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RESUMEN
El cancer sigue siendo un grave problema de salud publica a pesar del
considerable progreso en su comprension bioldgica y farmacoldgica. Para algunos
tipos de cancer diseminados, la quimioterapia es la unica terapia efectiva debido a

que los farmacos anticancerigenos se distribuyen por todo el sistema circulatorio.

Como parte del interés en la obtencibn de nuevos compuestos
heterociclicos que inhiban el crecimiento de células cancerosas, se empleo el
analisis de la relacion estructura-actividad a partir de 1, el cual mostré actividad
citotoxica contra la linea celular PC-3 (Carcinoma prostatico humano) y contra la
linea celular U-251 (Sistema nervioso central). La modificacion estructural de 1

generod los compuestos 2a, b los cuales también mostraron actividad citotoxica.

En el presente trabajo se describe la sintesis y evaluacion de la actividad
citotoxica de los pirroles tetrasustituidos 4a-f, cuya modificacion estructural
consistio en remover el anillo azepinico B del compuesto 2. Los resultados de la
evaluacion antiproliferativa de los compuestos 4a-f parecen indicar que la

presencia del anillo azepinico no es indispensable para la actividad mostrada

(Figura 1).
OQ(A\\S (o} Y S
N >q 4a,R,=R,=H
B /o /7 4b,R,=CI;R,=NO,
N N 4c,R,=Br;R,=Br
o 4d,R,=Br;R,=1
2 Ri 4e,R,=CI;R,=Br
R, R, 4f,R,=CIR,=1
1 2a, R,=Br; R,=Cl
2b, R;=I; R,=Br

Figura 1. Compuestos con actividad citotoxica.



. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad y el numero total
de casos esta aumentando en todo el mundo. Se prevé que a nivel mundial la
mortalidad por cancer aumentara un 45% entre 2007 y 2039 (pasara de 7.9
millones a 11.5 millones de defunciones), debido en parte al crecimiento
demografico y al envejecimiento de la poblacion. Asi mismo, se estima que
durante el mismo periodo el niumero de casos nuevos de cancer aumentara de
11.3 millones en 2007 a 15.5 millones en 2030. En la mayor parte de los paises
desarrollados, el cancer es la segunda causa principal de mortalidad después de
las enfermedades cardiovasculares y los datos epidemiolégicos muestran el
comienzo de esta tendencia en los paises subdesarrollados. Mas de la mitad de

los casos de cancer se registran ya en paises en desarrollo.”

La sintesis de compuestos tri- y tetraheterociclicos son actualmente el
centro de atencion de muchos quimicos, ya que muchos de ellos presentan
propiedades terapéuticas contra diferentes enfermedades como SIDA? y cancer.’
Por otro lado, uno de los sistemas heterociclicos mas estudiados, debido a su
actividad farmacoldgica, es la funcionalidad de las B-lactamas. De hecho, la
sintesis de una gran variedad de antibidticos y otras -lactamas biolégicamente

importantes han sido ampliamente estudiada.*

Los métodos basados en los farmacoforos han mostrado resultados
prometedores para encontrar compuestos farmacolégicamente activos en una
amplia gama de areas terapéuticas. El diseio de farmacos empieza con la

comparacion de compuestos activos o inactivos. Esto sugiere que la variacion



INTRODUCCION

estructural puede cambiar la actividad biolégica de una molécula y permite
desarrollar la hipotesis sobre las interacciones de una molécula con su receptor.
Esta aproximacion es conocida como mimetismo molecular y es basada en
determinar los elementos estructurares necesarios para la actividad que muestra

el compuesto principal.®

Martinez, et. al.° han disefiado un programa enfocado a la sintesis de
compuestos heterociclicos originales que inhiban el crecimiento de células
cancerosas. Uno de estos compuestos es la azetopirroloazepinona 1 (Figura 2), la
cual mostré actividad citotoxica in vitro contra PC-3 (Carcinoma prostatico
humano) (IC5,=8718.6 uM) y U-251 (Sistema nervioso central) (IC5,=40.0£3.6 uM).
Esta molécula estd compuesta de tres unidades: un anillo azeto (A), un anillo

azepinico (B) y un anillo de cinco miembros de tipo pirrol (C).

La modificacion estructural de 1, mediante el cambio del anillo de azeto
(anillo A) por un anillo de 1,3-tiazinoazepin-4-ona generd el compuesto 2 que

mostré también actividad citotdxica (Figura 2).”

1 2a, R4=Br; Ry=Cl
2b, R4=I; R,=Br

Figura 2. Compuestos heterociclicos con actividad citotoxica.
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Por otra parte se ha descrito que algunas 1,3-tiazinan-4-onas 3a-d (Figura
3) poseen actividad antiinflamatoria y que son inhibidores selectivos de la

ciclooxigenasa 2 (COX-2).8

SO,Me
3b, R=(CH,CH,)C¢Hs /]

N N
\R 3d, R=C3H;
O 3e, R=C,H, R4
3d, R=C;H,;,
Ra
4a-f

Figura 3. Estructura de algunas 1,3-tiazinan-4-onas.

Debido a que la modificacion estructural es una aproximacion efectiva para
entender el mecanismo de accion y para disefar mejores farmacos. El presente
trabajo describe la sintesis y evaluacion de la actividad citotoxica de los pirroles
tetrasustituidos 4a-f (Figura 3), cuya modificacion estructural consiste en remover
el anillo azepinico B del compuesto 2, lo cual nos permitiria determinar si éste es

esencial para la actividad antiproliferativa (Figura 2).



Il. ANTECEDENTES

El cancer es un término colectivo usado para un grupo de enfermedades
que se caracterizan por la pérdida del control del crecimiento, de la divisién celular
y de la propagacién de un grupo de células, que da lugar a un tumor primario que
invade y destruye los tejidos adyacentes. Esta puede ser propagada a otra parte
del cuerpo a través del proceso conocido como metastasis, el cual causa el 90%
de las muertes por cancer. El cancer es causado por anormalidades del material

genético de las células afectadas.’

La terapia del cancer esta basada en la cirugia y la radioterapia, que
cuando es posible son intervenciones regionales exitosas, y en la quimioterapia.
El objetivo de la mayoria de los medicamentos quimioterapéuticos contra el
cancer, se basa en la inhibicion de algun mecanismo implicado en la divisidon
celular. En consecuencia, los compuestos antitumorales desarrollados a través de
esta aproximacién son citostaticos o citotdxicos.’® Uno de los principales
problemas asociados es la toxicidad no especifica de la mayoria de los
compuestos anticancerigenos debido a su biodistribucion en todo el cuerpo, el
cual requiere la administracion de una dosis total grande que permita alcanzar

concentraciones locales altas en el tumor.""

Otro problema de la quimioterapia es la resistencia desarrollada por las
células de cancer a ciertos compuestos. Después de desarrollar un mecanismo de
resistencia en respuesta a un solo compuesto, las células pueden mostrar
resistencia cruzada a otros compuestos que no estan ni estructural ni

mecanisticamente relacionados, un fendmeno conocido como resistencia a

4
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multicompuestos, en el cual el transporte dependiente de ATP tiene un papel

importante. '

La mayoria de los farmacos que son capaces de curar o prolongar la vida
de los pacientes en varios tipos de cancer son ineficaces después de su primera
aplicacién debida, a que las células de cancer eluden la quimioterapia a través de
varios mecanismos. Este problema podria estar presente aun si el tratamiento
personalizado del cancer llegara a ser posible en el futuro. Por ejemplo, cuando
una proteina esencial es inactivada terapéuticamente, la presion selectiva creada
hace que las células tumorales desarrollen un mecanismo de resistencia similar a
la resistencia bacteriana generada después de la exposicion a agentes

antimicrobiales. Estos mecanismos incluyen los siguientes:

1. Produccion de una variante de la proteina blanco resistente al farmaco.
2. Sustituciodn de la funcion celular por una via de regulacion alternativa.
3. Aumento de la expresion y funcion de los transportadores involucrados en

el fluido del farmaco.

La existencia de las células tumorales resistentes y sensibles a la
quimioterapia se conocid pronto, pero la interpretacion de este fendmeno tuvo que
esperar hasta 1973, cuando se demostré que un mayor factor en la resistencia de
las células de cancer, fue una reduccion en la acumulacion del farmaco debido a

la sobre expresion de los transportadores del farmaco.

Adicionalmente, la resistencia a la quimioterapia del cancer también esta

asociada al fracaso de la ruta apoptoética, debido a que las células inducen una red
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de factores que transmiten las sefales pro y antiapoptéticas en respuesta al dafio

del DNA.°

I.1. CLASIFICACION DE LOS FARMACOS ANTICANCERIGENOS®

De acuerdo a su mecanismo de accion los farmacos anticancerigenos se

pueden clasificar de la siguiente manera:

¢ Inhibidores de la accion hormonal.

e Agentes alquilantes del DNA.

¢ Intercalantes del DNA e inhibidores de la topoisomerasa.

e Farmacos que tienen como blanco la tubulina y los microtubulos.

e Farmacos que inhiben la ruta de senalizacidn del crecimiento y proliferaciéon

de la célula tumoral.
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I.2. ADICION NUCLEOFILICA CATALIZADA DE ALDEHIDOS A DOBLES

ENLACES ELECTROFILICOS

Las 1,4-dicetonas (5) son precursoras sintéticamente utiles de
ciclopentanonas sustituidas y compuestos relacionados, tal como jasmonatos, ™
prostaglandinas' y compuestos heterociclicos de cinco miembros, como furanos
(6), tiofenos (7) y pirroles (8) (Figura 4)."® En este contexto una sintesis directa de

1,4-dicetonas es un objetivo importante en la quimica sintética.

O
ey (D
Ry O H
5 6 7 8

Figura 4. 1,4-dicetonas y compuestos heterociclicos de cinco miembros.

