por propilamina (Esquema 19) y una vez obtenido
el aminocarbeno correspondiente, someterlo a una reaccion de desmetalacién
seleniurativa utilizando una mezcla de selenio elemental y borohidruro de sodio en etanol.

Para iniciar con nuestra propuesta sintética para la preparacion de los analogos
70S y 70 -OH, en ambos casos es necesario preparar al ferroceniletoxicarbeno de Fischer
64 como material de partida (Esquema 13). Con este complejo en mano, una parte se
sometid a una reaccion de amindlisis con etanolamina bajo las condiciones descritas
previamente por nuestro grupo de trabajo (Esquema 14),80 logrando obtener el
aminocarbeno de Fischer 65 en quince minutos de reaccién y un rendimiento del 91% vy
posteriormente se sometié a una reaccion de desmetalacion sulfurativa utilizando azufre
elemental y borohidruro de sodio en etanol durante una hora bajo las condiciones
descritas previamente por nuestro grupo de trabajo.78 Al término de la reaccion se logro
aislar y purificar un sélido de color naranja con un rendimiento del 91% y su
caracterizacién espectroscopica arrojd resultados idénticos a los reportados en la
literatura.”®
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La otra parte del ferroceniletoxicarbeno de Fischer 64, se someti6 a una
reaccion de amindlisis utilizando propilamina para generar el correspondiente
aminocarbeno de Fischer 70 —OH(Cr) bajo las condiciones descritas previamente por
nuestro grupo de trabajo,80 logrando obtener este complejo en veinte minutos de reaccion
y un rendimiento del 88% y posteriormente se sometié a una reaccién de desmetalacion
seleniurativa utilizando selenio elemental y borohidruro de sodio en etanol durante una
hora, bajo las condiciones descritas anteriormente para la sintesis de selenoamidas. Al
término de la reaccion se logré aislar y purificar un sélido de color naranja con un
rendimiento del 80%. Vale la pena mencionar que hasta nuestro mejor conocimiento, la
selenoamida 70 —OH no ha sido reportada previamente en la literatura (Esquema 20).

Cr(CO)s Cr(CO)s
0 HiN A~ N> Sc/NaBH, ©/1L N
| —— | —_— |
Fe Eter, T. A. 5; H EtOH geD H
o4 ~ 70 -OH(Cr) (88%) < 0.0m (80%)

Esquema 20. Sintesis de la ferrocenilselenoamida 70 —OH

Al igual que sus analogos selenados 70-74, la ferrocenilselenoamida 70 —OH
fue caracterizada totalmente por las técnicas espectroscopicas y espectrométricas
convencionales (IR, EM IE y HRMS y RMN *H y 3C) y los datos obtenidos se describen a
continuacién:

En el espectro de IR de 70 —OH (Espectro 9), se observa una banda de
absorcion alrededor de 3279 cm™ correspondiente a la vibracion tension v(N-H) que es
tipica para este tipo de derivados. Asimismo, podemos apreciar cerca de 1528 cm™ la
sefial correspondiente a la vibracién del doble enlace HN-C=Se del fragmento
selenoamida.

En el espectro de masas por impacto electrénico de 70 —OH (Espectro 10), se
observa el i6n molecular M* = 335 m/z que concuerda con el peso molecular esperado
para este compuesto, adicionalmente se encuentra en 254 m/z el ién fragmento producido
por la pérdidad de [M*-81] debido a la eliminacién de seleniuro de hidrégeno y finalmente
el pico base del espectro se localiza en 212 m/z que es un fragmento comun en el patrén
de fragmentacion de las ferrocenilselenoamidas y que se atribuye a la formacion de
[FCCNH.
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Espectro 10. Espectro EM (IE) de de la ferrocenilselenoamida 70 —OH.
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Por otro lado, en lo que respecta al analisis por RMN *H del compuesto 70 —OH
(Espectro 11), se observa un corrimiento importante para la sefial N-H del fragmento
selenoamida ubicada en 7.82 ppm, la cual en sus analogos hidroxilados (70-74) se ubica
alrededor de 8.25 a 8.8 ppm, lo que nos confirma que en solucion se estan generando
interacciones inter o intramoleculares del tipo enlace de hidrégeno en estos derivados,
provocando la desproteccién del atomo de hidrégeno de las diferentes selenoamidas,
desplazando su sefial a campos bajos (Figura 21). Hacia campos altos, observamos un
patrén caracteristico de un ferroceno monosustituido, encontrando las sefiales
correspondientes al ciclopentadienilo mosustituido alrededor de 4.90 y 4.48 ppm para los
hidrégenos 2, 5 y 3,4 respectivamente y cerca de 4.19 un singulete que integra para 5
hidrégenos pertenecientes al ciclopentadienilo no sustituido del fragmento ferrocénico. Por
Gltimo, observamos un cuadruplete en 3.80 ppm asignado al metileno base de nitrégeno
(N-CHy,), cerca de 1.81 ppm se ubica un multiplete correspondiente al metileno de la
cadena lateral aquilica y finalmente aparece un triplete ubicado en 1.06 ppm del metilo
terminal de la cadena lateral alquilica.
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Espectro 11. Espectro RMN *H de la ferrocenilselenoamida 70 -OH (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 21. Probable interaccion del tipo enlace de hidrogeno que explica el
desplazamiento de la sefial de Se=C-N-H.

Finalmente, en la RMN **C logramos apreciar en 203.0 ppm la sefial
correspondiente al selenocarbonilo, la cual se comporta de manera muy similar al resto de
los selenocarbonilos sintetizados hasta el momento. Cerca de 86.1 ppm se encuentra la
sefial asignada al atomo de carbono ipso (Ciso) del anillo mosustituido del fragmento
ferrocénico. En 71.6 y 69.3 se encuentran las sefiales atribuidas a los atomos de carbono
ciclopentadienilo sustitudo (CH) C2, C5 y C3, C4 respectivamente y en 71.1 ppm la sefial
correspondiente al anillo ciclopentadienilo no sustituido del fragmento ferrocénico. Hacia
campos bajos, en la zona de los alifaticos, se observan tres sefiales correspondientes a la
cadena lateral alquilica ubicadas en 50.7, 21.7 y 11.6 ppm asignadas al metileno unido
directamente al atomo de nitrégeno de la selenoamida y para el metileno y metilo terminal
respectivamente (Espectro 12).
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Espectro 12. Espectro RMN **C de la ferrocenilselenoamida 70 -OH (CDCls, 75 MHz).
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Una vez preparados y caracterizados los analogos estructurales de la
selenoamida 70, los compuestos 70S y 70 —OH, se sometieron a un screening primario 50
UM frente a diversas lineas celulares cancerosas humanas descritas previamente, con el
proposito de determinar la importancia del atomo de selenio y el grupo hidroxilo en la
actividad biolégica que presentan estas moléculas. Los resultados de este andlisis se
resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. Inhibicion del crecimiento celular (%) para los compuestos 70, 70S y 70 -OH, 50
MM en EtOH.

Lineas celulares cancerosas humanas

Compuesto PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
70 98.27 88.64 62.68 98.51 >100 95.7
70S <0 <0 <0 <0 41.32 <0
70 -OH <0 40.85 63.17 <0 81.96 84.49

Los resultados del porcentaje de inhibicién del crecimiento celular de las
diferentes cepas utilizadas, demuestran que la presencia del atomo de selenio es
absolutamente necesaria, ya que cuando este atomo es reemplazado por un atomo de
azufre como en el compuesto 70S, la actividad citotdéxica desaparece, obteniendo una
actividad minima Unicamente sobre la linea celular cancerosa humana de mama (MCF-7)
con un 41.23% (Tabla 14).

Para obtener mayor informacién acerca de los fragmentos clave responsables
de la actividad citotoxica, evaluamos el papel del grupo hidroxilo en la inhibicién del
crecimiento celular utilizando el compuesto 70 —OH, el cual carece del grupo hidroxilo
terminal en su estructura. Los resultados de la actividad citotoxica de este derivado
comparados con aquellos obtenidos para la selenoamida 70, revelan que el grupo
hidroxilo es muy importante para la actividad citotoxica, ya que cuando este grupo no esta
presente se observa una pérdida significativa de la citotoxicidad, lo que significa que
probablemente el grupo hidroxilo permite una interaccién especifica con su blanco
biomolecular. Para apreciar de manera mas sencilla las diferencias en la actividad
biolégica entre estos derivados, decidimos graficar los resultados en la Figura 22.
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Figura 22. Efecto del atomo de selenio y el grupo hidroxilo en la bioactividad.

Para racionalizar efectivamente la influencia de la cadena lateral alquilica y el
posible efecto estérico producido por el grupo alquilo o fenilo y considerando que la
informacion obtenida del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular no es clara
(Tabla 13), decidimos determinar la concentracion inhibitoria media (Cls) de la familia 70-
74, la cual es definida por el Instituto Nacional de Cancerologia de los Estados Unidos
como la concentracién de substancia capaz de generar la inhibicion de una o varias
funciones biolégicas al 50% de los organismos utilizados en pruebas de laboratorio, bajo
condiciones controladas. Para determinar la Clsy de estas moléculas, se utiliz6 el
protocolo establecido por el INC de los Estados Unidos empleando el colorante de unién a
proteinas suforodamida B1% y Unicamente se determiné sobre las lineas celulares
cancerosas humanas MCF-7, HCT-15 y U251 por ser aquellas en las que se obtuvieron
los porcentajes de inhibicion mas altos en el screening primario 50 uM. Los resultados de
este procedimiento se resumen en la Tabla 15 y adicionalmente se incluyen los valores
obtenidos para Tamoxifeno y Cisplatino como farmacos de referencia, los cuales son
utilizados actualmente en la terapia contra diversos tipos de cancer.

Tabla 15. Cls, (uM) para los compuestos 70-74 a 48 h en EtOH.

Compuesto/Cepa

70 7.24+0.5 4.48+0.09 4.58+0.4

71 7.78+0.4 11.65+1.0 13.62+1.2

72 7.52+0.3 10.99£1.0 12.69+0.9

73 7.15+0.5 11.25+1.1 9.87+0.6

74 38.47+1.6 32.58+3.0 37.28+2.8
Tamoxifen o 13.63+1.3 13.3+1.1 12.78+1.1
Cisplatin o 9.5+0.7 13.5+0.7 25.842.3
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Analizando estos resultados, podemos observar que el compuesto 70 es el mas
activo de la serie, con valores cercanos a 4.5 uM hacia la linea celular cancerosa de
glioblastoma mamario (MCF-7) y adenocarcinoma colorectal (HCT-15). Una comparacién
entre los compuestos 70, 71 y 72, los cuales difieren en el tamafio de la cadena lateral
alquilica, indica que al aumentar el tamafio de dicha cadena, la actividad bioldgica
disminuye (Figura 22).
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Figura 22. Cls, (uM) para los compuestos 70-72 a 48 h en EtOH.

Por otra parte, los sustituyentes sobre la cadena lateral alquilica disminuyen
drasticamente la actividad citotéxica (Figura 23), ya que en general al comparar la Clsq del
compuesto 70, el cual no tiene ningun sustituyente sobre la cadena lateral alquilica, contra
los compuestos 73 y 74, los cuales se encuentran sustituidos sobre dicha cadena con un
grupo metilo (R = -CH3) y un grupo fenilo (R = -Ph) respectivamente, observamos una
pérdida en la actividad biologica ejercida por estos compuestos. Especificamente, al
analizar los resultados obtenidos sobre la linea celular cancerosa MCF-7, el compuesto
70 exhibe una Clsy cercana a 4.5 uM, la cual se incrementa a 9.87 uM para el compuesto
73 y hasta 37.28 uM para el compuesto 74 (Figura 22), por lo que podemos inferir que
sustituyentes voluminosos sobre la cadena lateral alquilica de las ferrocenilselenoamidas
incrementaran el valor de la Cls, lo que se ve reflejado en un detrimento de la actividad
bioldgica.
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Figura 23. Clso (UM) para los compuestos 70, 73y 74 a 48 h en EtOH.

Tomando en cuenta los resultados de esta etapa, podemos proponer al
compuesto 70 como el compuesto lider de la serie, ya que es el que mejores valores de
Clsp muestra frente a las tres lineas celulares cancerosas utilizadas, incluso comparado
con los farmacos de referencia Tamoxifeno y Cisplatino.

Como nosotros sugerimos anteriormente, el disefio molecular de estas
ferrocenilselenoamidas biolégicamente activas, fue propuesto considerando la posibilidad
de poder efectuar una interaccion débil del tipo enlace de hidrégeno, la cual pudiera
otorgar ventajas en su comportamiento fisicoquimico al generar un equilibrio entre una
conformacién cerrada, incrementando su caracter lipofilico permitiendo su paso a través
de la membrana celular y una conformacién abierta, exponiendo los grupos polares al
medio incrementando su solubilidad acuosa (Esquema 14).77

Sin embargo, como se describié anteriormente en el analisis de la estructura
molecular de la selenoamida 70, el enlace de hidrégeno en el estado soélido es
intermolecular en lugar de intramolecular; no obstante, los estudios citotéxicos se realizan
en solucion y tomando en cuenta que en la estructura general de las selenoamidas 70-74
existen dos grupos funcionales diferentes (NH y OH) capaces de efectuar una interaccién
del tipo enlace de hidrégeno, nos proponemos evaluar en primera instancia su
importancia en la actividad biolégica sintetizando por separado los derivados metilados de
cada grupo funcional, los cuales restringen el nimero de interacciones intramoleculares
posibles (Figura 24) y de ser factible, posteriormente evaluar la naturaleza del enlace de
hidrégeno (inter- o intramolecular) que predomina en solucion mediante un estudio
fisicoquimico.
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Figura 24. Propuesta de metilaciones y restriccion de interacciones intermoleculares.

Para lograr obtener las selenoamidas metiladas 75 y 76, se propone llevar a
cabo la secuencia sintética establecida en el Esquema 21, utilizando como material de
partida al etoxiferrocenil carbeno de Fischer 64, el cual se sometera a una reaccion de
amindlisis con la 2-etoxietanamina y la 2-(N-metilamino)etanol respectivamente para la
obtencion de los aminocarbenos 75Cr y 76Cr, finalmente se emplearan estos complejos
en una reaccion de desmetalacion seleniurativa utilizando selenio elemental y borohidruro
de sodio en etanol para la obtencion de las selenoamidas propuestas.
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Esquema 21. Propuesta sintética para la obtencion de las selenoamidas 75y 76.
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Inicialmente, se llevo a cabo la sintesis del aminocarbeno 75Cr, la cual ocurrio
sin complicacion, utilizando éter como disolvente a temperatura ambiente bajo agitacién
constante y atmosfera inerte durante 20 minutos para obtener el complejo deseado en un
rendimiento practicamente cuantitativo (<99%), tras su purificacion por cromatografia en
columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y diferentes mezclas de hexano y
acetato de etilo como eluyente.

Sin embargo, la sintesis del complejo 76Cr fue un tanto complicada debido a la
naturaleza de la amina utilizada en esta reaccién de amindlisis. El uso de aminas
secundarias en este tipo de reacciones implica un incremento elevado en el tiempo de
reaccion, lo cual generalmente provoca una descomposicion del etoxicarbeno inicial,
subproductos no deseados o incluso que no ocurra la reaccion. Para favorecer esta
transformacién, se afiadié hidruro de sodio (NaH) a la mezcla de reaccién que esta
conformada por el etoxicarbeno de Fischer 64 y el 2-(N-metilamino)etanol en éter etilico.
Esta mezcla se mantuvo bajo agitacion constante y atmdsfera inerte por 48 horas para
obtener el complejo deseado en 37% de rendimiento. El producto obtenido se purific por
cromatografia en columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y diferentes
mezclas de hexano y acetato de etilo como eluyente.

Una vez aislados ambos complejos, se caracterizaron mediante las técnicas
espectroscopicas convencionales mostrando sefiales muy parecidas al resto de los
aminocarbenos descritos anteriormente. Cabe sefialar que hasta nuestro mejor
conocimiento ambos complejos no se encuentran descritos previamente en la literatura y
a manera de ejemplo se describira la caracterizacion espectroscépica del complejo 75Cr.

En el espectro de IR del compuesto 75Cr (Espectro 13), se observa una banda
de absorcion alrededor de 3293 cm™ correspondiente a la vibracién tension v(N-H) que es
tipica para este tipo de derivado. Asimismo, podemos apreciar cerca de 2051, 1982, 1942
y 1894 cm™ las sefiales correspondientes a la vibraciéon de los carbonilos metélicos v(Cr-
CO) caracteristica de este tipo de complejos

En lo que respecta a la espectrometria de masas del complejo 75Cr obtenido
mediante la técnica FAB® (Espectro 14), podemos observar un pico en 463 m/z
correspondiente al ion molecular [M*], el cual concuerda con el peso molecular esperado
para este compuesto. Posteriormente, se observan cinco pérdidas sucesivas de 28 m/z
que corresponden a los cinco carbonilos metalicos, que es un patrén caracteristico para
los complejos aminocarbenos de Fischer. Tras la pérdida completa de los carbonilos
metalicos, se obtiene el ion mas estable, el cual coincide con el pico base de este
espectro (323 m/z [M™-5COQ]).
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Por otra parte, el andlisis de la espectroscopia por RMN 'H del complejo
aminocarbeno de Fischer 75Cr (Espectro 15) revela una sefial simple alrededor de 3.53
ppm que integra para tres hidrégenos correspondientes al metilo del grupo metoxilo de la
cadena lateral alquilica, de esta misma cadena, se genera una sefial simple en 3.81 ppm
que integra para 2 protones asignados al metileno base de nitrégeno (-N-CH»-) y en lo que
respecta al metileno base de oxigeno (-O-CH,-), su sefal se encuentra traslapada junto
con las sefales correspondientes para los atomos de hidrégeno del anillo
ciclopentadienilo no sustituido (H-Cp) en una sefial mdltiple que integra para siete
protones. Alrededor de 4.43 se aprecia una seflal doble asignada a las sefales
traslapadas de los protones del ciclopentadienilo monosustituido (Hz, Hs y Hiz, Hi) vy
finalmente en 9.9 ppm se localiza un singulete asignado al atomo de hidrégeno del grupo
amino.
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Espectro 15. Espectro RMN *H del complejo aminocarbeno de Fischer 75Cr (CDCl;, 300

MHz).

Finalmente, en lo que respecta al andlisis de RMN *C del compuesto 75Cr
(Espectro 16) este presenta en campos altos la sefial correspondiente al metileno base de
nitrégeno (-N-CH,-) de la cadena lateral alquilica en aproximadamente 52.3 ppm, en esta
misma zona cerca de 60.0 ppm se puede apreciar la sefial correspondiente al atomo de
carbono del grupo metoxilo, de la cual se encuentra proxima la sefal debida a los atomos
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de carbono del anillo ciclopentadienilo no substituido del fragmento ferrocénico. Alrededor
de 68.4 ppm se observa la sefial asignada al metileno base de oxigeno (-O-CH;-) de la
cadena lateral alquilica, en 68.9 y 72.7 ppm se aprecian las sefales debidas a los atomo
de carbono del anillo ciclopentadienilo monosubstituido del fragmento ferrocénico (C,, Cs
y Cs, Cy) y finalmente una sefial en 100.6 ppm correspondiente al atomo de carbonoips,.
Por dltimo, hacia campos bajos podemos observar las sefiales caracteristicas para un
aminocarbeno de Fischer, en 216.5 ppm y 2325 ppm se ubican las sefiales
correspondientes a los carbonilos metalicos unidos directamente al centro metalico en
disposicién ecuatorial y axial respectivamente y finalmente en 272.0 ppm se observa la
sefial caracteristica del carbono carbénico.
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Espectro 16. Espectro RMN **C del complejo aminocarbeno de Fischer 75Cr (CDCls, 75
MHz).

Una vez caracterizados plenamente los complejos 75Cr y 76Cr, estos se
utilizaron en una reaccion de desmetalacion seleniurativa, como se plante6é en el
Esquema 21, utilizando una mezcla de selenio elemental y borohidruro de sodio en etanol
a temperatura ambiente, atmésfera inerte y bajo agitacion constante. Esta reaccién, al
igual que todas las realizadas en este trabajo, se monitoreo mediante cromatografia en
capa fina (TLC) y tras 30 minutos de reaccién se determiné que en ambos casos se habia
completado la transformacion generando las selenoamidas 75 y 76 en un rendimiento del
97% y 46% respectivamente, tras su purificacion mediante cromatografia en columna.
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Estas nuevas selenoamidas se caracterizaron mediante las técnicas
espectroscopicas convencionales (IR, EM IE y HRMS y RMN *H y *3C), arrojando
resultados muy similares a los obtenidos para las selenoamidas descritas anteriormente y
a manera de ejemplo se describira la espectroscopia correspondiente al compuesto
selenocarbonilico 75.

En el espectro de IR del compuesto 75 (Espectro 17), se observa una banda de
absorcion alrededor de 3284 cm™ correspondiente a la vibracion tension v(N-H) que es
tipica para este tipo de derivado. Asimismo, podemos apreciar cerca de 1533 cm™ la
sefial correspondiente a la vibracion del doble enlace HN-C=Se del fragmento
selenoamida.
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Espectro 17. Espectro IR de la ferrocenilselenoamida 75 (KBr).

En el espectro de masas por impacto electrénico de la selenoamida 75
(Espectro 18), se observa el iébn molecular M* = 351 m/z que concuerda con el peso
molecular esperado para este compuesto, adicionalmente se encuentra en 270 m/z, el i6n
fragmento producido por la pérdidad de [M*-81], debido a la eliminacion de seleniuro de
hidrégeno y finalmente se localiza en 212 m/z un pico que representa un fragmento
comun en el patron de fragmentacion de las ferrocenilselenoamidas y que se atribuye a la
formacion de [FCCNH'].
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Espectro 19. Espectro RMN *H de la ferrocenilselenoamida 75 (CDCl;, 300 MHz).
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Por otro lado, en lo que respecta al andlisis por RMN 'H del compuesto 75
(Espectro 19), podemos observar en campos bajos un singulete en 8.17 ppm que integra
para un atomo de hidrégeno que corresponde al fragmento N-H de esta molécula. Hacia
campos altos, en 4.88 ppm y 4.46 ppm se encuentran dos singuletes que integran para 2
atomos de hidrégeno, respectivamente asignados al anillo ciclopentadienilo
monosustituido y 4.18 ppm la sefial correspondiente a los atomos de hidrogeno del anillo
ciclopentadienilo no sustituido del fragmento ferrocénico. Finalmente, en lo que respecta a
las sefiales generadas por la cadena lateral alquilica, podemos encontrar en 4.01 ppm y
3.69 ppm dos multipletes que integran para dos protones, cada uno asignados a los
metilenos base de oxigeno y nitrégeno respectivamente (-O-CH,- y —N-CH,-) y por altimo
un singulete que integra para tres atomos de hidrogeno atribuidosal grupo metoxilo de
esta molécula.
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Espectro 20. Espectro RMN *3C de la ferrocenilselenoamida 75 (CDCl;, 75 MHz).

Finalmente, en la RMN **C (Espectro 20) logramos apreciar en 203.1 ppm la
sefial correspondiente al selenocarbonilo (Se=C), la cual cual se comporta de manera
muy similar al resto de los selenocarbonilos sintetizados hasta el momento. Cerca de 86.5
ppm se encuentra la sefial asignada al atomo de carbono ipso (Cis,) del anillo
mosustituido del fragmento ferrocénico. En 71.6 y 69.9 se encuentran las sefiales
atribuidas a los atomos de carbono ciclopentadienilo sustitudo (C2, C5 y C3, C4
respectivamente) y en 71.1 ppm la sefial correspondiente al anillo ciclopentadienilo no
sustituido del fragmento ferrocénico. Hacia campos bajos, en la zona de los alifaticos, se
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observan tres sefiales correspondientes a la cadena lateral alquilica ubicadas en 69.9,
59.1 y 48.6 ppm asignadas al grupo metoxilo, el metileno base de oxigeno y el metileno
base de nitrégeno, respectivamente.

