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ASH alblmina del suero humana
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ABSTRACT

Selenium is an essential chemical element. However, is toxic at slightly high concentrations
required for the health. Selenium is incorporated into proteins as selenocysteine, the 21% amino
acid. Selenoproteins are found in bacteria and eukaryotes. The biochemical and physiochemical
properties of the selenium make the selenocysteine, a molecule with special characteristics of
oxidation-reduction and its uses as an antioxidant. As an oxidation-reduction agent reduces
reactive oxygen metabolites using glutathione peroxidases, that is, helps to maintain the
membrane integrity by reducing the oxidation damage of lipids, lipoproteins, and DNA.
Selenium has relevance in both the structural and enzymatic chemistry. Furthermore, selenium
plays an important role in the endocrine processes, such as those implied in the synthesis of
thyroid hormone and its metabolism.

Selenium is necessary for the appropriate operation of the immune system, it plays an important
role in viral suppression and in the AIDS and it is implied in the delay of the aging process. Its
deficiency has been linked to several disorders like cardiac illness, diabetes, and illnesses of the
liver, and it is required in the mobility of the sperm and it can reduce the spontaneous abortion
risk. Selenium supplementation has recently moved from the realm of correcting nutritional
deficiencies to one of pharmacological intervention, especially in the clinical domain of cancer
chemoprevention.

During the last few years, a tremendous effort has been directed toward the synthesis of stable
organoselenium compounds that could be used as antioxidants, enzyme modulators, antitumor,
antimicrobial, antihypertensive agents and antiviral.

The main objective of this work is the synthesis of novel organoselenium compounds starting
from elementary selenium using rongalite (Sodium formaldehydesulfoxylate dihydrate) in
sodium hydroxide presence for the diselenide (Na,Se;), for the later diselenides formation
starting from a diazonium solution of the o, p-aminobenzoic, p-aminophenylacetic and p-amino-
2-phenylpropionic acids. As well as the use of potassium selenocyanate of (KSeCN) with the
diazonium solution, for the formation of derivates that with the appropriate reducer agent and a
alkyl halide to obtain the selenides.

It is worth to mention that the synthesis of novel organoselenides and organodiselenides

compounds has been the result of an extensive theoretical study on the molecular recognition



between the transport protein in blood stream, human serum albumin and these compounds due
to the lack of knowledge about their molecular receptor in which these compounds act.
They are also carried out biological tests in rats Wistar of six compounds as possible anti-

inflammatory with regard to the indometacine.



RESUMEN

El selenio es un elemento quimico esencial. Es, sin embargo, téxico en concentraciones
ligeramente altas requeridas para la salud. El selenio es incorporado en las proteinas como
selenocisteina, el aminoacido 21. Las selenoproteinas son encontradas en bacterias y eucariontes.
Las propiedades bioguimicas y fisicoquimicas del selenio hacen de la selenocisteina, una
molécula con caracteristicas Unicas de oxidorreduccion y su uso como antioxidante. Su funcion
es la reduccién del oxigeno reactivo producido por metabolitos mediante la accion de las
glutation peroxidasas, manteniendo la integridad de la membrana, esto es, reduce el dafio
oxidativo de los lipidos, lipoproteinas, y ADN. El selenio tiene importancia en la quimica
estructural y enzimatica ya que influye en los procesos endocrinos, tales como los implicados en
la sintesis de la hormona de tiroides y su metabolismo.

El Se es necesario para el funcionamiento apropiado del sistema inmunoldgico ya que tiene una
funcién de supresion viral en enfermedades como el SIDA vy estd implicado en el proceso de
retraso en el envejecimiento. Su deficiencia ha sido relacionada con varios desordenes tales como
la enfermedad cardiaca, la diabetes, en las enfermedades del higado, y se requiere en la movilidad
del esperma y puede reducir el riesgo de aborto espontaneo. La suplemento de Se ha dejado de
ser un factor correctivo en las deficiencias nutricionales para convertirse en un agente quimo-
preventivo en varios tipos de cancer.

Durante los ultimos afios, un esfuerzo tremendo ha sido dirigido hacia la sintesis de compuestos
de organoselenidos estables que podrian ser usados como antioxidantes, moduladores de enzima,
antitumores, antimicrobianos, agentes antihipertensivos y antivirales.

El objetivo principal del presente trabajo es la sintesis de compuestos organoselenidos novedosos
analogos de anti-inflamatorios no esteroidales. La sintesis de estos compuestos se hace a partir de
selenio elemental utilizando rongalita (formaldehido sulfoxilato di-hidrato de sodio) en presencia
de hidroxido de sodio para obtener el diselenido, Na,Se,. Este compuesto se hace reaccionar con
los diazonio de los &cidos o, p-aminobenzoico, p-aminofenilacético y p-amino-2-fenilpropionico
en solucién obteniéndose los correspondientes compuestos p-organodiselenidos. Para la
preparacion de los organoselenidos se utilizé los derivados de diazonio y el selenocianato de
potasio en solucion, en presencia del adecuado reductor y un haluro de alquilo.

Cabe mencionar que la seleccion de los compuestos organoselenidos y organodiselenidos
novedosos ha sido el resultado de los estudios de reconocimiento molecular tedrico entre estos

Vv



compuestos y la proteina de transporte (albimina) en la corriente sanguinea del humano, ya que
se desconoce el sitio(s) receptor(es) en donde actian estos compuestos.
También fueron llevadas a cabo pruebas bioldgicas en ratas Wistar de seis compuestos como

posibles anti-inflamatorios con respecto a la indometacina.
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INTRODUCCION

El selenio fue descubierto por Berzelius en 1818 y pertenece a la familia de los calcogenos, grupo
VI A de la Tabla Periddica de los elementos donde incluyen al oxigeno, azufre, selenio, telurio y
polonio.

Se ha demostrado que el selenio es un elemento traza esencial, sin cuya participacion en los
procesos bioldgicos no podriamos sobrevivir. Sin embargo, es un elemento quimico téxico. Los
estados de oxidacion del selenio y del azufre son iguales permitiendo que estos elementos formen
compuestos organicos e inorganicos anadlogos. Asi, existen muchos compuestos en la naturaleza
con total analogia a los de azufre, por ejemplo selenocisteina y cisteina; selenometionina y
metionina; selenito de sodio Na;SeO3y sulfito de sodio Na,SOg; y selenato de sodio Na,SeO,4 con
sulfato de sodio Na,SO,. Sin embargo, los enlaces C-Se y Se-Se son menos fuertes que los de C-
SyS-S.

Por otro lado, los compuestos organicos de selenio con respecto a los de oxigeno tiene diferencias
mas pronunciadas debido a que este Gltimo presenta una alta electronegatividad, baja
polarizabilidad, fuertes enlaces con el carbono y carencia de los orbitales “d”. Como se
menciono anteriormente, el azufre y el selenio, tienen propiedades quimicas y fisicas semejantes
tanto en sus formas elementales como en muchos de sus compuestos. Sin embargo, estos
elementos no se pueden sustituir mutuamente in vivo. Esto puede deberse a su diferente
comportamiento redox de sus estados de oxidacién mas importantes. Asi, en el SOz # el azufre
IV tiende a oxidarse a VI y en el SeO4* el selenio VI tiende a reducirse a IV. Este
comportamiento quimico se observa en los seres vivos, en los que los compuestos del azufre
tienden a oxidarse y los del selenio a reducirse.

A pesar que los oxiacidos de ambos elementos tienen estructuras y fuerzas acidas similares, el
sulfuro de hidrégeno H,S, es un acido mucho mas débil que el seleniuro de hidrégeno H,Se. La
diferencia es muy importante en el comportamiento bioldgico de los grupos —-SH y —SeH
presentes en los residuos de aminoacidos y en las proteinas. Asi los valores del pK reportados
para —SH es 8.25y del —SeH es 5.25, a pH fisioldgico el grupo -SH de la cisteina y otros tioles
se encuentran esencialmente protonados, mientras el -SeH de la selenocisteina y otros selenoles

se encuentran en forma disociada (Baran, 1995).



Recientes avances en el area de quimica de organoselenidos han conducido a diferentes
aplicaciones relevantes de los compuestos de selenio en la sintesis organica moderna (Pattai S.,
1987; Black T. G., 1994; Paulmier, 1986; Back T. G., 1999), en la bioquimica (Burk R. F., 1994),
gen la fotografia (‘YYamashita y colaboradores 1994), como precursores de materiales quimicos de
metales en deposicion de vapor en semiconductores (Bochmann M., 1996) y en la quimica de
coordinacion (Hope y colaboradores, 1993).

En el libro los viajes de Marco Polo (siglo XIII), se describe una enfermedad que afectaba a los
animales de carga al pastar en ciertas regiones desérticas de China, como consecuencia de la
ingestion de plantas venenosas. Sintomas identicos se describen en el siglo X1X en reportes de la
caballeria Norteamericana durante la conquista del Oeste Americano. Hoy se sabe que ciertas
plantas de la especie Astragalus incorporan selenio en lugar del azufre (Baran, 1995).

A partir de la segunda mitad del siglo XX se reunieron suficientes evidencias para demostrar que
el selenio es un micronutriente. Schwarz y Foltz lo identificaron como elemento quimico esencial
en bacterias, mamiferos y aves (Schwarz y colaboradores, 1957), reconociéndose diversas
enfermedades y desordenes fisioldgicos asociados con su deficiencia. Como la enfermedad de
Keshan, una cardiomiopatia que afecta principalmente a los nifios y que frecuentemente lleva a la
muerte. El mal de Kashin y Beck que ocasiona desordenes en el desarrollo 6seo, deformando
articulaciones y debilitamiento muscular. Estas han sido controladas mediante el suplemento de
selenio (Alfthan y colaboradores, 2000; Levander, 1987; Ulrik, 1995; Wang, 1995).
Recientemente se ha investigado que la alimentacion con Brocoli (vegetal que contiene selenio)
protege a ratas del cancer de colon (Finley y colaboradores, 2000). También se ha mostrado que
el selenio en forma de selenometionina induce una respuesta de reparar el DNA en fibroblastos
de humano normal in vitro y protege a las células de dafio del DNA (Seo y colaboradores, 2002).
Otro estudio muestra las propiedades de la selenometionina en la quimoprevencién del cancer
donde esta puede activar la proteina supresora del tumor p53 proponiéndose un mecanismo
redox. Estas respuestas fueron determinadas en fibroblastos de embrion de ratén (Seo y
colaboradores, 2002; Gudkov, 2002).

El selenio es esencial para las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GSH-Px) y
fosfolipido hidroperdéxido glutation perdxidasa (PLGSH-Px) (Ulrik, 1995), asi como para las
enzimas del tipo | yodotironina 5’-deiodinasa (ID-1) (Arthur y colaboradores, 1990). La GSH-Px

es uno de los constituyentes del sistema de defensa celular antioxidante localizado en la
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mitocondria y el citoplasma. La enzima actua reduciendo hidroperoxidos organicos en alcoholes
y peroxido de hidrégeno en agua. Debido a la funcién antioxidante de la GSH-Px, el selenio
puede influenciar en el proceso de la inflamacion producido por la artritis reumatoide en donde se
ha encontrado en concentraciones bajas en el suero o plasma en estos pacientes (Ulrik, 1995). Las
células involucradas en procesos inflamatorios cronicos incluyen sinoviocitos, linfocitos,
monocitos, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares. Se propone que los leucocitos se
relacionan con el liquido sinovial y su funcién es fagocitar y digerir los materiales. Estos
estimulan la liberacién de proteinasas lisosomales, las cuales digieren el coldgeno y activan otros
mediadores biol6gicamente activos. Ademas, existe la liberacion de radicales libres de oxigeno
que directamente causan dafio celular. Asimismo, se presenta la oxidacion del &cido araquidonico
el cual produce preinflamacion via ciclooxigenasa y lipo-oxigenasa. Los farmacos anti-
inflamatorios no esteroidales NSAIDs (de las siglas en inglés Non-Steroidal Antiflammatory
Drugs), ejercen su efecto en la inhibicion de la produccion de prostaglandinas ya que junto con
los glucocorticoides son potentes mediadores de la inflamacion. Los NSAIDs inactivan a la
ciclooxigenasa (Ulrik, 1995), (COX, proteina de membrana). Esta enzima cataliza la primera
etapa del metabolismo del acido araquiddnico dirigido hacia la sintesis de prostaglandinas. Se
han descrito en la literatura tres diferentes ciclooxigenasas (COX-1, COX-2 y COX3). La COX-1
se encuentra en la mayoria de los tejidos y es responsable de la produccién fisiolégica de
prostaglandinas. La COX-2, la cual es inducida por mitdgenos y endotoxinas en células
inflamadas y es responsable de la elevada produccion de prostaglandinas durante la inflamacion
(Ravi y colaboradores, 1996). COX-3 (una variante de la COX-1) es expresada en corteza
cerebral y corazdén en humanos. En caninos se encuentra en corteza cerebral y en menores
cantidades en otros tejidos, sin embargo esta ciclooxigenasa es expresada mas eficientemente en
células de insectos como una proteina unida a la membrana. La comparacién de COX-3 canina
con COX-1 y COX-2 demostr6 que esta enzima es inhibida selectivamente por farmacos
analgésicos/antipiréticos como el acetaminofen, fenacetina, antipirina y dipirona, Yy
potencialmente inhibida por farmacos anti-inflamatorios (Chandrasekharan y colaboradores,
2002; Warner y colaboradores, 2002).

La COX-1 juega un papel protector en el recubrimiento estomacal y regula plaquetas en sangre.
La proteina COX-2 esta involucrada en la iniciacion del dolor y la inflamacion en respuesta a la

lesion. Los farmacos como el &cido 4-isobutil-a-metilfenilacético (ibuprofen) y el acido
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acetilsalicilico bloquean tanto COX-1 como COX-2 reduciendo el dolor, sin embargo producen
efectos colaterales como las lesiones gastricas (Gorman, July 1998). Los NSAIDs actuan en el
sitio activo de la ciclooxigenasa y muchos de ellos inhiben tanto COX-1 como COX-2 con poca
especificidad llevando a serios efectos tales como lesiones gastricas y toxicidad renal. Sin
embargo han sido identificados inhibidores selectivos de COX-2 que muestran potente actividad
anti-inflamatoria in vitro ( Fitaki y colaboradores, 1994), e in vivo con minimos efectos gastricos,
como son el furbiprofen (1), indometacina (2) y el SR-558 (3), figura 1. Se ha propuesto el
mecanismo de accién de varios NSAIDs basados en los estudios cristalograficos de las
estructuras cristalinas de los complejos de COX-2 y NSAIDs a una resolucion molecular de 2.5A
(Ravi y colaboradores, 1996). Estos estudios han permitido visualizar el modo de interaccion del
farmaco con su sitio receptor y conocer en detalle los aspectos energéticos y estructurales en

estos sistemas moleculares.
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Figura 1

Asimismo, se hizo el estudio de la relacion estructura-actividad del compuesto 2-
acetoxifenilhept-2-inil sulfuro (4), figura 2, el cual inactiva selectivamente a COX-2 por

acetilacion del residuo serina-516 (Kalgutkar y colaboradores, 1998).
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Como se puede apreciar, el papel del selenio en la bioquimica y la farmacologia presenta especial

interés dentro del area de la salud publica, por lo que se decidid trabajar en esta area de

investigacion.



1. ANTECEDENTES.

La artritis reumatoide frecuentemente tiene un curso caprichoso. Iniciando con desarrollo gradual
de poli artritis simétrica de la coyuntura en las manos y pies, aunque otros pacientes desarrollan
la artritis en una 0 mas articulaciones grandes, junto con fiebre, fatiga y pérdida de peso (figuras

3y4)

Figura 3 Figura 4

Los pacientes son tratados inicialmente con terapia fisica y farmacos anti-inflamatorios no
esteriodales. El uso de los corticoesteriodes han declinado debido a su toxicidad a periodos de
tiempo prolongado y generalmente los pacientes se hacen insensibles.

De los farmacos NSAIDs tenemos los de la familia del acido salicilico (5), la salicilamida (6) y el

acido acetilsalicilico 7, usado como analgésico, figura 5.
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Figura 5

Es importante mencionar que el compuesto (5) no es usado como tal sino mas bien como sus
derivados (6) y (7). Cabe mencionar que el acetilsalicilato de lisina y el &cido acetilsalicilico-
glicerol fosfato sodico, causan menos dafios al organismo que el &cido acetilsalicilico
(Korolkovas, 1998).

Los derivados del &cido propidnico presentan ventajas sobre los del salicilico ya que producen
menos lesiones gastricas, son mas tolerados y estan aprobados para el tratamiento sintomatico de
la artritis reumatoide, osteoartritis, artritis gotosa aguda. Otros compuestos tales como el
naproxeno (8), ibuprofeno (9), fenoprofeno (10) y ketoprofeno (11) (Gooman y colaboradores,

1991; Doyma, 1989), son utilizados como anti-inflamatorios, figura 6.
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Varios compuestos organoselenidos que tienen enlaces selenio-nitrogeno han sido sintetizados y
han mostrado que mimetizan la funcién bioquimica del sitio activo de la glutation peroxidasa
(reducen hidroperdxidos), dentro de estos compuestos se encuentra el Ebselen, 2-fenil-1,2-
benzoisoselenazol-3-(2H)-ona (12), un compuesto heterociclico con propiedades anti-
inflamatorias, anti-arterosclerético y citoprotectivo. (Sies y colaboradores, 1997; Muller y
colaboradores, 1984; Wendell y colaboradores, 1984; Parnham y colaboradores, 1984; Engman y
colaboradores, 1989). Es interesante mencionar que el Ebselen tiene actividad farmacoldgica
mientras que su analogo de azufre (13), no la tiene, figura 7. EI compuesto Ebselen ya se puede

adquirir comercialmente.

o oo

12 13
Figura7

Se han sintetizado otros compuestos analogos al Ebselen (12) como la selenenamida ciclica
(derivada del alcanfor) (14), [2-[(N,N-dimetilamino)metilfenil seleno]benceno] (15) y [2-
(pirrolidin-1-ilmetil)fenilseleno]benceno (16), figura 8, que mimetizan la funcién bioquimica del
sitio activo de la glutatién peroxidasa (reducen hidroperéxidos) (Back y colaboradores, 1997;

Wilson y colaboradores, 1989).
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Los avances en el conocimiento de la relacion entre la estructura molecular de las
macromoléculas bioldgicas (proteinas y acidos nucleicos) y la actividad biol6gica han propiciado
cambios fundamentales en los métodos usados en investigacion moderna de farmacos. Las
técnicas de biologia molecular identifican la disfuncién del receptor o fallas en la regulacion
como posibles causas de una enfermedad. Asimismo, las técnicas modernas de aislamiento y de
purificacién de proteinas permiten obtener estas macromoléculas con alta pureza y en cantidades
suficientes para llevar a cabo la determinacion de la estructura tridimensional, empleando las
técnicas de difraccion de rayos X, de resonancia magnética nuclear, espectrometria de masas y de
microscopia crio-electronica. La informacion de la estructura tridimensional de las
macromoléculas biolégicas en conjunto con técnicas de modelado molecular es aplicada para
identificar los sitios receptores y entender el modo de interaccion de receptor-ligante.

El reconocimiento molecular en el sistema proteina-ligante depende de la union especifica del
ligante de bajo peso molecular con la proteina “clave” (Lehn, 1988). En los sistemas bioldgicos,
las interacciones macromolécula-ligante reciben especial interés en las transformaciones
enzimaticas, en el transporte de sustancias y en la transduccion de sefiales. Estas interacciones
son generalmente de caracter no-covalente y las constantes de unién Ki determinadas
experimentalmente tiene valores entre 0.1 a 10° M, lo que corresponde a un valor de energia
libre entre 10 a 80 KJ/mol determinadas en medio acuoso (Andrews y colaboradores, 1984).

Las herramientas modernas de computo y paquetes de programas especializados permiten llevar a
cabo el estudio de las interacciones complejas que existen en el sistema macromolecular de
proteina-ligante produciendo informacion esencial para el disefio de nuevos farmacos (Bohm y
colaboradores, 1996). Por ejemplo en el disefio de anticoagulantes empleandola trombina (Mark
y colaboradores, 1995), de un agente antiviral empleando la neuromidasa (von Itzstein y
colaboradores, 1993), de un agente anti-cancer empleando la timidilato sintasa (Varney y
colaboradores, 1995), de un agente anti-inflamatorio con la fosfolipasa A-2 (Schevitz y
colaboradores, 1995), y en el tratamiento de la diabetes empleando la glicégeno fosforilasa
(Watson y colaboradores, 1994).

Cabe mencionar que se han aplicado las técnicas de simulacion por computadora en el estudio de
la interaccion de dos farmacos anti-inflamatorios no esteroidales, el indoprofeno y el NS398 con
las enzimas ciclooxigenasa COX-1y COX-2 en la que se investigd la flexibilidad conformacional

de estos empleando la técnica de templado molecular o Simulated Annealing Molecular
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Dynamics, SAMD. EI acoplamiento molecular o docking de la ciclooxigenasa y los ligantes,
empleando el programa IMF1. La minimizacion energética se llevd a cabo por métodos de
mecanica y dinamica molecular. Las trayectorias del proceso de mecanica y dinamica molecular
fueron analizadas por paquetes de computo como AMBER 5.0, MOLMOL, P-CURVES 3.0,
ANALMD, ANALP1, donde observaron perturbaciones en la estructura molecular de COX-1y
COX-2 debidos a la presencia de estos anti-inflamatorios (Kothekar y colaboradores, 1999;
Kothekar y colaboradores, 1999; Sahi y colaboradores, 2000; Kothekar y colaboradores, 2001).
Estudios de mecanica y dindmica molecular en el sistema macromolecular de la ciclooxigenasa y
péptidos que mimetizan la inhibicidn selectiva de COX-2 se han llevado a cabo con éxito
produciendo un inhibidor selectivo para esta enzima (Kothekar y colaboradores, 2002; Kothekar
y colaboradores, 2002).

La albumina de suero humano (ASH) es la proteina mas abundante en la sangre encontrandose en
una concentracion de 0.63 mM. Consiste de 585 residuos de aminoacidos con un peso molecular
de 65 Kda y estructuralmente esta constituida por tres dominios helicoidales obteniendose la
forma de corazon. Su funcion bioguimica es el mantenimiento de la presion osmética y el
transporte de sustancias como la bilirrubina, aminoacidos, acidos grasos, farmacos y iones
metalicos (Curry y colaboradores, 1998,; Bhattacharya y colaboradores, 2000).

