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Capitulo |

Las Quinonas y su rol bioldgico

1.1 Introduccién a las quinonas

Quinonas es un término general para una familia de compuestos que son comunes
en varios productos naturales y procesos bioquimicos enddgenos o derivados del
metabolismo oxidativo de hidroquinonas y/o catecoles (1,2-dihidroxibencenos).
Estructuralmente, las quinonas se clasifican segun el sistema aromatico que presentan, de
tal manera que se subdividen cominmente en tres grupos: benzoquinonas, naftoquinonas

y antraquinonas (Fig. 1).!

0O O O
8
7 2
6 3
5
O O O

1,4-Benzoquinona 1 14-Naftoquinona 2 9,10-Antraquinona 3

Figura 1. Clasificacion estructural de las quinonas

Otra caracteristica importante de las quinonas es que se les asocia la coloraciéon o
pigmentacion de las plantas, hongos y animales que las contienen, esto debido a una alta
conjugacion electronica del sistema quinona capaz de absorber luz visible. Desde la
antigiedad, romanos y egipcios utilizaban alizarina (1,2-dihidroxiantraquinona) para tefir

de rojo las telas de algoddn, ademas de otros extractos quinoides.?

Por otra parte, tanto en animales como en plantas, las quinonas juegan un papel
importante a nivel metabdlico, tal es el caso de las plastoquinonas encargadas del
transporte de electrones en las plantas durante la fotosintesis y las ubiquinonas (coenzima
Q) que se encuentran en la mayoria de los animales y que intervienen en el transporte de

electrones en la mitocondria (Fig. 2).
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Figura 2. Quinonas acarreadoras de electrones en sistemas bioldgicos.

Otro ejemplo de la funcién metabdlica de las quinonas, son las filoquinonas
(vitamina K1) que se encuentran en plantas y algas, y las menaquinonas (vitamina K»)
localizadas en bacterias y animales, cuya accion en el caso de los seres vivos, es participar
en la carboxilacion de los residuos de glutamato en determinadas proteinas para dar
carboxiglutamato, modificacién que permite a la proteina unir calcio, lo cual es esencial en

la cascada de coagulacién de la sangre (Fig. 3).2

O O
Me Me n=1-13
‘ ' X H ‘ ' X H
o} Me 3 o} Me ' 1

Filoquinona (Vitamina K;) 8 Menaquinona (Vitamina K,) 9

Figura 3. Estructura de filoquinonas y menaquinonas.

1.2 Interés general de las naftoquinonas

Las quinonas constituyen un grupo estructural de compuestos que exhiben un
amplio rango de propiedades bioldgicas, por ejemplo, actividad antitumoral,
antiinflamatoria, antimicotica, antileishmanial, antimalarica y tripanocida, las cuales han
permitido su uso en distintas aplicaciones en el campo de la farmacia, medicina y

agricultura.
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La medicina tradicional alrededor del mundo ha utilizado plantas enriquecidas de
quinonas para el tratamiento de diversas enfermedades.* Por ejemplo, la medicina china ha
utilizado la corteza del arbol de Firmia plantanifolia en el tratamiento del asma y
reumatismo, cuyo principio activo es la firmianona (10, Fig. 4).> Otra planta medicinal de
origen chino es la Rubia cordifolia, de dicha planta se extrajo dos compuestos 11 y 12

potencialmente utilizables como antitumorales.®
OH O

O OH
M;j o ! [ COOMe
MeO 0)

O OH Me Me

firmianona A 10 rubicordifolina 11 molugina 12

Figura 4. Hidronaftoquinonas extraidas de plantas medicinales.

Por otro lado, las naftoquinonas representan una subclase de quinonas que poseen
un interés elevado ya que se han encontrado en la naturaleza multiples ejemplos de
actividad biologica (antiinflamatoria, antioxidante, antineoplasica, antiviral, entre otros) lo
que ha constituido a esta familia de compuestos en una rama de estudio, tanto para la
obtencién de extractos naturales, como también en la sintesis, disefio y modificacion de

farmacos.*

A continuacion se describe una serie de ejemplos que muestran la variedad de

propiedades biologicas que ofrece esta familia.
1.2.1 Actividad antineoplasica

Las naftoquinonas exhiben una potente actividad antineoplasica, un claro ejemplo
es el lapachol (13, Fig. 5) y sus derivados. Particularmente, el compuesto B-lapachona 14

que se extrae de las plantas del género Tabebuia, ha mostrado ser un nuevo inhibidor de la
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ADN topoisomerasa |, asi como también se ha encontrado que induce apoptosis en varias
células cancerosas humanas, tales como cancer de prostata,’ leucemia promielocitica HL-
60® y mielomas de varios tipos.” Ademas, estudios muestran que la B-lapachona es mucho
mas potente que la camptotecina” en inducir un efecto citotdxico agudo en gliomas
malignos en células humanas.’® Otros carcinomas y adenomas humanos, tales como el
carcinoma de seno y ovario, el hepatoma celular y las células del tumor nasofaringeal KB,
muestran sensibilidad al efecto citotoxico de la B-lapachona.”’ Lo anterior sugiere que este

compuesto es un buen candidato a afladirse en la quimioterapia contra el cancer.

O O
40¢ 404
XN Me
O Me O

Me Me
lapachol 13 B-lapachona 14

Figura 5. Estructura de lapachol y B-lapachona.

Otras naftoquinonas extraidas de fuentes naturales y que presentan actividad
antineoplasica son la alkanina 15 y shikonina 16 (Fig. 6), estas actian como potentes

inhibidores de la topoisomerasa I."?

OH O
QL QI
= Me
OH O OH
alkannina 15 shikonina 16

Figura 6. Naftoquinonas inhibidores de topoisomerasas |.

Por otra parte, un ejemplo de agentes antitumorales estudiados, es la serie de
complejos metalicos con hidroxinaftoquinonas sintetizados por Gokhale y colaboradores,'
cuyos estudios citotdxicos contra cancer de mama (MCF-7) revelan un aumento de

actividad por parte de los complejos metalicos. Cabe destacar que el complejo de cobre y

" La camptotecina es el precursor de tocotecan e irinotecan, farmacos utilizados en quimioterapia.
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lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) (17, Fig. 7) presento la mayor actividad entre la serie
de compuestos analizados. Esta naftoquinona es un producto natural extraido de la

Lawsona inermis.

T

o)

lawsona 17

Figura 7. Estructura de la lawsona.

1.2.2 Actividad antiviral

Las poliquinonas son una nueva clase de inhibidores de proteasas del virus de
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) y enzimas esenciales para la duplicacion del VIH,
ademas las quinonas se perfilan como blancos importantes en el disefio de farmacos para
el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Por ejemplo, la
conocurvona (18, Fig 8), una naftoquinona trimérica que se extrae del Conospermumsp., al
igual que su analogo trimérico sintético 19, poseen actividad equipotente previniendo los
efectos de citopatico y duplicaciéon de VIH en células humanas de T de linfoblastos (CEM-

SS).™
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Conocurvona 18 19

Figura 8. Estructura de la conocurvona y analogo sintético.

Por otro lado, algunas naftoquinonas, como la 1,4-naftoquinona 1, vitamina K 9,
juglona 20 y plumbagina 21 (Fig. 9) inhiben moderadamente la actividad de la
ribonucleasa H asociada con la transcriptasa reversa del VIH-1, por lo que disminuyen el

crecimiento del virus.”

O O
Jeieeh
OH O OH O

juglona 20 plumbagina 21

Figura 9. Estructura de dos inhibidores de Ribonucleasa H del VIH-1.

Por ultimo, los compuestos 22 y 23 que se extraen de la planta medicinal
Rhinacanthus nasutus utilizada en el sureste de Asia, son otros dos ejemplos de
naftoquinonas con funcién antiviral. Segun Kernan y colaboradores, estos compuestos

poseen actividad inhibitoria contra el citomegalovirus humano (CMV)."®
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Figura 10. Antivirales extraidos del Rhinacanthus nasutus.

1.2.3 Actividad antifingica

La creciente incidencia de resistencia a fungicidas por organismos patégenos en
plantas, genera la necesidad de buscar nuevos agentes antifungicos. Ademas, la quimica
verde dirige las investigaciones a la busqueda de agroquimicos que presenten toxicidad
mas baja tanto para el ambiente como para los mamiferos. Es por ello que los productos

de origen natural se presentan como buenos candidatos de estudio.

Investigaciones se enfocan en el estudio del mecanismo de accion fungicida de las
quinonas, por ejemplo, en el afio 2003, Wedge y colaboradores'” estudiaron la actividad
antifungica de una serie de compuestos del tipo 14 y 1,2- naftoquinonas, 1,4-
benzoquinonas y antraquinonas, extraidos de productos naturales. Los resultados de este
estudio demostraron que las quinonas analizadas presentan actividad fungicida contra
especies del género Colletotrichum asociadas a menudo con problemas graves para la

fresa, tanto en la produccion de la planta como en el fruto.

Comercialmente, es posible encontrar quinonas que se utilizan como fungicidas, tal
es el caso de la diclona (2,3-dicloro-1,4-naftoquinona) (24, Fig. 11) que se emplea como
agroquimico  con  accion  fungicida  (http://pmep.cce.cornell.edu/profiles/fung-

nemat/aceticacid-etridiazole/dichlone/fung-prof-dichlone.html)
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Figura 11. Estructura de la diclona.

1.2.4 Actividad antibacterial

Existe una gran variedad de ejemplos de naftoquinonas que presentan actividad
antibacterial. Algunos de ellos son la diospirina 25 e isodiospirina 26 (Fig. 12) aisladas de la
corteza del Diospyros piscatonia y Euclea natalensis. Estos compuestos han mostrado tener
una amplio espectro de actividad antibacterial contra Streptococcus pyogenes,
Streptococcus  pneumoniae, Salmonella choleraesuis, Mycobacterium chelonae vy

Mycobacterium tuberculosis.’

Diospirina 25 Isodiospirina 26
Figura 12. Estructura de la diospirina e isodiospirina.
Otro ejemplo lo representan los compuestos naftoquindnicos extraidos de Rubia

tinctorum y Juglans regia, los cuales fueron estudiados por Mehrabian y colaboradores,"

detectando efectos antimicrobianos en Bacillus subtilis, Bacillus cereusy Bacillus mycoides.
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1.2.5 Actividad protozoocida

La actividad protozoocida de derivados de quinonas ha sido evaluada in vitro
contra Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, Trichomonas y Toxoplasma. Ejemplos de

algunos de esos derivados se describiran mas adelante.

La malaria es una enfermedad de origen parasitario, transmitida a través del
mosquito hembra Anopheles.Existen cuatro especies de Plasmodium (Plasmodium ovale,
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum y Plasmodium malariae) que producen la
malaria en humanos, pero sin duda la infeccién causada por Plasmodium falciparum es la
mas peligrosa, ocasionando la muerte en muchos casos. Los principales sintomas de esta
enfermedad son: fiebre, escalofrios y anemia

(htttp://www.rcs.org/Education/EiC/issues/2006July/Artemisinin.asp)

Esta enfermedad tropical mata alrededor de dos millones de personas anualmente
y presenta como inconveniente, que la poblacién con riesgo de contraerla, se ha
incrementado a causa de las dificultades que existen de erradicar el vector del mosquito en

regiones endémicas y la resistencia del parasito a los antimalaricos comunes.

Desde los afios 1940, la busqueda de moléculas naturales y sintéticas utiles en el
tratamiento de la malaria ha sido una meta importante.®® Ciertas moléculas en uso
actualmente para el tratamiento contra la malaria son las naftoquinonas: lapachol (natural)
13 y atovaquona (sintético) (27, Fig. 13).2" Su efectividad sin embargo, se ha visto afectada

debido a la resistencia generada por el parasito contra estos farmacos.

El lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona] se extrae del arbol
conocido como lapacho y se ha usado como agente antimalarico, dada su fuerte actividad
contra el Plasmodium falciparum.?’ Este compuesto, presenta ademas otras numerosas y
diversas aplicaciones en el ambito de las ciencias de la salud como agente antitumoral,
antibiético, antiinflamatorio y antiulceroso,? siendo por ello motivo de numerosos

estudios, observandose que es muy bien considerado por su actividad biolégica y como
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agente anticancerigeno® y con potencial actividad contra el Tripanosoma cruzi, agente

causante del mal de Chagas.®®

Por su parte, la atovaquona es un producto sintético que inhibe la deshidroorotato
deshidrogenasa malarica de P. vivae a través de la inhibicion del trasporte electrénico.?®
Ademas, es un agente quimioterapéutico usado en el tratamiento de pneumonia causada

por Pneumocystis carinii, en algunos pacientes inmunocomprometidos.*’

O OH O o}
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Atovaquona 27 2-metilnaftazarina 28 Droserona 29

Figura 13. Estructura de algunos antimalaricos conocidos.

Otros compuestos de origen natural con potencial antimalarico son la plumbagina
21, 2-metilnaftazarina 28 y droserona 29 (Fig. 13), todos ellos se extraen de la corteza de

Nephentes thorelii (planta usada en la medicina tradicional).?®

Kapadia y colaboradores®® han investigado la actividad contra Plasmodium
falciparum en una serie de aminonaftoquinonas. Entre esos compuestos, el 2-amino-3-
cloro-1,4-naftoquinona se caracterizd por ser el mas potente. Por otro lado, también se han
estudiado una serie de naftoquinonas monoméricas y diméricas que ofrecen potencial

actividad para el tratamiento de infecciones por Leishmania.*

Adicionalmente, gran variedad de naftoquinonas muestran un destacada actividad
antitripanosomal, tal es el caso de cuatro compuestos aislados de Kigelia pinnata, 1a2-(l-
hidroxietil)-naftol[2,3-b]-furan-4,9-quinona, isopinatal, kigelinol and isokigelinol.®' En estos
compuestos se evalu6 la actividad antitripanosomal in vitro contra Trypanosoma brucei
brucei y Trypanosoma brucei rhodesiense. También se determind la actividad de
naftoquinonas extraidas de Calceolaria sessiles D. C., donde se observd un incremento
temporal en el consumo de oxigeno en Trypanosoma cruzi, lo que sugiere la generacion y

participacién de radicales libres.* Lo anterior, generé6 como siguiente objetivo, analizar la
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influencia de potenciales de reduccién en la actividad de tripanocida, por lo que se estudio
una serie de quinonas in vitro contra Trypanosoma cruzi.**Ejemplos de potentes inhibidores
de Tripanotiona reductasa de Trypanosoma cruzi que se ha sintetizado pertenecen a las
series de 1,4-naftoquinonas derivadas de la menaquinona 9, plumbagina 21 y juglona

20

En este mismo campo, naftoquinonas extraidas de madera de arboles
pertenecientes a las familias Bignoniaceae y Verbenaceae han sido sujeto de estudios
interdisciplinarios desde los setenta, cuando la Universidad Federal de Rio de Janeiro, lanzo
un programa en quimica de productos naturales activos contra enfermedades endémicas.
Especificamente, De Moura y colaboradores® tienen descrita la sintesis de cinco
naftoimidazol derivados de este programa y su respectiva actividad hacia Trypanosoma

cruzi.

Cabe mencionar que también se ha reportado la actividad tripanocida de los
derivados alilo de lawsona 17 (compuesto inactivo contra Trypanosoma cruzi). Tal parece
que la introduccién del grupo alilo en la lawsona provoca que los derivados O-alil-lawsona

y C-alil-lawsona posean actividad contra el parasito en cuestion.*®

Finalmente, la actividad de dos 3-alquil-sustituido-2-hidroxi-1,4-naftoquinonas ha
sido evaluada in vitro contra Toxoplasma gindii y en modelos murinos de toxoplasmosis
aguda. Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con estos compuestos tiene un

futuro prometedor.®’

El panorama de las investigaciones de compuestos naftoquindnicos es claro, cada
vez son mas las publicaciones que aparecen, refiriéndose a estudios de actividad realizados
con naftoquinonas, ya sea de origen natural, sintético o productos derivados, por lo tanto
debe destacarse la importancia de seguir buscando en esta familia de compuestos,
posibles farmacos destinados a combatir las multiples enfermedades que aquejan a las

personas.
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1.3 Otros usos de las naftoquinonas

La utilidad de las quinonas de origen natural como tintes, se conoce desde tiempos
antiguos. Un ejemplo, son las hojas de Lawsonia inermis (popularmente conocida como
henna), que han sido utilizadas como tinte de piel y cabello por milenios, su uso data
desde alrededor de 1400 A.C.3® El componente principal de dichas hojas es la lawsona (2-
hidroxi-1,4-naftoquinona) 17, mencionada anteriormente por la actividad tripanocida y

antitumoral que presentan ciertos derivados de este compuesto.

Actualmente, se investiga la capacidad de la lawsona para revelar huellas dactilares
en superficies de papel. Este compuesto genera impresiones de color marron, ademas de
presentar fotoluminiscencia (Fig. 14). Por lo tanto, la lawsona se perfila como el primero de

una nueva clase de reactivos que podrian utilizarse en la deteccion de huellas.*

Figura 14. Huellas impresas después de tratamiento con una disolucién de Lawsona.*

1.4 Mecanismo de accion de las quinonas a nivel biologico

El grupo naftoquinona es una parte funcional importante en el drea de productos
naturales bioactivos. Se representa en muchas clases distintas de moléculas
biolégicamente activas incluyendo la familia de la vitamina K, antibidticos y drogas
anticancerigenas. La difundida ocurrencia de la funcionalidad de las naftoquinonas en la
naturaleza ha conllevado al desarrollo de muchos enfoques sintéticos para estas
moléculas, la mayoria de los cuales dependen de la oxidacion de un fenol sustituido

apropiado o de la funcionalizacion de una naftoquinona preexistente.
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En términos de reactividad quimica, las naftoquinonas se caracterizan
principalmente por actuar como agentes oxidantes. Por otra parte, las naftoquinonas
también pueden actuar como “aceptores de Michael”, es decir, el grupo carbonilo ,B-
insaturado de la quinona puede sufrir reacciones de adicion nucleofilica 1,4 (Fig. 15); sin
embargo, esto es mas probable que ocurra en naftoquinonas que posean un grupo

extractor de densidad electrdnica en la posicion 2.

(O O@ equilibrio
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Figura 15. Adicion conjugada a una naftoquinona.

Al nivel bioldgico, algunas naftoquinonas representan una clase de intermediario
citotoxico, cuyo mecanismo de accién es muy complejo. Las naftoquinonas se caracterizan
por ser moléculas altamente activas desde el punto de vista de reacciones de tipo
oxidacién-reducciéon, y pueden participar en ciclos de oxidacidn-reduccion (de tipo
enzimaticos o no enzimaticos) a través de sus semiquinonas radicalarias (Fig. 16), lo que
conlleva a la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),
incluyendo superoxido, peréxido de hidrogeno (Hz20z) y finalmente radical hidroxilo (este
se genera por la reaccion del perdxido de hidrégeno, formado por dismutacion
espontanea o enzimatica de aniones radicalarios superdxido, los cuales en presencia de

trazas de metales de transicion como el cobre o el hierro, producen radicales hidroxilo).*°

La produccién de ROS puede causar estrés oxidativo severo dentro de la célula, a
traves de la formacion de macromoléculas celulares oxidadas, incluyendo lipidos, proteinas
y acidos desoxirribonucleicos. Por ejemplo, la oxidacién de residuos de cisteina en las
proteinas lleva a la formacion de puentes de disulfuro que pueden alterar de forma

dramatica la estructura de las proteinas y por tanto su funcion, o también la oxidacion de
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GSH (Glutatidon) a GSSG (Glutation de disulfuro) que conlleva una disminucion en la
concentracién celular de GSH.*'

Alquilacion de Proteinas y ADN
2e,2H* Te
Nu~

o

OH o
R R R
Hidroquinona OO O‘ OO Semiquinona
) w O )

20, 20; o 0,
ROS — Oxidacion de lipidos, proteinas y ADN

Figura 16. Mecanismo de accion de las naftoquinonas a nivel biolégico.

De forma alternativa, en las naftoquinonas que actian como aceptores de Michael,
el daflo molecular se debe a que estas especies interactian con nucledfilos celulares. Por
ejemplo, algunas naftoquinonas forman aductos con nucleéfilos que poseen azufre, tales
como el GSH o residuos de cisteina en las proteinas, lo que produce una disminucién de
GSH y/o alquilacién de proteinas que conlleva a la desactivacion de la proteina. Ademas,
algunas otras quinonas pueden reaccionar con grupos amino nucleofilicos presentes en las

proteinas o en el ADN.*

En ambos mecanismos, la actividad de los compuestos depende de los grupos
conectados al nucleo de la naftoquinona, afectdndole el potencial redox y su adicidn
conjugada. Esta es la razén, por la cual el interés de desarrollar nuevas familias de

compuestos, es una meta comun en el estudio de actividad biologica de las naftoquinonas.
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Adamantano y sus derivados

2.1 Generalidades del adamantano

En 1933, se logr6 aislar un componente cristalino del petréleo de Hodinin, en
Checoslovaquia.®® A dicho compuesto se le denomin6 adamantano, cuyo nombre proviene

del vocablo griego para “diamante”, debido a la estructura que presenta (Fig. 17)

30 31

Figura 17. Estructura del diamante, 30 y del adamantano, 31.

El adamantano exhibe propiedades fisicas, quimicas y estructurales muy peculiares.
Su estructura molecular, esta conformada por cuatro sillas de ciclohexano fusionadas, en
su totalidad la molécula presenta alta rigidez y simetria (Tq), lo cual influye en su punto de
fusién (269 °C, inusual para un hidrocarburo).*® Tedricamente, esta estructura altamente
simétrica se encuentra libre de tension torsional y angular. Experimentalmente, se sabe a
partir de difraccion de rayos X, que las distancias de enlace C-C son de 1,54 + 0,01 Ay los
angulos de enlace C-C-C son de 109,5° + 1,5 °, lo cual corrobora la geometria tetraédrica

que le brinda gran estabilidad al adamantano.*

En términos topoldgicos, la estructura tridimensional del adamantano es una esfera
de didmetro de alrededor 6,0 A* Comparado con el benceno (Fig. 18d), el adamantano
ocupa un volumen mayor y no presenta efecto “Janus”, es decir, a diferencia del benceno,

su tamano efectivo no depende de la orientacién en el espacio.
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31

32 c d
Figura 18. Representacién del adamantano 31 y benceno 32 en modelo de bolas y varillas

(a, ) y semiesferas (b, d), respectivamente.

Con respecto a la solubilidad del adamantano en agua, como es de esperarse,
presenta un valor elevado de constante de particion octanol-agua (logP +5,2), lo cual

indica que es completamente insoluble en agua.

En lo que se refiere a la quimica del adamantano, al constituirse por solo carbonos
de tipo alifaticos e hidrogenos, este compuesto es excepcionalmente inerte. También, al no
poseer hidrégenos primarios o metilicos, restringe el grado de reactividad de la molécula
(e.g. reacciones de oxidacion). Adicionalmente, el sistema triciclico inhibe reacciones de
tipo eliminacion o transposicién que pueden ocurrir en otros sistemas reactivos. Sin
embargo, es posible formar gran variedad de mono, di, tri y tetra derivados (donde los
sustituyentes generalmente se ubican en las cabezas de puente), proporcionando asi un

nucleo tetraédrico unico (Fig. 19).



Capitulo Il. Adamantano y sus derivados

Z Z Z Z
D B A
Z Z
mono di tri tetra

Figura 19. Algunos tipos de derivados de adamantano (los atomos de carbono resaltados

por puntos representan las cabezas de puente del nucleo tetraédrico).

