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Area de Estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: El presente trabajo de tesis se centré en
el disefio y sintesis de nuevos compuestos §-amidofosfonatos) y su reaccion
con cloruro de dibutil estafio para la formacion de complejos de estafio,
enfocado en la investigacién de posibles agentes antineoplasicos paraontribuir
en la ya extensa lucha contra el cancer. Para lograr lo anterior, se aplicaron
métodos utilizados en sintesis de compuestos @& el area de la quimica organica y
posteriormente de métodos bioldgicos para estudiar el comportamiento de los
compuestos obtenidos en organismos vivos Artemia Saling.

Contribuciones y Conclusiones: Se obtuvieron exitosamente dos
clorhidratos de éster metilico, dos bromoamidas de éster metilico, dos
fosfonoamidas de éster metilico, tres fosfohidroxiamidas, un acetato de
fosfohidroxiamida, dos fosfofenilamidas y un complejo de estafio derivado de
una fosfohidroxiamida . Aun cuando se puede obtener exitosamente, el complejo
de estafio obtenido no es apto para someterse a pruebas biologicas debido a su
caracter labil al ambiente. El ensayo enA. salinapermitié realizar un tamizaje
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mejor capacidad toxica tuvieron (compuestos MO12 y MO13), por lo cual se
proponen como candidatos a estudiar su actividad sobre cultivos de células de
origen neoplasico y sobre células normales
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

Uno de los problemas de salud a nivel mundial y causa de muerte
prematura es el cancer, problema actualmente en expansién. Se pronostica que
el indice de mortalidad mundial debido al cancer tenga un incremento del 45%
entre 2007 y 2030, es decir, de 7.9 millones de defunciones pasara a 11.5
millones. De igual manera se espera que la incidencia de nuevos casos

incremente de 11.3 millones en 2007 hasta 15.5 millones en 2030.

Para comprender la complejidad del problema es necesario entender qué
es el cancer. Este es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de
células anormales. Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo.
En muchos casos, el tumor suele invadir el tejido circundante y diseminarse via
sanguinea o linfatica para provocar metastasis en puntos distantes del

organismo.?

El cancer comienza con la modificacion de una célula normal a través de
un proceso que abarca varias fases, desde la progresién deuna lesion
precancerosa a un tumor maligno. Dichos cambios pueden ser ocasionados por
la interaccion entre los factores germticos de una persona y por agentes externos
tales como: carcindgenos fisicos (porejemplo: luz ultravioleta y radiaciones
ioni zantes), carcinégenosquimicos (por ejemplo: asbesto y humo de tabaco) y
carcindgenos bioldgicos (por ejemplo: infecciones causadas por ciertos virus,

1



bacterias o parasitos). El envejecimiento es otro factor fundamental en el
desarrollo de cancer. La incidencia de cancer aumeta espectacularmente con la
edad, muy probablemente porque con la edad aumenta la acumulacion de
factores de riesgoy mutaciones hacia distintos tipos de cancer. La acumulacion
general de factores de riesgo se combina con la tendencia de los mecanismos de
reparacion celular a perder eficacia con la edad. El consumo de tabaco, el
consumo de alcohol, la ingesta insuficiente de frutas y hortalizas, las infecciones
por virus de la hepatitis B, de la hepatitis C y por virus del papiloma humano
(VPH) son los principales factores de riesgo de cancer en los paises de ingresos
bajos y medianos. El cancer cervicouterino causado por VPH es una de las
principales causas de defuncion por cancer entre las mujeres en paises de bajos
ingresos. En los paises de ingresos eleados, el consumo de tabaco y alcohol, el

exceso de peso y la obesidad son causas muy importantes de cancer

Existen procesos como la necrosisy apoptosis para combatir de manera
natural a las células cancerosas en el organismo, pero el sistema inmunoldgic
no siempre es capaz de ganar esta batalla y es cuando se debe recurrir al uso de
estrategias como lo son cirugia, quimioterapia y radioterapia o combinaciones

de ellas.

En este sentido, la quimioterapia y radioterapia pueden inducir dafio
irreparable al ADN, lo cual puede cesar la replicacion de células tumorales y
crear condiciones de apoptosis. La radiacion ionizante causa dafio indirecto en

la cadena de ADN mediante las especies reactivas de oxigeno, mientras que la



quimioterapia utiliza sustancias quimi cas que interactian directamente con el
ADN 4 (Figura 1).
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Figura 1. Sitios de accidn de algunas terapias antineoplasicas

A pesar de la gran variedad de farmacos antineoplasicos existentes, la
mayoria de ellos provocan efectos colaterales adversos que van desde la caida
del cabello y episodios de diarrea, hasta debilitamiento general vy

hepatotoxicidad o nefr otoxicidad.