Una de las reacciones mas conocidas en quimica organica es la
condensacién benzoinica, en la cual aldehidos y heterociclos aromaticos'” son
transformados en aciloinas (a-hidroxicetonas), en el que los iones cianuro sirven
como catalizadores. La reaccion es reversible y depende de la formacion de un
carbanién estabilizado por el grupo nitrilo. En 1973 se demostré que este
carbanion se adiciona irreversiblemente a cetonas a,B-insaturadas, ésteres y
nitrilos para dar 1,4-dicetonas, ésteres 4-cetocarboxilicos y 4-cetocarbonitrilos,

respectivamente.'®
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La reaccion tiene éxito en disolventes aproticos, preferentemente la N,N-
dimetilformamida (DMF). Los aldehidos alifaticos no reaccionan debido a que ellos
sufren una condensacién alddlica bajo la influencia de la sal de cianuro. La
condensacion benzoinica es una reaccion reversible y termodinamicamente
controlada. La adicion del anion intermediario 9 a un aceptor de Michael 10 es
irreversible y cinéticamente controlada. EI mecanismo de la reaccion catalizada

por un ion cianuro es resumido en el Esquema 1.

o o OH o oH
I ]

P

N | .
+ CN == R—CH =——= R—C:

PaN P
Ry — | RA o
CN CN o

O -
I 2

ﬂ

|
ANy

(0]

OH
?H/\ C‘Ol R1 o R1 OH
s + A/‘\ —— R
R—Cli. R; \\J R, MRZ - NWRZ
R O
I
R
R 2
Ry

y-dicetona (5)

Esquema 1. Mecanismo de la reaccion catalizada por un ién cianuro.

Para las adiciones catalizadas por un i6n cianuro, pueden ser utilizados el
cianuro de sodio o potasio y disolventes como DMF y DMSO. La temperatura de
reaccion esta en el rango de 30-35 °C. Algunas sales de tiazolium, incluyendo la

tiamina (vitamina B) pueden ser empleadas.'®
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I.3. REACCION DE PAAL-KNORR
Los pirroles son una clase importante de compuestos heterociclicos con

diferentes actividades biolégicas.?

Los miembros de esta familia tienen amplias aplicaciones en la quimica
medicinal. Son utilizados como antimalaricos, agentes antiinflamatorios,
antiasmaticos, antibacteriales, antihipertensivos y como agentes inhibidores de la
tirosina cinasa.?’ Ademas, los pirroles se encuentran en muchos compuestos
naturales tales como el grupo hemo, la clorofila y la vitamina B1,.2> También se
han identificado que derivados de pirrol como 11a-d (Figura 5) tienen buena

actividad in vitro contra Mycobacterium tuberculosis.?>

R4

11a,R,=F;R,=H
11b,R,=H;R,=F
11c,R,=Cl;R,=F
11d,R,=F; R,=ClI

Figura 5. Compuestos derivados de pirrol.

A pesar de la importancia de su accion farmacolégica, en la industria y
desde el punto de vista sintético, pocos métodos para su preparacion han sido

reportados.?* De los métodos actuales la reaccion de Paal-Knorr es uno de los
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métodos mas simples y directos para la sintesis de pirroles N-sustituidos.?®

Muchos catalizadores han sido utilizados para promover la reaccion de Paal-
Knorr tales como Ti(OiPr)4, Al2O3, Bi(NO3)s, Bi(OTf)s, Sc(OTf)s, entre otros. Sin
embargo, muchos de estos métodos tienen inconvenientes tales como bajos
rendimientos, largos tiempos de reaccion, condiciones drasticas de reaccion,
trabajos tediosos que generan grandes cantidades de residuos metalicos

toxicos. 26

Aunque la sintesis de pirroles mediante la reacciéon de Paal-Knorr tiene
alrededor de 120 afios, el mecanismo preciso ha sido sujeto de debate. Sin

embargo se ha propuesto la ruta mecanistica mas probable (Esquema 2).%

(0]
R4 R,—NH, I\
R)W o /Q\R1
o] )
Ra
(0] V/ (0]
(0]
R -H,O
R)W ! R Ri 2 R,
59 R |
H"I‘: OH N
AN
R, l R2 \
(0]
R Ry R, R R R
R X!
I\ == \ _— HN:
N N N
é HO l HO | R2
2 R
R, 2

Esquema 2. Mecanismo de reaccién de Paal-Knorr.
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I.4. REACCION DE VILSMEIER-HAACK

En 1925 Fischer, Miller y Vilsmeier describieron que la reaccion de
oxicloruro de fosforo (POCI3;) con N-metilacetanilida daba una mezcla de
productos, entre ellos el cloruro de 4-cloro-1,2 dimetilquinolinio, que fue uno de
los productos mayoritarios.?® Trabajos posteriores revelaron que la reaccion entre
N-metilformanilida y POCI; da lugar a una sal de clorometiliminio (14) (reactivo de
Vilsmeier), el cual reacciona con compuestos aromaticos ricos en electrones para
producir benzaldehidos.? La introduccién de un grupo formilo a un compuesto
aromatico rico en electrones usando un reactivo de Vilsmeier es conocido como

formilacion de Vilsmeier-Haack (reacciéon de Vilsmeier).

En el Esquema 3, puede observarse el mecanismo para la reaccién de
Vilsmeier-Haack en donde la DMF (12) reacciona con POCI; (13) para dar la
especie activa (14), el cual a su vez reacciona con el compuesto aromatico (15)

para dar el aldehido (16).%°

cl
o) | cl Y cl
Yo + +
NS (= N N i AN
cl o\ / ci
12 cl ) o}
13 c
-POCIZO'l
Ar / (/Cl H
\ o S\ H* \
—N" ¢ =—— \ AH NE
Ar T 15 / w
H,O
+ ; \ $ H
AICHO 4+ (CH3),NH,CI \
16 / \

Esquema 3. Mecanismo de la formilacion Vilsmeier-Haack.
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I.L5. ESTUDIOS DE ALGUNAS TIAZINANONAS

31,32

La 1,4-tiazinan-3-ona (17) es un heterociclo no muy comun que ha sido

patentado como un sedante® y por su actividad antagonista o bloqueadora de los

canales de calcio,®*

ademas por su uso como aceleradores transdermales® y
humectantes en cosméticos.>® Compuestos relacionados tienen también
propiedades antiinflamatorias®’ o antihipertensivas.38 También se ha encontrado
que las 2-aril-4-metatiazinanonas (18a,b) tienen propiedades interesantes e
inusuales como depresores del sistema nervioso central (Figura 6). Reemplazando

el grupo fenilo de la posicion 2 por 2 y 3-piridil resulta en una reduccién marcada

de la actividad paralizante.>®

8! pe
N o) [N:EO
H |
17 18a, R= (4-clorofenilo)
(

18b, R= (3,4-diclorofenilo)

Figura 6. Ejemplos de 1,3-tiazinan-4-onas.
Recientemente se describio la sintesis de algunas 2-aril-1,3-tiazinan-4-onas

(19, 20),*° (21),*! utilizando aminas, aldehidos y acido mercaptopropidnico (Figura

O CsF17
O:§:O

7).

19 20 21
Figura 7. Ejemplos de 2-aril-1,3-tiazinan-4-ona.

12



lll. OBJETIVOS

lll.1. OBJETIVO GENERAL

Sintesis de las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f) a partir de pirroles trisustituidos

(23a-f) y evaluacion de su actividad citotoxica.

lll.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar las 1,4-pentanodionas (24a-c) a partir de derivados de
benzaldehido (25a-c).

e Obtencidn de pirroles trisustituidos (23a-f).

e Formilacion de los pirroles (23a-f) para obtener (22a-f).

¢ Sinterizar los compuestos (4a-f) a partir de (22a-f).

e Evaluacion de la actividad citotéxica de los compuestos 4a-f en seis lineas
celulares cancerosas: U-251 (Sistema nervioso central), PC-3 (Carcinoma
prostatico humano), K-562 (Leucemia humana), HCT-15 (Cancer de colon),

MCF-7 (Cancer de mama) y SKLU-1 (Cancer de pulmén).

IV. HIPOTESIS

La actividad bioldgica de las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f) depende de la fusion

del anillo azepinico B en el compuesto 2.

13



V. ANALISIS RETROSINTETICO

Para la sintesis de las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f), se plante6 el analisis

retrosintético presentado en el Esquema 4.

Compuesto Ry R;
4a H H
4b Cl  NO;
4c Br Br
4d Br |
de Cl  Br
4d Cl |
0]

/@Aj\ H
R

Reaccion de
multicomponentes

>

_0
j Reaccioén de
Paal-Knorr

Reaccion de
Vilsmeier-Haack

QL

23a-f

Esquema 4. Analisis retrosintético para la obtencién de las 1,3-tiazinan-4-onas

(4a-f).
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De acuerdo al analisis retrosintético, la sintesis de las 1,3-tiazinan-4-onas

(4a-f) podrian implicar un procedimiento de 4 pasos.

La sintesis de los compuestos 4a-f empezaria con la obtencion de los
derivados 1,4-pentanodionas (24), los cuales provendran de 25, que mediante una
reaccion de Paal-Knorr generaran los derivados de pirrol trisustituidos (23). Estos
ultimos mediante una reaccion de Vilsmeier-Haack nos conduciran a los 3-
carbaldehidos (22), mismos que en presencia de isobutilamina (28) y seguida de
un acoplamiento con N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (30) y acido 3-

mercaptopropioénico (29), generaran los compuestos deseados 4a-f (Esquema 5).