La figura 9 muestra la ASH. La estructura secundaria esta representada por listones de color
amarillo. Asimismo, se muestran los dos sitios (I y 1) de union de diferentes ligantes en la

proteina.
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Figura 9. Muestra los sitios | y 11 de unién de ligantes en la ASH.
La figura 10 muestra la posicion del propofol (anestésico, 2,6-diisopropilfenol) en el sitio PR1
que corresponde al sitio 1l de union del &cido acetilsalicilico. Asimismo, se presenta una

descripcion en detalle de las interacciones moleculares que fijan este ligante en el sitio Il

(Bhattacharya y colaboradores, 2000).
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Figura 10. Muestra el sitio Il de la ASH con el propofol.
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El estudio de los aspectos estructurales y energéticos en el reconocimiento molecular entre la
albumina de suero humano y organoselenidos permitira tener una vision tridimensional de modo
de interaccién de ASH con los diferentes compuestos de selenio anadlogos de anti-inflamatorios
no esteroidales.

Para los estudios de reconocimiento molecular se empled el programa QUANTA (Accelrys). El
programa permite analizar y visualizar el sistema proteina-ligante a nivel molecular. Asimismo,
nos permite determinar la conformacion méas estable en términos de la energia minima del
sistema de ASH y organoselenidos.

Para esto se aplican dos clases de procedimientos:

1.- Técnicas de disminucién de energia (steepest descent, conjugate gradient and Powell). Aqui
la energia del sistema es calculada numéricamente a partir de la primera derivada de la funcion de
energia hasta alcanzar el minimo de esta funcién.

2.- Se emplea la segunda derivada de la funcion de energia y el procedimiento se conocen con el
nombre de algoritmos de Newton-Raphson. La segunda derivada de la funcion de energia
identifica la direccién y lugar en donde la funcion adquiere su valor minimo.

Los sistemas gréaficos facilitan la visualizacion tridimensional del complejo molecular. Una vez
determinados las contribuciones conformacionales y energéticas del sistema proteina-ligante se
puede inferir en el mecanismo de reconocimiento molecular (QUANTA Package, Accelrys).
Estos estudios permiten dilucidar los sitios de reconocimiento y de transporte de ligantes en la
albumina de suero humano que posteriormente seran apoyados con evidencias experimentales en
el laboratorio.

Los modelos teoricos tienen las siguientes caracteristicas:

a) Por si mismos pueden poseer capacidad predictiva para la sintesis de nuevos
compuestos con caracteristicas especiales en su configuracion y conformacion
molecular.

b) Al colectar nuevos datos experimentales en combinacion con la simulacion de
modelos moleculares, estos pueden ser refinados para posteriormente predecir la
actividad bioldgica de los ligantes.

También se utilizo el programa GRASP (Nicholls y colaboradores, 1991) que calcula y visualiza
el potencial electrostatico en la superficie de la macromolécula, las cavidades y los momentos de

dipolo de la proteina.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo del trabajo es investigar las condiciones de reaccion para la sintesis de compuestos
organoselenidos y organodiselenidos derivados del acido benzdico y de la benzamida, asi como

la evaluacion de la propiedad anti-inflamatoria de algunos compuestos seleccionados.
Objetivos especificos

1. Sintetizar los derivados diselenidos de los 4&cidos: 2-amino, 4-amino, 5-amino-2-
hidroxibenzoico, 4-aminofenilacetico, (4-aminofenil)-2-propionico, y el derivado del cloruro

de benzoilo.

2. Sintetizar los derivados selenidos de la hidrolisis de diselenidos en orto y para benzoicos y de

los para y meta selenocianatobenzoicos.

3. Evaluar la actividad anti-inflamatoria empleando la técnica del granuloma inducido por bolitas
de algoddn, con algunos de los derivados de selenidos sintetizados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resumen de compuestos sintetizados
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Tabla 1. Lista de compuestos sintetizados.

Compuesto Nombre Formula Compuesto Nombre Formula
19 Acido 2-(2-metilalilsele- 0 22 Acido 2-(2-hidroxietil 0
nil)benzoico. selenil)benzoico.
OH OH
Se Se

(_on

20 Acido  2-(alilselenil)- 0 23 Acido 2-(carboximetil 0
benzoico. selenil)benzoico.
OH OH
Se Se
H H(OH
| ;
21 Acido 2-( prop-2- 0 24 Acido 2-(bencilsele- 0
inilselenil)benzoico. nil)benzoico.
OH OH
Se Se
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Tabla 2. Lista de compuestos sintetizados.

Compuesto Nombre Formula Compuesto Nombre Formula
O
25 Acido 2-(fenacil 31 Acido 4-(2-metil OxOH
selenil)benzoico. OH alilselenil)benzoico.
O
0 Se\/g
o
26 Acido 2-(4’-bromo 32 Acido 4-(4’-metil OxOH
fenacilselenil)ben- OH bencilselenil)ben
Z0ico. Br Z0ico.
Se
0 Se\/©/
30 Acido 4-(prop-2- OxOH 33 Acido 4-(4’nitrobencil OH

inilselenil)benzoico.

selenil)benzoico.
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Tabla 3. Lista de compuestos sintetizados.

Compuesto Nombre Formula Compuesto Nombre Formula
I I
36 4-(2’-metilalilselenil)- N- O N~ q 39 4-(bencilselenil)-N-me- O N~ H
metilbenzamida. tilbenzamida.
37 4-(alilselenil)- N- | 40 4-(4’-metilbencilselenil) |
metilbenzamida. O N~ . -N-metilbanzamida. ‘'~ Mg
Se \/\ Se \/©/
I
38 4-(prop-2-inilselenil)-N- | 41 4-(4-nitrobencilselenil)- N H
metilbenzamida. '~ Vg N-metilbenzamida.
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Tabla 4. Lista de compuestos sintetizados.

Compuesto Nombre Formula Compuesto Nombre Formula
O
43 Acido 3-(2-metilalilsele % OH 51 Acido 4,4’-diselenobis
nil)benzoico. -(2-fenilpropidnico). OH
Y
Se—)-2
46 4,4’-dihidroxi-3,3’-dicar 53 Dibenzoildiselenido.
boxidifenil diselenido. OxOH 0
OH Se
|
Se
—2686 i
48 Acido 4,4’-diseleno- 0
bisfenilacético.
OH
Se—)-2
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3.2 Sintesis de derivados del 2,2’-carboxidifenil diselenido (18)

La sintesis del 2,2’-carboxidifenil diselenido (18), se llevo a cabo utilizando como materia
prima el acido 2-aminobenzoico (4cido antranilico), el cual se hizo reaccionar en medio dcido con
nitrito de sodio, reaccion de diazoacion tipo Sandmeyer. A la disolucion anterior se le agregd di-
seleniuro de sodio en solucion. Esta solucion fue preparada con selenio y borohidruro de sodio
segun el procedimiento descrito en la literatura por Klayman y colaboradores, 1973. Se obtuvo un
precipitado abundante de selenio rojo por lo que se precedid a preparar por otra metodologia otra
solucioén de di-seleniuro usando como reductor rongalita (formaldehido sulfoxilato de sodio di-
hidratado) en hidréxido de sodio (Ruwet y colaboradores, 1966). La reaccion se muestra en el

esquema 1.

OH
oH  1)HCl/NaNO,/0-5°C

’

2) NaSeSeNa / NaOH Sy

NH,
17 18

Esquema 1

El producto deseado 18 se obtuvo como un so6lido café con un rendimiento del 88 % y punto de
fusion de 290-292 °C (lit 292-293 °C).

El organodiselenido se hizo reaccionar con diferentes reductores y posteriormente se adiciono el
halogenuro de alquilo. El proceso requirié que el 2,2°-carboxidifenil diselenido (18) reaccionara
en medio bésico utilizando NaOH, Na,CO3 y ditionito de sodio para la reduccion. Se ajusto el pH
entre 9 y 10, y se agreg6 el 3-cloro-2-metilpropeno dejando reaccionar una hora. Después se le
agrego HCI diluido hasta pH acido para precipitar el producto y se filtro. Se hizo cromatografia
por columna para purificar el producto que no fue satisfactoria. Se hicieron otros ensayos como
hacer reaccionar el organodiselenido en presencia del acido hipofosforoso, como agente reductor
(Wolfgang y colaboradores, 1966; Demaitre y colaboradores, 1979), ya sea en medio acuoso o
etanolico y a reflujo. Después se enfrio la solucion y se ajustd el pH entre 9 y 10 con NaOH
diluido y por ultimo se adiciond el haluro. Se dejo reaccionar por varias horas. Se le agregdé HCI

diluido y se filtr6. También los resultados no fueron satisfactorios.
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Los mejores resultados se obtuvieron utilizando el borohidruro de sodio como agente reductor,

para llevar a cabo la hidrdlisis del diselenido, esquema 2.

;=0 Cl

i 0
| N OH OH
F N o /1\2'/OH
23 y‘\ﬁ'/OH 22
0
Esquema 2

En la tabla 5 se muestran las sefiales de resonancia magnética nuclear de hidrogeno de los

derivados del 2-alquilselenilbenzdico.
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Tabla 5. RMN 'H. Desplazamiento quimico (ppm) de los derivados del acido 2-

alquilselenilbenzoico.

N°| H-3] H-4 [H-5 [H-6 [ H-1" | H-2'| H-3' [H-4" [H-5" [H-6' [ H-7" | H-8’

19 |75 (74 |72 |8.15]|3.6 5 1.9
20 |7.46 |7.44 |72 |8.16|3.6 |6 52
21 |8.03 |8 7.8 8.5 |4.06 3.4

22 |7.5 74 |72 [8.04 3.08 |3.9
23 |7.6 |75 7.3 |7.97(3.59

24 |7.6 |75 7.25 |8 7.3 742 |7.3 742 |73 |4.15
25 |7.67 |74 |7.17]7.96 7.92 |7.38 |7.48 |7.38 |7.92 4.17
26 |7.73 17.49 |[7.31|8.01 7.95 |7.68 7.68 |7.95 4.44

En general los espectros de RMN H' obtenidos de los derivados del 4cido 2-alquilselenil
benzoico mostrd el caracteristico patrén de acoplamiento de un sistema benceno orto-sustituido
con un grupo electro-atrayente y un sustituyente electro-donador débil. De tal forma que los
hidrogenos de la posicion 6 se desplazaron a campo bajo, en forma de una senal doble de dobles
con constantes de acoplamiento promedio de Jorto = 8 Hz y Jmeta = 1.5 Hz, en el intervalo 6
7.96 — 8.16. Mientras que el hidrogeno 3 se mostré como un doble de dobles con una Jorto de 8
Hz y Jmeta de 1.5 Hz, en el intervalo 6 7.46 — 8.03. Los hidrégenos 4 y 5 dieron tripletes
escindidos (triple de dobles) con constantes de acoplamiento promedio de Jorto = 8Hz y Jmeta =
1.5 Hz, en el intervalo 6 7.4 — 8.0 y 7.17 — 7.31 respectivamente. En IR se observo la banda ancha
centrada en 3000 cm™ caracteristica del —OH y a 1665-1675 cm™ la sefial del carbonilo del acido
carboxilico. Casi en todos los compuestos sintetizados se practicd experimentos de correlacion
'H-'H (COSY) donde los hidrégenos cercanos corresponden a los asignados, asi como la de
carbono-hidrogeno (HETCOR). A continuacion se detallan datos fisicos adicionales relacionados

con los compuestos 0rto alquilselenil derivados del 4cido benzoico.

3.2.1. Sintesis del acido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19).
El producto se obtuvo en un rendimiento del 78 % en forma de un sé6lido verde-amarillo

con un punto de fusion de 133-135 °C. Su espectro de RMN de 'H, en DMSO-dg, el hidrogeno

21



H-3’a (5.1 ppm) se observa una sefial doble producida por el acoplamiento gem con H-3b’
adyacente (4.958 ppm). El metileno H-1" (3.597 ppm) y el metilo H-4’ (1.932 ppm) aparecen
como sefiales simples. En EM el i6n molecular se observo en m/z 256. Este compuesto se
cristalizé en cloroformo y se resolvid su estructura cristalina y tridimensional, Figura 5. El cristal

es triclinico con parametros de la celda unitaria: a = 5.8450(10), b = 8.1490(10), ¢ = 11.4620(10)

A, o =97.050(10), B=90.140(10), y = 90.120(10)°, grupo espacial P i Z=2yR=0.047. El
anillo aromatico y el grupo isobutenilo unido al Sel, son planos dentro del error experimental y
el angulo diedro entre ellos es 72.3(2)°. Los pares de electrones no-apareados del Se favorecen
una configuracion mas estable con el resto de la molécula. El dngulo diedro entre los planos del
grupo carbonilo en C1 y el grupo isobutenilo es 75.8(3)°. Existe un puente de hidrogeno
intramolecular entre moléculas relacionados por simetria entre los grupo carbonilo (-x+2,-y+1,-
z+1), la distancia entre 0102 es 2.669(6)A. El empacado cristalino se mantiene a través de

fuerzas de van der Waals.

3.2.2. Sintesis del acido 2-(alilselenil)benzoico (20).

El selenido 20 se aislo en forma de un solido de color naranja, en un rendimiento del 54 %
con un punto de fusion de 136-138 °C. El compuesto mostrd en su espectro de RMN 'H el H-2’
una sefial multiple (6 ppm) debido al acoplamiento con H-1" a tres enlaces de distancia y al
acoplamiento trans con H-3’a y cis con H-3’b. H-3"b (5.14 ppm) se acopla con H-2’ con una J =
11 Hz y con H-3’a con una J = 1.2 Hz como una sefial doble de dobles. H-3’a (5.25 ppm) se
acopla con H-2" a una J = 12 Hz y con H-3’b como una sefial doble de dobles. Los protones
metilénicos H-1" (3.6 ppm, multiplete). En DEPT aparece la sefial del C-3° (118.3 ppm) y C-1°
(28.2 ppm) correspondiendo a sefales metilénicas. El metino C-2° (133.19 ppm) de lado

contrario. En EM el i6n molecular se observo a m/z 242 con un 22 % de abundancia relativa.

3.2.3. Sintesis del 4cido 2-(prop-2-inilselenil)benzoico (21).

Esta sintesis se hizo con el diselenido (18) disuelto en etanol absoluto obteniéndose 67 %
un sélido amarillo con un punto de fusion de 183-185 °C. El metileno (H-1’, sefial doble) que
aparece a 4 ppm se acopla con el metino (H-3, 3.4 ppm, como doble de dobles) con una J = 2.5
Hz. Este compuesto se cristalizo de cloroformo y éter isopropilico y para poder observar su

estructura cristalina tridimensional. El cristal es triclinico con parametros de la celda unitaria: a =
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4.345(1), b="7.827(2), ¢ = 13.831(4) A, o =88.93(1), A= 85.32(1), y=75.14(1)°, grupo espacial

P i, Z =2y R =0.042. El anillo aromatico y el grupo prop-2-inil unido al Sel, son planos y el
angulo diedro entre ellos es 99.9(2)°. Los pares de electrones no-apareados del selenio favorecen
una configuracion estable a la molécula. El dangulo diedro entre los planos del grupo carbonilo en
C1 y el grupo prop-2-inil es 75.8(3)°. Existe un puente de hidrégeno intramolecular entre
moléculas relacionados por simetria entre los grupo carbonilo (-x+2,-y+1,-z+1), la distancia entre
0102 es 2.669(6)A. El empacado de las moléculas en el cristal es a través de interacciones

de van der Waals.

3.2.4. Sintesis del 4cido 2-(2’-hidroxietilselenil)benzoico (22).

El rendimiento de (22) fue del 33 % y se aisld en forma de un sélido color naranja con un
punto de fusién de 116-118 °C. Es importante mencionar que este compuesto se tratd de
cristalizar en diferentes solventes sin tener éxito ya que se descompone paulatinamente.

En la resonancia magnética nuclear se observd una sefial ancha (6.2 ppm) debida al —OH, el
metileno H-2’ aparece como un triplete (3.9 ppm) acoplado con el metileno H-1" que también es
un triplete (3.08 ppm) con una constante J = de 6.9 Hz. En DEPT aparecen las sefiales debidas a

los metilenos. En EM el i6n molecular corresponde a m/z 246.

3.2.5. Sintesis del 4cido 2-(carboximetilselenil)benzoico (23).

En la sintesis de este compuesto el rendimiento fue de 95 % y se aislé en forma de un
solido café y punto de fusion de 232-234 °C. El metileno (H-1’, 3.6 ppm) es una senal simple. En
RMN "°C aparece la sefial debida al carbono del carboxilo alquilico (C-2°, 172 ppm) y a 168 ppm
la del aromatico. En DEPT aparece la sefial del metileno (C-1°, 26 ppm). Se le determin6 RMN
de selenio 77 cuya sefial aparece en 360.7 ppm como un pequefio triplete, tomando como
referencia al difenildeselenido (463.5 ppm) en cloroformo deuterado. En EM estd el i6n

molecular en m/z 260.

3.2.6. Sintesis del acido 2-(bencilselenil)benzoico (24).
Este compuesto se encontrd reportado en una patente, sin embargo no hay reporte alguno
de su estructura cristalina. Este selenido fue un s6lido amarillo con un rendimiento del 82 % con

un punto de fusion de 202-204 °C. Se cristalizo de CHCl;. El cristal es monoclinico con
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pardmetros de la celda unitaria: a = 8.1055(7), b = 5.8403(11), ¢ = 26.0302(17) A, B =
94.560(5)°, grupo espacial P 2;/c, Z =4y R = 0.048. Ambos grupos fenilos son planos dentro
del error experimental y el angulo diedro entre ellos es 74.9(2)°. Los pares de electrones no-
apareados del Se favorecen una configuracion mas estable con el resto de la molécula. El angulo
de torsion C2-Sel-C8-C9 es —168.2(4)°. El angulo diedro entre los planos del grupo carbonilo en
Cl y la parte C2-Sel-C8-C9 es 8.8(2)°. Existe un puente de hidrogeno intermolecular entre
moléculas relacionadas por simetria entre los grupo carbonilo (-X, -y+1, -Z), con la distancia entre
01--02 es 2.668(6)A. El empacado en el cristal se mantiene a través de fuerzas de van der
Waals. La resonancia magnética nuclear de este compuesto fue en dimetil sulfoxido d¢ donde la
sefial del metileno H-7" se observdo como una sefial sencilla a 4.15 ppm de desplazamiento

quimico.

3.2.7. Sintesis del 4acido 2-(fenacilselenil)benzoico (25).

El producto se cristalizd de acetona-hexano (1+1) y se determind la estructura cristalina
por difraccion de rayos X, el rendimiento fue del 57 % como un s6lido amarillo y con punto de
fusion de 176-178 °C. El cristal es monoclinico con pardmetros de la celda unitaria: a = 5.080(1),
b=10.709(1), c = 24.102(3) A, f=91.272(3)°, grupo espacial P2;/n, Z=4y R =0.038.

Para el andlisis de resonancia se utilizd cloroformo y dimetil sulfoxido dg. El metileno (H-8’, 4.2
ppm) es una sefial sencilla. En DEPT se observé el metileno (C-8°, 30 ppm). En EM el i6n

molecular esta a m/z 320.

3.2.8. Sintesis del acido 2-(4’-bromofenacilselenil)benzoico (26).

El producto fue un s6lido amarillo con un punto de fusién de 200 °C, temperatura en que
comienza a descomponerse. Al utilizar la cromatografia en columna para su purificacion existid
descomposicion por lo que se procedid a limitar el uso de 2,4’-dibromoacetofenona al 80 % de lo
requerido. En la RMN 'H el metileno es una sefial sencilla que se observa a 4.4 ppm en

experimento DEPT, en EM el i6n molecular se observé en m/z 399.
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3.3. Sintesis de derivados del 4cido 4-selenocianatobenzoico.
El objetivo siguiente fue la sintesis del diselenido en posicion para a partir del 4cido 4-
aminobenzoico siguiendo el procedimiento para el regio-isomero en orto (18), (Ruwet y

colaboradores, 1966), esquema 3.

OH
o
(@) OH
5 1) HCI/ NaNO,/ 0-5 °C Se
> |
2) NaSeSeNa / NaOH Se
NH,
o
OH
27 28

Esquema 3

El diselenido para (pf = 296- 298 °C) se disolvi6 en agua a pH entre 9 y 10 (NaOH 1 N) bajo
atmosfera de nitrégeno, se agregd el NaBHy y posteriormente el halogenuro de alquilo. También
se ensayod en etanol absoluto con y sin NaOH soélido. Se procedio a la purificacion usando ya sea
silica gel, alumina, flurisil y con las tres condiciones hubo posible producto.

Se hicieron otros ensayos como hacer reaccionar el diselenido 28 (Esquema 3) en presencia del
acido hipofosforoso, como agente reductor (Wolfgang y colaboradores, 1966; Demaitre y
colaboradores, 1979), ya sea en medio acuoso o etanolico y a reflujo. En frio se ajusté el pH entre
9 y 10 con NaOH diluido y por tltimo se adicion6 el haluro. No hubo reaccion ya que al ajustar
el pH se oxid¢ al diselenido.

En base a este resultado se pens6 en cambiar la materia prima (diselenido) procediendo a preparar
el derivado del selenocianato de potasio (KSeCN). Al 4cido p-aminobenzoico en medio acido
clorhidrico (0-5 °C) se le agregd nitrito de sodio y después se ajustd el pH a 5 con acetato de
sodio. Esta solucién se adicion6 a otra de selenocianato de potasio (Barry y colaboradores, 1975;

Sekido y colaboradores, 1964), se dejo reaccionar por 12 horas. El precipitado formado se filtr6 y
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se lavo con agua. El rendimiento de 29 fue del 61 % como un solido color naranja. Este

compuesto se utiliz6 directamente en la siguiente sintesis, esquema 4.

1) HCI / NaNO, / 0-5 °C _

2) AcONa
3) KSeCN
NH, SeCN
27 29
Esquema 4
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Sintesis de selenidos a partir del acido p-selenocianatobenzoico (29).
Este producto 29 se us6 directamente sin purificacion. Se hizo reaccionar con borohidruro
de sodio y posteriormente se adiciond el hologenuro de alquilo correspondiente, bajo atmosfera

de nitrogeno, esquema 5.

(@) OH
Cl
:\Br
Z OH
30 31
O OH p-CH3C6H4CH2C1 p- OZNC6H4CH2C1

/ SeCN
29
02
Se \/O/

Esquema 5
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En la tabla 6 se muestran las sefiales de resonancia magnética nuclear de hidrégeno, donde las
sefales debidas a H-2, H-6 (doblete) se acopla con H-3, H-5 (doblete) a una J = 8.5 Hz de los
derivados del 4cido p-selenocianatobenzoico. En IR se encuentra la banda ancha centrada en

3000 del -OH y 1681-1683 cm™" la sefial que corresponde al carbonilo del 4cido.

Tabla 6. RMN 'H. Desplazamiento quimico (ppm) de los derivados del acido 29.

Compuesto | H-3’,H-5" |H-2, H-6 |H-3, H-5 |H-2’, H-6" |H-7" |H-1" |H-3" | -CH; |H-4’
30 7.8 7.6 3.8 | 3.1
31 8 7.5 3.6 |48 1.9
32 7.05 7.8 7.5 7.2 4.3 2.2
33 8.1 7.8 7.52 7.54 4.4

A continuacion se muestran las sefiales de resonancia magnética nuclear de selenio 77 tomando
como referencia la sefal del difenildiselenido con este isotopo en cloroformo deuterado, el cual

tiene un desplazamiento quimico de 463.5 ppm, tabla 7.