Debido a esto, la busqueda de nuevos compuestos o moléculas, ya sean
naturales o sintéticos, que puedan ser utilizados en el disefio de nuevas
estrategias de tratamiento o prevencion del cancer es de vitalimportancia para

encontrar nuevas alternativas que ofrezcan mejor relacion costo-beneficio.

Con base en todo lo anterior y para satisfacer la creciente demanda de
mejores alternativas contra el cancer, diversos equipos de investigacion se han
dado a la tarea de disefiar y sintetizar nuevos compuestos que puedan ser

utilizados como farmacos antineoplasicos.



Al respecto de esto ultimo, la investigacion en la sintesis y aplicacion de
farmacos conteniendo metales en su estructura es considerada actualmente una

de las areas con mayor expansion en gimica biomédica e inorganica.*

Por ejemplo, durante las ultimas décadas los complejos de estafio
derivados de acidos carboxilicos (Figura 2) han sido el objeto de estuios
exhaustivos debido a su diversidad estructural, asi como su significativa
actividad biolégica como pesticidas, bactericidas y agentes con actividad

antitumoral contra algunas lineas cancerigenas humanas> 6

0
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7
z-Z
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Figura 2. Compuestos de estafo.

La primera demostracion de esto fue el retardo del crecimiento de
tumores en ratones. Estudios posteriores han dado a conocer que el estafio no
actia directamente con las bases de nucle6tidos, sino con los mipos fosfato

periféricos de los residuos de fosforribosa.’

Un ejemplo adicional lo constituyen los compuestos organofosforados,
los cuales son substratos de gran importancia para el estudio de procesos
bioquimicos, especificamente los compuestos que cong&nen en su estructura

algun atomo de fosforo pentavalente tetra coordinado han sido utilizados



ampliamente como compuestos bioldgicamente activos. Durante mucho tiempo
los compuestos fosforados analogos de acidos carboxilicos, donde el grupo
carboxilo ha sido remplazado por un grupo fosforilo, han llamado la atencion

para la preparacion de analogos isostéricos de diversos productos naturales. Por
ejemplo, los &cidos b-aminofosfonicos como isésteros de b-amino&cidos son
muy importantes y poseen diversas e interesantes propiedades bioldgicas y
bioquimicas al actuar como agentes antibacteriales, inhibidores enzimaticos,
haptenos para anticuerpos cataliticos e incluso agentes contra el virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) 8 (Figura 3).

2 0
o R—-P—OH
OH

Ac. Carboxilico  Ac. Fosfénico

R O R o
R'HN)\/U\OH R'HN)\/IB\OH
B-aminoacido Ac. B-aminofosfénico

Figura 3. Analogos isostéricos de fosforo



CAPITULO 2

2 ANTECEDENTES

En 2009, Siddigi y colaboradore9 sintetizaron dos complejos de estafio
(Figura 4) y evaluaron su actividad antitumoral contra tres tipos celulares de
cancer [cadncer de pulmoén (A-549), leucemia humana (HL-60) y leucemia de rata
(P388)] encontrando en todos los casos que los complejos de estafio son

igualmente o mas activos que el cisplatino (Tabla 1).

ZT

-o-diimina

W‘\/\V‘/

N
H

a-diimina= 2,2'-bipiridina [1], 1,10-fenantrolina [2]
Figura 4. Complejos de estafio (V) derivados de &cidos carboxilicos

% Inhibicion |

Leucemia Leucemia Cancer de
de Rata Humana Pulmoén
1 100 100 100
2 100 100 100
Cisplatino 84 100 37

Tabla 1. Actividad antitumoral de los complejos de Sn 1y 2 (104 M)

En 2009, Wiecek y colaboradore&’ desarrollaron los complejos de estafio

3, 4, y 5 a partir de la tiosemicarbazona (Figura 5). Estos compuestos fueron
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probados contra fibroblastos de ratén y cultivos celulares de carcinoma de
pulméon (A-549), cancer de vejiga (T24) y céancer de mama (MCF7);
encontrando que el compuesto 3 resulté ser el mas activo en contra de los
fibroblastos de ratdn; sin embargo no presenta una actividad mayor que el
cisplatino. Para el carcinoma de pulmon, el compuesto mas activo resulté ser el
4, mostrando una mayor actividad antineoplasica que el cisplatino. Para las
lineas celulares de cancer de vejiga y cancer de mama, el compuesto que mostro
actividad aun mejor que el cisplatino fue el 5. Es importante destaca que los

complejos de Sn resultan ser mas activos que los ligantes libresTabla 2).

