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En la fotos1ntesis, las reacciones qu1micas que dependen 

de la energ1a luminosa se encuentran localizados en el siste

ma membranoso-laminar del cloroplasto, los productos de estas 

reacciones fotodependientes son el NADPH y el ATP, los cuales 

.se utilizan en la s1ntesis de carbohidratos que se llevan a -

cabo en el estroma del cloroplasto. 

1 . Se ha establecido que la membrana de los tilacoides con 

tiene una enzima unida a 61, llamada factor de acoplamiento-

(CF1), la cual cuando se ve afectada por la luz sufre cambios 

conformacionales y adem4s, se ha descubierto que dicha enzima 

es m4s afectada a ciertos compuestos cuando la1:1 reacg-iones se 

hacen en presencia de luz que cuando se hacen en la obscuri-

dad. 

Los estudios de modificaciOn qu1mica se han encaminado a 

encontrar cual o cuales son los componentes que cambian su--

configuraci6n estructural al verse afectados por la luz y el

papel que estos desempeñan en la fotos1ntesis, para lo cual -

el empleo de reactivos de entrecruzamiento ha sido de gran -

utilidad. 

El uso de reactivos monofuncionales y bifuncionales para 

modificar la membrana del tilacoide a nivel de grupos sulfhi

drilo en condiciones de transporte de electrones y s1ntesis -

de ATP ha mostrado actividad diferente. 
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McCarty et a12•3 han encontrado q~e orto-fenilenbismale! 

mida (OPDM) y ditiobis-N-etilmaleimida (DTEM) inhiben la fos

forilaciOn a concentraciones 500 veces más bajas que N-etilma 

leimida (NEM). 

Así mismo maleimidas bifuncionales4 tales como: 1,6-hex~ 

metilenbismaleimida; 1,4-tetrametilenbismaleimida y bismalei

midometil eter han sido probados- como inhibidores de la fosfo 

rilaciOn encontrandose que la variaci6n de la longitud de la

cadena de los centros.reactivos (~=c:;J. modifica la stntesis

de ATP dependiendo de la separaci6n de dichos centros. 

Las ideas anteriores conducen a completar el estudio de

sintesis de maleimidas bifuncionales con la menor distancia-

posible de los ce~ros reactivos. Así mismo a efectuar una -

comparación de la actividad de algunas de estas maleimidas--

con las antes mencionadas. 
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BIOQUIMICOS 

La fotosS.ntesis5 que podemos definir como el empleo de -

la energ1a de la 1uz solar por c~lulas de las plantas para -

efectuar la biostntesis de sus componentes celula~e$, ._es tm-

proceso metab~licc fundamental pa~a todos los.organismos vi

vos. 

La ecuaci6n general de la fotos1ntesis puede representa!_ 

se como sigue: 
luz 

~ C6H1206 + 6 O;¿ 

glucosa 

El proceso ocurre en dos fases: 

1) La captaciOn de 1~ energ1a luminosa por los pigmentos 

que absorben la luz convirti6ndola en la energ1a qu1-

mica del ATP y de agentes reductores especialmente el 

NADPH. Esto se puede representar como: 

agua+ NADP+ +pi+ ADP luz > Oxigeno+ NADPH + H+ + ATP 

2) En la segunda fase de la fotosintesis los productos -

qu1micos de alta energ1a de la primera fase, el NADPH 

y el ATP se emplean como fuente~energ~tica para efec

tuar la reducciOn del co2 y produc~r glucosa, simulta 

+ neamente el NADPH se reoxida a NADP y ~l ATP se es--

ciende de nuevo en ADP mas Pi. Esto·se representa co-

mo: 
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Fase pbscura 
+ co2 + NADPH + H+ + ATP ---~~glucosa+ NADP + ADP + pi 

El aparato fotosintético de las celulas eucarioticas.se

halla localizado en los cloroplastos que ~stan~·mufta-~ 

~embrana exterior Úni~a que es bastante frágil (Fig. 1). El-~ 

sistema de la membrana interna, que es continua pero dispues

ta en pliegues pareados llamados laminillas, circunda a un 

compartimiento que contiene el estroma que es comparable a la 

matriz mitocondrial. A intervalos regulares, las laminillasª 

se ensanchan para formar sacos membranosos aplanados, o vesi

culas llamadas tilacoides que aparecen en un apilamiento lla

mado grana. Las membranas apareadas entre los grana se llaman 

la.t~inillas ~ntergranales.Tanto las membranas de los tilacoi-

des como las laminillas intergranales contienen los pigmentos 

fotosintéticos del cloroplasto, as! como las enzimas que se -

necesitan para las reacciones primarias dependientes de la -

luz. 

Todas las celulas fotos1nt~ticas contienen uno o más de

los pigmentos conocidos como clorofilas,,. Las plantas superio

res tienen dos clases de clorofila, designados domo clorofi-

la a y clorofila b, las cuales son los principales pigmentos

~bsorbentes de la luz. Existen otros pigmentos llamados pig-

mentos accesorios, los cualesfimc.iman también como recep---

tores de la energ1a luminosa. Se hallan entre ellos los caro-

- 6 -



~i=---------- • EM IIBR.11.\111 A ID> EIL 

ESQUEMA DE UN CLOROPLASTO 

Figura 1 
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tenoides y ficobilinas. 

Los pigmentos fotosint&ticos de los cloroplastos de las

plantas se hallan organizados en dos conjunto, o agrupaciones 

fwicionaleEi, fotosistemas I y II (PS r y PS II), que a su vez 

estan cone~tados con cadenas de ~ransporte electr6nico (Fig.2) 

El fotosistema I y el fotosistema II act6an como impul-

sad~res de electr9nes a lo largo de lina serie de transporta-

dores electr6nicos desde el agua al NADP+. El flujo de elec-

trones a lo largo de la cadena se lleva a cabo de la sigui8!!_

te manera: 

Un cuanto de energta luminosa absorbida en cualquier Pª! 

te de la unidad fotosintética, ya sea una molécula de carote

noide o de clorofila, emigra a trav~s del :•to de mol6cu

las de pigmentos, segQn un proceso llamado -~"'sferencia 4e- -

excitones, hasta que alcanza a una sola molé!cula de P700 , la-

• • cuál es wi pigmento formado por clorofila a asociado a un ti-

po específico de prote!na que p~esenta un m&ximo de absorci6n 

a 700 nm, la cuál acepta el excit6n y como consecuencia_pier

de un electr6n que posee una gran cantiaad de energ1a, qued~ 
' ... . + do este oxidado (P700 )~ La captura de fotones y la transfe---

rencia de exci tones se produce en el otro sist~.ª \Jlasta que -

el excit6n llega a 1~ otra clorofila especializada P680 , cen

tro reactivo del fotosistema II que pierde entonces un elec-

trón, quedando también oxidado (P68~). 
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Esquema del flujo de electroñes fotosintético acoplado a la foE 
rnaci6n de ATP. 
PQ: plastoquinona; PQH2 : plastohidroquinoni; PCy: plastocianina 
Fd: ferrodoxina, reduccor: ferrodoxin NADP oxidoreductasa.Dona 
dores y aceptores artificiales:DPC: difenilcarbazida;DCPIP:di-~ 
clorofenolindofenol; TMPD: N-tetrarnetil-p-fenilendiamina; DAD:
diaminoduro; PD:p-fenilendiamina. Inhibidores del flujo de elec 
trones:DCMU: diclorofenildimetilurea; DBMIB: dibrornometil-iso-~ 
propil-p-benzoquinona; DSPD: disaliciliden-ºtopanodia~ina. InQi 
bidores de transferencia de energ1a: DCCD: aiciclohexilcarbodi= 
mida. 
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As1 el electr6n que se pierde del pigmento P700 del PS 

I es transferido .a su aceptor electrónico primario, un pig

mento designado como P430 • Los electrones entonces fluyen-

por la vía de una cadena de transportadores electrOnicos-~

hast.a el NADP + produciendo su reducci6n para dar NADPH. Des 

de luego, se precisan de dos electrones para reducir a cada 
. . + 

molé cu.la de N.Aü:F • Por otro lado, el electrOn que pierde el 

pigmento P680 del PS II, es transferido a P700+ para efec--

tuar su reducci6n. Dicha transferencia desde el fotosistema 

II al fotosistema I se lleva a cabo por medio de transport!_ 

dores electrOnicos. Asilos electrones procedentes de P680-

Y dos protones del exterior reducen la plastoquinona (PO) a 

PQH2• Se liberan electrones en el interior del tilacoide al 

transferir electrones al citocromo f. En seguida atraviesan 

la plastocianina (PC) hasta llegar al hueco de P700+ (ox)-

el cuál se restaura a P700 (red). El electrOn que se necesi 

ta para reducir a P680+, proviene del agua. 

Así . el· transporte de electrones en los cloroplastos ge

nera un gradiente de pH a trav~s de la membrana. Este gra--.. 
diente d.e pH formado provee la energta necesaria para la---

s!ntesis de ATP. Por lo que se puede decir que la fotofosfo

rilaci6n esta acoplada al flujo de electrones por un inter

mediario coman:el gradiente prOtonico. 

La sintesis de ATP1 acoplada al flujo de electrones se 
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lleva a cabo en el factor de acoplamiento (CF1) que es una en

z.ima incolora, insoluble en agua y su peso molecular es de 

325,000. Con ayuda de la electroforesis en gel se demostre5 

que la proteína CF1 esta constituida por cinco componentes po~ 

lipeptídicos designados de alfa a epsilOn en orden. decreciente 

a su peso molecular. s'u estereoqu1mica probable es of.2/32 h" J é.2~ 

(Fig. 3),. 

