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1 RESUMEN

Las Leishmaniasis son enfermedades parasitarias producidas por el
protozoario” Leishmania sp. Son transmitidas por un insecto del género’
Phlebotomus (Lutzomya en América) que actla como vector , ataca al
hombre v a otros animales mamiferos afectando mucosas, visceras y piel.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporta hasta el afio 1999
siete especies y once subespecies de este pardsito y cada una de ellas
provoca un cuadro clinico especifico en los enfermos, por ello no existe un
tratamiento general y eficaz para las Leishmaniasis. Las lesiones producidas
son graves y en muchos casos llevan a la muerte.

Las regiones tropicales de todo el mundo son las principales zonas
endémicas’ de Leishmaniasis.

Actualmente el tratamiento medico consiste en elevadas dosis de
compuestos de antimonio pentavalente (Sb ¥) por periodos prolongados y en
la mayoria de los casos no son efectivas.

Teniendo como antecedentes la actividad biolégica de las quinonas, su
efectividad como agentes antimicrobianos y su capacidad de presentar ciclos
redox gue pueden modificar el metabolismo en las células vivas, hemos
propuesto una serie de ocho aminas derivadas de 2-metil-1,4-naftoquinona
que han sido sintetizadas y caracterizadas por técnicas espectroscdpicas con
el propogsito de crear posibles alternativas en el tratamiento de las
Leishmaniasis.

Se ha realizando también un bioensayo frente Artemia salina el cual
nos ha permitido determinar la Concentracion Letal media de cada uno de los
compuestos sintetizados.

" Consultar Glosario
e ——¥———“———— =
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2 INTRODUCCION

Las Leishmaniasis son enfermedades parasitarias provocadas por el
protozoario Leishmania sp. y afectan principaimente al hombre. Se
manifiestan con lesiones de tipo ulceroso en cara, orejas, manos e incluso
todo el cuerpo.

Se tienen antecedentes que indican que Leishmania ha afectado al
humano desde hace mucho tiempo. El primer caso reportado en la literatura
data del afio 1500 y actualmente se considera una enfermedad tropical grave
a nivel mundial.

Las principales formas clinicas de esta enfermedad son Leishmaniasis
Cutanea y Leishmaniasis Visceral, de las cuales se derivan una serie de
cuadros clinicos diferentes dependiendo de la especie de Leishmania que la
causa.

Las Leishmaniasis en México estdn distribuidas en 17 estados y estan
presentes en toda América Latina.

Los medicamentos gue se administran para su tratamiento en elevadas
dosis y por periodos prolongados son:

Estibogluconato de sodio (Pentostam®) y
Antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®)

Ante las recaidas y la falta de respuesta a los medicamentos
antimoniales, se utilizan: Pentamidina, Anfotericina B y Alopurinol.

Existen compuestos como las quinonas, con propiedades redox que
intervienen en el proceso de respiracién en sistemas biologicos actuando
como "transportadoras de electrones" y que conducen a la formacion de
radicales toxicos de oxigeno, por este comportamiento, tales estructuras han
demostrado cierta actividad bioldgica antiparasitaria.
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Los ocho compuestos sintetizados vy caracterizados que agui se
presentan pertenecen al grupo de 1,4 -naftoquinonas cuyo mecanismo de
accion puede conducir a la produccion de Ha0,.

Estudios recientes han demostrado que el protozoario Leishmania sp.
es deficiente en enzimas® reductoras tales como catalasa y peroxidasa que
son responsables de la eliminacidon de H;0; para producir Oz y H;0. La baja
concentracion de estas enzimas tiene como consecuencia la acumulacién de
H-0: en el parasito provocando su muerte,

También se ha efectuado en este trabajo un estudio para la
determinacion de la Concentracion Letal media (Clsp) frente Artemia salina.

Este tipo de pruebas biolégicas es la primera etapa por la cual debe
pasar todo compuesto biolégicamente activo para considerar qué toxicidad
presenta en un sistema vivo en general y la Artemia salina ha sido utilizada
para este fin desde 1956 por lo que ya se han estandarizado varios ensayos
de este tipo.

Se efectud el bioensayo con 2-metil-1,4-naftoquinona asi como con sus
ocho derivados que aqui hemos sintetizado.