0]
/ Hzpt
H-N N. O
H2NYN\NJ\’¢O 2 z TJ\«’?
S O —

s_| o ~d R= Me, Ph
/Sn\ s T N [4] [3]

Ph Ph R o) R

3] H H

Figura 5. Complejos de Sn y su ligante de origen.

 _ _Cemw

Fibroblasto de Carcinoma de Cancer de Cancer de
Raton Pulmon Vejiga Mama
H opt 34.7 - 18.2 160.4
3 0.88 7.2 0.43x16¢ 0.69
4 1.02 0.91 19.73 1.24
5 0.95 4.83 4,52 0.62
Cisplatino 0.69 1.53 41.66 7.99

Tabla 2. Actividad antineoplasica de los compuestos 3,4y 5.

Recientemente, en 2010, Gémez Ruiz y colaboradorées sintetizaron

complejos de estafio6 8 9 (Figura 6), derivados de ciclopentadienil, y evaluaron
7



su actividad citotoxica contra células de carcinoma de pulmén (A-549) y de
tiroides (8505C). En la Tabla 3 se puede observar que todos los complejos
resultaron ser mas activos en comparacion con el cisplatino, siendo mas efectivo

el compuesto 8 para ambas lineas celulares.

R= t-Bu, CMe,(CH,CH,CH=CH,) R=H, SiMe,
(6] (7] (8] [9]

Figura 6. Complejos de estafo derivados del ciclopentadienil.

IC 50 (MM)
Cancer de Carcinoma de
Tiroides Pulmén
6 0.103 0.079
7 0.110 0.108
8 0.085 0.038
9 0.343 0.384
Cisplatino 5 15

Tabla 3. Actividad antitumoral de los compuestos 699

Por otra parte en 2007, Geramsichuk y colaboradored$ desarrollaron
diversos complejos de estafio(Figura 7) y probaron su actividad co ntra células
de cancer de cérvix (HelLa) y colon (WiDr) encontrando que el compuesto 10
super6 al cisplatino para cancer de cérvix e igual6 su actividad para el caneer de

colon, siendo los dos restantes menos efectivos que el cisplatinoTabla 4).



Figura 7. Complejos de estafio derivados de Cianoximas.

% Actividad
- Céancer de Cérvix  Cancer de Colon
Cisplatino 7590 >90
10 >90 >90
11 2550 50-75
12 2550 75-90

Tabla 4. Actividad de los complejos contra lineas cancerigenas.

En lo que respecta a los ensayos biologicos realizados y siendo el objetivo
principal de este trabajo desarrollar farmacos antineoplésicos, se decidio utilizar
el ensayo de toxicidad contra Artemia salina. Su utilizacién se fundamenta
debido a la correlacidén entre A. salinay la linea cancerigena MCF7 (Cancer de

mama) encontrada por Badisa y colaboradores! (Tabla 5).

Dosis Letal Media

Piperidinil -DES  Pirrolidinil -DES  4-Hidroxi Tamoxifen
A. salina 3.2ng/mL 6 . ng/mL 3 .n§/mL
MCFE-7 8 . nB/mL 7 . nmy/mL 6 .ng/mL
Tabla 5. Comparacion de comportamiento entre A. Salinay MCF-7

El grupo de Badisa encontré una relacion en los resultados de sus
estudios realizados conA. salinay con MCF-7 al exponerlos a sus dos novedosos

compuestos y a un antineoplasico comercial utilizado como referencia. Ellos



reportan un diferencial de dos veces la toxicidad para el piperidinil, pero que

este fendmeno no se presenta para el pirrolidinil.

Este comportamiento fue consistente con otros reportes que ellos mismos

habian consultado.12 13

Altomare y colaboradores14 describen que el ensayo conA. salinaha sido
reportado por Logrieco!®y McLaughlin 16 como un ensayo preliminar adecuado

para la identificacion de substancias citotoxicas.

El grupo de Altomare prueba derivados de la Fusopirona (un metabolito
antifingico de Fusarium semitectuinen ensayos conA. salinay encuentran los

siguientes resultados (Tabla 6).