Una vez preparados y caracterizados los analogos metilados de la selenoamida
70, los compuestos 75 y 76, se sometieron a un estudio de actividad biolégica para
determinar directamente la concentracion inhibitoria media de estos derivados frente a las
lineas celulares cancerosas seleccionadas previamente, todo esto con el objetivo de
determinar la importancia del atomo de hidrégeno unido al fragmento selenoamida y el del
grupo hidroxilo en la actividad biolégica que presentan estas novedosas moléculas. Los
resultados de este andlisis se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16. Cls, (UM) para los compuestos 70, 75y 76 a 48 h en EtOH.

Compuesto/Cepa

70 7.24+0.5 4.48+0.09 4.58+0.4

75 6.8+0.2 9.14+0.44 9.44+0.29

76 25.17+0.88 35.62+3.0 40.64%3.5
Tamoxifen o 13.63+1.3 13.3+1.1 12.78+1.1
Cisplatin o 9.5+0.7 13.5+0.7 25.8+2.3

El anadlisis de la Clsy de las selenoamidas 75 y 76 revela caracteristicas
estructurales importantes necesarias para la bioactividad que muestran estas moléculas.
Como podemos observar los resultados obtenidos para la selenoamida 75 son muy
cercanos a los correspondientes a la selenoamida lider (70), en especifico para la linea
celular cancerosa U251, siendo menor su actividad en el caso de las lineas MCF-7 y
HCT-15 (Figura 25). Sin embargo, la actividad biol6gica determinada para la selenoamida
76 es mas baja que la observada para las selenoamidas 70 y 75 en todas las lineas
celulares cancerosas humanas utilizadas (Figura 25).

Del andlisis de los resultados anteriores, podemos inferir que la presencia del
atomo de hidrogeno unido al atomo de nitrégeno de la funcién selenoamida es un
parametro estructural sumamente importante para ejercer una buena actividad citotdxica.
Por otro lado, la presencia del atomo de hidrogeno sobre el grupo hidroxilo no es tan
importante, ya que su ausencia no modifica abruptamente la respuesta biolégica de estos
derivados, incluso, dependiendo del fragmento unido a este heterodtomo podria
modificarse la respuesta, incrementando su actividad o generando selectividad.

En este contexto, también podemos afirmar que, de existir, la interaccién
intramolecular del tipo enlace de hidrdgeno méas importante seria aquella que se da entre
el a&tomo de hidrégeno del fragmento selenoamida y funcionando como aceptor del enlace
de hidrégeno el atomo de oxigeno de la cadena lateral alquilica como se establece en la
Figura 24 en la molécula 75b.
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Figura 25. Clso (uM) para los compuestos 70, 75y 76 a 48 h en EtOH.

Una vez determinada la importancia del atomo de hidrégeno en la bioactividad
de estas moléculas, se decidid establecer la naturaleza del enlace de hidrégeno intra- o
intermolecular que podrian generar estas moléculas en solucién.

Al hacer una revisién en la literatura para encontrar un método experimental
que nos permita evaluar este tipo de interacciones en solucién, observamos que se han
estudiado las fuerzas que determinan las estructuras de las proteinas examinando como
el balance entre un numero pequefio de interacciones no covalentes influencian las
conformaciones en solucién de moléculas pequefias,’® asi, se han descrito los efectos
directos en la conformacion de un enlace de hidrégeno intramolecular N-H al evaluar la
dependencia del desplazamiento quimico del hidrogeno de la amida con el cambio de la
temperatura, de esta manera al obtener la regresién lineal del 8(N-H) vs temperatura, si la
pendiente resultante es negativa indica que el grupo N-H experimenta un menor caracter
del enlace de hidrogeno a temperaturas altas, esto se traduce en que la conformacién
preferida es aquella en donde se forma un enlace de hidrégeno intramolecular.*®

Con este antecedente, decidimos llevar a cabo un experimento de RMN 'H de
temperatura variable (263-323 K), con el propoésito de establecer la capacidad de la
selenoamida lider (70) de formar enlaces de hidrogeno intramoleculares, dicho
experimento consiste en realizar una dilucién 0.01 M en acetonitrilo deuterado y registrar
los espectros conforme se eleva la temperatura del sistema en intervalos de 10 K.

101’5 H Gellman, G. P. Dado, G.-B. Liang, B. R. AdadsAm. Chem. Soc. 1991,113, 1164, b) S. H.
Gellman, B. R. Adams, G.P. Dadb Am. Chem. Soc. 1990,112, 460
192 M. Lamat, J. Cvaka, P. Stpnicka, J. Organomet. Chem. 2008,693, 3430
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Una vez establecida la metodologia, se obtuvieron los espectros a diferentes
temperaturas para selenoamida 70 (Figura 26). El analisis del valor del desplazamiento
del atomo de hidrégeno del fragmento selenoamida &(N-H) muestra una variacion
constante al cambiar la temperatura del sistema, donde a mayor temperatura disminuye el
valor del desplazamiento de la sefal estudiada, al graficar estos valores podemos
determinar la pendiente de la recta mediante una regresion lineal y de esta forma
establecer el tipo de interaccion predominante en solucién para la molécula 70 (Figura
27).

323.15 K, 8.659 ppm N
313.15 K, 8.676 ppm AN _
303.15 K, 8.696 ppm N

298.15 K, 8.703 ppm

20315K,8709ppm /N e

283.05K,8731ppm N\ o
27315K,8759ppm N\
26315K,8785ppm N\

9.17 9.00 883 867 850 833

ppm (i)
Figura 26. Dependencia del desplazamiento quimico del fragmento selenoamida &(N-H)
con respecto a la temperatura.
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Figura 27. Determinacién de la pendiente de la dependencia del desplazamiento quimico
del fragmento selenoamida &(N-H) con respecto a la temperatura.
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Como se observa en la Figura 27, el valor negativo de la pendiente (AS/AT = -
2.1 ppb K™ indica que el grupo N-H de la selenoamida experimenta menor enlace de
hidrogeno a temperaturas elevadas, lo que implica que probablemente en solucién la
interaccion predominante es primordialmente intramolecular entre N-H....O-H.

Hasta el momento, hemos logrado determinar algunos requisitos estructurales
necesarios en las ferrocenilselenoamidas para ejercer una buena actividad citotxica, sin
embargo, no hemos obtenido informacién sobre un rasgo estructural que define a esta
familia de compuestos, el cual es, el papel que puede desempefiar el fragmento
ferrocénico en la bioactividad mostrada por esta familia de selenocarbonilos. Es por lo
anterior que en esta seccién nos proponemos sintetizar el analogo bencénico de la
ferrocenilselenoamida lider utilizando la metodologia previamente descrita en secciones
anteriores (Figura 28).

@ANﬂ
& " @ N

70 77
Figura 28. Propuesta de analogo bencénico de la selenoamida 70.

Para la obtencién de la selenoamida 77 planteamos la estrategia sintética que
se resume en el Esquema 22. Inicialmente, se preparé el
[(etoxi)(fenil)metiliden]pentacarbonil cromo (0) (64Ph), como material de partida mediante
el método clasico reportado por Fischer'®y una vez preparado este complejo carbénico,
se utilizd6 en una reaccibn de amindlisis para la obtencion del correspondiente
aminocarbeno. 77Cr bajo las condiciones establecidas por el grupo de Wulff.***
Finalmente se efectué una reaccion de desmetalacion seleniurativa bajo las condiciones
descritas previamente en este trabajo.

. Cr(CO)s Cr(CO)s
©/L' 1) Cr(CO)g/ Eter, 0°C (TS N/\/OH 10 Se/NaBH, ©)LN/\
2) EtOBF4/H,0, 0°C T THRoC H EtOH, T. A. H OH
54PhLi 64Ph 77Cr 77

Esquema 22. Propuesta sintética para la obtencion de la selenoamida 77.

193y, Klabunde, E. O. Fisched, Am. Chem. Soc. 1967,89, 7141, b) J. A. Connor, E. O. Fischér,Chem.
Soc. A 1969,578, c¢) E. O. Fischer, H.-J. Kollmeigthem. Ber. 1971, 104, 1339, d) E. O. Fischer, M.
Leupold,Chem. Ber. 1972,102, 599, e) E. O. Fischer, B. Heckl, H. Wern&rQrganomet. Chem. 1971,28,
369, f) H. Werner, E. O. Fischer, B. Heckl, C. Gelter,J. Organomet. Chem. 1971,28, 367

1047, . Powers, W. D. Wulff, J. Quinn, Y. Shi, Wadg, R. Hsung, M. Parisi, A. Rahm, X. W. Jjiang FG.
Yup, A. L. Rheingold,). Organomet. Chem. 2001,617-618, 182
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Sin embargo los rendimientos de la reaccién de amindlisis no fueron los
esperados, obteniéndose el aminocarbeno en redimientos inferiores al 50%, por lo que se
decidi6 preparar el correspondiente aminocarbeno 77Cr empleando una modificacion al
método informado por nuestro grupo de trabajo (Esquema 23).80

Cr(CO)s Cr(CO)s
0/\ H2N /\/OH N /\/OH
; > H
Eter, T. A.
64Ph 77Cr

Esquema 23. Modificaciones propuestas para la sintesis de 77Cr

Dichas modificaciones consisten en utilizar un exceso de etanolamina, la cual
se adiciona a una disolucion del complejo carbénico 64Ph en éter etilico bajo atmosfera
inerte a temperatura ambiente, obteniendo el producto deseado en rendimientos casi
cuantitativos (99%) y en un tiempo corto de reaccion. Al caracterizar este complejo
mediante las técnicas espectroscopicas comunes (IR, EM, RMN *H y **C) se obtuvieron
sefales idénticas a las informadas previamente por wulff. 204

Una vez preparado el aminocarbeno de Fischer 77Cr, se busco continuar con
nuestra estrategia sintética, para lo cual se someti6 este complejo a una reaccién de
desmetalacion seleniurativa a partir de una mezcla equimolar de selenio elemental y
borohidruro de sodio en etanol como disolvente a temperatura ambiente y atmésfera de
nitrogeno. Después de 25 minutos de reaccion, se extrajo el producto con cloruro de
metileno y se purificd por cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel
de silice y un gradiente de hexano-acetato de etilo como fase movil, obteniéndose la
selenoamida 77 como un sélido amarillo en un rendimiento de 94%.

Este compuesto se caracterizd6 mediante las técnicas espectroscopicas
utilizadas convencionalmente y a continuacion se describen los resultados obtenidos. El
espectro de infrarrojo de 77 (Espectro 21) muestra la banda caracteristica
correspondiente a la vibracion del enlace N-H en 3173 cm™ como una sefial ancha muy
intensa que se encuentra desplazada alrededor de 50 cm™ hacia nimeros de onda
menores con respecto a los aminocarbenos de partida. En 1527 cm™ se observa la sefial
debida a la vibracion del doble enlace C=Se del grupo funcional selenoamida (N-C=Se).
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Espectro 20. Espectro de IR (KBr) del compuesto 77.

En el espectro de RMN 'H de la selenoamida 77 (Espectro 22) se puede
observar hacia campos bajos la sefial debida al atomo de hidrégeno de la selenoamida
(N-H) en 9.27 ppm, en la zona de los hidrogenos aromaticos se aprecia un patrén
aparente AA’'BB’C de tres sefiales que integran para 5 protones,'®en 7.75 ppm una sefial
doble asignada los hidrégenos H-2 (orto), una sefial triple en 7.50 ppm para el hidrégeno
H-4 (para) y en 7.39 ppm una sefal triple para los hidrégenos H-3 (meta). En lo que
respecta a las sefiales debidas a los hidrogenos de los metilenos base de oxigeno y de
nitrégeno, éstas se encuentran traslapadas en una sefial multiple que integra para cuatro
protones aproximadamente en 3.88 ppm y hacia campos mas altos se aprecia una sefal
sencilla que integra para un protén que se asigna al hidrégeno del grupo hidroxilo.

En lo que respecta al anlisis por RMN *C de la selenoamida 77 (Espectro 23),
en la zona alifatica se observan dos sefiales alrededor de 53.0 ppm y 59.3 ppm asignadas
a los metilenos base de nitrdgeno y oxigeno respectivamente. Las sefiales de los
carbonos del anillo bencénico, las podemos observar en 127.6 ppm para los carbonos C-
2, en 128.8 ppm para los carbonos como C-3y en 131.4 ppm la debida al carbono C-4, un
poco mas desplazada hacia campos bajos, en 1455 ppm se observa la sefal
correspondiente al Ci,s, del anillo aromético y finalmente en 204.6 ppm se ubica la sefial
correspondiente al carbono del doble enlace C=Se, en la zona caracteristica para
compuestos selenocarbonilicos.

15D, L. Pavia, G. M. Lampman, G. S. Kriz, J. R. VgwyIntroduction to Spectroscopy, 4% Edition, 2009,
Brooks/Cole, Belmont, CA
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Espectro 22. Espectro de RMN *H (CDs;CN) de la selenoamida 77.
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Espectro 23. Espectro de RMN **C (CDsCN) del compuesto 77.
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Finalmente, el espectro de masas del selenocarbonilo 77 obtenido mediante la
técnica de impacto electronico (Espectro 24), muestra al iébn molecular con un pico en una
relacion de masa/carga de 229, pico que corresponde al peso molecular esperado para
esta selenoamida. Adicionalmente se observa la pérdida de 81 m/z debido a la
eliminacién de seleniuro de hidrégeno [M*-81]. Finalmente, se observa un pico en 104 m/z
correspondiente a la formacion de [PhCNH]" que es el pico base de este espectro, el cual
es un fragmento caracteristico en el patron de fragmentacion de selenoamidas.
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Espectro 24. Espectro de masas (IE") para el compuesto 77.

Adicionalmente, para la fenilselenoamida 77 se logré obtener un cristal
adecuado para su estudio por difraccion de rayos X de monocristal confirmando
plenamente su estructura molecular (Figura 29). Las distancias y angulos de enlace
selectos para este compuesto asi como sus datos cristalograficos se muestran en la Tabla
17 y 18 respectivamente.

Figura 29. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 77. Los elipsoides son mostrados
en un 30% de probabilidad.
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Tabla 17. Distancias y angulos de enlace selectos para la fenilselenoamida 77.
Distancias de Enlace (A)

Angulos de enlace (°)

Se(1)-C(3) 1.830 (2) N(1)-C(3)-Se(1) 122.77 (18)
N(1)-C(3) 1.305 (3) C(4)-C(3)-Se(1) 121.46 (17)
C(3)-C(4) 1.490 (3) N(1)-C(3)-C(4) 115.82 (19)

Tabla 18. Datos cristalograficos para la fenilselenoamida 77.

Formula CgoH11NOSe

Peso Molecular (g/mol) 228.15
Tamario del Cristal 0.464 x 0.312 x 0.098 mm
Color Naranja
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P 2,/n
Dimensiones de Celda Unitaria
a(Ah) 9.598(3)
b(A) 8.166(2)
c(R) 12.750(4)
a(©) 90
B(°) 103.190(4)
Y(©) 90
V (A% 973.1(5)
Z 4
Dcaic.(Mg/m ) 1.557
No. De Refexiones Colectadas 5126

No. De Reflexiones Independientes (Ri )

1775(0.0236)

Método de Correcién Absosrcion

Semi-empirico

Maximos y Minimos

0.6888 y 0.2190

Datos/Restricciones/Parametros

1775/0/115

indice Final R[1>2 a(1)]

R1=0.0283, wR2=0.0696

indice R(todos los datos)

R1=0.0367, wR2=0.0736

GooF

1.036

Coeficiente de absorcion ()

3.812mm™

De manera similar a la estructura molecular de la ferrocenilselenoamida 70, el
analisis del estudio de difraccion de rayos X de la estructura molecular del compuesto 77,
muestra al grupo selenoacarbonilo unido directamente al anillo bencénico; la suma de los
angulos de enlace alrededor del atomo de carbono C3 (X = 360.05°) indica que este grupo
posee una geometria trigonal plana. De igual forma que en el compuesto 70, la distancia
del doble enlace C=Se [Se(1)-C(3) 1.830(2)] es muy similar a la que muestran otras
selenoamidas reportadas en la literatura. Este compuesto también muestra enlaces de
hidrogeno intermoleculares formando dimeros a través de una interaccién entre el atomo
de hidrégeno de la selenoamida y el atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de otra
molécula (N-HeeO) con una distancia N-H ligeramente mayor que la mostrada por la
ferrocenilselenoamida 77 (70, N-H 0.76(2); 77, N-H 0.87(2))(Figura 30 y Tabla 18).1%

1067 Murai, T. Mizutani, T. Kanda, S. Katblgteroatom Chem. 1995,6, 241
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Figura 30. Dimero presente en la celda unitaria del compuesto 77.

Tabla 18. Datos de los enlaces de hidrégeno para la fenilselenoamida 77 [A y °]

D A d(D d A d(Dee A DH A
N(1)-H(1D)s«O(1)#1 0.87(2) 2.02(2) 2.883(3) 171(3)
O(1)-H(1C)esSe(1)#2 0.76(3) 2.55(3) 3.3042(19) 176(4)

Las caracteristicas estructurales relacionadas al empaquetamiento cristalino de
los compuestos 70 y 77 son muy similares, mostrando solamente pequefias diferencias
relacionadas a la coplanaridad del grupo selenoamida.

Con la selenoamida 77 en mano y plenamente determinada su estructura
molecular, se sometié a un estudio de actividad citotdxica para determinar su Cls, frente a
las lineas celulares cancerosas seleccionadas previamente, para determinar la
importancia del ferroceno en la bioactividad mostrada por estos derivados. Los resultados
de este estudio se resumen en la Tabla 19.

Tabla 19. Clg, (uM) para los compuestos 70 y 77 a 48 h en EtOH.
Compuesto/Cepa

70 7.24+0.5 4.48+0.09 4.58+0.4

77 15.0+0.5 16.6x1.4 17.01+£0.9
Tamoxifen o 13.63+1.3 13.3+1.1 12.78+1.1
Cisplatin o 9.5+0.7 13.5+0.7 25.8+2.3

Los resultados obtenidos para la molécula 77 fueron comparados con los
correspondientes a la selenoamida lider (Figura 31), en los cuales, en general se observa
gue la selenoamida 70 es mas activa que el compuesto 77, lo que nos indica que el
fragmento ferrocenilico incrementa la actividad citotdxica a tal grado de ser mas activo
que los farmacos de referencia. No obstante que el compuesto 77 es menos activo que la
selenoamida lider, no se perdié por completo la actividad citotoxica, de hecho sus valores
son muy cercanos a los mostrados por los farmacos de referencia, lo que nos indica que
probablemente modificando el fragmento arilo de las selenoamidas podriamos mejorar el
desempefio de las selenoamidas en la actividad citotoxica.
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Figura 31. Clso (uM) para los compuestos 70y 77 a 48 h en EtOH.

Los datos colectados a lo largo de este capitulo, nos han permitido establecer
los requisitos estructurales minimos para sintetizar selenoamidas potencialmente
citotéxicas hacia diferentes lineas celulares cancerosas. Dentro de los requisitos
estructurales, se encuentra al atomo de selenio como parte principal de la funcién
selenoamida, un fragmento ferrocénico, una cadena lateral alquilica que contenga un
heteroatomo capaz de interaccionar con el atomo de hidrégeno del fragmento
selenoamida mediante un enlace de hidrégeno y que estos se encuentren separados por
dos atomos de carbono y finalmente, que esta cadena lateral alquilica no se encuentre
sustituida por grupos funcionales voluminosos (Figura 32).

Responsable de la actividad

citotoxica
_ Dos atomos
.. de
Se / carbono
R
Q)LN/Y
N I

H OR

Incrementa la

Fe
actividad @
Podria favorecer la

permeabilidad y absorcion

Figura 32. Parametros estructurales esenciales para la obtencion de selenoamidas
potencialmente citotdxicas.
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En conclusion, a través del desarrollo de una ruta sencilla para la sintesis de
ferrocenilselenoamidas en buenos rendimientos a partir de aminocarbenos de Fischer
como sustratos clave, se han logrado determinar las propiedades citotoxicas de este tipo
de derivados.

La actividad citotoxica de estas moléculas hacia diferentes lineas celulares
cancerosas de interés fue evidenciada mediante cernimientos primarios 50 uM y la
determinacién de la concentracion inhibitoria media (Clsy). Los resultados de estos
estudios mostraron que la selenoamida 70 es el compuesto mas activo de la serie, con
valores cercanos a 4.5 uM frente a diferentes lineas celulares cancerosas humanas,
comparado incluso con farmacos actualmente utilizados en la terapia contra diversos tipos
de cancer como el Tamoxifeno y el Cisplatino.

Los resultados obtenidos en estos estudios, especificamente contra las lineas
celulares cancerosas humanas MCF-7 y HCT-15, son especialmente importantes ya que
perfilan a este tipo de compuestos como buenos prospectos para estudios posteriores
relacionados con su mecanismo de accion.

El reconocimiento de los aspectos estructurales primordiales para la obtencién
de ferrocenilselenoamidas potencialmente citotdxicas, nos permitié establecer un modelo
gue explica estos resultados.
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Parte experimental

*Instrumentos y reactivos utilizados

Todos los materiales y equipos utilizados en la sintesis y caracterizacion de las
moléculas preparadas en este capitulo, poseen las mismas caracteristicas a las descritas
previamente en el capitulo Il. Adicionalmente en esta seccion fue necesario el uso de
equipo Varian Inova de 500 MHz para la RMN de 'H de temperatura variable, utilizando
cloroformo deuterado (CDClIs) y acetonitrilo (CDsCN). Los desplazamientos quimicos (©)
se expresan en partes por millon (ppm) usando TMS como referencia interna.

Los compuestos fueron probados in vitro frente a las lineas celulares humanas
cancerosas de prdstata (PC-3), glia de sistema nervioso central (U251), leucemia (K526),
colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU) proporcionadas por el Instituto Nacional
de Céancer (NCI) de los Estados Unidos de América. La citotoxicidad fue determinada
utilizando el colorante de unién a proteinas sulforodamida B (SRB) en un ensayo de
microcultivo para medir el crecimiento celular, como estd descrito en el protocolo
establecido por el NC1.2%°

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

Las células fueron removidas de los matraces de cultivo de tejido y se
suspendieron con medio fresco, tomando 100 pL de la suspensién de células conteniendo
5000 o 10000 células y se depositaron en una placa con 96 pozos para microtitulacion, el
material se incub6 a 37 °C por 24 h en una atmdsfera al 5% de di6xido de carbono,
subsecuentemente se adicionaron 100 uL de una disolucién de los compuestos de prueba
con una concentracion de 1.0 a 50.0 uM, exponiendo los cultivos por 48 h al contacto con
dichos compuestos.

Después del periodo de incubacién, las células se fijaron al sustrato plastico
utilizando 50 pL de una solucion acuosa al 50 % de acido tricloroacético en frio. Las
placas fueron incubadas a 4 °C, posteriormente lavadas con agua y secadas con aire. Las
células fijadas se tifieron por la adicion de una solucion al 0.4 % de SRB, el remanente de
esta solucion fue removido utilizando una solucion acuosa al 1 % de acido acético.

Las placas fueron secadas al aire y el colorante unido a las proteinas fue
solubilizado al afiadir 100 uL de una solucion 10 mM de Tris, finalmente las placas se
colocaron en un agitador por 5 min y se determiné su absorcién a 515 nm utilizando un
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lector de placas de ELISA (Bio-Tex Instruments).

Sintesis del [(etoxi)(fenil)metiliden]pentacarbonil cromo (0) (64Ph)

Cr(CO)s
o

64Ph

La obtencién de este compuesto se realizé empleando la metodologia reportada
previamente por Fischer.'® Utilizando esta metodologia fue posible obtener 3.0 g de un
sélido color vino con un rendimiento del 80 % y tras su caracterizacion por las técnicas
espectroscopicos y espectrométricas convencionales arrojaron sefiales idénticas a las
reportadas en la literatura.