Dichas subunidades contienen grupos -SH nece.sarios para

que se realize la fosforilaci6n. Se ha demostrado que dicho·s

grupos participan en la s1ntesis·de ATP a trav«s de la modifi 

caci6n de la conformaci6n de la prote1na inducida por la lu~! 

La síntesis de ATP en los cloroplastos puede inhibirse7-

de diferentes maneras: por reactivos que inhiben el ·transpor

te de electrones o por sustancias que aumentan la permeabili

dad del cloroplasto hacia protones pues desacoplan la fosfo-

rilaci6n del flujo de electrones. Los inhibidores directos de 

la fosforilaci6n que se llaman frecuentemente inhibidores de

la transferenc.t.a de energía bloquean la fosforilacie5n.,. 

El comportamiento de las proteínas se ha podido estable-
s cer gracias al uso de reactivos de entrecruzami~nto los cua-

les nos ayudan a loc~lizar las prote!nas involucradas en los

cambios que sufre la membrana, el papel f!Ue estos desempeñan

en las funciones biol~gicas y la informaci6n acerca de la es 
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FACTOR DE ACOPLAMIENTO (CF1) 

· PARA FOTOF.OSFORILACION. 

Figura 3 
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tructura de la proteína. 

Aunque los detalles estructurales que se obtienen no son 

tan precisos como los que se tienen con la ayuda de técnicas

espectroscÓpicas, éstas no se pueden usar en ést;e intervalo-· 

de dimensiones. 

Las aiferencias en entrecruzamiento en reactivos relacio 

nadas que difieren unicamente en la longitud de la cadena pu~

den proporcionar información sobre la cercania de las asocia.:·. 

ciones, adem~s las distancias entre los centros reactivos del 

reactivo de entrecruzamiento pueden variarse e idealmente -

las úriiones.·.formadas deben ser labiles a condicj_ones especif!, 

cas de tal manera que se puedan romper y analizar para esta-

blece:t las 1110lé::u:l.as constituyentes. 

Es muy importante la elección de los reactivos de entre

cruzamiento y las condiciones de reacci6n.Las principales va

riables a considerar son el pH y la fuerza i6nica. La hinrofi·_ 

licidad o hidrofobicidad de los reactivos de entrecruzamiento· 

puede revelar el ambiente alreQedordel eñtrecruzamiento y la-

penetración puede estar influida por las cargas o por la neu

tralidad del reactivo. 

Una objeción importante al uso de reactivos de entrecru

zamiento en estudios de membranas ha sido la posibilidad de-
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que el entrecruzamiento ocurra frecuentemente, de manera aza

rosa. 

Se han usado maleimidas como reactivos de entrecruzamien 

to ya que se sabe que e~tos reaccionan con grupos -sH9 fer-

mandó uniones covalentés de la siguiente manera: 

o 

--,5-H + ()-, 
o 

La primera maleimida probada como reactivo de modifica-

ci6n qutmica en cloroplastos la efectu6 McCarty et a16•10,con 

la N-etilmaleimida (NEM), encontréndose· que se inhib1a parcia! 

mente la fosforilaciOn. cuando se iluminaban los cloroplastos 

en su presencia antes del ensayo de la fosforilaci6n, y que-

no había inhibici6n cuando la reacci6n se efectuaba en la obs 

curidad. 

Asimismo, McCarty et al han demostrado que las maleimi

das bifuncionales de entrecruzamiento, o-fenilenbi$11léll~imida

(OPDM) y ditiobis-N-etilmaleimida (DTEMJ son i.~hibidores 500-

veces m~s efectivos que la maleimida monofuncioQal N-etilma-

leimida (NEM.), 2•3• 
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SINTESIS DE MALEIMIDAS. 

Las maleimidas N- substituidas son compuestos con fórmu

la general: 

o 

Q·Y 
o 

La mas sencilla de todas es la maleimida (1-H-pirrol-2)5 

-diona, Y=H) cuya preparaciOn data de 1904 en que Plancher y

Cattadori11 la obtuvieron a partir de la oxidación del pirro! 

con Acido crómico con rendimientos de! 9%. 

Berson y Swiller12 considerando la baja temperatura para 

la reacci6n de retro Diels-Alder.en la serie .de furano prepa

raron el aducto furano-anhidrido maleico y siguiendo las tmn~ 

formaciones señaladas a .continuación obtuvieron maleimida con 

un rendimiento total del 55%. 

º ~ ... (D:¡º '?,:r1r)º. A 
~ O ~ O .. fllN -+ -+•~M 

o ».. o lS o o 

· 13 otro m6todo in(ormado es el e;ectuado por Tawney et al 

en el cuál prepararon maleimida a partir del anhidrido malei

co y urea, formando en primera instancia el ácido N-carbamil

maleamico el cuál se cicliza en anhidrido ac~tico dando la---
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N-carbamilmaleimida que por pirOlisis en N, ~ ·; · ~ ti lformamida 

(DMF} da maleimida y leido ciandrico. 

Otra ruta alternativa efectuada tambi~n por Tawney et al 

es por medio de la descomposici6n térmica de 3,6-endo-metilen 

- 6 4-tetrahidroftalimida. 

O -Oº ~ (t(¡:º ~ (IX)º A + 1 -+ ~--+ 1 o· . -;;; - ,-iit~vH 
o o . o o 

Considerando la qu1mica de las maleimidas se sabe que--

exi~ten dos sitios reactivos sobre el anillo. La funci6n. car

boximida y la doble ligadura. Cada uno tiene influencia sobre 

la reactividad del otro, causando que la maleimida sea unpoco 

diferente a la carboximida de tipo ciclico u olefina ciclica. 

Aprovechando las ventajas de la funci6n carboximida se han-~

preparado14. derivados N-substituidos tales como N-metilolma.;..

leimida, obtenida a partir de maleimida y formaldehido al 401 

por medio de catális~s b4sica. 
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o 

O· 
o 

+ OH 

o o~H 
o 

N-metilolmaleimida es materia prima para una serie de de 
-:-

rivados como las N-halometilrnale'imidas obtenidas por reacci6p 

de la N-metilolmaleimida con trihalogenuro de fósforo (PX3). 

La N,N'-dihidroxietilenbismaleimida fue sintetizada a--

partir de maleimida con glioxal pero dicha slntesis esta limi 

tada por adiciones cataltticas de base15 • Estas adiciones de

ben de estar bien controladas con respecto al pH, ya que a pH· 

mayor de 8 la imida se hidroliza, debe considerarse tambi6n-

que la reacci6n de Cannizzaro compite consumiendo el álcali y 

la soluci6n llega a ser . 4cida. En tales ··casos la adici6n de-

bicarbonato de sodio a la reacci6n fue mejor qua hidróxido de 

sodio para mantener la soluciOn a un pH alcalino16 • 

o 

Ó" o 

+ ""fº 
ff);,o 

o o 

~~{] it¡ Off O 
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Distintas maleimidas se pueden obtener con la reacci6n-: 

de anhidrido maleico y la amina correspondiente. En dichas--

siQtesis se obtienen primero los leidos maleamicos correspon

dientes los cuales pueden conducir a maleimidas o,isomaleimi

das dependiendo de la naturaleza de dichos ácidos y de las--

condiciones de deshidrataci6n. Los reactivos mls comunmente-

empleados para efectuar la deshidrataci6n de ácidos maleami-

cos a maleimidas son: pentcSxido de fósforo, anhidrido ac6tico 

mas acetato de sodio, cloruro de acetilo y cloruro de tioni*-

1 17,18,19 o • 

Tambiln pueden obtenerse las maleimidas por calentamien

to directo de anhidrido maleico y la monoamina en xileno20 • 

Los reactivos informados para la síntesis de isomaleimi

das scm: cloruro de acetilo, oxicl,oruro de fósforo, anhidrido

trifluoroacetico mls trietilamina, otros anhidridos halogena

dos de leidos aliflticos mls trietilamina, cloroformiato de-

etilo mas trietilamina, N,N'-diciclohexilcarbodiimida, y anhi 

drido acEtico más acetato de sodio (solo bajo ciertas condi-

ciones)21•22. 

La primera evidencia de la existencia de una isomaleimi~ 

da fue dada por Hoog~werff y van Dorp23 quienes la sintetiza

ron usando cloruro de acetilo. Los productos que obtienen son 

cristalinos, sus puntos de fusi6n son mucho mls bajos que el

de las imidas correspondieñtes, son blsicos y fácilmente des-
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compuestas en la presencia de agua formando el ácido corres-

pondiente. Van der Meulen encontr6 que cuando isoimidas fue-! 

ron calentadas se interconvirtieron en las imidas correspon-

dientes. As1 las isomaleimidas se isomerizan a las. maleimidas 

en preaencia de cantidades cataliticas de base o temperaturas 

elevadas. 