DL so (my/mL)

Derivado 1 21.9
Derivado 2 69.8
Derivado 3 30.1
Derivado 4 38.3
Derivado 5 43.1
Tabla 6. Resultados de dosis letal media de Altomare et al

Estos datos muestran las bajas magnitudes de concentracidbn que son
necesarias en la determinacion de la dosis letal media utilizando ensayos conA.
salinadando una ventaja mas al ser necesaria muy poca cantidad del compuesto

a probar.

Ademas de adecuado, el ensayo corA. salinaes considero rapido, sencillo

y econdémico. Es una de las alternativas para sustituir el uso de animales en
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estudios toxicologicos dadas las ventajas econdémicas (ahorro en costos que

implica el manejo de mamiferos) y bioéticas que involucran este tipo de ensayos.

La capacidad de mantener a estos invertebrados vivos en cualquier época del

afio y en condiciones de laboratorio es otra delas ventajas que ofrece este tipo

de ensayo. El ocam8r on dA sakng esmo@ga@sino ( br i n
marino simple, facil de reproducir y eclosionar en condiciones normales de un

laboratorio. Tiene un rango completo y efectivo para probar la to xicidad de

diversos compuestos. Asi que a través de la revision de la literatura, se puede

sugerir como uno de los mejores y rapidos ensayos biologicos y toxicoldgicos

para todos los laboratorios, especialmente aquellos que requieran del tamizaje

de farmacos, diversos compuestos o extractos naturales.’
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CAPITULO 3

3.1 Hipotesis
Los nuevos complejos de estafio IV derivados de a-amidofosfonatos

presentan actividad téxica contra A. Salina

3.2 Objetivo General
Sintetizar nuevos a-amidofosfonatos con sus respectivos complejos de

estafio y evaluar su actividad biolégica contra A. salina

3.3 Objetivos Especificos

U Sintetizar nuevos complejos organicos de estafio.

U Caracterizar los productos obtenidos mediante Resonancia Magnética
Nuclear (RMN 1H, 13C, 31p, 1195n) y Espectrometria de Masas de Alta
Resolucién (EMAR).

U Evaluar el efecto téxico in vivo de los a-amidofosfonatos y sus complejos

de estafio (IV) sobre Artemia salina.

12



CAPITULO 4
4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Informacion general

4.1.1 Métodos sintéticos

El material de vidrio, agitadores magnéticos, jeringas, canulas y agujas
gue se utilizaron para reacciones en condiciones anhidras se secaron en una
estufa a una temperatura de 120°C. Todas las materias primas y reactivos
empleados se adquirieron en Aldric h, Fluka y otros distribuidores de reactivos y

equipos para laboratorio.

Todos los experimentos que requirieron condiciones anhidras fueron
llevados a cabo en atmdsfera inerte de nitrégeno (N2) usando técnicas de
Schlenk en una linea dual denitrégeno/vaci o junto con una caja de guantes de
atmoésfera de argon (Ar). Los disolventes utilizados para estos experimentos
(tetrahidrofurano, hexano, diclorometano) se obtuvieron de una caja de

disolventes MBRAUN MB -SPS.
Los puntos de fusion se determinaron en equipos Mel-Temp.

Los espectros de RMN se obtuvieron con un espectrometro Varian
MERCURY 200 a 200MHz para'H , 81MHz para 31P y 50MHz para 13C, Varian
MERCURY 300 a 300MHz para'H , 121MHz para 3P y 75MHz para 13C, Varian

INOVA 400 a 400MHz para H y 100MHz para 13C. Los desplazamientos

13



qguimicos (d) se reportan en partes por millébn (ppm) respecto a la referencia
interna de tetrametilsilano (TMS) para H; las constantes de acoplamiento (J)
estan dadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales se denotaron ca las
siguientes abreviaturas: s para indicar una sefial simple, d para indicar una sefal
doble, dd para indicar una sefial doble de dobles, t para indicar una sefal triple,
dt para indicar un doble de triples, ¢ para indicar una sefal cuadruple, m para
indicar una sefial multiple, a para indicar una sefial ancha, Sistema AB,;
empleando en ocasiones combinaciones de ellas. El disolvente deuterado

empleado en las determinaciones fue CDCb.

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina,
empleando como fase estacionaria gel de silice y como revelador se utilizé luz
ultravioleta y vapores de iodo. La purificacion de los productos obtenidos de las
reacciones realizadas se llevé a cabo por cromatografia en columna utilizando
silica gel Merck 60 (230-400 mm). Los andlisis de masas de alta resolucion

(EMAR) se llevaron a cabo en un equipoJEOL MStation JIMS700.