Sintesis de la N-(2-hidroxietil)ferroceniltioamida (70S)

S

— /U\N/\/OH
H

|
Fe

D s

La obtencién de este compuesto se realizé empleando la metodologia reportada
previamente en nuestro grupo de trabajo.78 Utilizando esta metodologia fue posible
obtener 3.95 g de un sodlido color vino con un rendimiento del 85 % vy tras su
caracterizacién por las técnicas espectroscopicos y espectrométricas convencionales
arrojaron sefiales idénticas a las reportadas en la literatura.

Sintesis de los de los ferrocenil(hidroxialquilamin 0) carbenos de Fischer Cr 0 (70 —
OH(Cr), 65-69):

A una disolucion del etoxiferrocenil carbeno de Fischer 64 (23 mmol, 1g) en 20
mL de éter etilico anhidro bajo atmésfera de nitrégeno se adicion6é la cantidad
correspondiente del aminoalcohol en cuestion (60 mmol). La mezcla de reaccién se
mantuvo bajo agitacion constante a temperatura ambiente de 15 a 60 minutos
dependiendo del complejo a sintetizar y posteriormente se diluyé con 20 mL de agua y
finalmente con 10 mL de una solucién saturada de bicarbonato de sodio. Se separé la
fase organica y fue secada con sulfato de sodio anhidro Na,SO, y finalmente el disolvente
fue evaporado a presién reducida. El crudo de la reacciéon fue purificado mediante
cromatografia en columna flash utilizando gel de silice como fase estacionaria y mezclas
de hexano:acetato de etilo como eluyente.
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[(Ferrocenil)(propilamino)metiliden]pentacarbonil ¢ romo (0) (70 —OH(Cr))

Cr(CO)s
N
< 70 -OH(Cr)

La obtencién de este complejo se realiz6 empleando la metodologia reportada
previamente en nuestro grupo de trabajo.78 Utilizando esta metodologia fue posible
obtener 3.00 g de un sélido color vino con un rendimiento del 88 % y tras su
caracterizacion por las técnicas espectroscépicos y espectrométricas convencionales
arrojaron sefiales idénticas a las reportadas en la literatura.

[(Ferrocenil)(2-metoxietilamino)metiliden]pentacarb onil cromo (0) (75Cr)

Cr(CO)s

N
e MO
@ 75Cr

Rendimiento: 99%; p.f. 80 — 84°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 9.96
(s, 1 H; NH), 4.43 (s, 4 H; CsH.), 4.21 (s, 7 H; Cp + OCH,), 3.81 (s, 2 H, NCH,), 3.53 ppm
(s, 3 H; OCH3); **C NMR (75 MHz, CDCI3, TMS): 8 = 271.8 (CCr), 223.5 (CrCOsy), 217.9
(CrCO¢q), 99.9 (C, CsHy), 70.8, 68.5 (4 CH, CsH4), 70.0 (OCH,), 69.5 (5CH, Cp), 59.3
(OCHs), 52.1 ppm (NCH,); IR (KBr): v = 3292 (NH), 2051, 1982, 1894 cm™ (CO); MS
(FAB®): m/z (%): 463 (4) M™, 435 (5) [M*-CO], 407 (9) [M*-2C0O], 379 (13) [M*-3CO], 351
(48) [M*-4CO], 323 (100) [M*-5CO]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para
C19H17,CrFeNQg: 462.9810 [M']; observada: 462.9815.
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{(Ferrocenil)[(N-(2-hydroxyetil)-N-metil)amino]meti  liden}pentacarbonil cromo (0)
(76Cr)

Cr(CO);
] l
&
Q 76Cr

Rendimiento: 37%; p.f. 76 — 74°C; *H NMR (300 MHz, CDClz, TMS): & = 4.53 (s,
4 H; CsHy), 4.25 (s, 7 H; Cp + OCH,), 3.73 (s, 2 H, NCHy), 3.34 (s, 3 H; NCH3), 2.01 ppm
(s, 1 H, OH); *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 268.7 (CCr), 221.5 (CrCOs,,), 216.9
(CrCOgq), 97.7 (C, CsHy), 70.5, 67.8 (4 CH, CsHy), 69.9 (OCH,), 69.5 (5CH, Cp), 55.3
(NCHs), 52.1 ppm (NCH,); IR (KBr): v = 2055, 1991, 1905 cm™ (CO); MS (FAB"): m/z (%):
463 (3) M™, 435 (6) [M*-CQ], 407 (7) [M*-2CQ], 379 (16) [M*-3CQ], 351 (52) [M*-4COQO],
323 (100) [M*-5CO]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada para CigH1;CrFeNOg: 462.9810
[M™]; observada: 462.9815.

Sintesis del [(fenil)(2-hidroxietilamino)metiliden] pentacarbonil cromo (0) (77Cr)

Cr(CO)s
N~OH
H

77Cr
La obtencion de este compuesto se realiz6 empleando una modificacion a la
metodologia reportada previamente por wullf.2%* Utilizando esta adaptacion, fue posible
obtener 3.5 g de un aceite color naranja con un rendimiento del 99 % y tras su
caracterizacion por las técnicas espectroscépicos y espectrométricas convencionales
arrojaron sefiales idénticas a las reportadas en la literatura.

Sintesis de selenoamidas (70 —OH, 75-77)

Preparacion del agente selenante. A una solucion de 0.01 mol de NaBH, en
10 mL de etanol, se adicionan lentamente 0.01 mol de selenio en polvo y la mezcla
resultante se agité vigorosamente a temperatura ambiente por 30 minutos bajo atmésfera
inerte. Una vez transcurrido este tiempo, se adiciona el agente selenante a una solucion
(0.001 mol) del aminocarbeno de Fischer correspondiente en 5 mL de etanol bajo
atmosfera de nitr6geno; la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina de gel
de silice. Una vez terminada la reaccion, el disolvente se evaporo a presion reducida y la
mezcla resultante se redisolvié con agua destilada para extraer el producto con cloruro de
metileno y posteriormente se sec6 con sulfato de sodio anhidro. Tras la evaporacion del
disolvente, la mezcla resultante se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando
gel de silice como fase estacionaria y diferentes gradientes de hexano-acetato de etilo
como eluyente.

N-propilferrocenoselenoamida (70 -OH):
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Rendimiento: 80%; p.f. 68 - 70°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 7.82 (s,
1 H; NH), 4.90 (s, 2 H; CsHy), 4.48 (s, 2 H; CsHy), 4.19 (s, 5 H; Cp), 3.80 (g, 2 H, NCH,),
1.81 (dt, 2 H, CH,), 1.06 ppm (t, 3 H; CHs); *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 203.0
(CSe), 86.1 (C, CsH,), 71.6, 69.3 (4 CH, CsH,), 71.1 (5 CH, Cp), 50.7 (NCH,), 21.7 (CH,),
11.6 ppm (CHs); IR (KBr): v = 3204 (NH), 1438 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 335
(64) M™, 254 (17) [M*-H,Se], 211 (100) [FCCN™], 121 (32) [CpFe']; EMAR FAB (6 eV): m/z:
calculada para Cy4Hi,FeNSe: 334.9876; observada: 334.9875.

N-(2-metoxietil)ferrocenoselenoamida (75):

Rendimiento: 97%; p.f. 100 - 101°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 8.18
(s, 1 H; NH), 4.90 (s, 2 H; CsHy), 4.48 (s, 2 H; CsHy), 4.15 (s, 5 H; Cp), 4.05 (q, 2 H,
OCHy,), 3.70 (t, 2 H, NCH,), 3.44 ppm (s, 3 H; OCHj5); **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & =
203.2 (CSe), 86.3 (C, CsH,), 71.6, 69.5 (4 CH, CsH,), 71.1 (5 CH, Cp), 69.9 (OCH,), 59.1
(OCHz), 48.2 ppm (NCH,); IR (KBr): v = 3293 (NH), 1533 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z
(%): 351 (98) M™, 270 (27) [M*-H,Se], 212 (68) [FcCNH], 121 (24) [CpFe’]; EMAR FAB (6
eV): m/z: calculada para CysHi;FeNOSe: 350.9825; observada: 350.9830; andlisis
elemental calculado (%) para CysHi;FeNOSe: C 48.03, H 4.89, N 4.00; observado: C
48.02, H 4.90, N 4.92.

N-(2-hidroxietil)- N-metilferrocenoselenoamida (76):
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Rendimiento: 46%; p.f. 80°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 4.95 (t, 2 H;
CsHy), 4.46 (t, 2 H; CsHy), 4.19 (s, 5 H; Cp), 3.79 (m, 4 H, 2 CH,), 3.65 (m, 3 H, NCHy),
3.09 ppm (s, 1 H, OH); *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 202.0 (CSe), 86.0 (C, CsH.),
71.6, 69.7 (4 CH, CsH,), 71.3 (5 CH, Cp), 67.0 (OCH,), 56.7 (NCH3), 49.2 ppm (NCH,); IR
(KBr): v = 1534 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 351 (43) M*, 333 (3) [M*-H,0], 270
(12) [M*-H,Se], 212 (100) [FCCNH], 121 (14) [CpFe']; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculada
para C4H;-FeNOSe: 350.9825; observada: 350.9821; andlisis elemental calculado (%)
para C;H;7FeNOSe: C 48.03, H 4.89, N 4.00; observado: C 48.13, H 4.92, N 4.27.

N-(2-hidroxietil)benzoselenoamida (77):

YN,

77

Rendimiento: 94%; p.f. 78 - 81°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 9.27 (s,
1 H; NH), 4.98 (t, 2 H; CsH,4), 7.73 (m, 2 H; CgHs), 7.41 (m, 1 H; C¢Hs), 7.38 (m, 2 H, CgHs),
3.88 (m, 4 H, OCH,, NCH,), 3.13 ppm (m, 1 H; OH); **C NMR (75 MHz, CDClz, TMS): & =
204.6 (CSe), 144.5 (C, CgHs), 131.4, 128.8, 127.6 (5 CH, C¢Hs), 59.3 (OCHy,), 53.0 ppm
(NCH,); IR (KBr): v = 3173 (NH), 1550 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 229 (63),
211 (7.03) [M*-H,Q], 147 (60) [M*-H,Se], 104 (100) [FCCNH']; EMAR FAB (6 eV): m/z:
calculada para CgH1,NOSe: 229.0084; observada: 229.0083.
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Capitulo IV
SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE NUEVAS
ARILSELENOAMIDAS

Antecedentes

En el contexto actual de la quimica farmacéutica, la busqueda de moléculas con
actividad biolégica, en especifico como agentes anticancerigenos ha utilizado
recientemente un gran nimero de moléculas organoselenadas como fuertes candidatos
para la obtencién de farmacos, tal es el caso del etaselen y ebselen que se encuentran en
las Ultimas etapas del desarrollo farmacéutico para salir al mercado.*

En este contexto, la familia de hidroxiferrocenilselenoamidas desarrollada por
nuestro grupo de trabajo,” muestra gran potencial para su aplicacién en las primeras
etapas del desarrollo de farmacos.'® Esta novedosa clase de compuestos ha demostrado
inhibir el crecimiento de distintas lineas celulares cancerosas humanas, entre otras se
encuentran, U251 (glioblastoma), HCT-15 (adenocarcinoma colorrectal) y MCF-7
(adenocarcinoma de mama), siendo mas eficaces que los farmacos disponibles
actualmente en el mercado y utilizados en la terapia contra distintos tipos de cancer como
el Tamoxifeno y Cisplatino. En particular, el compuesto lider N-(2-
hidroxietil)ferrocenilselenoamida presenta valores de concentracion inhibitoria media
cercanos a 4.5 uM sobre las diferentes lineas celulares cancerosas antes mencionadas.

El estudio de la ferrocenilselenoamida lider, nos ha permitido establecer un
modelo que explica los requerimientos estructurales minimos necesarios para la
obtencion de selenoamidas potencialmente citotoxicas (Figura 32), sin embargo, algunos
de los resultados obtenidos en el capitulo anterior nos indican que existen algunos
fragmentos estructurales que son susceptibles a ser modificados con el propésito de
mejorar el desempefio bioldgico y fisicoquimico de estas moléculas. Particularmente los
estudios realizados para establecer la importancia del ferroceno y del grupo aceptor del
enlace de hidrégeno, revelan que al cambiar la naturaleza de estos grupos se modifica la
actividad biolégica, lo que abre la oportunidad para realizar diversificaciones estructurales
en estos puntos combinando diferentes grupos en la blsqueda de la sintonizacién de las
propiedades citotoxicas de estas selenoamidas.

Tomando en cuenta lo anterior, en este capitulo final nos proponemos llevar a
cabo la sintesis de diferentes selenoamidas diversificando en primera instancia la
naturaleza del grupo aceptor de enlace de hidrogeno y posteriormente introduciendo

197 A. 1. Gutiérrez-Hernandez, J. G. Lopez-Cortés,0V Ortega-Alfaro, M. T. Ramirez-Apan, J. J. Cazares
Marinero, R. A. Toscand, Med. Chem. 2012,55, 4652

198 3) S. S. Braga, A. M. S. A. Silv@rganometallics 2013, 32, 5626; b) S. B. Deepthi, R. Trivedi, L.
Giribabu, P. Sujitha, C. G. Kumdbalton Trans. 2013,42, 1180; c) H.-L. Seng, E. R. T. TiekinRppl.
Organometal. Chem. 2012,26, 655
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diferentes grupos que puedan reemplazar al fragmento ferrocénico, sin embargo, la
eleccion de los grupos a introducir no es un tema trivial, ya que se deben tomar en cuenta
dos factores muy importantes que son: el tipo de sustituyente que se va a introducir y la
ruta sintética por la cual se pretende obtener los nuevos derivados.

La seleccion aleatoria de los sustituyentes representa un alto riesgo, ya que es
muy probable que exista una pérdida de la actividad biolégica que se pretende evaluar,
por lo que nosotros pensamos que la eleccion de fragmentos recurrentes en moléculas
biol6gicamente activas con probada efectividad podria ser una alternativa para
incrementar nuestras  posibilidades de mejorar las propiedades de las
ferrocenilselenoamidas, por lo que al realizar una bisqueda en la literatura encontramos
que los heterociclos nitrogenados se encuentran entre los componentes estructurales mas
significativos de los farmacos comerciales.'® Al analizar la base de datos de farmacos
aprobados por la FDA de los Estados Unidos, revela que el 59% de los farmacos basados
en moléculas pequefias contienen un heterociclo nitrogenado en su estructura.*™

Al analizar un total de 640 farmacos que contienen heterociclos nitrogenados se
determinaron algunas caracteristicas generales que comparten estas moléculas. En
primera instancia se determiné el tamafio del ciclo mas frecuente (Figura 33), encontrando
gue los ciclos de 6 y 5 miembros son los mas comunes con 379 y 250 farmacos
respectivamente y posteriormente se determind el tipo de heterociclo nitrogenado mas
comun en cada categoria (Figura 34)."!

N
o
o

7 379
50 A

250

N W W
o
o

ol v

NUmero total de Farmacos

o o ) )
& &

00 0 * o) N (o)
3 @ & Q &

<& &° < \§

Sgij, | ﬁiii

H Aromaticos ® No aromaticos M Combinados

Figura 33. Distribucién relativa de los heterociclos nitrogenados de acuerdo a su tamario.

19p p. Leeson, B. Springthorpeat. Rev. Drug Discovery 2007,6, 881
HOR. D. Taylor, M. MacCoss, A. D. G. Lawsah Med. Chem. 2014,57, 5845
HM1E vitaku, d. T. Smith, J. T. NjadarsahMed. Chem. 2014,57, 10257
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N-heterociclos de 5 miembros N-heterociclos de 6 miembros

1 Otros (No en el top 25) uOtros (No en el top 25)

®Pirrolidina wPiperidina
u Tiazol uPiridina

uPiperazina
®Imidazol wPirimidina
sindol uFenotiazina
wd-quinolina

uMorfolina

u Tetrazol

uBencimidazol
u Tetrahidroisoquinolina
u1,4-dihidropiridina
wuTetrahidro-2-pirimidinona

uImidazolidina
ulmidazolina

uQuinazolina

1,2 4-triazol

Figura 34. N-heterociclos de cinco y seis miembros mas comunes.

Como podemos apreciar en la Figura 34, los N-heterociclos de cinco miembros
mas comunes son la pirrolidina y el tiazol, mientras que los de seis miembros son la
piperidina y piridina.

Tomando en cuenta el andlisis realizado por el grupo del profesor Njadarson y
considerando nuestro primer objetivo sobre la modificacion de la naturaleza del grupo
aceptor del enlace de hidrégeno, la inclusion de un anillo nitrogenado de cinco o seis
miembros donde el heteroatomo del ciclo funcione como el aceptor del enlace de
hidrégeno al interaccionar con el atomo de hidrogeno del fragmento selenoamida, resulta
una apuesta muy atractiva y con alta probabilidad para que el nuevo compuesto muestre
una actividad biolégica significativa.

Sin embargo, para no expandir excesivamente el estudio y generar demasiadas
combinaciones, se decidi6 Unicamente seleccionar a los grupos utilizados previamente en
este trabajo (-OH y -OMe) y un heterociclo de cinco y otro de seis miembros. Para realizar
la mejor eleccion de los heterociclos en cuestién, hicimos una revisién en la literatura
sobre la capacidad de cada anillo para formar enlaces de hidrégeno,™? de esta manera
encontramos que, a pesar que la pirrolidina y la piperidina tienen un mayor caracter
basico, estudios realizados en moléculas bifuncionales demostraron que tanto la piridina
como el tiazol, son mejores aceptores de enlaces de hidrégeno debido a factores
estéricos y electrénicos que les permite efectuar esta interaccién con mayor facilidad,**?
por lo que decidimos excluir del estudio a la piperidina y la pirrolidina (Figura 35).

12N, A. Meanwell J. Med. Chem. 2011,54, 2529

113 2)J. Graton, M. Berthelot, J.-F. Gal, C. Laurerkcd,ebreton, J.-Y. Le Questel, P.-C. Maria, R. iRs}.
Org. Chem. 2003, 68, 8208; b) A. Locati, M. Berthelot, M. Evain, J. lrebon, J.-Y. Le Questel, M.
Mathé-Allainmat, A. Planchat, E. Renault, J. GratbriPhys. Chem. A 2007,111, 6397; c) V. Arnaud, M.
Berthelot, M. Evain, J. Graton, J.-Y. Le Quest€hem. Eur. J. 2007, 13, 1499; d) V. Arnaud, M.
Berthelot, F.-X. Felpin, J. Lebreton, J.-Y. Le QeésJ. GratonEur. J. Org. Chem. 2009,4939; e) J.
Graton, M. Berthelot, J.-F. Gal, S. Girard, C. lenwe, J. Lebreton, J.-Y. Le Questel, P.-C. Maria, P
Naus,J. Am. Chem. Soc. 2002,124, 10552
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Figura 35. Propuesta de aceptores de hidrégeno.

Resultados v discusion

Para llevar a cabo la sintesis de las nuevas ferrocenilselenoamidas propuestas
al inicio de este capitulo, las cuales contienen diferentes grupos aceptores de enlace de
hidrégeno en su estructura, nos basamos en el andlisis retrosintético establecido en el
Esquema 24. La obtenciéon de los nuevos derivados organoselenados (80-81) se
pretende realizar mediante la desmetalacion seleniurativa desarrollada anteriormente en
este trabajo, empleando una mezcla de selenio elemental y borohidruro de sodio que se
hace reaccionar con el correspondiente aminocarbeno de Fischer (78-79), el cual ya
contiene en su estructura el fragmento que se desea estudiar, introducido mediante una
reaccion de amindlisis entre el etoxiferrocenilcarbeno de Fischer (64) y la amina
correspondiente.
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/J\_ ,’—-\\ "/ id \
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H H Nz
SN Y HL H.
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H OH H O\
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Y,
= Cr(CO)5

|:'e = Fc &&—&———— FC’\\\ o
> )

Q \[ Sintesis de ]
54 64 carbenos de Fischer

Esquema 24. Propuesta retrosintética para la obtencion de las selenoamidas 80-81
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Para iniciar con nuestra estrategia sintética, una vez preparado el etoxicarbeno
de Fischer 64 por los métodos tradicionales,®® se sometié a una reacciéon de amindlisis
utilizando la 2-picolilamina y el 2-(aminometil)tiazol, las cuales son conocidas por su
capacidad de efectuar enlaces de hidrc')geno.113 La reaccién se efectu6 utilizando éter
como disolvente a temperatura ambiente bajo agitacion constante y atmosfera inerte,
lograndose obtener los aminocarbenos de Fischer 78 y 79 en buenos rendimientos y
tiempos cortos de reaccion (Tabla 20).

Tabla 20. Sintesis de aminocarbenos 78-79 y sintesis de selenoamidas 80-81

Cr(CO)s Cr(CO)s
R R wﬁ"‘\
Fle H Z--- Fle H Z_ ./ 10 Se/NaBH, F'e H z ./
@ Eter, T. A. @ EtOH, T. A. @

64 78-79 80-81

Fragmento  Carbeno Tiempo  Rendimiento  Selenoamida  Tiempo Rendimiento

g\N 78 60 min. 85% 80 30 min. 75%

79 35 min. 75% 81 90 min. 90%

Al término de la reaccién, los nuevos aminocarbenos de Fischer fueron
purificados mediante cromatografia en columna utilizando silica como fase estacionaria y
diferentes mezclas de hexano-acetato de etilo como eluyente y fueron caracterizados
mediante las técnicas espectroscopicas convencionales (IR, EM, RMN 'H y ®C),
observando las sefiales caracteristicas para un complejo aminocarbeno reportado en la
literatura.2* A manera de ejemplo se describira la caracterizacion realizada para el
aminocarbeno 78.

En lo que respecta al analisis mediante espectroscopia infrarroja, podemos
observar en el Espectro 25 una sefial alrededor de 3234 cm™ asignada a la vibracion del
enlace N-H del aminocarbeno 78 y cerca de 2049 y 1909 cm™, apreciamos dos bandas de
absorcion intensa asignadas a los carbonilos metalicos v(Cr-CO) caracteristicas de este
tipo de complejos.

Por otra parte, en el analisis realizado mediante la espectrometria de masas
(FAB") se puede observar un pico en 496 m/z, el cual corresponde al ion molecular que
concuerda con la masa molecular esperada para este complejo. Posteriormente se
pueden apreciar cinco pérdidas sucesivas de 28 m/z cada una, atribuidas a la pérdida de
los cinco carbonilos metalicos (Espectro 26), patrdn que es caracteristico en este tipo de
complejos.
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’356
102 —
Iz
om |
Cr(CO)s
72 Y N l N
|
N Fe H N__—
| 154 v 7
bBJ lZIiE l’ 8
40 -
,384
41'2
l ' ’426 268 4‘.‘:!6
L b ’ i e il
Q 580 168 15@ 209 251 300 358 4090 450 504
Espectro 26. Espectro EM (FAB™) del complejo aminocarbeno de Fischer 78.
104

Hrilsglgnoamidas como nugvos agentes citotdricos



En el espectro de RMN 'H (Espectro 27) del complejo 78, encontramos en
campos bajos alrededor de 10.94 ppm, una sefial simple que integra para un proton
asignada al atomo de hidrégeno del fragmento selenoamida. En la regién de los
aromaticos, podemos observar las sefiales correspondientes a los atomos de hidrégeno
del fragmento heterociclo, cerca de 8.70 ppm se ubica una sefial simple que se atribuye al
atomo de hidrégeno enlazado al atomo de carbono adyacente al a&tomo de nitrégeno del
fragmento piridinico, alrededor de 7.81 ppm se observa una sefial sencilla que integra
para un atomo de hidrégeno enlazado al carbono cinco del anillo de piridina y finalmente
en 7.43 ppm se aprecia una sefial ancha que integra para dos atomos de hidrégeno de las
posiciones tres y cuatro del heterociclo. Hacia campos altos, podemos encontrar un
singulete cerca de 5.28 ppm gque integra para dos protones del metileno base de nitrégeno
de esta molécula, cerca de 4.57 y 4.45 ppm se encuentran dos sefiales que integran para
dos atomos de hidrégeno cada una, atribuidas a las posiciones 2, 5 y 3, 4 del
ciclopentadienilo mosustituido de esta molécula. Finalmente en 4.26 ppm se encuentra
una sefial intensa que integra para cinco protones correspondientes al ciclopentadienilo
no sustituido del fragmento ferrocénico (Espectro 27).