Se encontro que todos los compuestos probados excepto uno, la 3-(p-
nitrobencilamino)menadiona, presentaron actividad bioldgica contra Artemia
salina.

El compuesto mas toxico para la larva fue 2-metil-1,4-naftoquinona y
el menos toéxico fue 3-(p-(trifluorometil)bencilamino) menadiona.
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3 IMPORTANCIA DEL TEMA

Las Leishmaniasis son enfermedades que han causado la muerte de
millones de seres humanos ya que existen en todo el mundo; la OMS
considera a este grupo de parasitosis como una de las seis enfermedades
tropicales de mayor importancia y establece que es un problema grave de
salud publica, reconociendo que en muchos paises no se le da la importancia
debida y es considerada una enfermedad de la pobreza.

Dentro de las principales causas que incrementan el ndmero de
enfermos estan la deforestacién y el asentamiento de poblaciones en zonas
consideradas habitat natural del vector que transmite esta enfermedad.

En gran medida, las Leishmaniasis se propagan debido a la migracion.

Las actividades relacionadas con |a transmision de la enfermedad son:
el corte de madera, la recoleccion de quina y chicle, la construccion de
caminos y la exploracidn petrolera.

Las lesiones que provoca la Leishmania duran mucho tiempo y, ademas
de la infeccidon en si misma, en condiciones tropicales es imposible evitar las
infecciones secundarias por bacterias y hongos lo que puede mermar
seriamente la capacidad de trabajo en los individuos afectados.

Los tratamientos médicos actuales no solo son costosos sino
demasiado prolongados y en la mayoria de los casos resultan ineficaces
requiriendo dosis muy elevadas de compuestos de antimonio pentavalente
(Sb ); se agrega a lo anterior una gran lista de efectos secundarios como
respuesta a tratamientos tan largos.

Las Leishmaniasis que se padecen en América Latina son:
Leishmaniasis Visceral (LV), Leishmaniasis Cutdnea (LC), Leishmaniasis
Muco-Cutdnea (LMC) y Leishmaniasis Cutdnea Difusa (LCD).
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Desgraciadamente en México existen casos de todas ellas segun
reportes del Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos
(INDRE).

La poblacién afectada es la de mas bajos recursos y por ello un nimero
impresionante de individuos infectados no se atienden médicamente y lo que
resulta mas grave es que muchos de ellos no estdn enterados de que
padecen esta enfermedad.

Es por ello que en el presente trabajo se sintetizaron ocho nuevos
compuestos derivados de 2-metil-1,4-naftoquinona, que por sus propiedades
redox esperamos que resulten toxicos para el pardsito de Leishmania, con el
proposito de crear nuevas alternativas de tratamiento médico para combatir
las Leishmaniasis.
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4  ANTECEDENTES

4.1 LEISHMANIASIS

Es una enfermedad parasitaria producida por varias especies de
protozoarios flagelados™ del género Leishmania sp. que afecta piel, mucosas
y visceras®, ataca principalmente al hombre y a otros animales mamiferos
domesticados y silvestres. Se transmite por la picadura de la hembra de un
insecto vector durante su hematofagia” 2.

4.2 HISTORIA

4.2.1 EN EL VIEIQ MUNDO ?

« La primera descripcion de Leishmaniasis data del afio 1500 en Irak.

« En 1885 Altounyan publicd un trabajo sobre el padecimiento de esta
enfermedad en Siria.

=« En 1898, Piotr F. descubrid el agente causal de Leishmaniasis Cutdnea.

» En 1903 Leishman describid los parasitos causantes de Leishmaniasis
Visceral, y en su honor se cred el género Lelshmania.

« En 1904 se descubrio la forma flagelada (promastigote) mediante un
cultivo del parasito en sangre humana.

» En 1911 se establecié que el flebétomo™ es el transmisor de las
Leishmaniasis.

4.2.2 EN EL NUEVO MUNDO ?

+» Se tienen reportes desde 1788 en Perl, que describen las lesiones
caracteristicas de Leishmaniasis.

« En 1885, se determind que era la misma enfermedad que se padecia en el
oriente y en 1909 se encontraron parasitos en las lesiones de los
pacientes, todo esto sucedio en Brasil.
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« En 1911, Vianna G. Denota las diferencias clinicas entre las Leismaniasis
americanas y las de oriente para asi definir el agente etioldgico” que las
causa en América.