4.1.2 Métodos bioldgicos

Para las pruebas in vivo utilizando Artemia salina se utilizaron una
incubadora casera de doble camara (una de ellas oscura), una lampara
convencional con una bombilla incandescente de 40 W y una bomba aireadora

para pecera.

El agua utilizada para preparar el medio salino fue obtenida de un

equipo Milli -Q y se utilizaron sal de mar y levadura comerciales.
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Las pruebas se realizaron en placas de 6 pozos para ensayos celulares. El
conteo de nauplios y las mediciones de los volimenes a utilizar se realizaron

con micropipetas de 200ni, 200-1000nL y 500-2500nL a simple vista.

4.2 Métodos sintéticos
A continuacion se presentan todos los procedimientos generales que se
siguieron para llegar a las diversas moléculas objetivo que fueron sintetizadas

en este estudio.

4.2.1 Obtencién de clorhidratos de ésteres metilicos

o) S)
socl R
R%OH —2 \‘)J\OMe
NH, MeOH NH,HCI

En un matraz redondo de 500mL provisto de un agitador magnético se
agreg6 1.0 Eq de(S)-fenilglicina o ( S)-fenilalanina y se adicionaron 150 mL de
metanol. El matraz se enfri6 en un bafio de hielo a 0°C y se adiciond lentamente
1.1 Eqde doruro de tionilo (SOCI 2) evitando contacto con partes metalicas. La
mezcla se dejo reaccionar por 20 horas a temperatura amiente. Transcurrido
este tiempo se evapad el disolvente hasta sequedad yal solido resultante se le
afiadieron 20 mL de éter etilico, se dejé en agitacion por 10- 15 minutos y

finalmente se filtr6 a vacio y se seco
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4.2.2 Obtencién de bromoamidas de ésteres metilicos

o)
0
R K,CO
\‘)J\OMe + Br\)kBr 28, \)k )}(OMS
NH,HCI CHZC"% :'20

En un matraz redondo de 500 mL provisto de un agitador magnético se
agrego 1.0 Eqde clorhidrato de éster metilico y se adicionaron 150 mL de una
mezcla 4:1 de diclorom etano:agua. A la solucion resultante se le adicionaron 2.5
Eq de carbonato de potasio y posteriormente se agreg61.1 Eq debromuro de
bromoacetilo gota a gota. La mezcla de reac@n se dejé en agitaciébndurante 20
horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se llevo a cabo la
separacionde la fase organica, lavandose tresveces la faseacuosa con acetato de
etilo (30 mL cada vez). La fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro, y

se evapor6 hasta sequedad

4.2.3 Obtenciéon de fosfonoamidas de ésteres metilicos

o o R
\)L /H(OMe _PORY (R'O)ZP\)J\N/'\H/OMe
H
0

110 °C

En un matraz redondo de 50 mL provisto de un agitador magnético, con
un condensador acoplado, seagreg6 1.0 Eqde bromoamida de éster metilico y
se le adicionaron 3.0 Eq detrialquilfosfita en ausencia de disolvente. El matraz
se sumergio en un bafo de aceite mineral a una temperatura de 110 £+ 5°Cy la
mezcla de reaccion se dejé eragitacion por 5 horas. Transcurrido este tiempo, el

matraz se montd en un sistema de destilacion a presién reducida a una

16



temperatura de 130 °C durante 5 horas para eliminar los compuestos volatiles

[((RO)sPy (R ©)P(O)Me].

4.2.4 Obtencion de fosfohidroxiamida s

o 0o R NaBH o o0 R
Il 4 I
(R'O)zP\)J\N)ﬁ(OMe — (R'O)ZP\)LN)\/OH
N THF/MeOH H

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un agitador magnético, con
un sistema de reflujo acoplado, se agreg6 1.0 Eq de fosfonamida de éster
metilico con 4.0 Eq de borohidruro de sodio; se adicionaron 30 mL de
tetrahid rofurano (THF) y se calenté a 65C por 15 minutos. Posteriormente, se
adicionaron 15 mL de metanol grado reactivo gota a gota y se dejé reaccionar en
agitacion y reflujo por 4 horas. Una vez consumada la reaccion, se acidifico con
HCI/MeOH al 20% hasta ya no observar precipitacion. La mezcla de reaccion se
filtr6 a vacio y luego se agregaron 10 mL de agua destilada. Se evaporaron los
componentes volatiles de la solucidn y se realizaron extracciones con acetato de
etilo (3x30 mL). La fase organica se secO ao sulfato de sodio anhidro y se
evapord hasta sequedad. Finalmente, se purificO por columna cromatografica

utilizando un sistema de elucion Acetato de etilo:Hexano:Metanol (5:4:1).
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4.2.5 Obtencién del acetato de fosfohidroxiamida