NH,
i 2 »!
/©)kH NaCN WK@ 2R, / N\
O O Ry > Ry
Ri X 04 p-TsOH
25 / reflujo

Ra
23

Reaccion
de Vilsmeier-Haack

>_/N 28 I
7\ - 5 N
N R4
@ ) @\
: R

R, 22
\ daf ) ’50

Esquema 5. Ruta de sintesis para la preparacion de 4a-f.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
VI1. PREPARACION DE LOS DERIVADOS DE LAS 14-

PENTANODIONAS (24a-c)

La formacion de las 1,4-pentanodionas 24a-c, se llevo a cabo por la adicion
de derivados de benzaldehido 25a-c a metilvinilcetona (26), utilizando cianuro de
sodio como catalizador; la reaccion depende de la formaciéon de un carbanion que
es estabilizado por un grupo nitrilo. La reaccion se llevd a cabo en DMF a

temperatura ambiente (Esquema 6).4?

Q 0
H NaCN _
0
R1 // © R4
24a-c
25a-c / 26

Compuesto R; Rendimiento

24a H 62
24b Cl 93
24c Br 97

Esquema 6. Sintesis de 1,4-pentanodionas (24a-c).

La reaccidén tiene una duracion aproximada de 2 hrs, los puntos de fusion y
los datos espectroscopicos de IRy RMN-'H concuerdan con los descritos en la

literatura.*>4

16



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 8. Estructura del compuesto 24b.

Por ejemplo, al analizar la RMN-"H (200 MHz, CDCls) del compuesto 24b
se puede observar que en 2.26 ppm aparece una sefial simple que corresponde al
metilo 5; en 2.89 ppm se observa la senal triple (J = 6.1 Hz) que corresponde al
metileno 3, el cual tiene un efecto de desproteccion debido a la cercania del grupo
carbonilo en C4; en 3.24 ppm aparece otra sefial triple (J = 6.2 Hz) que
corresponde al metileno 2, la cual tiene un efecto de desproteccion debida al
grupo carbonilo en C4 y también debida a la desproteccién producida por el anillo
aromatico en C4. Finalmente, encontramos en la region de sefales aromaticas un
sistema AA’BB’ para los hidrégenos del anillo aromatico; en 7.44 ppm se puede
observar la sefal doble (Jono = 8.6 Hz) que corresponde a los metinos 2’ y 6’; en
7.93 ppm se puede observar otra sefal doble (Jozo = 8.4 Hz) que corresponde a
los metinos 3’ y 5, las cuales estan desplazadas a campo bajo debido a la

electronegatividad del atomo de cloro en C4 (Figura 8).
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RESULTADOS Y DISCUSION

VI1.2. PREPARACION DE LOS DERIVADOS DE PIRROL (23a-f)
La formacién de los enlaces N-C2 y N-C5 (23a-f) se realizd6 mediante la
reaccion de Paal-Knorr, partiendo de los compuestos 1,4-dicarbonilicos (24a-c),
las m-anilinas sustituidas (27a-d) y utilizando como catalizador el acido p-

toluensulfénico (p-TsOH) dejandola a reflujo de tolueno por 5 horas (Esquema 7).

NH, PR
@) 1
©\R 5 N2
I 27a-d > R
R4 >
24a-c p-TsOH, tolueno R
reflujo 23af 2

23a, R»]: R2= H

23b, Ry= CI; R,= NO,
23c, R4= Br; Ry=Br
23d, Ri= Br; Ry=|
23e, Ry= Cl; Ry= Br
23f, Ri= Cl; Ry= |

Esquema 7. Sintesis de 23a-f utilizando p-TsOH como catalizador.

En la tabla 1 se muestran tres metodologias para formar el 2-metil-1,5-
difenil-1H-pirrol (23a). Se puede observar que el mejor rendimiento se obtuvo al
utilizar p-TsOH como catalizador y con esta metodologia se generaron menos
subproductos comparada con las otras, probablemente esto se deba a que se

requieren condiciones suaves de reaccion (Esquema 8).
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NH,

o 1) © ﬂ\@
2 N 5
™o L e
24a >

23a
Esquema 8. Sintesis del compuesto 23a.

Tabla1: Optimizacion de la reaccion de Paal-Knorr.

Experimento Condiciones de reaccién Rendimientos (%)
a Acido acético glacial, reflujo® A7
b p-TsOH cat, tolueno, reflujo*® 84
c p-TsOH cat; microondas: 150W, 45 min, 67

160 °C y 150 psi*’

La reaccion se llevo a cabo en 5 horas y generalmente no hubo formacion
de subproductos. El seguimiento de la reaccion se realizé por cromatografia de

capa fina (TLC) usando vainillina como revelador.

En la tabla 2 se muestran los rendimientos y puntos de fusion de los pirroles

23a-f sintetizados, y como se observa estos fueron de buenos a moderados.

Tabla 2: Rendimiento y puntos de fusién de los pirroles 23a-f.

Compuesto R R2 Rendimiento (%)  Punto de Fusion (°C)
23a H H 84 7212
23b Cl NO, 84 110+2
23c Br Br 98 150+2
23d Br I 98 140+2
23e Cl Br 85 110£2
23f Cl I 81 120+2
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los compuestos 23a-f fueron solidos amarillos y su estructura fue
corroborada por técnicas espectroscopicas de RMN-'H, RMN-°C y por

espectrometria de masas.

Figura 9. Estructura del compuesto 23d.

Por ejemplo, al analizar la RMN-"H (200 MHz, CDCls) del compuesto 23d
(Figura 9) se puede observar que en 2.12 ppm aparece la sefal doble (J = 0.6 Hz)
que corresponde al metilo unido a Cs, posiblemente hay una acoplamiento a larga
distancia con el hidrégeno de la posicion 4; en 6.08 ppm aparece la sefial doble de
doble (J=0.6 Hz y J = 3.6 Hz) que corresponde al metino 4; en 6.33 ppm aparece
la sefal doble (J = 3.6 Hz) que corresponde al metino 3, la cual esta desplazada a
campo bajo debido a la desproteccion producida por el anillo aromatico en C,. En
la regién de senales aromaticas se puede observar un sistema AA’BB’ para el
anillo aromatico unido a C,, en 6.89 ppm aparece la sefal doble (Jozo = 8.6 Hz)
que corresponde a los metinos 2” y 6”; en 7.28 ppm aparece otra sefal doble (Joro
= 8.8 Hz) que corresponde a los metinos 3” y 57, las cuales estan a campo bajo
debido a la electronegatividad del atomo de bromo en C4. Entre 7.04-7.13 ppm
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aparecen las sefales que corresponden a los metinos 5 y 6’; en 7.56 ppm
aparece la senal triple (J = 1.6 Hz) que corresponde al metino 2’ y finalmente entre
7.66-7.71 ppm aparecen las sefiales que corresponde al metino 4’, la cual tiene
un efecto de desproteccion debido a la electronegatividad del atomo de yodo unido

a C3'.

En el experimento DEPT se pueden ver las sefales positivas

correspondientes a C3, C4 y C5-CHj3 y las sefales de los anillos aromaticos.
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VI.3. PREPARACION DE LOS DERIVADOS DE PIRROLCARBALDEHIDO

(22a-f)

La formilacion de los pirroles 22a-f (Esquema 9) se efectud utilizando DMF,

|'48

POCI; y tolueno como disolvente, tal como lo reportd Rips et. a para la

obtencidén de pirroles 3-carbaldehido a partir de 2-metil-1,5-difenil-1H-pirrol (23a).

4 3
5 N2 /. \
Ry ————* 2°N75
POClI, R,
DMF, reflujo
Ro
R

23a-f 2
22a-f

Esquema 9. Sintesis de los pirrolcarbaldehidos 22a-f.

La reaccion tuvo lugar en aproximadamente 6 hrs y no hubo formacion de
compuestos diformilados, ademas se observo la formacién de isbmeros, mediante
la formilacion en la posicion 3 del anillo de pirrol, estda en menor cantidad debido al
efecto desactivante producido por el anillo aromatico unido a C, del anillo de pirrol.
La formilacion en la posicién C4 del anillo de pirrol se obtuvo en buen rendimiento;
en la RMN-"H, se puede observar una sefial simple aproximadamente en 2.40
ppm que corresponde al metilo unido a C,, la cual esta desplazada a campo bajo
debido a la desproteccion producida por la cercania del grupo formilo en Cs. Cabe
mencionar que en la RMN-"H de los pirroles (23a-f), se observa la sefial doble

aproximadamente en 2.13 ppm que corresponde al metilo unido a Cs.
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En cuanto a la RMN-"C se puede observar una sefial aproximadamente en 11.2
ppm que corresponde al metilo unido a C, de los productos formilados (22a-f), en

los pirroles (23a-f) esta sefal aparece aproximadamente en 13.3 ppm.

La separacién del compuesto deseado se logré por cromatografia en columna

utilizando EtsN como parte de la mezcla de eluyentes.

En la tabla 3 se pueden observar los rendimientos de los pirroles formilados
22a-f, en donde los menores rendimientos se obtuvieron cuando se utilizé 23e y

23f como materia prima.

Tabla 3. Rendimientos obtenidos para la formilacion de los pirroles 22a-f.

Compuesto  R; R> Punto de Rendimiento

fusion (°C) (%)

22a H H 10412 87

22b Cl  NO; 12812 88

22c Br Br 14212 84

22d Br I 12042 82

22¢ Cl Br 13412 68

22f Cl I 11612 61

En la espectroscopia de infrarrojo se encontré la banda caracteristica de
carbonilo (C=0) entre 1658-1670 cm™' para los compuestos 22a-f. También en la
RMN-'H se encontré una sefial en aproximadamente 10 ppm caracteristica de

aldehido.*®
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Figura 10. Estructura del pirrolcarbaldehido 22d.