3 ° 89 § 599
- o0} ~ I~ n <<
| | [l [ NI
Cr(CO);
N N | N
|
Fe H N~
78
! L I [ i
g 8 8 g 2 g

Espectro 27. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) del complejo 78.
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Finalmente en la RMN **C del complejo 78 (Espectro 28), podemos observar en
la zona de los alifaticos una sefial cerca de 55.5 ppm correspondiente al metileno base de
nitrégeno, desplazandonos hacia campos bajos, alrededor de 68.9 y 70.1 ppm se
encuentran las sefales del ciclopentadienilo sustituido, en 69.1 ppm la sefial asignada a
los atomos de carbono equivalentes del ciclopentadienilo no sustituido y finalmente en
98.3, ppm la sefial atribuida al atomo de carbonoj,, del ciclopentadienilo monosustituido.
En la regién de los aromaticos, encontramos cuatro sefiales propias del anillo de piridina
cerca de 122.3, 123.3, 137.4 y 149.1 ppm correspondientes a las posiciones 5, 3, 4 y 6,
respectivamente y cerca de 154.06 ppm el carbono,s, del fragmento piridinico. En campos
bajos, podemos observar dos sefiales atribuidas a los carbonilos metalicos en 218.1 ppm
y 223.5 ppm atribuidas a los carbonilos ecuatoriales y axiales, respectivamente y
finalmente, en 271.1 ppm se puede apreciar la sefal caracteristica para el atomo de
carbono carbénico.
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Espectro 28. Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) del complejo 78.
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Una vez caracterizados plenamente los aminocarbenos 78 y 79, estos se
sometieron a una reaccion de desmetalacién seleniurativa utilizando una mezcla de
selenio elemental y borohidruro de sodio en etanol a temperatura ambiente, la cual se
agitd bajo atmoésfera inerte para obtener las ferrocenilselenoamidas 80 y 81,
respectivamente en buenos rendimientos (Tabla 19), las cuales al término de la reaccion
se purificaron mediante cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase
estacionaria y diferentes gradientes de hexano-acetato de etilo como eluyente.

Las selenoamidas 80 y 81 fueron caracterizadas mediante las técnicas
espectroscopicas convencionales (IR, EM, RMN *H y **C) y cabe sefialar que hasta
nuestro mejor conocimiento, estos selenocarbonilos no han sido informados previamente
en la literatura. A manera de ejemplo, a continuacion se describiran los datos
espectroscopicos obtenidos para el selenocarbonilo 80.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 80 (Espectro 29), se puede observar
cerca de 3256 cm™ una banda de intensidad media atribuida a la vibracion del enlace N-H
del fragmento selenoamida y alrededor de 1520 cm™ encontramos una banda intensa
debida al doble enlace entre el &tomo de selenio y carbono del selenocarbonilo v(Se=C-
N).
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Espectro 29. Espectro IR de la selenoamida 80 (KBr).
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Al analizar el espectro de masas del compuesto 80, obtenido por la técnica de
impacto electrénico (IE), se observa un pico en 384 m/z correspondiente al ibn molecular
de este selenocarbonilo, el cual concuerda con el peso molecular esperado para este
compuesto. Posteriormente observamos el pico base de este espectro alrededor de 302
m/z, el cual representa una pérdida de 81 m/z, que se puede atribuir a la pérdida de una
molécula de acido selenhidrico [M*-H,Se] y finalmente en 211 m/z podemos observar un
pico que se atribuye a la formacioén del ion fragmento [Fc-CN*] (Espectro 30).
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Espectro 30. Espectro (IE) del selenoacarbonilo 80.

En el espectro de RMN *H del compuesto 80 (Espectro 31), se observa una
sefial simple cerca de 4.21 ppm asignada a los protones del ciclopentadienilo no
sustituido de la unidad ferrocénica, en esta misma zona, alrededor de 4.50 ppm se
aprecia una sefal sencilla que integra para dos protones la cual corresponde a los atomos
de hidrégeno del metileno base de nitrégeno, posteriormente se ubica en 5.01 ppm una
sefial simple que integra para cuatro protones en la que se encuentran traslapadas las
sefiales debidas a los atomos de hidrégeno diferentes del ciclopentadienilo mosustituido.
Desplazadas hacia la regién de los aromaticos, podemos encontrar 4 sefiales diferentes
atribuidas a los protones del anillo de piridina, alrededor de 7.29 ppm podemos observar
una sefial multiple asignada al &tomo de hidrégeno 5 del anillo de piridina, en 7.36 ppm se
muestra un doblete correspondiente al atomo de hidrégeno 3 del mismo fragmento
piridinico con una constante de acoplamiento J=7.8 Hz. En 7.75 ppm se aprecia un
multiplete que integra para un potrén atribuida al atomo de hidrégeno en la posicién 4 del
anillo de piridina y finalmente se puede apreciar una sefial doble con una constante de
acoplamiento de J=4.2 Hz, la cual corresponde al proton ubicado en la posicién 5 del
fragmento piridinico. Por ultimo, saliendo de la zona de los aromaticos, desplazada a
campos bajos se ubica un singulete alrededor de 9.7 ppm correspondiente al hidrogeno
del fragmento selenoamida.
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Espectro 31. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) de la selenoamida 80.

Finalmente, el espectro de RMN de 13C del compuesto 80, muestra una sefial
cerca de 52.7 ppm correspondiente al atomo de carbono del metileno base de nitr6geno,
posteriormente observamos un conjunto de sefiales caracteristicas para un ferroceno
monosustituido, la primer sefial se ubica en 69.5 ppm asignada al atomo de carbono 2y 5
del ciclopentadienilo monosustituido, elrededor de 71.0 ppm podemos apreciar la sefial
atribuida a los atomos de carbono equivalentes del ciclopentadienilo no sustituido,
mientras que en 71.4 ppm se encuentra la sefial correspondiente a los atomos de carbono
3 y 4 del ciclopentadienilo susbstituido, finalmente, desplazada hacia campos bajos se
encuentra la sefial del carbonojys, cerca de 86.5 ppm. Hacia la zona de los aromaticos, se
observan cinco sefiales correspondientes al anillo de piridina sustituido en la posicién dos.
En primera instancia encontramos una sefial alrededor de 122.3 ppm la sefial generada
por el &tomo de carbono de la posicion 3 del heterociclo, mientras que en 122.8 ppm se
ubica la sefial generada por el atomo de carbono cinco, dentro de esta misma zona, pero
un poco desplazas hacia campos bajos podemos ubicar las sefales de los atomos de
carbono de las posiciones cuatro y seis en 137.1 y 148.9, ppm respectivamente, por
altimo, apreciamos en 154.0 ppm la sefial del carbonoj,s, completando las sefiales del
fragmento heterociclo. Por ultimo, la sefial mas desplazada hacia campos bajos es la
atribuida al &tomo de carbono del selenocarbonilo localizada en 202.1 ppm (Espectro 32).
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Espectro 32. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) de la selenoamida 80.

Con la selenoamida 80 y 81 en mano y plenamente determinada su estructura,
se sometieron a un estudio de actividad citotoxica para determinar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular, mediante un screening primario 50 puM realizado in vitro
frente a las lineas celulares humanas cancerosas de préstata (PC-3), glia de sistema
nervioso central (U251), leucemia (K526), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmoén
(SKLU) proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancerologia (NCI) de los Estados
Unidos de América, esto con el propésito de determinar la importancia de la naturaleza
del fragmento aceptor del enlace de hidrégeno en la bioactividad que pueden expresar
este tipo de derivados. Los resultados de este estudio se resumen en la Tabla 21.

Los datos obtenidos del screening primario 50 uM, muestran resultados por
demas interesantes con respecto a la bioactividad presentada por estos nuevos derivados
organoselenados, comparandolos siempre contra la selenoamida lider, el compuesto 70.
De manera general, observamos buenos resultados contra diferentes lineas celulares
cancerosas humanas con valores cercanos al 100% de inhibicién del crecimiento celular
especificamente para las ferrocenilselenoamidas 75 y 80 que contienen el fragmento 2-
metoxietanamina y 2-picolilamina, respectivamente. Sin embargo, la
ferrocenilselenoamida 81 que contiene el fragmento 2-(aminometil)tiazol es practicamente
inactiva contra todas las lineas celulares utilizadas en el estudio.

Arilsglgnoamidas como nugvos agentes citotoricos 110



Tabla 21. Inhibicién del crecimiento celular (%) para los compuestos 70, 75, 80 y 81. 50
UM en EtOH.

Lineas celulares cancerosas humanas
Compuesto Aceptor U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

70 §\N 98.27 88.64 62.68 98.51 >100 95.7
4§ OH
75 § 96.1 81.0 81.29 >100 >100 90.4
\N/\
[}
H OL
é\N . >100 >100 93.6 >100 71.1 44.23
i N
§\ s n.a. 19.3 n.a. 14.5 16.9 n.a.
By,
N

n.a. no activos

Analizando los valores obtenidos en esta seccion y retomando el propésito
original por el cual se sintetizaron estos Ultimos selenocarbonilos, los resultados
mostrados en la Tabla 20 podrian estar relacionados con la capacidad de los fragmentos
seleccionados para efectuar enlaces de hidrégeno en solucién. Una técnica
espectroscopica que nos podria brindar informacién valiosa acerca de la capacidad de
estas moléculas para efectuar dicho tipo de interacciones, es sin duda la RMN *H.
Considerando que al interaccionar el atomo de hidrégeno del fragmento selenoamida
(Se=C-N-H) con los diferentes aceptores de enlace hidrogeno utilizados, este atomo
pierde densidad electronica, el desplazamiento quimico de esta sefial se podria modificar
dependiendo de la fuerza de la interaccién entre estas dos porciones de la molécula
(Figura 36).

70 75 80 81
§(N-H)=8.24ppm &(N-H)=8.18ppm &(N-H) =970 ppm & (N-H)=10.21 ppm

Figura 36. Desplazamiento quimico de la sefial del fragmento selenoamida RMN *H.

Al analizar los valores del desplazamiento quimico para el atomo de hidrégeno
del fragmento selenoamida de los compuestos 70, 75, 80 y 81, observamos que la
selenoamida lider (70) posee un comportamiento muy similar al del selenoacarbonilo 75,
con valores de 8.24 y 8.18 ppm, respectivamente y de igual forma, estos dos
selenocarbonilos exhiben un comportamiento muy parecido en el caso de los resultados
obtenidos para porcentaje de inhibicion del crecimiento celular.
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Por otra parte, los compuestos 80 y 81 muestran valores muy diferentes a los
obtenidos para la selenoamida lider (70) y la selenoamida 75, tanto en el desplazamiento
guimico del proton del fragmento selenoamida como en el comportamiento bioldgico en la
inhibicion del crecimiento celular. EI compuesto 80, presenta un desplazamiento quimico
cercano a 9.7 ppm (Se=C-N-H) y porcentajes de inhibicién del crecimiento celular muy
altos frente a la mayoria de las lineas celulares cancerosas humanas utilizadas en el
estudio, especialmente frente a las lineas HCT-15, U251 y PC-3, siendo incluso mas
activa que el compuesto lider. Sin embargo, la selenoamida 81 muestra el desplazamiento
guimico mas alto de la serie, con un valor cercano a 10.2 ppm, siendo totalmente inactiva
hacia cualquiera de las lineas celulares cancerosas humanas, probablemente debido a su
incapacidad para exponer sus grupos funcionales a su posible blanco biomolecular,
promovida por la fuerte interaccion intramolecular del tipo enlace de hidrégeno que
presenta,’** evidenciando que mientras mas fuerte es el aceptor de enlace de hidrogeno,
menor sera la bioactividad de la selenoamida en cuestion.

Tomando en cuenta los resultados anteriores y retomando uno de los objetivos
principales de este capitulo, el cual pretende evaluar el efecto del ferroceno en la
actividad biologica demostrada por las selenoamidas preparadas en este proyecto,
decidimos seleccionar a la selenoamida 80 que contiene el fragmento de la 2-picolilamina
para reemplazar la porcion ferrocénica por otros anillos aromaticos en la blsqueda de
compuestos mas potentes o activos frente a diferentes lineas celulares cancerosas
humanas.

Continuando con este orden de ideas, para lograr la inclusién de diferentes
anillos aromaticos que reemplacen a la porcion ferrocénica de la selenoamida 80, sera
necesaria la sintesis de diversos etoxicarbenos de Fischer como material de partida. En
este contexto, la seleccién de los anillos aromaticos de nueva cuenta esta basada en la
seleccion de anillos aromaticos recurrentes en moléculas con probada actividad biolégica.
De esta forma seleccionamos siete anillos aromaticos de una lista con los cien anillos mas
utilizados en farmacos basados en moléculas pequefias y actualmente en el mercado,

listados en el libro naranja de la FDA (Figura 37).110
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Figura 37. Anillos aromaticos propuestos para reemplazar la porcion ferrocénica.

14 ¢, Laurence, K. A. Brameld, J. Graton, J. Y. Le=§tel, E. Renaulfl. Med. Chem. 2009,52, 4073
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Para efectuar la sintesis de las selenoamidas que contengan los anillos
aromaticos propuestos en la Figura 37, planteamos el analisis retrosintético representado
en el Esquema 25, donde la obtencion de las selenoamidas 101-107 se puede llevar a
cabo mediante una desmetalacién seleniurativa de los correspondientes aminocarbenos
de Fischer (94-100), utilizando una mezcla de selenio elemental y borohidruro de sodio en
etanol. Los complejos aminocarbenos de Fischer, pueden ser preparados de manera
sencilla mediante una reaccién de amindlisis entre la 2-picolilamina y los diferentes
etoxicarbenos de Fischer (88-93), los cuales se pueden sintetizar mediante el método
clasico informado por Fischer, utilizando como material de partida los distintos anillos
aromaticos comercialmente disponibles (82-87).

Cr(CO)s P
T /[L ) eaccion de
| |
H N~

H N__—
80, 101-107 78, 94-100
H- N N
Br | |
@ O Ij n N
54Ph
Cr(CO)s
Ar= { N\> FQ ——— A’ JJ\o/\
| \[ Sintesis de ]
(/ \§ {/ \§ @ carbenos de Fischer
S o gg 64, 64Ph y 88-93
86 87 Q
54

Esquema 25. Retrosintesis para la obtencion de las selenoamidas 101-107.

Al realizar una revision bibliografica para comenzar con nuestra estrategia
sintética, encontramos algunos reportes que describen la preparacién de varios de los
etoxicarbenos de Fischer que pretendemos sintetizar como material de partida en esta
seccién, especificamente los etoxicarbenos de Fischer derivados de los anillos 54Ph y 82
han sido informados previamente por Fischer’ y Sierra'*® respectivamente y los derivados
de los heterociclos 84, 86 y 87 por Connor'® y Lotz.'*” Tomando en cuenta estos
antecedentes, decidimos adaptar sus condiciones de reaccién para sintetizar los
complejos 88-93.

15G. M. Chu, I. Fernandez, M. A. SierthOrg. Chem. 2013,78, 865

1183) J. A. Connor, E. M. Jones, J. P. LlogdQrganomet. Chem. 1970,24, C20; J. A. Connor, E. M. Jones,
J. Chem. Soc. 1971,1974

17, Crause, H. Gérls, S. Lotalton Trans. 2005,1649
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Uno de los problemas mas importantes que dificulta el uso directo de las
metodologias antes mencionadas, es el tipo de disolvente que utilizan para efectuar la
litiacion del anillo aromatico en cuestion, ya que al utilizar diclorometano se disminuye
drasticamente el rendimiento de la reaccion. Por lo que decidimos sustituir este disolvente
por THF logrando obtener los complejos carbénicos en mejores rendimientos. Cabe
destacar que estos etoxicarbenos de Fischer se purificaron mediante cromatografia en
columna utilizando como fase estacionaria gel de silice y como fase mévil hexano, para
obtener asi los complejos deseados en rendimientos moderados a buenos, los resultados
de esta adaptacion se resumen en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados de la sintesis de los etoxicarbenos de Fischer 88-93

_ . Cr(CO) Cr(CO)
Cr(CO 5 5
Ar BuLi Ar” Li r(CO)s i@ Et;0BF,
THF, 0°C THF, 0°C Ar (o) H,0,0°C  Ar 0/\
54Ph, 83-87 64Ph, 88-93

Compuesto Tiempo (hrs) Rendimiento (%) Rendimiento
previo (%)

64Ph

88

89
90

91

92

93

* Se utilizé el derivado bromado como material de partida y una temperatura de -78°C.

Una vez preparados los etoxicarbenos de Fischer 88-93, estos fueron
caracterizados mediante las técnicas espectroscopicas convencionales (IR, EM, RMN 'H
y °C). Las sefiales obtenidas de las diferentes técnicas espectroscépicas coinciden con
las previamente informadas en la literatura, sin embargo, es importante sefialar que hasta
nuestro mejor conocimiento, para los complejos 89 y 91, no existen antecedentes de su
preparacion por lo que a manera de ejemplo se describird la caracterizacion
espectroscopica para el compuesto 91.

En el espectro de infrarrojo del complejo 91 (Espectro 33), se observan dos
bandas de absorcion alrededor de 2054 y 1913 cm™ correspondientes a la vibracion de
los carbonilos metalicos v(Cr-CO), las cuales son caracteristicas para este tipo de
compuestos.
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Espectro 34. Espectrometria de masas (FAB™) para el compuesto 91.
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En el espectro de masas (Espectro 34) para el complejo 91 obtenido mediante
la técnica FAB®, muestra un pico con una relacion masa/carga de 379 correspondiente al
ibn molecular, el cual coincide con el peso molecular esperado para este complejo.
Posteriormente se aprecia la pérdida sucesiva de 28 m/z atribuidas a la fragmentacion de
los cinco carbonilos metalicos presentes en la molécula ubicadas en 351, 323, 295, 267 y
239 m/z respectivamente.

En lo que respecta a la caracterizacion mediante RMN *H del compuesto 91,
este muestra un conjunto de sefiales hacia campos bajos en la regién de los aromaticos
correspondientes a los atomos de hidrogeno del fragmento inddlico. Asi, cerca de 7.80
ppm se ubica un singulete debido al atomo de hidrégeno unido al &tomo de carbono de la
posicion tres de este fragmento, posteriormente se encuentra un doblete en 7.73 ppm que
integra para un protén, el cual esta enlazado al atomo de carbono de la posicion siete del
anillo inddlico, seguido de dos ftripletes y un doblete que integran para un aomo de
hidrogeno cada uno, asignados al resto de los protones indélicos ubicados en 7.40, 7.14 y
7.31 ppm, respectivamente. Hacia campos altos, podemos apreciar tres sefales
correspondientes a los atomos de hidrogeno sobre la cadena alifatica y el metilo base de
nitrégeno. Ubicado alrededor de 5.21 ppm se observa un cuadruplete correspondiente al
metileno base de oxigeno de la cadena lateral alquilica, la cual integra para dos protones,
posteriormente se ubica en 3.76 ppm un singulete que integra para tres atomos de
hidrégeno asignado al metilo enlazado al atomo de nitrégeno del fragmento indélico y
finalmente, se aprecia un triplete cerca de 1.74 ppm que integra para tres protones
correspondientes al metilo de la cadena lateral alquilica (Espectro 35).

Finalmente, en lo que respecta al andlisis por RMN *C del complejo 91,
apreciamos un fendmeno interesante comun en este tipo de compuestos, observando que
algunas sefiales se encuentran duplicadas, esto puede ser debido a que este tipo de
moléculas en solucién muestran un equilibrio conformacional entre un isémero E y uno Z,
debido a la deslocalizacion de un par de electrones del atomo de oxigeno hacia el atomo
de carbono carbénico, generando asi un ambiente magnético distinto para algunos
atomos de carbono dentro de la molécula (Esquema 26).*®

Cr(CO); |
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Esquema 26. Isdmeros E y Z del etoxicarbeno de Fischer 91.

18R, Schobert, R. Kempe, T. Schmalz, A. Gmeide®rganomet. Chem. 2006,691, 859
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Espectro 35. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) del complejo 91.

En frecuencias altas, se observa una sefial en 319.7 ppm correspondiente al
atomo de carbono carbénico haciendo evidente el gran caracter electrofilico de este
centro, posteriormente se ubican alrededor de 223.6 y 217.2 ppm, las sefiales asignadas
a los carbonilos metalicos en disposicién axial y ecuatorial respectivamente. Hacia
campos altos, en la region de los aromaticos podemos encontrar la sefial atribuida al Ciyso
del fragmento inddlico en 148.9 ppm, adicionalmente en esta zona se observan las
sefiales de los atomos de carbono propios de la fusién del heterociclo cerca de 139.8 y
128.7 ppm. El resto de los atomos de carbono del fragmento indélico del anillo fusionado
de seis miembros, se ubican alrededor de 127.7, 123.2, 122.6 y 120.8 ppm las sefiales
generadas por el isomero E, mientras que para el isbmero Z se observan en 126.6, 121.4,
119.2 y 109.1 ppm. En lo que respecta al anillo fusionado de cinco miembros, el atomo de
carbono en la posicion tres muestras dos sefiales alrededor de 110.7 y 100.8 ppm
atribuidas a la conformacion E y Z respectivamente.

Por otra parte, hacia campos altos podemos encontrar las sefales
correspondientes a los atomos de carbono alifaticos de la cadena lateral alquilica y el
metilo base de nitrégeno del N-metilindol. Cerca 76.6 ppm observamos la sefial debida al
metileno base de oxigeno de esta molécula, en 34.0 ppm la sefial atribuida al metileno
base de nitrégeno del fragmento inddlico y finalmente, en 15.3 ppm se ubica la sefial del
metilo terminal de la cadena lateral alquilica.
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Espectro 36. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) del complejo 91.

Adicionalmente, para el etoxicarbeno de Fischer 85 se logré obtener un cristal
adecuado para su estudio por difraccion de rayos X de monocristal confirmando
plenamente su estructura molecular (Figura 38). Las distancias y angulos de enlace
selectos para este compuesto asi como sus datos cristalograficos se muestran en la Tabla
23 y 24 respectivamente.

Figura 38. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 91. Los elipsoides son mostrados
en un 30% de probabilidad.
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Tabla 23. Distancias y angulos de enlace selectos para el etoxicarbeno de Fischer 91.
Distancias de Enlace (A)

Angulos de enlace (°)

Cr(1)-C(4) 2.090 (3) C(1)-Cr(1)-C(4) 175.05 (12)
Cr(1)-C(2) 1.897 (2) Cr(1)-C(4)-O(4) 128.7 (2)
Cr(1)-C(1) 1.870 (3) Cr(1)-C(4)-C(5) 124.1 (2)
C(4)-0O(4) 1.307 (3) O(4)-C(4)-C(5) 107.2(2)
C(4)-C(5) 1.462 (4)

Tabla 24. Datos cristalogréaficos para el complejo 91.