Tabla 7. Resonancia magnética nuclear de ”’Se.

Compuesto ppm
Acido 4-(prop-2-inilselenil)benzoico  (30) 372
Acido 4-(2-metilalilselenil)benzoico  (31) -—--
Acido 4-(4’-metilbencilselenil)benzoico (32) 365
Acido 4-(4’-nitrobencilselenil)benzoico (33) 387

3.3.1. Sintesis del acido 4-(prop-2-inilselenil)benzoico (30).

El compuesto resultante fue un sélido amarillo con un rendimiento del 23 % y punto de
fusion de 129-131 °C. El metileno H-1" (doblete) se acopla con H-3’ (triplete) con una J = 2.7
Hz. En DEPT el carbono C-1" (11.1 ppm) corresponde al metileno y a 74 ppm al metino (C-3").
Hubo correlacién carbono-hidrogeno (HETCOR). En RMN 7’Se existe un pequeiio triplete a 372
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ppm con respecto al difenildiselenido (463.5 ppm). En Espectrometria de Masas el i6n molecular

se observo en m/z 240 (61 % de abundancia relativa).

3.3.2. Sintesis del acido 4-(2-metilalilselenil)benzoico (31).

Este compuesto resultd con olor desagradable con rendimiento de 83 %, como un soélido
amarillo con punto de fusion de 101-103 °C. El protén metilénico Ha-3’ (4.85 ppm) es una senal
multiple debido al acoplamiento con Hb-3’ y el metilo H-4’. Hb-3’ (4.81 ppm) es una senal
multiple debido al acoplamiento con Ha-3’ y el metilo H-4’. El metileno H-1" (3.63 ppm) es una
sefal doble que estd adyacente a los protones gem H-3’. El metilo H-4’ aparece como una sefial
doble de dobles acoplada tanto con Hb-3” con J = 0.9 Hz y con Ha-3’ cuya constante J = 0.9 Hz.
En DEPT sefial debida a C-3’ (114 ppm) y C-1" (35.1 ppm) indican los metilenos. El metilo C-4’
(21.4 ppm) aparece de lado contrario. En EM el i6n molecular se observo a m/z 256 lo cual

concuerda con el peso molecular.

3.3.3. Sintesis del acido 4-(4’-metilbencilselenil)benzoico (32).

Este compuesto fue un solido amarillo con un rendimiento del 65 % y que a 190 °C de
temperatura comenzo a descomponerse. En RMN 'H, H-2°, H-6" (doblete) se acopla con H-3", H-
5’ (sefial doble) a una J = 7.9 Hz. El metileno y el metilo son singuletes. En DEPT la sefial C-7’
(29.7 ppm) corresponde al metileno y el metilo C-8’ (20.5 ppm). En el experimento HETCOR
corresponden los hidrogenos con los carbonos. En RMN "’Se se observo la sefial del selenio 77 a
365 ppm. En espectrometria de masas (EM), el i6on molecular se observo en m/z 306 que

corresponde al peso molecular.

3.3.4. Sintesis del 4acido 4-(4’-nitrobencilselenil)benzoico (33).

Este producto fue un sélido amarillo el cual comenzd a fundir a 210 °C con
descomposicidn, su rendimiento fue del 38 %. Las sefiales de H-3’, H-5’ se acoplan con una J =
8.7 Hz con H-2’, H-6" y H-2, H-6 a una constante de acoplamiento de 8.3 Hz con H-3, H-5. En el
experimento DEPT esté la sefial de C-7’que corresponde a un metileno. En RMN 7’Se existe un
pequeiio triplete a 387 ppm con respecto a la referencia de difenildiselenido (463.5 ppm). En EM
el i6n molecular se observo en m/z 337 (45 %) que esta de acuerdo al peso molecular. En IR

existe un pico a 1515 cm™ que corresponde al grupo —NO».
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Para la purificacion de estos compuestos por cromatografia fue dificil ya que habia
descomposicion. Por ejemplo el acido 4-(prop-2-inilselenil)benzoico se purifico por placa
preparativa, pero con la descomposicion hubo bajos rendimientos. Con los otros tres (31, 32 y 33)
se uso varias veces carbon activado para su purificacion. Cabe mencionar que también se
sintetizo los acidos 4-(alilselenil)benzoico y 4-(fenacilselenil)benzoico pero no fue posible
purificarlos. Por este motivo se disefi6 la sintesis de otra materia prima para la produccion de

mayor numero de derivados.

3.4. Sintesis de derivados de N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-bisbenzamida (35).
Se procedi6 a sintetizar un analogo diselenido, la N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-

bisbenzamida a partir de 4,4’-carboxidifenil diselenido (28) (Esquema 6).

o) OH o) OMe 0 N
H
MeOH / H,SO4 MeOH / CH3;NH,
Se -)?j Se -)5 Se 35
28 34 35
Esquema 6
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Se sintetizo el éster metilico (34) del di-acido carboxilico y después se hizo reaccionar
con metilamina, la cual produjo la N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-bisbenzamida (35), con un punto

de fusion de 196-198 °C. Con este diselenido se disefio la siguiente sintesis (esquema 7).

o N

~H
2V
SN2 N LS 37 RN
3! Br
O N8\ Br
1 / Se
Se 2' 6 1|
36 1| 3' 2 2' 38
5 f 3 || 3
S
o IL\ p-O,NC¢H4CH,Cl %5 632‘ p-CH;C¢H,CH,Cl o IL\
H H
BnCl
5' 8' ]
' NO, o 1!1 J
\/6@ \H >@i/
Se 1' 3' 3| l' SC
w 77 > Iy
62 41
1 4
Se 3
40 7' 2!
Esquema 7

En la tabla 8 se muestran la sefiales debidas a la resonancia magnética nuclear de
hidrégeno de estos compuestos donde como caracteristica comin se observo el desplazamiento

quimico del hidrogeno N-H, 8.4 ppm, cuarteto, acoplado con H-9 (CHs, 2.7 ppm, doblete) a una
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J=4.5 Hz. H-2 y H-6 presenta un doblete debido al acoplamiento con H-3 y H-5 (doblete) a una
J = 8.5 Hz. Las sefiales en el espectro de infrarrojo estan de 3301-3332 (N-H) y 1625-1637 cm’™
del carbonilo del grupo amida. Se realizaron los experimentos COSY donde se confirmé la
correlacion de los hidrogenos adyacentes y cercanos, asi como HETCOR donde los carbonos

corresponden con los hidrogenos.

Tabla 8. RMN 'H. Desplazamiento quimico (ppm) de derivados del diselenido 35.

N° | H-8 |H2,H6 |H3,H5 [H-9 |H2’,H6’ |H3’,H5’ |H-1" |[H-2" |H-3" [H-4" |H-7" |H-8'
N-H CHs; CH; CH; [CH3

36 | 8.4 7.7 7.5 2.7 3.7 4.7 1.8

37| 84 7.7 7.5 2.7 3.7 159 |5

38 | 8.4 7.7 7.5 2.8 3.8 3.1

39 | 84 7.7 7.5 271 75 8.1 4.4

40 | 8.4 7.7 7.5 27 | 72 7.3 7.17 | 4.3

41 | 8.4 7.7 7.5 28 | 7.2 7 42 |22

En la tabla 9 se muestran las sefiales de RMN de ’Se, en funcion del difenildiselenido ('’Se),

con un desplazamiento quimico de 463.5 ppm.

Tabla 9. Resonancia magnética nuclear de Selenio 77.

Compuesto ppm
4-(2-metilalilselenil)-N-metilbenzamida  (36) 307
4-(alilselenil)-N-metilbenzamida (37) 319
4-(prop-2-inilselenil)-N-metilbenzamida  (38) 365
4-(4-nitrobencilselenil)-N-metilbenzamida (39) 384
4-(bencilselenil)-N-metilbenzamida (40) 363
4-(4-metilbencilselenil)-N-metilbenzamida (41) 361
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3.4.1. 4-(2-metilalilselenil)-N-metilbenzamida (36).

En el espectro de RMN 'H del compuesto (36), los hidrogenos gem H-3" (CH,) presentan
dos multipletes. H-1" (CH,, 4.7 ppm, m), H-4’ (CH;, 1.8 ppm, m). En RMN 7'Se el
desplazamiento quimico del selenio fue de 307 ppm. En DEPT la sefal de C-3* (113.7 ppm) y C-
1’ (34 ppm) confirma que son metilenos y los metilos C-9 (26.1 ppm) y C-4’ (21 ppm). En RMN
7’Se se presenta un pequefio triplete centrado en 307. En Espectrometria de Masas esta el ion
molecular en m/z 269 (94 %). El producto fue un sélido blanco con punto de fusion de 80-82 °C'y

un rendimiento del 78 %.

3.4.2. 4-(alilselenil)-N-metilbenzamida (37).

Este compuesto presenté en RMN 'H la sefial H-2” es un multiplete a 5.9 ppm, H-3" hay
dos sefiales dobles una a 5.1 y la otra a 4.9 ppm. En DEPT la sefial de C-3’ (117.3 ppm) y de C-1°
(28.8 ppm) corresponden a metilenos, el metino (C-2°, 132.4 ppm) y el metilo (C-9, 26.1 ppm).
En RMN "’Se el desplazamiento quimico es de 319 ppm. En EM el i6n molecular se observo en
m/z 255 (100 %) que corresponde con el peso molecular. El producto fue un sélido blanco con un

punto de fusion de 84-86 °C, con un rendimiento del 62 %.

3.4.3. 4-(prop-2-inilselenil)-N-metilbenzamida (38).

El compuesto fue un sélido con punto de fusion de 110-112 °C con un rendimiento del 64
%. En IR se observo una sefial a 3278 (C-H, acetilénico) cm™. En EM el i6n molecular se
observd en m/z 253 (66 %) que esta de acuerdo al peso molecular para 38. En RMN 'H el
metileno (H-1°, doblete) se acopla con el metino (H-3’, triplete) a una J = 2.7 Hz. En DEPT se
observo la sefial de C-1’(10.9 ppm) que corresponde a un metileno, al metino C-3’(74 ppm) y al

metilo C-9. El desplazamiento quimico del selenio 77 es 365 ppm con respecto a la referencia

difenildiselenido (463.5 ppm).

3.4.4. 4-(4-nitrobencilselenil)-N-metilbenzamida (39).

El selenido 39 es un so6lido amarillo con punto de fusiéon de 186-188 °C con un
rendimiento del 21 %. En RMN "’Se se observé una sefial triple con un desplazamiento quimico
de 384 ppm. En RMN 'H la sefial de H-8 (N-H, 8.4 ppm) se acopla con el metilo (H-9, 2.7 ppm)
con una J = 4.5 Hz. H-3 y H-5" (8.1 ppm) se observaron como una sefial doble por el

acoplamiento con H-2’ y H-6" a una J = 8.7 Hz. Para H-2 y H-6 (doblete, 7.7 ppm) se observd un
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acoplamiento de 8.3 Hz con H-3 y H-5. H-7’ (CH;) se observo a 4.4 ppm como una sefial simple.
En el experimento DEPT la sefial de C-7° (28.9 ppm) que corresponde al metileno y el metilo C-9
(26.1 ppm). En espectroscopia infrarrojo esta una sefial a 1515 cm™ del grupo (-NO,). En EM se

observo el i6n molecular en m/z 350, que esta de acuerdo al peso molecular.

3.4.5. 4-(bencilselenil)-N-metilbenzamida (40).

Las sefiales de RMN 'H de H-7’ es una sefial simple a 4.3 ppm. En DEPT est4 la sefial de
C-7" (30 ppm) que corresponde a un metileno y al metilo C-9 (26.2 ppm). La sefial de selenio 77
se observo como un triplete centrado en 363 ppm. En espectrometria de Masas se observo el i6n
molecular en m/z 305 que corresponde al peso molecular esperado. La metilbenzamida 40 se

obtuvo como un solido blanco con un rendimiento del 74 % y un punto de fusion de 154-156 °C.

3.4.6. 4-(4-metilbencilselenil)-N-metilbenzamida (41).

Este producto es un so6lido blanco con un punto de fusion de 180-182 °C y un rendimiento
del 77 %. En Espectrometria de Masas el i6n molecular se observd en m/z 319 (11 %), que esta
de acuerdo al peso molecular. La sefial d¢ RMN "’Se se observo a 361 ppm con respecto al
difenildiselenido (463.5 ppm). H-3" y H-5" (7.3 ppm, doblete) tiene una J = 7.7 Hz resultado del
acoplamiento con H-2’ y H-6" (7.2 ppm, doblete), H-7" (4.3ppm, singulete). En DEPT la sefial de
C-7’ (29.8 ppm) que corresponde a un metileno y C-9 (26.1 ppm) y C-8’ (20.5 ppm) son los dos

metilos.

3.5. Sintesis de un derivado del acido 3-selenocianatobenzoico (42).

La sintesis de este compuesto fue similar que al analogo en posicion para (29). Usando
como materia prima el acido meta-aminobenzoico (Barry y colaboradores, 1975; Sekido y
colaboradores, 1964), con la diferencia que el producto se tuvo que extraer y el sélido obtenido se

uso directamente ya que también resulté con un olor muy desagradable.
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3.5.1. Acido 3-(2-metilalilselenil)benzoico (43).
El 4cido m-selenocianatobenzoico (42) se hizo reaccionar con borohidruro de sodio y

finalmente se adiciono el 3-cloro-2-metilpropeno, esquema 8.

HO O
(0) OH
I
1)NaBH, 6 2
2) RCl 5
SeCN  3) HCldil 4
42 43
Esquema 8

Es importante mencionar que al adicionar HCI diluido para liberar el compuesto 43 se produjeron
compuestos toxicos que pueden ser el acido selenhidrico, el cianhidrico y/o un cianégeno, por lo
cual se deben tomar precauciones.

Aun después de este problema, el producto 43 resulto ser toxico y se descompone rapidamente al
ambiente. Para llevar a cabo la resonancia magnética nuclear fue problematico ya que
paulatinamente perdia solubilidad en cloroformo (sefial de descomposicion). Su olor y su
toxicidad hacen dificil su caracterizacion espectroscopica. Sin embargo las senales de los dos
metilenos y el metilo se aprecian perfectamente. En resonancia magnética nuclear de hidrogeno
se observan algunas sefiales: A 9.3 ppm se observé una sefal correspondiente a H-7, el proton del
carboxilo. El metileno (4.7 ppm) sefnal de H-3" y a 3.5 ppm el otro metileno H-1". El metilo H-4’
tiene un desplazamiento quimico a 1.8 ppm. El rendimiento fue de 88 % como un soélido

amarillo.

3.6. Sintesis del 4,4’-dihidroxi-3,3’-dicarboxidifenil diselenido (45).
Se sintetizaron otros diselenidos como 45, usando como materia prima el acido 2-hidroxi-
5-aminobenzoico (44) donde se procedid a la formacion de la sal de diazonio en &cido

clorhidrico, nitrito de sodio y posteriormente se adicion6d a una solucién de diseleniuro de sodio
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formado con rongalita (formaldehido sulfoxilato de sodio di-hidratado) en medio basico, como se

indica en el esquema 9, (Ruwet y colaboradores, 1966).

o OH @) OH HO O
7
HO 1) HC1/ NaNO, /0-5 OC‘ HO 1 ] OH
2 2) NaSeSeNa / NaOH 2
NH, 3 S “Se—Se
4
44 45
Esquema 9

El compuesto 45 fue un sélido café con un punto de fusion de 242-244 °C y se obtuvo con un
rendimiento del 22 %. En la RMN 'H en dimetil sulféxido deuterado se observo en 7.9 ppm de
desplazamiento quimico la sefal de H-6 (singulete). H-4 con 7.68 ppm es una sefial doble debida
al acoplamiento con H-3 (6.9 ppm) a una constante de 8.8 Hz. H-3 es una sefial doble acoplada
con H-4. No se observo la sefial del oxidrilo. En correlacion 'H-'H (COSY) el hidrogeno H-6 se
relaciona con sigo mismo empero H-4 se relaciona con si mismo y con H-3. En HETCOR hay
una buena correlacion de los hidrégenos H-6, H-4 y H-3 con sus respectivos carbonos. En
espectroscopia infrarroja se observéd una banda ancha centrada en 3102 debida al —OH fenodlico y
al —OH del carboxilo, a 1664 otra que corresponde al carbonilo y a 1200 cm™ la sefial de
vibracion longitudinal de C-O fendlico. En espectrometria de masas, el i6n molecular se observo

en M/z 434 que esta de acuerdo al peso molecular.
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3.7. Sintesis del 4cido 4, 4’-diselenobisfenilacético (48).

Para la preparacion de este diselenido se adquiri6 comercialmente el acido p-
nitrofenilacético (46). A este compuesto se le agregd hidréxido de amonio y se le burbujeo
sulfuro de hidrogeno hasta llegar a la saturacion, con esto se formo in situ bisulfuro de amonio el

cual actiia como agente reductor (Ross, 1923), para formar el acido p-aminofenilacético (47),

esquema 10.
o 0 0
oH OH 7¢” 8 on
1
H,S /NH,OH 1) HC1/ NaNO, _ 6 )
2) NaSeSeNa / NaOH 3
4
NO; NH, Sed-
46 47 48
Esquema 10

El p-aminofenilacético (47) fue un solido blanco, punto de fusiéon 200-202 °C, con un
rendimiento del 77 %. Este compuesto 47 se us6 como materia prima para la sintesis del
diselenido (48) cuyo rendimiento fue de 54 % como un s6lido café y punto de fusién de 239-241
°C.

En RMN 'H en dimetil sulfoéxido deuterado, se observo a 7.4 ppm un acoplamiento del hidrogeno
H-3 y H-5 a los protones H-2 y H-6 con una J = 8.1 Hz (7.2 ppm) como sefiales dobles, el
metileno (H-7) es una sefal simple a 3.6 ppm. En DEPT se observo la sefial de C-7 (40 ppm) que
corresponde a un metileno. En el experimento COSY corresponden los protones H-2, H-6 con H-
3, H-5 adyacentes y los hidrogenos del metileno son una sola sefial. En HETCOR la correlacion
hidrégeno—carbono concuerdan. En EM el i6n molecular se observo en m/z 430 que es el peso
molecular. En IR esta la banda ancha centrada en 3024 (-OH) y a 1700 cm™ en pico que

corresponde al carbonilo de grupo carboxilo.

3.8. Sintesis del acido 4, 4’-diselenobis(2-fenilpropidnico) (51).
Para esta sintesis se uso como materia prima el acido 2-(4-nitrofenil)propidnico (49) que

se adquiri6 comercialmente y se traté como al diselenido 48 (Ross, 1923) para producir el acido
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2-(4-aminofenil)propidnico (50), y por ultimo con este compuesto se sintetizo el diselenido (51),

esquema 11.
Q 0
OH OH
H,S /NH,0OH 1) HC1/ NaNO,
2) NaSeSeNa / NaOH
49 50 o1
Esquema 11

Es importante mencionar que 49 no fue resuelto, se usod la mezcla recémica. El rendimiento del
diselenido 51 fue de 39 % como un sélido café y punto de fusion de 122-124 °C. En RMN 'H, a
9.1 ppm se observa la sefial del hidrogeno del carboxilo. En RMN 'H a 7.4 ppm de
desplazamiento quimico estan las sefiales de los protones H-3, H-5 que estan adyacentes a H-2,
H-6 (7.2 ppm) con una constante de acoplamiento de 8.4 Hz como sefiales dobles. Los protones
H-7 (3.6 ppm) son un cuarteto producido por el acoplamiento con el metilo (H-9, doblete, 1.4
ppm) con una J = 7.2 Hz. En DEPT se observa el metino (C-7, 44 ppm) y el metilo (C-9, 17.8
ppm). Como en el anterior diselenido los experimentos COSY y HETCOR corresponden las
sefiales. En espectrometria de masas el idn molecular se observé en m/z 458 que concuerda con el
peso molecular. En espectroscopia de infrarrojo se observo la banda ancha centrada en 2982 (-

OH) y a 1703 cm™ el pico que corresponde al carbonilo del grupo carboxilo.
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3.9. Sintesis del dibenzoildiselenido (53).
Aqui se siguid la metodologia de Klayman y Griffin (Klayman y colaboradores, 1973),
para la preparacion del diselenido con borohidruro de sodio en medio acuoso bajo atmosfera de

nitrégeno, tomando como materia prima el cloruro de benzoilo (52), esquema 12.

0 0 0

6

5 1

) cl NaSeSeNa 7 Se=Se

4 2

3
52 53
Esquema 12

Se produjo un sélido amarillo con un rendimiento del 73 % con un punto fusién de 132-134 °C.
En RMN 'H se observd las sefiales de H-2, H-6 por estar orto al carbonilo tienen su
desplazamiento quimico a 8 partes por millon. H-4, para al carbonilo, aparece su desplazamiento
a 7.6 ppm y los protones meta H-3, H-5 tienen su desplazamiento en 7.5 ppm.

El compuesto se cristalizé de cloroformo y se resolvid la estructura El cristal es monoclinico con
parametros de la celda unitaria: a = 12.795(2), b = 12.126(2), ¢ = 9.0179(13) A, B=107.074(6)°,
grupo espacial P2;/c , Z =4 y R = 0.041. Ambos grupos fenilos son planos dentro del error
experimental. Las longitudes de enlace para C4-C7 y C8-C9 no muestran influencia significativa
de conjugacion debido a los grupos carbonilo y los anillos arométicos. El angulo diedro entre los
anillos aromaticos es 87.3(2)°. El angulo de torsion, C7-Sel-Se2-C8 es 85.8(3)°. El angulo diedro
entre el plano C4-C7(02)-Sel y C9-C8(0O1)-Se2 es 85.6(2)°, esto mantiene al par de electrones
no-apareados del Se en una configuracion mas estable con el resto de la molécula. Existen dos
contactos intramoleculares entre C5--Sel, 3.123(9)A y C10---Se2, 3.128(7)A. El empacado en el

cristal se mantiene a través de fuerzas de van der Waals.
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3.10 MODELADO MOLECULAR. Albumina de suero humano-Ligantes

Se hicieron los estudios de reconocimiento molecular entre la proteina de transporte albimina del
suero humano (ASH) y los organoselénidos sintetizados. La estructura cristalina y tridimensional
del complejo ASH-Miristato se obtuvo del Banco de Datos de Brookhaven (Clave de registro,
1bj5).

Las coordenadas del miristato fueron eliminadas del archivo principal y se analizaron las
cavidades I y II de la albimina de suero humano (ASH) que representan los sitios de transporte
de varios farmacos en donde se incluye al acido acetilsalicilico Se procedi6 a colocar las
moléculas del acido acetilsalicilico dentro de las cavidades I y II para determinar con detalle los
requerimientos estructurales y energéticos del sistema acido acetilsalicilico-ASH.