Por ejemplo, al analizar la RMN-"H (200 MHz, CDCls) del compuesto 22d
(Figura 10) se puede observar la senal simple en 2.40 ppm que corresponde al
metilo en C,, en 6.78 ppm aparece la sefial simple que corresponde al metino 4.
En la zona de sefiales aromaticas se puede observar un sistema AA'BB’, en 6.91
ppm aparece la sefal doble (Jo1 = 8.8 Hz) que corresponde a los metinos 2” y 67;
en 7.33 ppm se observa otra sefial doble (Jo1 = 8.6 Hz) que corresponde a los
metinos 3” y 57, las cuales estan mas desplazados a campo bajo debido a la
electronegatividad del atomo de bromo en C4. En 7.09 ppm se puede observar la
senal doble de triplete (Jmeta = 1.8 HZ y Jorto = 8.0 Hz) que corresponde al metino 6’;
en 7.16 ppm aparece la sefal doble de doble (Joto = 7.8 HZz y Joto = 8.0 Hz) que
corresponde al metino 5’; en 7.57 ppm aparece otra sefial doble de doble (Jneta =
1.6 HZ y Jmeta = 2.0 Hz) que corresponde al metino 2’ y en 7.77 ppm aparece la
senal doble de triplete (Jmeta = 1.8 HZ ¥ Joro = 7.4 HZz) que corresponden al metino

4’ las cuales estan desplazadas a campo bajo debido a la electronegatividad de
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atomo de yodo en Cs. Finalmente, en 9.97 ppm se observo la sefal simple que
corresponde al protdn de aldehido en Cq». En IR se observd en 1661 cm™ la

banda caracteristica de carbonilo C=0 de aldehido.
VI.4. PREPARACION DE LAS 1,3-TIAZINAN-4-ONAS (4a-f)

Previamente Zhou et. al.*’ reportaron la sintesis de 2-aril-4-tiazinanonas
(33), mediante una reaccidon de multicomponentes, utilizando aldehidos (31),
aminas (32) y acido mercaptopropionico (29) (Esquema 10). Con estos
antecedentes se decidié probar dichas condiciones para la obtencion de las 1,3-

tiazinan-4-onas (4a-f) (Esquema 11).

R1 32a, R3= n-Butil N
32b, Ry= p-MePh R1 |
L
R2 MeOH, t.a. R
31 2
R, =H, OMe B -

R2 = 038C8F17
PN

DCC/THF /t.a

29
31:32:29=1:2:3
Y
O
R

3N)'ﬁ
R, S
R>

33

Esquema 10. Sintesis de 2-aril-4-tiazinanonas.
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DCC
30

Esquema 11. Sintesis de las 1,3-tiazinan-4-onas.

Se piensa que esta reacciéon procede por la formacion de una imina (34)
como primer paso, seguido por el ataque nucleofilico del atomo de azufre (29) en
el carbono de la imina y finalmente la ciclizacion intramolecular con la eliminacion
de agua. Este ultimo paso parece ser critico para obtener las 4-tiazinanonas en
buenos rendimientos, por lo tanto se han realizado variaciones para remover el
agua durante la ciclizacion. Los protocolos comunes utilizan la destilacion
azeotrépica o tamices moleculares.*® Ademas hay reportes del uso de ZnCl,°' o
NaSO, como agentes desecantes.’® En estas metodologias la reaccién requiere
tiempos prolongados de calentamiento (70-80 °C) por casi 17-20 hrs. Teniendo
esto en consideracion se utilizé la DCC, la cual es usada como agente acoplante
en la sintesis de péptidos,® esta es ideal para activar el grupo carbonilo (35),

facilitando asi la ciclizacién (36) (Esquema 12).>
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35 R,
R R\ 16n iminio
R R N 34
\ /N

H — . S N
N >\/NH —— H
>\/ J d

sl B O
R DCU

Esquema 12. Posible mecanismo de reaccion de las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f).

27



RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos finales (4a-f) se obtienen en 4 hrs, y en la mayoria de los

casos la materia prima no se consumié por completo.

En la tabla 4 se puede observar que 4a generd con el rendimiento global

mas bajo.

Tabla 4. Rendimientos y puntos de fusion de los compuestos 4a-f.

Rendimiento o
Compuesto Ry Ry global (%) Punto de fusion (°C)
4a H H 23 16212
4b Cl  NO; 47 19412
4c Br Br 36 178412
4d Br I 55 18612
4e Cl Br 42 17242
4f Cl I 35 180+2

Todos los compuestos 4a-f se aislaron como sélidos blancos amarillentos y
su estructura fue corroborada por las técnicas espectroscopicas de RMN-'H,

RMN-"3C, IRy por EMIE o ESI.
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Figura 12. Estructura del compuesto 4d.

La RMN-'H y RMN-"°C de 4a-f se realiz6 en COCDg 0 DMSO-Dg debido a
que el anillo de tiazinanona no es estable al utilizar CDCI3; como disolvente y este
sufre una apertura, observandose la materia prima (pirrolcalbaldehido) y otros

subproductos.

Por citar un ejemplo se analizé la RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg) del
compuesto 4d (Figura 12), se observo que en 0.79 ppm y 0.86 ppm aparecen dos
senales dobles (J = 6.6 Hz) correspondientes a los metilos 3’ y 4’, que se acoplan

con el metino 2’; las cuales fueron confirmadas con el experimento COSY.

Entre 1.89-1.99 ppm se observan multiples sefiales correspondientes al
metino 2’ que se acopla con los metilos 3’ y 4’, y con el metileno 1’; las cuales
fueron confirmadas con el experimento COSY; en 2.02 ppm aparece la sefal
simple que corresponde al metilo unido a Cy»; la cual fue confirmada con el
experimento DEPT pues aparecié como una senal positiva.
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En 2.45 ppm aparece un sistema AB (Jy3 = 7.2 Hz) correspondiente al metileno
diasterotopico 1’, el cual se acopla con el proton geminal Hy y con el metino en 2’;
el acoplamiento vecinal no se alcanza a elucidar debido a la sobreposicién con las
sefales del disolvente (DMSO-ds); sin embargo, estos acoplamientos fueron
confirmados con el experimento COSY; con el experimento DEPT se observé
como una sefal negativa. Entre 2.70-3.04 aparecieron sefales multiples
correspondientes a los metilenos 5 y 6. En 3.79 ppm aparecidé un sistema AB
(Ji3= 7.8 Hz y Jgem= 13.5 Hz) correspondientes al metileno diasterotdpico 1’, el
cual se acopla con el metino 2’ y el proton geminal Hy. Estos acoplamientos fueron
confirmados con el experimento COSY. En 5.70 ppm aparece la sefial simple
correspondiente al metino 2, la cual esta desplazada a campo bajo debido a la
electronegatividad del atomo de azufre. En 6.23 ppm se aparece la senal simple

correspondiente al metino 4” cuyo desplazamiento es caracteristico de pirroles.

En la zona de sefiales aromaticas se observd un sistema AA'BB’, en 6.94 ppm
aparece la sefial doble (Jono = 8.4 Hz) correspondiente a los metinos 2™ y 6”. En
7.35 ppm se observo la sefial doble (Jono = 8.7 Hz) correspondiente a los metinos
3"y 5™, cuyas sefales aparecieron a campo bajo debido a la electronegatividad

del atomo de bromo en Cy».

En 7.22 ppm y 7.23 ppm aparecen dos sefales simples que corresponden a los
metinos 57 y 6. En 7.58 ppm aparece la sefal simple correspondiente al metino
2”, la cual se desplaza a campo bajo debido a la electronegatividad del atomo de

yodo unido a C3». Finalmente en 7.78 ppm se observo la sefial doble de triplete (J
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= 1.8 Hz y J = 6.9 Hz) correspondiente al metino 4, la cual estd desplazada a

campo bajo debido a la electronegatividad del atomo de yodo unido a Cs-.

En el espectro de RMN-"3C (300 MHz, DMSO-dg) se observé en 168.5 ppm
un desplazamiento tipico de lactama, por lo cual se le asigné al Cy4. Las sefiales de
los carbonos cuaternarios aparecieron en 139.1, 131.3, 130.9, 128.5, 119.5, 119.2
y 94.6 ppm, las cuales no aparecieron en el experimento DEPT. Los carbonos de
protones aromaticos aparecieron en 136.9, 136.5, 131.0, 129.1, 127.9 y 109.1
ppm; mismos que aparecieron como sefales positivas en el experimento DEPT.
Los carbonos C, y C» aparecieron en 55.8 ppm y 26.3 ppm los cuales se
observaron como sefiales positivas en el experimento DEPT. Las sefiales de los
carbonos Cy, Cs y Cg aparecieron en 52.9, 34.1 y 22.1 ppm, las cuales se
observaron como sefales negativas en el experimento DEPT. Por ultimo los
carbonos C3, C4 y CH3-Cy aparecieron en 20.1, 19.9 y 10.7 ppm, cuyas sefales

fueron positivas en el experimento DEPT.

En la espectroscopia de IR se observo la banda caracteristica del enlace N-
C=0 a 1634cm™". En la espectrometria de masas por la técnica de electro spray se

observo el ibn molecular 609.5 que corresponde al compuesto de interés (4d).

31



RESULTADOS Y DISCUSION

VI.5. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Las pruebas de citotoxicidad para las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f) se

realizaron en seis lineas celulares:

o U-251: Sistema Nervioso Central (SNC)
e PC-3: Carcinoma prostatico humano

e K-562: Leucemia humana

e HCT-15: Cancer de colon

e MCF-7: Cancer de mama

e SKLU-1: Cancer de pulmén

La primera evaluacion citotoxica se realizé a la concentracién de 50 uM para
clasificarlos como activos o inactivos, ya que se hace en funcién de la inhibicién
del crecimiento a la maxima concentracion utilizada. A dicha concentracion se
consideran activos aquellos compuestos que inhiben mas del 50% del crecimiento
celular y en consecuencia aquellos que presentan un valor menor, se consideran

inactivos.
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Los resultados obtenidos en las pruebas de citotoxicidad (% de inhibicion)

se muestran en la tabla 5:

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de las 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f).