4.2.3 LEISHMANIASIS EN MEXICO ?

Segun escritos de los primeros franciscanos que llegaron a Yucatén,
encontraron numerosos indigenas con "las orejas podridas”, sin embargo, fue
hasta 1912 que las Leishmaniasis fueron descritas en México y desde
entonces se les ha llamado "llcera de los chicleros".

En 1942 se hizo el primer estudio epidemiolégico mexicano y desde
entonces un sin fin de casos han sido reportados afio con afio en gran parte
de la Republica Mexicana.

4.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Leishmania EN MEXICO 34
Fig.1

Las Leishmaniasis en México estan
distribuidas en al menos 17 estados:
Coahuila, Nuevo Lebdn, Tamaulipas,
Yucatén, Chiapas, Veracruz, Tabasco,
Campeche, Quintana Roo, Oaxaca,
Guerrero, Michoacdn, Jalisco, Nayarit,
San Luis Potosi, Morelos y Puebla.

® | eishmania mexicana mexicana.
® [Leishmania brasiliensis brasiliensis.,
e Leishmania donovani,
e e e ——————— e ———————— |
7
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El mapa en la fig. 1 representa la distribucién geografica de las
especies de Leishmania en México.
Fig. 2

® Leishmaniasis Cutanea

® |eishmaniasis Cutdnea Difusa
® Leishmaniasis Visceral

® |eishmaniasis Mucocuténea

L

Leishmaniasis causada por L.
braziliensis

El mapa en la fig. 2 representa |la distribucion geografica de las
especies de las Leishmaniasis en México.

4.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Leishmania EN EL MUNDO **

Fig. 3

En América: Argentina, Belice, Bolivia,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
El Salvador, E.U.A. (Texas), Guatemala,
Guyana Francesa, Guyana, Honduras,
d}*h México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
C::} Perls, Republica Dominicana, Trinidad y
Tobago y Venezuela.
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El mapa en la fig. 3 representa la distribucién geogréfica de las
Leishmaniasis Cutdnea y Mucocutdnea en el mundo.

Fig. 4

En el resto del mundo: Afganistan,
Albania, Angola, Arabia Saudita,
Argelia, Bangladesh, Birmania,
Botswana, Bulgaria, China, Chipre,
Egipto, Espafia, Etiopia, Francia,
Gambia, Grecia, Guinea, India,
Indonesia, Iran, Iraq, Israel, Italia,
Japdén, Jordania, Kenya, Kuwait,
Libano, Malta, Marruecos, Mauritania, Mongolia, Mozambique, Namibia,

Nepal, Niger, Nigeria, Oman, Pakistdn, Portugal, Siria, Repuiblica del
Camer(n, Replblica Popular Democrdtica de Corea, Tanzania, Rumania,
Rwanda, Senegal, Somalia, Sudéfrica, Suddn, Tongo, Tlnez, Turguia,
Uganda, Yugoslavia, Zaire, Zambia y Zimbawe.

El mapa en la fig. 4 representa la distribucion geogréfica de
Leishmaniasis Visceral en el mundo.

4.5 FORMAS CLINICAS DE LAS LEISHMANIASIS 34
Las Leishmaniasis se dividen principalmente en dos grupos que son:

LEISHMANIASIS VISCERAL (LV) y LEISHMANIASIS CUTANEA (LC); a
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partir de estos se derivan formas clinicas de la enfermedad que dependen de
la especie del pardsito que la causa.

4.5.1 LEISHMANIASIS VISCERAL (LV).

La LV es causada por Leishmania donovani y subespecies y se clasifica
en: LV endémica, LV esporddica y LV epidémica.

LV endémica: esta enfermedad afecta principalmente a nifios de 1 a 9
anos de edad en la zona del Mediterraneo, Asia sudoriental, China, América
Latina, Africa oriental y la India. El nimero de hombres infectados es el
doble que de mujeres. El periodo de incubacién del protozoario oscila entre
10 dias y mas de un afio.