2.2 Usos principales de los derivados de adamantano en el campo de la

medicina

Las propiedades quimicas y fisicas inusuales del adamantano, despertaron el interés
de la poblacion cientifica alrededor de los afios 40.% Para 1973, se publicé acerca de
algunos usos de los derivados del adamantano en el campo de la medicina, tales como
agentes sedantes, antitumorales, hipoglicémicos, antiarritmicos, antidepresivos y en el
tratamiento contra la enfermedad de Parkinson, entre otros.*’ Mas tarde, se publicé el uso
del acido adamantanocarboxilico en la modificacion de farmacos y compuestos
bioldgicamente activos.”® De ahi en adelante, se sigui6 estudiando el efecto de esta pieza
molecular en el disefio y modificacion de farmacos y en la actualidad se continua

investigando.

A continuacién se describe una serie de ejemplos que muestran la versatilidad y

propiedades que ofrece la estructura de adamantano a nivel bioldgico.
2.2.1 Adamantano como agente modificador de propiedades ADME

Una de las principales propiedades que se alteran al adicionar un grupo
adamantano en una molécula, es su caracter lipofilico o hidrofdbico. Esta modificacion en
el campo del disefio de farmacos afecta de forma significativa las propiedades ADME

(Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion).
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Con respecto a la absorcion y distribucion, la facilidad con que se atraviese una
membrana celular, como la barrera hematoencefalica, BBB por sus siglas en inglés,” es un
aspecto importante en la modulacion del Sistema Nervioso Central (SNC). Es sabido que el
98% de los farmacos candidatos a emplearse en el SNC, no cruzan de forma eficiente la

BBB.*

Uno de los primeros ejemplos que muestra las ventajas del grupo de adamantano,
son los sedantes basados en carboxamidas (Fig. 20). El 1-adamantilcarboxamida 33 y sus
derivados han mostrado una potente actividad sedativa, la cual ha sido atribuida a la
distribucién a través de la BBB, favorecida por la estructura de adamantano.” Tal es el caso
de la Dopamantina 34, farmaco anti-Parkinson que ha pasado por ensayos clinicos.”' Y la

N-adamantilcarboxamida 35, la cual presenta una elevada actividad neuropsicotrépica.”’
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Figura 20. Carboxamidas derivadas de adamantano.

La adicion del grupo adamantano como “acarreador lipofilico” permite que
farmacos que presentan baja absorcién, puedan penetrar mas facilmente la BBB y se
incremente de esta forma la concentracion del compuesto en el tejido cerebral.
Actualmente se estudia el uso de prodrogas acopladas a adamantano para aumentar su

absorcién en el cerebro.>

En 1965 Rapala y colaboradores®® formaron adamantil ésteres de esteroides y
observaron una mejora en el metabolismo de los derivados que incluian adamantano.
Especialmente 19-nortestosterona-17-adamantanoato mostré en pruebas in vivo una
prologada duracién de la actividad anabdlica mucho més que otros ésteres alifaticos. Cabe
mencionar que estudios adicionales mostraron que el aumento de actividad no se debia al

cambio de compuestos alifaticos por 19-nortestosterona. En este caso, la resistencia del

*BBB = Blood-Brain Barrier
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compuesto a nivel metabdlico puede atribuirse a la ausencia de enzimas naturales o
anticuerpos que puedan enlazarse efectivamente a la estructura o a la estabilidad que

ofrece el adamantano (resistente a la oxidacién, eliminacion o hidrélisis).

Otro de los retos de la quimica medicinal es mejorar la velocidad con que un
farmaco sea degradado o excretado del organismo y como afecta ese factor la eficacia del
farmaco. Un ejemplo de ello es la artemisinina 37, un compuesto utilizado en China desde
1960, obtenido de la hierba Artemisia annua.>* Este compuesto se presenta como una
buena opcidn contra la malaria, puesto que el parasito ha desarrollado resistencia a otros

antimalaricos utilizados como la cloroquina 36 (Fig. 21).

El mecanismo de accion de este endoperdxido consiste en causar estrés oxidativo
en los parasitos, especificamente, el grupo perdxido en contacto con el hierro Il presente
(liberado de la digestion de la hemoglobina por parte de los parasitos), es reducido para
formar intermediarios radicalarios con caracteristicas citotdxicas que destruyen el parasito.
Sin embargo, su alta solubilidad en agua implica una rapida excrecion del cuerpo (la vida
media en plasma sanguineo es aproximadamente una hora). Una mejora en las
propiedades ADME es formar derivados semisintéticos de la artemisinina, manteniendo el
sistema trioxano intacto.® Estos derivados altamente hidrofébicos (logP 4-8) generalmente
prolongan la eficacia oral de los farmacos. No obstante, los productos semisintéticos
poseen un costo elevado y no son competitivos en términos econdémicos con respecto a la

extraccion de la fuente natural.

Cl N
36 37

Figura 21. Estructuras de la Cloroquina 36 y Artemisinina 37.
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La sintesis de compuestos que contengan el sistema trioxano pero que sean mas
lipofilicos (por ejemplo que incluyan al grupo adamantano) sugiere mejoras en las
propiedades ADME de potenciales agentes antimalaricos. Tal es el caso del compuesto 38
(Fig. 22) que ofrece como ventajas una sintesis sencilla y de bajo costo, ademas de
toxicidad baja y estabilizacion del grupo 1,24-trioxolano.®® A pesar de las ventajas
mencionadas anteriormente, la lipofilicidad elevada (<1 pg/mL en disoluciéon acuosa) que
presenta esta molécula hace que sea rapidamente excretado por un proceso metabdlico
de tipo oxidativo.>’ En investigaciones posteriores, se consideré ademas las reglas de 5 de
Lipinski para optimizar el disefio del posible farmaco,® lo cual generé como resultado el

compuesto 39, el cual se encuentra en este momento en estudios clinicos en fase dos en

HZNﬁ—\
0O Me O
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Africa.®®

Figura 22. Trioxanos sintéticos analogos de la Artemisinina.

La talasemia es un trastorno sanguineo hereditario, en el cual el cuerpo produce
una forma anormal de hemoglobina. Este trastorno ocasiona destruccion excesiva de los
glébulos rojos y anemia (http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/
/000587.htm). Los pacientes con formas severas de B-talasemia, requieren transfusiones de
sangre de 2 a 4 veces por semana, a lo largo de toda su vida.®® Estas transfusiones
regulares de sangre aumentan el catabolismo macréfago-inducido de grupo hemo, que
libera hierro en el suero. La falta de un activo mecanismo de excrecién de hierro genera
ROS que puede causar disfuncion de corazon, higado y pancreas. Es por ello que la
busqueda de nuevos y mejores agentes quelantes de hierro que eliminen el exceso de este

metal en el organismo, es de suma importancia para mejorar la calidad de vida de los

pacientes que poseen B-talasemia.®’
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Figura 23. Estructura de Desferrioxamina B (DFOB).

Uno de los agentes quelantes que actualmente se utiliza es el desferrioxamina B
(DFOB, 40, Fig. 23). El mesilato de DFOB se suministra a los pacientes via subcutanea o
intravenosa alrededor de 60 horas por semana, lo cual genera un impacto negativo en la
calidad de vida de los pacientes. Ademas, el DFOB por su caracter hidrofilico (solubilidad
en agua 0,4 mol/L) tiene dificultad para atravesar membranas fosfolipidicas hacia fuentes

intracelulares de hierro libre y es eliminado rapidamente del organismo.®

Con el fin de mejorar las propiedades ADME del DFOB, recientemente Codd y
colaboradores® sintetizaron una serie de derivados de DFOB que incluyen un grupo de
caracter lipofilico (adamantano) (41-43, Fig. 24). Los derivados obtenidos mostraron un
aumento en la movilidad intracelular y una reduccién significativa en la citotoxicidad de los
compuestos en diferentes tipos de células. De manera que estos nuevos compuestos

prometen ser adecuados en el tratamiento de desérdenes ligados a la sobrecarga de

DFOB-AdA, R= g/@ 411

CHs

N-OH O R DFOB-Adgye R= y 42
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3
DFOB-AdAc, R= & 43

hierro en el organismo.

Figura 24. Derivados de DFOB.
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2.2.2 Grupo Adamantano como sitio de union hidrofébico

Los cannabinoides son considerados buenos analgésicos, especialmente para el
dolor crénico. La estructura de canabinoides naturales (como A3-THC 44, Fig. 25) tiene
relacion con dos tipos de receptores CB1y CB2." Particularmente, se desarrollan agonistas
de CB2, con el fin de utilizarse en el tratamiento de esclerosis multiple y en la prevencion
de Alzheimer (http://www.ucm.es/info/bioqgcan/). Por esta razon, la busqueda de nuevos

inhibidores especificos de CB2 es una importante meta en la quimica medicinal.

AB-THC 44 3-(1-adamantil) 45 3-(2-adamantil) 46

Figura 25. Estructura del tetrahidrocannabinol y derivados con grupos adamantano.

Estudios recientes han modificado la estructura del A.-THC, uno de los cambios fue
sustituir el grupo pentilo conectado a C3 del anillo aromatico por un grupo 1-adamantilo
45 y su regioisbmero 2-adamantilo 46. El andlisis de selectividad de estos nuevos
agonistas con relacion a los receptores CB1 y CB2, mostré mayor selectividad del
compuesto 45 para CB1 que el compuesto 46, y en el caso del receptor CB2, el compuesto
46 mostro ser mas selectivo.* Estos resultados sugieren que la orientacién del grupo
adamantano en la molécula, es vital para la interaccion hidrofébica que forma el agonista

en el sitio activo del receptor cannabinoide.®®

Otro tipo de agonistas de CB2 desarrollados, son los que poseen de estructura base
al 1,8-naftopiridina-4(1 H)-on-carboxamida®® (47, Fig. 26). En particular, la inclusién del

adamantano como sustituyente de la quinolona (48, Fig 26),°” mejora la selectividad del

*Fl receptor CB1 se localiza principalmente en el cerebro (SNC), pero también en pulmones, higado y rifiones. El
receptor CB2 se ubica primordialmente en el sistema inmunoldgico y células de hematopoyesis.
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compuesto para CB2, posiblemente al aumentar las interacciones hidrofobicas entre el

compuesto y el sitio activo.®®

o @fﬁ*@

47 48

Figura 26. Estructura de agonistas del receptor CB2.

2.2.3 El grupo adamantano y su relacion con canales idnicos

En 1960, se descubrié el efecto inhibitorio® del 1-aminoadamantano (nombre
comun amantadina, 49) contra virus tales como influenza y rubéola.®® Comercialmente se
utiliza el clorhidrato de amantadina (conocida como midantano).”” Luego de este

descubrimiento, se han sintetizado muchos otros compuestos analogos que poseen
actividad antiviral, tal es el caso de la Rimantadina (x-metil adamantanometanamina, 50) y

el compuesto 51.""

M N
NH2 e Hz

Amantadina 49 Rimantadina 50 51

Figura 27. Antivirales mas conocidos derivados del adamantano.

Existe una serie de derivados de adamantano que contienen heterociclos y se les ha
determinado actividad antiviral.”? Dentro de este grupo, recientemente se sintetizé uno de
los antivirales contra la influenza A, caracterizado por ser de los mas potentes y selectivos

que actualmente existen (52, Fig 28).”

SEspecificamente, inhiben la replicacién del virus.



Capitulo Il. Adamantano y sus derivados

ZT

52

Figura 28. Estructura del antiviral derivado de adamantano utilizado contra influenza A.

Con respecto al mecanismo de accién de los derivados de adamantano contra el
virus de la influenza, existen dos posibles modelos de accién que explican el efecto de los
antivirales. Ambos modelos consideran la interacciéon que existe entre el compuesto
antiviral y el canal i6nico del virus formado por una proteina tetramérica helicoidal M2 (Fig.

29).

El primer modelo, se enfoca en el tamafio y forma de la molécula, de manera que
se propone que la inhibicién se da porque la esfera de adamantano bloquea el canal

idnico e impide el flujo de protones transmembrana (Fig. 29a).”

Por otra parte, el sequndo
modelo indica que el adamantano no se encuentra enlazado dentro de la cavidad, sino
mas bien se ubica entre la membrana y la proteina (Fig. 29b). Esta interaccion lateral de la
membrana con el adamantano inicia el proceso de inhibicion, seguido de una transferencia

dinamica dirigida hacia las hélices M2, que finaliza con la inhibicién del canal i6nico.”
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Figura 29. Modelos de inhibicion viral de derivados de adamantano a través de canales

idnicos.

Segun estudios previos, el grupo adamantano debe definirse como un bloqueador
de canales i6nicos, ya que éste afecta directamente la permeabilidad del canal.”® Cuando
este tipo de drogas se enlazan a un receptor que controla el canal idnico, actian como
antagonistas, es decir, previenen que se dé la interaccion con el mediador natural, de

manera que se elimina la respuesta fisiologica asociada al canal.

La amantadina 49 y memantina (55, Fig. 30) son otro ejemplo de derivados de
adamantano que influyen en la actividad de canales ionicos, particularmente estos dos

compuestos compiten con la dizolcipina 53 y fenciclidina (PCP) 54,”” potentes
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bloqueadores exitotdxicos de los receptores de &acido N-metil-D-aspartico (NMDA).”
Actualmente, amantadina y memantina son compuestos aprobados en el tratamiento
contra Parkinson y Alzheimer, respectivamente, ademas pueden ofrecer otras aplicaciones

tales como agentes ansioliticos, analgésicos, antidepresivos, antiepilécticos.”

H NH,
S @Me
Me Me

Dizolcipina 53 PCP 54 Memantina 55

Figura 30. Agentes bloqueadores de receptores NMDA.

La amantadina 49 y rimantadina 50, ademas de las propiedades farmacologicas
mencionadas anteriormente, actian como agentes tripanocidas, por lo que se utilizan en
Africa para combatir la enfermedad del suefio.”” Se sugiere que esta actividad puede
asociarse con la obstruccion de un canal iénico de membrana. Otros derivados sintetizados
(56-59, Fig, 31) también han mostrado actividad tripanocida, donde se destaca una

correlacion entre la lipofilicidad y bioactividad in vivo contra Trypanosoma brucei.®

R
@/NHR
NH, NH,
57 58 59

Figura 31. Agentes tripanocidas derivados de adamantano.

NH,

56

2.2.4 El grupo adamantano: andamio molecular

El concepto de polivalencia busca aumentar la afinidad y la especificidad de las
interacciones entre un ligando y receptor, a través de variaciones en la geometria, nimero,

solubilidad, y orientacién de ligandos asociados a una misma estructura base.?’

“Los receptores NMDA son los encargados de controlar la plasticidad sindptica y la funcién de aprendizaje y
memoria.
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El adamantano por su parte, posee una estructura rigida y geometria bien definida,
lo que lo convierte en un excelente andamio molecular para el disefio de ligandos
polivalentes. Tal es el caso de Maison y colaboradores, quienes han utilizado al

adamantano como base molecular para unir un grupo amino que actie como efector y

tres acidos carboxilicos que conecten diversos ligandos a la base (Fig. 32).3
Efector NH, (CH5)XNH,
Ligando Ligando HO,Cx(H,C) (CH,)xCO,H HO,C COzH
Ligando HO,Cx(H,C) HO,C
60 61

Figura 32. Esquema basico de ligandos polivalentes enlazados a un nucleo de adamantano.

Particularmente, el compuesto 62 presenta un arreglo tetraédrico formado por un

grupo efector y tres ligandos conectados al adamantano. Esta rigida y organizada

estructura ha sido probada como un agente selectivo en tumores de prostata (Fig. 33).%
SO5Na

L 62 L= HO I
|
o) OH COzH

Figura 33. Estructura de compuesto polivalente con propiedades anticancerigenas.

Un ultimo ejemplo del adamantano como base molecular rigida, es el efecto
organizador que posee al incorporarse a un sacéarido (Fig. 34).3* Especificamente, el
reemplazo del acido N-acetil neuraminico (acido sialico)™ del tetrasacérido sialil Lewis*63,

por el acido adamantil lactico (compuesto 64) presenta una ligera disminucidon de la

™ Grupo encargado de proveer una conformacion definida y bioactiva.
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afinidad del sacarido por E-Selectina.” Es por ello que la preorganizacién y disminucién de
afinidad que ofrece un grupo voluminoso como el adamantano debe ser un factor a

considerarse en la busqueda de antagonistas de E-selectina.

Figura 34. Estructura del sialil Lewis* y un sacarido mimético.

2.3 Sintesis previa de derivados de 1,4-Naftoquinonas con grupos

adamantano

En 1967, Fieser y colaboradores realizaron la preparacion de una serie de 2-hidroxi-
3-[w-(1-adamantil)alquil]-1,4-naftoquinonas (Fig. 35), por medio de la diacilperoxido
alquilacién de la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona o por oxidacién de Hooker (Fig. 36). La
obtencion de los derivados n=0y n=1, no fue posible, por otro lado los derivados n= 2, 3y
4, se obtuvieron con rendimientos de 40-50%.%

o 65

OH
seula
(CH2)q
O

Figura 35. Estructura de2-hidroxi-3-[w-(1-adamantil)alquil]-1,4-naftoquinonas.

#Receptor de adhesién de leucocitos involucrados durante el proceso de inflamacién.
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Figura 36. Métodos de sintesis de 2-hidroxi-3-[w-(1-adamantil)alquil]-1,4-naftoquinonas: i)

Diacilperoxido alquilacion, ii) Oxidacion de Hooker.

Las pruebas de actividad antimalarica contra Plasmodium berghei, mostraron que
los derivados n=2 y n=3, eran activos. Desde esa fecha y hasta la actualidad no se ha
reportado una sintesis nueva y alternativa para esta serie de compuestos, tampoco se
registra la sintesis de éteres derivados de adamantano y naftoquinonas, por lo que existe
un interés especial, en desarrollar una metodologia para la sintesis de esta familia de

compuestos y determinar si presentan actividad bioldgica significativa.
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adamantano

3.1 Perspectiva inicial: Sintesis de una nueva familia de compuestos

El interés principal de esta investigacion consistié en combinar la habilidad oxidante
de las naftoquinonas con el caracter del adamantano (Fig 37) con el fin de generar un
nuevo agente antimalarico y/o antitumoral. Cabe mencionar que se consider¢ la presencia

de un heterodtomo (O, N, S)&

para controlar el potencial redox del sistema naftoquinénico
y la influencia de la distancia entre la parte oxidante y lipofilica (puente de nimero de
carbonos variado) en la actividad biolégica de los compuestos que se sintetizaron.

O heterocatomo

puente

O

oxidante lipofilico

Figura 37. Hibrido de naftoquinona y adamantano.

Las dos ramas del estudio sintético que se abordaron en esta investigacion fueron:
variacion estructural del producto con el fin de estudiar la respuesta antiparasitaria y/o
antitumoral que se genera a partir de la modificacion estructural del compuesto; la otra
rama va dirigida a la optimizacion de la metodologia de sintesis, por medio de variaciones
en los reactivos y las condiciones de reaccidon, que permitan obtener adecuados
porcentajes de rendimiento y una elevada pureza de los productos, que garantice su

confiabilidad en los bioensayos antiparasitarios.

El interés de estudiar la actividad antimalarica y antitumoral de los compuestos
sintetizados radica en el hecho de que existe una variedad de compuestos para los cuales
se reporta actividad antiparasitaria y a la vez antitumoral, algunos ejemplos se muestran en

el cuadro I. El mecanismo de accién es muy variado, sin embargo su principal
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caracteristica es la formacion de especies citotdxicas, por lo que se espera que compuestos

con propiedades antimalaricas también presenten otro tipo de actividad.

Cuadro I. Ejemplos de compuestos con actividad antitumoral y antimalarica.

Compuesto Uso Actual Investigacion
N X
| ® O Inhibe la sintesis in vitro
O N~ Agente antimalarico de ADN en células de
|
Me melanoma B16%’

Criptolepina, 66

Presenta actividad in
Agente antitumoral vitro contra Plasmodium
falciparum®

Actividad in vitro contra
U-937-lymphoma, HL-
Actividad in vivo contra 60-leukemia, SK-MEL-5-

P. berghei melanoma, UACC-62-
SO,R melanoma y Hela-
cervical®
R= -Ph-4-CH,OC(O)NMe,
R= -Ph-4-CH,OH

Trioxanos sulfonas, 68

3.2 Consideraciones sintéticas en el acople de naftoquinonas y grupos

adamantano
3.2.1 Rutas de formacion de éteres de 1,4-naftoquinonas

La formacion de éteres de 1,4-naftoquinonas desarrollada por Fieser y Brown en
1949, estuvo conformada por dos rutas sintéticas distintas. Una primera ruta, la realizo6 a
partir de la 2-cloro-1,4-naftoquinona (Fig. 38). Esta reaccion requiere el uso de sodio

metalico (peligroso de usar y desechar), el método se limita a alcoholes que sean liquidos y
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volatiles y tiene como desventaja principal el bajo porcentaje de rendimiento que se

obtiene.®®
@] O
cl MeOH OMe
LT = (LT e
@] 69 O 70

Figura 38. Formacion de éteres naftoquinodnicos.

La segunda estrategia consistié en la alquilacion de la 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
(Fig. 39). Cabe sefalar que Fieser reporté la obtencion de una mezcla de tres tipos distintos
de éteres con porcentajes de rendimientos variados utilizando esta ruta, en otras palabras,

este método no es regioselectivo.”

O O
OH RX OR
—_—
Base
O O

Figura 39. Alquilacién de lawsona.

La baja selectividad en los éteres de lawsona que obtuvo Fieser, se debe a que el
lawsonato que se forma en la reaccion, es un anion multivalente, por lo que presenta tres

sitios reactivos con caracter nucleofilico para efectuar la alquilacion (Fig 40).

o) o) o) o
2 OH 0© o) O
LT 2= ] @
- -
g o
O O 0 Og

Figura 40. Sitios de alquilacién de la lawsona en medio basico.

Por ultimo, otro método de formacion de éteres de lawsona es la esterificacion
viniloga de Fischer, es decir la formacion de ésteres viniligos (éster separado por un enlace
doble) por medio del acople de entre la lawsona y un alcohol para formar 2-alcoxi-1,4-

naftoquinona (Fig 41).
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O O
OH OR
SO R ¢ ¢ MY
| |
O O

Figura 41. Esterificacion viniloga de Fischer.

Es importante sefialar que al no existir una sintesis previa de éteres derivados de
naftoquinonas y adamantano, en este trabajo debe considerarse las posibles rutas de
formacion antes mencionadas, particularmente la alquilacién de lawsona y esterificacién
viniloga de Fischer, ademas de sus posibles modificaciones, con el fin de obtener
diversidad estructural y una sintesis 6ptima para la serie de compuestos que se propone

formar.

El objetivo general de la investigacion fue sintetizar derivados de 1,4-naftoquinonas
con el grupo adamantano en rendimientos aceptables mediante distintas reacciones de
acoplamiento, con el fin de mejorar la actividad antimalarica y antitumoral de los

compuestos base. Como objetivos especificos se tiene los siguientes:

a) Estudiar y desarrollar metodologias que permitan la sintesis de derivados de la 1,4-

naftoquinona con grupos adamantano.

b) Optimizar las condiciones de reaccién que se emplearan en las sintesis de los

diferentes compuestos quinoides.