En presencia de acetato de sodio la isomerizaci6n proce-. 

de a través de un ataque nucleofilico del iOn acetato sobre-

el carbonilo de la isomaleimida, una apertura posterior del a 

nillo seguida por desplazamiento del i6n acetato debido al--

ataque del nitrOgeno produce la maleimida. 

o 

(¡-~ + \o 
~ 

Se ha sugerido2i, 24 , 25 , 26 que las isomaleimidas son los

primeros productos de la reacci6n de deshidrataci6n a temper.! 

turas moderadas y que la imida se forma por rearreglo de la-

isomaleimida. As1 las isomaleimidas son ~os productos cinéti

cos que se rearreglan para formar las maleimidas los cuales-

son los is6meros termodinatnicamente más estables. 

Los datos espectrosc<5picos tanto de 1-as isomaleimidas--

como·de las maleimidas han sido exhaustivamente analizados y

aunque no hay datos concluyentes estos_son suficientes para--
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su diferenciaci6n. 

En infrarrojo la ilnida de 5 miembros tiene la presencia

de una o dos bandas (dependiendo de·la reso1uci6n del aparato 

concentraci6n y naturaleza de la .iliiida) alrededor de 1720-17•0 

cm-1 con presencia en algunas ocasiones da una pequeña señal

en 17~0 cm-1 • Las isoilnidas presentan dos absorciones carao~ 

risticas una fuerte correspondiente al carbonilo a 1780 cm-1y 

' -1 una mediana correspondiente a la ilnina en 1670 .cm • 

En resonancia magn~tica prot6nica para las isomaleimidas 

. es posible observat un sistema AB cl!sico para los protones-

ol~f!nicos, debido a_la diferencia del medio que los rodea o~ 

tenimidose dos dobletes, en contraste con la silnetrta en el-

caso de las maleimidas que s6lo dan un singulete. 27128 • 

H,,.y.\ 
Hv;L¡-

N-R 
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Dada la importancia de las maleimidas bifuncionales co

mo reactivos de entrecruzamiento para la localizaci6n de los· 

grupos -SH responsables de la s1ntesis de ATP y que o-feni-

lenbismaleimida (OPDM), inhibe la fotofosforilaci6n ~n cloro 

plastas de-espinacas 500 veces mS.s que la maleimida m:onofun

cional N-etilmaleimida (NEM) 2 se han llevado a cabo s!ntesis 

de diferentes maleimidas bifuncionales. 

Así diferentes bismaleimidas han sido sintetizadas4 y -

probadas como inhibidores de la fotofosforilaci6n. Dichas 

maleimidas son: 

ººº ~oº ººº 1 1 ( 
(cu~,, (cM.z),,_ ·o· ') 1 1 

ºÓº ºÓº ºÚº 
1;6-hexametilen- 1,4-tetrametilen- ·Msma.J,e.imidome-

bismaleimida bismaleimida ·tu:eter 

11.5 Aº* 9.2 Aº* 8.8 Aº* 

De los resultados obtenidos se encontr6,· que dichas bis 

r:ialeimidas eran inhibidores mis potentes que la OPDM cuya -

distancia a los centros reactivos es 10 Aº*, siendo la 

:bismaleimidómétil ·.et-er· la mas efectiva. Por l.o que se a-

.ot.ri·buy6 que ·la activ!-d~d de -las maleimicias bifuncionales· es

taba relacionada co~ la distancia de los centros reactivos -

* Dichas distancias se calcularon, en base a modelos Dreiding 

en su extensi6n m!xima. 
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('C=C~). Las ideas anteriores conducen a completar el estudio , 
con la s!ntesis y actividad de maleimidas con la menor distan 

cia posible (diagrama.I). 

N,N'-ETILENBISMALEDUDA (BEM) y N.N'-BISMALEIMIDA (BM). 

Estas maleimidas se pueden obtener como se muestra en el 

diagrama II por dos m&todos distintos lo cuales se describen 

a continuaci6n. 

lo. Por adici6n en el caso de la BEM de la dietilamina y 

para la BM del hidrato de hidrazina en leido ac6tico sobre el

anhidrido maleico disuelto en 4c1do acético glacial produci~ 

dose casi instantAneame~te los icigos N,N'-etilenbismaleanti~

cos I y N,N'-bismalehico II. 

La obtenci6n de dichos !cidos procede sin ninguna difi-

cultad, siendo el paso c~ave para la obtenci6n de las bisma-

leimidas la deshidrataci6n de dichos 4cidos. 

Se han informado una gran variedad de agentes deshidra-

tantes que pueden producirnos dos postbilidades: las isomale

imidas o las maleimidas 17 t 18119 r 21122 • 

La elecci6n de acetato de sodio/anhídrido ac6tico como-

deshidratante se debe a que este produce maleimidas ya sea di 

rectamente o por rearregle de las isomaleimidas. 
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N,N'-etilenbis

maleimida (VI) 

o 

O·C",CI 
o 

N-clorometilma

leimida (XIV) 

3. 5 Aº 

Diagrama I 

ó~ 
o o 

ó-0 
o o 

N,N'-bismaleimida 

(VII) 

5.5 Aº 

o 

O·CMzS. 
o 

N-bromometilma-

leimida (XV) 

N,N'-dihidroxietilenbis 

maleimida (XVI) 

7.5 Aº 
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As1 los leidos N,N'-etilenbismale4mico y N,N'-bismale4mf. 
·, 

cose ponen con ia mezcla acetato de sodio/anhidrido ac!~ico-~. 

y se calientan en un rango de temperatura entre 60-70ºC. Di-

cha temperatura es menor que la informada(92ºq, ya que las ·df. 

ferentes pruebas efectuadas revelaron que los mejores rendi-

mientos se. obtienen cuando la temperatura se mantiene en di-

cho rango y que si se exced~ de esta tamperatura se obtienen

productos de polimerizaci6n~9 

Después de un periodo de reacci6n de 15 min, la mezcla-

de reacción se vierte en agua fria y el precipitado obtenido

se filtra y se lava con soluciOn al 101 de NaHco3 , dando las

maleimidas correspondientes con un rendimiento de 21.95% para 

·1a BEM (p.f. 191-3°C) y para BM de 13.31 (p.f. 177-9°C). 

20·. ·El segundo método30 consiste en la obtención del-

anhidrido 3,6-endoxo-1,2,3,6-tetrahidroft!lico a partir de fu 

rano mas anhidrido maleico, la cuál en una reacci6n de Diels

Alder que produce un rendimiento del aducto en forma cuantita 

tiva. 

Se ha -informado14 'i{Ue la obtenciOn de.las maleimidas ti3!! 

bién se p~ede efectuar empleando en lugar de fu~ano, el cicl2 

pentadieno. El uso ºe ~ste se ve limitado, a pesar de ser m!s 

barato, dado que el retro Diels-Alder se efectfia a temperatu

ra mas elevada (400-415ºC), temperatura a la cual se pueden--. 

obtener productos de descomposición~-
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El anhidrido as1 obtenido se disuelvP en leido acitico-

glacial y se le adiciona, en el caso de la obtenci6n de BEM,

la etilendiamina y en el caso de la BM el hidrato de hidrazi

na durante un periodo de 15 min. La mezcla se mantiene a tem

peratura ambiente.por 1 hora y a 50-60ºpor 1 1/2 hrs.; se --

vierte en agua y el precipitado se filtra y se lava con meta._ 

nol produciendose N,N'-etilenbis(7-oxabiciclo-2,2,l-5-hepten

dicarboximida) y N,N'-Bi(7-oxabiciclo-2,2,l-5-heptendicarbox! 

mida) respectivamente (IV y V). 

El paso siguiente consiste en la pir6lisis14 de los dife 

rentes aductos IV y V. Dicha pirolisis esta informada30 que -

se efectda calentando los aductos IV y V por medio de un baño 

de arena a 180-200ºC, pero se efectuaron diversas pruebas si~ 

obtener resultados, por lo que se opto por hacer la pirÓlisis 

en un horno marca Lindberg arrastrando los aductos IV y V en

forma s6lida por medio de nitrógeno como gas.acarreador a tra 

vés de la columna, la cu&l ha sido previamente calentada a --

300ºC. El uso de N2 es para arrastr~ los aductos por la co--

1,umna en un m1nimo de tiempo y evi.tar el calentamiento exce-

sivo de las maleimidas formadas, lo cu41 reduce la fonnaci6n

de polímeros (Fig. 4). 

As1 se obtuvo l~N,N'-etilenbismaleimida y la N,N'-bis-

maleimida en rendimientos del 101 y 13.151 respectivamente, 

Las ventajas que se presentan en un método y otro, es --
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a 

o 
• o 

b 

Figura 4 

a= horno 
b entra~a de nitrógeno 

c = compuesto 

d = matraz con producto de pirÓlisis 
e= trampa dé hielo seco-acetona 
f = matraz para recoger el furano 
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que en el primer m~todo descrito las condicion·es de reacci<Sn-
~ 

son suaves, pero puede existir la formación de isomaleimidas. 

En el segundo caso la obtenci<Sn de las maleimidas es el dnico 

producto factible de formarse, por lo que esta sfntesis se ha 

informado como inequ1voca30 ~ eliminándose la posibilidad de-

formaci6n del iscSmero: pero las condiciones de reacci6n son-

tan elevadas al efectuar el retro Diels-Alder que existe pos! 

bilidad de pérdida de producto debido a polimerizaciones. 

La raz6n de efectuar la s1ntesis de las maleimidas por-

este segundo·JN!todo es tan solo para llevar a cabo la corro~ 

raci6n de.la estructura de las maleimidas obtenidas por el--~ 

pr:;mer método, encontr&ndose que los datos espectrosc<Spicos-

son los mismos para los productos obtenidos por cualquiera de 

las dos rutas sintéticas. 