Los sintomas mas frecuentes son: fiebre, pérdida de peso, anorexia’,
esplenomegalia” indolora a la presion, hepatomegalia® y linfadenopatia’.
Todo esto da por resultado malnutricion, edema” y alteraciones de piel vy
cabello e infecciones oportunistas como neumonia, disenteria y tuberculosis
pulmonar. En la India es frecuente el oscurecimiento de la piel de cara,
manos, pies y abdomen, por ello es conocida como kala-azar que significa
enfermedad negra.

LV esporddica: Puede ser contraida por toda persona no nativa y de
cualquier edad que penetre en una zona endémica. Los sintomas pueden ser
escalofrios, fiebre alta, sudoraciones y rapida pérdida de peso, anemia’
hemolitica” aguda grave, lesion renal aguda y hemorragia intensa de las
mucosas.

LY epidémica: Son susceptibles a esta enfermedad personas de
cualguier edad excepto quienes ya hayan sido infectados en una epidemia
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anterior. En hombres la infeccidon es mas frecuente que en mujeres en una
proporcion 4:3,

4.5.2 LEISHMANIASIS CUTANEA (LC).
La LC se divide en dos grupos que son: Leishmaniasis Cutdnea del
Viejo Mundo (LCVM) y Leishmaniasis Cutanea del Nuevo Mundo (LCNM).

La LCVM es causada principalmente por tres especies de Leishmania;
L.tropica, L. major y L.aethiopica.

Leishmania tropica: Esta especie da origen a la Leishmaniasis Cutanea
Antropondtica” o urbana (LCA), sus principales sintomas son ulceraciones
indoloras de la piel que con frecuencia dejan cicatrices desfigurantes. Las
Ulceras secas suelen curarse espontaneamente en un afio. El periodo de
incubacién de esta especie en el individuo infectado es de 2 a 8 meses.

Leishmania major: Produce la Leishmaniasis Cutdnea Zoondtica™ o rural

(LCZ). Los sintomas son lesiones indoloras que se inflaman y ulceran
intensamente y dejan grandes cicatrices que no solo son desfigurantes sino
que en muchos de los casos son incapacitantes. El periodo de incubacion de
esta especie en el individuo infectado es de 4 meses.

Leishmania aethiopica: Esta especie es responsable de Leishmaniasis
Cutdnea Difusa (LCD) que se caracteriza por un engrosamiento de la piel,
papulas o nddulos’ multiples en la cara y superficies exteriores de los
miembros (fig. 5) gue se asemejan a la lepra lepromatosa, no hay
ulceracion ni afecta a las mucosas. No cura espontaneamente y por lo
general suele haber recaida despues del tratamiento.
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Fig. 5 Leishmania Cutanea Difusa en cara y cuerpo.

La LCNM es causada por ocho complejos de diferente especie de
Leishmania y como su nombre lo indica, se presentan solo en América: L.
brasiliensis brasiliensis, L. brasilfensis guyanensis, L. brasiliensis panamensis,
L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. mexicana
venezuelensis, L. mexicana garnhami y L. peruviana. Las leishmaniasis que
causan estos complejos, presentan una serie de ulceraciones que pueden ser
unicas o multiples, en algunos caso indoloras durante las primeras etapas de
la enfermedad, en otros, se vuelven lesiones tumorales que forman
metdstasis’ a lo largo del sistema linfatico™ y muy raras veces, curan
espontaneamente.

En un B0% de los casos originados por L. bresiliensis brasiliensis, L.
brasiliensis guyanensis y L. brasiliensis panamensis aparece otra variante de
la enfermedad llamada Leishmaniasis Muco-Cutdnea (LMC) o espundia
(fig. 6) debido a que después de las lesiones cutdneas primarias hay
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propagacion metastatica a la mucosa oronasal/faringea
de la cual se destruye progresivamente el tejido
hlando y el cartilago debido a la ulceracidn y erosién,
hinchando nariz y labios durante todo el proceso.

Las lesiones no curan espontaneamente y son muy
dolorosas, se presentan infecciones secundarias en
todos los casos y finalmente la muerte se produce por

bronconeumonia y/o malnutricion.

Fig. 6

Las Leishmaniasis son infecciones oportunistas en sujetos con
supresion de la inmunidad celular’,

Es importante mencionar que Leishmania sp. se encuentra dentro de
las células del huésped y de este modo tiene un mecanismo de defensa ante
la respuesta inmunitaria” %,

La OMS considera que las Leishmaniasis son endémicas en las regiones
tropicales y subtropicales de 88 paises.