C) Determinar las propiedades fisicas, estructurales y espectroscopicas de los

compuestos sintetizados.

d) Determinar la actividad biolégica antimalérica (colaboracion de la Universidad
Complutense de Madrid) y antitumoral (colaboracién del Laboratorio de Bioquimica,

Escuela de Medicina, UCR) de los compuestos sintetizados.
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Seccidon Experimental

4.1 Metodologia para la sintesis de los derivados de 1,4-naftoquinona
4.1.1 Reactivos e Instrumentacion

El 1-adamantanotiol se prepard a partir del procedimiento reportado en la
literatura,®® se obtuvo cristales blancos puros segun anélisis de '"H-NMR y un rendimiento
de 35%. El [(71S)-endo]-(-)-Borneol, 1-adamantanol, 2-adamantanol, 1-adamantilamina, 1-
adamantilmetanol y 2-(1-adamantanil)etanol), 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (lawsona) y 2-
bromo-1,4-naftoquinona, se emplearon tal y como fueron adquiridos por la casa Aldrich.
Los otros reactivos y disolventes fueron utilizados directamente, sin ninglin otro

procedimiento de purificacion.

Cuadro Il. Equipo utilizado en caracterizacién espectroscopica de los compuestos
sintetizados.

Espectro

Especificaciones

RMN Varian-Mercury 400 BB de Desplazamientos quimicos se reportaron
400 MHz y 100 MHz relativos al tetrametilsilano (TMS) y en
(ndcleos de M y 'C, partes por millon (ppm), se utiliz6 como
respectivamente) referencia el CHCl; (7.26 ppm para protén y
77.0 ppm para carbono)
uv Perkin Elmer Lambda 25 Se utilizo6 etanol anhidro como disolvente
UV/Vis Spectrometer
IR Perkin  Elmer  Spectrum Mediciones en film de NaCl (se uso6
Paragon 1000 diclorometano anhidro para tomar |la
(transformada de Fourier) pelicula) y en pastilla de KBr
MS Synapt, compafiia Waters Modo positivo Electrospray-Masas de alta
resolucion
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Se midio los puntos de fusion de los derivados sintetizados en un bloque de Fisher-
Johns. Para la medicién de los distintos espectros (resonancia magnética nuclear, infrarrojo,

ultravioleta visible) se utilizé los instrumentos mencionados en el cuadro .

La cristaleria utilizada para las reacciones (especificamente balones de reaccion,
condensadores, cabezas de destilacion y alargaderas) se calenté en horno de microondas
junto con las pastillas de agitacion de teflon, durante 5 minutos, para secarla, y después se
enfrié en una atmosfera de N, seco. Ademas en algunos casos se utilizé un carrusel de
reaccion marca Radleys con tubos de reaccion con una capacidad de 20 mL y pastillas de
agitacion de tefldn. Para la purificacion de los productos, se utilizé columnas de vidrio
rellenas con gel silice de 230-400 mesh, en otros casos se empled cartuchos de gel de

silice de 230-400 mesh y equipo para cromatografia de columna marca VersaFlash.

Figura 43. Equipo utilizado para cromatografia Versa-flash (izquierda) y de columna

(derecha).
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4.1.2 Sintesis previa de los derivados de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona a partir de

acoplamiento con (1S)-endo-(-)-borneol

4.1.2.1 Procedimiento general de sintesis del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona

Me. Me

o}
OH Me  10% Cu(OTf)z \z9><
o o e
OH

O

En un tubo de reaccion se agregd una pastilla de agitacion y se colocé 6 minutos
en el microondas. Una vez seco el tubo, se agreg6 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (689 mg;
3.96 mmol) y se disolvié en 15 mL de dicloroetano, luego se afiadio el triflato de cobre (18
mg, 0.05 mmol), se observé una coloracion rojo intenso caracteristico del complejo de
catalizador y la lawsona, por ultimo se adiciond el (7S)-endo(-)-borneol (159 mg; 1.03
mmol). Después de dos horas de reflujo (~80 °C) y agitacién constante bajo atmédsfera de
N, se afiadio 5% mas de catalizador. La condicién de calentamiento, agitacion y atmdsfera

de nitrdgeno se mantuvo por tres horas y media.

Después de transcurrido el tiempo de reaccion, la disolucidon se trasvasé a un
embudo separador de 250 mL y se lavo con una disolucion saturada de NaHCO;3 hasta que
la capa acuosa dejé de presentar la coloracién rojiza caracteristica del lawsonato. La capa
organica se aparto y los lavados de bicarbonato se extrajeron con diclorometano hasta que
la capa organica resultante no presentd coloracién. Se combin¢ las fases organicas y se les
agregd MgSO, anhidro para eliminar restos de agua y se filtré6 por gravedad a través de

un embudo de espiga corta provisto de papel filtro a un balén de 100 mL prepesado.

Por ultimo, se elimind el disolvente al vacio utilizando un rotavapor. Al producto
crudo se le realizaron lavados con pentano frio y se obtuvo un sélido café claro (266 mg,

83% de rendimiento) de alta pureza segun el espectro "H-RMN.
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En un balon 14/20 de 50 mL se agreg6 una pastilla de agitacion y se colocd 6
minutos en el microondas. Una vez seco, se agrego 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (525 mg;
3.02 mmol), (75)-endo-(-)-borneol (157 mg; 1.02 mmol) y el triflato de escandio (49 mg,
0.01 mmol). La mezcla de reactivos se disolvio en 15 mL de dicloroetano. Se monitoreo la
formacion de producto por TLC en tolueno y cloroformo puro.

Después de cuatro horas de reflujo (~80 °C), agitacién constante y atmosfera de
nitrogeno, la disolucion se trasvasé a un embudo separador de 250 mL y se lavo con una
disolucion saturada de K.COs hasta que la capa acuosa dejé de presentar la coloracién
rojiza caracteristica del lawsonato. La capa organica se apart6 y los lavados de carbonato
se extrajeron con CHCl; hasta que la capa organica resultante no presenté coloracion. Se
combinaron las fases organicas, se agregd Na,SO4 anhidro para eliminar restos de agua y
se filtrd por gravedad a través de un embudo de espiga corta provisto de papel filtro a un
balén de 100 mL prepesado y el disolvente se elimind al vacio utilizando un rotavapor.

El producto crudo de reaccidon mostré en el espectro 'H-RMN la formacion del 4-
(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona y 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona. Ambos
productos se purificaron por cromatografia de columna, empleando mezclas de MTBE y
ciclohexano. Se empleé un gradiente de concentracién de la mezcla de disolventes (al
inicio 10% MTBE seguido de un aumento gradual en la concentracion de MTBE hasta un
50%). Se obtuvo un soélido café correspondiente al 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona
(116 mg, 37 y 57% de rendimiento neto y con respecto a lawsona recuperada,
respectivamente) y solido amarillo de 4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona (70 mg, 22 y

34% rendimiento neto y con respecto a lawsona recuperada, respectivamente).
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4.1.3 Sintesis de los derivados de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona a partir de acoplamiento con

derivados de adamantano

4.1.3.1 Procedimiento general de sintesis del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona

O HO
O
OH Sc(OTf); 5%
™ -y, e e
heptano
O

© 73
En un balén 24/40 de 50 mL se agregd una pastilla de agitacion y se colocd seis
minutos en el microondas. Una vez seco, se agregd 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (346 mg;
1.99 mmol), el triflato de escandio (25 mg, 0.05 mmol), junto con el 1-adamantilmetanol
(167 mg; 1.00 mmol) y se disolvié la mezcla de reactivos en 10 mL de heptano. La mezcla
se llevd a reflujo (~100 °C) durante seis horas con agitacién constante y en atmdsfera de
nitrogeno. Se monitored el consumo de lawsona y formacion de producto por TLC en

benceno/ciclohexano en proporcién 1:1.

Transcurrido el tiempo de reacciéon, la disolucion se trasvasé a un embudo
separador de 250 mL y se lavo con una disolucion saturada de K,COs hasta que la capa
acuosa dejo de presentar la coloracién rojiza caracteristica del lawsonato. La capa orgéanica
se apartd y los lavados de carbonato se extrajeron con CHCl; hasta que la capa organica
resultante no presentd coloracion. Se combinaron las fases organicas, se agregé Na,SO4
anhidro para eliminar restos de agua, se filtr6 por gravedad a través de un embudo de
espiga corta provisto de papel filtro a un balén de 100 mL prepesado, y se elimind el
disolvente al vacio, utilizando un rotavapor. Para recuperar parte de la lawsona que no
reacciono, a la fase acuosa se le adicion6 HCl concentrado para que precipitara la lawsona,

luego el solido obtenido se filtrd y secd al vacio.
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La purificacion del producto se realizd por cromatografia de columna empleando
benceno como eluyente. Se obtuvo un producto puro de color rosado (245 mg, 76 y 84%

rendimiento neto y con base en la lawsona recuperada, respectivamente).

4.1.3.2 Procedimiento general de sintesis del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona

O
*OH Sc(OTf)3 5% *O
; LY gD
heptano
O
74

En un tubo de reaccion se agregd una pastilla de agitacion y se coloco seis minutos
en el microondas. Una vez seco el tubo, se disolvié 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (179 mg;
1.03 mmol), y Sc(OTf)3 (25 mg, 0.05 mmol) en 20 mL de heptano, la mezcla se agitd por 15
minutos y luego se adicioné 2-(1-adamantil)etanol (183 mg; 1.02 mmol) y un dedo de
celulosa con CaH: colocado por encima de la disolucion. La mezcla se dejo en agitacion,
reflujo y atmodsfera de nitrogeno durante 24 horas. Durante ese tiempo, se monitore¢ la
presencia de adamantiletanol por TLC en MTBE y CHClz puro, las placas de silice con

soporte de vidrio se revelaron en una disolucion de anisaldehido.

Posteriormente, la disolucién se trasvasé a un embudo separador de 250 mL y se
lavé con una disolucion saturada NaHCOs hasta que la capa acuosa dejé de presentar la
coloracion rojiza caracteristica del lawsonato. La capa organica se apart6 y los lavados de
bicarbonato se extrajeron con CHClz hasta que la capa organica resultante no presento
coloracion. Se combinaron las fases organicas, se agregd Na,SO4 anhidro para eliminar
restos de agua, se filtré por gravedad a través de un embudo de espiga corta provisto de
papel filtro a un balén de 100 mL prepesado, y se eliminé el disolvente al vacio, utilizando

un rotavapor.
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La purificacion del producto se realizd por cromatografia de columna empleando
benceno como eluente. Se obtuvo cristales puros de color ocre (202 mg, 59 y 86%

rendimiento neto y basado en la lawsona recuperada, respectivamente).

4.1.3.3 Procedimiento general de sintesis del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona

O
OH HO Cu(OTf)z 5%
SO
dlcloroetano
O
En un tubo de reaccion se agregd una pastilla de agitacion y se coloco seis minutos
en el microondas. Una vez seco el tubo, se adicion6 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (347 mg;
1.99 mmol), triflato de cobre (18 mg, 0.05 mmol) y 2-adamantanol (150 mg; 0.98 mmol),
se disolvidé la mezcla de reactivos en 10 mL de dicloroetano, se incorpord un dedo de
celulosa relleno parcialmente con CaH, y se dejo en reflujo, agitacion constante y en

atmésfera de nitrogeno. La reaccidon se monitored por TLC en benceno/ciclohexano en

proporcion 1:1, donde se empled como revelador una disolucién de anisaldehido.

Después de un periodo de reaccién de aproximadamente 20 horas, la disolucion se
trasvasé a un embudo separador de 250 mL y se lavo con una disolucion saturada NaHCO;
fria, hasta que la capa acuosa dejé de presentar la coloracion rojiza caracteristica del
lawsonato. La capa organica se aparto y los lavados de bicarbonato se extrajeron con
diclorometano hasta que la capa organica resultante no presentd coloracién. Se
combinaron las fases organicas, se agregd MgSQO, anhidro para eliminar restos de agua y
se filtré por gravedad a través de un embudo de espiga corta provisto de papel filtro a un

balén de 100 mL prepesado, y se eliminé el disolvente al vacio, utilizando un rotavapor.

El producto resultante se recristalizé en heptano, y se obtuvo cristales puros de

color amarillo (124 mg, 41% de rendimiento).
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4.1.3.4 Procedimiento general de sintesis del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona

O

o
i 9@
OH  Ho Sc(OTH); 25% . o
’ - N 2

S diclorometano
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En un tubo de reaccion se agregd una pastilla de agitacion y se coloco seis minutos
en el microondas. Una vez seco el tubo, se adicion6 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (696 mg;
4.00 mmol) y Sc(OTf)3 (369 mg, 0.75 mmol), ambos reactivos se disolvieron en 15 mL de
diclorometano mediante agitacién y calentamiento en atmdsfera de nitrogeno. Posterior a
la formacion del complejo lawsona-triflato, se agregd 2-adamantanol (456 mg; 3.00 mmol)
y un dedo de celulosa relleno parcialmente con hidruro de calcio. La mezcla de reaccién se
mantuvo en reflujo bajo las mismas condiciones por 3 dias. Se monitored la aparicion de

producto (isémeros 1,2 y 1,4) por TLC en benceno y diclorometano.

Posteriormente, la disolucién se trasvasé a un embudo separador de 250 mL y se
lavé con una disolucion saturada NaHCO:s fria, hasta que la capa acuosa dejo de presentar
la coloracion rojiza caracteristica del lawsonato. La capa organica se apartd y los lavados
de bicarbonato se extrajeron con diclorometano hasta que la capa organica resultante no
presentd coloracion. Se combinaron las fases organicas, se agregd MgSO, anhidro para
eliminar restos de agua y se filtr6 por gravedad a través de un embudo de espiga corta
provisto de papel filtro a un balén de 100 mL prepesado, por ultimo, se evaporo el

disolvente al vacio, por medio de un rotavapor.

El espectro "H-RMN del producto crudo mostré la formaciéon de dos productos 2-
(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona 'y 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona en una
proporcién de 1:1.5. La mezcla de isomeros se purifico por cromatografia de columna, la

fase movil al inicio fue benceno puro y 0.5% de trietilamina, luego se hizo un gradiente de
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concentracion hasta alcanzar 2.5% de MTBE en benceno. Posteriormente, se recristalizo en

metanol las fracciones obtenidas de la separacién cromatogréfica.

Finalmente, se obtuvo cristales puros color naranja de 4-(2-adamantanoxi)-1,2-
naftoquinona (384 mg, 42% de rendimiento) y cristales amarillo paja 2-(2-adamantanoxi)-
1,4-naftoquinona (101 mg, 11% de rendimiento) de segun anélisis de los espectros 'H-

RMN de las fracciones respectivas.

4.1.3.5 Procedimiento general de sintesis del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona

0 OH O
OH Sc(OTf); 5% OH
O - QL o GO
heptano ‘
o} o #
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En un balén 24/40 de 50 mL limpio, se agregdé 600 mg de sulfato de magnesio, una
pastilla de agitacién y se coloc6 cuatro minutos en el microondas. Transcurrido ese tiempo,
se adicion6 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (347 mg; 1.99 mmol), 1-adamantanol (152 mg; 0.99
mmol), se disolvié la mezcla de reactivos en 20 mL de heptano, luego de obtener una
disolucion parcial de los reactivos, se afiadio triflato de escandio (25 mg, 0.05 mmol). La
reaccion se mantuvo en reflujo, agitacién constante y en atmésfera de nitroégeno. El
consumo de 1-adamantanol se monitoreé por TLC en tolueno, y el revelador empleado fue

una disolucion de anisaldehido.

Después de aproximadamente 27 horas se concluyé el tiempo de reaccion y la
disolucion se trasvasé a un embudo separador de 250 mL, donde se le adiciond HsPO;, al
25%, esta disolucion se extrajo con CHCls. A la fase organica se le agregd Na,SO4 anhidro
para eliminar restos de agua y se filtr6 por gravedad a través de un embudo de espiga
corta provisto de papel filtro a un balén de 100 mL prepesado, y se evaporé el disolvente

al vacio, utilizando un rotavapor.
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El producto resultante se purific6 por cromatografia de columna, empleando
benceno como eluente, se obtuvo cristales puros color amarillo limén (273 mg, 89% de

rendimiento).

4.1.3.6 Procedimiento general de sintesis del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona

0 NH
Br
O‘ tadiny * 0 -
+
CH3CN #
O

78 79

Un balon 14/20 de 25 mL limpio, se agregd una pastilla de agitacion y se coloco
cuatro minutos en el microondas. Posteriormente, se adicioné 2-bromo-1,4-naftoquinona
(235 mg; 0.99 mmol), 1-aminoadamantano (153 mg; 1.01 mmol), base de Hinig (170 pL,
1.00 mmol) y 1 mL de acetonitrilo. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion
constante, atmosfera de nitrégeno y temperatura ambiente por 5 horas. El monitoreo del
consumo de bromo lawsona en la reaccion se hizo por TLC en benceno y las placas se

revelaron en UV.

Luego de concluido el tiempo de reaccién, la disolucién resultante se trasvaso a un
embudo separador de 125 mL donde se le adiciond acido Hs;PO. al 25%, y se extrajo con
cloroformo. A la fase organica obtenida se le agregé Na,SOs anhidro para eliminar restos
de agua y se filtré por gravedad a través de un embudo de espiga corta provisto de papel
filtro a un balén de 100 mL prepesado, y se evapor6 el disolvente al vacio, por medio de

un rotavapor.

El producto resultante se purifico por cromatografia de columna, la fase movil
inicialmente fue benceno puro, el cual se fue diluyendo por adicion de CHCls, finalmente,
se diluyo las ultimas fracciones en CHCIls puro. Se obtuvo cristales color rojo ladrillo (230

mg, 76% de rendimiento).
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4.1.3.7 Procedimiento general de sintesis del 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona

o SH
Br Base de Hunlg
-
CH3CN
O

Un balon 14/20 de 25 mL limpio, se agregd una pastilla de agitacion y se coloco
cuatro minutos en el microondas. Se adiciond, 1-adamantanotiol (132 mg; 0.78 mmol),
base de Hinig (140 pL, 0.80 mmol) y 3 mL de acetonitrilo, dicha mezcla se mantuvo en
agitaciéon a temperatura ambiente por 10 min. Transcurrido ese periodo, se afadié 2-
bromo-1,4-naftoquinona (159 mg; 0.67 mmol) y se dejo en reflujo y atmdsfera de
nitrégeno por 24 horas. El monitoreo de bromo lawsona en la reaccion se hizo por TLC en

benceno/ciclohexano 1:1y las placas se revelaron en UV.

Posteriormente, la disolucion resultante se trasvasd a un embudo separador de 125
mL donde se le adicion6 H3PO4 al 25%, y se extrajo con MTBE. A la fase organica obtenida
se le agregd Na,SO4 anhidro para eliminar restos de agua y se filtré por gravedad a través
de un embudo de espiga corta provisto de papel filtro a un balon de 100 mL prepesado, y

se evaporo el disolvente al vacio, por medio de un rotavapor.

El producto resultante se purifico por cromatografia de columna, la fase movil
usada fue un gradiente de 50% ciclohexano/benceno hasta eluir las Ultimas fracciones en

benceno puro. Se obtuvo cristales café oscuro (105 mg, 48% de rendimiento).
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4.2 Caracterizacion fisica y espectroscopica de los compuestos

sintetizados

4.2.1 Caracterizacion fisica y espectroscopica de los derivados de 2-hidroxi-1,4-

naftoquinona acoplado con (1S)-endo-(-)-borneol

2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona [71]

7 Estado: Sélido
O Me 6'
, 2 2 O@;%Me Color: Café claro
1' '
& OO > ¥ Me  pynto de Fusién: (158-159) + 1 °C

> 0

IR (KBr, cm™): 2955, 1686, 1648, 1606, 1249, 1209, 1021, 780, 723

UV (EtOH, nm): 210, 243, 249 (max), 276, 332

"H-RMN (CDCl;, 400 MHz, & ppm): 8.12 (1H; ddd ; 1.3 Hz, 2.65 Hz, 8.6 Hz) Hs, 8.07 (1H;
ddd; 1.3 Hz, 2.65 Hz, 8.6 Hz) Hs, 7.74 (1H; ddd; 2.65 Hz, 8.6 Hz, 8.6 Hz) He, 7.69 (1H; ddd;
2.65 Hz, 8.6 Hz, 8.6 Hz) Hs7, 6.20 (1H;s) Hs, 4.36 (1H; m) Hy, 241 (1H; M) Hyexo, 2.32 (1H;
M) Hyendo; 1.79 (2H; m) Hy, 1.43 (TH; m) Hea, 1.27 (1H; m) Hew, 1.10 (1H; m) Hs, 0.96 (3H; s)

metilo enlazado a Cs, 0.94 (3H; s) y 0.93 (3H; s) metilos enlazados a C4

3C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm): 185.2 (Ca), 180.2 (C1), 159.9 (C2), 134.0 (Ce), 133.1 (Cy),
132.0 (CSa): 131.3 (CBa)r 126.5 (CS)I 126.0 (C5)l 110.9 (C3)r 85.1 (C'I')l 49.6 (CS')I 479 (C4')l 45.0
(C3), 36.1 (C2), 27.7 (Ce 0C7), 26.7 (Ce 0C7), 19.6 (metilo), 18.8 (metilo), 13.6 (metilo)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyH2203 [M+H]", 311.1647, encontrado 311.1644
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4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona [72]

O Estado: Sélido

2 0 .
7 Oa Color: Amarillo
6 3

Punto de Fusién: (150-152) = 1 °C

IR (KBr, cm™): 3431, 2953, 1635, 1245, 1208, 1091, 773, 724

UV (EtOH, nm): 208, 250 (max), 281, 330, 405

'H-RMN (CDCls, 400 MHz, & ppm): 8.13 (1H; dd ; 1.3 Hz, 7.6 Hz) Hs, 7.90 (1H; dd; 1.3 Hz,
7.8 Hz) Hs, 7.71 (1H; td; 1.3 Hz, 7.7 Hz) He, 7.59 (1H; td; 1.1 Hz, 7.6 Hz) H7, 5.85 (1H;s) Hs,
4.50 (1H; m) Hy, 2.47 (1H; dddd; 1,3 Hz, 3,9 Hz, 8,6 Hz, 13,7 Hz) Hzexo, 2.22 (1H; ddd; 3.9 Hz,
8.6 Hz, 13.7 Hz) Haendo, 1.84 (2H; m) H7, 1.52 (1H; m) Hea, 1.30 (1H; m) Hep, 1.18 (1H; m) Hz,

1.00 (3H, s) metilo enlazado a Cs, 0.96 (3H; s) y 0.95 (3H; s) metilos enlazados a Cs

*C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm): 179.7 (Cs), 179.5 (C1), 167.8 (C2), 134.9 (Ce), 132.7 (Cy),
131.4 (Csa), 130.7 (Csa), 129.0 (Ca), 124.7 (Cs), 104.8 (C3), 86.0 (Cy), 49.9 (Cs), 47.9 (Cy), 45.0

(C3), 36.7 (Cy), 27.8 (C¢0C7), 27.4 (Ce 0Cy), 19.6 (metilo), 18.8 (metilo), 13.8 (metilo)



Capitulo IV. Seccion experimental

4.2.2 Caracterizacion fisica y espectroscopica de los derivados de la 2-hidroxi-1,4-

naftoquinona acoplado con derivados de adamantano
2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona [73]

5 Estado: Solido
Color: Rosado

Punto de Fusion: (179-180) = 1 °C

IR (KBr, cm™"): 2905, 2849, 1606, 1251, 1212, 1039, 1018, 783, 723
UV (EtOH, nm): 242, 248 (max), 276, 331