Férmula C17H10CrNOg

Peso Molecular (g/mol) 376.26
Tamafio del Cristal 0.31x0.24 x 0.22 mm
Color Rojo
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P 2,/m
Dimensiones de Celda Unitaria
a(A) 9.363(1)
b(A) 7.614(1)
c(A) 12.391(2)
a(®) 90
B(°) 102.434(2)
v(©) 90
V (A°) 862.6(2)
Z 4
Deaic-(Mg/m ) 1.449
No. De Refexiones Colectadas 7137
No. De Reflexiones Independientes (Ri ) 1703(0.0349)
Método de Correcion Absosrcion Analitico
Maximos y Minimos 0.8801 y 0.8234
Datos/Restricciones/Parametros 1703/0/139

indice Final R[1>2 a(1)] R1=0.0376, wR2=0.0968

indice R(todos los datos) R1=0.0434, wR2=0.1014

GooF 1.071

Coeficiente de absorcion () 3.089 mm™

Una vez en mano y caracterizada la serie de complejos carbénicos 64Ph, 88-
93, estos compuestos se utilizaron para continuar con nuestra estrategia sintética
planteada en el Esquema 25. Inicialmente seleccionamos al complejo 64Ph, por
considerarse el mas sencillo de la serie y asi someterlo a una reaccién de aminélisis con
la 2-picolilamina y de esta forma establecer las mejores condiciones de reaccion. El
proposito de este paso, es para colocar en el producto final el fragmento aceptor del
enlace de hidrégeno que se ha demostrado es de vital importancia para la citotoxicidad
ejercida por este tipo moléculas. Para llevar a cabo la sintesis del aminocarbeno
propuesto, experimentalmente colocamos en un matraz de bola un equivalente del
etoxicarbeno de Fischer 64Ph, el cual se disolvi6 en éter etilico, al cual posteriormente se
le adiciond un exceso de la 2-picolilamina a temperatura ambiente y se mantuvo bajo
agitacion constante y atmdsfera de nitrdgeno hasta el término de la reaccion, el cual se
determin6é mediante ccf (Esquema 27).
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Cr(CO)s Cr(CO)s
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64Ph
Esquema 27. Sintesis del aminocarbeno de Fischer 94.

Tras cuatro minutos de reaccion, se determind como concluida la misma y se
procedié al trabajo reaccion obteniendo asi un aceite viscoso de color amarillo. El crudo
de reaccién se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando como fase
estacionaria gel de silice y como fase moévil diferentes gradientes de hexano-acetato de
etilo, sin embargo, en el transcurso del proceso de purificacion observamos la
descomposicion del producto al detectar un cambio de coloracién del amarillo inicial hacia
un color verde, el cual es un indicativo del cambio de estado de oxidacién del centro
metalico, pasando de Cr’a Cr®" provocando una disminucién importante en el rendimiento
de la reaccion.

Tomando en cuenta estas observaciones, se decidid realizar una reacciéon en
secuencia de amindlisis-desmetalacion seleniurativa evitando el aislamiento del complejo
aminocarbeno de Fischer 94, (nicamente lavando la reaccion de amindlisis y
posteriormente removiendo el disolvente de la reaccion para resuspender el crudo de la
reaccion en etanol y someterlo asi a las condiciones 6ptimas para la desmetalacion
seleniurativa desarrolladas a lo largo de este trabajo (Esquema 28).

Cr(CO)s Cr(CO)s
H2N
0/\ ©)‘\ ﬂ/\) /NaBH, ©)‘\ /\/\j
Eter, T.A. EtOH, T. A.
64Ph 101 (83 %)

Esquema 28. Reaccion en secuencia aminc')lisis-desmetalacmn seleniurativa.

Bajo esta nueva estrategia, tras la purificacion del crudo de reaccion mediante
cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria gel de silice y como fase
movil diferentes gradientes de Hexano-Acetato de etilo, se logré obtener un sélido de
color amarillo en un rendimiento global cercano al 83%.

Tomando en cuenta las ventajas de esta adaptacién metodolégica al evitar un
paso de purificacion y la probable degradacion del aminocarbeno de Fischer, decidimos
expandir el estudio hacia la obtencién del resto de los compuestos selenocarbonilicos
propuestos en esta secciodn, utilizando los etoxicarbenos de Fischer 88-93 sometiéndolos
a una reaccion en secuencia de amindlisis-desmetalacion seleniurativa. Los resultados de
esta adaptacion se resumen en la Tabla 25.

Tabla 25. Sintesis de las selenoamidas 101-107 via amindlisis-desmetalacion
seleniurativa
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N~ )ﬁ 10 Se/NaBH,4 )J\

RN > X
Ar o Eter, TA. Ar ’T‘ | = EtOH, T. A. Ar 'T‘ |
H N__— H N_
64, 64Ph, 88-93 78, 94-100 80, 101-107
Compuesto Tiempo (min ) Rendimiento (%)
101 25 83
102 25 97
103 30 92
104 35 96
105 30 98
106 35 93
107 20 95

De esta forma, en esta etapa se obtuvieron siete nuevos compuestos
selenocarbonilicos (101-107) en buenos rendimientos (83 - 95%) y tiempos cortos de
reaccion (20-35 min), los cuales se caracterizaron mediante las técnicas espectroscopicas
convencionales (IR, EM y RMN *H y **C) y hasta nuestro mejor conocimiento no existen
reportes previos de su existencia en la literatura. A manera de ejemplo se discutira la
caracterizacion espectroscépica de la selenoamida 102.

De manera general, los selenocarbonilos sintetizados en esta seccion muestran
un comportamiento semejante en la espectroscopia infrarroja con bandas muy parecidas
para las absorciones de los grupos funcionales que tienen en comun. En el espectro de
infrarrojo  del compuesto 102 podemos observar cerca de 3278 cm™ la banda
correspondiente a la vibracion del enlace v(N-H) adyacente al carbono del selenocarbonilo
y por Ultimo encontramos una sefial cercana a 1600 cm™ asignada a la vibracion del
enlace v(Se=C-N-H) correspondiente al fragmento selenoamida (Espectro 37). En la Tabla
26 se reunen los datos obtenidos mediante espectroscopia infrarroja para el resto de los
selenocarbonilos sintetizados en esta seccion.

En lo que respecta a la espectrometria de masas realizada mediante la técnica
de impacto electrénico, los resultados de este analisis para el compuesto 102 (Espectro
38) muestran un pico alrededor de 306 m/z que corresponde al ibn molecular, el cual
coincide con el peso molecular esperado para este selenocarbonilo. De igual forma,
podemos apreciar un pico cerca de 225 m/z, el cual se puede atribuir a la pérdida de
acido selenhidrico, que es comun en el patrén de fragmentacién para este tipo de
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derivados y finalmente encontramos un pico alrededor de 134 m/z que podemos atribuir a
la formacion del fragmento [pMeOPhCN?]. De manera complementaria, se determiné la
masa exacta para todos los miembros de esta familia, los resultados se encuentran
concentrados en la Tabla 27.
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Espectro 37. Espectro IR de la selenoamida 102 (Pelicula).

Tabla 26. Sefiales caracteristicas de los compuestos 101-107 para la espectroscopia IR.
Compuesto v(N-H) (cm™) v(Se=C-N-H) (cm™)
101 3246 1520

102 3278 1600

103 3308 1596
104 C{ 3294 1592

105 3466 1528

106 3156 1539

107 3216 1525
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Tabla 27. Fragmentos caracteristicos (m/z) de los compuestos 101-107 IE (% a.r.).
Fragmento
Compuesto [M]™ [M™-H,Se] [ArCNH]" Calc.

101

Obs.

oy 276(20)  195(100)  104(8) 277.0244 277.0237
102 /@/é 306(20) 225(100)  134(8) 306.0271 306.0269
o
[
103 <o©% 320(28)  239(100)  147(5) 321.0142 321.0137
o
104 (' 279(30)  198(100)  107(8) 2782117 278.2110
N\
105 4+ 329(17)  248(46)  157(2) 329.0431 329.2704
N\
106 @5 282(33) 201(100)  109(4) 281.9730 281.9725
\_s
107 @é 266(22)  181(100)  93(7)  265.9958 265.9961
O
225
mca-1
99 -
"] NS
70 4 \0 H N~
60 | 102
50

92 224\

40

306

233 261 273

T T 1 T T
28 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

m/z

Espectro 38. Espectro EM (IE) de de la ferrocenilselenoamida 102.

El espectro obtenido mediante el andlisis por RMN *H del compuesto 102
(Espectro 39) muestra todas las sefiales esperadas para esta molécula, donde podemos
apreciar a campos bajos una sefial simple que integra para un protén correspondiente al
atomo de hidrégeno del fragmento selenoamida alrededor de 9.97 ppm, cerca de esta
sefial en la region de los aromaticos, observamos las sefiales tanto del anillo piridinico
como las correspondientes al fragmento bencénico, siendo estas Ultimas las mas
evidentes debido al patrén de sustitucion 1,4 sobre sobre este anillo aromatico, el cual
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genera dos dobletes alrededor de 7.97 y 6.91 ppm caracteristicos para este tipo de
sistemas. En cuanto a las sefiales debidas al fragmento piridinico, podemos encontrar
cerca de 8.58 ppm un doblete que integra para un proton correspondiente al atomo de
hidrégeno unido directamente al atomo de carbono de la posicion seis de este heterociclo.
En cuanto a las sefiales correspondientes a los atomos de hidrégeno de las posiciones 3,
4 y 5, podemos apreciar tres sefiales de diferentes multiplicidades ubicadas en 7.75 (t),
7.36 (d) y 7.26 (m), respectivamente. Saliendo de la zona de los aromaticos, hacia
campos altos, podemos observar dos sefiales en 5.05 y 3.86 ppm que integran para dos y
tres protones respectivamente, las cuales se pueden atribuir al metileno base de nitrégeno
y al metilo base de oxigeno unido al anillo bencénico.
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Espectro 39. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) de la selenoamida 102.

En lo que respecta al resto de las moléculas sintetizadas en este capitulo,
muestran un comportamiento similar a la selenoamida 102 en su analisis mediante RMN
'H. En la Tabla 28 se retnen los desplazamientos quimicos para los atomos de hidrégeno
mAas caracteristicos y que tienen en comun la serie de selenoamidas 101-107.

Tabla 28. Sefiales caracteristicas de los compuestos 101-107.
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"o
RMN *H (& ppm)

Compuesto Ar N-H -N-CH,- =N-C-H
101 ©§ 10.10 5.03 8.57
102 @(% 0.96 5.05 8.58

(o)
|
:
103 @@/ 9.95 5.01 8.57
104 @é 9.63 4.96 8.54
N\
105 <~ 9.97 5.00 8.54
N\
106 G(é 0.98 5.02 8.57
\S
107 @é 10.12 5.04 8.62
(@]
N N
|
~o H N__~
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|
|
| I} | {
ke I —
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Espectro 36. Espectro de RMN *C (CDCls, 75 MHz) de la selenoamida 102.

Finalmente, en cuanto al andlisis de la selenoamida 102 mediante RMN C, el
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espectro obtenido (Espectro 40) muestra cerca de 201.1 ppm la sefial correspondiente al
atomo de carbono del selenoacarbonilo, en la regiéon de los aromaticos apreciamos un
conjunto de nueve sefiales, de las cuales tres corresponden a los atomos de carbono ipso
tanto del fragmento de la piridina como del anillo bencénico ubicadas en 162.4, 153.7 y
136.3 ppm, respectivamente. En esta misma region se ubican en 129.0 y 113.8 ppm las
sefiales atribuidas a los atomos de carbono del anillo bencénico, mientras que en 148.8,
137.2, 122.9 y 122.3 ppm se encuentran el resto de las sefales generadas por el anillo de
piridina. Hacia campos altos, podemos observar las sefiales atribuidas a los atomos de
carbono del metileno base de nitrégeno y el metilo base de oxigeno unido al anillo
bencénico alrededor de 53.8 y 55.6 ppm respectivamente. Adicionalmente, en la Tabla 29
se resumen las sefiales caracteristicas obtenidas mediante RMN **C para el resto de los
selenocarbonilos de la serie 101-107

Tabla 29. Sefales caracteristicas de los compuestos 101-107.

RMN *3C (& ppm)

Compuesto Ar C=Se -N-CH,- Cipso(Py) =N-CH-
101 @/5 202.6 53.8 153.4 148.8
102 /@/i 201.1 53.8 162.4 148.8

(o)

|

§
103 @@/ 201.0 53.8 153.6 148.9
104 @2 188.7 52.6 154.0 148.9
N\
105 ~ 190.7 52.9 153.4 148.9
N\
106 Gré 190.3 53.1 153.6 148.9
\ S

107 190.3 52.3 155.4 149.1

=
&

Como puede observarse, los diferentes selenocarbonilos se comportan de
manera muy parecida, salvo para la sefial correspondiente al atomo de carbono del
fragmento selenoamida, donde los selenocarbonilos unidos directamente a los diferentes
anillos heterociclicos muestran un corrimiento hacia campos altos con respecto a aquellos
unidos a los anillos bencénicos. Una probable explicacién légica para el desplazamiento
de la sefial antes mencionada puede ser debido al caracter N-excesivo con el que
cuentan los heterociclos seleccionados, provocando una disminucion del caracter
electrofilico del atomo de carbono del selenocarbonilo al donar mayor densidad
electronica al a&tomo de carbono electrodeficiente.
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Adicionalmente, para la selenoamida 101 se logrd obtener un cristal adecuado
para su estudio por difraccion de rayos X de monocristal confirmando plenamente su
estructura molecular (Figura 39). Las distancias y angulos de enlace selectos para este
compuesto asi como sus datos cristalograficos se muestran en la Tabla 30 y 31,
respectivamente.

Figura 39. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 101. Los elipsoides son mostrados
en un 30% de probabilidad.

Tabla 30. Distancias y angulos de enlace selectos para la selenoamida 101.

Distancias de Enlace (A) Angulos de enlace (°)

Se(1)-C(7) 1.823 (3) C(2)-C(7)-Se(1) 122.2 (1)
N(1)-C(7) 1.307 (3) N(1)-C(7)-Se(1) 122.3 (3)
C(7)-C(4) 1.487 (4) N(1)-C(7)-C(1) 115.6 (3)
Tabla 31. Datos cristalograficos para la selenoamida 101.
O a e
Peso Molecular (g/mol) 275.21
Tamarno del Cristal 0.46 x 0.34 x 0.13 mm
Color Naranja
Sistema Cristalino Monaoclinico
Grupo Espacial P 2,/c
Dimensiones de Celda Unitaria
a(A) 12.785(2)
b(A) 6.941(1)
c(R) 14.612(3)
a(®) 90
B 110.986(2)
Y(°) 90
V (A 1210.7(4)
Z 4
Deac.(Mg/m®) 1.510
No. De Refexiones Colectadas 9468
No. De Reflexiones Independientes (Ri ) 2220(0.0344)
Método de Correcion Absosrcion Semi-Empirico
Méaximos y Minimos 0.6825 y 0.3252
Datos/Restricciones/Parametros 2220/0/148
Indice Final R[1>2 a(1)] R1=0.0372, wR2=0.0927
indice R(todos los datos) R1=0.0586, wR2=0.1037
GooF 1.045
Coeficiente de absorcion () 3.055 mm™
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Uno de los resultados mas importante de este analisis, revelé que en el estado
sélido se genera un enlace de hidrégeno intramolecular entre el nitrégeno del anillo de la
piridina y el hidrogeno de la selenoamida (Figura 40). Los datos de este enlace de
hidrégeno se resumen en la Tabla 32.

Figura 40. Enlace de hidrégeno intramolecular en el estado sélido de la selenoamida 101.

Tabla 32. Datos del enlace de hidrégeno intramolecular en el estado sélido de 101 (A y ©)
d(D-H) d(He-A) d(De+A) <(DHA)
N(1)-H(1)*sN(2) 0.83(3) 2.11(3) 2.613(3) 119 (3)

Analizando los datos de la Tabla 31, podemos clasificar a este enlace de hidrégeno
segin la escala de Jeffrey'™® (Tabla 33) y basados en la distancia H--A como una
interaccion moderada predominantemente electrostatica.

Tabla 33. Clasificacion de Jeffrey para los enlaces de hidrégeno
PO de era O erte oderadad Deb

Clasificacion Fuertemente Covalente Primordialmente Electrostatica  Electrostatica/Dispersion
Distancia H --A (A) 1.2-1.5 1.5-2.2 >2.2
Angulo de enlace( °) 170-180 >130 >90
& (N-H) 14-22 <14 -

De igual forma, para la selenoamida 106 se logré obtener un cristal adecuado
para su estudio por difraccion de rayos X de monocristal confirmando plenamente su
estructura molecular (Figura 41). Las distancias y angulos de enlace selectos para este
compuesto asi como sus datos cristalograficos se muestran en la Tabla 34 y 35,
respectivamente.

Figura 41. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 106. Los elipsoides son mostrados
en un 30% de probabilidad.

19 T, Steiner, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 48
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Tabla 34. Distancias y angulos de enlace selectos para la selenoamida 106.

Distancias de Enlace (A) Angulos de enlace (°) |
Se(1)-C(8) 1.826 (2) C(10)-C(8)-Se(1) 120.14 (15)
N(2)-C(8) 1.323 (3) N(2)-C(8)-Se(1) 123.77 (16)
C(8)-C(10) 1.460 (3) N(2)-C(8)-C(10) 116.1 (3)
Tabla 35. Datos cristalograficos para la selenoamida 106.
Formula C11H1oN,SSe |
Peso Molecular (g/mol) 281.23
Tamafio del Cristal 0.37 x0.27 x 0.67 mm
Color Naranja
Sistema Cristalino Triclinico
Grupo Espacial P-1
Dimensiones de Celda Unitaria
a(h) 8.275(6)
b(A) 8.410(6)
c(R) 9.117(7)
a() 99.122(1)
B 108.124(1)
Y(©) 105.778(1)
V (A% 559.447(4)
y 2
Deac-(Mg/m ) 1.670
No. De Refexiones Colectadas 6065
No. De Reflexiones Independientes (Ri ) 2267(0.0364)
Método de Correcion Absosrcion Semi-Empirico
Méximos y Minimos 0.6108 y 0.3263
Datos/Restricciones/Parametros 2067/0/139
indice Final R[1>2 a(1)] R1=0.0256, wR2=0.0663
indice R(todos los datos) R1=0.0291, wR2=0.674
GooF 1.071
Coeficiente de absorcion () 3.089 mm™

Al igual que la selenoamida 101, al analizar la red cristalina del selenocarbonilo
106 (Figura 42), logramos identificar interacciones del tipo de enlace de hidrégeno, sin
embargo, para este compuesto observamos una interaccion intermolecular mas que
intramolecular, la cual se genera entre el atomo de hidrogeno del fragmento selenoamida
y el atomo de nitrégeno del anillo de piridina (N(1)-H(1)---N(2)), con un angulo de 119(3)°
la cual seguin la escala de Jeffrey y la distancia para H---A [2.11(3) A], es clasificado como
una interaccion moderada predominantemente electrostéticallgy los datos se resumen en
la Tabla 36.

Tabla 36. Datos de los enlaces de hidrégeno para la selenoamida 106 [A y °]

d(D-H) d(HeeA) d(DeeA) <(DHA)
N(2)-H(2)esN(1)#1 0.81(2) 2.22(2) 2.957(2) 151(2)
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Figura 42. Enlace de hidrégeno intermolecular para la selenoamida 106.

Mediante el analisis de las interacciones moleculares presentes en los
compuestos 101 y 106, se hizo evidente la capacidad del fragmento de la 2-picolilamina
para efectuar enlaces de hidrégeno intra- e inter-molecular en el estado sélido cristalino,
mismas que probablemente existen en disolucidon y son de suma importancia para la
actividad bioldgica de este tipo de derivados. Asimismo, con dichas evidencias podemos
deducir que el comportamiento de estas moléculas en términos de interacciones inter- o
intra-moleculares esta determinada por el anillo aromatico, ya que es la Unica variable
estructural entre los sistemas analizados.

En este contexto, una vez caracterizadas plenamente las selenoamidas 101-
106, para evaluar el objetivo primordial para el que fueron sintetizados estas moléculas y
correlacionar asi el efecto de la diversificacion estructural realizada a los selenocarbonilos
preparados en esta seccién, a continuacion se describiran los resultados obtenidos de la
evaluacion biolégica para establecer su potencial citotoxicidad frente a distintas lineas
celulares cancerosas humanas.

Evaluacion bioldgica

Para correlacionar el efecto de los diferentes anillos aromaticos con la probable
actividad biolégica de los selenocarbonilos 101-106, seleccionamos a las lineas celulares
cancerosas humanas de adenocarcinoma colorrectal (HCT-15) y glioblastoma (U251)
para comparar los valores obtenidos contra aquellos que posee la ferrocenilselenoamida
lider, el compuesto 70 y adicionalmente analizar su probable biooactividad frente a la
linea celular cancerosa humana de adenocarcinoma prostatico (PC-3), con el objetivo de
explorar nuevas oportunidades para estas moléculas. La inclusion de la linea celular
cancerosa humana PC-3, se realiz6, apoyados en los valores del porcentaje de inhibicién
del crecimiento celular obtenidos frente a esta linea por el compuesto 80, el cual es mayor
incluso al de la selenoamida lider (Tabla 21).

Para obtener mayor informacién acerca del comportamiento biolégico de la
familia de selenocarbonilos sintetizados en esta seccion, decidimos determinar
directamente la concentracion inhibitoria media bajo el protocolo establecido por el NCI de
los EU® y adicionalmente compararlos con dos farmacos de referencia como el
Tamoxifeno y Cisplatino utilizados actualmente en el tratamiento de mdltiples procesos
cancerosos (Tabla 37).
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Tabla 37. Cls, (UM) para los compuestos 101-107 a 48 h en EtOH.

Clso
Compuesto Ar HCT-15 U251 PC-3
70 Lider 4.48+0.09 7.24+0.5 16.0+0.2
80 =4 10.94+0.07 15.6+1.3 16.9+1.5
F
J:S
101 ©/§ 22.4+1.3 15.04+0.5 31.1+2.1
102 @5 30.6+2.9 20.3+1.7 12.1+1.0
?
§ + + +
103 <Z]©/ 24.2+1.4 11.5+1.5 14.0+1.1
104 @E 22.0+1.1 6.8+0.5 8.2+0.5
N\
105 ~ 31.6+2.2 11.940.8 26.3+2.3
N\
106 GKE 28.3+2.8 28.5+2.6 27.1+2.3
\ S
107 ~ 44.95+2.8 23.44+0.5 27.09+1.2
<
\_o
Referencia Cisplatin o 13.5+0.7 9.5+0.7 20.3£1.2
Referencia Tamoxifen o 13.3+#1.1 12.9+1.3 11.7+40.9

Como podemos observar en los datos colectados en la Tabla 37, practicamente
la mitad de los compuestos selenocarbonilicos analizados en esta seccion poseen valores
de concentracién inhibitoria media (Clsg) inferiores a una concentracion 20 pM. Si
comparamos los valores obtenidos para selenoamida 80 con los obtenidos para la
ferrocenilselenoamida lider, la respuesta bioldgica del analogo 80 es mas baja que el
compuesto lider, sin embargo, siguiendo la misma tendencia al mostrar la mejor respuesta
sobre la linea celular cancerosa HCT-15 y la menor frente a PC-3 (Figura 43). No
obstante este resultado, al comparar la selenoamida 80 frente a los farmacos de
referencia, sus valores son muy cercanos, generando una oportunidad para futuras
modificaciones.

Al analizar el resto de las moléculas de la serie 101-107, apreciamos algunos
resultados interesantes. Comparando los derivados bencénicos 101, 102 y 103, el cambio
del fragmento ferrocénico por un anillo bencénico no substituido (compuesto 101) no
mejord la respuesta biolégica. Sin embargo, la introduccién de un grupo electrodonador
sobre el anillo bencénico como el grupo metoxi- en el compuesto 102 provoca un cambio
en el comportamiento biolégico, haciendo de este compuesto una molécula potente y
selectiva hacia la linea celular cancerosa humana de adenocarcinoma prostatico
(12.1+£1.0 uM) cuyo valor es comparable al del tamoxifeno (11.7+0.9 uM) (Figura 43).
Tomando en cuenta esta Ultima observacion, la introduccion de un segundo grupo
electrodonador sobre el anillo bencénico, como en el caso de la selenoamida derivada del
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metilendioxibenceno (compuesto 103), incrementa ligeramente la potencia de esta
molécula en contra de la linea celular cancerosa humana U251 (11.7£0.9 uM), sin
embargo, se observa pérdida en la selectividad (Figura 43).