Se calcula una prevalencia mundial de 12 millones de casos y se cree
que la incidencia anual oscila entre 1.5 - 2 millones de nuevos casos para la
LC y 500,000 nuevos casos para la LV. Sin embargo, es solo una estimacion
ya gue desgraciadamente las Leishmaniasis son de declaracion obligatoria en

tan sélo 40 de los 88 paises endémicos ®.

4.6 TAXONOMIA®" DE LEISHMANIA ?

La fig. 7 esquematiza la clasificacion taxondémica del protozoario
Lefshmania.
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Taxonomia de las especies conocidas de Leishmania que parasitan al hombre.
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4.7 SISTEMA ECOLOGICO **

El sistema ecoldgico que mantiene indefinidamente las especies de
Leishmania se compone por huéspedes reservorios en los que,
generalmente, no se expresa la enfermedad y los vectores (phlebotomus y
lutzomya) que diseminan’ la enfermedad.

4.8 RESERVORIOS **

Las Leishmaniasis han sido clasificadas en dos grandes grupos
considerando los huéspedes reservorios que ocupan:

1) Leishmaniasis zoondticas cuyos huéspedes reservorios son animales
salvajes, comensales” o domésticos.

2) Leishmaniasis antropondticas en las que el huésped reservorio es el
humano.

Los mamiferos domésticos o selvdticos infectados por Leishmania
pueden o no mostrar signos evidentes de la infeccion, esto se debe a que los
pardsitos presentes en la piel y visceras son escasos y la respuesta del
huésped es muy poca o nula; la excepcion son los perros que son
considerados huéspedes reservorios naturales de LV y generalmente mueren
por la infeccion.

Para que un animal actie como reservorio debe ser muy abundante y
longeva’ para construir una fuente apreciable de alimento para los vectores y
debe haber un intenso contacto entre ambos reservorio y vector.

En el caso del hombre, éste interviene directamente como reservorio
en dos formas de la enfermedad: LV causada por L. donovani y LC causada

por L. tropica.



4  ANTECEDENTES

Animales reservorios mas comunes: Los principales son una amplia
variedad de roedores que incluyen a la rata doméstica, v se ha demostrado
que es reservorio de cuando menos tres especies diferentes de Lefshmania,
también son reservorios los perros y frecuentemente zorros, chacales,
tejones, lobos, mapaches, perezosos, hormiguero y zarigieya.

4.9 VECTORES **

Los vectores de Leishamania son unos pequefios mosquitos pilosos,
miden [3-5] mm de longitud y son clasificados dentro del género
Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomya en el nuevo mundo, de ambos se
han encontrado casi 500 especies en todo el mundo.

En México, estos mosquitos son conocidos como
"jejenes” o "papalotillas” (Fig. B).

Para proliferar estos insectos necesitan un clima con
humedad no excesiva; sobreviven en temperaturas
frias; son capaces de satisfacer sus necesidades
basicas en casi todo el mundo ya que su alimentacién
consiste en liguidos con azlucares vegetales.

Fig. 8
Las hembras adultas, pero no los machos, necesitan ingerir sangre de

vertebrados (hematofagia).

Cada hembra del flebétomo pone de 50 a 100 huevos en cada
oviposicion, desde este momento transcurren de 35 a 60 dias para que los
adultos puedan emerger.

Las hembras que se alimentan de sangre son activas dia y noche.
_— - —
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Todas las formas de Leishmaniasis humanas son transmitidas por la
picadura del insecto hembra, aplastando los insectos contra la piel,
tragandolos accidentalmente o bien, por transplantes y transfusiones

sanguineas.

4.10 CICLO BIOLOGICO DE Leishmania sp.

En su ciclo biologico, Leishmania sp. pasa por dos estadios’ que son
amastigote y promastigote.
El primer estadio es el amastigote (fig. 9).

En esta etapa el pardsito es intracelular, no tiene

AtmEsa . ;

e Basae flagelo, es redondo con un didametro aproximado de

Ciwgra ] - i

He [2-5]um y posee un niicleo excéntrico; esta forma se
% T observa en el huésped reservorio y en el individuo

infectado pero muy raras veces en medios de cultivo’.
Fig. 9
El sequndo estadio es el promastigote (fig. 10).