"H-RMN (CDCls, 400 MHz ,6 ppm): 8.12 (1H; dd ; 1.9 Hz, 8.3 Hz) Hs, 8.06 (1H; dd; 1.9 Hz,
8.3 Hz) Hs, 7.74 (1H; ddd; 1.9 Hz, 8.3 Hz, 8.3 Hz) He, 7.70 (1H; ddd; 1.9 Hz, 8.3 Hz, 8.3 Hz) H7,
6.20 (1H; s) Hs, 3.50 (2H; s) Hy, 2.10 (3H; s) Ha, 1.75 (3H; s) Hsa, 1.75 (3H; s) Hsp, 1.70 (6H; s)

Hs

3C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm): 185.2(Cq), 180.1 (C1), 160.3 (C2), 134.1 (Ce), 133.2 (Cy),
132.0 (Csa), 131.2 (Csa), 126.6 (Cs), 126.0 (Cs), 110.0 (C3), 79.1 (Cy), 39.2 (C3), 36.8 (Cs), 33.7

(C2), 28.0 (Cs)

EI-HRMS (m/z) calculado para Cy1H2,03 [M+H]", 323.1647, encontrado 323.1646
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2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona [74]

Estado: Sdélido
Color: Ocre

Punto de Fusion: (152-154) = 1 °C

IR (film, cm™): 2900, 2846, 1684, 1652, 1607, 1578, 1246, 1211, 1039, 1016, 778, 723

UV (EtOH, nm): 202 (max), 241, 244, 248, 276, 329

'"H-RMN (CDCls, 400 MHz, & ppm): 8.12 (1H; dd ; 1.7 Hz , 7.2 Hz) Hg, 8.08 (1H; dd; 1.7 Hz,
7.2 Hz) Hs, 7.74 (1H; ddd; 1.7 Hz, 7.2 Hz, 7.2 Hz) He, 7.70 (1H; ddd; 1.7 Hz, 7.2 Hz, 7.2 Hz) H7,
6.17 (1H; s) Hs, 4.09 (2H; t, 7.5 Hz) Hy, 1.98 (3H; s) Hs, 1.71 (2H, t, 7.5 Hz) H2, 1.60-1.66 (6H;

m) He, 1.70 (6H; d, 2,69 Hz) Hs

3C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm ):185.1(C4), 180.1 (Cy), 159.9 (C2), 134.2 (Ce), 133.2 (C7),
132.0 (Csa), 131.1 (Cga), 126.7 (Cg), 126.1 (Cs), 110.1 (C3), 66.0 (Cy), 42.4 (C2), 41.7 (Cs), 36.9

(Ce), 31.8 (Cs), 28.5 (C3)

EI-HRMS (m/z) calculado para Cy2H2403 [M+H]", 337.1804, encontrado 337.1801
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2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona [75]

g Estado: Sélido
O s 6'
gea 2o - Color: Amarillo-paja
7 ()
6 Oa H % Punto de Fusion: (176-178) + 1 °C
5a
5
0O

IR (film, cm™): 3057, 2955, 1686, 1648, 1606, 1249, 1209, 1021, 780, 723
UV (EtOH, nm): 201 (max), 243, 249, 277, 328

'H-RMN (CDCls, 400 MHz, & ppm): 8.11 (1H; dd ; 1.6 Hz, 7.4 Hz) Hs, 8.07 (1H; dd; 1.6 Hz
7.4 Hz) Hs, 7.73 (1H; ddd; 1.6 Hz, 7.4 Hz, 7.4 Hz) He, 7.69 (1H; ddd; 1.6 Hz, 7.4 Hz, 7.4 Hz) Hy,
6.13 (1H; s) Hs, 4.46 (1H; s) Hy, 2.24 (2H, s) Hz, 2.18 (2H; d; 12.8 Hz) Hsx, 1.99-1.86 (4H; m)

Hs, 1.81-1.73 (4H; m) sefales solapadas H4, He, H7, 1.61 (2H; d; 12,7 Hz) Hay

*C-RMN (CDCl3, 100 MHz, & ppm):185.4(C4), 180.5 (C1), 158.5 (Ca), 134.1 (Ce), 133.1 (Cy),
132.0 (Csa), 131.4 (Cga), 126.5 (Cs), 126.0 (Cs), 110.7 (Cs), 81.7 (Cy), 37.1 (C2), 36.1 (Cg), 31.4

(C3), 30.9 (Cs), 27.0 (Cs), 26.9 (C7)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyoH2003 [M+H]", 309.1491, encontrado 309.1493
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4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona [76]

Estado: Solido
Color: Naranja

Punto de Fusion: (229-330) = 1 °C

IR (KBr, cm™): 2914, 2854, 1644, 1602, 1563, 1243, 981, 773, 723.

UV (EtOH, nm): 214, 254 (max), 282, 331, 408

"H-RMN (CDCls, 400 MHz; & ppm): 8.13 (1H; dd ; 7.6 Hz, 1.2 Hz) Hs , 7.97 (1H; dd; 1.2 Hz,
7.8 Hz) Hs,7.71 (1H; td; 1.4 Hz, 7.6 Hz) He, 7.60 (1H; td; 1.1 Hz, 7.6 Hz) H7, 6.00 (1H; s) H;,
465 (1H; s) Hy, 2.31 (2H; s) H>, 2.15 (1 H, d, 12,4 Hz) Hsa, 1.97 (4H, m) Hs, 1.82 (4H, m)

sefales solapadas Hs, He, H7, 1.71 (1H, d, 12.4 Hz) Hay

3C-RMN (CDCl3, 100 MHz, & ppm): 179.8 (Cy), 179.5 (Cy), 166.7 (C4), 134.9 (Ce), 132.8 (C7),
1314 (CSa)l 130.7 (C8a)l 129.0 (CS)I 124.8 (CS)I 104.2 (C3)I 82.4 (C1')l 37.0 (CZ')I 36.1 (CG')I 31.9

(Cs3), 31.4 (Cs), 27.0 (C7), 26.8 (Cs)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyH2003 [M+H]", 309.1491, encontrado 309.1488
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3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona [77]

Estado: Sdélido
Color: Amarillo Limén

Punto de Fusién: (189-190) + 1 °C

IR (film, cm™): 3345, 2886, 1660, 1643, 1613, 1593, 1367, 1290, 1255, 1006, 727, 682

UV (EtOH, nm): 202 (max), 228, 276

"H-RMN (CDCls, 400 MHz, § ppm): 8.04 (1H; dddd ; 1.3 Hz, 7.6 Hz, 0,5 Hz) Hg, 8.02 (1H;
dddd; 1.3 Hz, 7.6 Hz, 0,5 Hz) Hs, 7.89 (1 H, s) -OH, 7.74 (1H; ddd; 1.3 Hz, 7.6 Hz, 7.6 Hz) He,
7.64 (1H; ddd; 1.3 Hz, 7.6 Hz, 7.6 Hz) H7, 2.33 (6H; d, 2.7 Hz) H2, 2.04 (3H; s) Hz, 1.83 (3H; d;

12.4 Hz) Hsa, 1.74 (3H; d; 12.1 HZ) Hay

3C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm): 185.4(Cq), 182.5 (C1), 152.8 (C2), 135.1 (Ce), 134.7 (C7),
132.3 (Csa), 129.1 (Csa), 128.2 (Cg), 126.9 (Cs), 125.6 (C3), 40.5 (C2), 39.7 (Cv), 36.9 (Cs), 28.9

(C3)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyH2003 [M+H]", 309.1491, encontrado 309.1489
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2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona [79]

O o2 Estado: Sélido

. % sl 1
O‘ 2 ‘ Color: Rojo Ladrillo
6 3 4'

Punto de Fusion:(162-166) = 1 °C

IR (film, cm™): 3351, 2907, 1673, 1601, 1574, 1514, 1353, 1267, 778, 726.

UV (EtOH, nm): 233, 271 (max), 454

'H-RMN (CDCls, 400 MHz, & ppm): 8.08 (1H; ddd; 1.7 Hz, 8.0 Hz, 0.6 Hz) Hs, 8.03 (1H; ddd;
1.7 Hz, 8.0 Hz, 0.6 Hz) Hs, 7.71 (1 H, ddd; 1.7 Hz, 8.0 Hz, 8.0 Hz) He, 7.59 (1H; ddd; 1.7 Hz ,
8.0 Hz, 8.0 Hz) H7, 6.05 (1H; s) Hs, 5.92 (1H; s) -NH, 2.17 (3H; s) Hs, 2.03 (6H; d; 1,7 Hz) H>,

1.72 (6H; m) Hs

3C-RMN (CDCl3, 100 MHz, & ppm): 182.6(Cys), 182.5 (C1), 145.4 (Cy), 134.7 (Ce), 133.4 ((y),
131.8 (Csa), 130.5 (Csa), 126.4 (Cs), 126.0 (Cs), 103.1 (C3), 52.5 (Cy), 40.9 (C), 36.1 (Cy), 29.3

(C3)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyoH21NO, [M+H]*, 308.1651, encontrado 308.1657
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2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona [80]

Estado: Sdélido

)

Color: Café oscuro

Punto de Fusién: (144-146) £ 1 °C

IR (KBr, cm™): 2910, 1666, 1643, 1589, 1548, 1295, 1260, 1121, 858, 783, 703

UV (EtOH, nm): 203 (max), 218, 228, 252, 271

'H-RMN (CDCls, 400 MHz, & ppm): 8.09 (1H; dd; 2.2 Hz , 7.8 Hz) Hs, 8.06 (1H; dd; 2.2 Hz
7.8 Hz) Hs, 7.73 (1 H, ddd; 2.2 Hz , 7.8 Hz, 7.8 Hz) He, 7.68 (1H; ddd; 2.2 Hz , 7.8 Hz, 7.8 Hz)

Hz 7.06 (1H; s) Hs, 2.17 (6H; d, 3.1 Hz) Hx, 2.14 (3H; s) Hz, 1.77 (6H; m) Ha

"*C-RMN (CDCls, 100 MHz, & ppm): 182.8 (C4), 181.9 (C1), 151.8 (C2), 134.1 (Ce), 133.2 (Cy),
132.1 (Csa), 131.9 (Csa), 131.5 (Cg), 127.0 (Cs), 126.3 (C3), 49.9 (Cv), 42.2 (C2), 36.1 (Cy), 29.8

(G3)

EI-HRMS (m/z) calculado para CyoH200,S [M+H]*, 325.1262, encontrado 325.1263
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4.3 Metodologia para ensayos anticancer

Se realiz6 ensayos de citotoxicidad para los compuestos 73, 74, 75, 77, 79 y 80,
para ello se empled dos lineas celulares, Vero (no tumorales) y MCF-7 (carcinoma de

mama), con el fin de determinar el ICso de dichos compuestos en ambas lineas.
Los reactivos e instrumentacién que se utilizd se resumen a continuacion:
4.3.1 Reactivos e Instrumentacion

La disolucién de tripsina y acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 10X (0,5%

tripsina, 0,2 % EDTA, 0,9 % NacCl), azul de tripano al 10%, medio de cultivo Dulbecco’s

modified Eagle’s médium (DMEM) (glucosa, L-glutamina, NaHCOs, piridoxina-HCI), suero

fetal bovino (FBS), penicilina, anfotericina B, doxorubicina, [4,5-Dimetil, 2-tiazolil (2,5-
difenil-2H-bromuro de tetrazolio)] conocido como MTT al 98% TLC y DMSO anhidro se
emplearon tal y como fueron adquiridos por la casa Sigma-Aldrich. El amortiguador de
fosfatos en disolucion salina (PBS) se empled posterior a su esterilizacion y los disolventes
miscelaneos tales como disolucién de cloro al 10% y etanol al 70% se utilizaron

directamente, sin ningun tratamiento adicional.

Se trabajo con cepas de células Vero, donadas por el Departamento de Virologia de
la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica y las cepas de MCF-7 se

adquirieron del NCI (National Cancer Institute, Estados Unidos).

Con respecto a la parte de instrumentacion, se empled el equipo basico para el
manejo y mantenimiento de lineas celulares, a saber: incubadora, microscopio invertido,
hematocitdmetro, micropipeta de volumen ajustable de 20 pL, 100 pyL y 1000 pL,
micropipeta multicanales de volumen ajustable de 50 uL, centrifuga y lector de microplatos

BioteK 96.

Ademas, se usd material estéril de plastico y de vidrio requerido para el cultivo y

tratamiento de las células, especificamente: frascos de cultivo de 50 mL, microplatos de 96
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hoyos de fondo plano, microtubos estandar de 1,5 mL, reservorios o pozos, tubos conicos
de 15y 50 mL tipo Falcon, puntas para micropipeta, pipetas de 1, 5, 10 mL, viales de 2 mL,

entre otros (Fig. 44).

Figura 44. Algunos materiales cominmente utilizados en ensayos biologicos. Microplato
de 96 hoyos para células adherentes (izquierda) y Frasco de Cultivo con células Vero

(derecha).
4.3.2 Cultivo Celular y mantenimiento de lineas celulares

Disoluciones requeridas: i) Tripsina-EDTA 1X (0,05% tripsina, 0,02% EDTA), ii) Medio
cultivo constituido por DMEM, suero fetal bovino al 10% y suplementacién de penicilina y

anfotericina B, ambas al 1%.
4.3.2.1 Mantenimiento de lineas celulares

Cada linea celular con que se trabajé debidé ser subcultivada semanalmente bajo
condiciones de crecimiento 6ptimas y velocidad necesaria para el analisis preliminar de los
compuestos anticancer. El nimero de dias requeridos para alcanzar la confluencia
apropiada asi como también el nimero de frascos requeridos y la tripsinizacién vario

segun la linea celular con que se trabajo.
4.3.2.2 Seleccién del frasco de cultivo

Cada vez que se efectud un ensayo se debid seleccionar un frasco de cultivo. El

criterio para ello consisti6 en observar las células microscopicamente. Los frascos
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seleccionados cumplian con las siguientes caracteristicas: confluencia de aproximadamente
70-95%, células con una apariencia saludable, libres de contaminacion, minimo de restos

de células flotando y el color de los medios de cultivo rojo claro.®®
4.3.2.3 Tripsinizacion de lineas celulares adherentes

Cada vez que se requirid subcultivar una linea celular o se realiz6 el conteo de
células para la inoculacién de los microplatos fue necesario tripsinizar las células

adherentes. Dicho proceso se describe a continuacién:

Se decanté el medio de los frascos de células a ser subcultivadas o inoculadas. Se
enjuago tres veces (aproximadamente 3 mL por lavado) la monocapa de células con PBS.
Luego de descartar el PBS usado, se adiciond 2 mL de tripsina a cada frasco,
distribuyéndolo en forma uniforme sobre la monocapa de células y se colocd en la

incubadora por un periodo no mayor a 5 min.””

Se verificd bajo el microscopio invertido si las células se habian desprendido. En
algunos casos, se golped suavemente el frasco para facilitar el desprendimiento de las
células. Una vez que las células se desprendieron en su totalidad del frasco, éstas se
suspendieron en 4 mL de medio preparado y se centrifugaron a 1000 rpm por 5 min. Se
elimind el medio sobrenadante y resuspendio la pelicula de células en 12 mL de medio
preparado. Después de resuspender las células, se pipete6 suavemente el medio para

romper los agregados de células en la suspension.

Para realizar el subcultivo, se adicion6 una alicuota de 3 mL de las células

suspendidas mencionadas anteriormente, mas 7 mL de medio fresco en cada frasco. Por

% El color del medio es un indicador del grado de confluencia (particularmente, el fenol rojo es afadido al
medio para indicar cambios de pH relacionados con la actividad de las células). Un color rojo intenso
generalmente indica baja confluencia de células o crecimiento inapropiado. Por otra parte, un medio de color
amarillo es indicativo de un sobrecrecimiento celular (aumento de acidez del medio).

™ La tripsina es una enzima que rompe el “cemento celular” que mantiene las células unidas al frasco y el PBS
ayuda a algunas células a separarse mas facilmente con tripsina. La adicién de tripsina se controld porque un
exceso de tripsina o tiempo de exposicién prolongado dafia la membrana celular reduciendo la viabilidad.
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ultimo se coloco los frascos en la incubadora (atmésfera 5% CO,/95% aire) y se soltd las

tapas (de un cuarto a un medio giro) para que se diera un intercambio de gases apropiado.
4.3.2.4 Inoculaciéon de microplatos

Para la inoculacion de microplatos, se llevé a cabo primero la seleccién de frascos
de cultivo con adecuada confluencia (70-80%) tal y como se mencioné anteriormente, se
descartd en algunas ocasiones frascos contaminados con hongos o bacterias. Seguido de
esto, se llevd a cabo la tripsinizaciéon de las células contenidas en los frascos seleccionados.
Luego de la tripsinizacion se tomo6 1 mL de la suspension de células en un microtubo para

su posterior conteo.
4.3.2.5 Conteo de células para inoculacion de platos

Se colocd 20 pL de la suspension de células (previamente agitada) y 20 L de azul
de tripano al 10% en un microtubo. Se pipetedé suavemente la disolucién para

homogenizar la mezcla.

Con una micropipeta se tomo 20 pL de la mezcla anterior y se transfirié a uno de
los bordes de la cdmara del hematocitometro,”™ se liber6 lentamente de la micropipeta

para que pasara por debajo del cubreobjetos por accion capilar.

Figura 45. Hematocitdmetro requerido para el conteo de células viables. Imagen cortesia

de http://www.hausserscientific.com/reichertbrightline.htm.

Se colocé el hematocitémetro bajo el microscopio invertido (lente objetivo 20X) y

se contabilizd cuidadosamente las células tefiidas de azul (muertas) y la células sin tefiir

" Previamente el hematocitémetro y cubreobjetos se limpid con etanol al 70%.
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(viables), que aparecen en cada uno de los cuatro cuadrantes identificados en el esquema
de la figura 46. Se determiné el promedio de células viables por cuadrante (1 mm?) y dicho
valor se multiplico por un factor de 2x10* para encontrar el valor aproximado de
células/mL. El porcentaje de viabilidad celular se calculé6 como el nimero de células viables

entre el nUmero total de células (viables y muertas).

1 mm
e e,
A\\ B 1mm
[ m
\P L/

Figura 46. Esquema general de los cuadrantes observados en el hematocitometro.

La cantidad de suspension de células requerida para la inoculacion de los

microplatos se calcul6 de la siguiente forma:

D, E5) ¢ pfemt)

AT
Cng Sy )

¥ (ml) =

donde Vs representa el volumen de suspensién de células requerido, Di es la densidad
celular de inoculacién con que se quiere realizar el ensayo, Vr es el volumen total que se
necesita (este valor depende del nUmero de microplatos que se inoculen y el volumen por
hoyo que se vaya a colocar) y Cns es la concentracién aproximada de células en la
suspension (calculada a partir del conteo descrito anteriormente). En general, se trabajo

con una densidad de 5x10* células/mL.
4.3.2.6 Inoculacion de los platos

Una vez que se prepard la disolucidn de células requerida para el ensayo, se coloco
en un reservorio estéril para la posterior colocacidén en los microplatos. Se procedié con

ayuda de una pipeta de 12 canales a colocar asépticamente 100 L de la suspension en
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cada hoyo, hasta completar la adicion de los microplatos requeridos para el experimento.
Por ultimo, los microplatos inoculados se mantuvieron en la incubadora por un periodo de

24 horas.
4.3.2.7 Tratamiento con muestras sintéticas

Transcurrido el periodo de inoculacion, se sacd de la incubadora los microplatos,
con el fin de adicionar las muestras sintéticas. Primero se elimin6 el medio de cultivo
original y se realizd dos lavados a cada pozo con PBS estéril, luego se agregd 100 pL del
patron correspondiente a cada linea. En la linea de control positivo, se adiciond
doxorubicina (9,48 umol/L). Después de colocar todos los patrones de cada muestra en los

microplatos, se reingresa los microplatos a la incubadora por 48 horas.

Se trabajo con rangos de concentracion de 150 umol/L a 1.0 umol/L y de 40 pmol/L
a 2.5 ymol/L de las muestras sintéticas disueltas en DMSO anhidro (concentracidn maxima
de DMSO en medio de cultivo menor al 2% v/v).™ Cada concentraciéon se analizé por

triplicado.
4.3.2.8 Ensayo de viabilidad celular utilizando MTT

Esta técnica utiliza como principio la capacidad que tienen las células viables de
reducir compuestos como el MTT gracias a las diferentes enzimas oxidorreductas
presentes en diferentes partes de la célula. En este caso una mayor coloracién azul (mayor

formaciéon del compuesto formazan) correlaciona con una mayor viabilidad celular.

Las disoluciones que se utilizaron son las siguientes: MTT 5 mg/mL en PBS, pH 7.2;

DMSO anhidro y medio de cultivo fresco.

El procedimiento se realizd después del tratamiento con la sustancia experimental.

Primero se elimind el medio de cultivo original y se realizd dos lavados a cada pozo con

¥ Se realizd una curva de calibracion para determinar la concentracion de DMSO maxima permisible en

medio de cultivo (ver anexo lll).
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PBS estéril y se agregd 100 yL de medio de cultivo fresco y MTT (concentracién final de

MTT 0.5 mg/mL) a cada pozo. Los microplatos se incubaron de 2 a 3 horas a 37 °C.

Transcurrido ese periodo, se removio el medio completamente y se adicioné 100 pL
de DMSO con el fin de disolver los cristales de formazan, se realizé la lectura de los
microplatos a 570 nm y los datos de absorbancia fueron normalizados para analisis
posterior. El disolvente de la sustancia experimental se emple6 como control negativo y la

doxorubicina como control positivo.

Adicionalmente, se determino el potencial de reduccidon para compararlo con los

resultados de citotoxicidad. El procedimiento se describe en el siguiente apartado.

4.4 Procedimiento para la determinacion de los potenciales de reduccién

de varios compuestos sintetizados

Por medio de voltamperometria ciclica se determind los potenciales de reduccion
de los derivados 75, 77, 79 y 80. La determinacién se llevd a cabo bajo las siguientes

condiciones:

A) Se us6d un Polardégrafo Autolab Echo Chemie PGSTAT10 para la medicién vy

procesamiento de datos.

B) Se utilizé un electrodo de vidrio permeable como electrodo de trabajo, su potencial
se dio con referencia a un electrodo no polarizado de Ag/AgCl. Adicionalmente, se
empled un electrodo auxiliar de carbono, con el fin de evitar caidas de voltaje.
Ademas se midié los potenciales a velocidades de 0.1, 0.3 y 0.5 voltios por

segundo.

C) Se trabajé a concentraciones de 0.001 mol/L del compuesto naftoquinénico y 0.100
mol/L de electrolito soporte, en este caso tetra-N-butilamonio hexafluorofosfato

(TBAPF6).

D) El disolvente que se empled fue acetonitrilo anhidro en atmdsfera de nitrégeno

(para eliminar el oxigeno gaseoso de medio) y temperatura ambiente.
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En esta seccion se detalla la optimizacién de la sintesis y caracterizacion de cada
uno de los compuestos mostrados en el capitulo anterior. El capitulo se subdivide en tres
partes, la primera de ellas esta dedicada a la formacién de compuestos derivados de
lawsona y endo-borneol, la segunda a los derivados de naftoquinonas y adamantano, y la

tercera a consideraciones especiales en la caracterizacion de los derivados sintetizados.
5.1 Formacion de los derivados de lawsona y borneol

La sintesis de derivados de lawsona y [(7S)-endo]-(-)-Borneol constituyo la base de
la optimizacion de los derivados de adamantano. Las razones por las cuales se escogio
este alcohol principalmente son econdmicas (bajo costo respecto a los alcoholes derivados
de adamantanano, Cuadro Ill) y de tipo estructural (similitudes en hidrofobicidad y

volumen comparado con el 1- y 2- adamantanol, Fig. 47).