LINEAS CELULARES

COMPUESTO R; R» (% de inhibicion)

U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
4a H H 260 00 667 353 275 394
4b Cl NO, 288 694 353 672 839 646
4c Br Br 340 812 0.0 156 559  86.2
4d Br | 303 86.0 3.8 286 666  82.1
4e Cl Br 180 100 843 799 854 64.6
af Cl | 343 100 843 833 671 736

El compuesto 4a presentd actividad citotoxica mayor al 50% de inhibicién
unicamente en la linea celular K-562. EI compuesto 4b tuvo actividad en las lineas
celulares PC-3, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1, observandose una inhibicion mayor al
80% para MCF-7. Los compuestos 4c y 4d tuvieron actividad en las lineas
celulares PC-3, MCF-7 y SKLU-1, observandose una actividad mayor al 80% en
PC-3 y SKLU-1. Finalmente los compuestos 4e y 4f tuvieron actividad en las
lineas celulares PC-3, K-562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1, observandose una
actividad del 100% para la linea celular PC-3. Ademas de los resultados obtenidos
en las pruebas de citotoxicidad es importante mencionar que no hay reportes de la
actividad de los compuestos como 4a-f, lo que abre un posible campo de estudio

para este tipo de sistemas.
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VII. CONCLUSIONES

Se sintetizd los compuestos 1,3-tiazinan-4-onas (4a-f) con rendimientos
globales moderados y en 4 pasos de reaccion, lo anterior demostro la versatilidad
de la metodologia propuesta que permitio la sintesis de nuevos derivados de 1,3-

tiazinan-4-ona.

Respecto a las pruebas de actividad citotoxica se encontré actividad
inhibitoria en cinco lineas celulares: PC-3, K-562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1 para

los compuestos 4a-f.

De acuerdo a lo anterior, la actividad citotéxica aparentemente no depende
de la fusion del anillo azepinico B del compuesto 2. La ruta de sintesis estudiada y
la actividad citotoxica observada serviran para el desarrollo de nuevos agentes

anticancerigenos.
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VIIl. SECCION EXPERIMENTAL
VIIL.1. INFORMACION GENERAL

Los espectros de RMN-'H fueron obtenidos en instrumentos Varian
Gemini de 200 MHz y Eclipse de 300 MHz JEOL, al igual que los espectros de
RMN-"3C pero a 50 MHz y 75 MHz, respectivamente. Las muestras fueron
disueltas en cloroformo deuterado (CDCI3) en el que se uso tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna, dimetil sulféxido deuterado (DMSO-ds), acetona
deuterada (COCHe-dg) segun el caso. Los desplazamientos quimicos (d) se
reportan en partes por millén (ppm), las constantes de acoplamiento (J) estan
expresadas en Hertz (Hz) y para indicar la multiplicidad de las sefales en los
espectros de RMN-'H, se utilizd la siguiente terminologia: s, singulete; sa,
singulete ancho; d, doblete; dd, doble de dobles; ddd, doble de doble de
dobletes; t, triplete, dt, doble de triplete; m, sefal multiple. Las asignaciones en la

espectroscopia de RMN-"C se realizaron con la ayuda de experimentos DEPT.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro FT-IR Tensor

27 Bruker y las técnicas para obtenerlos fueron en pastilla de KBr.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro JEOL JEM-
AX505HA de baja resolucion mediante la técnica de impacto electronico (IE) a
70 eV, y por la técnica de trampa de iones con electro spray (ESI) en un

espectrometro Bruker Esquire 6000.

El seguimiento de las reacciones se llevd a cabo por cromatografia en
capa fina usando cromatoplacas de silica gel 60 (ALUGRAM® SIL G/UVys4) y el
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revelado se hizo con radiacion UV, yodo y usando disoluciones de acido
fosfomolibdico y vainillina. La purificacion de los compuestos se realizé por
cromatografia en columna de gel de silice (0.040-0.060 mm, malla 230-400
ASTM) marca Macherey-Nagel GMBH & Co. y como eluyentes hexano, AcOEt y

EtsN.

El THF y tolueno fueron secados por destilacion bajo atmodsfera de
nitrogeno, empleando sodio como agente secante y benzofenona como
indicador. El MeOH fue secado con magnesio metalico y yodo. El AcOEt y el
CHClI, utilizados en extracciones y purificacion de los productos se realizaron
mediante destilaciéon fraccionada en presencia de CaCl, anhidro. El hexano se
tratdé previamente con una disolucion acida de KMnO4 y posteriormente fue
destilado en presencia de KOH. La DMF se secé con MgSO, y posteriormente

destilada. La Et3N se purificd por destilacion en presencia de NaOH.

Los puntos de fusién se determinaron en un equipo marca MEL-TEMP Il y

no estan corregidos.
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VIIl.2. METODOLOGIAS Y DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS

COMPUESTOS OBTENIDOS

VIil.2.1. METODOLOGIA GENERAL PARA LA OBTENCION DE LAS 1,4-

PENTANODIONAS (24a-c)

1-fenil-1,4-pentanodiona (24a). En un matraz

redondo se disolvieron 106 g (100 mmol) de

benzaldehido (25a) en 50 mL de DMF anhidra. Bajo
agitacion se adicion6 gota a gota por 10 minutos, una disolucion de NaCN (50
mL) a 35 °C, y después de 5 minutos se le adiciond durante 20 minutos una
disolucién de metilvinilcetona (26) 5.3g (75mmol) recién destilada en 100mL de
DMF. La agitacion se mantuvo por una hora mas a temperatura ambiente.
Inmediatamente, la mezcla de reaccion se tratdé con el doble de cantidad de agua y
después de repetidas extracciones con CHyCl, el extracto se lavdé con acido
clorhidrico (pH = 2) seguido de una disolucion saturada de NaHCO3; y finalmente
agua. La fase organica se separo, se seco sobre Na,SO4 anhidro y se concentrd a
presién reducida. El crudo de reaccién se purificd por cromatografia en columna
en gel de silice (hexano: AcOEt 80:20), obteniéndose un aceite ligeramente

naranja con un rendimiento de 62%.

RMN-"H (300 MHz, CDCl5) &: 2.22 (s, 3H, Hs), 2.85 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H3), 3.24 (1,
J = 6.3 Hz, 2H, H,), 7.45-7.39 (m, 2H,Hzs), 7.56-7.50 (m, 1H, Hs), 7.97-7.93 (m,

2H, Hy,¢); RMN-"3C (75 MHz, CDCls) &: 207.1, 198.3, 136.5, 133.0, 128.4, 127.9,
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37.0, 32.4, 30.1; EMIE m/z (%): 176 [M"] (10), 161 [M-15]"" (30), 105 [M-71]"

(100), 77 [M-99]"" (66).

1-(4’-clorofenil)-1,4-pentanodiona (24b).

Se siguid la metodologia utilizada para 24a,

utilizando 25b como materia prima. El compuesto

24b se obtuvo como un sélido rosado de p.f.

7042 °C, con un rendimiento del 93%.

RMN-"H (200 MHz, CDCls) &: 2.26 (s, 3H, Hs), 2.89 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H3), 3.24 (t,
J=6.2 Hz, 2H, Hp), 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hz ), 7.93 (d, J = 8.4Hz, 2H, Hz 5);
RMN-"3C (50 MHz, CDCl5) &: 206.7, 196.8, 138.9, 134.1, 128.9, 128.3, 36.4, 31.8,

29.5.

1-(4’-bromofenil)-1,4-pentanodiona (24c). Se

siguio la metodologia utilizada para 24a, utilizando 25¢
como materia prima. El compuesto 24¢ se obtuvo como

un solido blanco con un p.f. de 782 °C y un

rendimiento de 97%.

RMN-"H (200 MHz, CDCl5)8: 2.25 (s, 3H, Hs), 2.88 (t, J = 6.4 Hz, 2H, Hs), 3.22 (t,
J = 6.4 Hz, 2H, Hy), 7.6 (m, 2H, Hz¢), 7.84 (m, 2H, Hzs); RMN-"C (50 MHz,

CDCl3) 6: 207.03, 197.46, 135.37, 131.87, 129.54, 128.87, 36.96, 32.28, 30.00.
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VIIl.2.2. METODOLOGIA GENERAL PARA LA OBTENCION DE LOS

PIRROLES (23a-f)

En un matraz redondo se adicionaron 0.3 mmol de pentanodiona, 0.3 mmol
de amina primaria y una disolucién de p-TsOH 10 mg en 60mL de tolueno y la
mezcla resultante se calentd a reflujo durante 5 horas. El disolvente fue removido
bajo presién reducida y el extracto crudo se purificd por cromatografia en columna

de gel de silice (Hexano: AcOEt 90:10).

2-metil-1,5-difenil-1H-pirrol (23a). Se obtuvo como
3 4

1 un solido amarillo con p.f. de 7212 °C y un rendimiento del
2°N75

84%.

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) &: 2.13 (s, 3H, C»-CH3), 6.08
(dd, J= 0.9 Hzy J = 3.6 Hz, 1H, Hs), 6.34 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H4), 7.03-7.16 (m,
7H), 7.30-7.34 (m, 3H); RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) &: 139.8, 134.6, 133.9, 132.1,

129.3, 129.20, 128.9, 128.3, 128.2, 127.8, 126.0, 109.1, 107.9, 13.7.

2-(4”-clorofenil)-5-metil-1-(3’-nitrofenil)-1H-
pirrol (23b). Se obtuvo como sélido amarillo con un p.f.

de 1102 °C y un rendimiento del 84%.