La comprobación de la estructura se hace necesaria ya--

que se ha informado30 la posibilidad de 4 isomeros de la BM--

los cuales son: o 

ººº ººº o o 0 N co 1 1 2 1 .. 
" 1 .,. 

ºÓº ó 
,, 

o o o 3 

o 
diferenc.!'an espectroscópicos. 

o 
y se por sus datos 

Hedayi0et al obtienen la BM por la ruta propuesta a tra

VP.Z de la fcmnaci6n del aducto Diels-A!der del furano,pero los da 
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tos espectrosc6picos que reportan para maleimidas e isomalei

Jnidas presentan controversia con los reportados por Narita et 

a127128 y los obtenidos empleando el segundo rn~todo. Los da-

tos espectrosc6picos se resumen a continuación: 
1 

Redaya liR RMN 

-maleimidas 1754-1667 singulete en 6 ppm 

isornaleimidas 1786 y 1695 no se informa 

Narita 

maleimidas 1780(m)y1730(f) singulete 6.7-7 ppm 

isomaleimidas 1780(f)yl670(m) dos dobletes 6.3-6.6 

y 7.2-7.6 

m= mediano f= fuerté 

De lo anterior se puede observar que los datos en el in-, 

frarrojo pueden causar controversia en cuanto a la estructura 

de las maleimidas, dado que se pueden observar 1 ó 2 bandas,~ 

dependiendo de la resolución del aparato, concentración y na

turaleza de la imida, alrededor de 1724-1720 cm-1• Pero la es 

tructura puede ser aclarada gracias al uso de RMP: dado que en 

las isomaleimidas es posible observar uri sistema AB clasico-

de los protones olef1nicos, observandose- dos dobletes, en~-

contraste con la simetría en el caso de las maleimidas que so 

lo dan un singulete. 

As1 es posible diferenciar por RMP entre las estructuras 

1,3 y 2,4 ya que estas 1iltirnas darían dó"s do'bletes para los-

protones vin{licos, y para diferenc~ar entre las estructuras-
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1,3 el uso del infrarrojo serl importante puesto que en un ca 

so se tiene un anillo de 5 miembros con un nitr6geno y en el

otro uno de 6 con dos nitr6genos • 
.. 

·111, ).co medio 1 u.v. 
max ~-10-4 solvente 

1 1739 (5. /5) KBr 215 1.92 95% etanoJ 

2 1786 (5.6 ),1693 (6.10) KBr 
292 1.8 ~H3CN 

3 1727 (5.79),1689 (5.92) Nujol 228 1.10 Dioxano 

340 0.20 
' 

Cabe destacar la diferencia en el dato de RMP de 7.02ppm 

encontrado.al de 6.0 ppm informado por Redaya. 

N,N' - DIHIDROXIETILENBISMALEIMIDA. 

La N,N'-dihidroxietilenbismaleimida cuya longitud estima

da f7. ~ Aº> es la misma que para · la BEM, pero teniendo .. la C!, 

racter1stica de presentar grupos polares en su mol~cula, que

dan mayor caracter hid~of1lico a la mol~cula. Por lo que se -

sintetiz6 fsta con el fin de analizar el efecto de dichos gru

pos polares en la inhibici6n de la fosforilaci6n y poder es~!. 

blecer si existe alguna relaci6n entre i1 carlcte:r hidrof1li

co e inhibici6n. 

Para preparar dicho producto se requiere como materia pr!_ 

mala maleimida, la cual se puede sintetizar de varias maneras 

esquematizlndose tres de ellas en el diagrama III. 
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a) Obtenci6n de maleimida seg1in Tawney13 • 

La formación del &cido N-carbamil.m!leamico (VIII) a par-, 

tir de urea mas anhídrido maleico en 4cido ac6tico calentando 

a so0 por 12 hr produce·rendimientos buenos s"i las agu~s·ma~~.., 

dres son-usadas en reacciones subsecuentes. Las condiciones-

anhidras son :ne~esarfiasya que un 41 de agua en el solvente-

inhibe completamente la reacci6n. Es necesario mantener la -

temperatura en un rango de 50-60° para obtener buen rendimien 

to del producto. A altas temperaturas, la reacci6p llega a -

ser tan violenta que se dificulta su control y se desprende -

dioxido de carbono vigorosamente. Esta evolución de gas debi 

da a la descomposici6n del producto fue ind_icada por el he"":'

cho de que un simple reflujo de &c~do N-carbamilmale~co.en 

4cido ac6tico causa evolución de co2.otras posibles reaccio

nes laterales incluyen rea.rreglo del 4cido N-carbamilm-leant!. 

coa 4cido N-carbamilfum4rico Los productos de 6stas reaccio 

nes pueden complicar seriamente el aislamiento y purificación 

ael 4cido N-carbamilmale4mico. 

La ciclizaci6n del 4cido N-carbamilmale4mico fu6 mejor.-_. 

por el calentamiento de una s'uspe.nsi6n de,l compuesto en dos

º tres veces su peso de anhidrido ac6tico a so-1ooºc durante 

35 min tiempo en el que el s6lido se disolvi6, ~espu6s de e!!_ 

friar se optuvo 82.08% de rendimiento de N-carbamilmaleimida 

p. f. 157-S"ºC. 

La descomposiciOn t6rmica de N-carbamilmaleimida a malei 
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mida se logra en DMF a 100°cdando un rendimiento de 84.95%--
. .:-_ 

p.f. 92-4°c. El rendimiento toU.l a partir de anhidrido ma--

leico es de 33.5%. 

b) Otra forma~ obtener la maleimida es por la cicliza 

ci6n y pir~lisis del 4cido N-carbamilmale4mico que por cale~ 

tamiento directo31 a 130°c/5 mm de Hg da la maleimida con~

rendimiento de 26.731 p.f. 92-4°c. 

Cuando se efectúa la pirplisis el producto va destilan

do y se solidifica por lo que se debe tener cuidado de que -

las conecciones sean lo suficientemente anchas para q11e no -

se tapen. 

c) También se puede obtener la maleimida por el ml!todo-
¿ · 

¡f . 14 
.,;.,in armado por Tawney • 

Se prepara el anhídrido 3,6-endoxo-1,2,3,6-tetrahidrof

tllico III como se describe anteriormente (p~g.26 ). Este a!!_ 

hidrido se trata a temperatura ambiente con NH40Ry agua fo!. 

mandose despul!s de varias horas en baño de·hielo wi s6lido -

el cu41 se filtra y el filtrado se evapor6 a sequedad.· El re 

siduo se combinó con el s6lido de filtraci6n. Este s6lido se 

calienta a 1aoºCformandose la imida, la cu41 se procede a P! 

rolizar de igual manera que como se describió para la obten

ci6n de la BEM (esquema II). 
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Dicha pir6lisis da maleimida en rendimientos muy bajos

(5-10%) ya que mucho producto de la imida se quema en la co

lumna por lo que dicho m6todo no es muy recomendable •• 

Los datos espectroscópicos de·la imida se presentan en

la tabla I. 

La N,N'~~lenbismaleimida se prepara (diagrama 

IV) a partir de maleimida con glioxal al 401 el cuil ha sido 

llevado a medio ligeramente alcalino (pH=B) con NaHco3 • El -

control sobré el pH se realiza con una base a~ecuada talco

mo NaHco3 ya-que el empleo de NaOH produce con el glioxal -

reacci6n de Cannizzaro y el medio de la reacci6n se vuelve

icido, medio en el cu~l no existe reacciOn. 

La mezcla de la reacci6n se deja agitando toda la noche 

al0anzándose un pH de 6. El precipitado se filtra y lava con 

agua destilada obteniéndose 32% de un producto cristalino de 
o p.f. 172-4 c. 

Loi; datos espectroscOpicos muestran la presencia de di

cho producto (Tabla I). 

Dado que la di,tancia m1nima posible obtenible en bis--
o maleimida es de 5.5 A se pens6 en sintetizar otras maleimi-

das cuya distancia entre los centros reactivos se pudiese ha. 

cer menor. 
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Es conocido que los grupos -sa32 •33 tambiEn reaccionan 

con grupos f4cilmente salientes como en él caso de los bis

manos.La reacci6n con dichos r~activos se muestra a conti~-

nuaci6n: 

Con lo anterior se penso en sintetizar maleimidas que-

¡resentaran:· grupos salientes como: 

X= -Cl 

-:er. 

generando de esta manera una maleimida heterobifuncional. -

Asila aistancia que existe para que se realice el entrec~ 

zaiuento es de 3.5 A0 • En dichas maleimidas el entrecruza-

miento se realiza tanto por adici6n del -SH a la doble lig!_ 

dura como por sustituci6n del grupo -x 

o 

[y'x 
o 
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La obtenciOn de estos derivados: N-bromometilmaleimida

Y N-clorometilmaleimida se efectu6 como se muestra en el -

diagrama IV. Es necesario la obtenciOn primero de la N-met! 

lol maleimida, la cuál se p.a:epara $:lguiendo la t~cnica des-
14 crita por Tawney et al • 

La síntesis se lleva a cabo a partir de maleimida y -

formaldehido al 37%, dando excelentes rendimientos del pro

ducto. La reacciOn no ocurre en solución de maleimida-for-

maldehido teniendo un pH cerca de 3, pero tiene lugar cuan

do el pH se ajusta cerca de 5 por la adición de pequeñas -

cantidades de soluci6n de NaOH. 