40 ~
35 A
30

§25

70 80 101 102 103 Cisplatino Tamoxifeno

HHCT-15 ®mU251 uPC-3

Figura 43. Clso (UM) para los compuestos 70, 80, 101-103 a 48 h en EtOH.

Continuando con nuestro analisis en la blsqueda de la optimizacion del
compuesto lider, cuando se evalia una selenoamida con un anillo heterociclo
electrodonador como lo es el N-metilpirrol (compuesto 104) en lugar del anillo p-
metoxibenceno del selenocarbonilo 102 este cambio provoco un incremento sustancial en
la potencia del derivado 104 hacia las lineas celulares cancerosas humanas U251y PC-3,
siendo en esta Ultima especialmente mas activo (8.2+0.5 pM) que los farmacos de
referencia, la ferrocenilselenoamida 80 e incluso que la selenoamida lider (Figura 44).

Con el propésito de obtener un compuesto mas selectivo, sintetizamos la
selenoamida 105 incorporando el fragmento N-metilindol como un andlogo fusionado de la
selenoamida 104. Al analizar los resultados para esta nueva selenoamida, apreciamos
gue este cambio provoca un incremento en la selectividad hacia la linea celular cancerosa
humana U251 (11.9+0.8 uM) debido al detrimento de la potencia hacia la linea PC-3 y
manteniendo practicamente el mismo valor contra la linea celular cancerosa humana
HCT-15 (Figura 44).

Finalmente, la introduccion de diferentes anillos heterociclos de cinco miembros
como el tiofeno y furano (compuestos 106 y 107 respectivamente), no incrementaron la
potencia o selectividad de las selenoamidas previamente sintetizadas en contra de
cualquiera de las lineas celulares cancerosas humanas utilizadas (Figura 45).
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HHCT-15 ®mU251 uPC-3

Figura 43. Clso (uM) para los compuestos 70, 102, 104 y105 a 48 h en EtOH.
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Figura 43. Clso (uM) para los compuestos 70, 104, 106 y 107 a 48 h en EtOH.

Del analisis general de los resultados obtenidos en este capitulo, podemos decir
que la seleccién precisa de los anillos aromaticos o heteroaromaticos y la combinacién
adecuada del grupo aceptor de enlace de hidrégeno promueven un efecto sinérgico
positivo incrementando su actividad citotoxica sobre algunas lineas celulares cancerosas
humanas utilizadas en esta seccion. Esta observacion se puede confirmar con los
resultados obtenidos para la selenoamida que contiene el fragmento N-metilpirrol como
anillo heteroaromatico y a la 2-picolilamina como grupo aceptor de enlace de hidréogeno
(compuesto 104), el cual mostré los mejores valores de concentracion inhibitoria media
ejercida sobre la linea celular cancerosa humana de glioblastoma (U251, 6.8+0.5 uM) y la
linea de adenocarcinoma prostatico (PC-3, 8.2+0.5 uM), siendo mas activo que los
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farmacos de referencia y que la ferrocenilaselenoamida lider (70). Estos hallazgos no
condujeron a establecer al compuesto 104 como el nuevo lider hacia la linea celular
cancerosa humana PC-3 (Figura 44).

CI50 (uM)

Lider 70

Lider 104

MHCT-15 mU251 uPC-3

Figura 44. Lideres obtenidos en este trabajo.

A manera de conclusion de este capitulo, podemos mencionar que se optimizé
la sintesis de arilselenoamidas mediante la desmetalacion seleniurativa de
aminocarbenos de Fischer, obteniendo buenos resultados como moléculas citotoxicas
pequeias. Adicionalmente se realizaron variaciones sobre el grupo aceptor de enlace de
hidrégeno para comprender mas a fondo la relacién estructura-actividad de este tipo de
moléculas. La metodologia sintética resulta sencilla, eficiente y robusta al permitir la
introduccion de diversos motivos estructurales.

Los ensayos bioldgicos realizados a la familia 101-106 revelaron que la
diversificacion de la naturaleza del grupo aceptor de enlace de hidrogeno puede
incrementar la actividad citotoxica sobre las lineas celulares cancerosas humanas HCT-
15, U251 y PC-3 al ser comparadas con la ferrocenilselenoamida lider obtenida en el
capitulo anterior y con los farmacos de referencia Tamoxifeno y Cisplatino.

La actividad citotdxica de las selenoamidas sintetizadas en este capitulo fue
evaluada mediante la determinacion de la Cls,. Esta evaluacion demostré que la
combinacién adecuada tanto del anillo aromatico como del grupo aceptor de enlace de
hidrégeno pueden crear un efecto sinérgico positivo incrementando su potencia y
selectividad. La mejor sintonizacién se observd para la selenoamida 104 que contiene un
fragmento de N-metilpirrol y otro de 2-picolilamina. Los resultados mostraron que este
compuesto (104) compite con la molécula lider del capitulo anterior en términos de la
citotoxicidad ejercida sobre la linea celular cancerosa humana U251, con valores muy
cercanos entre si (6.840.5 y 7.24+£0.5 uM, respectivamente) y nos permitieron establecer a
esta molécula como el compuesto mas activo hacia la linea celular cancerosa humana de
préstata (8.2+0.5 uMm).
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Parte experimental

*Instrumentos y reactivos utilizados

Todos los materiales y equipos utilizados en la sintesis y caracterizacion de las
moléculas preparadas en este capitulo, poseen las mismas caracteristicas a las descritas
previamente en el capitulo Il. Todas las pruebas de actividad biolégica fueron se llevaron
a cabo utilizando las mismas técnicas, materiales y equipos a los descritos en el capitulo
anterior, los cuales se basan en los protocolos desarrollados por el Instituto Nacional de
Cancerologia de los Estados Unidos.*®

[(Ferrocenil)(N-(piridin-2-il-metil))metiliden] pen tacarbonil cromo (0) (78):

CK(CO)s

78

Rendimiento: 80%; p.f. 92°C 'H NMR (300 MHz, CDCI3, TMS): 6 10.94 (s, 1H;
NH), 8.70 (s, 1H; CsH4N), 7.81 (s, 2H; CsHuN), 7.43 (s, 1H; CsHuN), 5.28 (s, 2H; NCH,),
4.57 (s, 2H; CsHa), 4.45 (s, 2H; CsHa), 4.26 (s, 5H; Cp). *C NMR (75 MHz, CDCI3, TMS):
6 271.0 (C=Cr), 223.5 (CrCO4), 218.0 (CrCOgq), 154.0(C,CsH4N), 149.1 (CH, CsHuN),
137.4 (CH, CsH4N), 123.3 (CH, CsH4N), 122.3 (CH, CsH4N), 98.3 (C, CsH,), 70.1 (CH,
CsH,), 69.7 (CH, CsH,), 68.9 (5 CH, Cp), 55.5 (NCH,). IR (KBr): v = 3234 (N-H), 2049,
1909 cm™ (CrC0O). MS (FAB*) m/z (%): 496 (3) M*, 468 (1) [M*-CO], 412 (10) [M*-3CO],
384 (25) [M*-4CQ], 356 (100) [M*-5CO].

[(Ferrocenil)(N-(tiazol-2-il-metil))metiliden] pent  acarbonil cromo (0) (79):

Cr(CO)s

79

Rendimiento: 83%; p.f. 78°C. *H NMR (300 MHz, CDCI3, TMS): 6 = 10.45 (s, 1
H; NH), 7.94 (s, 1H; C3H,NS), 7.52 (s, 1H; C3H,NS), 5.57 (s, 2H; NCH,), 4.65 (s, 2H;
CsHy), 4.55 (s, 2H; CsHy), 4.31 (s, 5H; Cp). *C NMR (75 MHz, CDCI3, TMS): 6 = 274.4
(C=Cr), 223.3 (CrCO4), 217.7 (CrCOg), 163.3 (C, C3H,NS), 142.7 (CH, C5H:NS), 120.4
(CH, C3H2NS), 97.5 (C, CsHy), 70.6 (C, CsHy), 69.8 (Cp), 69.0 (C, CsH,), 53.0 (NCH,). IR
(KBr): v = 3257 (N-H), 2049, 1914, 1881 cm™" (CrCO). MS (FAB") m/z (%): 502 (2) M*,
474 (2) [M*-CO], 418 (4) [M*-2C0O],390 (10) [M*-4CQ], 362 (50) [M*-5CQ].
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[(etoxi)(benzo[d][1,3]dioxol-5-i)metiliden]pentaca rbonil cromo (0) (89):

Cr(CO)s
0] 0/\
<
(0]

89

Rendimiento: 60 %; p.f. 68° (d) °C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 7.36
(d, J=7.2 Hz, 1 H; CgH3), 7.03 (s, 1 H; C¢Hg3), 6.86 (d, J= 7.8 Hz, 1 H; CgHs3), 6.05 (s, 2 H;
OCH,0), 5.12 (d, 2 H; OCH,), 1.70 ppm (s, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & =
340.2 (C=Cr), 223.8 (CrCO4y), 216.7 (CrCO), 150.9 (C, Ce¢H3), 147.9 (C, CeH3), 147.6 (C,
CeH3), 124.5 (CH, C¢H3), 107.6 (CH, CgHs), 105.2 (CH, C¢H3), 101.9 (OCH,0), 76.6
(OCH,), 15.2 ppm (CHa). IR (KBr): v = 2057, 1905 cm™ (CrCO). MS (El, 70 eV) m/z (%):
370 (8) M™, 342 (27) [M*-CQ], 314 (47) [M*-2CO], 286 (38) [M*-3C0O], 258 (92) [M*-4CQ],
230 (68) [M'-5CO]. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para CisH3,CrOg: 369.9781;
observada: 368.9778.

[(etoxi)(N-metilindol-2-il)metiliden]pentacarbonil cromo (0) (91):
Cr(CO)s
B o
N

N
91

Rendimiento: 94%; p.f. 117 °C (d); *"H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 7.72 (s,
1H, CgHsN), 7.42 (d, J= 0.9 Hz, 1H, CgHsN), 7.39 — 7.37 (m, 1H, CgHsN), 7.32 — 7.29 (m,
1H, CgHsN), 7.14 (t, 1H, CgHsN), 5.21 (g, 2H, OCH,), 1.74 ppm (t, 3H, CH5). **C NMR (75
MHz, CDCl;, TMS): & 319.9 (CCr), 223.7 (CrCO4), 217.3 (CrCOgq), 148.9 (C, CgHsN),
139.8 (C, CgHsN), 128.7 (C, CgHsN), 127.7 y 126.6 (CH, CgHsN, Isémeros E y Z), 123.2 y
121.4 (CH, CgHsN, Isbmeros E y Z), 122.6 and 119.2 (CH, CgHsN, Isbmeros E y Z), 120.8
y 109.1 (CH, CgH;sN, Isdbmeros E y Z), 110.7 y 100.8 (CH, CgHsN, Isbmeros E y Z), 76.6
(OCHz), 34.0 (NCHs), 15.3 ppm (CHs). IR (KBr): v = 2054, 1913 cm™ (CrCO). MS (FAB®)
m/z (%): 379 (9) M™, 351 (26) [M*-CO], 323 (19) [M*-2CO], 295 (13) [M*-3CQ], 267 (52)
[M*-4CQ], 239 (31) [M*-5CO]. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para Ci;H;3CrNOg:
379.0148; Observada: 379.0146.
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N-(piridin-2-il-metil)ferrocenocarboselenoamida (80):

@*mﬂj

Rendimiento: 92 %; p.f. 137°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 9.69.10 (s,
1 H; NH), 8.62 (d, J= 4.2 Hz, 1 H; CsHN), 7.75 (td, J= 5.4 Hz, J= 1.2 Hz, 1 H; CsHN),
7.38-7.28 (m, 2 H, C1sH4N), 5.01-4.99 (m, 4 H; NCH, and CsH,), 4.50 (t, 2H, CsH,), 4.21
ppm (s, 5H, Cp). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 202.1 (CSe), 154.1 (C, CsHaN),
148.9 (CH, CsH;N), 137.1, (CH, CsH4N), 122.9 (CH, CsH4N), 122.4 (CH, CsH4N), 86.5 (C,
CsH,), 71.5, 69.6 (4 CH, CsH,), 70.0 (5 CH, Cp), 52.7 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3256
(NH), 1520 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV) m/z (%): 384 (39) M*, 302 (100) [M*-H,Se], 211
(59) [FCCNH']. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para Ci;H;sFeN,Se: 383.9828;
observado 383.9823.

N-(piridin-2-ilmetil)benzocarboselenoamida  (101):

N 7
H N~

101

Rendimiento: 83 %; p.f. 80°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 10.10 (s, 1
H; NH), 8.57 (m, 1 H; CsH4N), 8.0 -7.20 (m, 9 H; C¢Hs, CsH4N), 5.03 ppm (m, 2 H; NCH,).
13C NMR (75 MHz, CDCls, TMS): & = 202.6 (C=Se), 153.4 (C, CsH.N), 148.8 (CH, CsH4N),
144.2 (C, CgHs), 137.1, (CH, CsHy4N), 131.1 (CH, CgHs), 128.5 (2 CH, C¢Hs), 126.8 (2 CH,
CeHs), 122.9 (CH, CsH4N), 122.1 (CH, CsH4N), 53.8 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3246 (NH),
1520 cm™ (C=Se). MS (El, 70 eV) m/z (%): 276 (20) M*, 195 (100) [M*-H,Se], 104 (8)
[PhCNH']; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para CisHi:N,Se: 277.0244; observado
277.0237.
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N-(tiazol-2-il-metil)ferrocenocarboselenoamida (81):

81

Rendimiento: 75 %; p.f. 144°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 10.23.10
(s, 1 H; NH), 7.79 (d, J= 3.0 Hz, 1 H; C;H,NS), 7.38 (d, J= 3.0 Hz, 1 H; C;H,NS), 7.38-7.28
(m, 2 H, C15H4N), 5.33 (d, 2 H; NCHz), 4.96 (t, 2H, C5H4), 452 (S, 2H, C5H4), 4.19 ppm (S,
5 H, Cp). **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 203.9 (CSe), 164.1 (C, C5H,NS), 142.1
(CH, C3H,NS), 120.1, (CH, C3H;NS), 85.9 (C, CsHy), 71.9, 69.6 (4 CH, CsH,), 71.1 (5 CH,
Cp), 49.8 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3216 (NH), 1561 cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV) m/z
(%): 390 (38) M™, 308 (100) [M*-H,Se], 211 (45) [FcCNH']. EMAR FAB (6 eV): m/z:
calculada para CisHy4FeN,SSe: 389.9392; observada 389.9133

4-metoxi-N-(piridin-2-ilmetil)benzocarboselenoamida (1202).

~o H N~

102

Rendimiento: 97 %; p.f. 84°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 =9.96 (s, 1
H; NH), 8.58 (d, J= 4.5 Hz, 1 H; CsHsN), 7.96 (d, J= 8.7 Hz, 2 H; CgH.), 7.75 (t, 1 H;
CsH4N), 7.36 (d, J= 7.8 Hz, 1 H, CsH4N), 7.25 (m, 1H, CsH:N) 6.91 (d, J= 8.7 Hz, 2 H,
CeHy) 5.05 (d, 2 H; NCHy), 3.86 ppm (s, 3 H, OCHj). **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & =
201.1 (C=Se), 162.4 (C, CsH4N), 153.7 (C, CgH,), 148.8 (CH, CsHy4N), 137.2, (CH, CsHuN),
136.5 (C, C¢Hy), 128.9 (2 CH, CgH,), 122.9 (CH, CsH4N), 122.3 (CH, CsH4N), 114.4 (2 CH,
CeH.), 55.6 (OCHs3), 53.8 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3278 (NH), 1600 cm™ (C=Se). MS (El,
70 eV) m/z (%): 306 (20) M™, 225 (100) [M*-H,Se], 134 (8) [p-OMePhCNH"]. EMAR FAB
(6 eV): m/z: calculado para Cy4H14N,OSe: 306.0271; observado: 306.0269.
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N-(piridin-2-ilmetil)benzo[d][1,3]dioxol-5-carbosel enoamida (103):

<O N™ S
o) H N~

103

Rendimiento: 92 %; p.f. 199°C; *H NMR (300 MHz, CDCls, TMS): & = 9.95 (s, 1
H; NH), 8.57 (d, J= 4.4 Hz, 1 H; CsH4N), 7.75 (t, 1 H; CsH4N), 7.52 — 7.47 (m, 2 H; C¢Ha),
7.36 (d, J= 7.8 Hz, 1 H, CsH4N), 7.28 (t, 1H, CsH4N), 6.81 (d, J= 8.1 Hz, 1 H, C¢H5), 6.03
(s, 2 H; OCH,0), 5.01 ppm (d, 2 H, NCH,). **C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 201.0
(C=Se), 153.6 (C, CsH4N), 150.5 (C, C¢H3), 148.9 (CH, CsH4N), 147.9 and 138.2 (2C,
OCH,0), 137.2 (CH, CsH4N), 123.0 y 122.21 (2 CH, CsH4N), 121.3 (CH, CgHs3), 108.4 y
108.0 (2CH, CgHs), 101.9 (CH,, OCH,0), 53.8 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3308 (NH), 1596
cm™ (C=Se); MS (El, 70 eV): m/z (%): 320 (28) M*, 239 (100) [M*-H,Se], 147 (5)
[ArCNH™]; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para Ci4H13N,0,Se: 321.0142; observado
321.0137.

1-metil-N-(piridin-2-ilmetil)-1H-pirrol-2-carbosele =~ noamida (104).

Rendimiento: 96 %; p.f. 103°C; *H NMR (300 MHz, CDCls, TMS): 6 = 9.63 (s, 1
H; NH), 8.54 (d, J= 4.2, 1 H; CsH4N), 7.73 (t, 1 H; CsH,N), 7.32 (d, J= 7.5 Hz, 1 H; CsH4N),
7.24 (t, 1 H, CsH4N), 6.86 (s, 1 H, C4H3N), 6.46 (d, J= 2.4 Hz, 1 H, C4H3N), 6.10 (s, 1 H,
C4HsN), 4.96 (d, 2 H, NCH,), 4.06 ppm (s, 3 H; NCH3). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): &
= 188.7 (C=Se), 154.0 (C, CsH;N), 148.9 (CH, CsHN), 137.1, ( C, C,H3N), 137.1 (1CH,
CsH4N), 122.8 (CH, CsH4N), 122.2 ( CH, CsH4N), 110.9 (CH, C4H3N), 107.7 (CH, C4H3N),
52.6 (NCH,) 37.4 ppm (CH, NCHs). IR (KBr): v = 3294 (NH), 1592 cm™ (C=Se); MS (El, 70
eV) m/z (%): 279 (30) M™, 198 (100) [M*-H,Se], 107 (8) [ArCNH]; EMAR FAB (6 eV): m/z:
calculado para Cy,H13N3Se: 278.2117; observado: 278.2111.
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1-metil-N-(piridin-2-ilmetil)-1H-indolcarboselenoam  ida (105).

105

Rendimiento: 92 %; p.f. 91°C; *H NMR (300 MHz, CDCls;, TMS): 6 = 9.97 (s, 1
H; NH), 8.54 (d, J= 4.5 Hz, 1 H; CsHyN), 7.75 - 7.69 (m, 1 H; CsH,4N), 7.64 (m, J=7.8 Hz, 1
H; CgHsN), 7.34 (s, 2 H; CsHiN CgHsN), 7.33 — 7.29 (m, 1 H, CsH4N), 7.25 (t, 1 H, CsH4N),
7.14 (m, 1 H, CgHsN), 5.00 (d, 2H, NCH,), 4.06 ppm (s, 3 H; NCHs). *C NMR (75 MHz,
CDCl;, TMS): 6 = 190.7 (C=Se), 153.4 (C, CsHsN), 148.9 (CH, CsHsN), 143.2 (C, CgHsN),
140.3 (C, CgHsN), 137.2 (CH, CsHuN), 126.3 (C, CgHsN), 124.1 (2 CH, CgHsN), 122.9 (CH,
CsH4N), 122.2 (CH, CgHsN), 121.9 (CH, CgHsN), 121.0 (CH, CgHsN), 52.91 (NCH,), 32.4
ppm (CH, NCH,). IR (KBr): v = 3466 (NH), 1528 cm™ (C=Se). MS (El, 70 eV) m/z (%): 329
(17) M*, 248 (46) [M*-H,Se]. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para CisHisNsSe:
329.0431; observado: 329.2704.

N-(piridin-2-ilmetil)tiofen-2-carboselenoamida (106).

Rendimiento: 93 %; p.f. 103°C; 'H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 =9.98 (s, 1
H; NH), 8.57 (d, J= 4.8 Hz, 1 H; CsH4N), 7.75 (td, J= 7.8 Hz, J= 1.8 Hz, 1 H; CsH.N), 7.65
(dd, J= 0.9 Hz, J= 3.6 Hz, 1 H; C4HsS), 7.59 (dd, J= 0.9 Hz, J= 5.1 Hz, 1 H, C4HsS), 7.35
(d, J= 8.1 Hz, 1 H; CsH4N), 7.29 (m, 1 H; CsH4N), 7.15 (g, 1 H; C4H3S), 5.02 ppm (d, 2 H;
NCH,). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 190.3 (C=Se), 153.6 (C, CsH.N), 149.8 (CH,
C,4H3S), 148.9 (CH, CsH4N), 137.2 (CH, CsH4N), 133.0 (CH, C4HsS), 128.2 (CH, C4HsS),
124.4 (CH, C4HsS), 123.0 (CH, CsH4N), 122.3 (CH, CsH;N), 53.1 ppm (NCH,). IR (KBr): v
= 3156 (NH), 1539 cm™ (C=Se). MS (El, 70 eV) m/z (%): 282 (33) M*, 201 (100) [M*-
H,Se], 109 (4) [ArCNH"]. EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para C;1H;oN,SSe: 281.9730;
observado: 281.9725.

Mrilsglgnoamidas como nugvos aggntegs citotdricos 140



N-(piridin-2-ilmetil)furan-2-carboselenoamida (207).

Rendimiento: 95 %; p.f. 128°C; *H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 10.12 (s, 1
H; NH), 8.62 (d, J= 3.2 Hz, 1 H; CsH4N), 7.74 (t, 1 H; CsH,N), 7.62 (s, 1 H; C4,H30), 7.54 (d,
J= 3.3 Hz, 1 H; C4H30), 7.35 (d, J= 7.8 Hz,1 H; CsH4N), 7.28 (t, 1 H; CsH4N), 6.48 (s, 1 H;
C4H30), 5.04 ppm (d, 2 H; NCH,). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 190.3 (C=Se),
155.4 (C, CsH;N), 153.8 (C, C4H30) 149.1 (CH, CsHyN), 144.5 (CH, C4H30), 137.1 (CH,
CsHyN), 122.9 (CH, CsHyN), 122.3 (CH, CsH;N), 120.1 (CH, C4H30), 113.5 (CH, C4H30),
52.3 ppm (NCHy); IR (KBr): v = 3216 (NH), 1525 cm™ (C=Se). MS (El, 70 eV) m/z (%): 266
(22) M™, 181 (100) [M*-H,Se], 93 (7) [ArCNH']; EMAR FAB (6 eV): m/z: calculado para
C10H11N,OSe: 265.9958; observado: 265.9961.
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Capitulo V
CONCLUSIONES GENERALES

» Se desarrollé una metodologia eficiente para la sintesis de ferrocenilselenoamidas
con un fragmento aminoalcohol en su estructura mediante la desmetalacion
seleniurativa de aminocarbenos de Fischer, utilizando una mezcla de borohidruro de
sodio y selenio elemental en etanol a temperatura ambiente.

» Se prepar6 una nueva familia de ferrocenilselenoamidas y se determiné su actividad
citotoxica frente a diferentes lineas celulares cancerosas humanas mediante un
screening primario 50 uM, identificando la importancia del atomo de selenio y del
grupo hidroxilo como aceptor de enlace de hidrégeno en la actividad biolégica.