RMN-"H (200 MHz, CDCl3) &: 2.17 (d, J = 0.8 Hz, 3H,
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Cs-CHs), 6.14 (dd, J = 1.0 Hz y J= 3.6 Hz, 1H, H,), 6.36 (d, J = 3.4 Hz, 1H, Ha),
6.94 (d, Jorio = 8.8 Hz, 2H, Hzg'), 7.13 (d, Jorto = 8.8 Hz, 2H, Hy57), 7.41(ddd, Jmera =

1.2 Hz, Jmeta = 2.0 HZ Y Joro = 7.8 Hz, 1H, Hg), 7.55 (dd, Jorto = 7.8 HZ Y Jorto = 8.2
Hz, 1H, Hs), 8.07 (dd, Jmeta = 2 HZ Y Jmeta = 2.2 Hz, 1H, Hp), 8.21(ddd, Jmeta = 1.2
Hz, Jmeta = 2.2 HZ Y Jorto = 8.2 Hz, 1H4); RMN-"3C (50 MHz, CDCls) &: 148.5, 140.3,
134.4, 133.1, 132.1, 131.9, 131.2, 129.9, 129.1, 128.5, 123.1, 122.3, 110.1, 108.8,

13.4; EMIE m/z (%): 312 [M*] (100).

1-(3’-bromofenil)-2-(4”-bromofenil)-5-metil-

1H-pirrol (23c). Se obtuvo como un sélido amarillo con

1" > "
6'@ ° un p.f. de 15012 °C y un rendimiento del 98%.
5 X3 Br

RMN-'H (300 MHz, CDCl3) &: 2.13 (s, 3H, Cs-CHs),

6.08 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Hs), 6.33 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Hs), 6.90 (d, Joro = 8.7 Hz, 2H,
Hae), 7.04 (d, Joro = 8.1 Hz, 1H, Hg), 7.20-7.36 (dd, Joro = 8.1 HZ Y Joro = 8.1 Hz;
d, oo = 8.7 Hz; t, J = 1.8 Hz; 4H; Hs, Hys, Hz), 7.48 (d, Joro = 8.1 Hz, 1H, Hy);
RMN-"3C (75 MHz, CDCls) 5: 140.5, 133.0, 132.2, 132.0, 131.3, 131.2, 130.8,
130.3, 129.1, 127.2, 122.4, 119,8, 109.5, 108.2, 13.3; EMIE m/z (%): 391 [M"]

(100).
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2-(4”-bromofenil)-1-(3’-yodofenil)-5-metil-1H-
pirrol (23d). Se obtuvo como un sdlido amarillo con un

p.f. de 1402 °C y un rendimiento del 98%.

RMN-"H (200 MHz, CDCl3) &: 2.12 (d, J = 0.6 Hz, 3H,
Cs-CHs), 6.08 (dd, J = 0.6 Hz y J = 3.6 Hz, 1H, H,), 6.33 (d, J = 3.6 Hz, 1H, Ha),
6.89 (d, Joro = 8.6 Hz, 2H, Hyg), 7.04-7.13 (m, 2H; Hg, He), 7.28 (d, Joro = 8.8 Hz,
2H, Hys), 7.56 (t, J = 1.6 Hz,1H, Hy), 7.66-7.71 (m, 1H, Hx); RMN-"C (50 MHz,
CDCls) &5: 140.3, 137.1, 136.7, 132.9, 132.2, 131.9, 131.2, 130.5, 129.1, 127.9,

119.8, 109.5, 108.1, 93.7, 13.3; EMIE m/z (%): 437 [M*"] (100).

1-(3’-bromofenil)-2-(4”-clorofenil)-5-metil-1H-pirrol
(23e). Se obtuvo como un sélido amarillo con un p.f. de

1102 °C y un rendimiento del 85%.

RMN-"H (200 MHz, CDCl3) &: 2.13 (s, 3H, Cs-CHs), 6.08
(dd, J=0.8 Hzy J = 3.8 Hz, 1H, Ha), 6.33 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H3), 6.96 (d, Joro = 8.8
Hz, 2H, Hyg), 7.03 (ddd, Jmeta = 1.2 HZ, Jmeta = 1.8 HZ y Joro = 7.8 Hz, 1H, Hg),
7.13 (d, Jorto = 8.8 Hz, 2H, Hz 5), 7.23 (dd, Jorto = 7.8 Hz y Joro = 8.0 Hz, 1H, Hs),
7.35 (t, J = 1.8 Hz, 1H, Hy), 7.48 (ddd, Jmeta= 1.2 HZ, Imeta= 1.8 HZ Y Jorto = 7.8 Hz,
1H, Hg); RMN-"*C (50 MHz, CDCl3) &: 140.4, 132.9, 132.1, 131.7, 131.5, 131.3,
130.8, 130.3, 128.8, 128.3, 127.2, 122.4, 109.5, 108.1, 13.3; ESI m/z (Intensidad

relativa): 347.7 [M*] (1350).
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2-(4”-clorofenil)-1-(3’-yodofenil)-5-metil-1H-
pirrol (23f). Se obtuvo como un solido amarillo con un p.f.

de 120£2 °C y un rendimiento del 81%.

RMN-"H (200 MHz, CDCl3) &: 2.13 (d, J = 0.6 Hz, 3H, Cs-
CHs), 6.08 (dd, J = 0.8 Hz y J = 3.6 Hz, 1H, Hs), 6.32 (d, J = 3.6 Hz, 1H, Hs), 6.95
(d, Joro = 8.6 Hz, 2H, Hyg), 7.06-7.15 (m, 4H, Hy 5, Hs, Hg), 7.54-7.57 (m, 1H,
Hp), 7.63-7.73 (m, 1H, Hs); RMN-"C (50 MHz, CDCl3) &: 140.3, 137.1, 136.7,
132.9, 132.0, 131.7, 131.5, 130.4, 128.8, 128.3, 127.9, 109.4, 108.1, 93.7, 13.3;

EMIE m/z (%): 393 [M*] (100).

VII.2.3. METODOLOGIA GENERAL PARA LA OBTENCION DE LOS

DERIVADOS DE PIRROLCARBALDEHIDO (22a-f)

En un matraz redondo se colocaron 64.3 mmol del pirrol correspondiente y
95.77 mmol de DMF en 150 mL de tolueno seco. A la solucion resultante se le
adiciono 97.8 mmol de oxicloruro de fésforo (POCI3) en pequefas porciones. La
mezcla se calento a reflujo por 6 horas y después se agité por 20 minutos con 300
mL de una disolucion saturada de acetato de sodio. Se extrajo con acetato de etilo
y se lavo con una disolucion al 10% de Nap,COs;, después con agua. La fase
organica se secO sobre Na,SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. El
extracto crudo se purificd por cromatografia en columna de gel se silice (Hexano:

AcOEt: Et3N; 80:15:5).
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// 0o \ 2-metil-1,5-difenil-1H-pirrol-3-carbaldehido
4
7\ (22a). Se obtuvo como un sélido amarillo con un p.f. de

10412 °C y un rendimiento del 87%.

\ J IR (KBr, cm™) 1670; RMN-"H (200 MHz, CDCls) &: 2.41

(s, 3H, C»-CHs), 6.80 (s, 1H, Hs), 7.02-7.45 (m, 10H), 9.99 (s, 1H, Hy); RMN-"°C

(50 MHz, CDCls) &: 185.7, 140.3, 137.4, 135.9, 131.8, 129.4, 128.6, 128.3, 128.2,

128.1, 126.9, 122.6, 108.3, 11.5; EMIE m/z (%): 261[M*] (100).

5-(4”-clorofenil)-2-metil-1-(3’-nitrofenil)-1H-
pirrol-3-carbaldehido (22b). Se obtuvo como sdlido

amarillo con un p.f. de 128+2 °C y un rendimiento del

88%.

IR (KBr, cm™) 1657, 1529, 1348; RMN-'H (200 MHz,
CDCl3) &: 2.45 (s, 3H, C>-CHs), 6.81 (s, 1H, Ha), 6.95 (d, Joro = 8.6 Hz, 2H, Hz &),
7.18 (d, Jorto = 8.6 Hz, 2H, Hz 5), 7.46 (ddd, Jmeta = 1.2 HZ, Jmeta = 2.0 HZ Yy Joro =
8.0 Hz, 1H, Hg), 7.64 (dd, Jorto = 8.0 Hz y Joo = 8.2 Hz, 1H, Hs), 8.09 (dd, Jyeta =
2.0 HZ Y Jmeta= 2.2 Hz, 1H, Hz), 8.31 (ddd, Jmeta = 1.2 HZ, Jmeta= 2.2 HZ Y Jorto = 8.2
Hz, 1H, Hg), 10.0 (s, 1H, Hy»); RMN-"C (50 MHz, CDCls) &: 185.6, 148.6, 139.6,
138.3, 134.6, 134.3, 133.6, 130.5, 129.6, 128.8, 123.6, 123.2, 109.6, 11.6; EMIE

m/z (%): 340 [M*] (100).
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1-(3’-bromofenil)-5-(4”-bromofenil)-2-metil-1H-
pirrol-3-carbaldehido (22c). Se obtuvo como un sélido

amarillo con un p.f. de 14212 °C y un rendimiento del

84%.

IR (KBr, cm™) 1660, 1477, 1427; RMN-'H (200 MHz,
CDCl3) 8: 2.41 (s, 3H, Co-CHs), 6.78 (s, 1H, Hy), .91 (d, Joro = 8.4 Hz, 2H, Hyg),
7.07 (ddd, Jmeta = 1.0 HZ, Jmeta = 2.0 HZ y Joro = 8.0 Hz, 1H, Hg), 7.29-7.38 (m, 4H,
Hz s5; Hz; Hs), 7.58 (ddd, Jmeta = 1.0 HZ, Jmeta = 2.0 HZ Y Joro = 8.0 Hz, 1H, Hy),
9.98 (s, 1H, Hy); RMN-"3C (50 MHz, CDCls) &: 185.6, 140.1, 138.4, 134.5, 132.1,
131.5, 131.2, 130.7, 130.3, 129.6, 127.1, 122.9, 122.8, 121.4, 109.0, 11.50; EMIE

m/z (%): 419 [M*] (100).