En esta etapa el pardsito es extracelular, ovalado,

Fusend

con un didmetro aproximado de [15-20] um, es
PR flagelado y su ndcleo se haya en el centro de la

e CprnPe DhisaL

al o .ame Célula. Solo se observa en los insectos vectores y en

e medios de cultivo ya que en el ser humano no se
encuentran en forma significativa, Los
promastigotes son la forma infectiva del protozoario
para los animales vertebrados 79,

Fig. 10
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El ciclo comienza cuando el flebdtomo hembra se alimenta de la sangre
de un huésped reservorio de Leishmania sp. y los amastigotes ingeridos con
la sangre se dirigen al sistema digestivo del insecto, la transformacion en
promastigotes se lleva a cabo en el intestino del mosco y es ahi donde
comienza la division celular intensa del parasito (Fig. 11).

Los promastigotes migran
después a la cabeza del
flebtomo vy colonizan la
faringe, y debido a que
poseen un sistema motriz
son capaces de invadir
también la boca y por lo
tanto, los pardsitos son

depositados en la piel del

Fig. 11

siguiente individuo del cual el flebétomo se alimenta. También el flebdtomo
puede transmitir los parasitos por sus heces fecales debido a que cuando se
alimenta invariablemente defeca sobre la piel del individuo y este, al
rascarse, ayuda a que los protozoarios se introduzcan por la picadura.

Una vez que los promastigotes entran al torrente sanguineo del nuevo
individuo infectado, invaden los macréfagos’ perdiendo el flagelo y
transformandose de nuevo en amastigotes, ahi se dividen hasta romper la
célula y contaminar la sangre, dejando en libertad microorganismos gue
seran fagocitados™ por otras células diseminando la infeccién a diferentes

18



4 ANTECEDENTES

drganos. El ciclo se cierra cuando este individuo es picado por el flebdtomo

hembra 34,

4.11 DIAGNOSTICO >34

El diagnostico se establece mediante la demostracion de la existencia
de los parasitos, los amastigotes logran visualizarse en frotis’, improntas’ o
biopsias” y los promastigotes por crecimiento en cultivos.

El diagndstico de laboratorio de las leishmaniasis se basa en la
aplicacion conjunta de métodos de diagnéstico directos e indirectos.

El método directo comprende la observaciéon del parasito, es el
mejor sistema para proceder al diagndstico de la leishmaniasis. Para ello
debe efectuarse la obtencién de muestras y, posteriormente, su observacién
al microscopio aplicando previa tinclén con los colorantes habitualmente
empleados en hematologia’.

La toma de muestras puede realizarse por varios métodos:

« Mediante un simple raspado de la lesidn.

» Efectuando incisiones de algunos milimetros sobre la lesion hasta alcanzar
la dermis” y efectuar un raspado.

« Biopsia con aguja.

Puncidn esplénica: consiste en realizar una biopsia en el bazo™ dada
la localizacion preferencial de los parasitos en este lugar, suele dejarse como
ultimo recurso por los riesgos asociados.

Aspirado de médula osea: Es el método mas utilizado, tanto por su
facilidad y seguridad de ejecucion como por su sensibilidad realizado por
puncién esternal en los adultos y de cresta iliaca en los nifios.
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El pardsito también puede buscarse en la sangre periférica o en la capa
de leucocitos’, higado, tracto gastrointestinal, nédulos linfaticos, liquido
pleural’, etc.

Frotis de sangre periférica:. efectuando un frotis de sangre
periférica a las lesiones o Ulceras, éste es positivo en un 50% de los casos.

El cultivo de las leishmanias es una técnica auxiliar para el diagndstico
directo, ya que permite el aislamiento del pardsito y facilita su deteccién.

La inoculacion’ en animales de experimentacién, realizada
habituaimente en el hdmster dorado y por via intraperitoneal’, puede ser de
gran utilidad en el caso de cepas de dificil crecimiento o de indculos
contaminados. Esta técnica presenta, sin embargo, el grave inconveniente de
su tardia positivizacion, ya que la investigacidn de los pardsitos,
generalmente en el bazo del animal, requiere unos 2-3 meses desde la
inoculacion.