Cuadro lll. Costo econdmico de diversos alcoholes para utilizacion en sintesis organica.*

Alcohol Cantidad (g) Precio ($) Precio por gramo ($/9)
[(75)-endo]-(-)-Borneol 100 90 0.90
1-adamantanol 5 65.80 13.16
2-adamantanol 5 45.50 9.1
1-adamantanometanol 10 89.50 8.95

*Precios consultados en linea en www.sigmaaldrich.com el 22/02/2010.
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Me Me
endo-borneol 1-adamantanol 2-adamantanol
Area (A2 157.3 143.9 143.4
Volumen (A3) 159.6 148.3 148.2

B

6.4 A 6.0 A

6.7 A 6.0 A 6.4 A

Figura 47. Comparacion estructural entre el [(7S)-endo]-(-)-Borneol y algunos alcoholes

derivados de adamantano.’

Otro de los motivos por los cuales se decidié empezar a trabajar con borneol, fue la
obtencion del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona como subproducto de la reaccion de
transesterificacion del acetato de lawsona y el alcohol, en presencia de un acido de Lewis

en cantidades cataliticas, segun lo reportado en la literatura (Fig. 48).%

OH Me Me
e
o " " OAc
e e
OAc ) Me Sc(OTf)3
O ‘ Dlsolvente
OH
O

producto minoritario

Figura 48. Formacion del subproducto 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona.

8% Todas las estructuras fueron minimizadas en MM2 (ChemBio 3D Ultra 12). Para el célculo de &rea y
volumen aproximado se utilizé Chimera © 1.3
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La generacion de este producto se explica a través de un mecanismo que involucra
a) la formacién del a-dicetona de la lawsona (forma tautomérica poco favorecida)®
estabilizado por un efecto quelato del acido de Lewis, b) la activacion del grupo carbonilo,
c) el ataque del alcohol en la posicion mas electrofilica (en este caso en C2, puesto que los
grupos carbonilo en C1 y C4 poseen conjugacion con el anillo aromatico y por
consiguiente se disminuye el caracter electrofilico en esas posiciones), d) la formacion del

hemiacetal respectivo y finalmente, d) la formacién del enol éter (Fig. 49).

O----—-H 0-Sc(OTf)3
L4 e
0O
O‘ + Sc(OTf); =/ + HO-R
o o}
forma endlica forma a-dicarbonilo
o} o~ S..?(OTf)s
OR Sc(OTf), | CoH
1 — o
+
H,O H
O
B: )

Figura 49. Mecanismo de formacion del enol éter.

Dados estos antecedentes, se optd por formar el enol éter a partir de la
esterificacion viniloga de Fischer, utilizando como catalizador el triflato de escandio
Sc(OTf);, que se caracteriza por ser un acido de Lewis fuerte, estable en agua y disponible

comercialmente.®®

Inicialmente se efectud la reaccién a distintas proporciones molares de lawsona y
alcohol (reacciones 1-4, Cuadro V), con el fin de determinar la razén estequiométrica mas
conveniente, las demas condiciones (disolvente, tiempo de calentamiento de la reaccion,
tipo y cantidad de catalizador) se mantuvieron constantes (excepto la reaccion 5 que se

discutird mas adelante).
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Cuadro IV. Reacciones de acoplamiento entre la lawsona y [(7S)-endo]-(-)-Borneol.

Temp. Tiempo L recup. Rendimiento
No. L/B Disolvente Catalizador
/°C /h /% A/R %
1 2:1  Dicloroetano  Sc(OTf); 10% 85 6 54 2B-1,4N: 49 /55
4B-1,2N: 9/ 11
2 1:2  Dicloroetano  Sc(OTf); 10% 85 6 29 2B-1,4N: NC

4B-1,2N: 21 /30

3 14 Dicloroetano  Sc(OTf); 10% 85 6 NC Relacion 2B/4B 1:2
4B-1,2N: 43
4 3:1 Dicloroetano  Sc(OTf); 10% 85 6 78 Relacion 2B/4B 1,22:1

2B-1,4N: 37 /57
4B-1,2N: 22 /34

5 3:1  Heptano Sc(OTf); 10% 95 6 71 2B-1,4N: 35/41

subproducto: borneno

L/B: relacién molar entre reactivos, L: lawsona y B: borneol L recup.: Lawsona recuperada.
Rendimiento A/R: Absoluto (después de purificacidn o recristalizacion) / Relativo (respecto a lawsona
recuperada). 2B-1,4N: 2-borneoxi-1,4-naftoquinona, 4B-1,2N: 4-borneoxi-1,2-naftoquinon. NC: No
cuantificado. Relacién 2B/4B: proporcion entre el 2B-1,4N y 4B-1,2N segtn espectro de "H-RMN del

producto crudo.
De estas primeras cinco reacciones se observo lo siguiente:

1- Después de seis horas de calentamiento se recupera gran parte del reactivo de
partida (lawsona), lo cual indica que la reaccién hasta ese punto no es completa. Ademas,
si se relaciona el porcentaje de lawsona recuperada con la velocidad de reaccién, se
deduce que entre mayor sea el exceso de lawsona al inicio de la reaccion (reacciones 1y 3)
la reaccion ocurre mas lento, por otro lado, un exceso de alcohol al inicio aumenta la
velocidad de obtencidon del producto (reaccién 2). En otras palabras, la adicién del alcohol

a la naftoquinona se constituye en el paso lento de la reaccion.

2- En las primeras cuatro reacciones se produce no solo el enol éter en la posicion

2, sino que también se obtiene el enol éter en la posicion 4. Se observa ademas que en las
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reacciones donde se comienza con un exceso de lawsona (reacciones 1y 3), es mayor el
porcentaje de enol éter en C2, es decir, se favorece el producto termodindmico, mientras
que un exceso de alcohol favorece la posicion C4, producto cinético (posee menos
impedimento estérico). Adicionalmente, todas las reacciones presentan problemas en el
aislamiento de los productos, especificamente se dificulta la eliminacion del exceso de
alcohol y existe la posibilidad de que el derivado se hidrolice por accién de los sitios acidos

del gel silice, durante la purificacién por cromatografia de columna.

Producto termodinamico Producto Cinético
2B-1,4N 4B-1,2N

Figura 50. Productos formados de la reaccion de acoplamiento entre lawsona y [(7S)-
endo]-(-)-Borneol. Estructura en tres dimensiones muestra el dipolo que posee cada

molécula (calculos utilizando B3LYP/6-31G* en programa GAMESS).

Es importante sefialar que el derivado 2B-1,4N se considera como el producto
termodinamico (mas estable) principalmente por efectos electronicos, ya que este isbmero

posee un dipolo de menor magnitud que el derivado 4B-1,2N (Fig. 50).

3- En la reaccion 5 a diferencia de las otras reacciones, se utilizé heptano como
disolvente, dicho cambio implica una modificacion en la temperatura de reaccién y
polaridad del disolvente, en este caso un ambiente no polar-aprético y mayor temperatura
favorecen solo la formacion del producto termodinamico. Sin embargo, el rendimiento que
se obtiene es bajo, debido a varias razones: primero el exceso de lawsona y la dificultad de

tener un sistema completamente homogéneo (el heptano no disuelve muy bien los
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reactivos) disminuye la velocidad de reaccién (71% de lawsona recuperada), el otro factor
es la reversibilidad de la reaccién, segun el espectro RMN del producto crudo, a partir de
una reaccion de eliminacion E2 se forma borneno y por consiguiente se regenera lawsona

(Fig. 51).

O
O Me Me Me
o Me OH Me
oS + i
4,50-4,72
) 0 H / PP
O B:

Figura 51. Mecanismo de formacion de borneno.

Después de los resultados anteriores, se decidié probar con disolventes de mayor
polaridad (clorobenceno, nitrometano, acetonitrilo y tetracloroetano) para ver si se
alteraba la regioselectividad de la reaccién, especificamente si se favorecia el producto
cinético (reacciones 6-12, Cuadro V), sin embargo no se obtuvo resultados satisfactorios,
las reacciones se caracterizaron por no formar producto o generar gran cantidad de
subproductos, la razon principal fue la elevada temperatura del sistema de reflujo (81-147
°C) que promueve el ataque del alcohol en C2 (reacciones 6 y 7) y/o descomposicién de

reactivos y productos.

Cabe sefalar que en las reacciones 6-9, 15 y 16, se utilizo un dedal de celulosa que
contenia un desecante (CaH. o tamices moleculares) esto con el fin de extraer trazas de
agua presentes en el vapor del disolvente (Fig. 52) y por principio de Le Chatelier desplazar
la reaccion hacia los productos. Lo anterior, se cumplié para las reacciones 6, 7, 15y 16

donde se observé un incremento de producto 2B-1,4N.
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[IT0 — Entrada de N,
|

Dedal de extraccion
de celulosa

Condensacion
de vapores

CaH,

Compuesto organico deseads
seco se devuelve al frasco

: Mezcla de reaccion
4y en reflujo

Figura 52. Diagrama del equipo tradicional, Dean-Stark (izquierda) y el sistema utilizado

para eliminar agua del medio de reaccion (derecha).

Adicionalmente, se varid la cantidad de catalizador en la reaccion en dos
disolventes similares (reacciones 13-18). En las reacciones efectuadas en dicloroetano (13-
16) se observo que una relacion 1:1 lawsona: alcohol, disminuye la regioselectividad, sin
embargo un mayor porcentaje de catalizador no logra aumentar de forma significativa la
proporciéon del 4B-1,2N. Lo anterior es un reflejo de la termodinamica de la reaccion, en la
que altas temperaturas promueven la conversion del isémero menos estable al mas
estable. Dicha observacion se corrobora en las reacciones 17 y 18, donde se utilizd un
disolvente de menor punto de ebullicion (diclorometano, 40 °C) lo que trajo consigo un
incremento en la proporcion del producto cinético (practicamente se obtiene 50% de
ambos isomeros). El inconveniente que se presenta en la mayoria de las reacciones es el
proceso de purificacion de los productos, en particular, del 4B-1,2N que generalmente no
logra obtenerse puro (trazas de borneol) o se descompone durante la purificacion por

cromatografia de columna.

En un futuro, la optimizacion del 4-borneoxi-1,2-naftoquinona debe enfocarse en
el uso de disolventes de bajo punto de ebullicién y acidos de Lewis fuertes en combinacién

con un mayor niumero de equivalentes de alcohol al inicio de la reaccién.
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Cuadro V. Optimizacién de la sintesis de 4-borneoxi-1,2-naftoquinona.

Temp.

Tiempo

L/B Disolvente

Catalizador

/°C

/h

Observaciones

62 1:2  Clorobenceno Sc(OTf)3 5% 132 18 2B-1,4N y subproductos

7° 1:2  Nitrometano Sc(OTf)3 5% 101 18 2B-1,4N y subproductos

82 1:2  Acetonitrilo Sc(OTf)3 5% 81 18 NR

92 1:2  Acetonitrilo Sc(OTf)3 10% 81 4 NR

10 1:1  Tetracloroetano  Sc(OTf); 1% 147 24 NR

1 1:1  Tetracloroetano  Sc(OTf); 10% 147 4 NR

12 1:1  Tetracloroetano  Sc(OTf); 20% 147 3 NR

13 4:1  Dicloroetano Sc(OTf); 15% 85 4 Relacion 2B/4B 4 : 1
2B-1,4N rend. A/R: 45/ 56

14 3:1  Dicloroetano Sc(OTf)3 10% 85 21 2B-1,4N 39% rend.

152 1:1  Dicloroetano Sc(OTf)3 5% 85 4 Relacion 2B/4B 1,5 : 1
L. recup. 65%

162 1:1  Dicloroetano Sc(OTf)3 25% 85 Relacion 2B/4B 1,86 : 1

17 1:1  Diclorometano Sc(OTf); 25% 40 Relacién 2B/4B 1:1,17
L. recup. 63%

18 1:1  Diclorometano Sc(OTf)3 25% 40 5 Relacion 2B/4B 1: 1,17
L. recup. 57%

aSe utilizé dedal de celulosa con CaH> anhidro. Se utilizé dedal de celulosa con tamices.

L/B: relacion molar entre reactivos, L: lawsona y B: borneol. L recup.: Lawsona recuperada.
Rendimiento A/R: Absoluto (después de purificacion o recristalizacion) / Relativo (respecto a lawsona
recuperada). 2B-1,4N: 2-borneoxi-1,4-naftoquinona, 4B-1,2N: 4-borneoxi-1,2-naftoquinon. Relacién
2B/4B: proporcion entre el 2B-1,4N y 4B-1,2N segtin espectro de 'H-RMN del producto crudo. NR: No

hay reaccion.

Por otra parte, la optimizacion de la sintesis del 2B-1,4N se enfoc en variar el acido
de Lewis (reacciones 19-22, Cuadro VI), con el fin de utilizar uno menos fuerte que el
Sc(OTf)s, y asi impedir la formacién de varios productos. En resumen, la combinacién de un
exceso de lawsona que desplace el equilibrio hacia los productos, una temperatura de
reaccion moderada (85 °C) que favorece la formacién del producto termodinamico y el uso
de Cu(OTf), como catalizador, representa las condiciones éptimas para sintetizar de forma

exclusiva el 2B-1,4N.
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Cuadro VI. Optimizacioén de la sintesis del 2-borneoxi-1,4-naftoquinona.

Temp. Tiempo

L/B Disolvente Catalizador Observaciones
/°C /h
19  1:1  Nitrometano Cu(OTf), 15% 101 5 Solo 2B-1,4N (77%)
20° 1:1  Dicloroetano Cu(OTf), 5% 85 2 Solo 2B-1,4N
21 4:1  Dicloroetano Cu(OTf), 10% 85 4 Solo 2B-1,4N (83%)
22 4:1  Dicloroetano Bi(OTf); 5% 85 4 Solo 2B-1,4N (70%)

aSe utilizé dedal de celulosa con CaH> anhidro. Se utilizé dedal de celulosa con tamices.

L/B: relacion molar entre reactivos, L: lawsona y B: borneol. Los valores entre paréntesis indican el
porcentaje de rendimientodespués de purificacion o recristalizacién. 2B-1,4N: 2-borneoxi-1,4-

naftoquinona. NR: No hay reaccion.

Por Ultimo, otro derivado que se intentd formar fue el 2-borneoxi-3-cloro-1,4-
naftoquinona, a partir de la dicloronaftoquinona y alcohol correspondiente, en condiciones
basicas (Fig. 53). La idea fundamental de la ruta escogida fue combinar los siguientes
factores: a) el uso de Cs,CO3 como base (pK, de H.COs; en agua ~10) en un disolvente
orgaénico, capaz de desprotonar un alcohol (pKs~ 17)% b) la presencia de un buen grupo
saliente (-Cl) y ¢) un disolvente polar-aprético (dimetoxietano), el cual forma quelatos con
el Cs* y no solvata el alcoxido, por lo que el nucledfilo queda libre para reaccionar, d) la
interaccion entre un electréfilo duro (C2 de naftoquinona) y un nucledfilo duro (alcoxido)
que puede favorecerse segun las reglas de Saville,*” las cuales establecen que si existe una
diferencia en términos de teoria de acidos y bases duros vy suaves (HSAB) entre los
reactivos (en este caso el idn cesio suave y el oxigeno duro del alcéxido), esto contribuye

con la formacién de los productos.

Me. Me

Me C32C03 * \é>< v csC
S
OH MeO

Figura 53. Reaccion de acoplamiento de 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona con borneol.
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A pesar de los factores mencionados no se obtuvo producto, posiblemente el
efecto ésterico entre el alcohol y el cloro en la posicion 3, impidié que se llevara a cabo la

reaccion de adicidn-eliminacion que se esperaba (Fig. 54).

O

Cl
RO-H + Cs,CO3 ——— Oa ‘\/6 OR
Cl

02

i OR i (E'OR
O — O
O gO

Figura 54. Mecanismo de adicion-eliminacion de un alcoxido a 2,3-dicloro-1,4-

naftoquinona.

5.2 Formacion de derivados de naftoquinonas y adamantano
5.2.1 Sintesis del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona [73]

El uso de un alcohol neopentilico como el 1-adamantanometanol disminuye la
reversibilidad de la reaccion, puesto que a partir del derivado es mas dificil regenerar
lawsona (no existen hidrogenos en posicién beta al oxigeno, por lo que no ocurre
eliminacion E2). Dicha ventaja se observa al comparar el rendimiento de la reaccion
mostrada en la figura 55 (76 y 84 % rendimiento real y relativo a lawsona recuperada,
respectivamente) versus el bajo rendimiento (35/41%) obtenido en la sintesis del derivado
a partir de borneol, alcohol no neopentilico (reaccion 5, cuadro IV). En resumen, las
n 98

ventajas de ruta sintética son: tiempo de reaccion corto, uso de un disolvente “amarillo”,

bajo porcentaje de catalizador utilizado y rendimiento alto.
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e} HO o
OH Sc(OTf); 5%, 6 h
C™ (L e
Heptano (95 °C)
o
o
2 : 1 76% / 84% respecto lawsona recuperada

Figura 55. Sintesis del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinonaa partir de la reaccion de

lawsona y 1-adamantilmetanol.
5.2.2 Sintesis del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona [74]

La formacion selectiva de 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona en principio
se llevd a cabo en las mismas condiciones que el derivado formado a partir de 1-
adamantanometanol, a saber: uso de disolvente no polar-aprotico (heptano) que
permitiera una temperatura de reaccion alta para promover la formaciéon del producto
termodinamico (alquilacién en C2) y exceso de lawsona para desplazar el equilibrio hacia
los productos (reaccion 1, cuadro VII). Sin embargo, la cinética de la reaccion es muy lenta
(en 24 horas la reaccién no se ha completado), por lo que estas condiciones no ofrecen un
rendimiento alto. Sumado a lo anterior, el producto puede descomponerse y regenerar
lawsona a partir de una reaccién de eliminacién E2 similar a la observada en el derivado de

borneol (Fig. 56)

Figura 56. Regeneracion de lawsona a partir de 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-

naftoquinona.



Capitulo V. Discusion de resultados

Cuadro VII. Sintesis del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinonaa partir de la reaccion

de lawsona y 2-(1-adamantil)etanol.

1 2:1 Heptano Sc(OTf)3 5% 95 24 70 41 /67

2° 1:1 Heptano Sc(OTf)3 5% 95 20 32 59/ 86
@ Se utilizé dedal de celulosa con CaH: anhidro.

L/A: relacion molar entre reactivos, L: lawsona y A: alcohol L recup.: Lawsona recuperada.
Rendimiento A/R: Absoluto (después de purificacién o recristalizacion) / Relativo (respecto a lawsona

recuperada).

Los problemas que presenta la reaccion 1 son principalmente la baja solubilidad de
lawsona en heptano y la cinética de reaccion lenta, por lo que se optd por mejorar la
homogeneidad de la disolucion (no usar exceso de lawsona) y eliminar agua del sistema a
través del sistema "Dean-Stark modificado” (reaccion 2) para desplazar el equilibrio de la
reacciéon hacia los productos. Como resultado se redujo el tiempo de reaccion (de 24 a 20
horas el porcentaje de lawsona recuperada bajé a un 32%) y lo mas importante, se

aumento el rendimiento de la reaccién en un 18%.
5.2.3 Sintesis del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona [75]

Para la formacion del derivado de lawsona y 2-adamantanol se utilizé en un inicio
las mismas condiciones empleadas en la sintesis del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-
naftoquinona, dada la similitud estructural entre los alcoholes empleados. La Unica variable
en el procedimiento de sintesis fue la adicion de MgSO4 anhidro con el fin de eliminar el
agua que se genera en la reaccion (reaccion 1, cuadro VIII), sin embargo el rendimiento

obtenido no superé el 18%, por lo que se optd por aumentar la temperatura de reaccion
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(se empled octano como disolvente) para promover la formacién de producto
termodinamico, ademas se sustituyo el sulfato de magnesio por un dedal de celulosa con
tamices moleculares. En este caso se obtuvo en menor tiempo (3 horas) un mayor
rendimiento (38%, reacciéon 2), cabe sefalar que esta reaccion presenta como
inconveniente la baja solubilidad de la lawsona en octano, que obliga a usar mas
disolvente y tener una disolucién de menor concentracidén que no favorece la cinética de la

reaccion.

Otra variable que se consider6 fue el tiempo de reaccion, especificamente se repitié
la reaccién 2 por un periodo de tiempo mayor (48 y 24 horas), a pesar de ello, parece ser
que esta variable favorece la reversibilidad de la reaccién, puesto que el porcentaje de

producto obtenido disminuyd a un 12% y 10% en las reacciones 3 y 4 respectivamente.

Por otro lado, se probd otros catalizadores (Cu(OTf), y Bi(OTf)3), se cambid el
disolvente a dicloroetano para aumentar la concentracién de reactivos (en este disolvente
la lawsona es mas soluble) y se combiné el uso de un exceso de lawsona con la eliminacién
de agua, cuyo propdsito fue desplazar la reaccion hacia los productos (reacciones 5-9).
Segun los resultados mostrados en el cuadro VI, el uso de catalizadores menos acidos
disminuyen el efecto catalizador sobre la reaccion inversa, en especial el Cu(OTf), muestra

un rendimiento mayor (41 %, reaccion 9) comparado con el triflato de escandio y bismuto.

Es importante sefialar que la termodinamica de la reaccién debe estudiarse mas a
fondo, ya que los resultados obtenidos indican que conforme aumenta el tiempo de
reaccion se favorece la reversibilidad de dicha reaccion es decir, la descomposicion del
producto en los sustratos de partida (comparaciéon entre reacciones 2 y 3, 8 y 9). Se
recomienda en un futuro hacer un monitoreo del porcentaje de producto obtenido en

funcién del tiempo, con el fin de optimizar dicha variable.
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Cuadro VIII. Sintesis del 2-(2-adamantoxi)-1,4-naftoquinona a partir de la reacciéon de

lawsona y 2-adamantanol.

0 o -
oy HO O «
+ —_— + Hzo
H
o o

Rendimiento

Temp | Tiempo

Disolvente Catalizador

/°C /h A/R (%)
12 2:1 Heptano Sc(OTf)3 6% 95 24 18 /31
2° 1:1 Octano Sc(OTf)32% 125 3 38 /47
3* 1 Octano Sc(OTfs2% 125 48 12 /15
4 1:1 Octano Sc(OTf)34% 125 24 10/ 15
5d 2:1 Dicloroetano  Sc(OTf)34% 85 26 C.L19%
6 2:1 Dicloroetano Bi(OTf); 5% 85 21 25
74 2:1  Dicloroetano  Bi(OTf)3:5% 85 26 C.L35%
8 2:1  Dicloroetano  Cu(OTf),5% 85 26 C.L35%
gb 2:1 Dicloroetano  Cu(OTf)25% 85 21 41

@ Se afiade 600 mg de MgSO. anhidro. ® Se utiliza un dedal de celulosa con tamices. ¢ Se utiliza un
dedal de celulosa con CaH, anhidro. ¢ A diferencia de 1-4, 6 y 9, el work-up consiste en lavados con
H3PO4 al 25% en vez de NaHCOs. En todas las reacciones se agrega de ultimo el catalizador con
excepcion de la reaccion 6 y 9. Los productos crudos de 5 a 8 se mezclaron para realizar purificacion

por cromatografia de columna.