5-(4”-bromofenil)-2-metil-1-(3’-yodofenil)-1H-
pirrol-3-carbaldehido (22d). Se obtuvo como un sélido

blanco con un p.f. de 120£2 °C y un rendimiento del 82%.

IR (KBr, cm™) 1661, 1475, 1427, 1170; RMN-"H (200

MHz, CDCI3) &: 2.40 (s, 3H, C,-CH3), 6.78 (s, 1H, Ha),
6.91 (d, Jono= 8.8 Hz, 2H, Hyg), 7.09 (dt, Jmeta= 1.8 HZ y Joro= 8.0 Hz, 1H, Hg),
7.16 (dd, Jono= 7.8 Hz y Joro= 8.0 Hz, 1H; Hs), 7.33 (d, Joro= 8.6 Hz, 2H, Hz 5),
7.57 (dd, Jmeta= 1.6 HZ Y Jmeta= 2.0 Hz, 1H, Hy) 7.77 (dt, Jmeta= 1.8 HZ Yy Jorto= 7.4

Hz, 1H, Hs), 9.97 (s, 1H, Hy); RMN-"3C (50 MHz, CDCl3) &: 185.5, 140.1, 138.2,
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137.9, 136.9, 134.5, 131.5, 130.8, 130.4, 129.6, 127.7, 122.9, 121.3, 108.9, 94.0,

11.5; EMIE m/z (%): 465 [M*"] (100).

1-(3’-bromofenil)-5-(4”-clorofenil)-2-metil-1H-
pirrol-3-carbaldehido (22e). Se obtuvo como un

sélido blanco con un p.f. de 13412 °C y un rendimiento

del 68%.

IR (KBr, cm™) 1659, 1478, 1428; RMN-'H (200 MHz,
CDCls) &: 2.41 (s, 3H, Co-CHa), 6.78 (s, 1H, Ha), 6.97 (d, Joto = 8.6 Hz, 2H, Hyg),
7.07 (ddd, Jmeta = 1.0 HZ, Jmeta = 2.0 HZ Y Joro = 7.8 Hz, 1H, Hg), 7.17 (d, Joro = 8.8
Hz, 2H, Hy5), 7.30-7.38 (M, 2H; Hz, Hs), 7.58 (ddd, Jmeta = 1.0 HZ, Jmeta = 2.0 Hz y
Jorto = 8.0 Hz, 1H, Hs) 9.97 (s, 1H, Hs); RMN-"C (50 MHz, CDCl3) &: 185.6,
140.0, 138.4, 134.5, 133.2, 132.1, 131.2, 130.7, 129.9, 129.3, 128.5, 127.1, 122.9,

122.8 108.9, 11.5; EMIE m/z (%): 375 [M*] (100).
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5-(4”-clorofenil)-2-metil-1-(3’-yodofenil)-1H-

pirrol-3-carbaldehido (22f). Se obtuvo como un sélido

T :
e@ie 5" amarillo con un p.f. de 116+£2 °C y un rendimiento del
5' 3 |
4 61%.

IR (KBr, cm™) 1658, 1476, 1426; RMN-'H (200 MHz, CDCls) &: 2.40 (s, 3H, Cyo-
CHa), 6.77 (s, 1H, Ha), 6.97 (d, Joro = 8.8 Hz, 2H, Hpg), 7.06-7.12 (m, 2H, Hs, Hg),
7.18 (d, Jorto = 8.4 Hz, 2H, Hy.5), 7.56 (dd, Jmeta = 1.2 HZ Y Jmeta = 1.8 Hz, 1H, Hy),
7.77 (dt, J = 1.8 Hz Y Jomo = 7.2 Hz, 1H, Hy), 9.97 (s, 1H, Hq-); RMN-C (50 MHz,
CDCls) 5: 185.5, 140.0, 138.2, 137.9, 136.9, 134.5, 133.2, 130.8, 129.9, 129.3,

128.6, 127.7, 122.9, 108.9, 94.0, 11.5; EMIE m/z (%): 421 [M*"] (100).
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VIIl.2.4. METODOLOGIA GENERAL PARA LA OBTENCION DE LAS 1,3-

TIAZINAN-4-ONAS (4a-f)

En un matraz redondo se colocé 1mmol del aldehido correspondiente y
2 mmol de isobutilamina, en 5 mL de metanol y se dejo en agitacién por 2
horas a temperatura ambiente. Inmediatamente, el disolvente fue evaporado a
presion reducida y el solido fue disuelto en 5 mL de THF, seguido de la adicion
de 3 mmol de acido 3-mercaptopropiénico. Después de 5 minutos, se
adicionaron 2 mmol de DCC y la mezcla de reaccién fue agitada por 1 hora a
temperatura ambiente. Cuando la TLC mostré que la reaccion habia terminado,
el precipitado (DCU) fue removido por filtracién y lavado con AcOEt. Las aguas
madres fueron tratadas con una solucién al 5% de NaHCO3;, solucion salina y
secada con Na,SO4 anhidro. El disolvente fue secado a presiéon reducida. El
extracto fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice (Hexano:

AcOEt 75:25).
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3-isobutil-2-(2”-metil-1”,5”-difenil-1H-
pirrol-3”-il)-1,3-tiazinan-4-ona (4a). Se obtuvo
como un solido blanco con un rendimiento del

51% y un p.f. de 16212 °C.

IR (KBr, cm™) 2954, 2916, 2868, 1624, 1597,

1460; RMN-"H (200 MHz, COCDg) &: 0.85 y 0.92
(d, J=6.6 Hzy d, J = 6.8 Hz, 6H, Hz4), 2.05 (m, 4H, C»-CHs Hz), 2.56 (dd, Jy3=
7.2 Hz y Jgom = 13.6 Hz, 1H, Hy), 2.74-2.89 (m, 3H, Hsg), 3.02-3.24 (m, 1H, He),
3.94 (dd, Jis= 7.8 Hz y Jgem = 13.6 Hz, 1H, Hy), 5.75 (s, 1H, Hy), 6.25 (s, 1H, Hs),
7.03-7.24 (m, 7H), 7.41-7.51(m, 3H); RMN-'3C (50 MHz, COCDg) &: 169.4, 139.8,
133.9, 133.7, 130.0, 129.5, 128.8, 128.7, 128.4, 126.8, 120.2, 109.5, 57.6, 54.2,

35.3, 27.7, 23.3, 20.6, 20.4, 11.2; EMIE m/z (%): 404 [M*] (55.2), 315 [M-89] (100).

2-[5”-(4””-clorofenil)-2”-metil-1”-(3"’-
nitrofenil)-1H-pirrol-3”-il]-3-isobutil-1,3-tiazinan-
4-ona (4b). Se obtuvo como un sdlido amarillo con

un p.f. de 194+2 °C y un rendimiento del 68%.

IR (KBr, cm™") 2959, 2929, 2870, 1632, 1534, 1354;

RMN-"H (300 MHz, DMSO-dg) &: 0.81 y 0.87 (d, J = 6.6 Hz y d, J = 6.6 Hz, 6H,
Hs #), 1.94-2.03 (m, 1H, Hy), 2.07 (s, 3H, C»-CH3), 2.46-2.53 (m, 1H, Hy overlap
con el DMSO-dg), 2.71-2.84 (m, 3H, Hsg), 2.97-3.07 (m, 1H, Hs), 3.80 (dd, Jy5 =

7.8 Hz 'y Jgem= 13.5 Hz, 1H, Hy), 5.73 (s, 1H, Hy), 6.28 (s, 1H, Ha), 7.03 (d, Joro =
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8.7 Hz, 2H, Ho»g»), 7.22 (d, Jorto = 8.7 Hz, 2H, H3»5»), 7.63-7.75 (t, J = 8.1 Hz; dt,
Jmeta = 1.8 HZ Y Jorto = 7.8 Hz, 2H, Hs ), 8.05 (t, J = 1.9 Hz, 1H, H-), 8.26 (ddd,
Imeta = 1.2 HZ, Jnmeta = 2.4 HZ Y Joro = 8.1 Hz, 1H, Hs»); RMN-"3C (75 MHz, DMSO-
de) 5: 168.5, 148.1, 138.9, 135.0, 131.1, 130.9, 130.8, 130.6, 129.2, 128.6, 128.3,
123.1, 122.9, 119.9, 109.5, 55.8, 53.0, 34.1, 26.3, 22.1, 20.1, 19.9, 10.7; EMIE m/z

(%): 483 [M™] (34), 394[M-89] (100).

2-[1”-(3’-bromofenil)-5”-(4””-bromofenil)-
2”-metil-1H-pirrol-3”-il]-3-isobutil-1,3-tiazinan-4-
ona (4c). Se obtuvo como un sdlido blanco de p.f.

17842 °C y un rendimiento del 45%.

IR (KBr, cm™) 2959, 2926, 2869, 1634, 1586, 1474;

RMN-"H (300 MHz, DMS0-dg)3: 0.80 y 0.86 (d, J = 6.6 Hz y d, J = 6.6 Hz, 6H,
Hs 4), 1.90-1.99 (m, 1H, Hx), 2.03 (s, 3H, C»-CHas), 2.45 (d, Jy3 = 6.9 Hz, 1H, Hy;
overlap con el DMSO-dg), 2.70-2.84 (m, 3H, Hsg), 2.95-3.04 (m, 1H, Heg), 3.79 (dd,
Ji3=T1.8 HZ y Jgem = 13.5 Hz, 1H, Hy), 5.71 (s, 1H, Hy), 6.24 (s, 1H, Hy), 6.95 (d,
Jorto = 8.7 Hz, 2H, Ho»g»), 7.21 (d, Joro = 7.8 Hz, 1H, Hg»), 7.34-7.42(dd, Jorro = 8.1
Hz, Jorto = 7.8 Hz y d, Jorto = 8.4 Hz, 3H, H3»5~, Hs»), 7.48 (sa, 1H, Hy»), 7.62 (ddd,
Imeta = 0.9 HZ, Jnmeta = 1.8 HZ Y Joro = 8.4 Hz, 1H, Hs»); RMN-"3C (75 MHz, DMSO-

de) &: 168.5, 139.4, 131.2, 131.1, 130.9, 129.1, 128.6, 127.7, 121.7, 119.5, 119.2,
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109.2, 55.8, 52.9, 34.1, 26.3, 22.1, 20.1, 19.9, 10.7; ESI m/z (Intensidad relativa):

563.3 [M*] (6.5 x 10%).