Xenodiagnéstico™ Esta técnica consiste en dejar que insectos
procedentes de una colonia de laboratorio piquen e ingieran sangre de un
posible paciente para, al cabo de unos dias, proceder a su diseccién y
observar la posible presencia de Leishmania en su tubo digestivo; debido a
que presenta algunos inconvenientes, es una técnica aplicable Gnicamente en
centros de referencia capacitados.

El diagndstico indirecto de las Leishmaniasis se basa en la puesta en
evidencia de la respuesta inmune del hospedador, de tipo celular.

La prueba indirecta mds utilizada para el diagndstico de Ia
leishmaniasis cutanea es la intradermorreaccion de Montenegro, la cual
consiste en la inoculacién intradérmica de la solucidén de Leishmania que es
una suspensién estéril de promastigotes lisados’, fenicada y tamponada.

0
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La lectura, por la técnica del boligrafo, se realiza a las 48-72 h de la
inoculacién y se considera positiva cuando aparece una induracion” de un
didmetro igual o superior a los 5 mm. La interpretacién de los resultados
debe efectuarse teniendo en cuenta que, en una zona endémica, esta prueba
resulta positiva en aquellas personas que han tenido un contacto con el
parasito, resultara del mismo un cuadro clinico o una infeccién inexistente.
Por otro lado, se han detectado reacciones falsamente positivas en casos de
lepra, tuberculosis, epitelioma” maligno o farva migrans.

Para el diagnéstico serolégico’ de la leishmaniosis visceral se
dispone de una amplia gama de técnicas en las que el antigeno’ utilizado
procede casi siempre de promastigotes de Leishmania obtenidos de cultivos.
Debe tenerse en cuenta que las leishmanias presentan fracciones antigénicas
compartidas con otros parasitos kinetoplastidos, pudiendo existir reacciones
cruzadas entre ambos dando positivo para enfermos de amebiosis’,
paludismo’, tuberculosis, toxoplasmosis’, lepra y otras enfermedades
infecciosas.

La OMS recomienda la utilizacién conjunta de dos o mas pruebas para
incrementar la sensibilidad.

4.12 TRATAMIENTO *°

En 1908 fue demostrado el efecto tripanocida del tartaro emético v
comenzd a utilizarse en el tratamiento de LC en Brasil en 1912 y para LV en
Italia en 1915, sin embargo, resultd ser muy téxico y de dificil administracidn
terapéutica. En 1948 comenzaron a utilizarse los compuestos de antimonio
pentavalente como tratamiento contra Leishmania sp .
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La OMS ** reporta que en todas las formas de Leishmaniasis, excepto
en los casos de LCD, el medicamento de eleccion es el antimonio
pentavalente y es imprescindible un tratamiento sistémico’ prolongado. Sin
embargo, se recomienda que antes de efectuar cualquier tratamiento se
disponga de la confirmacion parasitologica.

Las principales presentaciones del antimonio pentavalente son:
Estibogluconato de sodio (Pentostam®)

Antimoniato de N-metilglicamina (Glucantime®)

CHiOH EHOH CHyOH

H—t—o Toedli K5 LT ]

< P T o e T o

“—; °_';: CHNHCH, Sh==0
Estibogluconato de sodio Antimoniato de N-metilglucamina

Debido a que el SbY tiene una rapida excrecién’ renal los tratamientos
suelen ser prolongados y sin periodos de descanso.
Leishmania visceral (LV).

La dosis general recomendada oscila entre 10-20 mg/Kg de peso
corporal de Sb" aplicadas minimo por 20 dias.

Para estos casos, los efectos secundarios que se presentan como
respuesta al tratamiento son: anorexia, vémito, nduseas, mialgia’, dolor de
cabeza, letargia’.
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Ante las recaidas y la falta de respuesta a los medicamentos
antimoniales, se utilizan: Pentamidina, Anfotericina B y Alopurinol %%

Anfotericina B

N |\ Alopurinol
N

Dada su toxicidad y menor eficacia solo deben emplearse cuando no
hay otra posibilidad.

Dosis aplicada y efectos secundarios:

Pentamidina.- Se administra en dosis de 4 mg/Kg de peso corporal
por un periodo de [5-25] semanas. Efectos secundarios: dolores localizados,
abscesos estériles, nduseas, vomito, dolor abdominal, hipotensién®, sincope’,
hipoglucemia” y diabetes mellitus’.