L/A: relacion molar entre reactivos, L: lawsona y A: alcohol. Rendimiento A/R: Absoluto (después de
purificacién o recristalizacién) / Relativo (respecto a lawsona recuperada). C.L: porcentaje de

conversion de lawsona a producto segtin espectro 'H-RMN del producto crudo.
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5.2.4 Sintesis del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona [76]

El 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona es el compuesto que se obtiene a partir
del ataque del 2-adamantanol en C4 de la lawsona. Este derivado representa el producto
cinético de la reaccién, ya que por efecto electrénico al comparar los dipolos de los dos
regioisomeros posibles (Fig. 57), se observa un mayor dipolo en este derivado y por lo

tanto se constituye en el isémero menos estable.

Figura 57. Comparacién entre los dipolos del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona y 4-
(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona (calculos utilizando B3LYP/6-31G* en programa

GAMESS).

Dado lo anterior, debe existir un control de la temperatura de reaccién que impida
la formacion del producto termodinamico, para ello se utilizé diclorometano como
disolvente (punto de ebullicion 40 °C), ademas el ambiente polar que genera el disolvente
estabiliza o prefiere la formacién del producto con mayor polaridad (en este caso, el 4-(2-

adamantanoxi)-1,2-naftoquinona).

Adicionalmente se utilizé un acido de Lewis fuerte y en un porcentaje elevado (50 y
25% de Sc(OTf)3) con el fin de tener de forma efectiva el quelato entre O1y O2 y permitir
el ataque del alcohol en el carbonilo menos impedido en términos estéricos, es decir, en

O4. Los resultados obtenidos se resumen en el cuadro IX.

De las dos reacciones efectuadas se deduce que cuando se emplea un alto

porcentaje de catalizador (reacciéon 1) sumado a un tiempo de reacciéon largo, se obtiene
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practicamente el doble de producto termodinamico con respecto al cinético. Por otro lado,
la reduccion de la cantidad de catalizador y tiempo de reaccion ofrece una preferencia por

el producto cinético (proporcion 1:1,5 entre isomero 1,4 e isébmero 1,2, reaccion 2).

Cuadro IX. Sintesis del 4-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona a partir de la reaccion de

lawsona y 2-adamantanol.

O

O
O
N oo
c(OTh);
+ HO
so Lo oow

diclorometano

No.* L/A Catalizador Temp Tiempo | Relacion Rendimiento
. /% /°c (CIED)) 1,4:1,2 isémero 1,2 /%
1 1:1 50 40 5 1.8:1 37
2 4:3 25 40 3 1:14 42

* Adicionalmente se utilizé un dedal de celulosa con CaH» anhidro.

L/A: relacion molar entre reactivos, L: lawsona y A: alcohol. Rendimiento A/R: Absoluto (después de

purificacién o recristalizacién) / Relativo (respecto a lawsona recuperada,).

Cabe sefalar que no se realizé reacciones en las que se partiera de un exceso de
alcohol, por lo que se sugiere en investigaciones futuras considerar esta nueva variable y
asi mejorar los porcentajes de rendimiento que se obtuvieron en este trabajo. Ademas, se
recomienda monitorear el porcentaje de isomero 1,2 obtenido en funcion del tiempo, ya
que se desconoce si durante el periodo de calentamiento de las reacciones que se

efectuaron, se dio una conversién del producto menos al més estable.
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5.2.5 Sintesis del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona [77]

Analogo a la sintesis del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona, se intento sintetizar
el 2-(1-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona por medio de la esterificacion viniloga de lawsona
y 1-adamantanol (Fig. 58). Durante la extraccion de la mezcla de reaccion se adiciond una
disolucion Na,COs para separar la lawsona del producto (formar lawsonato soluble en
agua), sin embargo se observé durante la extraccion liquido-liquido, que la capa organica
era incolora, lo que sugiere que el producto observado durante el monitoreo por TLC se
encontraba en la capa acuosa y no era el derivado que se esperaba sintetizar, de tal
manera que se adicion6 acido fosforico al 25% y se recuperd en la capa organica tanto la

lawsona en exceso como el producto formado para posteriormente purificarlo.

La caracterizacidon espectroscdpica ("H-RMN y *C-RMN, DEPT y HSQC, ver anexo )
mostré que el derivado formado fue el 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona
(producto alquilado en C3). Ademas este compuesto concuerda con lo observado durante

la extraccion (formacién del grupo hidroxilo del derivado soluble en agua).

O

OH SC(OTf)3 5%, 27 h OH
L. - owe
Heptano (95 °C)
O #

2 : 1 89%

Figura 58. Sintesis del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona a partir de la reaccién

de lawsonay 1-adamantanol.

Ahora bien, la ruta de sintesis del producto alquilado en C3 se explica a partir de las

siguientes consideraciones:

1- El efecto estérico del nucleo del 1-adamantanol evita la O-alquilacién o
disminuye la estabilidad del producto O-alquilado por lo que la reaccién se

revierte y genera los sustratos de partida.
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2- El heptano es un disolvente de tipo no polar-aprético capaz de formar “jaulas”
alrededor de moléculas con caracter polar, lo cual permite un pre-organizacion
de los sustratos que facilita la reaccion entre estos.

3- La literatura reporta que Sc(OTf);s es un poderoso acido de Lewis capaz de
coordinarse con maximo siete ligandos,*® por lo que sugiere que dicho acido se
coordina simultaneamente con la lawsona (entre O1 y O2) y el alcohol
formando un complejo con geometria octaédrica (Fig. 59). Adicionalmente,
existe la posibilidad de formar un puente de hidrégeno entre el H acido de la
lawsona y el O del 1-adamantanol. Como consecuencia el enlace C-O en el 1-

adamantanol se debilita (aumenta longitud de enlace).

Figura 59. Estado de transicibn propuesto para la reaccion entre la lawsona y el 1-

adamantanol.

4- El complejo formado entre el triflato de escandio, lawsona y alcohol (Fig. 59)
posee un arreglo geométrico tal que permite que ocurra una reaccidén

intramolecular en la cual segun orbitales de frontera interacciona el HOMO de

la lawsona (Fig. 60) con el LUMO del 1-adamantanol (o).
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Figura 60. Orbital ocupado de mayor energia (HOMO) de la lawsona (calculos utilizando
B3LYP/6-31G* en programa GAMESS).
5- En términos termodinamicos, se favorece el factor entdlpico gracias a la
formacién de interacciones entre sustratos y catalizador (puentes de Hidrogeno
y formacion de complejo) mientras que el factor entrépico disminuye al tener
un estado de transicion tan ordenado.
6- El periodo de reaccion es muy largo (27 horas), probablemente debido a una
energia de activacion alta, producto de la disminucion en la entropia de

activacion (AS*) que se requiere para formar el estado de transicion organizado.

Por otro lado, durante la purificacion se obtuvo un subproducto (27 mg, ~8.8 % de
rendimiento), sin embargo no fue posible elucidar la identidad del compuesto por
métodos espectroscopicos. Dadas las condiciones de reaccion puede suponerse la
formacion del enol éter (1-adamantanoxi). Otra posibilidad es un rearreglo en el ndcleo de
adamantano para formar protoadamantano en la posicion C3 o el derivado 3-(2-
adamantil) (Fig. 61)'®. Ademas, la reaccién del subproducto con una disolucion de NaOH
mostrd un coloraciéon roja asociada a la formacion de lawsonato, ya sea por la
descomposicion del 1-adamantanoxi para formar lawsonato y el alcohol correspondiente,
o la desprotonacion del grupo -OH del derivado con 2-adamantanoxi o con

protoadamantano. Dado lo anterior no se descarta la formacion de estos derivados.
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1-adamantanoxi 2-adamantanoxi Protoadamantano

Figura 61. Estructuras posibles del subproducto obtenido en la reaccion entre la lawsona y

el 1-adamantanol.

El porcentaje de rendimiento alto (89%) que se obtuvo en la sintesis de este
derivado se debe a que a diferencia de los otros productos de alquilacion en C2 y C4
donde existe una reversibilidad de la reaccion (regeneracion de lawsona y alcohol a partir
de producto), la formacién del enlace C-C es irreversible por lo que no se presentan los
mismos problemas de control de temperatura y tiempo de reaccion observados en la

formacion de los otros derivados de lawsona y adamantano (Fig. 62).

Figura 62. Irreversibilidad en la formacion de derivados en C3 de la lawsona.
5.2.6 Sintesis del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona [79]

Para la sintesis del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona se utilizé la 2-bromo-
1,4-naftoquinona en vez de la lawsona, por cuanto -Br es un donador de densidad
electronica débil y buen grupo saliente a diferencia del -OH de la lawsona. Por su parte, el
grupo amino se caracteriza por ser un buen nucleéfilo y de menor volumen que el grupo -
OH de un alcohol, lo cual disminuye el impedimiento estérico durante el acoplamiento de

los sustratos y por lo tanto permite que ocurra la reaccién.
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Area (A% 163.8 151.7
Volumen (A3) 151.0 148.2
Figura 63. Estructura de la base de Hunig (izquierda) y 1-adamantilamina (derecha) en dos
y tres dimensiones respectivamente. Estructuras minimizadas en MM2 (ChemBio 3D Ultra

12), calculo de area y volumen aproximado en Chimera © 1.3.

Otro aspecto adicional es el uso de diisopropiletilamina (base de Hinig, pK, del
acido conjugado 11.4) como activador de la reaccion, esta base ofrece la ventaja de ser no
nucleofilica gracias al gran impedimiento estérico que posee (las dimensiones de la base
son mayores que las de 1-adamantilamina, Fig. 63) por lo que no compite con el
aminoadamantano en el ataque a C2 de la naftoquinona, tal y como se muestra el

mecanismo de adicidn-eliminacion que se supone ocurre en esta reaccion (Fig. 64).
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Figura 64. Mecanismo de formacion del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona.
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La combinacién de todos los factores antes mencionados se constituy6 en la base
de la sintesis propuesta para la formacion del compuesto 79 (cuadro X). Ademas se decidio
trabajar a temperatura ambiente con el fin de minimizar la reversibilidad de la reaccién y se
efectud la misma reaccion en dos disolventes polares apréticos. Los resultados del cuadro
X muestran que el acetonitrilo da un mejor rendimiento en menor tiempo (5 horas versus
24 horas en el dimetoxietano). La razén principal razén por la cual el acetonitrilo dio un
mejor resultado se debe a que dada es un disolvente bastante polar (€% 37,50 versus €%
c 7,20 para el dimetoxietano,
http://depts.washington.edu/eooptic/linkfiles/dielectric_chart[1].pdf) capaz de estabilizar
por solvatacién de forma efectiva el intermediario con cargas que se propone en el
mecanismo de formacion del derivado.

El Unico inconveniente de usar una amina terciaria es que existe una competencia
entre la desprotonacién del 1-aminoadamantano y la donacién de electrones para formar

un complejo de transferencia de carga entre la amina y la naftoquinona'® (el cual se

evidencia porque el medio de reaccion se torna oscuro, Fig. 65).

Figura 65. Reacciones de acoplamiento entre 2-bromo-1,4-naftoquinona y 1-

adamantilamina en dimetoxietano (izquierda) y acetonitrilo (derecha).
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Cuadro X. Sintesis del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona a partir de la reaccion 2-

bromo-1,4-naftoquinona y 1-adamantilamina.

NH
O 2 Base de
Br H 1
+ g e * ’ oo
(0]

1 1:1 MeCN 25 5 76
2 1:1 Dimetoxietano 25 24 39
BN/A: Relacién molar entre 2-bromo-1,4-naftoquinona y 1-aminoadamantano.

5.2.7 Sintesis de 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona [80]

La formacién del compuesto 80, se llevd a cabo en condiciones similares a la
sintesis del apartado anterior, es decir, se utilizdo una base como activador, un disolvente

aprotico y 2-bromo-1,4-naftoquinona. Los resultados se muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro XI. Sintesis del 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona a partir de la reaccién 2-

bromo-1,4-naftoquinona y 1-adamantanotiol.

o SH O
o S
*Br Base de Hunig + (iPr)zﬁHEteBr
|O‘| + e
S O

Constante
BN/T Disolvente Dieléctrica

Temperatura Tiempo Rendimiento

/°C /h (%)
1 1:1 MeCN 37,5 81 24 48
2 1:1 Tolueno 2,38 110 24 55"

*El producto después de la purificacién aun muestra impurezas BN/T: Relacién molar entre

bromonaftoquinona y tiol. * http.//depts.washington.edu/eooptic/linkfiles/dielectric_chart[1].pdf.

Con respecto al mecanismo de formacién del derivado 2-(1-adamantilmercapto) se
propone una adicién-eliminacion en la naftoquinona, que tiene como primer paso el

equilibrio entre el tiol (pKa~10) y la base de Hinig (acido conjugado pK,~11,4) para
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desprotonar el tiol y aumentar la nucleofilicidad del &tomo de azufre. Sequido del ataque a
la bromonaftoquinona en C2 y la posterior eliminacién conjugada del bromo para dar el

derivado esperado (Fig. 66)

Y H
S Me s® Me

r f

Me  _N_Me =~ + Mel “NH M
DI et
Me Me

Me Me
Il
©s-Adm

0 0 0

Br (TBr S

S‘ + eBr

\,@S—Adm — Adm — ')

(o o} o}

O
Figura 66. Mecanismo de formacion del 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona.

Se utilizé6 dos disolventes, acetonitrilo y tolueno, los cuales poseen polaridad
distinta (ver constantes dieléctricas mostradas en el cuadro XlI) con el fin de evaluar el
efecto de solubilidad de los sustratos y la estabilizacion por solvatacion que el disolvente
pudiera ofrecer para las especies cargadas que se observan en el mecanismo. En el cuadro
Xl, se observa que una temperatura de reaccion moderada (81 °C) y el caracter polar del
acetonitrilo ofrece un mejor resultado (mayor pureza). En el caso de la reaccién en tolueno,
a pesar del obtener un rendimiento mayor (probablemente por disolver mejor los sustratos
de partida y dar homogeneidad a la disolucién), el producto que se obtuvo presenta
impurezas aun después de realizarse la cromatografia de columna y recristalizacion en

metanol, por lo que no se recomienda el uso de este disolvente en la sintesis.

El rendimiento obtenido en esta sintesis es bajo (48%) ya que el nucledfilo en este
caso a pesar de ser un buen nucledfilo (Fig. 67), presenta gran tamafio lo cual dificulta el

ataque en C2.
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SH
Area  157.6 A2

Volumen 155.0 A3

Figura 67. Estructura del 1-adamantanotiol en dos y tres dimensiones.

Cabe sefalar que el enlace C-S tiene una longitud de enlace mayor que C-N por lo
que tiene la posibilidad de distorsionar menos el angulo de enlace para acomodar el grupo

adamantano y disminuir el efecto estérico en el derivado que se forma (Fig. 68)

Figura 68. Comparacion de las distancias y angulos de enlaces de los derivados 2-(1-
adamantilmercapto), izquierda y 2-(1-aminoadamantil), derecha (calculos utilizando

B3LYP/6-31G* en programa GAMESS).

5.2.8 Otros derivados que se intentd sintetizar

Esta seccion resume las distintas rutas de acoplamiento del 1-adamantanol y 2-
adamantol a diferentes naftoquinonas, dichas rutas se llevaron a cabo con el fin de
sintetizar los derivados 2-(1-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona y 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-
1,4-naftoquinona. Cabe sefalar que no fue posible formar ninguno de los dos derivados,
no obstante es importante discutir los aspectos mas relevantes de las rutas realizadas para

constituir un precedente significativo que oriente trabajos futuros en este tema.
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5.2.8.1 Formacion del 2-(1-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona

De forma similar a la sintesis de 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona y 2-(1-
adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona se sugirié la formacion del enol éter, a partir de una
reaccion de adicién-eliminacion de bromonaftoquinona con el 71-adamantol en

condiciones basicas (Cuadro XII).

Cuadro XII. Sintesis del 2-(1-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona a partir de la reaccion de 3-

bromo-1,4-naftoquinona y 1-adamantanol.

O OH O
Br O
CUt A — G
O O

Activador Temp Tiempo

No. BN/A Disolvente o) /oC /h Observaciones
1 1:1 Diclorometano DBU (1) 25 24 No reacciona
2 1:1 MeCN NaH (10) 25 24 No reacciona
3 1:1 Dimetoxietano  Cs,COs3(1.2) 85 24 No reacciona
4 1:1 Tolueno isécl\;),:gmz)) 110 24 No reacciona
5 1:1 THF KH (2) 65 24 Subproducto

BN/A: relacion molar entre reactivos, BN: bromonaftoquinona y A: alcohol. (eq): Equivalentes

molares de activador.

Una de las bases que se utilizo para formar el alcdéxido fue 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno mas conocida como DBU (pK. del acido conjugado ~12)
(Fig. 69) junto con diclorometano, disolvente aproético-polar capaz de estabilizar especies
con carga (£2°© 8.93). A pesar de reunir las condiciones que se deseaban para llevar a cabo
la reaccién, se obtuvo disoluciones muy oscuras y no se formoé el producto deseado
(reaccion 1). Una posible explicacién es que segun la literatura DBU es capaz de actuar

102

como nucledfilo™ por lo que compite con el alcdxido y disminuye la probabilidad del

ataque del alcoxido en la posicién C2 de la naftoquinona.
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Figura 69. Estructura de algunas de las bases nitrogenadas utilizadas.

Otras bases que se utilizaron fueron el hidruro de sodio (NaH) en acetonitrilo,
carbonato de cesio en dimetoxietano (solubiliza bien las sales de cesio y aumenta
velocidad de alcoxilacion)'® y la combinacién del carbonato de cesio con 4-
dimetilaminopiridina (DMAP, fig. 69). En todos los casos la bromoquinona no reacciona de
forma alguna con el alcoxido. Por otro lado se intenté la sintesis utilizando hidruro de
potasio (KH) en exceso, en este caso se recuperd el alcohol y el KH redujo parte de la

naftoquinona, por lo que se descarta el uso de hidruros.

A partir de los resultados anteriores, se pensd en modificar el grupo saliente, por lo
que se cambid el bromo por el grupo 2-tetrahidrotiofensulfonio que posee una carga
positiva sobre el atomo de azufre y represeta un mejor nucledfugo. El cuadro Xlll, muestra

los resultados que se obtuvieron en esta reaccion.
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Cuadro XIll. Sintesis del 2-(1-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona a partir de la reaccién de 2-

tetrahidrotiofensulfonio-1,4-naftoquinona y 1-adamantanol.

PR A — oy

Temp Tiempo

T/A Disolvente  Activador (eq) /°C /h Observaciones
1 1:1 Diclorometano DBU (1) 25 24 No reacciona
) Dicloroetano/ Base de Hiinig .
2 1:1 MeOH 1-1 ™ 25 24 No reacciona

T/A: Relacion molar entre reactivos, T: 2-tetrahidrotiofensulfonio y A: Alcohol, eq: equivalente molar

de activador.

En ambas reacciones se emplearon disolventes polares y bases no nucleofilicas
(Hinig) o de baja nucleofilicidad (DBU). Sin embargo no se obtuvo producto, por lo que se
concluye que el ataque en la posicion ipso se ve desfavorecido por grupos voluminosos

con gran impedimiento estérico.

Es importante acotar que a diferencia del 1-adamantanotiol y 1-aminoadamantano,
el 1-adamantanol no posee cualidades tan 6ptimas en términos de nucleofilicidad (el
atomo de oxigeno es menos nucleofilico que el nitrégeno y azufre) y tamafio (de los tres
heterodtomos el oxigeno es el mas pequefio y electronegativo, por consiguiente la
longitud de enlace C-X es menor y el efecto estérico del grupo adamantano es mas
pronunciado, Cuadro XIV). Es por ello que se no es posible formar el 2-(1-adamantanoxi)-

1,4-naftoquinona a través de esta ruta de sintesis.
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Cuadro XIV. Comparaciéon entre los 1-adamantanos monosustituidos utilizados como

nucledfilos.
) Longitud de enlace
Nucleéfilo Area / A? Volumen / A3
C-X/A
157.6 155.0 1.84
1-adamantanotiol
151.7 148.2 1.48
1-aminoadamantano
148.0 143.7 1.40
1-adamantanol

*Estructuras minimizadas en MM2 (ChemBio 3D Ultra 12),cdlculo de drea y volumen aproximado en

Chimera © 1.3.
5.2.8.2 Formacion del 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona

Se propuso la sintesis del 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona, a partir de
lawsona y 2-adamantanol. La idea inicial fue realizar la alquilacién en C3 a través del 2-
adamantano carbocation (Fig. 70), para ello se intenté formar este carbocatién por medio
de distintos acidos de Brgnsted y acidos de Lewis (Cuadro XV y Fig. 71). La escogencia de
esta ruta tiene como precedente la alquilacion de adamantano con olefinas que reporta
Olah y colaboradores, donde se propone la formacién de carbocationes por la accion de

superacidos.'%
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Figura 70. Ruta de sintesis propuesta para la formacion del 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-1,4-

naftoquinona.

Se consideré ademas la posibilidad de rearreglo de carbocationes,'® es decir,
transformacion del 2-adamantano carbocation (secundario) a 1-adamantano carbocation
(terciario), por lo que para disminuir este tipo de rearreglo intermolecular, se empled
disoluciones altamente diluidas de acido de Brgnsted y sistemas de reaccién heterogéneos
(CCls/Agua y Agua/Detergente, reacciones 3 y 5b, respectivamente), pues segun la
literatura cuando el acido posee una concentracién menor a 0,004 mol/L no se observa

interconversién entre carbocationes.'%®



Capitulo V. Discusion de resultados

Cuadro XV. Sintesis del 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona a partir de la reaccion

de lawsona y 2-adamantanol.

O

Q OH
OH HO Acido de Bransted
. - -+ Hzo
Acido de Lewis 5 ‘1

Temp Tiempo

L/A Disolvente Catalizador Observaciones

/°C /h
1 1:1 HCOOH Yb(OTf)3 100 22 Formiato de adamantano
2 1:1 CFsCOOH Sc(OTf)3 5% 72 6 No reacciona
3 1:1 CCl4 H,SO4 25 4 dias No reacciona
4 1:1 HOAc glacial H,SO4 100 24 Acetato de adamantano
5a 1:1 Agua H,S040.5 eq 25 15 dias No reacciona
H>S040.5 eq .
5b 1:1 Agua 80 6 No reacciona
/ DBSA*
62 1:1 Agua HCIO4 1 eq 25 15 dias No reacciona
6b 1:1 Agua HCIO4 1 eq 80 6 No reacciona

L/A: razén molar entre reactivos, L: lawsona, A: alcohol, eq: equivalente molar, DBSA: Acido

Dodecilbencensulfénico.

0!
OH Sc(OTf)3 5% OH
O‘ + CF;COOH ; é
72°C
o]
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Figura 71. Otras reacciones realizadas para la sintesis del 3-(2-adamantil)-2-hidroxi-1,4-

naftoquinona.