Se optimizaron la geometria y energia de la proteina conteniendo dos moléculas del acido
acetilsalicilico en el vacio empleando el procedimiento del gradiente conjugado parte del modulo
del programa de Quanta hasta que la desviacion en distancia fuera menor de 0.001A. Después se
procedi6 al acoplamiento molecular empleando el programa “O” mediante la superposicion de
los diferentes organoselenidos sobre la molécula del acido acetilsalicilico como plantilla, en los
dos sitios de reconocimiento [ y II de ASH. Las interacciones moleculares (puentes de hidrogeno,
interacciones i6nicas e hidrofobicas) entre los ligantes y la proteina fueron optimizadas

manualmente y posteriormente optimizadas empleando el programa Quanta.
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Para la visualizacion de las cavidades y de los potenciales electrostaticos sobre la superficie de
ASH se emple6 el programa GRASP. La figura 11 muestra el acoplamiento 2-(2’-
metilalilselenil)benzoico (19) en las cavidades [ y IT de ASH.

Como se puede apreciar las moléculas del acido se encuentran colocadas en una posicion

preferente en las cavidades o sitios de transporte.

Figura 11. Acoplamiento del 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19) en las cavidades I y II de ASH.
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Se determinaron las distancias de interaccion entre el ligante y ASH expresadas en A, como se

muestra en la Figura 12y 13.

Figura 12. Sitio I y las distancias de interaccion del 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19) con los

residuos de aminoécidos de asparagina, arginina, lisina y glutamina.

Figura 13. Sitio Il y las distancias de interaccion de 19 con arginina, histidina y lisina.
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3.11. Estudio de la estabilidad conformacional y de energia del sistema albimina de suero

humano (ASH)-4cido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19).

El estudio se inici6 calculando la energia de la proteina en el vacio. Para el calculo de la energia
total del sistema se utilizo el programa CHARMmMm y el valor es — 36517.3477 Kcal/mol. Las

contribuciones individuales son:

Energia de enlace 237.8951 Kcal/mol
Energia de Lennard-Jones - 4185.8735 Kcal/mol
Energia electrostatica -32569.3691 Kcal/mol
Otras contribuciones 0.0000

Posteriormente se colocaron las dos moléculas del acido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19) en

los sitios I y I de ASH y se optimiz¢ la energia del sistema:

La energia total calculada con el programa CHARMm es — 40303.5039 Kcal/mol.

Las contribuciones individuales son:

Energia de enlace 253.5039 Kcal/mol

Energia de Lennard-Jones - 4505.4702 Kcal/mol
Energia electrostatica - 36052.0312 Kcal/mol
Otras contribuciones 0.0039 Kcal/mol

Como se puede observar la contribucion principal a la estabilizacion del sistema ASH-ligante es
la energia electrostatica y estd de acuerdo con los requerimientos de espacio y de carga del sitio
receptor. En los sitios receptores [ y II de la ASH tienen espacios que pueden ser ocupados por
moléculas de analogos del acido acetilsalicilico. Asi mismo se requiere que las moléculas de los
analogos contengan cargas negativas para la estabilizacion de las cadenas laterales de los residuos
de aminodcidos de lisina y arginina de la proteina.

La tabla 10 muestra los valores de energia para los sistemas ASH-organoselenidos en los
diferentes analogos en posicion orto. Cabe mencionar que el complejo ASH-acido 2-(2’-
metilalilselenil)benzoico (19) es el arreglo macromolecular de menor energia. Los valores estan
dados en Kilocalorias.
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Tabla 10.

Compuesto 20 21 22 23
Energia total(Kcal/mol) | - 39841.0000 | -39784.4727 | -39301.8633 -40070.2227
Energia de enlace 257.5129 190.7389 260.2920 296.3355
Energia Lennard-Jones - 4589.7798 - 4605.7437 - 4603.6289 - 3429.5605
Energia electrostatica -35510.7305 | -35369.4688 | -34958.5273 -36936.9961
Otras contribuciones 0.0000 0.0000 0.0000 - 0.0039
Compuesto 24 25 26
Energia total (Kcal/mol) - 38733.6484 - 39810.6875 - 39724.0352
Energia de enlace 304.0775 251.0227 274.5334
Energia de Lennard-Jones -3391.4172 -4587.1279 - 4581.8965
Energia electrostatica - 35646.3086 - 35474.5820 -35416.6719
Otras contribuciones 0.0000 0.0000 0.0000

En la tabla 11 se muestran los valores correspondientes a los regioisomeros en posicion para

derivados del acido 4-selenocianatobenzoico (29).

Tabla 11.

Compuesto 30 31 32 33
Energia total(Kcal/mol) | - 39592.0391 | -39913.5898 - 39677.4023 -40051.8438
Energia de enlace 248.0299 251.8499 257.9332 246.0353
Energia Lennard-Jones -4568.2241 -4083.8196 -4613.2480 -4567.9600
Energia electrostatica -35271.8477 | -36081.6211 - 35322.0898 -35729.9180
Otras contribuciones 0.0000 0.0039 0.0039 - 0.0039
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A continuacién se presentan las contribuciones de energia para el sistema ASH-acido 3-(2’-

metilalilselenil)benzoico (43) inico compuesto sintetizado en posicion meta.

—39513.1797 Kcal/mol
175.0890 Kcal/mol

Energia total

Energia de enlace
Energia de Lennard-Jones
Energia electrostatica

Otras contribuciones

En la tabla 12 muestra los valores de energia para los sistemas ASH y los derivados de la N,N’-

-4613.1450 Kcal/mol
-35075.1250 Kcal/mol

0.0000

dimetil-4,4’-diseleno-bisbenzamida. (35) en donde se cambid el grupo carboxilo por la amida.

Tabla 12.

Compuesto 36 37 38
Energia total (Kcal/mol) - 35146.2344 - 35079.3047 -35160.4336
Energia de enlace 155.8849 265.3034 253.8585
Energia de Lennard-Jones - 4002.3699 -4023.9131 -4051.8313
Energia electrostatica - 31299.7480 -31320.6934 -31362.4590
Otras contribuciones - 0.0039 - 0.0020 - 0.0020
Compuesto 39 40 41
Energia total (Kcal/mol) - 31425.2617 - 34889.7266 - 33308.4102
Energia de enlace 802.3271 152.9810 241.2916
Energia de Lennard-Jones - 3315.4395 - 3996.0007 - 3940.3276
Energia electrostatica -28912.1484 - 31046.7070 -29609.3750
Otras contribuciones - 0.0020 0.0000 0.0000
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El estudio tedrico del sistema ASH-organoselenidos indica:

(1) El grupo carboxilo de los organoselenidos es indispensable para la estabilizacion
complementaria con los residuos de lisina y arginina presentes en los dos sitios [ y II de la ASH.

(i) Los complejos ASH y los 4acidos 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19), 4-(4’-
nitrobencilselenil)benzoico (33) y el 3-(2’-metilalilselenil)benzoico (43) presentan valores de
energia minimos al compararlos con los derivados amidicos y pueden ser considerados como
excelentes candidatos para ser transportados por la ASH y llegar a su sitio o sitios para llevar a
cabo su accion bioldgica.

(iii) La contribucion principal en la estabilizacion del sistema ASH-ligante es la energia

electrostatica y esta de acuerdo con los requerimientos de espacio y de carga del sitio receptor.
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3.12 PRUEBAS BIOLOGICAS: Efecto anti-inflamatorio

El método usado para el ensayo de efecto anti-inflamatorio de los compuestos de selenio
fue bioensayos del granuloma. Fueron usadas ratas hembras adultas Wistar, alojadas y
mantenidas en jaulas a temperatura ambiente (22-24 °C) y a una humedad relativa de 50 a 55 %,
con ciclos dia/noche de 12 X 12 horas. Alimentadas con dietas estandar y agua ad limitum. El
cuidado y manejo de los animales fue de acuerdo a los procedimientos internacionalmente
aceptados por nuestro comité institucional que sigue la recomendacion indicada en las
Especificaciones en las Técnicas Mexicanas para Produccion, Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion,

1999).

Los compuestos evaluados farmacolégicamente fueron los siguientes:
Acido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico  (19).
Acido 2-(prop-2-inilselenil)benzoico (21).
Acido 2-(carboximetilselenil)benzoico  (23).
4-(2-metilalilselenil)-N-metilbenzamida (36).
4-(prop-2-inilselenil)-N-metilbenzamida (38).
4-(bencilselenil)-N-metilbenzamida (40).

La inflamacién fue inducida por la implantacion subcutdnea de bolitas de algodon de 50 mg (Lee
S.J, 1998; Meléndez C.M.E, 2002). Las ratas fueron distribuidas en nueve grupos, dos grupos de
control a los cuales se les administro solo el vehiculo (al primer grupo, solucion de bicarbonato
de sodio al 5%, el segundo una pasta de aceite de cacahuate/DMSO), el tercer grupo fue tratado
con indometacina (5 mg/kg de peso corporal) y los otros seis grupos se les administr6 (10 mg/kg
de peso corporal) de cada uno de los compuestos de selenio sintetizados (19, 21, 23, 36, 38 y 40).
El tratamiento dur6 7 dias, al final de este periodo, se retiraron las bolitas de algodon con el
granuloma. Los cuales fueron pesados para obtener por diferencia la ganancia de peso, que
corresponde al granuloma formado por el proceso antiinflamatorio. Posteriormente las bolitas

fueron secadas a 60 °C hasta peso constante, entonces el peso final fue obtenido por diferencia.
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La inhibicion de formacion de tejido granulado alrededor de las bolitas tratadas con los diferentes
compuestos indica la accién anti-inflamatoria local (Lee S.J, 1998; Meléndez C.M.E, 2002;

Moura A.C.A, 2005).

De los resultados obtenidos se encontrd evidencia de una disminucion en el proceso inflamatorio
en los grupos tratados con indometacina y tres de los compuestos con selenio 19, 21 y 23, con
respecto al grupo de control (bicarbonato de sodio), este decremento fue solo estadisticamente
significante para el compuesto 21 acido 2-(prop-2-inilselenil)benzoico (p < 0.05, tabla 13).

Este método para determinar la actividad anti-inflamatoria de los compuestos por el bioensayo
del granuloma, se ha usado por otros autores para evaluar especies vegetales o nuevos farmacos
(Lee S.J, 1998; Meléndez C.M.E 2002; Moura A.C.A, 2005), fue demostrado que este bioensayo
es practico, barato y facil en comparacion con otros métodos usados en los estudios de actividad
anti-inflamatoria (Godoy A.J, 1998; Marchesan M, 1998). Ademas, el bioensayo del granuloma
permite reproducir los resultados.

En este estudio los resultados obtenidos para peso himedo, seco y final muestra un decremento
en el peso de la pellet en los grupos tratados con indometacina y, 21 fue el que mostré mayor
efecto anti-inflamatorio. Similar conducta ha sido reportada por otros autores con diferentes
compuestos que han mostrado un efecto anti-inflamatorio (Lee S.J, 1998; Meléndez C.M.E,
2002), que sugiere que el compuesto 21, inhibe la accion inflamatoria inducida en estas series

experimentales y que 19 y 23 producen un moderado efecto anti-inflamatorio.

TOXICIDAD AGUDA.

Para determinar la Dosis letal 50% se formaron cuatro grupos de ratones para cada
compuesto. La letalidad fue determinada por el método de Red Miuech, registrando la muerte de
los animales tratados 7 dias a partir de la administracion. La cual se realizO per 0s a tres
diferentes concentraciones de cada compuesto (150, 300 y 600 mg/Kg de peso corporal)
incluyendo un grupo control al cual solo se le administro el vehiculo, tabla 14.

A partir de los resultados obtenidos se determin6 una dosis letal (LDso ) de 600 mg/kg para los
compuestos 21 y 36, cabe mencionar que durante el tratamiento se indujeron efecto toxico como
la ataxia y problemas respiratorios. En los otros compuestos la dosis letal fue superior un 600

mg/kg, tabla 14, y debido a los resultados obtenidos en comparacion con los datos reportados en
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toxicidad de los agentes, es posible considerar que estos compuestos como ligeramente toxicos

segun la clasificacion de referencia (Ecobichon D.J, 1992).

Tabla 13. Efecto anti-inflamatorio de compuestos derivados de selenio

Compuesto Peso humedo Peso seco Peso final
(¢)) (¢)) (mg)
Indometacina 0.307+£0.014 * 0.072 +£0.002 * 21.84+230 *
(5 mg/kg b.w.) (8) (8) (8)
Vehiculo 0.473 +£0.042 0.100 + 0.005 49.5 +4.88
Control (bicarbonato) (8) (8) (8)
19 0.406 = 0.027 0.084 + 0.003 32.8+225%*
(7) (7) (7)
21 0.353 +£0.016 * 0.081 £0.001 * 30.9+2.13 *
(8) (8) (8)
93 0.378 + 0.022 0.085 + 0.003 33.8+3.79 *
(8) (8) (8)
Veehiculo 0.356 = 0.042 0.086 = 0.004 34.2 % 0.60
Control (8) (8) (8)
(PO/DMSQ)
36 0.369 +0.009 0.087 £0.002 33.2+2.00
(8) (8) (8)
38 0.447 + 0.030 0.096 £+ 0.005 41.3+5.67
(7) (7) (7)
40 0.414 +0.037 0.089 £+ 0.006 35.7+4.51
(8) (8) (8)

Promedio = SD. (Numero de animales) en cada grupo experimental.
*p <0.05 respecto al grupo de control.

PO = Aceite de cacahuate

DMSO= Dimetil sulféxido

PO /DMSO (990 pL /10 pL)
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Tabla 14. Determinacion de LDsy de los compuestos derivados de selenio.

Dosis Animales | Animales LDs
(ma/kg) Vivos muertos | (mg/kg)
Vehiculo
Control - 6 0 -
(bicarbonato)
150 6 0
19 300 6 0 > 600
600 6 0
150 6 0
21 300 6 0 600
600 3 3
150 6 0
23 300 6 0 > 600
600 6 0
Vehiculo
Control - 6 0 -
(PO/DMSO
150 6 0
36 300 6 0 600
600 3 3
150 6 0
38 300 6 0 > 600
600 6 0
150 6 0
40 300 6 0 > 600
600 6 0

PO = Aceite de cacahuate
DMSO= Dimetil sulfoéxido
PO/DMSO (990 pL /10 pL)
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4. CONCLUSIONES

1.- La sintesis del acido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19) fue la mas limpia con respecto a su
purificacién y formacién de subproductos. EI compuesto es muy estable comparandolo con su
regioisomero para, acido 4-(2’-metilalilselenil)benzoico (31) el cual tiene un olor desagradable y
menor estabilidad. Sin embargo el meta, acido 3-(2’-metilalilselenil)benzoico (43) resultd ser
mucho mas toxico e inestable que el anterior, ya que durante su extraccion genera un olor

demasiado penetrante.

2.- Se sintetizaron otros compuestos que tuvieron como material de partida el dimero en orto,
2,2’-carboxidifenil diselenido (18). Estos son: 2-(2-metilalilselenil)benzoico (19), 2-
(alilselenil)benzoico (20), 2-(prop-2’-inilselenil)benzoico (21), 2-(2’-hidroxietilselenil)benzoico
(22), 2-(carboximetilselenil)benzoico (23), 2-(bencilselenil)  benzoico (24), 2-

(fenacilselenil)benzoico (25) y 2-(4’-bromofenacilselenil)benzoico (26).

3.- A parir del derivado del selenocianato de potasio en posicion para (29) se sintetizaron los
siguientes acidos: 4-(prop-2’-inilselenil)benzoico (30), 4-(2’-metilalilselenil)benzoico (31), 4-

(4’-metilbencilselenil)benzoico (32), Acido 4-(4’-nitrobencilselenil)benzoico (33).

4.- Debido a lo complejo de la purificacion de los compuestos con grupos susbtituyentes en
posicion para fue dificil, se procedié a sintetizar el diselenido N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-
bisbenzamida (35), que fue la materia prima para la sintesis de los siguiente compuestos: 4-(2’-
metilalilselenil)-N-metilbenzamida (36), 4-(alilselenil)-N-metilbenzamida (37),
4-(prop-2’-inilselenil)-N-metilbenzamida (38), 4-(bencilselenil)-N-metilbenzamida (39), 4-(4’-
metilbencilselenil)-N-metilbenzamida (40) y 4-(4’-nitrobencilselenil)-N-metilbenzamida (41).

5.- Se realiz6 el estudio de RMN ’Se de nueve compuestos tomando como referencia la sefial
debida al difenildiselenido ("’Se) la cual se observa a 463.5 ppm. Del compuesto 30 (372 ppm),
de 32 (363 ppm), de 33 (387 ppm), 36 (307 ppm), 37 (319 ppm), 38 (365 ppm), 39 (363 ppm), 40
(361 ppm) y 41 (383 ppm). Estas sefiales estan a campo alto (de 387 a 307 ppm) con respecto a la

referencia.
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6.- Tambien se sintetizaron los siguientes diselenidos: 4,4’-dihidroxi-3,3’-dicarboxidifenil
diselenido (45), acido 4, 4’-diselenobisfenilacético.(48), acido 4, 4’-diselenobis(2-

fenilpropidnico) (51), dibenzoildiselenido (53).

7.- Se caracterizaron todos los organoselenidos empleando técnicas espectroscopicas tales como
IR, RMN, EM, en algunos casos que se obtuvieron monocristales y se determiné la estructura

tridimensional por difraccién de rayos X (compuestos: 19, 21, 24, 25y 53).

8.- El estudio tedrico del mecanismo de transporte en el sistema macromolecular: albimina de
suero humano-acido 2-(2’-metilalilselenil)benzoico (19) muestra la estabilizacion a través de
interacciones hidrofébicas, hidrofilicas y puentes de hidrégeno Asi mismo se visualiza el modo
de interaccién intermolecular entre el ligante y la proteina.

Ademas se concluye que es indispensable el grupo carboxilo para que exista una buena unién
entre la proteina y el ligante, ya que todos los valores de estos seis compuestos son menores al
correspondiente de la albumina sin ligante.

La contribucion principal a la estabilizacion del sistema ASH-ligando es la energia electrostatica
y esta de acuerdo con los requerimientos de espacio y de carga del sitio receptor. En los sitios
receptores | y 1l de la ASH tienen espacios que pueden ser ocupados por moléculas de analogos
del acido acetilsalicilico. Asimismo se requiere que las moléculas de los analogos contengan
cargas negativas para su estabilizacion con los grupos cargados positivamente (lisina y arginina e

histidina) de la proteina.
9.- Se determind la actividad anti-inflamatoria de los compuestos 19, 21, 23, 36, 38 y 40 en ratas

Wistar por el método de bioensayo del granuloma en el que resulté con mayor actividad el acido
orto propargilselenilbenzoico (21) con una LDsy de 600 mg/Kg.
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5. SECCION EXPERIMENTAL
GENERALIDADES

La purificacion de productos se llevéd a cabo en cromatografia en columna empacadas de gel de

silice 70-230 de Merck.
Los puntos de fusion se determinaron con un aparato Electrothermal y no fueron corregidos.

Los espectros de IR se realizaron en un equipo Nicolet FT-55X o Perkin Elmer 283-B en soporte

de KBr o en disolucion en CHCl;.

La EM fue obtenida en un espectrometro de masas JEOL modelo JMS-AX505HA, empleando

como técnicas de ionizacidn el impacto electronico a 70 eV.

Los espectros de RMN 'H , °C y ""Se se realizaron en equipos Bruker Avance de 300 MHz y
Unity Varian de 300 MHz; empleando TMS como referencia interna y difenildiselenido disuelto
en cloroformo deuterado como referencia externa. Los desplazamientos quimicos (8 ) se expresan
en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. La multiplicidad de las sefiales en RMN 'H

se indican con las siguientes abreviaturas: s = simple, d = doble, t = triple, m = multiple.

Los analisis de difraccion de rayos X se realizaron con un difractdmetro automatico Nicolet P3F,

empleando radiacion monocromatica de cobre y cristal de grafito.
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1.- Sintesis del diacido 2.2 -carboxidifenil diselenido (18).

En un matraz de 50 ml se agregaron 3 gramos del acido o-aminobenzoico (21.24 mmol),
15 ml de agua destilada y 4.4 ml de HCI concentrado, con agitacion. Se bajo la temperatura en un
bafio de hielo entre 0 a 5 °C. Se agregd una solucion de 1.455 gramos (21.1 mmol) de NaNO; en
5 ml de agua. Después de 30 minutos se agregd a una solucion de: 1 gramo de NaOH (25 mmol)
en un matraz de 100 ml se agregd 20 ml de agua mas 1.86 gramos (12.06 mmol) de rongalita
(formaldehido sulfoxilato de sodio di-hidratado) y 1.905 gramos (24.1 mmol) de selenio, con
agitacion. Después se adicion6 1.46 gramos (36.5 mmol) de NaOH en 10 ml de agua. Después
que termind la adicion de la primera solucion a la segunda, se dejoé (tapada) agitando por 30
minutos. Se agregd 0.5 gramos de carbon activado, se agitd y se filtrd. El rendimiento fue de 3.89

gramos (88.82%) de un soélido café con punto de fusion 290- 292 °C.

2.- Sintesis del acido 2-(2’metilalilselenil)benzoico, (19).

En un matraz de 100 mililitros con 2.5 gramos (6.25 mmol) del diselenido (18) en 40 ml
de agua, se ajustdo con NaOH 1 N a pH de 9 a 10 y se agreg6 10 ml de etanol. Bajo nitrégeno se
agregd 1.25 gramos de NaBHy4. Cuando ceso la efervescencia, se agreg6 1.5 ml (15 mmol) de 3-
cloro-2-metilpropeno. Después de 12 horas de reaccion se agregaron 30 ml de agua y HCI diluido
donde precipitd un solido verde claro. Se filtr6 y se seco, el rendimiento fue de 2.3 gramos (78.43
%). P.F =133-135 °C.

RMN 'H (CHCI; + DMSO): & (ppm) 8.15 (1H) H-6, 7.5 (1H) H-3, 7.4 (1H) H-4, 7.25 (1H) H-5,
5.1 (1H, d) H-3a, 4.95 (1H, d) H-3’b, 3.6 (2H, -CHa, s) H-1", 1.93 (3H, -CH3, s) H-4".

RMN "*C (CHCIl; + DMSO): 8 (ppm) 172 (C-7, -COOH), 140.8 (C-2"), 139.8 (C-1),133.3 (C-4),
132.6 (C-6), 128.3 (C-3), 127.3 (C-2), 124.6 (C-5), 114.5 (C-3°), 33.2 (C-17), 22.3 (C-4").

EM (70 eV): 256 (M, 29), 201 (100), 156 (9), 145 (6), 117 (5), 117 (6), 55 (33).

IR (KBr): (¥, cm™) 3078.5, 2969.3, 1671.8, 1461, 1374.4, 989.6.