MeO)zP\)J\ OH &’ (MeO), \)J\ /[

CH,CI, / NaAc
2Lz O

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un agitador magnético, con
un sistema de reflujo acoplado, se agregd1.0 Eqde fosfohidroxiamida con 1.0
Eq de acetato de sodio; se adicionaron 40 mL de CHCI2y se calent6 a reflujo
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se le agregaron 2.0 Eq de

anhidrido acético y se dej6 en agitacion y calentamiento durante 4 horas.

Al finalizar el tiempo de reaccion, se agregaron 10 mL de agua destilada y
se realizaron extracciones conCH2Cl> (3x30 mL). La fase organica se sec6 con
sulfato de sodio anhidro y se evapor6 hasta sequedad. Finalmente, se purifico
por columna cromatografica utilizando un sistema de elucién Acetato de

etilo:Hexano:Metanol (5:4:1).

4.2.6 Obtencién de fosfofenilamidas

R R
0] o R4 R3 (0] 0 4 3
DCC/DMAP
EtO\H\)J\ + — EtO\H\)K
Eto/ OH H2N R2 CH20|2 Eto/ 'Tl R2
H o R

En un matraz redondo de 250 mL provisto de un agitador magnético y un
tapén, se agregé 1.0 Eqg de la anilina correspondiente con 1.1 Eq de &acido

dietilfosfoacético y se pusieron bajo atmdsfera de nitrégeno. Posteriormente en
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otro matraz redondo de 250 nlL se pesaon 1.0 Eqde diciclohexil carbodiimida

(DCC) y 0.2 Eg de 4dimetilaminopiridina (DMAP) , se colocaron bajoatmésfera
de nitrégeno, se disolvieron completamente en aproximadamente 30 mL de
CH2Cl> seco y se transfirieron via canula al primer matraz. La mezcla de
reaccion se puso enagitacion constante por 20 horas a temperatura ambiente,
manteniendo la atmosfera inerte. Pasado este tiempo la reaccion fue
monitoreada mediante cromatografia en capa fina con una fase movil de acetato
de etilo:hexano (7:3). Finalizada la reaccién se procedié a eliminar el sélido
blanco formado (diciclohexilurea, DCU) mediante precipitacion en frio y

filtracion a vacio lavando con AcOEt. Finalmente la solucion se llevo a sequedad
y se purificé por columna cromatografica utilizando un sistema de elucién

acetato de etilo:hexano (7:3)

4.2.7 Obtencion de complejos de estafio

Dentro de una caja seca en atmosfera de argén, se colocé 1.0 Eq de ligante
en un matraz de Schlenk provisto de un agitador magnético y se adiciond
dicloro metano como disolvente. Posteriormente se adicioné tertbutéxido de

potasio y se dejé en agitacion de 2 a 4 horas.

Transcurrido este tiempo se adiciond el reactivo organometalico en

cuestion y se dejo nuevamente en agitacion de 4 a 6 horas.

Luego de este tiempo se extrajo el matraz de la caja seca y se colocé en
una linea de nitrégeno/vacio para su manipulacion: adicion de disolvente,

evaporacion parcial o total y filtracion via canula.
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4.3 Meétodos bioldgicos
Inicialmente se llevo a cabo la incubacion y eclosion de los huevecillos de

Artemia salina

Para esto se prepar6 un medio adecuado para su crecimiento como se

describe a continuacion.

Para un litro de medio se pesaron 40 gramos de sal marina en grano y
0.006 gramos de levadura comercial. Se agregano de 950 a 990 mL de agua para
disolver la sal y suspender la levadura homogéneamente y se llevd esta mezcla a
un pH de 7.8 ajustando con HCI 1N y NaOH 1N. Posteriormente se afora a un

litro.

Se colocd medio suficiente en la incubadora (400 a 600 mL) hasteebasar

el nivel de la ventanilla que comunica la camara oscura con la expuesta a la luz.