Los resultados obtenidos (cuadro XV) demuestran que no es posible formar y
estabilizar el carbocation secundario del adamantano (por eso se obtuvo formiato, acetato
y mesilato de adamantano) bajo estas condiciones y mucho menos obtener el derivado
esperado. Es por ello que se deja como trabajo a futuro la formulacién de otra ruta de

sintesis para la alquilacion en C3 de la lawsona y alcoholes secundarios voluminosos.
5.3 Caracterizacion espectroscépica: Consideraciones estructurales

La familia de compuestos que se desarrollé presenta propiedades fisicas y
estructurales muy interesantes, es por ello que esta seccion expone de forma resumida,
caracteristicas destacadas de los compuestos sintetizados, a partir de un andlisis

espectroscépico.
5.3.1 Efecto del heteroatomo: Consideraciones espectroscépicas

Las 1,4-naftoquinonas se caracterizan por tener bandas de absorcion entre los 200-
500 nm, debido a las transiciones electronicas (figura 72). La transicion prohibida n— n* es
en particular, la que posee menor energia y absorbancia, por consiguiente, en el espectro
ultravioleta de un compuesto, esta transicion se observa a mayor longitud de onda y

menor intensidad (E o< 1/ 1 ).'%

Figura 72. Transiciones electronicas de las 1,4-naftoquinonas.
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El efecto de donacion o extraccion de densidad electronica por parte del
heteroatomo enlazado a C2 en las 1,4-naftoquinonas, modifica la diferencia de energia
entre el estado basal y excitado.Esta diferencia se puede observar en los orbitales de
frontera calculados para el 2-(1-adamantilmercapto) y 2-(2-adamantanoxi) mostrados en la
figura 73. El LUMO de ambos se ubica en los carbonilos.Sin embargo, el HOMO del 2-(2-
adamantanoxi) se distribuye entre el oxigeno enlazado a C2 y el enlace doble C=C,
mientras que en el compuesto con azufre, el HOMO se ubica casi por completo en el

atomo de azufre, dada la poca donacion electronica de este grupo al sistema

naftoquinénico (Cuadro XVI).

LUMO - HOMO -

b) 2-(2-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona

c) 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona

Figura 73. Orbitales de frontera de 1,4-naftoquinonas 2-heterosustituidas. Calculos segun

B3LYP/6-31G* en programa GAMESS.
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Como consecuencia de esta variacion en el HOMO de los compuestos, la diferencia
de energia entre los orbitales frontera de 2-(2-adamantanoxi) es menor que en el 2-(1-
adamantilmercapto) (Cuadro XVI). Por esta razdn, se explica que la transicién n— n* de
este Ultimo compuesto, se observa a menor longitud de onda (271 nm) en comparacioén

con los otros dos compuestos (328 nm en el oxigeno y 454 nm en el nitrégeno).

Cuadro XVI. Diferencia en los valores de energia de los orbitales frontera de los 2-

heterosustituido-1,4-naftoquinonas.

HOMO LUMO AEabsoluta
(Hartree) (Hartree)
2-(2-adamantilmercapto)-1,4-NQ -0.226 -0.104 0.122
2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ -0.244 -0.098 0.146
2-(2-aminoadamantil)-1,4-NQ -0.211 -0.093 0.118

— 2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ [79]
— 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ [80]
—— 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ [75]

Absorbancia

0 T T T 1
200 300 400 500 600

Longitud de onda A (nm)

Figura 74. Espectros UV experimentales de los compuestos 75, 79 y 80.
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En el caso del nitrégeno, al ser este atomo un mejor donador de electrones
comparado con el atomo de oxigeno, disminuye la brecha de energia HOMO-LUMO y

posee absorciones a mayores longitudes de onda (Fig. 74).

De forma similar al 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ, los derivados 2-(2-(1-
adamantil)etanoxi-1,4-NQ y 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-NQ poseen una absorcion maxima
a 331y 329 nm respectivamente, lo cual es de esperarse ya que los tres derivados poseen

el mismo tipo de heteroatomo enlazado a C2.

Otra manera de caracterizar los compuestos sintetizados, es a partir de sus
espectros infrarrojos. Las frecuencias de vibracion que se observan en un espectro IR, se
relacionan con el tipo de atomos y enlaces que existen en la molécula. Estas frecuencias

dependen de varios factores principalmente la fuerza y tipo de enlace.

En caso de las amidas, la deslocalizacién de electrones en la molécula se da gracias
a la donacion del nitrogeno, esto implica un menor caracter de doble enlace en el
carbonilo, es decir una distancia de enlace mayor y por lo tanto una frecuencia de
vibracién de menor energia respecto al éster (Fig 75 y 76). Por otra parte, la literatura
sefiala que los tioésteres tienen menor frecuencia de vibracion que los dos grupos

anteriores, sin embargo no explica la razén de esta caracteristica.'”’
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Figura 75. Frecuencias tipicas de carbonilos en amidas, ésteres y tioésteres.
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Figura 76. Deslocalizacion de electrones en amidas y ésteres.

De forma analoga se observa un comportamiento similar para los compuestos
vinilogos de las amidas, ésteres y tioésteres (fig, 76), particularmente la frecuencia de
vibracién de C1=0 (ver Cuadro XVII). En el caso de v(C4=0) y v(C,=C3) de los derivados 75,
79 y 80 (Cuadro XVII), se observa la correspondencia entre la longitud de enlace y la

frecuencia de vibracidn, tanto en el carbonilo como en el enlace doble carbono-carbono

(Cuadro XVIII).
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Cuadro XVII. Comparacién de las frecuencias de vibracion del IR de los derivados 80, 79 y
75.

Frecuencia de vibracion
\A(SEe)] v (C4=0) v (C2=C3)

Experimental (cm™)

[75] 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ 1686 1648 1606
[79] 2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ 1673 1601 1574
[80] 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ 1666 1643 1589

Cuadro XVIII. Distancias de enlaces de los derivados 80, 79 y 75.

Distancia de enlace (A)

[75] 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ 1.221 1.229 1.358
[79] 2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ 1.228 1.234 1.372
[80] 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ 1.224 1.230 1.359

*Los valores se obtienen de estructuras optimizadas segiin B3LYP/6-31G* en GAMESS.

O
+

O
XR XR
-
3
O -

Figura 77. Hibridos de resonancia de 2-heterosustituido-1,4-naftoquinona.

Otra forma de medir la donacion del heteroatomo al enlace doble (Fig. 77), es a
partir del momento dipolar, de los derivados de lawsona sintetizados (Fig. 78). Los
compuestos en los cuales el heteroatomo es nitrégeno u oxigeno, tienen un dipolo
dirigido hacia el enlace doble, sin embargo en el nitrégeno la magnitud del dipolo es
mayor, esto indica mayor donacién electrénica del heteroatomo. En contra posicién, el
azufre invierte la direccién del dipolo hacia el carbonilo en la posicion 1, es decir, no dona

electrones al sistema naftoquindnico.
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2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ

Figura 78. Momentos dipolares de 1,4-naftoquinonas 2-heterosustituidas (Las flechas son

de tipo vectorial. La cabeza de la flecha indica el polo positivo).

Adicionalmente se realizaron calculos de modelaje molecular, con el propdsito de
obtener los espectros IR tedricos de los derivados sintetizados y compararlos con el
respectivo espectro experimental. Por ejemplo, en la figura 79, se muestra el espectro IR
calculado para el compuesto 80, en el cual las bandas a 1750, 1726 y 1607 cm,
corresponden a las frecuencias de vibracion de C1=0, C4=0 y C,=C3 respectivamente, estos
valores aunque difieren de los experimentales en un factor de aproximadamente 0.952,

contribuyen a la asignacion correcta de las sefiales en el espectro experimental.
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Figura 79. Espectro IR simulado del 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ. Calculos basados en

estructura optimizada segun B3LYP/6-31G* en programa GAMESS.

Con respecto a la espectroscopia de resonancia magnética, la sefial mas importante
que se utilizo para caracterizar los compuestos, fue el desplazamiento quimico del
hidrégeno enlazado a C3, por cuanto el patrén de los protones aromaticos es similar en la
mayoria de los derivados de lawsona, mientras que la region donde aparece H3 depende

del efecto de campo que ejerza el heteroatomo enlazado C2.

Figura 80. 1,4-Naftoquinona 2-heterosustituida.

Como puede observarse en el cuadro XIX, el desplazamiento quimico para los
compuestos que tienen como heterodtomo oxigeno, correlaciona con la carga parcial del
carbono en la posicion 3, entre mas negativa es la carga, menos desprotegido esta el
atomo de hidrégeno y por lo tanto aparece a campo mas alto. También en los primeros
cuatro compuestos que se enlistan, se observa una distancia de enlace C=C practicamente
idéntica, lo cual indica una deslocalizacion electronica a través del doble enlace similar en

dichos compuestos.
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Cuadro XIX. Comparacién en los desplazamientos quimicos del hidrogeno enlazado a C3

en las 1,4-naftoquinonas 2-heterosustituidos.

. Distancia .
. Angulo Carga Parcial de
Sustituyente en C2 d (ppm) de enlace .
C2-X-R (°) Lowdin en C3
C2-C3(A)

2-(2-endo-borneoxi) 6.20 120 1.358 -0.2486
2-(2-adamantanoxi) 6.13 121 1.358 -0.2507
2-(2-(1-adamantil)etanoxi) 6.17 118 1.359 -0.2494
2-(1-adamantilmetoxi) 6.20 120 1.358 -0.2489
2-(1-aminoadamantil) 6.05 131 1.372 -0.2704
2-(1-adamantilmercapto) 7.06 110 1.359 -0.2073
2-hidroxi 6.37 106 1.354 -0.1452

*Los valores de angulos, distancia de enlace y carga parcial se obtienen de estructuras

optimizadas segun B3LYP/6-31G*en programa GAMESS.

La lawsona comparada con los otros compuestos con oxigeno, posee un angulo C-
O-R menor (106° versus 120°), este valor indica dos aspectos: el efecto estérico del grupo R
es mucho menor en la lawsona y la formaciéon de puente de Hidrégeno contribuye a la

disminucion del angulo.

Con respecto a los derivados de lawsona con azufre y nitrégeno, dichos
compuestos exhiben caracteristicas opuestas. En el 2-(1-aminoadamantil) el protén
aparece a campo mas alto con respecto a los deméas compuestos, es decir se encuentra
mas protegido, la carga parcial en C3 (-0.2704) es mayor que en los otros compuestos
(cuadro XIX). Por su parte en el 2-(1-adamantilmercapto) el proton en C3 aparece a campo
mas bajo en comparacion con los demas compuestos, lo anterior corresponde con la carga
parcial asignada a C3 (-0.2073). Otra forma de observar el efecto de proteccion y
desproteccion de los distintos compuestos es a partir de los mapas de potencial
electrostatico (Fig. 81), donde los protones mas desprotegidos se encuentran en regiones
principalmente azules (este color indica ambiente positivo), mientras que protones

protegidos se ubican en regiones verdes y rojas (ambiente negativo).
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Figura 81. Mapa de potencial electrostatico de los derivados: a) 2-(1-adamantilmercapto)

b) 2-(1-aminoadamantil) y c) 2-(2-adamantanoxi).

Adicionalmente, las diferencias en el angulo C;-X-R de los compuestos con

nitrégeno y azufre que se observan en el cuadro XIX, demuestran lo siguiente:

a) El nitrégeno al ser un d&tomo muy pequefio en comparacién con el oxigeno y
azufre tiene el angulo C,-X-R mayor (131°). Esto se debe al efecto estérico del
grupo adamantil y al puente de hidrégeno intramolecular que se forma entre el
NH y el carbonilo en C1.

b) El azufre por su parte exhibe el menor angulo C>-X-R (110°) debido a que la
distancia de enlace C-S es mayor, lo cual disminuye el efecto estérico del grupo
adamantil. Ademas dicho angulo sugiere que la geometria molecular alrededor
del atomo de azufre es tetraédrica, contrario al caso de los compuestos con
oxigeno que tienen angulos de 120° y por ende una geometria plana trigonal
alrededor del heterodtomo. En otras palabras, el enlace C,-O tiene caracter de
doble enlace producto de la donacién del oxigeno al sistema naftoquindnico y

en el caso del azufre es claro que no existe tal donacion electrénica.
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5.3.2 Isomeros 1,2y 1,4: Propiedades estructurales

Esta seccién resume las diferencias estructurales que existen entre los isomeros 1,2

y 1,4-naftoquinona en términos de espectroscopia ultravioleta, infrarroja y resonancia

magnética nuclear.

En el caso de la espectroscopia ultravioleta, se observd un

desplazamiento batocrémico en las bandas de absorcion de los isomeros 1,2-

naftoquinona sintetizados (Fig. 82 y 83).

3,5
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—— 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona [71]
4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona [72]
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Figura 82. Espectros Ultravioleta del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona y 4-(2-endo-

borneoxi)-1,2-naftoquinona.
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—— 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ [75]
— 4-(2-adamantanoxi)-1,2-NQ [76]
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Figura 83. Espectros Ultravioleta del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona y 4-(2-endo-

borneoxi)-1,2-naftoquinona.

El desplazamiento batocrémico observado, indica una diferencia de energia menor
para la transicion n— n*. Esta diferencia se puede estimarse a partir de las diferencias de
energia de los orbitales de frontera de los isomeros 1,2 y 1,4-naftoquinona, en este caso
por razones de comodidad y ahorro de tiempo, se modelé los isomeros 2-metoxi-1,4-NQ y
4-metoxi-1,2-NQ. En el cuadro XX se muestra los valores de energia del HOMO y LUMO

calculados para estos dos compuestos.

Cuadro XX. Diferencia de energia de los orbitales de frontera de los isobmeros 1,2 y 1,4-

naftoquinona.

HOMO (Hartree) LUMO (Hartree) AEabsoluta ‘

2-metoxi-1,4-NQ -0.252 -0.101 0.151

4-metoxi-1,2-NQ -0.232 -0.101 0.131
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Tal y como se observa en cuadro anterior, la diferencia de energia entre HOMO y
LUMO es menor, lo cual justifica un desplazamiento a mayor longitud de onda en el UV.
Aparte de los valores numéricos es posible identificar la ubicacion y forma de los orbitales
HOMO-LUMO entre estos dos isomeros (Fig. 84). El HOMO y LUMO en el isomero 1,2 se
localiza entre los grupos carbonilo cercanos, mientras que en el isomero 1,4 el HOMO se
ubica entre el heterodtomo y el enlace doble C=C y el LUMO se reparte entre los

carbonilos.

a) 2-metoxi-1,4-NQ

HOMO LUMO
b) 4-metoxi-1,2-NQ

HOMO LUMO

Figura 84. Orbitales frontera de 2-metoxi-1,4-naftoquinona y 4-metoxi-1,2-naftoquinona.

Por otro lado, en el espectro IR se observan diferencias principalmente en las
bandas de vibracion de los carbonilos y enlaces dobles. En el primer caso, la separacion de
los carbonilos en el isdmero 1,4 y la disminucion del momento dipolar en la molécula,

permite diferenciar las bandas de vibracion de los carbonilos y el enlace doble. El carbonilo
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en C1 se observa a mayor nimero de onda, por cuanto la longitud de enlace es menor que
la del carbonilo en C4, el cual posee un mayor grado de conjugacién y por lo tanto una

frecuencia menor (Fig. 85).
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Figura 85. Espectro infrarrojo del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona (film).

En el caso del isbmero 1,2, la cercania entre los carbonilos, distancia de enlace
similar y aumento del momento dipolar de la molécula provocan que las bandas de
vibracion de los carbonilos se traslapen. En el espectro IR se observa el estiramiento
asimétrico de los carbonilos a mayor frecuencia, seguido del estiramiento simétrico y la

frecuencia de elongacion de los enlaces dobles C=C (incluyendo los de anillo aromatico).
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Figura 86. Espectro infrarrojo del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona (KBr).

Por ultimo, la caracterizacion estructural de los isomeros 1,2 y 1,4 a través de RMN,
muestra que el desplazamiento de H3 depende del grado de desproteccion que ese
proton posea (Fig 86). En el cuadro XXI se muestra la carga parcial de C3 en cada isémero,
notese que en los isdmeros 1,4 la carga parcial de C3 es menos negativa por lo que el
proton esta mas desprotegido y aparece a campo mas bajo que el proton de los isomeros

1,2.

0] 0]
8 8
; 2 OR . 2_0O
Oa OQ R= adamantil, bornil
6 3°H 6 3°H
5 5
0] OR

Figura 87. Naftoquinonas 2 y 4 O-alquil sustituidas.
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Cuadro XXI. Comparacién en los desplazamientos quimicos del hidrogeno enlazado a C3

en naftoquinonas 2y 4 O-alquil sustituidas.

2-(2-endo-borneoxi)-1,4-NQ 6.20 -0.2486
4-(2-endo-borneoxi)-1,2-NQ 5.85 -0.2729
2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ 6.13 -0.2507
4-(2-adamantanoxi)-1,2-NQ 6.00 -0.2750

Ese comportamiento se verifica al observar los mapas de potencial de los isémeros
2-metoxi-1,4-NQ y 4-metoxi-1,2-NQ (Fig. 88), donde el protén H3 del isémero 1,4 se
encuentra en una region mas azul (positiva) que el proton del isomero 1,2. Indicando asi

un mayor grado de desproteccién en el isémero 1,4.

Figura 88. Mapas de potencial electrostatico de a) 4-metoxi-1,2-naftoquinona (izquierda) y
b) 2-metoxi-1,4-naftoquinona. Por convencion el color rojo indica carga negativa, azul

positiva y verde neutra.
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5.3.3 Analisis estructural del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona

Finalmente, la identificacion del producto C3-alquilado se fundamentd en que,a
diferencia de los demas derivados sintetizados, C3 se encuentra sustituido por un grupo
adamantil, por lo tanto no se observa la sefial del protdn entre 6.05-7.06 ppm, tipica de los

espectros "H-RMN de los derivados formados (Fig 89).

3-{1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona

No se observa la sefal
del protéon en C3
“ - J

T T T T T T T T T T T T T T T T T
a5 a0 25 20 a5 4.0 5.5 54 -4 35 34 25 20 LS 14 a5

wih
L {ppm}

Figura 89. Espectro 'H-RMN del compuesto 77.

Ademas, las sefiales de los protones aromaticos se desplazan a campo mas alto
(8.04-7.64 ppm) que su isobmero constitucional, 2-(2-adamantanoxi) (8.11-7.69 ppm, Fig.
90), lo cual indica que los protones aromaticos del compuesto C-alquilado poseen una
menor desproteccion. Esta observacidn no concuerda con los mapas de potencial
electrostatico de ambos compuestos, donde se muestra una menor densidad electrénica
alrededor del anillo aromatico en el derivado C3-alquilado, por lo que debe considerar

aspectos adicionales para explicar este comportamiento (Fig. 91)
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Figura 90. Espectro 'H-RMN del compuesto 75.

Figura 91. Mapas de potencial electrostatico del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (izquierda) y 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona (derecha), segun calculos

B3LYP/6-31G* en programa GAMESS.

Por otro lado segun los calculos de modelaje molecular, el producto C-alquilado
posee un puente de Hidrégeno intramolecular cuya distancia es 1.876 A, dicha longitud es

menor que el puente de Hidrégeno calculado en la lawsona (2.032 A), posiblemente
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debido al efecto estérico asociado al grupo adamantil en la posicion 3, el cual obliga al
proton a acercarse mas al oxigeno del carbonilo. A partir del espectro infrarrojo (Fig 92) se
comprueba la presencia del puente de hidroégeno intramolecular, ya que la banda de
absorcidon que se observa para el grupo -OH es muy fina, lo cual implica que el grupo
hidroxilo no esta disponible para asociarse con el disolvente u otras moleculas de

compuesto.
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Figura 92 Espectro IR (film) del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-NQ.

Las otras sefiales importantes que se observan en el espectro IR corresponden a las
vibraciones de los grupos carbonilo C1=0 y C4=0, y a los enlaces dobles C=C, 1660, 1643y
1613 ¢cm™, respectivamente. Dichas sefales se corroboraron segun espectro IR calculado

para este compuesto (Fig. 93).
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Figura 93. Espectro IR simulado para 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-NQ. Calculos basados
en estructura optimizada segun B3LYP/6-31G* en programa GAMESS.

Por su parte, el derivado 2-(1-aminoadamantil) también posee un puente de
hidrégeno intramolecular (2.065 A, segun calculos de modelaje molecular). Por esta razén
en el espectro infrarrojo la banda de absorcion de la amida viniloga se caracteriza por ser

fina (Fig. 94).
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Figura 94. Espectro IR (film) del 2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ.
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Ensayos preliminares de citotoxicidad de los derivados sintetizados

6.1 Actividad bioldgica de los derivados de adamantano y naftoquinona

Como se menciond en el primer capitulo, en la literatura se encuentran multiples
ejemplos de naftoquinonas con potencial antimalarico y antitumoral. Uno de ellos es la
1,4-naftoquinona, y segun Matsubara y colaboradores, este compuesto es un potente
antitumoral.’®® A pesar de que dichos investigadores sugieren el uso de este compuesto en
la terapia anticancer, no debe olvidarse la elevada toxicidad que poseen muchos de los
derivados de la 1,4-naftoquinona, de ahi la importancia de investigar la sintesis y

transformacién de mejores candidatos.

El Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia, en la Universidad
Complutense de Madrid ha evaluado la actividad antiparasitaria in vitro de los compuestos
obtenidos en esta investigacion. Los primeros estudios mostraron actividad inhibitoria
frente a las formas intraeritrocitarias de la cepa 3D7 de Plasmodium Falciparum (sensible a
la cloroquina), cuadro XXII. En dicho analisis, el compuesto que presentd mayor capacidad
inhibitoria fue el 2-(2-endo-borneoxi), por lo que se evalud la actividad de esta sustancia
en el proceso de detoxificacion de la Ferroprotoporforina IX (uno de los mecanismos de

accion asociado a la cloroquina).’®

Cuadro XXII. Actividad antiparasitaria in vitro de compuestos derivados de lawsona y

borneol frente a la cepa 3D7 de P. Falciparum.'®

Tt Fluorimétrica FBIT
Clso (ng/mL) Clso (mg/mL)
2-(2-endo-borneoxi)-1,4-NQ 1.85 -
4-(2-endo-borneoxi)-1,2-NQ 1.00 0.8
Cloroquina 0.02 0.04

Clso= Concentracion inhibitoria media, FBIT= Ferriprotoporphyrin IX Biomineralisation Inhibition Test
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Posteriormente, se evaluo el resto de compuestos sintetizados. Los resultados
preliminares indican que todos son activos frente a cepas de P. falciparum. En particular, es
de especial interés el 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona, ya que este compuesto
exhibe muy buena actividad antiparasitaria in vitro frente a cepas de P. falciparum
resistentes a la cloroquina.'® Por lo anterior, esta familia de compuestos se perfila como

potenciales antimalaricos.

Igualmente, es de interés, evaluar la actividad antitumoral de estas sustancias Para
ello, se realizd un analisis preliminar de citotoxicidad en dos lineas celulares: Vero y MCF-7

(Cuadro XXIII).

Cuadro XXIll. Compuestos utilizados en pruebas de citotoxicidad.

Ndmero Nombre ‘
73 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-NQ

74 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-NQ

79 2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ

77 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-NQ

75 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ

80 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ

NQ= naftoquinona

6.1.1 Protocolo de determinacion de citotoxicidad: Consideraciones quimicas y

biologicas

La determinacion de citotoxicidad se realizo utilizando el ensayo de MTT, este
compuesto se caracteriza por ser comparativamente mas barato y sencillo que los ensayos

usados frecuentemente.'”®

En términos bioquimicos, el MTT es reducido por
deshidrogenasas mitocondriales en células vivas a cristales de formazan de color azul
oscuro (Fig. 95). La absorcién en la regién visible del formazan disuelto, en este caso en
DMSO, correlaciona con el nimero de células intactas vivas.''" Cabe mencionar que el MTT
es introducido a la célula por endocitosis y reducido a formazan en el compartimento

endosomal-lisosomal. El formazéan es depositado de forma intracelular como granulos de
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color azul, que son luego exocitados como cristales de formazan."'? Basdndose en este
mecanismo, compuestos citotoxicos son capaces de dafiar y destruir células, lo que
conlleva un decrecimiento en la reduccion de MTT a formazan de manera que es posible

medir de forma indirecta viabilidad celular.