3.- Sintesis del 4cido 2-(2’alilselenil)benzoico (20).
En un matraz de 25 mililitros se adicionaron 250 miligramos (0.625 mmol) del diselenido
(18) en 4 ml de agua y 1 ml de etanol, con agitacion. Bajo una atmoésfera de nitrogeno se adicion6d

125 mg (3.3 mmol) de NaBH4 s6lido. Después de 30 minutos se adicion6 0.21 ml (2.29 mmol) de
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bromuro de alilo. Se dejé reaccionar 12 horas. En un vaso de precipitados, se adicion6 HCI
diluido y 20 ml de agua. Se filtr6 al vacio y se lavo (cinco veces con agua). Se disolvié en CHCl;3
y se agregd 50 mg de carbon activado y se filtro. Se sec6 con Na,SO4 anhidro y se evaporo el
disolvente. El rendimiento fue de 153 miligramos (53.79 %) como un so6lido color naranja, P.F =
136-138 °C.

RMN 'H (CDCls): & (ppm) 8.15 (1H) H-6, 7.46 (1H) H-3, 7.45 (1H) H-4, 7.25 (1H) H-5, 6 (1H,
m) H-2’, 5.3 (1H, m) Ha-3’, 5.15 (1H, m) Hb-3’, 3.6 (2H, -CH,, m) H-1".

RMN C (CDCls): & (ppm) 172.1 (C-7, -COOH), 139.1 (C-1), 133.3 (C-4), 133.188 (C-2),
132.698 (C-6), 128.137 (C-3), 127.3 (C-2), 124.724 (C-5), 118.34 (C-3’), 28.2 (C-1").

EM (70 eV): 242 (M, 22), 201 (100), 156 (7), 145 (6.8), 117 (3.7), 77 (3.7), 41 (11.8).

IR (KBr): (¥, em™) 3050, 3003, 2879.6, 1672.8, 1463.2, 1312, 918.8.

4.- Sintesis del 4acido 2-(prop-2’-inilselenil)benzoico (21).

En un matraz de 25 mililitros se adicionaron 250 miligramos (0.625 mmol) del diselenido
(18) en 40 ml de etanol, con agitacion, bajo una atmosfera de nitrégeno se adiciond 125 mg (3.3
mmol) de NaBH,4 s6lido (en partes). Después de 30 minutos se adicion6 0.25 ml (2.3 mmol) de
bromuro de propargilo. Se dejo reaccionar 12 horas. En un vaso de precipitados se le adiciono
200 ml de agua y HCI diluido. Se filtr6 al vacio y se lavo (cinco veces con agua). Se disolvio en
CHCI; y se agregd 50 mg de carbon activado y se filtro. Se secd con Na,SO4 anhidro y se
evaporo el disolvente. El rendimiento fue de 200 miligramos (67 %), como un sélido amarillo, P.
F.=183-185 °C.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 13.4 (1H, COOH) H-7, 8.5 (1H) H-6, 8.1 (1H) H-3, 8 (1H) H-4, 7.8
(1H) H-5, 4.1 (2H, d, CH2) H-1", 3.4 (1H, dd) H-3".
RMN "°C (CDCls): (ppm) 168.3 (C-7, -COOH), 137.5 (C-1), 132.8 (C-4), 131.5 (C-6), 128.4 (C-
2), 127.8 (C-3), 124.9 (C-5), 81.2 (C-27), 72.9 (C-3"), 9.3 (C-1").
EM (70 eV). (¥, em™) 240(M+, 20), 210(100), 184(9.4), 156 (13), 105 (8), 77 (11).

5.- Sintesis del acido 2-(2’-hidroxietilselenil)benzoico (22).

En un matraz de 25 mililitros se adicion6 250 miligramos (0.625 mmol) del 2,2’-
carboxidifenil diselenido (18) en 4 ml de agua y con agitacion, se ajustd a pH entre 9 y 10 con
NaOH 1 N. Bajo una atmoésfera de nitrogeno se agregd 80 mg (2.1 mmol) de NaBHy soélido.
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Después de 30 minutos se adiciond 0.15 ml (1.64 mmol) de 2-cloroetanol. Después de 12 horas
de reaccion, se adicioné HCI diluido y 10 ml de agua. Se filtro y la solucion se extrajo con
CHCL;, se agreg6 50 mg de carbon activado y se filtrd. A la solucion se agregd Na,SO, anhidro,
se filtr6 y se evapord el disolvente. El rendimiento fue de 100 miligramos (32.65 %) como un
solido color naranja. P.F=116-118 °C.

RMN 'H (DMSO ): & (ppm) 8.04 (1H) H-6, 7.5 (1H) H-3, 7.4 (1H) H-4, 7.2 (1H) H-5, 6.2 (1H)
OH, 3.9 (2H, t, -CH,) H-2’, 3.08 (2H, t, -CH,) H-1".

RMN "C (CDCl): & (ppm) 168.5 (C-7, -COOH), 136.2 (C-2), 132.2 (C-4), 131.8 (C-6), 129.2
(C-2), 127.4 (C-3), 124.3 (C-5), 60.6 (C-27), 27.4 (C-1").

EM (70 eV): 246 (M, 83), 228 (64.6), 184 (100), 156 (33), 105 (42), 77 (22), 45 (18).

IR (KBr): (¥, em™) 3287, 3060, 2924, 1675, 1462, 1412, 1053.

6.- Sintesis del 4acido 2-(carboximetilselenil)benzoico (23).

En un matraz de 25 mililitros se adicionaron 300 miligramos (0.75 mmol) del diselenido
(18) en 10 ml de agua y con agitacion, se ajustd a pH entre 9 y 10 con NaOH 1 N y se agreg6 210
mg de Na,COj; solido y bajo una atmosfera de nitrégeno se adiciondé 180 mg (2.1 mmol) de
NaBHj, solido. Después de 30 minutos se adiciond 170 mg (1.8 mmol) de acido cloroacético.
Después de 12 horas de reaccion, se agregd HCI diluido y se extrajo con acetato de etilo, se
agregd 50 mg de carbon activado y se filtrd. A la solucion se agregdé Na,SO4 anhidro, se filtro y
se evaporo¢ el disolvente. El rendimiento fue de 370 miligramos (95 %) como un so6lido café, con
punto de fusion de 232-234 °C.
RMN 'H (DMSO ): & (ppm) 8 (1H) H-6, 7.6 (1H) H-3, 7.5 (1H) H-4, 7.3 (1H) H-5, 3.6 (2H, CHa,
s) H-1".
RMN “C (CDCL): & (ppm) 172 (C-2°, COOH), 168 (C-7, -COOH), 136.9 (C-1), 132.8 (C-4),
131.3 (C-6), 128.4 (C-2), 128.1 (C-3), 124.9 (C-5), 25.8 (C-1").
EM (70 eV): 260 (M, 37), 242 (12), 214 (2), 201 (100), 184 (7), 156 (7), 105 (9), 77 (6).
IR (KBr): (V, em™) 3065, 2925, 1671, 1461.

7.- Sintesis del acido 2-(bencilselenil)benzoico (24).
En un matraz de 100 mililitros se adicionaron 250 miligramos (0.625 mmol) del

diselenido 18 en 40 ml de etanol absoluto y con agitacion. Se agregé 190 mg (4.75 mmol) de
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NaOH soélido. Bajo nitrégeno se adiciond 130 miligramos (3.44 mmol) de NaBHy4 solido.
Después de 30 minutos se adiciond 0.23 ml (2 mmol) de cloruro de bencilo. Se dej6 reaccionar
por 12 horas. En un vaso de precipitados, se adicion6 HCI diluido y 180 ml de agua. Se filtr6 al
vacio lavando cinco veces con agua). Se disolvié en CHCI; y se agregd 50 mg de carbon activado
y se filtro. Se seco con Na,SO4 anhidro y se evapor6 el disolvente. El rendimiento fue de 300
miligramos (82.46 %) como un sélido amarillo (figura 30). P.F = 202-204 °C

RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8 (1) H-6, 7.6 (1H) H-3, 7.5 (1H) H-4, 7.4 (1H) H-5, 7.3 (2H) H-3’
H-5°,7.3 (1H) H-4’, 7.25 (2H) H-2’ H-6, 4.2 (2H, -CH>, s) H-7’a H-7’b.

RMN "*C (DMSO): & (ppm) 167.9 (C-7, -COOH), 138.5 (C-17), 137.449 (C-1), 132.789 (C-4’),
131.373 (C-6), 129.2 (C-3’, C-5°), 128.465 (C-4’), 128.212 (C-2), 128.059 (C-3), 126.751 (C-5),
124.776 (C-2’, C-6"), 28.743 (C-7°).

EM (70 eV): 292 (M, 23), 201 (11), 156 (1.5), 91 (100), 65 (8.5).

IR (KBr): (¥, cm™) 3057, 2929, 1669, 1415, 889.

8.- Sintesis del acido 2-(fenacilselenil)benzoico (25).

Se agregd en un matraz de 100 mililitros 250 miligramos (0.625 mmol) del diselenido 18
en 25 ml de etanol absoluto y con agitacion. Se adiciond bajo nitrogeno 153 miligramos (4.05
mmol) de NaBH,4 solido. Después de 30 minutos se adiciond 9 ml de acetona (para eliminar el
exceso de NaBHy4), se dejo reaccionar 15 minutos y se agregd 224 miligramos (1.125 mmol) de
bromoacetofenona. Después de 12 horas de reaccidon a temperatura ambiente, en un vaso de
precipitados, se adicion6 HCI diluido y 180 ml de agua. Se filtr6 al vacio lavando (cinco veces
con agua). Se disolvidé en CHCIl; y se agregé 50 mg de carbon activado y se filtro. Se secod con
Na,S04 anhidro y se evaporo el disolvente. El rendimiento fue de 230 miligramos (57.50 %)
como un solido amarillo, P.F = 176-178 °C.
RMN 'H (CDCl; + DMSO): & (ppm) 7.96 (1H) H-6, 7.92 (2) H-2’ H-6’, 7.67 (1H) H-3, 7.48
(1H) H-4°, 7.4 (1H) H-4, 7.38 (2H) H-3" H-5", 7.17 (1H) H-5, 4.17 (2H, -CH,, s) H-8".
RMN "*C (CDCl; + DMSO): & (ppm) 195.3 (C-7°, C=0), 168.3 (C-7, -COOH), 136.8 (C-1°),
135.1 (C-1), 132.9 (C-4’), 132.4 (C-4), 131.4 (C-6), 128.2 (C-2, C-2’, C-3’, C-5’, C-6°), 127.4
(C-3), 124.6 (C-5), 29.3 (C-8°).
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9.- Sintesis del Acido 2-(4’-bromofenacilselenil)benzoico (26).

Para la sintesis de este compuesto se hizo lo mismo que para el 4cido 2-
(fenacilselenil)benzoico (25). La diferencia fue que aqui se us6 acido acético en lugar de usar
HCI diluido.

RMN 'H (DMSO): & 8 (ppm) (1H) H-6, 7.52 (2H) H-2’ H-6, 7.7 (1H) H-3, 7.68 (1H) H-3" H-5",
7.49 (1H) H-4, 7.3 (1H) H-5, 4.4 (2H, CH,, s) H-8".

RMN C (DMSO): & (ppm) 197 (C-7°, C=0), 168.3 (C-7, -COOH), 136.4 (C-1"), 135.1 (C-1),
133.4 (C-4), 131.6 (C-3), 131.4 (C-6), 130.5 (C-2’, C-67), 129.4 (C-3’, C-5°), 128.2 (C-4’), 126.4
(C-5), 125.2 (C-2),29.3 (C-8’).

EM (70 eV): 398 (M", 14), 381 (11), 300 (32), 184 (26), 183 (100), 156 (14), 155 (22), 104 (5),
76 (12).

IR (KBr): (¥, em™) 3002, 1917, 1699, 1665, 1466, 1426.

10.- Sintesis del 4,4’-carboxidifenil diselenido (28).

En un matraz de 50 ml se agregaron 5 gramos del acido p-aminobenzoico (36.5 mmol),
50 ml de agua destilada y 7.3 ml de HCI concentrado, con agitacion. En un bafio de hielo entre 0
a 5 °C se agrego una solucion de 3.02 gramos (43.8 mmol) de NaNO; en 15 ml de agua. Después
de 30 minutos se agregd 1 gramo (16.7 mmol) de urea s6lida (Para eliminar el exceso de NaNO,).
Después se agrego6 a una solucion de:
1.62 gramos de NaOH (40.5 mmol) en un matraz de 250 ml se agreg6 20 ml de agua mas 3.1
gramos (20.1 mmol) de rongalita (formaldehido sulfoxilato de sodio di-hidratado), después se
adiciond 3.2 gramos (40.5 mmol) de selenio, con agitaciéon. Y finalmente se adicion6 2.23
gramos (55.8 mmol) de NaOH en 20 ml de agua.
Cuando se termind la adicion de la primera solucion a la segunda, se dejo agitando por 30
minutos. Se agregd 0.7 gramos de carbon activado, se agito y se filtro. El rendimiento fue de 4

gramos (91 %) de un solido café (figura 23). P.F =296-298 °C.

11.- Sintesis del acido 4-selenocianatobenzoico (29).
Se mezclaron 1 gramo (7.3 mmol) del acido 4-aminobenzoico en 10 mililitros de agua
destilada més 1.5 ml de HCI concentrado en un matraz de 50 ml, con agitacion. Se enfria con un
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bafio de hielo entre 0 - 5 °C. Se adicion6é 480 miligramos de NaNO; en 6 ml de agua. Se
incremento el pH de esta soluciéon a 5 con acetato de sodio al 30 %. Esta solucion se agrego6 a una
disolucion de 12 ml de agua y 1.055 gramos (7.3 mmol) de KSeCN a 50 °C en un bafio de agua.
Se dejo reaccionar por 12 horas mas a temperatura ambiente. Se form6 un precipitado amarillo,
se filtro al vacio y se lavo cinco veces con agua. El rendimiento fue de 1 gramo (60.61 %) como
un solido de color naranja. Este procedimiento se hizo en una campana y con equipo de

proteccion. Producto oloroso y toxico por lo que este compuesto se uso directamente.

12.- Acido 4-(prop-2’-inilselenil)benzoico (30)

A 226 mg (1 mm ol) de 29 en 7 ml de etanol mas 7 ml de agua se agregd 150 mg de
NaBH; s6lido en partes. 30 minutos después se agregd 0.17 ml de bromuro de propargilo, todo a
temperatura ambiente. 12 horas después se adiciond 100 ml de agua, acido acético y se filtrd. Se
disolvié en cloroformo, carbon activado y se filtro. El producto se pasé a través de placa
preparativa de silica gel. El rendimiento fue de 50 mg (23%) de un s6lido amarillo con punto de
fusion 129-131 °C.

RMN 'H (DMSO): & (ppm) 12.9 (1H, COOH) H-7, 7.8 (2H, d) H-2 H-6, 7.6 (2H, d) H-3 H-5, 3.8
(2H, d) H-17, 3.1 (1H, t) H-3.

RMN C (DMSO): & (ppm) 1668(C-7, COOH), 136.6 (C-4), 130.1 (C-3, C-5), 129.9 (C-1),
129.6 (C-2, C-6, 80.8 (C-27), 74 (C-3"), 11.1 (C-1").

EM (70 eV): (N, em™) 223 (M, 61), 195 (100), 184 (12), 156 (14), 119 (6), 115 (50), 77 (13), 39
(17).

13.- Sintesis del 4-(2’-metilalilselenil)benzoico (31).

En un matraz de 100 mililitros se agregd 460 miligramos (2 mmol) del acido 4-
selenocianatobenzoico (29) en 25 ml de etanol y 5 ml de agua, con agitacién. Bajo nitrégeno y a
temperatura ambiente se agregd en porciones 150 miligramos (3.97 mmol) de NaBHj4 s6lido.
Después de 30 minutos se adiciond 0.3 ml (3 mmol) de 3-cloro-2-metilpropeno. Se dejé agitando
por 12 horas. Se agregd, en un vaso de precipitados, 150 ml de agua y HCI diluido. Se filtré al
vacio lavando (cinco veces con agua) y se seco. El rendimiento fue de 430 miligramos (82.85 %)

como un sélido amarillo con punto de fusion de 101-103 °C.
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RMN 'H (CDCls): & (ppm) 8 (2H, d) H-2 H-6, 7.6 (2H, d) H-3 H-5, 4.92 (2H, (-CH,, m) H-3",
3.8 (2H, -CH,, d) H-1", 1.95 (1H, -CH;_dd) H-4".

RMN °C (CDCL): § (ppm) 171.8 (C-7, -COOH), 141 (C-2°), 139.6 (C-4), 131.4 (C-2, C-6),
130.4 (C-3, C-5), 127 (C-1), 114.2 (C-3), 35.1 (C-1°), 21.4 (C-4").

EM (70 eV): 256 (M", 74.5), 201 (8), 184 (12.4), 156 (6.8), 131 (15), 117 (3), 77 (6.2), 55 (100),
39 (11), 29 (15.5).

IR (KBr): (, em™) 3030, 2977, 1939, 1682.9, 1423, 1371, 903.

14.- Sintesis del acido 4-(4’-metilbencilselenil)benzoico (32).

En un matraz de 50 ml se agreg6 227 mg (Immol) del compuesto 29 en 20 ml de etanol y
4 ml de agua, con agitacion, se adiciono en pequefias porciones 116 mg de NaBH,4 (3 mmol). 30
minutos después se adicion6 0.16 ml (1.3 mmol) de cloruro de p-metilbencilo. 12 horas después
se agregd 100 ml de agua y acido acético. Se filtro y lavéd con agua. El precipitado se disolvid en
metanol, carbon activado y se filtr6. Se evapor6 el disolvente y sec6 al vacio. El rendimiento fue
de 200 mg (65.06 %) de un solido amarillo con un punto de fusion de 190 °C, con
descomposicion.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 7.8 (2H) H-2 H-6, 7.5 (2H)H-3 H-5, 7.2 (2H) H-2’, H-6’, 7 (2H) H-
3’,H-5°,4.3 (2H, CHa, s) H-7°, 2.2 (3H, CH3, s)H-8".
RMN “C (DMSO): & (ppm) 167 (C-7, -COOH), 137.7 (C-4), 136 (C-4’), 135.7 (C-1°), 134.8
(C-1), 130.2 (C-3, C-5), 129.7 (C-2, C-6), 128.9 (C-2’, C-6"), 128.7 (C-3°, C-5’), 20.7 (C-7),
20.5 (C-8’, CH3).
EM (eV): 306 (M, 5), 201 (2), 184 (0.6), 156 (0.9), 105 (100), 77 (6), 51 (1).
IR (KBr): (¥, em™) 3020, 1975, 1681, 1420.

15.- Sintesis acido 4-(4’-nitrobencilselenil)benzoico (33).

La sintesis fue igual a la del anterior compuesto (32). Fue un sélido amarillo con un punto
de fusion de 210 °C (descomposicion). Con un 38 % de rendimiento.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 13 (1H, COOH), 8.1 (2H) H-3’ H-5", 7.8 (2H) H-2 H-6, 7.54 (2H)
H-2° H-6°, 7.52 (2H) H-3 H-5, 4.4 (2H, CH,, s) H-7".
RMN "*C (DMSO): & (ppm) 166.8 (C-7°, COOH), 146.8 (C-4"), 146.2 (C-1°), 136.2 (C-4), 135.7

(C-1), 130.8 (C-3, C-5), 129.8 (C-2, C-6), 129.7 (C-2°, C-6"), 123.3 (C-3°, C-5°), 29 (C-7, CH»).
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EM (eV): 337 (M, 45), 320 (14), 210 (6), 184 (4), 156 (4), 136 (100), 120 (21), 106 (30), 90
(23).
IR (KBr): (V, em™) 3010, 2983, 1682, 1515,1345.

16.- Sintesis de N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-bisbenzamida (35).

En un matraz de 250 ml se adicion6 5 gramos de 4,4’-carboxidifenil diselenido (28), 150
ml de metanol y 1.25 ml de H,SO4 concentrado y se reflujo por 6 horas. Después se evaporo el
disolvente, se agregd agua y NaHCO; a pH neutro y se extrajo con acetato de etilo (4.96 g). El
ester metilico se hizo reacciona con 5.9 ml (69 mmol) de metilamina en 100 ml de metanol,
después se agregd 1.5 g de KOH soélido. Se dejo reaccionar con agitacion porl2 horas a
temperatura ambiente. Se evapor6 el disolvente al vacio, se agregd agua y se filtr6. Se disolvid en
metanol, carbon activado y se filtrd. Se evapord a sequedad. Fue un sélido (4 g) con punto de

fusion de 196-198 °C.

17.- Esta técnica es basicamente la misma para la sintesis de 4-(2’-metilalilselenil)-N-
metilbenzamida (36), 4-(alilselenil)-N-metilbenzamida (37), 4-(prop-2’-inilselenil)-N-
metilbenzamida (38), 4-(4’-nitrobencilselenil)-N-metilbenzamida (39), 4-(bencilselenil)-N-

metilbenzamida y4-(4’-metilbencilselenil)-N-metilbenzamida (41).

En un matraz de 50 ml se adicion6 213 mg (0.5 mmol) de N,N’-dimetil-4,4’-diseleno-
bisbenzamida (35) en 10 ml de etanol, 10 ml de agua y se agreg6 bajo atmosfera de nitrogeno
114 mg (3 mmol) de NaBHy4 en partes. Después de 30 minutos se agreg6 1 mmol de haluro de
alquilo. Se dejo reaccionar por tres horas a temperatura ambiente. Se agregd agua y se extrajo con
acetato de etilo, carbon activado y se filtrd. Se evapor6 el disolvente a sequedad y se pasé por

cromatografia en columna con salica gel usando hexano/acetato de etilo (7 / 3).

4-(2’-metilalilselenil)-N-metilbenzamida (36).

Se obtuvo un sélido blanco con punto de fusion de 80-82 °C con un rendimiento del 79 %.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, q) H-8, 7.7 (2H, d) H-2 H-6, 7.5 (2H, d) H-3 H-5, 4.7
(2H, CHy, m) H-3’, 3.7 (2H, CH,, m) H-1", 2.7 (3H, d) H-9, 1.8 (3H, m) H-4".
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RMN "C (DMSO): & (ppm) 166 (C-7, C=0), 141.2 (C-2’), 134.4 (C-1), 132.6 (C-4), 131 (C-3,
C-5), 127.5 (C-2, C-6), 113.7 (C-3), 34 (C-17), 26.1 (C-9), 21 (C-4’).
EM (eV): 269 (M, 94), 239 (20), 214 (6), 184 (60), 156 (20), 77 (4), 58 (11), 55 (100).
IR (KBr): (¥, em™) 3319, 3080, 2965, 1629, 1545, 906.
4-(alilselenil)-N-metilbenzamida (37).