2-[5”-(4””-bromofenil)-2”-metil-1”-(3""’-
yodofenil)-1H-pirrol-3”-il]-3-isobutil-1,3-tiazinan-

4-ona (4d). Se obtuvo como un solido blanco con

un p.f. 1862 °C y un rendimiento del 70%.

IR (KBr, cm™") 2958, 2926, 2867, 1633, 1582, 1470;
RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg) 5:0.79 y 0.86 (d, J = 6.6 Hz y d, J = 6.6 Hz, 6H,
Ha 4), 1.89-1.99 (m, 1H, Hz), 2.02 (s, 3H, C»-CHs), 2.45 (d, J13= 7.2 Hz, 1H, Hy;
overlap con el DMSO-dg), 2.70-2.84 (m, 3H, Hsg), 2.94-3.04 (m, 1H, Hg), 3.79 (dd,
Ji3= 7.8 Hz y Jgem = 13.5 Hz, 1H, Hy), 5.70 (s, 1H, Hy), 6.23 (s, 1H, Hy), 6.94 (d,
Jorto = 8.4 Hz, 2H, Hy»g»), 7.22-723 (m, 2H, Hs6»), 7.35 (d, Joo = 8.7 Hz, 2H,
Hs» 5»), 7.58 (sa, 1H, Hz), 7.78 (dt, J = 1.8 Hz y J = 6.9 Hz, 1H, H4»); RMN-"C (75
MHz, DMSO-dg) &: 168.5, 139.1, 136.9, 136.5, 131.3, 131.0, 130.9, 129.1, 128.5,
127.9, 119.5, 119.2, 109.1, 94.6, 55.8, 52.9, 34.1, 26.3, 22.1, 20.1, 19.9, 10.7; ESI

m/z (Intensidad relativa): 609.5 [M*] (3.41x 10°).
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2-[17-(3’-bromofenil)-5”-(4””-clorofenil)-2”-
metil)-1H-pirrol-3”-il]-3-isobutil-1,3-tiazinan-4-ona
(4e). Se obtuvo como un solido blanco de p.f. 172+2

°C y un rendimiento del 77%.

IR (KBr, cm™) 2960, 2927, 2869, 1632, 1586, 1475;
RMN-"H (300 MHz, DMSO-d;) 5:0.80 y 0.86 (d, J =
6.6 Hzyd, J= 6.6 Hz, 6H, Hz 4), 1.90-1.99 (m, 1H, Hz), 2.03 (s, 3H, C»-CH3), 2.46
(d, Ji3= 7.2 Hz, 1H, Hy; overlap con el DMSO-dg), 2.70-2.85 (m, 3H, Hsg), 2.95-
3.04 (m, 1H, He), 3.79 (dd, J13= 7.8 Hz y Jgem = 13.2 Hz, 1H, Hy), 5.71 (s, 1H, Hy),
6.24 (s, 1H, Hy), 7.01 (d, Jorto = 8.4 Hz, 2H, Hymg»), 7.2-7.26 (m, 3H, Ha»5», He»),
7.39 (dd, Joto= 8.1 HZ y Joto = 8.1 Hz , 1H, Hs»), 7.48 (sa, 1H, Hy»), 7.62 (ddd, Jmeta
= 0.9 HzZ, Jmeta = 1.8 Hz ¥ Joro = 8.1 Hz, 1H, Hs»); RMN-"C (75 MHz, DMSO-dg) §:
168.5, 139.4, 131.1, 130.9, 130.7, 128.8, 128.5, 128.2, 127.6, 121.7, 119.5, 109.2,
55.8, 52.9, 34.1, 26.3, 22.1, 20.1, 19.9, 10.7; EMIE m/z (%): 518 [M*] (23), 429[M-

89] (40.1), 193[M-325] (100).
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2-[5”-(4””-clorofenil)-2”-metil-1”-(3"’-
yodofenil)-1H-pirrol-3”-il]-3-isobutil-1,3-tiazinan-
4-ona (4f). Se obtuvo como un solido amarillo de

p.f. 1802 °C y un rendimiento del 75%.

IR (KBr, cm™) 2962, 2921, 2867, 1636, 1472, 1425;

RMN-"H (300 MHz, DMSO-dg) 5:0.79 y 0.86 (d, J = 6.6 Hz y d, J = 6.6 Hz, 6H,
Ha.4), 1.90-199 (m, 1H, Hy), 2.02 (s, 3H, C»-CHs), 2.45 (d, Jy3= 6.9 Hz, 1H, Hy;
overlap con el DMSO-dg), 2.70-2.84 (m, 3H, Hsg), 2.95-3.04 (m, 1H, He), 3.79 (dd,
Jis= 7.8 Hz y Jgem= 13.2 Hz, 1H, Hy), 5.70 (s, 1H, Hy), 6.23 (s, 1H, Hs?), 7.00 (d,
Jorto = 8.7 Hz, 2H, Hamg»), 7.20-7.25 (m, 4H, Hy» 5, Hsg), 7.58 (sa, 1H, Hy), 7.78
(dt, J = 1.8 Hz y J = 4.5 Hz, 1H, Hs); RMN-"3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 168.5,
139.1, 136.9, 136.5, 131.1, 130.9, 130.8, 130.7, 128.8, 128.5, 128.2, 127.9, 119.4,
109.1, 94.6, 55.8, 52.9, 34.1, 26.3, 22.1, 20.1, 19.9, 10.7; EMIE m/z (%): 564 [M*]

(72), 475 [M-89] (100).
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VIIl.2.5. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Los ensayos de actividad citotdxica se hicieron en el laboratorio de Pruebas

de Actividad Bioldgica del Instituto de Quimica de la UNAM.

La citotoxicidad de las células tumorales después de su tratamiento con el

compuesto a probar, fue determinada empleando el colorante sulforodamina B

(SRB) en microcultivos para medir el crecimiento y la viabilidad de las células.*®

1.

El procedimiento consistié en lo siguiente:

En dos placas (A1 y A2), de 96 pozos cada una, se colocaron por duplicado
100 uL de cada linea celular en evaluacion y de blanco (medio de crecimiento),
siguiendo la distribucién mostrada en la Figura 13. Una tercera placa (B) se
utilizé como testigo (evaluacion a tiempo cero) en la cual se colocaron los
mismos volumenes de cada linea celular y blanco. Las densidades celulares
fueron las siguientes: 5 x 10* células/pozo de K-562 y MCF-7, 7.5 x 10*
células/pozo de U-251, PC-3 y SKLU-1, y 10 x 10* células/pozo de HCT-15. A
continuacion cada placa se incubo6 durante 24 horas, a 37 °C y atmdsfera con

5% de didxido de carbono (COy).

. Posteriormente se adicionaron en las placas A1y A2 50 uL los compuestos en

evaluacion, disueltos en medio (dimetilsulféxido-DMSO- al 1%). Las placas se
incubaron por 48 horas bajo las mismas condiciones del paso anterior. Por su
parte, a la placa B sélo se le agregaron 100 uL de medio y se incubo 1 hora en

las mismas condiciones.
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PLACA A1
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Figura 13. Placas de microcultivo.
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3. Una vez terminado el tiempo de incubacién de cada placa, las células se
fijaron con una disolucion acuosa de acido tricloroacético (TCA) al 50% (50 pL/
pozo). La placa se incubd6 durante 60 minutos, a 4 °C. Los sobrenadantes se
desecharon, la placa se lavo tres veces con agua destilada y se dejo secar a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células se trataron con 100 uL de
sulforrodamina B (SRB) al 0.4% durante 30 minutos, a temperatura ambiente.
La SRB es un colorante aniénico que se une electrostaticamente a los
residuos aniénicos de las proteinas de las células cancerosas que fueron
fijadas con TCA. Después, la placa se lavo tres veces con una solucién de
acido acético al 1%. El colorante se extrajo con una soluciéon de 10 mM de
base Tris no amortiguada. Finalmente, se mide la densidad optica (DO) de las
muestras tratadas en un lector de microplacas Bio Kinetis a una absorbancia
de 515 nm. La intensidad de color es directamente proporcional al numero de
células vivas, por tanto, a mayor coloracion en los pozos, menor porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular.

4. EIl porcentaje de inhibicion de crecimiento celular (%IC) se calcul6 para cada

concentracion y para cada linea celular utilizando las siguientes ecuaciones:
Donde:
%IC =100 — (~x 100) %IC= porcentaje de inhibicién de crecimiento.

B= DO real de promedio de las células
tratadas con el compuesto en estudio.

A= DO promedio de las células sin tratar.
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Figura 14. Espectro de RMN-'H de 23d a 200 MHz en CDCls.
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Figura 16. Espectro de masas (El) del compuesto 23d.
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Figura 19. Espectro de IR (Pastilla KBr) de 22d.

59



ANEXO DE ESPECTROS

Figura 20. Espectro de masas (El) de 22d.

Figura 21. Espectro de RMN-"H de 4d a 300 MHz en DMSO-ds.
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Figura 23. Espectro DEPT del compuesto 4d.
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Figura 26. Espectro COSY del compuesto 4d.
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