El precipitado que se forma despu~s de 2 1/2 hrs se 

filtra y el producto se recristaliza de acetato de etilo ob 

teniendo un rendimiento del 74.941 p.f. 100-lºC. 

N-CLORO y N-BROMOMETILMALEIMIDA. 

N-metilolmaleimida es una. fuente de una serie de deri

vados entre los que figuran los N-halóg~uros de metilmale! 

mida. Así N-clorometilmaleimida se prepara por reacción de
.;t.. 

la N-metilmaleimida con PC13 usando como disolvente acet9. 

na seca. De.spu~s de 45 min de agitación se evapora la aceto 
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na y al residuo·se le adicionan 5 ml de agua, se filtra el

producto obteniéndose 77,18% con p,f. 78-79ºC. 

De la misma manera se obtiene la N-bromometilmaleimida 

pero dicho prod:uc:to se informa que es muy inestable y d.if!

cil de aislar. El hecho de que no se pudiese aislar con cer 

teza es debido a que la forma de tratar el producto una vez 

obtenido no es la adecuada dado que la N-bromometilmaleimi

da no se puede layar con agua porque es muy inestable y de

bido a que en los subproductos de la reácci6n se ·forma aci

do bromhÍdrico, éste se debe eliminar ya que descompone el

producto que se forma, Por lo que se opt6 por eliminar µut 

purezas y subproductos de reacci6n pasando la mezcla r4pi

damente a través de una columna que contiene florisil y-~ 

carb6n activado usando como eluyente benceno-acetato de eti 

lo 80-20, El disol~ente se evaporo a presiOn reducida obte 

niéndose un··rend·imiento de. 501 y p. f. 80-2°C, 

Dada la similitud de estructrura de las diferentes ma

leimidas, se muestran sus datos espectroscópicos resuinidos

en la Tabla· I. 

De la tabla de infrarrojo se observa que todas las ma

l~imid,as muestran c_ietúas bandas caractér1sticas las cuales 

son: 
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-1 -1 -1 Las bandas en 3100 cm , 1150-1000 cm y 840 cm • 

De la tabla es posible observar que en el infrarrojo -

las maleimidas presentan una o dos bandas en la regi6n del

carbonilo. 

Dicha banda puede variar de forma dependiendo de con~

centraci6n, del compuesto y forma de hacer el espectro ya

sea en pastilla de KBr, soluci6n· de éac13 6 suspensi6n. Lo~ 

anterior se ilustra para la N,N'-etilenbismaleimida (Figura 

5). 
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~ ,_. 

BEM 

BM 

M 

BMM 

MM 

MMCl 

BrMM 

-0-H N-H 

~-------- ---------... ________ .. ---- ·--
-------- ~250-3150 

13500-3400 
.,_ ________ 

13500-3300 ---------
\--------- ---------.._ ________ 

---------

TABLA/I· ·._:,,:' 

BANDAS CARACTERISTÍCAS EN EL 
' . ··~=··'. 

INFRARROJO DE ,DIFERENTES;MALEIMIDAS 

c-H ;c=O :H2 /· C-OH c-o-H 

3100 1740 y 1710 L450 
..., ___ ----

3100 1760 y 1740 i,..--- i----- ----
3100 1720 ~--- ~--- ----
3100 1'200 1---- 1.400 1150 

3100 1700 ---- 11360 1160 

3100 1710 ---- ---- ----
3.100 1720 i----- ---- ----

C-H C-H 0-H e-e1 e-Br 

1130 840 -.------ ---- ----
1150 840 ------- ---- ----
1120 840 ------- ---- ----
1080 840 ------- ---- ----
1000 840 650-200 ---- ----
1150 840 ------- 610 ----
1150 840 ------- ---- 580 



.1ABLA 1 

.]}ANDAS CARACTERISTICAS DE 

..RESONANCIA MAGNETICA PROTONIC.&. PARA MALEIMIDAS 

N-H 0-H 1 11inilicos 

BEM ---- -------- 6.7 

s 
4H 

BM ---- -------- 7. 02 

s 
4H 

M 9-10 
.., _______ 

6.84 

s s 
iD O 211 

2 

BMM ---- 7. 5 .. 7,7 6.9 

s s 

1»20 
4H 

MM ---- 5.42-5.63 6.88 

s s 
1»20 

2H 

CIMM ---- -------- 6.88 

s 
2H 

BrMM ---- -------- 6.89 

s 
2H 

BEN= N,N'-etilenbismaleimida; 

BM = N,N'-bismaleimida; 

M = Maleimida; 

-CH-

----

----

-'!'19--

6.05 

s 
2H 

----

----

----

BMM = N,N'-dihidroxietilenbismaleirnida; 
MM= N-metilol·maleimida; 

ClMM = N-clorometilmaleirnida; y 

BrMM = N-Bromometilmaleirnida. 
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-CB2-

3.7 

s 
4H 

----

-.---

----

4.98 

s 
2H 

5.36 

s 
2H 

5.33 

s 
2H 



.JIOO 

pastilla KBr 

.3100 

suspensi6n Fluoroluble 

soluci6n CHC1 3 

loOO 

ROO 

u,oo 1100 

* banda~ correspondiP.n~- a CIC13 
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REACTIVIDAD DE MALEIMIDAS COR CISTEINA. 

Dicho estudio se realiza con el fin de conocer si---! 

existe alguna relaci6n antre inhibici6n de la s!ntesis de

ATP con la reactividad de las maleimidas hacia los grupos

-SH. 

Dado que las maleimidas muestran un m4ximo de absor-

ci6n característico en la regi6n del ultravioleta, dicha-

propied~d es usada para determinar la reactividad de las-

diferentes maleimidas con grupos -su34 •35136• As1 las ma--. 

leimidas se hacen reaccionar con císteina a un pH adecuado 

y ~l cambio de absorbancia que ocurre se determina a dife

rentes intervalos de tiempo37 , 38 

:Bll. a~uste de pH es importante ya que los grupos sulf

bidri!oe .reaccionan m!s rapido con las maleimidas en medio

neutro que en medio leido y u.~a hidrolisis ocurre en medio 

b4sico. 

Las maleimidas a las que se les determin6 su reactiv! 

dad fueron aquellas· que se ha probado~su actividad ir,hib! 

dora de la sintesis de ATP, siendo: la N,N'-etilenbismale! 

mida, N,N'-bismaleimida, 1,6-hexametilenbismaleimida. . . . 

Dicho estudio se efectu6 de la siguiente manera: 

La medici6n de los cambios de absorbancia se efectu6-

por medio de un espectrofotometro Perkin Elmer Hitachi 200. 
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Se pesan entre 0.5-1 mg de maleimida, disolviendo con 

gotas de acetato de etilo y aforando a 10 ml con etanol an 

hidrido. Se toman 2 ml y se colocan en las celdas de cuar

zo y se mide la absorbancia de esta soluci6n a una longi-

tud de onda de 330 a 230 nm recibiendo la señal en un gra

.ficador. A continuaciOn se determina la absorbancia de la

maleimida una vez que se hizo reaccionar con 1.5 ml de una 

soluci6n de clorhidrato de ciste!na (4 mg/ml). Se mide a-

varios intervalos de tiempo la concentraciOn de maleimida

que todav1a existe. Se observa que en un mayor o menor-'!'-

tiempo el.Amax correspondiente a la maleimida disminuye--

conforme la reacciOn procede. 

De los datos obtenidos se observa que en el caso de-

la 1,6-hexametilenbismaleimida con ciste!na el m4ximo de-

absorciOn en el ultravioleta disminuye poco a poco desapa

reciendo la señal en un período de 6 hrs. En el caso de la 

N,N'-etilenbismaleimida la señal desaparece en un per!odo

de 1 1/2 hrs. En cambio para la N,N'-bismaleimida se obser 

va un-cambio brusco en la absorbancia a los dos minutos de 

haber adicionado la ciste!na, por lo que se puede indicar

que la·maleimida m4s reactiva hacia los grupos -SH es la-

N,N'-bismaleimida, siguiendo la N,N'-etil~nbi5:111aleimida y

luego la 1,6-hexametilenbismaleimida. 

Esto también indica que las maleimidas m4s reactivas

son aquellas cuya longitud entre los centros reactivos---
, ., 

( ~C=C, ) es menor. 
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REACTIVIDAD DE MALEIMIDAS CON CISTEINA 

1.6-hexametilenbismaleimida N·_N4 -etilenbismaleimida ,N.N'-bismaleimida -
A t (min) A t (min) A,.: t (min 

0.413 o 0.22 o 0.62 o 
0.391 10 0~167 7 0.019 2 

0.368 25 0.182 15 

0.347 40 0.149 30 

0.306 70 0.102 60 

0.245 130 0.012 90 

0.195 190 

0.157 250 

0.131 310 

0.;1.13 370 

0.086 490 



DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE PARTICION. 

Otro de los paréletros importantes para el empleo de

estos reactivos de entrecruzamiento es la distribuci6n en

las fases celulares para poder llevar a cabo el entrecruz! 

miento. Para poder evaluar que tanto se reparten las·male! 

midas en condiciones celula~es se determinansus coeficien

tes de partici6n usando como sistema agua/octano139 • El u

so del sistema agua/octano! es para simular las condic-io-

nes de las fases celulares. 