Se agregaron 0.5 gramos de huevecillos de Asalinaen la camara oscura y
burbujeo aire suavemente para evitar la migracion de los huevecillos fuera de la
camara oscura. Se coloco la lampara a 30 cm de distancia por encima de la

incubadora y se mantuvo a 29-32 °C.

Después de 24 horas se recolectaron los nglios que migraron hacia la
camara expuesta a la luz y se colocaron en un recipiente traslicido con 35@100

mL de medio salino.

Luego de 24 horas mas, es decir, transcurridas 48 horas desde que se

pusieron en eclosion, se colocaron de 9 a 11 nauplios enada pocillo de una
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microplaca de 6 pozos, en un volumen conocido de medio, menor o igual a 4

mL, pues el volumen final fue de 5 mL.

Se prepararon 3 pozos para cada concentracion a probar, en este caso,
para los compuestos sintetizados se probaron 100, 50 25 ng/mL. El control de
viabilidad fue medio de cultivo. Como control positivo de muerte se utilizo

dicromato de potasio a concentraciones de 50, 25, 10 y fg/mL.

Segun los célculos de concentracion realizados, se agreg6 a cada pozo la
cantidad de medio total necesario para que al adicionar el volumen de la

dilucién de cada compuesto sumara 5000ni..

Se dejaron las placas conA. salina bajo la lampara por 24 horas y

finalmente se cont6 el nimero de organismos vivos y muertos.
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4.4 Seguridad en el laboratorio y disposicion de residuos
Para gestionar la disposicion de los residuos generados a lo largo del
trabajo de laboratorio, se segui6é el Reglamento Interno de Seguridad e Higiene

de la Facultad de Ciencias Quimicas, UANL, como se describe a continuacion:

Colector A: Soluciones salinas de pH 68,
sales, &cidos y bases orgéanicas.

Colector B: sélidos inorganicos, sales
inorganicas.

Colector C: Toxicos e inflamables, aminas,
disolventes organicos halogenados

Colector D: Toéxicos e inflamables, aminas,

disolventes organicos no halogenados.

Colector E orgénico: Muy toxico, cancerigeno,
organico.

Colector E inorganico: Muy  toxico,
cancerigeno, inorganico.

Colector F: Sales de metales preciosos.
Colector G: Combinaciones orgénicas sélidas.
Colector H: Oxidantes.

Colector de residuos de cianuro.
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CAPITULO 5
5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Parte sintética

5.1.1 Preparacion del clorhidrato del ( S-2-amino -2-fenilacetato de metilo

o) o)
©ﬁ* 00, ©ﬁ*
OH ———% > OMe
NH, MeOH NH,HCI
MP1 MO1

(MO1)

Siguiendo el procedimiento general se hicieron reaccionar 5.00 g (33.08
mmol) de (S)-fenilglicina [ MP1] con 4.33 g (2.65 mL, 36.39 mmol) de cloruro de

tionilo en 150 mL de metanol.

Al agregar el cloruro de tionilo se escuch¢6 fuertemente cada gota y hubo
desprendimiento de gases (HClgas). Conforme se agregaba mas cloruro de
tionilo, la suspensiéon del aminoacido se torné en una solucién. No se

observaron cambios de coloracion.

El producto final se obtuvo como un sélido blanco amorfo con un 99% de

rendimiento quimico, presentando un punto de fusion de 215 °C.

Este producto fue utilizado sin purificacion adicional.
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5.1.2 Preparacién del clorhidrato del ( S-2-amino-3-fenilpropanoato de

metilo (MO2)
o) o)
socl,
OH —— 2> OMe
NH, MeOH NH,HCI
MP2 MO2

Siguiendo el procedimiento general se hicieron reaccionar 5.00 g (30.27

mmol) de (S)-fenilalanina [ MP-2] con 3.96 g (2.43 mL, 33.29 mmol) de cloruro de

tionilo en 150 mL de metanol.

Para la sintesis de este producto se observo el mismo compodmiento
general que para MO1, obteniendo el producto final como un sélido blanco

amorfo con un 94% de rendimiento y presentando un punto de fusién de 140 °C.

Este producto fue utilizado sin purificacion adicional.
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5.1.3 Preparacién de (9-2-(2-bromoacetamido) -2-fenilacetato de metilo

(MO3)
0 0
[ l I  KeCO;
OMe =+ BrQLBr CH.CI HO QL
NH,HCI 2Clzitz
MO1 MP4

Siguiendo el procedimiento general se hicieron reaccionar 5.00 g (24.80
mmol) de MO 1 con 8.57 g (61.99 mmol) de carbonato de potasio y 5.51 g (2.38
mL, 27.27 mmol) de bromuro de bromoacetiio [MP4] en 150 mL de

diclorometano:agua 4:1.