» Se establecieron los parametros estructurales minimos necesarios para obtencion
de selenoamidas citotéxicas, mediante la determinacion de la concentracion
inhibitoria media de la primera familia de ferrocenilselenoamidas desarrollada en
este trabajo, identificando como esencial la presencia del aomo de hidrégeno del
fragmento selenoamida, la separacion por dos atomos de carbono del grupo
selenoamida y el grupo aceptor de enlace de hidrégeno.

» Con los estudios de actividad citotdxica se identificé al compuesto 70 como el mas
activo y se hicieron modificaciones sobre él para establecer la importancia del
fragmento ferrocénico en la estructura, abriendo la posibilidad de diversificar esta
porcion estructural en la bausqueda de moléculas mas activas.

« Mediante el andlisis cristalografico y un estudio de RMN *H de temperatura variable
de la ferrocenilselenoamida lider se demostré la capacidad de los fragmentos
seleccionados para efectuar interacciones del tipo enlace de hidrégeno de manera
inter- e intra-molecular.

» Se desarrollé una nueva familia de aril y heteroarilselenoamidas con diferentes
grupos aceptores en su estructura denotando la robustez y versatilidad del método
de desmetalacion seleniurativa.

» Se estudid la combinaciéon adecuada de anillos aromaticos y grupos aceptores de
hidrégeno para la obtencién de moléculas citotoxicas mas potentes y selectivas.

» Se identificé a un nuevo lider (compuesto 104) contra la linea celular cancerosa de
prostata, el cual presenta un anillo de N-metilpirrol y un fragmento de la 2-
picolilamina en su estructura al determinar la concentracion inhibitoria media de la
serie de aril y heteroarilselenoamidas.

e Se establecieron dos lideres principales (70 y 104), los cuales pueden ser

susceptibles a futuras modificaciones estructurales que propicien un mejor
desempefio en la actividad citotéxica.
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ABSTRACT: A new series of ferrocenyl selenoamides 7—11 (FcSeNH- Responsible of

(CH,),CHy,(R)OH, n = 1,2, 3, R = H, Me, Ph) were prepared in good A ——
yields by selenative demetalation of Fischer aminocarbene complexes. The '} Two methylene
crystal structures of 7 [FcSeNH(CH,),0H] and 19 [PhSeNH(CH,),0H] —i
reveal their capability to form intermolecular hydrogen bonding in solid r i
state. Results of SRB assays show that these new selenium compounds have a R
good anticancer potency superior to tamoxifen and cisplatin, with IC, values "/\r
" . - 1
ranging from 4.5 to 13.32 uM against human breast cancer cell lines. A enhonce Fe |\.! OR'

preliminary model to explain the structure—cytotoxic activity relation is goocuny
proposed where different structural parameters such as the alkyl chain @
length, the presence of bulky groups in the same chain, the effect of hydroxyl

group, and also the role of ferrocene moiety are included as being Could favor
responsible for the cytotoxic response.

B INTRODUCTION H

Considerable efforts have been devoted to the development of Q/\n’ N);\/

new transition metal-based drugs and have gained great Fle o N
importance in cancer chemotherapy and other diseases.” In @ COH
1985, the concept “bicorganometallic chemistry” was intro- |

duced by Gérard Jaouen to describe any compound with a Ferrocenyl penicillin Ferrocenyl cephalosporin
metal—carbon bond with a b|o|og|cal function whether OH
naturally occurring or synthetic.® This kind of compounds is H /
generally known as organometallic compounds, and due to the Ng'\
metal—ligand bonds with strong covalent character, are often _/

more stable than inorganic metal coordination complexes." For N Fe
instance, the use of ferrocene in bioorganometallic chemistry D

has been growing rapidly in recent years. Ferrocenyl derivatives a

usually are not toxic compounds and are robust, lipophilic, and " 0\ s/
have good redox properties.’ Several ferrocenyl compounds Ferroquine Ferrocifen "
display interesting anhtumor, antimalarial,” antifungal,® and
DNA-cleaving activities.” To improve the biological response of
some organic bioactive compounds, several ferrocene deriva-
tives have been prepared (Figure 1). Following this approach,
Edwards synthesized ferrocenyl-antibiotics against penicillin
resistant bacteria (I, II)."” Then, in 1997, a ferrocenyl analogue
of chloroquine called ferroquine (III) was produced, resulting
in a more active compound not only against chloroquine-
sensitive bacteria but also against a chloroquine resistant
strain."' Another successful example is the well-known
ferrocenyl tamoxifen analogue, ferrocifen (IV), which exhibits

Figure 1. Some representative bioactive ferrocenyl compounds.

In the same context, during the past decade selenium
compounds have attracted considerable attention in organic
synthesis'* as well as in industry."”” Nevertheless, one of the
most prolific areas of research in selenium chemistry is by the
potential biological activities observed in selenoderivatives'*
such as antiviral,"® annhypertenswe, ¢ antimicrobial,'” and
especially anticancer properties.'” Moreover, many reports

great activity agamst both hormone-dependent and hormone- Received: February 2, 2012
mdepen% t] tcancer cpllg, *P2a®/abd . %’u ed April 23, 2012 145
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< ACS Publications  © 2012 American Chemical Sodety 4652 dxdolorg/10.1021/jm300150t | L Med Chem. 2012, 55, 46524663



Journal of Medicinal Chemistry

Scheme 1. General Procedures for the Preparation of Selenoamides®

Method D
4 steps
Overall yield
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Method A Method C
2 steps 3 steps
Overall yield Overall yield
90-40% 14-65%
.
i (Selenating R
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Method B
3 steps
Overall yield 65%
v
iii
v
NHR,R
122 [Arc=cseAd]

OR

“Method A: (i) Woollins’ reagent, P,Se;, H,Se, Al,Se;, NaSeH, potassium selenobenzoate; (ii) NHR,R,, EtOH, HC], 100 °C, Sh; NHR R,, DMF,
HCI, 100 °C, 3 h. Method B: (iii) ether, BuLi, Se, AcCl, 0 °C; (iv) NHR, Ry, ether, 20 °C, 3 h. Method C: (v) ROH, HC, ether, 0 °C; (vi) ethyl
acetimidate, pyridine, triethylamine, H,Se, —30 °C; (vii) Mg, EtBr, NH,R, ether, 1 h. Method D: (viii) (Me,Al),Se, toluene—dioxane, 50 °C, 3h; (ix)
(CH, ),AlSeCHj, toluene; (x) NHR,R,, THF, 0°C. Method E: (xi) (Bu'AlSe),, Me,AlSeAlMe,, Se, HSiCl;, Et,WSe,, LiAlHSeH, Woollins’ reagent,
bis-(1,5-cyclooctanediylboryl)selenide. Method F: (xii) NaH, Se, NHR,R,, HMPA, 120 °C. Method G: (xiii) N-arylformamide, Et;N, Se, toluene
reflux, 10 h; (xiv) 4-diethylamino-3-butyn-2-one, THF reflux; (xv) NHR,R;, THF reflux

described the identification of various selenoproteins involved
in the modulation of redox balance such as glutathione
peroxidase enzyme (GPx), among others.'” Epidemiologic
evidence suggests an inverse relationship between serum
selenium levels and cancer risk; Bhattachariyya suggests that
200 ug per day of selenium supplements could reduce the
incidence of prostate cancer by 49%, and previous in vivo
studies confirmed that selenium compounds inhibit tumor
development and growth in a variety of prostate cancer
models.”

In this context, we report an efficient synthesis for a new class
of compounds with potential anticancer properties, linking as
key fragments a ferrocene skeleton and a functional group
containing selenium, as a strategy designed to have a positive
synergic effect on anticancer properties. A synthetic strategy
based on the oxidative demetalation using NaBH, and
elemental selenium of Fischer aminocarbene complexes was
used to synthesize ferrocenyl selenoamides as bioactive
compounds. The cytotoxic activity of a series of selenoamides
was determined using IC,, values obtained against different

M RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis. As described above, our goal is to prepare a new
family of ferrocenyl selenoamides, which combines two
fragments with potential biological properties. Although several
methods have been recently reported for the conversion of
carbonyl groups to the corresponding selenocarbonyl com-
pounds through treatment with various selenating reagents
possessing reactive metal—selenium bonds,” the syntheses of
the selenocarbonyl compounds have often been impeded by
the difficulty of preparing and treating such selenating reagents.
Current interest has thus concentrated on the use of elemental
selenium in combination with an appropriate reducing agent as
the reagent to introduce the selenium functionalities into
organic compounds.” Despite the efforts in this area, there are
no methodologies to prepare ferrocenyl selenoamides and
much less if they contain sensitive functional groups (Scheme
1). Thus, a good alternative for accessing ferrocenyl
selenoamides could be via an extended methodology based
on the oxidative demetalation of Fischer carbene complexes
using elemental selenium/NaBH,. >

The retrosynthetic analysis of target ferrocenyl selenoamide
V is outlined in Scheme 2. Ferrocenyl selenoamide V has
functional groups capable of forming hydrogen bond

human (et SE0 8% midas como nugvos agenigs citofdFiesgs We envisaged thet the seleninm cariuiel group
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Scheme 2. Retrosynthetic Planning for Obtaining of New
Ferrocenyl Selenoamides
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might be introduced through selenative removal of the metallic
fragment in VL. The fragment containing the functional groups
N-H and O-H could be introduced via aminolysis of
ethoxyferrocenyl Fischer carbene complex VII, which could
be easily prepared from ferrocene. The introduction of
functional groups in the side chain of the amine will allow
selenoamides to have good solubility properties and the talent
to promote specific interactions with biomolecular targets by
hydrogen bond interaction.

The ethoxyferrocenyl Fischer carbene complex 1 was
prepared through improved methods already described in the
literature™ and was used in aminolysis reaction using different
amino alcohols leading the complexes 2—6 (Scheme 3). These
reactions are nearly quantitative and proceed with a short
reaction time (Table 1).

The new Fischer aminocarbene complexes 4—6 exhibit on
their infrared spectra bands around 2000 cm™' characteristic of
Cr-CO. In all cases, the molecular ion is observed in the mass
spectra (FAB®). In the *C NMR spectra, a signal for carbenic
carbon around § = 270 ppm is observed, as well as signals
around & = 200-225 ppm for Cr-CO.

With aminocarbenes 2—6 in hand, we then proceed with the
selenative removal of the metal fragment. As shown in Scheme
3, a 10-fold excess of the selenating reagent (Se/NaBH,) in
ethanol at room temperature is required to complete these
reactions (Scheme 3).

The new ferrocenyl selenoamides 7—11 were obtained as red
solids in excellent yields. Table 2 summarizes the ideal
conditions for the reaction of selenative demetalation of
complexes 2—6 to afford the new ferrocenyl selenoamides 7—
11. The ferrocenyl selenoamides were characterized by

Table 1. Yields of Fischer Aminocarbene Complexes 2—6,
12, 14, and 15

entry compd time (min) yield (%)“
1 2* 15 91
2 3* 3 90
3 4 & 97
4 5 15 97
5 6 30 99
6 12* 2 99
7 14 2 99
8 157 8 h 37

“Yields are for pure isolated materials. “Already described in the ref
23b. “The reaction proceeds with addition of NaH (10 mol). “The
reaction proceeds with addition of NaH (10 mol) and stirring of 48 h.

Table 2. Yields of Ferrocenyl Selenoamides 711, 13, 16,
and 17

entry compd time (min) yield (%)
1 7 45 98
2 8 60 81
3 9 60 88
4 10 30 92
5 11 30 91
6 13 30 80
7 16 30 97
8 17 30 46

“Yields are for pure isolated materials.

conventional spectroscopic techniques. They exhibit in infrared
spectra a characteristic band between 1500 and 1400 cm™
assigned to the fragment N—C=Se. The mass spectrum (EI)
of each compound agrees with the molecular formula of the
expected selenocarbonyl compound and confirms the loss of
the metallic fragment [Cr(CO;)] in all cases. The “C NMR
spectmm exhibits a signal around 4 = 203 ppm assigned to C=

The structural arrangement for 7 was fully established by a
single-crystal X-ray diffraction analysis (Figure 2). The
selenocarbonyl moiety is directly bonded to ferrocene; the
sum of bond angles around C11 (¥ = 359.94°) indicates that
this group has a trigonal geometry. The bond distance C=Se
[Se(1)—C(11) 1.838 (2)] is quite similar to other reported
selenoamides, whereas the bond distance N(1)-C(11)
1.318(3) is relatively longest.” The structure presents disorder
in one of Cp ring generating two orientations in 71:29 ratio.
Only the major contributor is shown in Figure 2.
Intermolecular hydrogen bonds N—H:--O are an important
feature in the solid state packing, providing evidence of the

Scheme 3. Selenative Demetalation of Fischer Aminocarbene Complexes
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Figure 2. ORTEP representation of ferrocenyl selenoamide 7. Ellipsoids are shown at 30% probability level. Selected bond lengths [A] and angles
[deg]: Se(1)—C(11) 1.838 (2), N(1)-C(11) 1318 (3), C(1)—-C(11) 1463 (3); N(1)—C(11)—Se(1) 122.38(17), C(1)—C(11)—Se(1)

120.66(16), N(1)—C(12)—C(13) 111.23(19).

Table 3. Inhibition of the Growth (%) of Human Tumor Cell Lines for 7—11, 7S, and 13 at 50 gM in EtOH

cell lines
entry compd U2s1 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
1 7 9827 88.64 6268 9851 >100 957
2 8 >100 8851 21.80 98.01 >100 98.04
3 9 9246 7547 4L01 96.19 >100 9537
4 10 88.85 7624 3322 9728 >100 9538
5 11 68.76 5146 124 4772 67.75 48.17
6 7S <0 <0 <0 <0 4132 <0
7 13 <0 4085 63.17 <0 8196 8449
capability of the hydroxyl groups on the side chain to favor the S S
ﬁ.)rmat.mn of dimers and may be a significant influence in N~~-OH J N OH
biological systems. 1 b I
Cytotoxicity of the Selenoamides 7—-11. The cytotox- Fe H Fe H

icities of the selenocarbonyl compounds toward different cancer
cell lines, including human glioblastoma (CNS U251), human
prostatic adenocarcinoma (PC-3), human chronic myelogenous
leukemia (K562), human colorectal adenocarcinoma (HCT-
15), human mammary adenocarcinoma (MCF-7), and non-
small cell lung cancer (SKLU) were determined by using the
protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) assay in micro-
culture to determine cell growth.™ The initial cytotoxic
screening data listed in Table 3 show excellent activities
specifically toward U251, HCT-15, and MCF-7 tumor cell lines.

From those data, we observe good values of cell growth
inhibition, 7 being the most active compound. To assess the
influence of the chalcogen moiety in the cytotoxic activity
shown by the new family of ferrocenyl selenoamides (7—11),
we synthesized the sulfur analogue (7S) (Figure 3) of
compound 7. The synthesis of compound 7S was achieved
using the Same protocol already described by us in the
literature. ™

Once this analogue 7S had been prepared, it was submitted
to the same biological tests. The results of the cytotoxic
screening (Figure 4) demonstrate that the presence of the

seleniu g SR S L S L DI S ERTL citofdRTae

Figure 3. Influence of chalcogen moiety.

replaced by sulfur, the cytotoxic activity disappears, obtaining
only a minimum of activity against MCF-7 cancer cell line with
41.32% of inhibition of the cell grown (Table 3 entry 6).

To gain more information about the key fragments
responsible for cytotoxicity, we evaluated the role of the
hydroxyl group in the inhibition of cell growth. The strategy
was to synthesize an analogue of compound 7 without the
hydroxyl group in its structure (Scheme 4). The synthesis of
compound 13 involves the preparation of the Fischer
aminocarbene complex 12 using improved method; already
described in the literature (Table 1, entry 6).** Once complex
12 had been prepared, the selenium derivative 13 was
synthesized using the selenative demetalation reaction under
the conditions previously described (Table 2, entry 7).

The results of cytotoxic screening of compound 13 (Figure
red with the selenoamide 7 reveal that tigeghydroxyl

dxdoiorg/10.1021/jm300150t | L Med Chem. 2012, 55, 46524663



Journal of Medicinal Chemistry

Inhibition of growth cell (%)
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Figure 4. Effect of chalcogen atom and acceptor group on the
bioactivity.

group is very important in the cytotoxic activity, so if this group
is not included a significant loss of the cytotoxic activity is
observed, which means that the hydroxyl group could
participate by allowing a specific interaction with its probable
biomolecular target.

With the aim of effectively rationalizing the influence of the
length of the side chain and the possible steric hindrance
produced by an alkyl or aryl group over the side chain, we have
included the compounds 8, 9, 10, and 11 (Figure §). We
determined the ICy, over MCF-7, U251, and HCT-15 cancer
cell lines, where the compounds 7—11 were more active (Table
4). Analyzing these results, we observe that the most active
compound is 7, with IC,; values around 4.5 uM toward MCF-7
and HCT-15 cancer cell lines. A comparison between the
compounds 7, 8, and 9, including different lengths in the alkyl
side chain, indicates that if the chain length increases, biological
activity decreases (Figure 6). On the other hand, the bulky
groups on the alkyl chain dramatically decrease the cytotoxic
activity (Compounds 10 and 11, Table 4, entry 4 and ). These
results imply that the selenoamide 7 could be considered as the
leader compound in this study.

As we suggested above, the molecular design of these
bioactive compounds was envisioned, considering that these
systems could form a weak hydrogen bond interaction,”
because this interaction could provide an equilibrium between a
closed conformation, enhancing their lipophilic properties, and
increasing their permeability through the membrane, and an
open conformation, where the polar groups could be solvated,
and therefore be more water-soluble (Scheme 5).** Never-
theless, as was described in the X-ray structure analysis of lead
7, the hydrogen bond in solid state is intermolecular rather than
intramolecular; however, the cytotoxic screenings and ICy,
determinations were obtained in solution.

] H
Fe
arY
° Qe
@/lrs @/UN/\KO
Fle H OH Fle H OH
D arN
10 11

Figure S. Varations in the structure of ferrocenylselenoamides.

Table 4. ICy, (uM) of Human Tumor Cell Lines for 7-11,
16, 17, 19, Tamoxifen, and Cisplatin at 48 h in EtOH

entry compd U251 HCT-15 MCEF-7
1 7 724 £ 05 448 + 009 458 £ 04
2 8 778 £ 04 1165 + 10 1362 £ 1.2
3 752 £ 03 1099 + 10 12.69 + 0.9
4 10 715 £ 05 1126 + 1.1 9.87 £ 0.6
5 11 3847 £ 16 3258 + 30 3728 £28
6 16 680 + 02 9.14 + 044 9.44 £ 029
7 17 2517 £ 0.88 3562+ 15 40.64 £ 3.5
8 19 15+ 05 166 + 14 17.01 £ 0.9
9 tamoxifen 1363 + 13 133 £ 11 1278 £ 1.1
10 cisplatin 9.5+ 07 135 £ 07 258 +2.3

7 9
ll'l‘l BHCT-IS "MCF-7

Tamoxifen Cisplatin

Figure 6. ICg, (uM) of compounds 7—9 in selected cancer cell lines.

Scheme 4. Synthesis of Ferrocenyl Selenoamide 13
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Scheme 5. Ferrocenyl Selenoamides with Hydrogen Bond
Donor (D—H) and Acceptor (A) Functionalities in
Proximity Often Occur in a Thermodynamic Equilibrium
between Closed (left) and Open (right) Conformations
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Nevertheless, the leader compound (7) contains two
different groups (NH and OH) that could participate in a
hydrogen bond interaction. Taking into account this possibility,
we decided to synthesize separately the corresponding
methylated derivatives of each functional group (16 and 17)
(Scheme 6).

Scheme 6. Synthetic Route for the Synthesis of Ferrocenyl
Selenoamides 16 and 17
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The selencamides 16 and 17 (Table 2, entries 7 and 8) were
prepared by a selenative demetalation of the corresponding
aminocarbene complexes 14 and 15, respectively (Table 1,
entries 7 and 8) (Scheme 6). The synthesis of complex 14
occurs without complication, obtaining the expected product as
a red solid in almost quantitative yield (99%). Common
spectroscopic characterization denotes signals according to
those observed for all previously described aminocarbenes.
Compound 16 was obtained from 14 after a subsequent
selenative demetalation as a red solid in 97% yield. Character-
ization of 16 shows sp.eigoscopic data similar to those

observelllvil $glgnQAM
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The synthesis of complex 15 was a little tricky due to the
nature of the amine used in the aminolysis reaction. The use of
secondary amines in this kind of reaction often involves longer
reaction times, which causes decomposition of the starting
carbene, side-products, or in fact does not even carry on. To
favor this transformation, NaH was added to the reaction
mixture to afford the complex 15 after 48 h of reaction in 37%
yield. Ferrocenyl selenoamide 17 was obtained using the
selenative demetalation protocol previously described from 17
in moderate yields (46%) and a short period time of reaction
(30 min). Common spectroscopic characterization techniques
allowed the structural determination of both compounds 15
and 17, respectively.

To establish the importance of the hydrogen atom on
cytotoxic activity, that either belong to hydroxyl group or the
selencamide moiety, the compounds 16 and 17 were the
subject of IC,, determination against MCF-7, HCT-15, and
U251 cancer cell lines and their values were compared with
those obtained for lead compound 7 (Table 4, entries 6 and 7).
The IC, values obtained for selenoamide 16 are close to those
observed in the selenoamide 7 for U251 cancer cell line,
whereas the cytotoxic activity of 16 is lower than 7 toward
MCEF-7 and HCT-1S cancer cell lines. However, the IC, values
shown by selenoamide 17 are lower than those of 7 and 16 in
every cancer cell line (Figure 7). From these data, we could say
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Figure 7. Comparison of the ICg, values (uM) of compounds 7, 16,
17, and 19.

that the presence of the hydrogen atom bonded to selenoamide
function is an important structural requirement for achieving a
good cytotoxic activity; moreover, modifications over the
possible donor H-group could change the biological response
of these compounds.

Finally, with the aim of understanding the role of ferrocene
moiety in cytotoxicity, we carried out the synthesis of benzene
analogue (19) of lead compound (7), using the methodology
already described (Scheme 7). The Fischer aminocarbene 18
was prepared using the method reported by Wulf*® A

Scheme 7. Proposed Synthesis for Obtaining 19
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selenative demetalation of 18 gives the corresponding
selenoamide 19 as a bright-yellow solid in excellent yield
(94%). Spectroscopic characterization of compound 19 reveals
the characteristic signal pattern already expected.

Additionally, the structural arrangement for 19 was fully
established by a single-crystal X-ray diffraction analysis (Figure
8). Similar to the structure of selencamide 7, compound 19

Figure 8. ORTEP representation of ferrocenylselenoamide 19.
Ellipsoids are shown at 30% probability level. Selected bond lengths
[A] and angles [deg]: Se(1)—C(3) 1.830 (2), N(1)—C(3) 1.305 (3),
C(3)-C(4) 1.490 (3); N(1)—C(3)—Se(1) 122.77(18), C(4)-C(3)—
Se(1) 121.46(17), N(1)—C(3)—-C(4) 115.82(19).

shows the selenocarbonyl moiety directly bonded to benzene
ring; the sum of bond angles around C3 (¥ = 360.05°)
indicates that this group has a trigonal geometry. As in structure
7, the double bond length C=Se [Se(1)—C(3) 1.830(2)] is
quite similar to that of other aryl selenoamides This compound
also shows intermolecular hydrogen bonds forming dimers
through the N—H-O interaction, with a N—H bond distance
slightly longer than 7 (7, N—H 0.76(2); 19, N—H 0.87(2)).”