Este compuesto fue un sélido blanco con punto de fusion de 84-86 °C y un rendimiento
del 62 %.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, m) H-8, 7.7 (2H) H-2 H-6, 7.5 (2H) H-3 H-5, 5.9 (1H,
m) H-2’, 5.1 (1H, m) H-3"b, 4.95 (1H, m) H-3"a), 3.7 (2H, CH,, m) H-1", 2.7 (3H, d) H-9.
RMN "C (DMSO): & (ppm) 166 (C-7, C=0), 134.2 (C-1), 134.1 (C-4), 132.4 (C-2"), 130.6 (C-3,
C-5), 127.5 (C-2, C-6), 117.3 (C-3"), 28.8 (C-17), 26.1 (C-9).
EM (eV): 255 (M, 100), 225 (43), 198 (10), 184 (81), 156 (26), 134 (13), 105 (3), 77 (5), 58
(30), 41 (4).
IR (KBr): (¥, cm™) 3301, 3083, 3050, 2954, 1629, 1555, 1486, 908.

4-(prop-2’-inilselenil)-N-metilbenzamida (38).

El producto fue un sé6lido blanco con punto de fusion de 110-112 °C, con un rendimiento
del 64 %.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, m) H-8, 7.7 (2H) H-2 H-6, 7.6 (2H) H-3 H-5, 3.8 (2H,
d) H-1°, 3.1 (1H, t) H-3", 2.8 (3H, d) H-9.
RMN C (DMSO): & (ppm) 166.1 (C-7, C=0), 133.9 (C-1), 132.8 (C-4), 130.3 (C-3, C-5), 127.6
(C-2, C-6), 81 (C-27), 74 (C-3’), 26.2 (C-9), 10.9 (C-1°).
EM (eV): 253 (M’, 66), 223 (69), 195 (57), 184 (100), 156 (40), 115 (44), 105 (4), 77 (5), 58
(21), 39 (9).
IR (KBr): (V, em™) 3332, 3278, 3045, 1637, 1548, 1485, 654.

4-(4’-nitrobencilselenil)-N-metilbenzamida (39).

El rendimiento fue de 21 % como un sélido amarillo con un punto de fusion de 186-188
°C.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, m) H-8, 8.1 (2H, d) H-3* H-5", 7.7 (2H, d) H-2 H-6,

7.5 (4H) H-2’, H-6° H-3 H-5, 4.4 (2H, CH,, s) H-7°, 2.7 (3H, d) H-9.
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RMN PC (DMSO): & (ppm) 165.9 (C-7, C=0), 147.2 (C-4"), 146.2 (C-17), 133.4 (C-1), 132.9
(C-4), 131.2 (C-3, C-5), 129.9 (C-2’, C-6"), 127.7 (C-2, C-6), 123.4 (C-3", C-5"), 28.9 (C-7"),
26.1 (C-9).

EM (eV): 350 (M", 100), 320 (11), 293 (8), 214 (7), 184 (61), 156 (19), 136 (94), 120 (43), 106
(43), 90 (34), 58 (7).

IR (KBr): (V, em™) 3318, 3079, 2942, 1625, 1546, 1485, 1348.

4-(bencilselenil)-N-metilbenzamida (40).

El rendimiento fue de 74 % como un s6lido blanco con un punto de fusion de 154-156 °C.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, m) H-8, 7.7 (2H) H-2 H-6, 7.5 (2H) H-3 H-5, 7.3
(2H) H-3°, H-5°, 7.2 (2H) H-2’, H-6°, 7.17 (1H) H-4’, 4.3 (2H, CH,, s) H-7°, 2.7 (3H, d) H-9.
RMN "*C (DMSO): & (ppm) 166 (C-7, C=0), 138.2 (C-17), 134.7 (C-1), 132.5 (C-4), 130.6 (C-3,
C-5), 128.9 (C-3’, C-5°), 128.4 (C-2’, C-6"), 127.7 (C-2, C-6), 126.7 (C-4’), 30 (C-7°), 26.2 (C-
9).
EM (eV): 305 (M", 38), 275 (2), 247 (0.6), 214 (3), 184 (11), 156 (6), 105 (1), 91 (100), 77 (2),
65 (14), 58 (2).
IR (KBr): (¥, em™) 3325, 3030, 2935, 1628, 1540, 1486.

4-(4’-metilbencilselenil)-N-metilbenzamida (41).

El rendimiento fue de 77 % como un so6lido blanco con un punto de fusion de 180-182 °C.
RMN 'H (DMSO): & (ppm) 8.4 (1H, N-H, m) H-8, 7.7 (2H, d) H-2 H-6, 7.5 (2H, d) H-3 H-5, 7.2
(2H) H-2’, H-6°, 7 (2H, d) H-3, H-5", 4.2 (2H, CH; s) H-7°, 2.8 (3H, d) H-9, 2.2 (3H) H-8".
RMN "C (DMSO): & (ppm) 166 (C-7, C=0), 135.9 (C-4"), 135 (C-17), 134.9 (C-1), 132.4 (C-4),
130.4 (C-3, C-5), 128.8 (C-2’, C-6’), 128.6 (C-3’, C-57), 126.7 (C-2, C-6), 29.8 (C-7°), 26.1 (C-
9), 20.5 (C-8’).
EM (eV): 319 (M", 11), 289 (1), 214 (3), 184 (5), 156 (3), 105 (100), 77 (7), 58 (1).
IR (KBr): (¥, cm™) 3328, 3027, 2928, 1907, 1627, 1543, 1485.

18.- Sintesis del acido 3-selenocianatobenzoico (42).
Se mezclaron 1 gramo (7.3 mmol) del acido 3-aminobenzoico en 10 mililitros de agua

destilada mas 1.5 ml de HCI concentrado en un matraz de 50 ml, con agitacion. Se enfrié con
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bafio de hielo entre 0 - 5 °C y se adiciond 470 miligramos de NaNO, en 6 ml de agua. Después se
incremento el pH de la solucién a 5 con acetato de sodio al 30 %. Esta solucion se agrego6 a una
disolucion de 12 ml de agua y 1 gramo (6.94 mmol) de KSeCN a temperatura ambiente. Se dejo
reaccionar por 12 horas. Se extrajo con acetato de etilo (tres veces), se filtro, se seco y se evapord
el disolvente. El rendimiento fue de 0.7 gramos (45.46 %) de un solido color naranja. Nota: Es
importante mencionar que toda esta metodologia se debe de realizar con sistemas de eliminacion
de gases eficientes y con utensilios de proteccion ya que los subproductos y productos de las

reacciones son toxicos y de mal olor. Este producto se utilizé directamente.

19.- Sintesis del acido 3-(2’-metilalilselenil)benzoico (43).

En un matraz de 50 mililitros con 250 miligramos (1.1 mmol) del acido 3-
selenocianatobenzoico (42) en 7 ml de agua y con agitacion, se ajustd con NaOH 1 N a pH entre
9 y 10. Bajo una atmosfera de nitrogeno se agregd 155 miligramos (4.1 mmol) de NaBHa.
Después de 30 minutos se agregé 0.3 ml (3 mmol) de 3-cloro-2-metilpropeno. Se dejo
reaccionando por 12 horas a temperatura ambiente. Se agregd 10 ml de agua, HCI diluido y se
extrajo con CHCls, se secd y evapor6 el disolvente. El rendimiento fue de 250 miligramos (88.65
%) de un solido amarillo. Producto muy oloroso y toxico. Nota: Este compuesto se descompone
rapidamente con la atmosfera.

RMN 'H (CHCIl; + DMSO): & (ppm) 9.3 (1H) H-7 (-COOH), 8-7 (4H) H-2 H-4 H-5 H-6, 4.71
(2H, -CH,, s) H-3’, 3.56 (2H, -CH», s) H-1", 1.85 (3H, -CH3, s) H-4".

RMN "°C (CHCH; + DMSO): & (ppm) 138-114 (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6), 112.5 (C-3"),
34.5 (C-17), 20 (C-4°).

20.- Sintesis del 4,4’-dihidroxi-3,3’-dicarboxidifenil diselenido (45).

En un matraz de 100 ml, 46 ml de agua destilada y 4 ml de HCI concentrado se agrego
0.95 gramos (6.21 mmol) de acido 5-amino-2-hidroxibenzoico, con agitacion. En un bafio de
hielo entre 0 a 5 °C, se agregd gota a gota una soluciéon de 386 miligramos (5.59 mmol) de
NaNO; en 3 ml de agua. Después de 30 minutos se agregd gota a gota a una solucion preparada
como sigue: En un matraz de 250 ml se adicionaron 274 miligramos de NaOH (6.85 mmol), 10

ml de agua, 540 miligramos (6.84 mmol) de selenio y 528 miligramos (3.42 mmol) de rongalita
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(formaldehido sulfoxilato de sodio di-hidratado), con agitacion. Y después de la disolucion se
adicion6 1.806 gramos (45.15 mmol) de NaOH en 7 ml de agua.

Se dejo reaccionar con agitacion por 30 minutos. Se agregd 0.2 gramos de carbon activado, se
agito y se filtr6. El rendimiento fue de 0.3 gramos (22.37 %) de un sélido café P.F = 242-244 °C.
RMN 'H (Acetona d-6): & (ppm) 8.05 (2H, s) H-6 H-6’, 7.7 (2H, d) H-4 H-4’, 6.9 (2H, d) H-3 H-
3°,5.7 (2H, -ORH).

RMN "°C (Acetona d-6): & (ppm) 172.1 (C-7, C-7°, -COOH), 162.9 (C-2, C-2°), 141.9 (C-4, C-4"),
136.2 (C-6, C-6”), 120.8 (C-5, C-5’), 119.7 (C-1, C-1"), 114.4 (C-3, C-3°).

EM (eV): 434 (M", 28), 354 (100), 336 (80.7), 318 (26.1), 262 (25.4), 238 (28), 199 (31), 143
(12.4), 119 (5.6), 63 (8.7).

IR (KBr): (v, em™) 3433, 3102, 2922, 1664, 1200.

21.- Sintesis del 4, 4’-diselenobisfenilacético.(48).

Se agreg6 50 ml de NH4OH 6 Ny 5 gramos (27.62) mmol) de &cido p-nitrofenilacético en
un matraz de 100 ml de dos bocas, se enfrid en un bafo de hielo y se saturd con acido sulthidrico
(H2S). La solucién guinda se calentd con un bafio de agua hasta que la solucion cambid a un color
amarillo tenue. Se filtré al vacio para eliminar el azufre formado y se agregé 2 ml de acido
acético concentrado. Después de una hora se filtro, produciendo 2.9 gramos de un so6lido blanco.
Hay una segunda colecta de 0.3 gramos. Total 3.2 gramos (76.74 %) del 4acido p-
aminofenilacético (47).

En un matraz de 50 ml, 10 ml de agua destilada y 1.5 ml de HCI concentrado se agregd 1 gramo
(6.62 mmol) del acido 47 y se mantuvo agitacion. Se introdujo en un bafio de hielo entre 0 a 5 °C
y se agrego a una solucion de 548 miligramos (7.94 mmol) de NaNO, en 5 ml de agua. Después
de una hora se agreg6 200 miligramos de urea (para eliminar el exceso de acido nitroso). Pasados
15 minutos se agreg6 a una solucion preparada como sigue: 320 miligramos de NaOH (8 mmol)
en un matraz de 250 ml, se agregd 10 ml de agua mas 573 miligramos (7.25 mmol) de selenio y
555 miligramos (3.6 mmol) de rongalita (formaldehido sulfoxilato de sodio di-hidratado), con
agitacion a temperatura ambiente. Y después de la disolucion se adicion6 438 miligramos (10.95
mmol) de NaOH en 5 ml de agua. Terminada la adicion de la primera solucion a la segunda, se
dej6 agitando por 30 minutos. Se agregd 0.2 gramos de carbon activado, se agito, se filtrd y se
seco al vacio. El rendimiento fue de 0.77 gramos (54.33 %) de un sélido café P.F = 239-241 °C.
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RMN 'H (DMSO): § (ppm) 7.4 (4H, d) H-3 H-3* H-5 H-5"), 7.2 (4H, d) H-2 H-2’ H-6 H-6", 3.6
(4H, s) H-7 H-7’(-CH,).

RMN °C (DMSO): § (ppm) 172.5 (C-8, C-8°, -COOH), 134.7 (C-1, C-1°), 132.6 (C-3, C-3’, C-5,
C-5%), 130.8 (C-2, C-2°, C-6, C-6), 128.4 (C-4, C-4’), 40 (C-7, C-7°, -CHp).

EM (70 eV): 430 (M", 2.5), 350 (77), 305 (14.4), 270 (14.8), 225 (100), 180 (31), 165 (8), 89
(11), 63 (4.3).

IR (KBr): (¥, em") 3074, 3025, 2959,1914, 1700, 1489.

22.- Sintesis del acido 4, 4’-diselenobis(2-fenilpropionico) (51).

Se siguid la misma técnica del diselenido anterior (48). El rendimiento fue del 66.20 %
del acido2-(4-aminofenil)propiénico) 50 como un s6lido amarillo. Y después de la reaccion de la
sal de diazonio con la solucién del diselenido, produjo un rendimiento del 39.47 % del
compuesto 51 como un sélido café con P.F = 122-124 °C.

RMN 'H (CHCI; + DMSO): & (ppm) 9.1 (2H, -COOH) H-8 H-8’, 7.4 (4H, d) H-3 H-3* H-5 H-
5°,7.2 (4H, d) H-2 H-2’ H-6 H-6°, 3.6 (2H, q) H-7 H-7’, 1.4 (6H, -CH3, d) H-9 H-9".

RMN "°C (CHCI; + DMSO): & (ppm) 175.5 (C-8, C-8°, -COOH), 139.9 (C-4, C-4’), 132.4 (C-3,
C-3°, C-5, C-5%), 130.9 (C-1, C-1"), 128 (C-2, C-2’, C-6, C-6"), 44.4 (C-7, C-7’, -CH), 17.8 (C-9,
C-9’, -CHs).

EM (70 eV): 458 (M", 10.6), 378 (100), 333 (48), 253 (69), 207 (19.3), 183 (25), 104 (27).

IR (KBr): (¥, cm™) 3100, 2982, 1903, 1703, 1488.

23.- Sintesis del dibenzoildiselenido (53).

Una solucion de 1.5 gramos (40 mmol) de NaBH,s en 12 ml de agua se adicion6 poco a
poco a una suspension de 1.5 gramos (19 mmol) de selenio en 12 ml de agua en un matraz de 50
ml a temperatura ambiente, bajo atmosfera de nitrogeno y con agitacion. Después que termind la
reaccion vigorosa se adiciond otro equivalente de selenio (1.5 g, 19 mmol). La mezcla fue agitada
por 15 minutos mas y se calentd en un bafio de agua (50 °C) hasta que se completo la disolucion
del selenio. Después se adiciond 5.3 g (38 mmol) de cloruro de benzoilo y se dejé agitando por
20 horas a temperatura ambiente. Se produjo un sélido amarillo, se filtr6 y se lavo (cinco veces)

con agua. El sélido fue disuelto en CH,Cl,, se agregd 0.4 g de carbon activado, se filtro y se
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evaporo el disolvente. Se cristalizo en CHCIl; y el rendimiento fue de 5.1 g (73 %), p.f = 132-134
°C.

RMN 'H (CDCl;): & 8 (ppm) (4 H) H-2 H-2’ H-6 H-6", 7.65 (2H) H-4 H-4’, 7.5 (4H) H-3 H-3’
H-5 H-5".

RMN "°C (CHCI;): & (ppm) 187.2 (C-7, C-7’, -CO), 136.7 (C-1, C-17), 134.3 (C-4, C-4"), 129.1
(C-2,C-2’, C-6,C-6), 128.1 (C-3, C-3’, C-5, C-5").
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4.- Crystal structure of Se-(phenacyl)-2-selenobenzoic acid. Federico Martinez-Ramos and
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5.- Synthesis and anti-inflammatory activity evaluation of unsymmetrical selenides. Federico
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Compuestos Analogos de Anti-inflamatorios No-esteroidales que Contienen Selenio”.
Federico Martinez Ramos y Manuel Soriano Garcia. Hermosillo, Sonora, México. 12-16
de Noviembre del 2001.

2. Congreso Anual de la American Crystallographic Association. Synthesis and Structures
of Selenium-based Compounds Analogs of Non-Steroidal Anti-inflammatory drugs:
Dibenzoyl Diselenide. Federico Martinez-Ramos and Manuel Soriano-Garcia. Section of
Cool Structures. 25-30 de julio de 2002. San Antonio, Texas, USA.

3. Estudios de Reconocimiento Molecular ente la Albdmina de Suero Humano y
Organoselenidos con Posible Actividad Anti-inflamatoria. Manuel Soriano Garcia y
Federico Martinez Ramos. Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
México. XXXV Congreso Nacional de Ciencias Farmacéuticas 2002, Asociacion
Farmacéutica Mexicana , A.C. Los Cabos Baja California del 3 al 7 de noviembre de
2002.

4. Congreso Anual de la American Crystallographic Association. Synthesis and Structures
of Selenium-based Compounds as Therapeutic and Chemopreventive Agents: 2-
Selenobenzyl-1-benzoic acid and 2-Se-(2-methyl-2-propenyl)-1-benzoic acid. Federico
Martinez-Ramos® and Manuel Soriano-Garcia. 26-31 de julio de 2003. Northern

Kentucky Convention Center. Cincinnati, Ohio, USA.

5. XIV Congreso Nacional y Il Congreso Internacional de Ingenieria Bioquimica:
Desarrollo de organoselenidos y organodiselenidos novedosos como posibles agentes
terapéuticos. Federico Martinez-Ramos y Manuel Soriano-Garcia. Veracruz, México. 31
de Marzo, 1y 2 de Abril del 2004.
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Institute of Problems of Chemical Physics. Synthesis and Structure of Selenium-based
Compounds Analogs of Cancer Chemopreventive Drugs: 2-Se-(2-methyl-2-propenyl)-1-
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9. ANEXO DE ESPECTROS
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Instrumental Achievements

Crystal Structure of Dibenzoyl Diselenide

Federico MARTINEZ RAMOS,* Manuel SorIANO-GARCIA,**T and Gerardo Aguirre HERNANDEZ***
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México D. F. 04510, México
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C1H100,Se; is monaclinic, P2)/c. The unit-cell dimensions at 293 K are a = 12.795(2), b = 12.126(2), ¢ = 9.0179(13)A,
B = 107.074(6)°, V = 1337.5(3)A3, and Z = 4. The R value is 0.048 for 2319 observed reflections. The dihedral angle
between the plane C4-C7(02)-Sel and C9-C8(01)-Se2 is 85.6(2)°, keeping the Se atom unshared electron pairsin amore
stable configuration with the rest of the molecule. The packing in the crystal is entirely due to van der Waals forces.

(Received November 22, 2001; Accepted July 12, 2002)

Selenium is well recognized as an important “dietary”
antioxidant.* It is recognized as being an essential component
of the active sites of a number of enzymes, including the
glutathione peroxidase selenoenzyme family, which scavenge
hydroperoxides to prevent cellular damage.? Dietary selenium
deficiency has been linked to diseases as diverse as cancer,
heart disease, arthritis and AIDS.? Thus, the pharmacology,
biology and biochemistry of selenium metabolism have become
subjects of considerable interest, which are spurring efforts to
develop synthetic selenium-containing compounds as possible
therapeutic agents.? We are currently working on the synthesis
of anew series of agents containing selenium, such as dibenzoy!
diselenide, and analyzed the crystal structure.

The title compound was prepared according to the method of
Klayman and Griffin.® Sodium borohydride (1.5 g (40 mmol) in
12 ml of water) was added with magnetic stirring to 1.5 g (19
mmol) of gray selenium suspended in 12 ml of water at room
temperature and under a nitrogen atmosphere to prevent oxidation
of the oxygen-sensitive selenide ion. After the initial vigorous
reaction had finished (15 min), one additional equivalent of
selenium (1.5 g, 19 mmol) was added. The mixture was stirred
for 15 min and warmed briefly on water bath (50°C) to complete
dissolution of the selenium. Then, benzoyl chloride (5.3 g, 38
mmol) was added to brownish-red aqueous solution of the
selenide. The mixture was stirred for 20 h at room temperature.
The collected yellow solid was washed with water. After the
product was dissolved into CH,Cl, charcod was added to eliminate
small impurities and then filtered off. The CH,Cl, was removed
in a vacuum. Recrystallization of the residue from CHCls
yielded 5.1 g (73%) of dibenzoy! diselenide. (m.p. 132 - 134°C);
IR (1689 cm, CO); NMR (7.2 - 8.1 ppm, o,m,p-hydrogens).

o}

o o
©)LCI + SeSe — > ©/U\SeSeJK© (@0}
(1)

T To whom correspondence should be addressed.

X-ray data for the crystals of the title compound were
collected by graphite-monochromatized Mo K, radiation at 293
K. No absorption correction was applied. The structure was

Table 1 Crystal and experimental data

Formula: C14H100.Se;
Formulaweight = 368.14
Crystal system: monoclinic
Space group: P2:/c
a=12.795(2)A

b =12.126(2)A

¢ =9.0179(13)A

B =107.074(6)°

V =1337.5(3)A3

D, =1.828 g/lcm®

Dm= 1.830 g/cm®(measured by flotation)

H“(Mo K,) =0.552 mmr?

T=293K

Colorless

F(000)=712

0.30 x 0.25 x 0.20 mm

Radiation: Mo K,

2616 scans with 26,. = 50°

R=0.048 (on F?)

Rw =0.118 (on F?)

(A/p)max = 0.094

(AP)mex = 0.523 A2

(DP)min = —0.421 €A-2

Rne=0.041

No. of reflections measured = 3064

No. of reflections used = 2319

No. of parameters = 164

Goodness-of-fit = 0.990

Measurement: Siemens P4 diffractometer

Program system: SHEL XL-Plus®

Structure determination: direct methods (SHEL XS-97)°
Refinement: full matrix |east-squares (SHELXL-97)°

Z=4
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Table 2 Final atomic coordinates and equivalent isotropic
temperature factors (A?)

Atom X y z Ug

Sel 0.62594(6)  0.81535(6)  0.19862(11) 0.0600(3)
Se2 0.71730(6)  0.90747(7)  0.05334(9)  0.0570(3)
o1 0.8417(4)  0.9569(5)  0.3534(6)  0.0649(15)
02 0.5462(4)  1.0294(4)  0.1888(6)  0.0590(14)
Cl1 0.2802(7)  0.8503(8)  0.4219(10)  0.070(2)
C2 0.3080(6)  0.9591(7)  0.4125(9)  0.064(2)
C3 0.3888(6)  0.9851(6)  0.3474(8)  0.0514(19)
C4 0.4421(5)  0.9030(5)  0.2894(7)  0.0393(16)
cs 0.4130(6)  0.7949(6)  0.2991(9)  0.054(2)
C6 0.3320(6)  0.7682(7)  0.3658(9)  0.066(2)
c7 0.5301(5)  0.9371(6)  0.2217(8)  0.0454(18)
C8 0.8327(5)  0.9764(6)  0.2213(9)  0.0460(18)
Cc9 0.9050(5)  1.0514(6)  0.1674(8)  0.0398(17)
C10 0.8784(5)  1.0930(6)  0.0187(9)  0.0527(19)
Cl11 0.9472(6)  1.1646(6)  -0.0254(10) 0.061(2)
C12 1.0438(6)  1.1938(6)  0.0792(11)  0.064(2)
C13 1.0719(6) 1.1528(7)  0.2269(10)  0.064(2)
Cl4 1.0037(5)  1.0817(6)  0.2713(8)  0.0524(19)

U = (U5 Uy(a* &%) (ar-a).