El coeficiente de particiOn se determin6 para las si

guientes maleimidas: 

N,N'-etilenbismaleimida (BEM), N;N'-bismaleimida (BM), 1,4 

-tetrametilenbismaleimida (1,4), 1,6-hexametilenbismaleim! 

da (1,6), bismaleimidometil eter (eter), N-etilmaleimida -

(NEM), y N-metilol maleimida (metilol). 

El octanol que se usa debe purificarse perfectamente

para eliminar las impurezas que puedan absorber en la re-

giOn del ultraviol~ta-~ para lo cuAl la purificaciOn se efec 

tu6 de la siguiente manera; 

1.- Lavar el octano! con NaOH al 101, con a2so4diluido y

finalmente con soluci6n·de NaHC03• 

2.- Secar con Na2so4 • 
. + 

3.- Destilar a presi6n reducida - 10 mm Hg a SOºC desechan-

do el 101 como cabeza y el 201 de residuo 
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El octano! destilado se satura con agua destilada. 

La determinaci6n de los coeficientes de partici6n se-

efectu6 de la siguiente manera: 

1.- Pesar de 10-20 mg de maleimida y agregarle un poco de-

ac,tato de etilo y agitar en el vortex hasta disolu---

ci6n completa. 

2.- Aforar con acetato de etilo a 10 ml. 

3.- Tomar de la soluci6n anterior l ml y aforar a lU ml --

con octanol (soluci6n II). 

4.- De esta soluci6n hacer el espectro. 

s.- Por otro lado poner 0.5 ml de la soluci6n I mas 4.5 ml 

de octano! en dos tubos de centrífuga. 

6.- Hacer un blanco con 4.5 ml de octano! y 0.5 ml de agua. 

7.- Agitar los tubos de 5 y 6 con 5 ml de agua. 

8.- Determinar la absorbancia de la fase octano!. 

Se_us6 el espectrofot6met:r;o, Perkin Elmer Hitachi 200. 

Se mide la absorbancia de la soluci6n II de 330 nm a 230.nm 

recibiendo la señal en un graficador. A continuaci6n se de

termina la absorbancia en la fase octanÓlica después de 

centrifugar. Debido a que la maleimida se ha repartido en-. 

el agu~ implica que la absorbancia disminuye obteniéndose-

una absorbancia menor que ·la de la soluci6n II, la cu&l es

registrada por el graficador. 

La determinaci6n del coeficiente de distribuci6n se---
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- --· ··::-.· ... ..._._ 

efectda de la siguíeriée manera: 

1.- Conociendo el peso de la muestra se saca su concentra 

ci6n tomando en cuenta todas las diluciones efectua-

das. 

2.~ Esta concentraci6n en g/1 se transforma en concentra

ci~n molar, para lo cual la concentraci6n anterior se 

divide entre el peso molecular. Dicha concehtraci6n-

corresponde a la maleimida en fase oq_,:~noli.car (solu

ci6n II) 

3.- Haciendo uso de la ley de Lambert-Beer A=E.lc, pode-

mos calcular el coeficiente de absorci6n molar dado-

que se conoce la concentraciOn inicial en la fase oc

tanolica, la absorbanciá inicial y que l=l'Ocm, 

4. - Conociendo el coeficiente de absortividad molár· ·de--

maleimida y la absorbancia en la fase octano! una---

vez efectuado el reparto, se puede calcular la con--

centraciOn final en la fase octanolica. 

s.- Dado que Coctanol 
inicial 

= coctanol + Cagua se puede calcu-
final 

lar la concentraci6n.en la fase acuosa. 

6,- Conociendo asila concentraciOn de maleimida en la fa 

se orginica y en la fase acuosa s·e determina su coefi 

ciente de partici6n definido como: 

D = 

~leimida 
octanol 

cmaleimida 
agua 

Los datos obtenidos se muestran en la tabla siguiente: 
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1.11 
o 

.Cmaleimida 
mol/1 

BEM 7.52 X !0-4 
. -4 

6.72 X 10. 

BM 1.125x io-3 

1:1.02 X 10-4 

1,4 !>.72 X 1ct4 
. -4 

3.38 x.10 

1,6 -----------
eter 6.779X 10-4 

5.9 X 10-4 

NE.M -----------
meti-1.63 x io:; 
lol ~.197X 10 

.. 

Aoctano! 
"·max 

éJ.mol-1cm-l 

0.613 815 

o.56 83::S.33 

0.278 247.1 

0.4 500 

0.62 1080 

0.3 887.57 

------ -------
0.,262 386 

0.19 322.03 

------ ------.... 

0.518 317.8 
0.12 267.3 

~ctano!/H20 cmaleimida agua D.. ax -repart.o cmaleimida 

0.351 4.306 X 10-4 3.214 X 10-4 1.343 

0.33 3.96 x· 10-4 2.76 ·x· 10-4 

0.1885 0.7628X 10-3 0.3622X 10-3 

u.3175 6.35 X 10-4 1.67 X 10-4 ~.953 

0.365 3.38 X 10-4 2.34 X 10-4 

0.16 l. 8 . X 10-4 1.58 X 10-4 L.29 

------- ------------ ------------ -----
0.11 2.848 X 10-4 3.931 X 10-4 

0.085 2.6 X 10-4 3.3 X 10'."'4 D.7522 

------- ------------ -·----------- ------
... 

0.0615 0.1935X 10:: 
--;j 

1.436 X 10_3 
0.04 1.49 X 10 1.048 X 10 D.1384 



De la 1,6-hexametilenbismaleimida y de la N-etileh 

bismaleimida no dieron datos reprod-uoible.!F :por lo que

no se informan. 

Los coeficientes de partición que se esperaban en

base a sus grupos polares y su peso molecular son: 

D mayor D menor 

1,6 > 1,4 > BEM > NEM > BM > eter metilol 

y los resultados obtenidos fueron: 

BM > BEM > 1,4 > eter > Metilo! 

Se observa que ros resultados esperados son dife~

rentes a los experimentales, por lo que no se puede es

tablecer ninguna relaci6n de los ,~oeti-c;..i-e:rt~ de repar

to con la inhibición y se l@ce necesario ~sayar otro-.

m~todo para confirmar o rechazar una hipótesis. 
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.RESULTADOS BIOQUIMICOS: 

Algunas maleimidas sintetizadas fueron probadas en -

el departamento de Bioqu1mica (Divisi6n de Estudios 4e Po,!. 

grado, Facultad de Qu1mica, UNAM) por el .Dr_. Blas Lotina.

como parte en la tesis profesional d~Jorge A. Morales,-·~ 

Las. pruebas que·~se efectuaron fueron la medici6n de. la fo!. 

forilaci6n una vez que se han incubado los cloroplastos ~

con las maleimidas y adicionando las condiciones fosfori-

lante, ADP y Pi' para medir la inhibici6n hacia la s!nte-

sis ae ATP causada por esta maleimidas. 

Los resultados obtenidos se muestran en ,1a g,:::lfica de 

la página 54. 

De lo anterior se puede concluir que: 

Entre los diferentes factores que determinan inhibi-

e16n de la sintesis de ATP por las malel.llliaas son: 

a) la reactiv1daa de las maleim1das hacia los grupos

-su. 

b) el coeficiente de .partici6n, no dice nada con res 

pecto a la inhib~ci6n, ya que si el reparto de las 

maleimidas ~s bajo en las fases celulares y la~-

reactividad alta la constante de equilibrio de la

reacc16n de inhibición se desplaza hacia la dere-

cha. 

"""'-SH 
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Bl desplazamiento de la reacci6n anterior hacia la d!, 

recha modifica la constante de reparto, volviendose a efe~ 

tuar el reparto de la malelllliaa en las dos fases hasta al

canzar ~e nue\to el equilibrio-y por lo tanto la inhibici6n 

es alta. En cambio si el coeficiente de partic16n es alto

i la reactiviaad baja el equilibrio ae la reacci6n ante--

rior no se desplaza hacia la derecha y por lo tanto la in

hibiciOn es mas baja. 

Otro factor importante es la existencia de la distan

cia adecuada de los centros reactivos ya que la maleimida

puede ser muy reactiva hacia los grupos -SH pero si no se

encuentran a la distancia adecuada de los grupos respons!

bles de la activiaad de la enzima no va a existir la inhi

bici6n adecuada.·Encontrandose que la mayor inhibici6n se

presenta cuando la distancia que separa a los centros---

reactivos de la maleimida es de 5.5-8 Aº. 
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PARTE EXPERIMENTAl. 
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En el desarrollo ael trabajo experimental, e.1 revela

dor para cromatografía q1,1e-·- se empleo fueron vapores de -

Iodo, La observación de las cromatoplacas de las suostan-· 

cias que presentan absorci6n en el u.V, se hizo mediante 

una lampara de u.v. S,t.-25, Las-e,i,omatoplacas -sé prepara

ron 4e silica-gel 60 ae 70-230 11a:i_i:as para colwnna y para 

placa fina marca Merck, 

Los puntos de fusi6n f.ueron de.terminados.en ·un apara

to Fischer Johns y se informan sin corregir. 

Para efectuar la pirolisis ae los retro Diels-Aíaer

se uso el aparato marca LindDerg, 

~ Todos los productos se guardaron en recipientes sella 

dos y en refrigeración para evitar hidrólisis. 

Los espectros de in~rarrojo (IR) se determinaron en -

un aparato Perkin-E.1mer 599. Los espectros de resonancia -

magnética de protones (rmp) se determinaron en un espectr~ 

liletro.Varian A-390 y/o A-360, usando tetrametilsilano como 

referencia interna y como disolvente CDC¡3 a menos que se 

indique otro. 