El carbonato de potasio fue utilizado para liberar el clorhidrato y es por
esto que se observé un poco de efervescencia al principio de la reaccion. El
carbonato también se usé para capturar el acido bromhidrico producido en la
reaccion. Al agregar el bromuro de bromoacetilo se observé un ligero

desprendimiento de gases (HBrgas) y no se observaron cambios de coloracién.

Finalmente se obtuvo el producto como un sélido blanco amorfo con un

rendimiento quimico del 91% y un punto de fusion de 68 °C.
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Para la caracterizacion de este producto se llevd a cabo el analisis de
Resonancia Magnética Nuclear delH y se obtuvo un espectro (Figura 8) con

varias sefiales a diferentes desplazamientos quimicosd, ppm).

La primera sefial de interés es un singulete en 3.75 ppm que integra para
los tres protones del metoxilo. A 3.89 ppm se obseva un par de sistemas AB (J=
13.7 Hz) que pertenecen a los dos protones del metileno adyacente al atomo de
bromo. Posteriormente se encuentra una sefial doble a 5.54 ppmJ= 7.1 Hz) que
integra para el proton del metino adyacente al grupo fenilo. En la zona de 7.34 a
7.39 ppm est& la sefial multiple perteneciente a los cinco protones aromaticos y
finalmente en 7.48 ppm se observa un doblete § =5.6 Hz) del protén unido al

nitrégeno.
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En la siguiente ampliacion del espectro (Figura 9) se pueden apreciar de

mejor manera las sefiales anteriormente menabnadas.
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En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear del3C (Figura 10) se
aprecia inicialmente en 28.77 ppm la sefial correspondiente al metileno unido al
atomo de bromo, en 53.19 ppm se observa el metilo del éster y para el metino se

aprecia una sefial en 57.14¢pm.

Para los carbonos del anillo aromatico, se observa una sefial en 127.40
ppm para los metg 129.00 ppm en la posiciénpara 129.28 ppm los carbonosorto

y el ipso en 135.96 ppm.

Finalmente los carbonilos, en 165.15 ppm el de la amida y en 170.93 ppm

el del éster.
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5.1.4 Preparacion de (9-2-(2-bromoacetamido) -3-fenilpropanoato de

metilo (MO4)
i o K,CO "
ome + Br Il "= g OMe
NH HCI CH2C|2:H20 ”
2 4:1 o)
MO2 MP4 MO4

Siguiendo el procedimiento general se hicieron reaccionar 5.00 g (23.18
mmol) de MO2 con 8.01 g (57.96 mmol) de carbonato de potasio y 5.15 g (2.22
mL, 25.50 mmol) de bromuro de bromoacetiio [MP4] en 150 mL de

diclorometano:agua 4:1.

De igual manera que para el producto MO 3, el carbonato de potasio se
agrego con la finalidad de liberar el clorhidrato y capturar las moléculas de HBr

formadas a lo largo de la reaccion.

Este producto gener6é un rendimiento quimico del 89% y un punto de

fusion de 82 °C.

Para la caracterizacién de este producto se llevé a cabo el andlisis de
Resonancia Magnética Nuclear de IH. En el espectro Figura 11) se pueden

destacar diversas sefales.
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Inicialmente se encuentran dos dobles de dobles a un desplazamiento de
3.12 y 3.18 ppm respectivamente § = 13.9 Hz, 6.0 Hz y 13.9 Hz, 5.7 Hz)
representando cada uno a un protdn del metileno del bencilo. Una sefial simple
en 3.74 ppm para los tres protones &l grupo metoxi. Se pueden observar, como
en el compuesto MO 3, los sistemas AB en 3.82 y 3.86 ppmJ =13.6 Hz y 13.7
Hz) que integran cada uno para un proton del metileno adyacente al &tomo de

bromo.

Para el protén del metino que soporta el grupo bencilo se puede observar
un doble de triples en 4.85 ppm (J =7.9 Hz, 5.8 Hz). Posteriormente figura una
sefal doble en 6.86 ppm ( =5.4 Hz) que integra para un protén, el perteneciente
al nitrégeno. Finalmente estd la sefial multiple que integra para los cinco

protones aromaticos en la zona de 7.24 a 7.33 ppm.
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