Table 3 Bond distances (A) and angles ()

Sel - C7 1.969(7) Sel - Se2 2.2869(11)
Se2 - C8 1.965(7) ol - C8 1.187(8)
02 - C7 1.1927) Cl - C6 1373(11)
Cl - €2 137512) C2 - C3 1368(10)
C3 - C4 1.39209) C4 - C5 137309
C4 - C7 148809 5 - C6 1.381(10)
8 - C9 147809) Cc9 - CI0 1.379(9)
C9 - Cl4 1.382(9) C10 - CI1 1.376(10)
Cll - CI2 1363(10) CI2 - CI3 1.368(11)

C13 - Cl14 1.367(10)

C7 - Sel - Se2 97.72)  C8 - Se2 - Sel 99.3(2)
C6 - Cl - C2 12078) C3 - C2 - Cl 119.3(8)
C2 - C3 - C4 12087 C5 - C4 - C3 1192(7)
C5 - C4 - C7T 12296) €3 - C4 - C7 117.9(6)
C4 - C5 - C6 1203(7) Cl - C6 - C5 119.7(7)
02 - C7 - C4 1247(6) 02 - C7 - Sel 121.3(5
C4 - C7 - Sel 11395 Ol - C8 - C9 124.6(7)
Ol - C8 - Se2 1212(6) €9 - C8 - Se2 114.2(5)
Cl0 - C9 - Cl4 1186(7)  ClO- C9 - C8 123.0(6)
Cl4- C9 - C8 1184(6) €9 - CI0 - CIl 121.0(7)
Cl2 - Cll - Cl0 1194(8)  Cll- CI2 - CI3 120.3(8)
Cl4 - CI3 - CI2 1205(7)  Cl3- Cl4 - C9 1202(7)

solved by direct methods and refined by full-matrix least-
squares with anisotropic temperature factors for the non-
hydrogen atoms. The hydrogen atoms bonded to the carbon
atoms were assigned based on the expected bonding geometry.
The hydrogen atoms were refined isotropically in the final least-

ANALYTICAL SCIENCES JUNE 2003, VOL. 19

Fig. 1 Molecular structure of the dibenzoyl diselenide compound
with atom labeling. Thermal ellipsoids are drawn at the 50%
probability level.

squares cycles. The software used to prepare materia for
publication was PARST97.4 Table 1 summarizes the crystal
and experimental data. The molecular structure is shown in Fig.
1. The fina atomic parameters for hydrogen atoms, the
anisotropic thermal parameters for non-hydrogen atoms, and the
observed and calculated structure factors may be obtained from
the second author.

Both phenyl rings are planar within the experimenta error.
The bond lengths of C4-C7 and C8-C9 do not show any
significant influence of conjugation between the keto groups
and the phenyl rings. The dihedral angle between the phenyl
rings is 87.3(2)°. The torsion angle, C7-Sel-Se2-C8, is
85.8(3)°. The dihedral angle between the plane C4-C7(02)-Sel
and C9-C8(01)-Se2 is 85.6(2)°, keeping the Se atom unshared
electron pairs in a more stable configuration with the rest of the
molecule. There are two intramolecular contacts between
C5-Sel, 3.123(9)A and C10-Se2, 3.128(7)A. The packing in
the crystal is entirely due to van der Waals forces.
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Instrumental Achievements

Crystal Structure of 2-Se-(2-methyl-2-propenyl)-1-benzoic Acid

Federico Martinez Ramos* and M anuel SorRIANO-GARCIA** T
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CuH10:Se is triclinic, P1. Unit-cell dimensions at 293 K are a = 5.8450(10), b = 8.1490(10), ¢ = 11.4620(10)A, a =
97.050(10), 8 = 90.140(10), y = 90.120(10)°, V = 541.81(12)A3, D, = 1.564 g/cm?, and Z = 2. The R value is 0.047 for
1388 observed reflections. The dihedral angle between the phenyl ring and the isobutenyl group is 72.3(2)°. Thereisan
intermolecular hydrogen bond between two symmetry-related carbonyl groups with an O1--02 distance of 2.669(6)A.
The moleculesin the crystal are packed at normal van der Waals distances.

(Received September 9, 2002; Accepted February 3, 2003)

Selenium is well recognized as an important “dietary”
antioxidant.® It is recognized as being an essential component
of the active sites of a number of enzymes, including the
glutathione peroxidase selenoenzyme family, which scavenges
hydroperoxides to prevent cellular damage.? Dietary selenium
deficiency has been linked to diseases as diverse as cancer,
heart disease, arthritis and AIDS.? Thus, the pharmacology,
biology and biochemistry of selenium metabolism have become
of considerable interest, which are spurring efforts to develop
synthetic  selenium-containing compounds as possible

therapeutic agents.? We are currently working on the synthesis
of a new series of agents containing selenium, such as 2-Se-(2-
methyl-2-propenyl)-1-benzoic acid (Fig. 1).
present the crystal structure of (1).

The title compound was prepared by a method described in
A detailed description of the experimental

In this paper, we

the literature.

Fig. 1 Molecular structure of the title compound with atom
labeling. Thermal ellipsoids are drawn at the 50% probability level.

T To whom correspondence should be addressed.

synthesis will be reported elsewhere. The obtained material was
recrystallized from chloroform:isopropyl ether (1:1) to give a
colorless crystal (m.p. 133 -135°C); IR (1672 cm?, CO); NMR
(2.93 ppm, C11-CHjg; 3.6 ppm, 8-CH,; 5 ppm, 10-CH,; 7.2-8.2

Table 1 Crystal and experimental data

Formula: C11H1zOZSe

Formulaweight = 255.17

Crystal system: triclinic

Spacegroup: P1 Z=2
a=5.8450(10)A

b = 8.1490(10)A

¢ = 11.4620(10)A

a = 97.050(10)°

B =90.140(10)°

y=90.120(10)°

V =541.81(12)A3

D, = 1.564 g/cm?®

Dm = 1.566 g/cm® (measured by flotation)
Hu(Mo Kg) = 3.436 mm

T=293K

Colorless

F(000) =256

0.32 x 0.20 x 0.16 mm

Radiation: Mo Kq

2010 scans with 26a = 50°

R=0.0468 (on F?)

Rw = 0.088 (on F?)

(Alg)mac = 0.086

(AP)mex = 0.318 A

(AP)min=—-0.348 €A

No. of reflections measured = 1893

No. of reflections used = 1388

No. of parameters = 131

Goodness-of-fit = 1.026

Measurement: Siemens P4/PC diffractometer
Program system: SHEL XL-Plus
Structure determination: direct methods (SHELXS-97)
Refinement: full matrix |east-squares (SHELXL-97)
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Table 2 Final atomic coordinates and equivalent isotropic
temperature factors (A?)

Atom X y z Ue
Sel 0.39723(13)  0.51390(8) 0.73186(6)  0.0474(2)
ol 0.7754(8)  0.4992(5)  0.5884(4)  0.0539(11)
02 0.9727(8)  0.2804(5)  0.5088(4)  0.0581(13)
C1 0.6630(10)  0.2311(6)  0.6293(5)  0.0396(13)
2 0.4716(10)  0.2846(6)  0.6980(5)  0.0405(13)
C3 0.3341(11)  0.1638(7)  0.7397(6)  0.0521(16)
c4 0.3902(13)  -0.0004(8)  0.7191(6)  0.0574(17)
Cs 0.5801(13) -0.0537(7)  0.6551(6)  0.0605(18)
C6 0.7146(11)  0.0627(7)  0.6103(6)  0.0523(16)
c7 0.8046(10)  0.3497(7)  0.5747(5)  0.0416(13)
c8 0.1552(11)  0.5040(7)  0.8505(5)  0.0521(16)
co 0.1231(10)  0.6747(8)  0.9114(6)  0.0496(15)
C10 -0.0523(13)  0.7642(10) 0.8879(7)  0.074(2)
Cil 0.2978(14)  0.7361(10)  1.0012(7)  0.079(2)

Ue = (U3)Zi2;Uij(a* &%) (ai-a).

ppm, H-aromatic; 11 ppm, -COOH).

The X-ray data for crystals of the title compound were
collected by graphite-monochromatized Mo K, radiation at 293
K. An anaytica face-indexed absorption correction was
applied. The structure was solved by direct methods and
refined by full-matrix least-squares with anisotropic temperature
factors for the non-hydrogen atoms. The hydrogen atoms
bonded to the carbon atoms were assigned based on the
expected bonding geometry. The hydrogen atom bonded to the
hydroxyl group was found in a difference map and its
coordinates refined in the final least-squares cycles. The final
atomic parameters for hydrogen atoms, and observed and
calculated structure factors may be obtained from the second
author. The software used to prepare material for publication
was PARST97.4 Table 1 summarizes the crysta and
experimental data. The molecular structureis shown in Fig. 1.

The phenyl ring and the isobutenyl group at Sel are planar
within the experimental error, and the dihedral angle between
them is 72.3(2)°. This conformation keeps the Se atom’s
unshared electron pairs in a more stable configuration with the
rest of the molecules. The dihedral angle between the planes of

ANALYTICAL SCIENCES AUGUST 2003, VOL. 19

Table 3 Selected bond distances (A) and angles (*)

Sel- C2  1.912(5) Sel- C8  1.973(5)

Ol - C7  1221(6) 02 -C7  1325(7)

Cl- C7 14697 C8- CO  1.490(8)

C9- C10  1.306(9) C9- Cl1  1.489(10)

C2- Sel- C8 100.6(2) C6- Cl- €T 11975
C2- Cl - C7 120.8(5) C3- €2 - Sel 120.6(4)
Cl- C2- Sel  121.6(4) C5- C6 - C1 121.7(6)
Ol- C7- 02 121.9(5) Ol- C7- Cl 12425
02- €7 - Cl 113.9(5) C9- C8 - Sel 107.5(4)
C10- C9 - C8 121.2(7) C10- €9 - €11 122.0(7)
C8- C9 - CIl  116.8(6)

the carboxyl group at C1 and the isobutenyl moiety is 75.8(3)".
There is an intermolecular hydrogen bond between two
symmetry-related carbonyl groups (—x + 2, -y + 1, =z + 1) with
an O1.-02 distance of 2.669(6)A. There is one intermolecular
contact between C6:--02, 3.481(7)A (—x + 2, -y, —z + 1). Apart
from the intermolecular hydrogen bond, a C--O contact, the
packing in the crystal is entirely due to van der Waals forces.
The fina atomic coordinates and equivalent isotropic
temperature factors are given in Table 2. Selected bond
distances and angles are listed in Table 3.
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Instrumental Achievements

Crystal Structure of 2-Selenobenzyl-1-benzoic Acid

Federico Martinez Ramos* and M anuel SorRIANO-GARCIA** T
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CiH120,Seis monoclinic, P2;/c. Unit-cell dimensions at 293 K are a = 8.1055(7), b = 5.8403(11), ¢ = 26.0302(17)A, 8=
94.560(5)°, V = 1228.3(3)A3, D, = 1.575 glcm?, and Z = 4. The R vaue is 0.048 for 2144 observed reflections. The
dihedral angle between the phenyl rings is 74.9(2)°. There is an intermolecular hydrogen bond between two symmetry
related carboxyl groups with an O1--02 distance of 2.668(6)A. The moleculesin the crystal are packed at normal van der

Waals distances.

(Received September 9, 2002; Accepted February 3, 2003)

Selenium is well recognized as an important “dietary”
antioxidant.t It is recognized as being an essential component
of the active sites of a number of enzymes, including the
glutathione peroxidase selenoenzyme family, which scavenges
hydroperoxides to prevent cellular damage.? Selenium
deficiency has been linked to a number of disorders, such as
heart disease, cancer, diseases of the liver and AIDS. It isaso
important to mention that selenium supplementation has
recently moved from the realm of correcting nutritional
deficiencies to one of pharmacologica intervention, especially

Fig. 1 Molecular structure of the title compound with atom
labeling. Thermal ellipsoids are drawn at the 50% probability level.

T To whom correspondence should be addressed.

in the clinical domain of cancer chemoprevention.

During the last few years, a tremendous effort has been
directed toward the synthesis of stable organoselenium
compounds that can be used as antioxidants, enzyme inhibitors,
antitumor, antimicrobials, antihypertensive agents, antivirals
and cytokine inducers. We are currently working on the
synthesis of a new series of agents containing selenium, such as
2-selenobenzyl-1-benzoic acid (Fig. 1). In this paper, we
present the crystal structure of (1).

The title compound was prepared by a method described in
the literature® A detailed experimental synthesis description
will be reported elsewhere. The obtained material was
recrystallized from acetone:hexane to give a colorless crystal.
(m.p. 202-204°C); IR (1669 cm, CO); NMR (4.18 ppm,
-CHy; 7.2 -8.1 ppm, H-aromatic).

The X-ray data for the crystals of the title compound were
collected by graphite-monochromatized Mo K, radiation at 293
K. An analytical face-indexed absorption correction was
applied. The structure was solved by direct methods and
refined by full-matrix least-squares with anisotropic temperature
factors for the non-hydrogen atoms. The hydrogen atoms
bonded to the carbon atoms were assigned based on the
expected bonding geometry. The hydrogen atom bonded to the
hydroxyl group was found in a difference map, and its
coordinates were refined in the final least-squares cycles. The
final atomic parameters for hydrogen atoms and the observed
and calculated structure factors may be obtained from the
second author. The software used to prepare material for
publication was PARST97.4 Table 1 summarizes the crystal
and experimental data. The molecular structure is shown in Fig.
1.

Both phenyl rings are planar within the experimental error.
The dihedral angle between the phenyl rings is 74.9(2)°. This
conformation keeps the Se atom unshared electron pairs in a
more stable configuration with the other molecules. The torsion
angle C2-Sel-C8-C9 is—168.2(4)°. The dihedral angle between
planes of the carboxyl group a C1 and the C2-Sel-C8-C9
moiety is only 8.8(2)°. There is an intermolecular hydrogen
bond between two symmetry related carboxyl groups (=X,
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Table 1 Crystal and experimental data Table 2 Final atomic coordinates and equivalent isotropic
temperature factors (A?)
Formula: C14H12028e
Formulaweight = 291.20 Atom X y z Ue
Crystal system: monoclinic Sel 0.05118(8)  0.09995(13)  0.10291(3)  0.0504(2)
. —_ c . B . .

Sp_ace group: E&/C z=4 ol 0.0263(5)  -0.2771(8) 0.03937(17)  0.0566(12)
a=8.1055(7) 02 02226(5)  -0.4698(9) 0.0030(2) 0.0640(15)
b = 5.8403(11)A Cl 03065(6)  -0.1607(10)  0.0567(2) 0.0404(14)
¢ = 26.0302(17)A c2 0.2727(6) 0.0291(11)  0.0873(2) 0.0411(15)
B = 94.560(5)° C3 0.4041(7) 0.1638(12)  0.1066(2) 0.0539(18)
V= 1228 3(3)A3 c4 0.5652(7) 0.1116(14)  0.0969(3) 0.0586(17)

s . Cs 0.5990(6)  -0.0742(14)  0.0682(2) 0.0572(18)
Dx = 1.575 g/em _ c6 04703(7)  -02141(12)  0.0473(2) 0.0498(16)
Dm = 1576 g/cm® (measured by flotation) c7 0.1726(7)  -0.3075(11)  0.0327(2) 0.0442(14)
1(Mo Kq) = 3.043 mmrt c8 0.0945(7) 03408(11)  0.1545(2) 0.0511(17)
T=293K 9 20.0621(6)  0.3847(13)  0.1797(2) 0.0436(13)
Colorless C10 20.1077(8)  0.2346(12)  0.2175(2) 0.0555(17)
F(000) = 584 cll 02487(8)  0.2784(15)  0.2435(3) 0.071(2)

(000 = c12 0.34439)  0.4650(14)  0.2307(3) 0.069(2)
0.40 % 0.28 x 0.16 mm c13 20.3044(8)  0.6064(15)  0.1922(3) 0.0655(18)
Radiation: Mo K Cl4 20.16398)  0.5694(13)  0.1675(3) 0.0596(18)
2016 scans with 26a = 50°
R =0.048 (on F?) Ue = (U3)ZiZUj(a* a* ) (ai-a).

Rw = 0.084 (on F?)
(810)mex = 0.084
(AO)mac = 0.388 A3

i 0
(DD = —0.351 A Table 3 Selected bond distances (A) and angles (°)

No. of reflections measured = 2305 Sel - C2 1.917(5) Sel - C8 1.957(6)
No. of reflections used = 2144 01 - C7 1.225(6) 02 - C7 1.309(7)
No. of parameters = 157 Cl - C7 1482(8)

Goodness-of-fit = 1.013
Measurement: Siemens P4/PC diffractometer

Program system: SHEL XL-Plus C2 -Sel - C8 100.4(2) C6 -Cl - C7 118.0(5)
Structure determination: direct methods (SHEL X S-97) 8 8 - (5371 11511;((3)) 8? gg - %ezl 3%8
i . § ~ _ - - Se . - - .
Refinement: full matrix |east-squares (SHEL XL-97) Ol 7 - ¢l 1728(6) 02 €7 -Cl 114765)
C9 -C8 - Sel 108.2(4) Cl14-C9 - C10 117.9(6)
Cl4-C9 - C8 123.1(6) C10-C9 - C8 119.0(6)

-y — 1, —2) with an O1--O2 distance of 2.668(6)A. Thereis one

intermolecular contact between C6--02, 3.440(8)A. Apart from

the intermolecular hydrogen bond, a C--O contact, the packing

in the crystal is entirely due to van der Waals forces. Thefina References

atomic coordinates and equivalent isotropic temperature factors

are given in Table 2. Selected bond distances and angles are 1. G. F. Combs, Jr., Medizinische Klinik., 1999, 94, 18.

listed in Table 3. 2. S.W. May and S. H. Pollock, Drugs, 1998, 56, 959.
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Abstract

The alkylation reaction of 2,2'-diseleno and 4,4'-diseleno-bis(benzoic acid) derivatives in the presence of sodium borohydride and alkyl ha-
lides allowed the synthesis of various new o- and p-alkylselenenylated benzoic acid derivatives in good yields. The anti-inflammatory activity of
selected selenide derivatives on granuloma induced by subcutaneous implantation of cotton pellets in Wistar rats was examined. Selenium de-
rivatives 2a, 2¢ and 2e showed anti-inflammatory activity although to a lesser extent as compared to indomethacin, however they were found less

toxic than the latter.
© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Anti-inflammatory activity; Alkylselenenyl benzoic acid derivatives; Granuloma bioassay

1. Introduction

Organoselenium compounds have been extensively applied
in organic synthesis [1,2] in particular selenol esters have been
used in liquid crystals [3] and other selenium derivatives have
been investigated in a wide range of pharmacological re-
sponses, thus they have been evaluated as anti-inflammatory
[4], anti-atherosclerotic, anti-cancer, anti-microbial and anti-
viral agents as well as immuno-stimulants, cytokine inducers
and nitric oxide synthase inhibitors. In this area, a great deal
of attention has been focused in the design of molecules in-
volved in the study of the important enzyme glutathione per-
oxidase (GSH-PX) [5—9].

* Corresponding author. Fax: +52 57296300x46211.
E-mail address: f_martin57 @hotmail.com (F. Martinez-Ramos).

0223-5234/$ - see front matter © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ejmech.2007.09.029

On the other hand, the search for non-steroidal anti-inflam-
matory drugs has continued and many efforts are being made
in order to find alternative drugs with an increased perfor-
mance. We were particularly interested in exploring a possible
anti-inflammatory activity of 2-alkylselenenyl benzoic acid
derivatives and p-alkylselenobenzamides. Accordingly and
taking into account that selenides may be prepared in the pres-
ence of other functional groups [10—12], slightly modified lit-
erature protocols were applied to synthesize the target
selenides. Then the anti-inflammatory activity on selected syn-
thesized compounds was evaluated.

2. Chemistry

Compound 1 (2,2'-carboxydiphenyl diselenide) was conve-
niently prepared in 88% yield from anthranilic acid diazonium
salt and sodium diselenide (NaSeSeNa). Diselenide 1 was also
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obtained using one equivalent of selenium and sodium formal-
dehydesulfoxylate dihydrate (rongalite, half equivalent) in
H,O and in the presence of sodium hydroxide [13]. Treatment
of 1 with sodium borohydride under controlled pH (9—10)
[10,14,15] followed by the addition of 3-chloro-2-methylpropene
led to alkyl selenide 2a in 78% yield. Similar treatment of 1
with other alkyl derivatives led to alkylaryl selenides 2b—h
(Scheme 1), in the yields shown in Table 1.

Similarly, treatment of diselenide 3 with sodium borohydride
and alkyl halides afforded the corresponding p-alkylselenenyl-
benzamide derivatives 4. Precursor 4,4'-diseleno-bisbenzamide
3 was readily available in 71% overall yield from diselenide
4,4'-diseleno-bis(benzoic acid) which was esterified under
Fischer conditions followed by an amidation process with
methyl amine (yields shown in Table 2).

All selenides were properly identified by means of spectro-
scopic methods and in some cases the X-ray analysis on some
of them was obtained to further support the compounds structure.

3. Pharmacology

A molecular docking analysis (autodock, v. 3) aimed to ex-
amine the interactions between the synthesized selenium

Table 1

Synthesis of 2-alkylselenenyl benzoic acid derivatives 2 from diselenide 1
Entry R—X Product Yield (%)
1 H,C=C(CH;)CH,Cl 2a 78

2 H,C=CHCH,Br 2b 54

3 HC=CCH,Br 2¢ 67

4 HOCH,CH,C1 2d 33

5 CICH,CO,H 2e 95

6 CeHsCH,Cl 2f 82

7 C¢HsCOCH,Br 2g 57

8 p-BrC¢H,COCH,Br 2h 51

derivatives and the cyclooxygenase enzyme (COX-2 protein
data bank) suggested compounds 2a, 2¢ (Fig. 1), 2e, 4a, 4c
and 4f as the most suitable candidates to be evaluated in the
anti-inflammatory assay.

Table 3 summarizes the anti-inflammatory response dis-
played by the tested compounds on the cotton pellet granu-
loma bioassay.