Las constantes· de reparto y la reactiv_idaa de .1as ma

leimidas se efectuaron en el aparato Perkin Elmer Hitachi 

200 de doble haz en la longitud de onda de 330 nm a 230 nm 

con celdas de cuarzo ae 1 dm de longitud de paso Óptico. 
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l-B-PIRROL-2,5-DIONA (Maleimida) (XII) 

Se prepar6 de acuerdo a la referencia 13. 

a) Acido N-carbamilmaleámico (VIII). 

En un matraz Erlermeyer de 500 ml se colocaron 200 g

de leido ac~tico glacia1.J~~= 1.049, 60 g ll mol) de urea

Y 100 g \1.02 mol) de anhidrido maleico, la mezcla se agi

t6 y ca1entp a soº -hasta completar un periodo de !2 hrs y

entonces se dejo a temperatura ambiente·toda 1a noche. El 

producto cristalino, se filtró a travAs de un filtro de vi 

ctrio poroso, se lavo con 50 ml de 4cido ac~tico glacial y

se sec6 a soº, se obtuvo un peso de 82.5 g (52.21%) de. __ ..; 

VIII con punto de fusi6n de 161-162°c. 

Las aguas madres se hicieron reaccionar nuevamente -

con 60 g ae urea y 100 g de annidrido maleico obteniendose 

124.17 g (78.59%). El rendl.llliento total promedio de la pr! 

mera y de la segunda carga fue 65.4%. 

b) N-carbamilmaleimida (IX). 

En un matraz bola de 500 ml se calentaron 300 g de~ 

hidrido acEtico ,J=l.048) a 90-95°c y se adiciono el 4ci

do N-carbamilmale4mico (IX). La suspensi6n se ag1t6 a 90-

970c. Durante 35 min tiempo en el cu41 se disolvió el sÓli 

.do. La soluci6n se filtr6 en caliente, se enfrió a temper~ 

tura amniente, y el s61iao precipitado ·se filtro y lav6 --
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con acetona. ·El producto seco peso bO g \82.081) p.f. ae -

1s4-7°c. 

e) 1-H-pirrol-2,5-diona (XIIJ. 

En un matraz bola de dos bocas de 250 ml.provisto de

un agitador y t.ermómetro se caJ.entaron 120 g ae N,N" ·::.d1-

metilformam1da (DFM) d!5 = o. 9445 a 90-s't. El calentamien

to se par~ y 60 g \0.428 molJ de N-carbamiJ.maJ.eimida (Ix) 

se adicionarQn con aqitacic5n La reacci6n es exotErm1ca 

par lo que se cuid6 que la temperatura no excediera de lll~ 

Al final de este periodo exotérmica se aplic6 calor para-
o mantener la te'8peratura a 90-9 e por un período de reacci6n 

total de 1 hr. La mezcla se dejo a temperatura ambiente du 

rante toda ia noche precipitando el ácido cianQrico eJ. --

cual se filtro. Se removi6 la_DMF del fi'itrádo por meaio ":" 

de una dest1laci6n a presi6n reducida. A contiriuac16n ----- \ 

1-H-pirrol-2,5-d1ona (XII.):se-, destiló en~re 96-105°ca 5 -

mm de Hg. El producto crudo se recristalizc5 de acetato de 

etilo obten16ndose 35.315 g (84.9511 con p.f. de 92-4°. 

IR ,KBr) 3250-3150 (N-H), 3100 (C-HJ, 1720 \C=Cl, 1120 --

(C-H), 840 (C-H). 

RMP (C2D6co) end; en~re 9-10 ppm (señal ancha,lH, N-H)--

i o2o~. 6. 84 ppm (S,2H, H,c_,, ..... n). , -""", 
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Obtención de 1-H-pirrol-l,S-diona (XII) por piroli--

s1s directa del ácido N-carbamilmale!mico (VIII). 

Se si~ui6 la t~cnica descri~a en la referencia 31. 

En un matraz bola ae 150 m1 se colocaron 100 g de 6ci 

dóN~carbamilmde6m1co (VIII). se calienta a 110°c a 5 mm

de Hg por 3 hrs con el fin de desh:1.dratar ·y pirolizar, .ob

teniéndose 16.4136 g ·c26.73%) p.f. 92-4°C. 

N,N'-ETILENBISMALEIMIDA (VI) 

· a) Ac ido N, N '· -etilenbismaleSmico ( I) • 

En un matraz Erlenmeyer de 500 ml se colocaron 100 ml 

de- ,¿ido acitic<>. ~~J= l. 049 y 10 g (0.102 mol) de anhidri

do maleico, se agitó.la mezcla hasta disolución completa-

del .anhidrido maleico. . . .. . 

En otro matraz Erlenmeyer de 150 ml enfriado por un-

baño de h·ielo se pusieron 50 ml de &cido ac,tico y se le-

adicionarón 3.06 g (0.051 mol) de etilendiamina gota a go

ta. 

La mezcla anterior se adicionó sobre el anhidrido ma

leico disuelto en 4cido ac,tico·. Se agitó por 1 hr, tiempo 

en el cu&l_se formó un p:r:~cipitádo .. blanco correspondiente

al &cido etilenbismale&mico {:]:) el cu41 se filtró y lavó-

con acido ac~tico obteniéndose 10.04 g (76.82%) con p.f.--

180-20C. 
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b) N,N'-etilenbismaleimida (VI) 

En un matraz bola de 100 ml se colocaron 5 g (0.009-

mol) del ácido N,N~-etilenbismaleámico, 6.64 gr (0.065 mol) 

de anhidr ido ac~tico y O. 8 8 9 g (O. 1_0 8 mol) de acetato de--

sodio. · La mezcla se á.git6 y calentó -~n un ·-intervalo ~e t~ 

peratura de 60-70ºc, a los 15 min. se virti6 la solución-

en un recipiente con hielo, precipitando el producto. Se-

filtro el solido y se lavó con solución al 10% de bicarbo

nato de sodio. El solido se recristaliz6 de acetato de eti 

lo obteniéndose 0,9418 g (21;95%) p,f, de 192-193°C, 

IR(KBr) 3100(=C-H),1740 y 1710 (C=O), 1450(-CH2-) y 840--

(=C-H) 
•• RMP (CDC13+DMS0) : 6.7 (S,4H,H-C=C-H) y 3.7 (S,4H,~~-) 

-Sintesis de N,N'-etilenbisma.Le:imida por pirólisis del ad.uc

to N,N'-etilen-bis(7-oxabiciclo-2,2,l-5 heptendicarboximi

da)30 (IV). 

a) Anhidrido 3,6-endoxo- 1,2,3,6-te~rahid.roft&lico--

(III), 

En un matraz Erlenmeyer de 100 ml se colocaron 13.6 g 

de furano y 19,6 g (0.2 mol) de anhidrido maleico eh cloro 

formo. La mezcla se.agitó a temperatura ambiente obtenien

d.ose 33.3 g de·anhidrido 3,5-endoxo-1,2,J,6-tetrahidroft&

lico. (III), 
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b) N,N'-etilenbis(7-oxabiciclo-2,2,l-5 heptendicarbo, 

ximidaJ (IV) 

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se coJocaron 16.6 g 

(0.1 mol) de anhidridc (III) en 100-ml de ácido acético--

glacial y se agitO hasta disoluciOn. Se adicionaron en el

matraz 3 g (O.OS mol) de etilendiamina durante un per~odo

de 15 min con agitaci6n. La mezcla se mantuvo a temperatu

ra ambiente 1 hr y a 50-60° por 1 1/2 hrs y entonces se de 

jO a temperatura ambiente toda la noche. Se form6 un prec! 

pitado blanco de N,N'-etilenbis(7-oxabiciclo-2,2,l-5 hep-

tendicarboximida) (IV) el cuál se filtro y lav6 con meta--

nol. 

c) Pirolisis del aducto N,N'-etilenbis(7-oxabiciclo--' 

2,2,1-5 neptendicarboximida) (IV). 

Se efectu6 el retro Diels-Alder calentando la columna 

del aparato de pirOlisis a 300ºC. Se pasaron 0.3 g de IV--.. 
(0.00084 molJ por el aparato caliente usando nitrogeno co-

mo gas acarreador y se recogiO la N,N'-etilenbismaleimida

(VI) en una bola enfriada por hielo seco/acetona colocada

en la parte inferior del aparato de pirÓlisis. ~l producto 

se recristaliz6 de acetato de etilo, se.obtuvieron u.018 g 

(101) de cristales con p.f. 190-2°C. 

Sus datos espectróscÓpicos son los mismos que el obte 

nido a partir del 4cido N ,N' -etilenb1.smaleAmlco. 
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N,N'-B!SMALEIMIDA (VII) 

a) Acido N,N'-bismaleamico (II). 

~-En un matraz Erlenmeyer cie 500 ml se colocaron .(0.2-

mol) cie anhidrido maleico y 20U ml cie &cie10 ac6tico, la---., 

mezcla se agitO na~ta disoluci6n completa del anhidrido a-
i, 

cético. 