/@ Deshidrogenasa
N-N

Mitocondrial

N$+ /N |
- M - N
Br \sr\/g/ © N’N\(I'\Ae
Me S

81 82 Me
MTT Formazan
coloracion amarilla coloracién azul (A, = 570 nm)

Figura 95. Reduccion in vitro de MTT a formazan.

Es importante sefialar que se utilizd doxorrubicina (también conocida
comercialmente como adriamicina) como control positivo (Fig. 96). Este compuesto es un
antibidtico con actividad antineoplasica, especificamente se intercala entre pares de bases
nitrogenadas en la hélice de ADN, previniendo la duplicacién de este y por consiguiente la
sintesis de proteinas, ademas inhibe topoisomerasas Il involucradas en el proceso de
duplicacion. Adicionalmente la doxorrubicina forma ROS, lo que resulta en un efecto

citotéxico analogo al que se espera en las naftoquinonas evaluadas.

(http://www.cancer.gov/drugdictionary/)
O OH O

MeO O OH o,,,,,H O _Me

~ NH
cl+ 2

Figura 96. Estructura de la Doxorrubicina.
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6.1.2 Resultados de Citotoxicidad en células Vero y MCF-7

El analisis de los ensayos realizados en células Vero y MCF-7, muestran en la
mayoria de los casos una viabilidad mayor al control negativo en células tratadas con las
distintas naftoquinonas (ver anexo Ill). Tal es el caso de los compuestos 2-(1-
adamantilmetoxi)-1,4-NQ, 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ, 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ,
que como puede observarse en la figura 97, en el rango de 0-30 umol/L presentan
maximos de absorbancia superiores al control negativo (0 umol/L, células en ausencia de
droga), lo cual sugiere proliferacién celular o una interferencia en la medicién de

absorbancia.

— 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-NQ
— 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-NQ
— 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ
T-aminoadamantil)-1,4-NQ
1-adamantilmercapto)-1,4-NQ
T-adamantil)-2-hidroxi-1,4-NQ

—_—~ o~ o~ o~

?2-
2-
3-

Ag7gmuestra/Agzgcontrol positivo

O T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentracién de quinona Cn (umol/L)
Figura 97. Curva normalizada de viabilidad evaluada en células Vero.

Lo anterior puede explicarse a partir de varias consideraciones. Primero, se ha
demostrado que algunas células logran expresar su actividad deshidrogenasa a pesar de

estar muriendo, como resultado, en comparacion a otros ensayos, el ensayo de MTT
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relativamente sobreestima la viabilidad celular. Segundo, la droga en si misma puede
explicar también la inconsistencia de los resultados. Diferentes drogas pueden requerir
distintos tipos de ensayos para poder realizar una medicién mas adecuada de su potencial
de inhibicion de crecimiento. Lo mas adecuado es tomar en consideracion el mecanismo
de muerte celular supuesto, para escoger un ensayo de citotoxicidad acorde.' Tercero,
existe la posibilidad de que la droga interfiera con el MTT en si,'™ tal es el caso de la
genisteina (Fig. 98), compuesto que inhibe el crecimiento de células tumorales pero
favorece la produccién de formazan, lo que resulta en falsos negativos en el ensayo de

MTT.™®

OH
Figura 98. Estructura de genisteina

La literatura ademas reporta otros ejemplos de compuestos que interfieren con el
MTT, entre ellos la epirubicina, paclitaxel, docetaxel y cisplatino (Fig. 99). Especificamente,
estos compuestos causan un incremento significativo en los valores de absorbancia, de tal
forma que se obtiene falsos negativos y como consecuencia un aparente incremento de

viabilidad celular.®
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Paclitaxel 85 Docetaxel 86

H3N., . .Cl
P
HaN of

Epirubicina 87 NH, cisplatina 88

Figura 99. Compuestos que interfieren en la sensibilidad del ensayo de MTT.

Otro aspecto a considerar es que a pesar de que hay células que se consideran
vivas (segun la tincion con azul de tripano), el ensayo de MTT puede indicar pérdida de
viabilidad,"” esto implica que la actividad deshidrogenasa de estas células puede ser
inhibida por un mecanismo desconocido de la droga misma, sin observar necesariamente
muerte celular aparente. Adicionalmente se debe tomar en cuenta que las células que se
encuentran metabdlicamente inactivas, pueden ser también detectadas como células
muertas por medio de estos ensayos, a pesar de que no todas las células inactivas se
encuentran muertas.'”® Lo anterior es considerado una desventaja en ensayos basados en
metabolismo. De hecho, se ha reportado que diferentes sustancias quimicas causan
diferentes patrones en los cambios metabdlicos. Inclusive el medio de cultivo influye en el
proceso de reduccion de MTT, Talorete y colaboradores indican que para ciertos
compuestos, el medio de cultivo influye fuertemente en el ensayo, en el caso de
flavonoides ellos demostraron que existe una reduccién significativamente mayor de MTT
en DMEM (medio de cultivo usado en esta investigacién) que en otros medios similares

como RPMI 1640 y F12.""°
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Por otra parte, se quiso estudiar si existe una interaccion quimica entre las
naftoquinonas y el MTT, para ello se realiz6 un experimento en el cual se observé el efecto
que ocasionan las naftoquinonas en el MTT (Figuras 100 y 101). En dicho experimento se
observd una coloracidon morada de diferente intensidad, similar al color de los cristales de
formazan disueltos, esta coloracion producto de una reaccion o interaccién quimica no
conocida, provoca una interferencia en la medicién de absorbancia durante el ensayo de
MTT y por consiguiente porcentajes de viabilidad celular superiores al 100 %, tal y como se

obtuvo en los ensayos realizados.

Figura 100. Disoluciones estandar de naftoquinonas y MTT. De izquierda a derecha:C=3-(1-
adamantil)-2-hidroxi-1,4-NQ, S$=2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ, O-Adm=2-(2-
adamantanoxi)-1,4-NQ, N=2-(T-aminoadamantil)-1,4-NQ, EtO=2-(2-(1-
adamantil)etanoxi)-1,4-NQ, MeO=2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-NQy MTT.
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Figura 101. MTT en presencia de las distintas naftoquinonas. De izquierda a derecha:O-
Adm= 2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ, EtO= 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-NQ, MeO= 2-(1-
adamantilmetoxi)-1,4-NQ, S= 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ, N= 2-(1-aminoadamantil)-
1,4-NQ, C= 3-(1-adamantil)-2-hidroxi- 1,4-NQ.

Plumb sugiere incluir un periodo de crecimiento después de la remocién de la
droga (dos dias adicionales durante los cuales se cambie diariamente el medio de cultivo),
en el cual las células se recuperen de los efectos de la droga, o se mueran. Con esto se
logra eliminar la droga restante que por lipofilicidad sea dificil de extraer de las células y
asi evitar la interferencia en la reducciéon del MTT.'?° Dado lo anterior, se recomienda para
futuros ensayos considerar si se disminuye la interferencia que se observo durante la

evaluacion de citotoxicidad de los derivados naftoquindnicos.

Por ultimo, se concluye que antes de emplear el ensayo MTT, es necesario que en
los compuestos que seran analizados, se pruebe si existe una posible interaccion entre los
compuestos y el MTT, de otra forma es imposible evaluar correctamente los resultados de

viabilidad obtenidos del ensayo.
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6.1.3 Correlaciéon entre citotoxicidad y potencial de reduccion de naftoquinonas

En términos bioldgicos, uno de los mecanismos de citotoxicidad que se les
atribuyen a las naftoquinonas es formar parte de ciclos redox en los cuales se generan

ROS, la produccion de especies radicalarias incrementa el estrés oxidativo en las células.

Particularmente, las naftoquinonas son capaces de oxidar componentes celulares
tales como lipidos, proteinas y ADN."?' De tal modo que se quiso determinar el potencial
de reduccion de varios de los derivados sintetizados para asi correlacionar los valores con

su poder oxidante y posiblemente citotoxico (Cuadro XXIV).

Cuadro XXIV. Potenciales de reduccion de los compuestos quindnicos 2, 75, 77, 79 y 80.

O o OH
O‘ Ri 1e OO Ri e, 2n OO Ri
R, R, R2
O E1 0] E2 OH
Semiquinona Hidroquinona
Compuesto Ri R: Potencial de Reduccion
E1 (V) E2 (V)
1,4-naftoquinona (1,4-NQ) [2] H H -1,102 -2,222
2-(2-adamantanoxi)-1,4-NQ [75] OAdm H -1,380 -2,378
2-hidroxi-3-(1-adamantil)-1,4-NQ [77] OH Adm -0,940 -2,718
2-(1-aminoadamantil)-1,4-NQ [79] NHAdm H -1,580 -2,298
2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ [80] SAdm H -1,020 -2,178

Adm= Adamantil

Para determinar el potencial de reducciébn se realizd un analisis
ciclovoltamperométrico donde se compard la variacion en el potencial segun el
heteroatomo unido al carbono 2 (Fig. 102) y la diferencia entre un producto O-alquilado y

C-alquilado (Fig. 103).
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Figura 102. Ciclovoltamperogramas de los compuestos 79, 80, 75 y 2.

En el primer caso se observa que conforme aumenta la donacion de electrones del
heteroatomo unido a C2 (N > O >> S), el potencial de reduccion es mas negativo (se
observa un desplazamiento de los maximos hacia potenciales eléctricos mas negativos, Fig.
102), es decir, el compuesto disminuye su actividad como agente oxidante (N < O < S). En
el segundo caso, el producto C-alquilado posee un potencial de reduccién similar a la 1,4-
naftoquinona (maximos se observan a potenciales eléctricos similares, Fig 103) y en
comparacién con el producto O-alquilado, este Ultimo posee un potencial de reduccion

menor, es decir, el producto C-alquilado es el mejor agente oxidante.
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Figura 103. Ciclovoltamperogramas de los compuestos 75, 77 y 2.

Ademas debe sefalarse que los ciclovoltamperogramas obtenidos en todos los
casos cumplen con los criterios de reversibilidad (intensidad y separacién de picos), por lo
que se asegura que las naftoquinonas estudiadas participan en ciclos redox, ademas los
dos maximos de intensidad que se observan en todos los ciclovoltamperogramas (ver
anexo ll), indican que los compuestos poseen un sistema de transferencia multiple de
electrones (dos electrones en total), este sistema representa los cambios de estado de
reduccion posibles para naftoquinona (semiquinona e hidroquinona, ver encabezado de
cuadro XXIV). Adicionalmente, los potenciales de reduccion negativos indican que el
proceso de reduccion de la quinona no es espontaneo, en otras palabras, las

naftoquinonas son mas estables que sus especies reducidas.

Por ultimo, a partir de los potenciales de reduccion medidos y las curvas de
viabilidad celular mostradas en la figura 97, se observa que el 2-(1-aminoadamantil) posee
el potencial de reduccién mas negativo (peor agente oxidante) y la mayor viabilidad celular

(valores de absorbancia mayores), por otro lado, los derivados 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-
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1,4-NQ y 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-NQ poseen un potencial de reduccidn mayor
(mejores agentes oxidantes) y una menor viabilidad celular (valores de absorbancia
menores) , lo cual concuerda con el mecanismo de accidn propuesto para las
naftoquinonas. Sin embargo, debe destacarse que el derivado 3-(1-adamantil)-2-hidroxi a
diferencia de los otros compuestos, posee un grupo voluminoso en el carbono 3 que le
impide participar en reacciones de adicion de Michael, por lo que su actividad bioldgica se

limita a reacciones redox.

6.2 Otras técnicas de determinacién de citotoxicidad: Trabajo para el

futuro

Como se discutié en la seccion anterior, los derivados sintetizados tienen la
capacidad de interaccionar con el MTT, por lo que es necesario buscar métodos
alternativos para determinar citotoxicidad. Por ejemplo, el ensayo de ATP o el uso de

sulforodamina B (SRB), los cuales se describen brevemente en esta seccion.

En el caso del ensayo de ATP, este se fundamenta en la disminucién dramatica de
los niveles de ATP asociada al dafio celular. EI método consiste en la reaccion de luciferina
a oxiluciferina catalizada por la enzima luciferasa en presencia de iones Mg?* y ATP (Fig.
104) dicha reaccion genera una sefial luminiscente. La ventaja de usar este método es que
existe una relacion linear entre la intensidad de la luminiscencia y la concentracion de ATP
o el numero de células. Se dice que este método es mas sensible que el ensayo de MTT,
debe notarse que a pesar de que ambos ensayos miden actividad metabolica de las
células, existe una diferencia importante en cuanto a los principios en los que se basa el

ensayo.'®

COOH ATP, Mg?*, o2 HO S N__O
J’ =l
Iucn‘erasa N S
920

Figura 104. Reaccién de luciferina en presencia de ATP y luciferasa.
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Por su parte el ensayo con SRB consiste en la tincién de proteinas para su
cuantificacion en cultivos de células adherentes o en suspension. El ensayo se basa en la
habilidad del SRB de enlazarse a componentes proteicos de células que han sido fijadas a
platos de tejido celular por accién del acido tricloroacético. EI SRB es un tinte
aminoxantano, de color rosado brillante, el cual posee dos grupos sulfonicos (Fig. 105) que
se enlazan a residuos de amino acidos bajo condiciones levemente acidas y se disocia bajo
condiciones basicas. En cuanto a la estequiometria de SRB, la cantidad de tinte extraido de

las células tefiidas, es directamente proporcional a la biomasa.'??

SO4H

Figura 105. Estructura de la sulforodamina B (SRB).

El método con SRB, en contraste al MTT que solo detecta células viables, no
distingue entre células viables y células muertas, esta diferencia sin embargo, no
compromete la habilidad del ensayo para detectar efectos citotoxicos de compuestos.'?
De hecho, este método ha remplazado los ensayos basados en sales de tetrazolio, debido
a que el analisis de SRB exhibe ciertas ventajas, incluyendo mejor linealidad, mayor

sensibilidad y un punto final estable que no requiere mediciones sensibles al tiempo.'?®



Conclusiones

Se realizd la sintesis de una nueva familia de nueve compuestos, a partir del
acoplamiento de 1,4-naftoquinonas (lawsona y 2-bromo-1,4-naftoquinona) con compuestos de
adamantano y borneol. Para ello, se desarrollé una metodologia de sintesis muy versatil, que
comprendio el uso de disolventes “verdes y amarillos”, acidos de Lewis en cantidades cataliticas
y en otros casos bases de Br@dnsted como activadores. Se obtuvo porcentajes de rendimiento
entre 41-89% para los derivados de 1,4-naftoquinona y 11-34% para los derivados de 1,2-
naftoquinona. En general, los procedimientos de sintesis se consideran amigables con el
ambiente. Adicionalmente, se realizd una extensa caracterizacion espectroscopica y célculos de
modelaje molecular de los compuestos sintetizados, que respaldan la reactividad y
caracteristicas fisicas observadas en estas sustancias.

En cuanto a la actividad bioldgica de los nuevos compuestos, gracias a la colaboracion
del Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense
de Madrid, se determind que todos los compuestos poseen actividad antiparasitaria en cepas
de Plasmodium falciparum, en especial el 3-(1-adamantill)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona, el cual
posee muy buena actividad inhibitoria en una cepa del parasito resistente a la cloroquina. Se
concluye que los derivados naftoquindnicos formados, representan una nueva familia de
compuestos con potencial antimalarico.

Con respecto al estudio de actividad antitumoral, no fue posible obtener resultados
satisfactorios puesto que se empled el ensayo de MTT para la determinacion de citotoxicidad y
posteriormente se observé que las naftoquinonas interfirieron en la determinacién. A pesar de
que el ensayo en algunos casos es viable in vitro, no debe de olvidarse que la escogencia de la
droga puede ser un punto critico en la exactitud del ensayo de citotoxicidad, mas aun en
compuestos nuevos de origen sintético. Sin embargo, a partir de ciclovoltamperometria, si fue
posible determinar el poder oxidante de las naftoquinonas, el cual puede asociarse al

mecanismo de accion a nivel bioldgico que se conoce en compuestos de este tipo.
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Anexos

Anexo |. Espectros Infrarrojo, ultravioleta, '"H-RMN y '*C-RMN de cada compuesto

sintetizado.

Anexo ll. Ciclovoltamperogramas de varios de los compuestos sintetizados.

Anexo lll. Curvas de citotoxicidad de varios algunos de los derivados de lawsona

formados, seguin ensayo de MTT.
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Figura 106. Espectro Infrarrojo del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona (KBr).
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Figura 107. Espectro Ultravioleta del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona en etanol.
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2-[2-endo-horneoxi)-1,4-naftoquinona
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Figura 108. Espectro "H-RMN del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona.



Anexo |. Caraterizacién Espectroscopica  [EZ

2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona

L L e e | I S B e S e e e e ML B R m e |
8.1 8.0 7.7 7.6 7.5 26 24 22 14 12 10

7.9 7.8 1.8 16
f1 (ppm) f1 (ppm)

g 1 B W

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f1 (pprn)

Figura 109. Ampliacion del espectro "H-RMN del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 110. Ampliacién del espectro 'H-RMN del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona en la region de los protones del grupo bornil.
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Figura 111. Espectro *C-RMN del 2-(2-endo-borneoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 112. Espectro Infrarrojo del 4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona (KBr).
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Figura 113. Espectro Ultravioleta del 4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona en etanol.
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Figura 114. Espectro "H-RMN del 4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona.
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Figura 115. Espectro *C-RMN del 4-(2-endo-borneoxi)-1,2-naftoquinona.
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Figura 116. Espectro Infrarrojo del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona (KBr).
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Figura 117. Espectro Ultravioleta del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona en etanol.
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Figura 118. Espectro "H-RMN del 2-(1-adamantilmetoxi)- 1,4-naftoquinona.
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Figura 119. Espectro *C-RMN del 2-(1-adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 120. Espectro Infrarrojo del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona (film).

202

244

276

Absorbancia, A

329

0 T T T 1
200 300 400 500 600

Longitud de onda, A (nm)
Figura 121. Espectro Ultravioleta del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona en

etanol.
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Figura 122. Espectro "H-RMN del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 123. Espectro *C-RMN del 2-(2-(1-adamantil)etanoxi)- 1,4-naftoquinona.
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Figura 124. Espectro Infrarrojo del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona (film).
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Figura 125. Espectro Ultravioleta del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona en etanol.
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Figura 126. Espectro "H-RMN del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 127. Ampliacion del espectro "H-RMN del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona.



Anexo |. Caraterizaciéon Espectroscopica B

2-{2-adamantanoxi}-1,4-naftoquinona

Figura 128. Espectro *C-RMN del 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 129. Espectro Infrarrojo del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona (KBr).
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Figura 130. Espectro Ultravioleta del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona en etanol.
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Figura 131. Espectro "H-RMN del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona.
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Figura 132. Espectro *C-RMN del 4-(2-adamantanoxi)-1,2-naftoquinona.
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Figura 133. Espectro infrarrojo del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona (film).
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Figura 134. Espectro Ultravioleta del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona en etanol.
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Figura 135. Espectro "H-RMN del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona.
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Figura 136. Ampliaciones del espectro "H-RMN del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona.
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Figura 137. Espectro *C-RMN del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona.



Anexo |. Caraterizacion Espectroscopica

CH3 carbons

- i s L PGP T PRrTUr TP Y o
s it i W Ao - h e e et St e

|
CHZ carbons ‘ |
" ” [

e Ay “ '

CH carbons

|
I “

V. ™ i ol

all protonated carbons

Lt kg s Mo b bkt 20 A Pkttt i i e s AN L Shi s o ot LAhtits bl st ot il ittt

220 zoo 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 138. DEPT-1 del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona.
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Figura 139. DEPT-2 del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona.
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Figura 140. Espectro HSQC del 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona (ampliaciones se muestran a la izquierda de la figura).
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Figura 141. Espectro Infrarrojo del 2-(2-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona (film).
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Figura 142. Espectro Ultravioleta-Visible del 2-(2-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona en

etanol.
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Figura 143. Espectro "H-RMN del 2-(2-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona.
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Figura 144. Espectro *C-RMN del 2-(2-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona.
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Figura 145. Espectro Infrarrojo del 2-(1-adamantilmercapto)- 1,4-naftoquinona (KBr).
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Figura 146. Espectro Ultravioleta del 2-(1-adamantilmercapto)- 1,4-naftoquinona en etanol.
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Figura 147. Espectro "H-RMN del 2-(1-adamantilmercapto)- 1,4-naftoquinona.
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Figura 148. Espectro >C-RMN del 2-(1-adamantilmercapto)- 1,4-naftoquinona.
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Figura 149. Ciclovoltamperograma de 1,4-naftoquinona en 0,1 mol/L TBAPF6, MeCN.

-40,00 A

-20,00 A

0,00 ~

Corriente eléctrico, | (uA)

20,00 A

40,00 - ' ' ' !
0,00 -0,50 -1,00 -1,50 -2,00

Potencial eléctrico, E (V)

Figura 150. Ciclovoltamperograma de 2-(1-aminoadamantil)-1,4-naftoquinona en 0,1

mol/L TBAPF6, MeCN.
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Figura 151. Ciclovoltamperograma de 2-(1-adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona en 0,1

mol/L TBAPF6, MeCN.
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Figura 152. Ciclovoltamperograma de 2-(2-adamantanoxi)-1,4-naftoquinona en 0,1 mol/L

TBAPF6, MeCN.
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Figura 153. Ciclovoltamperograma de 3-(1-adamantil)-2-hidroxi-1,4-naftoquinona en 0,1

mol/L TBAPF6, MeCN.
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Anexo llI. Curvas de Citotoxicidad
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Figura 154. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 2-(1-

adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 155. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 2-(2-(1-

adamantil)etanoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 156. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 2-(2-

adamantanoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 157. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 3-(1-adamantil)-

2-hidroxi-1,4-naftoquinona.



Anexo llI. Curvas de Citotoxicidad

4,0 A

357 —— Control positivo: SDS 0,5 % m/v

e Control positivo: Doxorubicina

2,5 1

2,0 1

1,5 1

Ag omuestra/A. control positivo

1047 e -

0,5 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentracion de quinona Cn (umol/L)

Figura 158. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 2-(1-

aminoadamantil)-1,4-naftoquinona.
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Figura 159. Curvas de viabilidad celular en células MCF-7, en presencia de 2-(1-

adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona.
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Figura 160. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 2-(1-

adamantilmetoxi)-1,4-naftoquinona.
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Figura 161. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 2-(2-(1-

adamantil)etanoxi) -1,4-naftoquinona.
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Figura 162. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 2-(2-

adamantanoxi) -1,4-naftoquinona.

Ag;omuestra/Ag  control positivo

0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentraciéon de quinona Cn (umol/L)

Figura 163. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 3-(1-adamantil)-2-

hidroxi-1,4-naftoquinona.
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Figura 164. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 2-(1-

aminoadamantil)-1,4-naftoquinona.

6 -
\\
2 S
o B
B
= 444
o v\
1S \
S S~
g 37 RN
< i\
o A\
+— \
§ 2 \\\
Eo T
<m1 N\
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentracion de quinona Cn (umol/L)

Figura 165. Curvas de viabilidad celular en células Vero, en presencia de 2-(1-

adamantilmercapto)-1,4-naftoquinona.
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Figura 166. Curva de viabilidad de células Vero a distintas concentraciones de DMSO.