The structural features related to solid packing of 7 and 19
are quite similar, showing small differences related to the
coplanarity of the selenoamide group in both compounds.
Bearing this in mind and in order to compare the effect of aryl
group bonded to selenoamide functionality, we proceeded to
determine the IC;, values of 19 against the family of cancer cell
lines. The results obtained were compared to those obtained for
7 and are shown in Figure 7. In general, the results indicate that
7 is more active than 19, indicating that the ferrocenyl group
increases the cytotoxic activity, being even more active than the
reference drugs (tamoxifen and cisplatin). Importantly, the
most relevant results were obtained against HCT-15 and MCF-
e

All the data collected during the course of this study allowed
us to establish the mean structure requirements for
selenoamide compounds to exert quite cytotoxic activity
toward different cancer cell lines (Figure 9). These require-
ments include the selenoamide function as mean feature, a
ferrocenyl moiety, and two methylene groups in the alkyl chain,
no bulky substituent along this chain, and one functional group
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Figure 9. Principal structural features for explaining the cytotoxic
activity.
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B CONCLUSION

A new route to easily access a diversity of new cytotoxic
potential ferrocenyl selenoamides in good yields, using Fischer
amino ferrocenyl carbene complexes as key substrates has been
developed.

The cytotoxic properties toward different cancer cell lines of
interest were evidenced by cytotoxic screenings and the
determination of IC;, values. The results show that
selenoamide 7 is the most active compound in the series (4.5
uM), including tamoxifen and cisplatin as reference drugs. The
cytotoxic activities obtained and in particular those related to
the breast cancer cell line (4.5—-13.32 M) indicate that these
compounds are good prospects for further studies related to the
mechanisms of action. The recognition of primary structural
aspects related to the biological response led us to propose a
model for the explanation of these results.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials and Instruments. THF and diethyl ether were distilled
from sodium/benzophenone under a nitrogen atmosphere. All
reagents and solvents were obtained from commerdial suppliers and
used without further purification. All compounds were characterized
by IR spectra, recorded on a Bruker Tensor 27 spectrophotometer, by
KBr or film techniques, and all data are expressed in wave numbers
(em™). Melting points were obtained on a Melt-Temp II apparatus
and are uncorrected. NMR spectra were measured with a JEOL Edipse
+300, using CDCl; and CD;CN as solvents. Chemical shifts are in
ppm (8), relative to TMS. The MS-EI were obtained JEOL JMS-
AXS505 HA using 70 eV as ionization energy and for MS-FAB a JEOL
JMS-SX102A using nitrobenzyl alcohol and polyethyleneglycol as
matrix. All tested compounds synthesized are more than 95% pure,
analyzed using HPLC HP 1100 with diode array detector.

Synthesis of Fischer Ethoxyferrocenylcarbene Chromium 0 (1).
The preparation of this Fischer-type carbene complex was carried out
using the methodology previously described elsewhere.™

Synthesis of Fischer Hydroxyl Alkylamino Ferrocenyl Carbene
Complexes (2—6), 12, 14, and 15. To a solution of 1 (23 mmol, 1 g)
in 20 mL of anhydrous diethyl ether under nitrogen atmosphere was
added the corresponding hydroxyl alkylamine (49 mmol). The
reaction mixture was stired at room temperature for 20—60 min
and then diluted with 20 mL of water. The organic phase was
separated and dried with anhydrous Na,SO, and the solvent was
evaporated in vacuum. The crude product was purified by flash column
chromatography using alumina and hexane—CH, Cl, mixture as eluent.

[(Ferrocenyl)(4-hydroxybutylamino)methylidene]-
1300 MHz,
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CDCl;, TMS): 6 = 9.55 (s, 1 H, NH), 449 (d, 4 H, CsH,), 4.18 (s, 5
H, Cp), 407 (5,2 H, OCH,), 3.79 (s, 2 H, NCH,), 220 (s, 1 H, OH),
187 ppm (m, 4H, 2 CH,). ®C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): § =
267.0 (CCr), 224.0 (CrCO,,), 218.3 (CrCO,), 91.0 (C, CH,), 705,
689 (4 CH, CiH,), 69.3 (5 CH, Cp), 622 (OCH,), 528 (NCH,),
29.6,26.8 ppm (2 CH,). IR (film): » = 3318 (NH), 2050, 1908 cm™
(CO). MS (FAB*) m/z (%): 477 (5) [M*], 449 (2.5) [M*-CO], 421
(16) [M*2CO], 393 (5) [M*-3CO], 365 (325) [M*4CO], 337
(100) [M*-5CO]. HRMS (FAB') m/z: caled for CyH,;CrFeNO,
476.9967 [M"); found, 476.9958.

[(Ferrocenyl)(2-hydroxypropylamino)methylidene]-
pentacarbonyl Chromium (0) (5). Yield 97%; mp 84—86 °C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl,, TMS): 6 =9.99 (s, 1 H,NH), 447 (d, 5 H,
CH, + OCH), 4.24 (s, 7 H, Cp + NCH,), 381 (s, 1 H, OH), 1.43
ppm (d, 3 H, CH;). ’C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 271.0
(CCr), 2237 (CrCO,,), 218.0 (CrCOL), 99.1 (C, CsHy), 70.1, 68.6
(4 CH, CH,), 696 (5 CH, Cp), 67.1 (OCH), 589 (NCH,), 21.5
ppm (CH;). IR (KBr): v = 3264 (NH), 2051, 1982, 1883 cm™' (CO).
MS (FAB*) m/z (%): 463 (23) [M'], 435 (19) [M*-CO], 407 (30)
[M*2C0], 379 (36) [M*-3CO], 351 (79) [M*-4CO], 323 (100)
[M*-5CO]. HRMS (FAB") m/z: caled for CgH;7CrFeN Oy, 4629810
[M*]; found, 462.9810.

[(Ferrocenyl)(2-hydroxy-2-phenylethylamino)methylidene]-
pentacarbonyl Chromium (0) (6). In the case of this complex, was
necessary the use of NaH (9.2 mmol) to complete the reaction. Yield
99%; mp 105—108 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 9.96
(s 1 H,NH),7.49 (5, 5 H, CHarom), 5.15 (s, 1 H,OCH), 4.44 (5,4 H,
C¢H,), 4.21 (s, 7H, Cp + NCH,), 243 ppm (s, 1 H, OH). "C NMR
(75 MHz, CDCl,, TMS): & = 271.9 (CCr), 223.5 (CrCO_), 217.9
(CrCO,,), 1402 (Cy,,), 1292, 1259 (CH, CH,), 98.8 (C, CH,),
732 (OCH), 71.8, 686 (4 CH, C;H,), 700 (SCH, Cp), 589 ppm
(NCH,). IR (KBr): v = 3247 (NH), 2049, 1972, 1893 an™' (CO).
MS (FAB*) m/z (%): 525 (4) [M*], 497 (4) [M*-CO), 469 (4) [M"-
2C0]J, 441 (13) [M*-3CO], 413 (39) [M'4CO], 385 (100) [M'-
SCO]. HRMS (FAB') m/z caled for Cy,H,;CrFeNO, 524.9967
[M']; found, 524.9661.

[(Ferrocenyl)(2-methoxyethylamino)methylidene]-
pentacarbonyl Chromium (0) (14). Yield 99%; mp 80—84 °C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl, TMS): & = 9.96 (s, 1 H, NH), 4.43 (s, 4 H,
C¢H,), 421 (s, 7H, Cp + OCH,), 3.81 (s, 2 H, NCH,), 3.53 ppm (s,
3 H, OCH;). ®C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): § = 271.8 (CCr),
223.5 (CrCOL), 217.9 (CrCO4), 999 (C, CsHy), 70.8, 68.5 (4 CH,
CH,), 70.0 (OCH,), 695 (5CH, Cp), 59.3 (OCH;), 521 ppm
(NCH,). IR (KBr): v = 3292 (NH), 2051, 1982, 1894 am™ (CO).
MS (FAB*) m/z (%): 463 (4) [M*], 435 (5) [M*-CO], 407 (9) [M*-
2C0]J, 379 (13) [M"-3CO], 351 (48) [M'4CO], 323 (100) [M"-
SCO]. HRMS (FAB') m/z clcd for CoH,,CrFeNO, 462.9810
[M*]; found, 462.9815.

{(Ferrocenyl)[(N-(2-hydroxyethyl)-N-methyl)amino]-
methylidene}pentacarbonyl Chromium (0) (15). Yield 37%; mp
76-74 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl, TMS): 4 = 4.53 (s, 4 H,
C¢H,), 4.25 (s, 7H, Cp + OCH,), 3.73 (5,2 H, NCH,), 3.34 (s, 3 H,
NCH;), 2.01 ppm (s, 1 H, OH). *C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS):
& = 2687 (CCr), 221.5 (CrCO,,), 2169 (CrCO,), 977 (C, CH,),
705, 67.8 (4 CH, CH,), 69.9 (OCH,), 695 (5CH, Cp), 553
(NCH,), 52.1 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 2055, 1991, 1905 am™
(CO). MS (FAB') m/z (%): 463 (3) [M'], 435 (6) [M*-CO], 407 (7)
[M*2CO], 379 (16) [M*-3CO], 351 (52) [M*-4CO], 323 (100)
[M*-5CO]. HRMS (FAB') m/z: caled for C gH,,CrFeNO,, 4629810
[M']; found, 4629815.

Synthesis of Selenoamides (7-11), 13, 16, 17, and 19.
Preparation of Selenating Agent. To a solution of 001 mol of
NaBH; in 10 mL of ethanol was added 0.01 mol of powdered
selenium, and the mixture was vigorously stirred at room temperature
for 30 min under nitrogen atmosphere.

The selenating agent was then added to a solution of 1 (0.001 mol)
in 5 mL of ethanol under nitrogen atmosphere; the reaction was
monitored by TLC on silica gel. After the reaction was completed, the
solvent was evaporated under vacuum, the residual mixture was

dissolvedqiIrilsglignoamidasy

and then dried with anhydrous Na,SO,. After the evaporation of the
solvent, the resultant mixture was purified by silica gel column using
hexane as eluent.

N-(2-Hydroxyethyl)ferroceneselenoamide (7). Yield 98%; mp
140—143 °C (d). '"H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 8.24 (s,
1 H, NH), 491 (t, 2 H, CH,), 450 (t, 2 H, CH,), 421 (s, § H, Cp),
4.00 (m, 4 H, 2 CH,), 2.04 ppm (s, 1 H, OH). ’C NMR (75 MHz,
CDCl;, TMS): 5 = 203.0 (CSe), 868 (C, CH,), 71.7, 69.6 (4 CH,
CsH,), 71.2 (5 CH, Cp), 60.7 (OCH,), 50.7 ppm (NCH,). IR (KBr):
v = 3282 (NH), 1540 cm™" (C==Se). MS (EL 70 eV) m/z (%): 337
(100) [M], 319 (7) [M"H,0], 256 (49) [M*-H,Se], 212 (66)
[FcCNH'], 121 (34) [CpFe']. HRMS (FAB') m/z: caled for
C,3H,FeNOSe, 3369668 [M']; found, 336.9665. Elemental Analysis
Caled (%) for Cj3H,;FeNOSe: C 46.46, H 4.50, N 4.17. Found: C
45.89, H 4.51, N 4.16.

N-(3-Hydroxypropyl)ferroceneselenoamide (8). Yield 81%; mp
104—106 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 8.85 (s, 1 H,
NH), 4.90 (t, 2 H, C4H,), 448 (t, 2H, C;H,), 4.20 (s, 5 H, Cp), 399
(g,2 H, OCH,), 3.88 (t, 2 H, NCH,), 2.80 (s, | H, OH), 1.97 ppm (q,
2 H, CH,). 3*C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): § = 203.0 (CSe), 86.8
(C, CH,), 71.6,695 (4 CH, CiH,), 71.1 (5 CH, Cp), 61.6 (OCH,),
48.1 (NCH,), 30.4 ppm (CH,). IR (KBr): v = 3227 (NH), 1541 am™’
(C=Se). MS (EI, 70 &V) m/z (%): 351 (100) [M*], 333 (3) [M'-
H,0], 270 (45) [M'-H,Se], 212 (73) [FcCNH'], 121 (23) [CpFe].
HRMS (FAB*) m/z caled for C,,H,,FeNOSe, 3509825 [M']; found,
3509825,

N-(4-Hydroxybutyl)ferroceneselenoamide (9). Yield 88%; mp 80—
82 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): = 897 (s, 1 H, NH),
498 (t, 2 H, C;H,), 446 (1, 2 H, C;H,), 4.19 (5, S H, Cp), 3.79 (m, 4
H, 2 CH,), 3.09 (s, 1 H, OH), 190 (g, 2 H, CH,), 1.72 ppm (g, 2 H,
CH,). “C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 202.0 (CSe), 86.0 (C,
CsH,), 71.6, 9.7 (4 CH, CH,), 71.1 (5 CH, Cp), 62.0 (OCH,), 49.2
(NCH,), 297, 24.8 ppm (2 CH,). IR (KBr): v = 3239 (NH), 1534
an™! (C=Se). MS (EI, 70 eV) m/z (%): 365 (63) [M'], 347 (1)
[M*H,0], 283 (5) [M"-H,Se], 212 (100) [FcCNH'], 121 (17)
[CpFe’]. HRMS (FAB') m/z: caled for CjsHisFeNOSe, 364.9981
[M*]; found, 364.9977.

N-(2-Hydroxypropyl)ferroceneselenoamide (10). Yield 92%; mp
151—152 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & = 8.26 (s, 1 H,
NH), 491 (t, 2 H, CH,), 450 (t, 2 H, C;H,), 421 (s, 7 H, Cp +
NCH,), 3.58 (m, 1 H, OCH), 207 (s, 1 H, OH), 1.34 ppm (d, 3 H,
CH;). ®C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 203.9 (CSe), 86.3 (C,
C4H,), 71.7,69.5 (4 CH, C{H,), 71.1 (5 CH, Cp), 66.5 (OCH), 55.3
(NCH,), 21.7 ppm (CH,). IR (KBr): v = 3296 (NH), 145 cm™
(C=Se). MS (EL 70 eV) m/z (%): 351 (95) [M'], 333 (4) [M'-
H,0], 269 (48) [M*-H,Se], 212 (100) [FcCNH"*], 121 (55) [CpFe'].
HRMS (FAB*) m/z: caled for C,,H,,FeNOSe, 3509825 [M']; found,
3509830.

N-(2-Phenyl-2-hydroxyethyl)ferroceneselenoamide (11). Yield
91%; mp 143—144 °C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): & =
821 (s, 1 H,NH), 7.42 (m, $ H, CH,.,), 5.19 (m, 1 H, CH), 4.87 (t,
2 I'L CSHC)n 4-48 (!a 2 }{t CSH‘)I 4.17 (S, 5 ]'I, CP)n &80 (ml 2 Hl
NCH,), 281 ppm (s, 1 H, OH). “C NMR (75 MHz, CDCl;, TMS):
8 =203.9 (CSe), 141.2 (C,,o ), 128.9, 128.4, 125.8, (5 CH,,..), 862
(C, CiH,), 72.3 (OCH), 71.8, 69.5 (4 CH, CH,), 71.2 (5 CH, Cp),
55.3 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3285 (NH), 1400 cm™ (C=Se).
MS (EI, 70 eV) m/z (%): 413 (43) [M*], 396 (3) [M*-H,0], 331
(53) [M*-H,Se], 212 (100) [FcCNH'], 121 (34) [CpFe'], 103 (34)
[PhACH=CH'], 77 (74) [Ph*]. HRMS (FAB') m/z calcd for
C,oH,FeNOSe, 412.9981 [M*]; found, 412.9981.

N-Propylferroceneselenoamide (13). Yield 80%; mp 68—70 °C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 782 (s, 1 H, NH), 490 (s, 2 H,
CsH,), 4.48 (s, 2 H, C;H,), 4.19 (s, $ H, Cp), 3.80 (g, 2 H, NCH,),
1.81 (dt, 2 H, CH,), 1.06 ppm (t, 3 H; CH,). “C NMR (75 MHz,
CDCl;, TMS): & = 203.0 (CSe), 86.1 (C, CsHy), 71.6, 69.3 (4 CH,
CgH,), 71.1 (5 CH, Cp), 50.7 (NCH,), 21.7 (CH,), 11.6 ppm (CH).
IR (KBr): v = 3204 (NH), 1438 cm™ (C==Se). MS (EI, 70 eV) m/z
(%): 335 (64) [M'], 254 (17) [M"-H,Se], 211 (100) [FcCN'], 121
(32) [CpFe']. HRMS (FAB*) m/z: caled for C“H,,Feilg? 334.9876

eAMeNULVeS dgentes citotdricasd, 334.957s.
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N-(2-Methoxyethyl)ferrocenoselenoamide (16). Yield 97%; mp
100101 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl, TMS): & = 8.18 (s, 1 H,
NH), 490 (s,2 H, CH,), 448 (s, 2 H, C;H,), 4.15 (s, S H, Cp), 4.05
(g 2 H, OCH,), 3.70 (t, 2 H, NCH,), 3.4 ppm (s, 3 H, OCH,). ’C
NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): & = 2032 (CSe), 86.3 (C, CH,),
716, 69.5 (4 CH, CH,), 711 (5 CH, Cp), 69.9 (OCH,), 59.1
(OCH;), 48.2 ppm (NCH,). IR (KBr): v = 3293 (NH), 1533 am™
(C=Se). MS (EL 70 eV) m/z (%): 351 (98) [M'], 270 (27) [M*-
H,Se], 212 (68) [FCCNH'], 121 (24) [CpFe']. HRMS (FAB') m/z:
caled for C,,H ;FeNOSe, 350.9825 [M']; found, 350.9830. Elemental
Analysis Caled (%) for C,4H;;FeNOSe: C 48.03, H 4.89, N 4.00.
Found: C 48.02, H 490, N 4.92.

N-(2-Hydroxyethyl)-N-methyliferroceneselenoamide (17). Yield
46%; mp 80 °C. 'H NMR (300 MHz, CDCl,, TMS): 5 = 4.95 (t, 2
H, CH,), 4.46 (t, 2 H, C;H,), 4.19 (s, S H, Cp), 379 (m, 4 H, 2
CH,), 3.65 (m, 3 H, NCH,), 3.09 ppm (s, 1 H, OH). *C NMR (75
MHz, CDCl,, TMS): 4 = 202.0 (CSe), 86.0 (C, C4H,), 71.6, 69.7 (4
CH, C;H,), 713 (5 CH, Cp), 67.0 (OCH,), 56.7 (NCHS), 49.2 ppm
(NCH,). IR (KBr): v = 1534 cm™ (C==Se). MS (EI, 70 eV) m/z
(%): 351 (43) [M'], 333 (3) [M"-H,0], 270 (12) [M'-H;,Se], 212
(100) [FcCNH'], 121 (14) [CpFe*]. HRMS (FAB*) m/z: calcd for
C,H,;FeNOSe, 350.9825 [M*]; found, 350.9821. Elemental Analysis
Calcd (%) for C,H,,FeNOSe: C 4803, H 489, N 4.00. Found: C
4813, H 492, N 4.27.

N-(2-Hydroxyethyl)benzoselenoamide (19). Yield 94%; mp 78—81
°C. '"H NMR (300 MHz, CD,CN, TMS): 5 = 9.27 (s, 1 H,NH), 4.98
(t, 2 H, CH,), 7.73 (m, 2 H, CHy), 7.41 (m, 1 H, CHy), 7.38 (m, 2
H, C¢H;), 3.88 (m, 4 H, OCH,, NCH,), 3.13 ppm (m, 1 H, OH). °C
NMR (75 MHz, CD;CN, TMS): & = 2046 (CSe), 144.5 (C, CsHy),
131.4, 1288, 127.6 (5 CH, C4Hy), 59.3 (OCH,), 53.0 ppm (NCH,).
IR (KBr): v = 3173 (NH), 1550 am™ (C=Se). MS (EL 70 eV) m/z
(%): 229 (63) [M*], 211 (7.03) [M*-H,0], 147 (60) [M*-H,Se], 104
(100) [FcCNH']. HRMS (FAB') m/z: caled for CyH,,NOSe,
229.0084 [M']; found, 229.0083.

Determination of Purity. The purity of the final products
(>95%) were determined using 60:40 and 40:60 (hexane:ammonium
acetate) as the mobile phase with a flow rate of 0.2 mL/min on a
Zorbax Bonus RP column (3.5 gm, 2.1 mm X 100 mm, Agilent).

X-ray Crystallography. Suitable X-ray quality crystal s of 7 and 19
were grown by slow evaporation of n-hexane/benzene mixture at —5
°C and chloroform at room temperature, respectively. The crystals of
each compound were mounted on a glass fiber at room temperature
and then placed on a Bruker Smart Apex CCD diffractometer,
equipped with Mo KR radiation; decay was negligible in both cases.
Details of crystallographic data collected on compounds 7 and 19 are
provided in Table 5. Systematic absences and intensity statistics were
used in space group determination. The structure was solved using
direct methods.”® Anisotropic structure refinements were achieved
using full matrix, least-squares technique on all non-hydrogen atoms.
All hydrogen atoms were placed in idealized positions, based on
hybridization, with isotropic thermal parameters fixed at 1.2 times the
value of the attached atom. Structure solutions and refinements were
performed using SHELXTL V6.10.*' CCDC-8494413 (7) and
CCDC-8494414 (19) contain the supplementary crystallographic
data for this paper. These data can be obtained free of charge from
The Cambridge Crystallographic Data Centre via www.ccdcacuk/
data_request/cif.

Cytotoxicity Assay. The compounds were screened in vitro
against three human cancer cell lines: U251 (human glioblastoma),
HCT-15 (human colorectal adenocarcinoma), and SKLU-1 (human
lung adenocarcinoma) cell lines were supplied by National Cancer
Insitute (USA). The human tumor cytotoxicity was determined using
the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay
to measure cell growth, as described in the protocols established by the
NCL The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM r-glutamine,
10000 units/mL penidllin G sodium, 10000 ug/mL streptomycdin
sulfate, and 25 pg/ml amphotericin B (Gibco) and 1% nonessential

Table 5. Crystal Data and Structure Refinement for 7 and 19

7 19
empirical formuk C,;H, FeNOSe CH,;NOSe
formula wt (g mol™*) 33607 22815
crystal size (mm?) 0.28 x 0.18 x 0.09 046 x 0.31 x 0.10
color red orange
crystal system monoclinic monoclinic
space group C2/c P2,/n
a(A) 17.983(2) 9.598(3)

b (A) 7.410(2) 8.166(2)

c(A) 19.235(2) 12750(4)

a (deg) 90 90

B (deg) 93.649(2) 103.190(4)

7 (deg) 90 90

V(A?) 25580(5) 973.1(5)

z 8 4

D, (g cm?) 1745 1557

no. of collected reflecions 10155 5126

no. of independent 2337, Re= 0.0268 1775, Rue= 00236

reflections (R,,)
absorption correction semiempirical from

method equivalents
0.7048 and 0.4250

semiempirical from
equivalents

maximum and minimum 0.6888 and 02190

transmission
data/parameters 2337/206 1775/115
final R indices [| > 20(l)] R =00254,wR2=  R=0.0283, wR2 =
0.0603 0.0696
R indices (all data) R=00315,wR2=  R=0.0367, wR2 =
0.0629 00736
goodness-of-fit on F* 1.059 1036

atmosphere with 5% CO,. The viability of the cells used in the
experiments exceeds 95% as determined with trypan blue.

The cells were removed from the tissue culture flask and diluted
with fresh media. Of this cell suspension, 100 xL containing 5000 or
10000 cells per well, were pipetted into 96-well microtiter plates
(Costar) and the material was incubated at 37 °C for 24 h in a 5%
CO, atmosphere. Subsequently, 100 uL of a solution of the test
compounds obtained by diluting the stocks were added to each well.
The cultures were exposed for 48 h to the drug at concentrations
ranging from 1.0 to 50 uM.

After the incubation period, cells were fied to the plastic
substratum by the addition of 50 wL of cold 50% aqueous
trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 °C for 1 h.
Washed with tap H,0, and air-dried. The trichloroacetic-acid-fixed
cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB solution was
removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air-
dried, and the bound dye was solubilized by the addition of 10 mM
unbuffered tris based (100 uL). The plates were placed on a shacked
for 5 min, and the absorption was determinate at 515 nM using an
ELISA plates reader (Bio-Tex Instruments).
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