En otro matraz Erlenmeyer de 250 ml enfriado por un-

baño de hielo se colocaron 100 ml de &cido ac6tico y se a

dicionaron 5.1 g {0.102 mol) cie hidrato de hidrazina, 

La mezcla anterior se adicion6 al anhidrido maleico-

disuelto en leido ac~tico. Se agit6 por un período de 1 hr 

tiempo en el cu&! se formó un precipitado amarillo corres

pondiente al acido N,N'-bismaleamico (II),el cull se fil-

tr6 y lavo con &cido ac~tico, 

b) N,N'-bismaleimida (VII). 

En un matraz bola de 100 ml se colocaron 5 g (0.02192 

mol) del acido N,N'-bismaleamico(II), 0.999 g (0.012 mol)

de acetato.de sodio y 7.75 g (0.076 mol} de anhidrido ac6-

tico. La mezcla se agitó y calent6 en un inteJ"Valo_de tem

peratura de 60-70°. A los 15 min se virtió. la solución en

un recipien;tie con hielo precipitando el producto, se fil-

tr6 el s6:rÍdb y se lav6 con soluciOn al 10% de-bicarbonato 

de sódi<>( Se recristalizó de acetato de etilo obteniiándose 

0.56 g (13.3%) p.f. 177-9°C. 
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IR (KBr) 3100 (=C-H), 1760 y 1740 (C=O), 115G) (C-H) y 840-

(=C-H). 

RMP (CDCl3)J: 7.02 ppm (H,c~H). 
1 ' 

Síntesis de N,N'-bismaleimida por pirÓlisis del aduc

to N,N'-bis(7-oxabiciclo-2,2,l-5 heptendicarboximida) (V). 

a) Obtenci6n del aducto N,N'-bis(7-oxabiciclo-2,2,1--

5 heptendicarboximida) (V). 

En un m~traz Erlenmeyer 4~ 100 ml se !Oolocaron. 16.6g 
-·- . 

(0.1 mol) del, anhidrido III en 100 ml de ácido ac6tico gl!_ 

cial y se agit6 hasta diso~ución. Se adicionaron al matraz 

2.5 g (O.OS.mol) de hidrato de hidrazina durante 15 min -

con agitaci6n. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente 

1 hr y a 50-60º por 1 1/2 hrs dejlndose a temperatura am-

biente toda la.noche. Se formó un precipitado blanco de N, 

N1 -bis(7-oxabiciclo-2,2,l-5 heptendicarboximida) (V). El

cuál se filtro y lavó con metano!, se obtuvieron 8.2 g -

(50%). 

b) Pir61isis del aducto N,N'-bis(-oxabiciclo-2,2,1-5-. 

heptendicarboximida). (V). 

Se efect~O el retro Diels-Alder para lo cuál se cale~ 

tO la columna del aparato de pirolisis a 300°C. El·produc

to V se pas6 a trav6s de la columna caliente usando nitro

geno como gas acarreador recpgiendo la N,N'-bismaleimida

(VII) en la parte inferior del aparato en una bola enfria-
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da por híelo seco/acetona. El producto se recristal;i.z6.-de 

acetato de etilo obteniéndose 0.6312 g (13.15%) p.f. 176--

178ºC. 

su infrarrojo y reso~ancia son iguales á los obtenidos 

por el ácido N,N'-bismale~ic~.(II) 

N-METILOLMALEIMIDA (XIII). 

Su síntesis se efectuO como se desdribe en la referen: 
,;¿ ·-

cia 14. 

En un matra:;: bola de SO ml se colocaron 10 g (O.l mol) 

de maleimida (XII) con 8.35 g (0.1 mol) de formaldehido al 

37% y se mantuvo con agitaci6n a una temperatura de 30°.-

Se adicionaron 3 gotas de hidr6xido de sodio al 5%. A los-

10 min toda la maleimida se disolviO y alcanzo una temper~ 

tura de 35°C debido a que la reacci6n es.exot,mica. Des-

pués de 2.5 hrs a temperatura ambiente se forma un precip! 

tado que se filtro~ y el producto se recristaliz~ de acet~ 

to de etilo obteniéndose 9.81 g (74.94%) p.f. 100-1°C. 

IR (KBr) 3500-3300 (~-HJ,3100 l=C-H), '1100 (c~o), 1360 (C

O~H), 1160 (C-0), 1000 (C-H), 840 (C-B) y 650-200 (0-B). 

RMP (coc13)J': 6. 88 (s, 2H, ª'c=c"'H), s. 52-5. 63 . (señal ancha 
' . 
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N-CLORO-METILMALEIMIDA (XIV). 

En un matraz bola de 50 rnl enfriado por un baño de-~ 

hielo se coloco lg (0.008 mol) de N-met~lolmaleirnida XIII

disuelta en 5 rnl de acetona seca se adicionaron a continua 

ci6n o.43 g (0.003 mol) de tricloruro de fósforo.La solu-

ct6n se agito por 45 min y se evaporO .. ia acetona a presi6n 

reducida, el residuo cristalino se le adicionaren ~§rn!.de 

agua fría, obteniéndose 0.8838 g de XIV (77.18%) p.f. 78--

IR (KBr) 3100 (=C-H), 1710 (C=O), 1580 (C=C), 1150 (-CH2-) 

y 840 l,;,C-H). 

RMP (CDC13) J: 6. 88 ppm lS,2H, ª'c=c''º, 5.36 ppm (S,2H,---. . 

N-BROMOMETILMALEIMIDA (XV) 

En un matraz bola de 50 rnl enfriado por un baño de -

hielo se colocaron 2 g de (0.0157. rnolJ de metilolrnaleirnidá 

(XIII) en 10 rn! de acetona seca, a continuaci6n se agrega

ron gota a goca 1.6 g (0.006 mol) de tribrornuro de fósforo 

J=2.88. ~ soluci6n se agitO por rn~dia hora luego se e

vaporo parte de la acetona .a presiOn r~ducida. La soluci6n . 
resultante se purific6 pasándola rap1darnente a través de -

io g de florisil en una columna de 2 cm de- diámetro usando 

benceno-acetato de etilo 80-20 corno eluyente. Se evapor5 -

el disolvente obteniéndose 2.72 g de unos cristales blan-

cos purificados por sublimaci6n de XV cuyo rendimiento co 

rresponde a 50% y cuyo p.f. es 80-2°C. 
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lR (KBr) 3100 (=C-H), 1720 (-CH2-), 1150 (C-H), 840 (C-H)

y 840 (C-Br). 

RMP CDC13 d:6.89 (S,2H,H,C=C'H) y 5.33 (S,2H,-CH2-). . ' 

N ;N' -DIHIDROXIETILENBISMALEIMIDA (XV) • 

En un vaso de precipitado de 100 ml se colo~aron S g. 

(0.051 mol) de maleimida (XII) y SO ml de agua. En otro va 

so de precipitado de 100 ml se colocaron 3.7 g .de glioxal

al 40% con bicarbonato de sodio hasta pH=8. La mezc.la ante 

rior se adiciono en el vaso de precipitados que contenta-

la maleimida, precipitando un producto cristalino al poco

tiempo. Se adicionaron durante el periodo de reacci6n tres 

porciones de NaHC03 al 10% para mantener el pH cerca de B, 

usando un potenci.ometro con un electrodo de vidrio y calo

mel como referencia. La mezcla se dej6 a temperatura am--

biente toda la noche, alcanz4ndose un pH de b. El precipi

tado se filtró y lav6 con agua destilada obteniendose 2.08 

g (32%) del producto XVI p.f. 172-4°, 

IR(KBrJ 3500-J400(0H-),3100(=C-H},1700(C=O), 1400(C-O-H), 

11~0 (C-OJ,1080 (C-H),84Dl=C-H). 

RMP (DMSO + CDcl 3 )cf: entre 7. 7-_7. 9 (sen.al ancha, 2H, i 020), 6. 9 

' 1 (S,2H, H~c::q'H), 6.05 (s,H, -CH-CH-) 
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CONCLUSIONES 
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1 - Se describe -la 61.ntesis de: l-H-pirrol-2,5-diona;N,N'-

etilenbismaleimida; N,N'-bismalei~idR; N-metilolmalei

mida; N-clorometilmaleimida; N-bromometilmaleimida y-

N,N1-dihidroxietilenbismaleimid8. 

2,- Se rl scute la comp·nhaci6n de· 1a estructura de N,N'-~ 

tih· -hismaleimida y lio. "J· hi smalei"m Ida a través de sin

tesi" inequivoca y datoF- pc:;¡,ectroscl'ipjcos. 

3.- Con respecto al comportamiento de las maleimidas como

reactivos de entrecruzamiento, se determinaron diferen 

tes propiedades las cuales nos pueden ayudar a determi 

nar cuales son los par&netros involucrados en la inhj.

bici6n, 

con respecto a la reactividad de las maleimidas hacia 

los grupos -SH se encontró que las maleimidas mas reacti-

vas fueron N,N'-etilenbismaleimida y N,N'-bismaleimida y -

respecto a las maleimidas como inhibidores de la stntesis 

de ATP se encontr6 que las mas activas fueron: bisrnaleimi 

dometil. eter; N,N'-etilenbismaleimida, y N,N'-bismaleimida 

lo cual nos revela que la inhibiciOn puede estar determina 

da por: 

1) la reactiv~dad de las rnaleirnidas hacia los grupos

-SH. 

2) lo distancia de los centros reactivos, encontrán
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dose mayor inhibici6n cuando dicha distancia es de 

s.s-s A~ 

3) la presencia de grupos hidroftlicos en ·1a molécula, 
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