4. Results and discussion

To determine the anti-inflammatory effect of the selenium
derivatives, the cotton pellet granuloma bioassay on Wistar
rats was selected. Inhibition of the granulation tissue forma-
tion around the pellet on treated animals with different com-
pounds indicates local anti-inflammatory action [16—18]. It
has been demonstrated that this bioassay is practical, cheap
and easy in comparison to other methods used in the studies
of anti-inflammatory activity [19,20]. In addition, the granu-
loma bioassay allows good reproducibility of results. In this
anti-inflammatory study, only in the treated groups with indo-
methacin and alkylselenium compounds 2a, 2¢ and 2e, a de-
crease in the inflammatory process with respect to the
control group (sodium bicarbonate) was observed and this dec-
rement was statistically significant only for compound 2c¢
(p <0.05). The anti-inflammatory response was observed in
both dry and wet weight (Table 3). Similarly, a final weight de-
crease in the treated groups with 2a, 2¢ and 2e indicated that
an anti-inflammatory response was indeed developed by these
compounds, i.e. the observed decrement was statistically sig-
nificant (p < 0.05), (Table 3, Fig. 2). Compounds 4a, 4f and
4c did not have anti-inflammatory effect.

Results of a toxicological evaluation indicated that indo-
methacin induced ulcerative lesions on the animal gastrointes-
tinal tract and the lethal dose 50 was 33 mg/kg (Table 4). Same
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Table 3

Anti-inflammatory effect of selected selenium compounds

F. Martinez-Ramos et al. | European Journal of Medicinal Chemistry 43 (2008) 1432—1437

Wet weight (g)

Dry weight (g)

Final weight (mg)

Table 2

Synthesis of selenides 4 from diselenide 3

Entry R—X Product Yield (%)
1 H,C=C(CH;)CH,Cl 4a 79

2 H,C=CHCH,Br 4b 62

3 HC=CCH,Br 4c 64

4 p-CH3C6H4CH2Cl 4d 77

5 p-NO,CcH4CH,Cl 4e 21

6 CeHsCH,Cl 4f 74

evaluation performed on the two treated groups 2 and 4
showed that LDsq for both types of compounds was higher
than 600 mg/kg body weight, with the exception of com-
pounds 2¢ and 4a, which at the same dose, induced toxic ef-
fects like ataxia and respiratory problems (Table 4). Animal
death was also registered on treatment with these products.
The safety ratio for indomethacin is 3.3 (toxicity/activity),
i.e. the lethal dose of this drug makes it highly toxic according
to a toxicity classification [21]. Therefore, it may be concluded
that compounds 2 showed a fair anti-inflammatory activity,
and they may be considered slightly toxic. Moreover they
showed to be less toxic than Indomethacin because their safety
ratio is 60 or even higher, compared to the latter.

5. Experimental

Anthranilic acid and alkyl derivatives were purchased from
Aldrich Chemical Co. (USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO)
and indomethacin were obtained from Sigma Co. (USA), so-
dium bicarbonate, J.T. Baker (México), peanut oil (PO),
R.A. (México).

Melting points were determined in an electrothermal melt-
ing point apparatus and are uncorrected. 'H NMR and '*C
NMR spectra were obtained from a Bruker Advance and Unity
Varian apparatus at 300 and 75 MHz, respectively. IR spectra
were determined in a Nicolet FT-55X and Perkin Elmer 283-B
apparatus as KBr discs or CHCl; dissolution. MS were deter-
mined in a JIMS-AX505HA JEOL mass spectrometer. Crystal

-

Fig. 1. A close view obtained from a docking analysis, showing interactions of
selenium derivative 2¢ with various amino acids at the COX-2 binding pocket.
Estimated free energy: —7.81 kcal/mol. Estimated inhibition constant, Kj:
2.84e—05. Temp =298.15 K.

Indomethacin 0.307 £0.014* (8) 0.072 £0.002* (8) 21.8 +2.30* (8)
(5 mg/kg b.w.)

Control vehicle 0.473 +0.042 (8) 0.100£+0.005 (8) 49.5+4.88 (8)
(bicarbonate)

2a 0.406 +£0.027 (7) 0.084 £0.003 (7) 32.8+2.25* (7)

2¢ 0.353 £0.016* (8) 0.081 £0.001* (8) 30.9 +2.13* (8)

2e 0.378 £0.022 (8) 0.085£0.003 (8) 33.8+3.79* (8)

Control vehicle 0.356 +0.042 (8) 0.086 +0.004 (8) 34.2+0.60 (8)
(PO/DMSO)

4a 0.369 +0.009 (8) 0.087 £0.002 (8) 33.2+2.00 ()

4c 0.447 £ 0.030 (7) 0.096 £0.005 (7) 41.3+5.67 (7)

4f 0.414 +£0.037 (8) 0.089 £0.006 (8) 35.7+4.51 (8)

Mean + SEM are shown. Figures in parenthesis indicate number of animals.
*p < 0.05 respect to control group.
PO = peanut oil. DMSO = dimethyl sulfoxide. PO/DMSO (990 pL/10 pL).

structure was determined in a Nicolet P3F automat diffractom-
eter. All reactions were carried out under a nitrogen
atmosphere.

5.1. Chemistry

5.1.1. General procedure for the synthesis of selenides 2
from 2,2'-diselene-bis(benzoic acid) 1

To a mixture of diselenide 1 (2 mmol) in H,O (10 ml),
NaOH 1 N was added until a pH 9—10 was reached. Then
NaBH,; (10.58 mmol) was added in portions. After 15—
30 min, the corresponding alkyl halide was added (4.8 mmol).
The reaction was stirred at room temperature for 12 h. Addition
of hydrochloric acid formed a solid precipitate, which was col-
lected by filtration. The solid was taken in a solution of aqueous
NaHCOs3, charcoal was added and the suspension stirred for
15 min and filtered. The acid was precipitated by addition of
hydrochloric acid.

5.1.1.1. 2-(Isobutenylselenenyl)benzoic acid (2a). Obtained in
78% yield, mp 133—135 °C. '"H NMR (CHCIl; + DMSO,

60
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Control  4a 4c 4f  Control 2c 2e 2a
PO/DMSO Bicarbonate

IND

Fig. 2. Anti-inflammatory effect of selenium compounds. The final weight of
granuloma decreased in the treated groups with indomethacin and with sele-
nium compounds 2a, 2¢ and 2e at a dose of 10 mg/kg in comparison with con-
trol group (bicarbonate solution 5%). Mean + SEM are depicted by the heights
of the bars and brackets. Statistical analyses were performed within groups.
*p <0.05.
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Table 4
LDs, determination of tested selenium compounds
Dose Number of Alive Dead LDsq
(mg/kg b.w.) animals animals animals (mg/kg b.w.)
Control vehicle — 6 6 0 -
(bicarbonate)
Indomethacin 33 6 3 3 33
2a 600 6 0 0 >600
2c 600 6 3 3 600
2e 600 6 0 0 >600
Control vehicle — 6 6 0 -
(PO/DMSO)
4a 600 6 3 3 600
4c 600 6 0 0 >600
4f 600 6 0 0 >600

ppm): 6 8.2—7.2 (m, Ar, 4H), 5 (m, 2H), H-3’, 3.6 (m, CH,,
2H) H-1/, 1.9 (m, CH;, 3H) H-4'. '3*C NMR (CHCl; + DMSO,
ppm): 6 172 (C-7, —COOH), 140.8 (C-2'), 139.8 (C-1), 133.3
(C-4), 132.6 (C-6), 128.3 (C-3), 127.3 (C-2), 124.6 (C-5),
114.5 (C-3"), 33.2 (C-1"), 22.3 (C-4"). Mass spectrum, m/z (rel-
ative intensity): 256 (M, 29), 201 (100), 156 (9), 145 (6), 117
(5), 117 (6), 55 (33). Crystal data [22]: C;;H;,O-Se,
Fw = 255.16, triclinic, space group P1, a=5.8450(10), b =
8.1490(10), ¢=11.4620(10) A, a= 97.050(10), 8 =90.140
(10), ¥ =90.120(10)°, Z=2, R =0.047.

5.1.1.2. 2-(Allylselenenyl)benzoic acid (2b). Obtained in 54%
yield, mp 136—138 °C: '"H NMR (CDCl, ppm): 6 8.2—7.2
(m, Ar, 4H), 6 (m, 1H) H-2/, 5.2 (m, 2H) H-3', 3.6 (m, CH,,
2H) H-1'. *C NMR (CDCls, ppm): 172.1 (C-7, —COOH),
139.1 (C-1), 133.3 (C-4), 133.188 (C-2/), 132.698 (C-6),
128.137 (C-3), 127.3 (C-2), 124.724 (C-5), 118.34 (C-3/),
28.2 (C-1’). Mass spectrum, m/z (relative intensity): 242
M, 22), 201 (100), 156 (7), 145 (6.8), 117 (3.7), 77 (3.7),
41 (11.8).

5.1.1.3. 2-(Propargylselenenyl)benzoic acid (2c¢). Obtained in
57% yield, mp 183—185 °C. '"H NMR (DMSO, ppm): ¢ 13.4
(s, COOH, 1H) H-7, 85—7.8 (m, Ar, 4H), 4.1 (d,
J=2.6 Hz, CH,, 2H) H-1’, 3.4 (dd, J=2.5, J=1.6 Hz, CH,
1H) H-3'. '*C NMR (DMSO, ppm): 168.3 (C-7, —COOH),
137.5 (C-1), 132.8 (C-4), 131.5 (C-6), 128.4 (C-2), 127.8
(C-3), 124.9 (C-5), 81.2 (C-2'), 72.9 (C-3'), 9.3 (C-1'). 7"Se
NMR: 6 372. Mass spectrum, m/z (relative intensity): 240
M*, 20), 210 (100), 184(9.4), 156 (13), 105 (8), 77 (11).
Crystal data: C1yHgO,Se, FW = 239.12, triclinic, space group
P1,a=4.345(1), b =17.827(2), c = 13.831(4) A, a = 88.93(1),
6 =285.32(1), y=75.14(1)°, Z=2y, R =0.042.

5.1.14. 2-(2'-Hydroxyethylselenenyl)benzoic acid (2d). Ob-
tained in 34% yield, mp 116—118°C. 'H NMR (CDCl;,
ppm): 6 8—7.2 (m, Ar, 4H), 6.2 (s, OH, 1H), 3.9 (t,
J=6.9 Hz, CH,, 2H) H-2/, 3.08 (t, J= 6.9 Hz, CH,, 2H) H-
1. '3C NMR (CDCls, ppm): 6 168.5 (C-7, COOH), 136.2
(C-2), 132.2 (C-4), 131.8 (C-6), 129.2 (C-2), 127.4 (C-3),
124.3 (C-5), 60.6 (C-2'), 27.4 (C-1'). Mass spectrum, m/z

(relative intensity): 246 (M, 83), 228 (64.6), 184 (100), 156
(33), 105 (42), 77 (22), 45 (13).

5.1.1.5. 2-(Carboxymethylselenenyl)benzoic acid (2e). Ob-
tained in 95% yield, mp 232—234°C. 'H NMR (DMSO,
ppm): 6 8—7.3 (m, Ar, 4H), 3.6 (s, CH,, 2H) H-1’. '*C
NMR (DMSO, ppm): 6 172 (C-2/, COOH), 168 (C-7, —
COOH), 136.9 (C-1), 132.8 (C-4), 131.3 (C-6), 128.4 (C-2),
128.1 (C-3), 124.9 (C-5), 25.8 (C-1’). Mass spectrum, m/z (rel-
ative intensity): 260 (M, 37), 242 (12), 214 (2), 201 (100),
184 (7), 156 (7), 105 (9), 77 (6).

5.1.1.6. 2-(Benzylselenenyl)benzoic acid (2f). Obtained in
85% yield, mp 202—204 °C. "H NMR (DMSO, ppm): § 13.2
(s, COOH, 1H), 8—7 (m, Ar, 9H), 4.2 (s, CH,, 2H) H-7'.
13C NMR (DMSO, ppm): 6 167.9 (C-7, —COOH), 138.5 (C-
1), 137.449 (C-1), 132.789 (C-4'), 131.373 (C-6), 129.2 (C-
3/, C-5), 128.465 (C-4'), 128.212 (C-2), 128.059 (C-3),
126.751 (C-5), 124.776 (C-2/, C-6'), 28.743 (C-7'). Mass spec-
trum, m/z (relative intensity): 292 (M, 23), 201 (11), 156
(1.5), 91 (100), 65 (8.5). Crystal data [23]: Ci4H;,0-Se,
FW =291.20, monoclinic, space group P2,/c, a =8.1055(7),
b=15.8403(11), ¢=26.0203(17) A, B=94.560(5)°, V=
1228.3(3) A®, Z=4, Dx=1575g/em®, uMo Kao)=
3.043 mm ™', T=293 K, R =0.048, R,, = 0.084, 2144 reflec-
tions, GOF = 1.013.

5.1.1.7. 2-(Phenacylselenenyl)benzoic acid (2g). Obtained in
57% yield, mp 176—178°C. 'H NMR (CDCl;+ DMSO,
ppm): 6 8—7 (m, Ar, 9H), 4.17 (s, CH,, 2H) H-8'. '>°C NMR
(CDCl3 + DMSO, ppm): 6 195.3 (C-7', C=0), 168.3 (C-7,
—COOH), 136.8 (C-1"), 135.1 (C-1), 132.9 (C-4"), 132.4 (C-
4), 131.4 (C-6), 128.2 (C-2, C-2/, C-3', C-5, C-6'), 127.4
(C-3), 124.6 (C-5), 29.3 (C-8'). Crystal data: CsH;,05Se,
Fw =319.21, monoclinic, space group: P2,/n, a =15.080(1),
b=10.709(1), c¢=24.102(3) A, Z=4, Dx=1617 g/cm3,
u(Mo Ko) =2.865 mm ™', T=293 K, R =0.038, R, = 0.052,
2375 reflections, GOF = 0.926.

5.1.1.8. 2-(4'-Bromophenacylselenenyl)benzoic acid (2h). Ob-
tained in 51% yield, mp 200 °C (decomposition). '"H NMR
(DMSO, ppm): 6 8—7 (m, Ar, 8H), 4.4 (s, CH,, 2H) H-8'.
NMR '*C (DMSO, ppm): § 197 (C-7/, C=0), 168.3 (C-7,
—COOH), 136.4 (C-1"), 135.1 (C-1), 133.4 (C-4), 131.6 (C-
3), 131.4 (C-6), 130.5 (C-2/, C-6'), 129.4 (C-3/, C-5'), 128.2
(C-4"), 126.4 (C-5), 125.2 (C-2), 29.3 (C-8'). Mass spectrum,
mlz (relative intensity): 398 (M™*, 14), 381 (11), 300 (32),
184 (26), 183 (100), 156 (14), 155 (22), 104 (5), 76 (12).

5.1.2. General procedure for the synthesis of alkylaryl
selenides 4 from 4,4'-diselenide-bisbenzamide 3

To a mixture of diselenide 3 (213 mg, 0.5 mmol) with
10 ml of ethanol and 10 ml of water, followed by the addition
of NaBH, (114 mg, 3 mmol), in portions. After 15—30 min the
corresponding alkyl halide (1 mmol). The reaction was stirred
at room temperature for 3 h. Addition to water and extraction
(ethyl acetate), charcoal and filtered. The purification was by
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chromatographic column using silica gel and hexane/ethyl
acetate (7/3).

5.1.2.1. 4-(Isobutenylselenenyl)-N-methylbenzamide (4a). Ob-
tained in 79% yield, mp 80—82 °C. 'H NMR (DMSO, ppm):
0 8.4 (q, J=4.5Hz, N—H, 1H) H-8, 7.7 (d, J = 8.5 Hz, 2H)
H-2 H-6, 7.5 (d, J =8.6 Hz, 2H) H-3 H-5, 4.7 (m, CH,, 2H)
H-3', 3.7 (m, CH,, 2H) H-1’, 2.7 (d, J=4.5 Hz, CH3, 3H)
H-9, 1.8 (m, CH;, 3H) H-4". '*C NMR (DMSO, ppm):
6 166 (C-7, C=0), 141.2 (C-2'), 134.4 (C-1), 132.6 (C-4),
131 (C-3, C-5), 127.5 (C-2, C-6), 113.7 (C-3), 34 (C-1"),
26.1 (C-9), 21 (C-4'). 77Se NMR: ¢ 307. Mass spectrum, m/z
(relative intensity): 269 (M*, 94), 239 (20), 184 (60), 156
(20), 77 (4), 55 (100).

5.1.2.2. 4-(Allylselenenyl)-N-methylbenzamide (4b). Obtained
in 62% yield, mp 84—86 °C. '"H NMR (DMSO, ppm): 6 8.4
(q, J=4.2Hz, N—H, 1H) H-8, 7.7 (d, J =8.7 Hz, 2H) H-2
H-6, 7.5 (d, J=8.4Hz, 2H) H-3 H-5, 5.9 (m, 1H) H-2/,
5(m, 2H) H-3', 3.7 (m, CH,, 2H) H-1', 2.7 (d, J=4.8 Hz,
CH;, 3H) H-9. *C NMR (DMSO, ppm): & 166 (C-7,
C=0), 134.2 (C-1), 134.1 (C-4), 132.4 (C-2"), 130.6 (C-3,
C-5), 127.5 (C-2, C-6), 117.3 (C-3'), 28.8 (C-1'), 26.1 (C-9).
7Se NMR: 6 319. Mass spectrum, m/z (relative intensity):
255 (M, 100), 225 (43), 198 (10), 184 (81), 156 (26), 134
(13), 105 (3), 77 (5), 58 (30), 41 (4).

5.1.2.3. 4-(Propargylselenenyl)-N-methylbenzamide (4c). Ob-
tained in 64% yield, mp 110—112°C. '"H NMR (DMSO,
ppm): 6 84 (q, J=44Hz, N-H, 1H) H-8, 7.7 (d,
J=8.3 Hz, 2H) H-2 H-6, 7.6 (d, J=8.4 Hz, 2H) H-3 H-5,
3.8 (d, J=2.7Hz, 2H) H-1', 3.1 (t, J=2.5Hz, 1H) H-3,
2.8 (d, J=4.6 Hz, CHs, 3H) H-9. '*C NMR (DMSO, ppm):
0 166.1 (C-7, C=0), 133.9 (C-1), 132.8 (C-4), 130.3 (C-3,
C-5), 127.6 (C-2, C-6), 81 (C-2'), 74 (C-3"), 26.2 (C-9), 10.9
(C-1"). 77Se NMR: 6 365. Mass spectrum, m/z (relative inten-
sity): 253 (M, 66), 223 (69), 195 (57), 184 (100), 156 (40),
115 (44), 77 (5), 58 (21).

5.1.2.4. 4-(4'-Methylbenzylselenenyl)-N-methylbenzamide (4d).
Obtained in 77% yield, mp 180—182 °C. '"H NMR (DMSO,
ppm): 6 84 (q, J=4Hz, N—H, 1H) H-8, 7.7—7 (m, Ar,
8H), 4.2 (s, CH,, 2H) H-7’, 2.8 (d, J =4.4 Hz, CH;, 3H) H-
9, 2.2 (s, CHs, 3H) H-8'. '*C NMR (DMSO, ppm): 6 166
(C-7, C=0), 1359 (C-4), 135 (C-1'), 1349 (C-1), 1324
(C-4), 130.4 (C-3, C-5), 128.8 (C-2/, C-6), 128.6 (C-3/, C-
5, 126.7 (C-2, C-6), 29.8 (C-7'), 26.1 (C-9), 20.5 (C-8').
77Se NMR: ¢ 361. Mass spectrum, m/z (relative intensity):
319 (M™, 11), 289 (1), 214 (3), 184 (5), 156 (3), 105 (100),
77 (7), 58 (1).

5.1.2.5. 4-(4'-Nitrobenzylselenenyl)-N-methylbenzamide (4e).
Obtained in 21% yield, mp 186—188 °C. '"H NMR (DMSO,
ppm): 6 8.4 (q, /J=4.6 Hz, N—H, 1H) H-8, 8.1-7.5 (m, Ar,
8H), 4.4 (s, CH,, 2H) H-7’, 2.7 (d, J=4.5 Hz, CH;, 3H) H-
9. 3C NMR (DMSO, ppm): 6 165.9 (C-7, C=0), 147.2 (C-
4", 146.2 (C-1"), 133.4 (C-1), 132.9 (C-4), 131.2 (C-3, C-5),

129.9 (C-2/, C-6'), 127.7 (C-2, C-6), 123.4 (C-3/, C-5'), 28.9
(C-7"), 26.1 (C-9). "’Se NMR: 6 384. Mass spectrum, m/z (rel-
ative intensity): 350 (M, 100), 320 (11), 293 (8), 214 (7), 184
(61), 156 (19), 136 (94), 120 (43), 106 (43), 58 (7).

5.1.2.6. 4-(Benzylselenenyl)-N-methylbenzamide  (4f). Ob-
tained in 74% yield, mp 154—156°C. 'H NMR (DMSO,
ppm): 6 8.4 (q, J=4.2Hz, N—H, 1H) H-8, 7.7—7.1 (m, Ar,
9H), 4.3 (s, CH,, 2H) H-7/, 2.7 (d, J = 4.5 Hz, CHs, 3H) H-
9. 3C NMR (DMSO, ppm): 6 166 (C-7, C=0), 138.2 (C-
1), 134.7 (C-1), 132.5 (C-4), 130.6 (C-3, C-5), 128.9 (C-3',
C-5'), 128.4 (C-2/, C-6'), 127.7 (C-2, C-6), 126.7 (C-4"), 30
(C-7"),26.2 (C-9). "’Se NMR: 6 363. Mass spectrum, m/z (rel-
ative intensity): 305 (M, 38), 275 (2), 214 (3), 184 (11), 156
(6), 105 (1), 91 (100), 77 (2), 65 (14), 58 (2).

5.2. Pharmacology

5.2.1. Animals

Adult female Wistar rats were used. They were housed and
maintained in the animal house at room temperature (22—
24 °C) and 50—55% relative humidity, with day/night cycles
of 12 x 12 h. They were fed with standard rodent diet and wa-
ter ad libitum. Care and handling of the animals were in agree-
ment with internationally accepted procedures and approved
by our own institutional committee following the recommen-
dation indicated in the Mexican Technical Specifications for
the Production, Care, and Use of Laboratory Animals (Secre-
taria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion, 1999) [24].

5.2.2. Anti-inflammatory activity

Inflammation was induced by subcutaneous implantation of
50 mg cotton pellets into the rats. The latter were randomly
distributed in nine groups. A control group was administered
a sodium bicarbonate solution 5% and another control group
with a mixture of peanut 0il/DMSO. Another group was
treated with indomethacin (5 mg/kg body weight). The other
six underwent treatment with the synthesized alkylarylsele-
nium compounds (10 mg/kg body weight), per os. Treatment
lasted 7 days and at the end of this period, the granuloma
were removed and weighted to calculate the difference in
weight gain. The cotton pellets were dried at 60 °C until con-
stant weight, then the final weight was estimated by
subtraction.

5.2.3. Acute toxicity

Four groups of mice were formed for each compound. Le-
thality was assessed using death within 7 days as an index of
toxicity following per os administration of the three different
concentrations of each compound (from 150, 300 and
600 mg/kg body weight) and vehicle.

5.2.4. Statistical analysis
The data obtained from the different tests were submitted to
an ANOVA statistical analysis in order to compare the results
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in all groups with post hoc comparison by Bonferroni. A
difference was considered significant when p < 0.05.
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