Anfotericina B.- Se administra diariamente por infusién intravenosa.
La dosis oscila entre [0.5-1] mg/Kg de peso corporal/dia. Efectos
secundarios: anorexia, nduseas, vomito, tromboflebitis’ localizada, fiebre y
escalofrios, aumento de urea y creatina’ en la sangre y anemia.
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Alopurinol.- Se administran de [6-10] mg/Kg de peso corporal 3
veces al dia durante 6 semanas.
Causa erupcion cutdnea, fiebre, leucopenia’y hepatitis.

Leishmaniasis Cutanea

Es necesaria la confirmacion parasitologica en el diagndstico.

Una vez confirmado, se administra estibogluconato de sodio o
antimoniato de N-metilglucamina ya que LC responde con rapidez a los
compuestos antimoniales 4,

Esporadicamente han dado buenos resultados la rifampicina vy la
isoniazida.

Se ha demostrado que miconazol vy lovastatin inhiben la proliferacién
de promastigotes in vitro de L.amazonensis y L.donovani*2,

Se han empleado también Ketoconazol, Benznidazol y Metronidazol:
pero solo han funcionado en casos muy especificos 2

Ketoconazol

7
n® Q

M

OH

A /
g im

Benznidazol Metronidazol
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La clorpromazina y otras fenotiazinas también han demostrado cierta
actividad contra casos especificos de Leishmania 2.

se s Nad

: /

iyl
Fenotiazina Clorpromazina

La Atovaguona gque es una hidroxinaftoquinona, la Cloroguina vy la
Mepacrina son antimalariales que han mostrado una actividad bioldgica
mayor a la que presenta la quinina, han sido recomendados para
tratamiento de leishmania 2.

Otros compuestos que han demostrado actividad tripanocida contra
Trypanosoma cruzi son la p- lapachona y los nitrofuranos derivados de
Nifurtimox y se presume que también seran activos contra leishmania 12,

1]
: iﬁ O/@/‘ HHICHICHICH 1 13MIC Hyly

) ] cl
Atovaquona
Cloroquina

Mepacrina

PAEC Iy MIH o T M
HyCi
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Nifurtimox p-Lapachona
0
O
O,N_ _0O _Hf’_\
™ !
CHy HyC CHy

Peters y colaboradores '? establecen que, en general, los principales
farmacos con actividad tripanocida presentardan una significativa actividad
leishmanicida y solo mostraran una variacién en los niveles de actividad
segln cada especie individual que cause la infeccion.

4.13 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LAS NQ's
4.13.1 ACCION DE LAS QUINONAS Y NQ's EN EL METABOLISMO™ DE
CELULAS VIVAS.

Las NQ's son una valiosa clase de compuestos que han sido utilizados
como agentes antimalaricos, antituberculosis, antibacterianos, antitumorales,
larvicidas, molusquicidas, hervicidas, fungicidas y también inhiben el
crecimiento y la sintesis de proteinas, DNA y RNA de Tripanosoma cruzi,
agente causal de la enfermedad de Chagas; tienen utilidad clinica en el
tratamiento de leucemia” y cadncer de préstata **. Dicha actividad bioldgica
se ha explicado gracias a sus propiedades redox, ya que las NQ's se reducen
con facilidad a naftohidroquinonas y éstas, a su vez, se reoxidan de nuevo a

NQ's (fig.11).

L ] L ]

Fig. 11
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Las propiedades redox de las Quinonas son importantes para el
funcionamiento de las células vivas, donde ciertos compuestos llamados
ubiguinonas (fig. 12) actian como agentes oxidantes bioguimicos para
mediar en los procesos de transferencia de electrones que participan en la
produccién de energia. Las uwbiguinonas llamadas también coenzimas Q son
componentes de las células de todos los organismos aerobios, desde la
bacteria mas simple hasta los humanos 15,

HyC—0

(EHCHIEH COH, ] H
L]

Lisegunans { e 1:10)

Fig. 12

La funcién de las ubiquinonas dentro de las mitocondrias”™ de las células
es mediar el proceso de respiracion” en que se transporta a los electrones
del agente reductor biclégico NAD(P)H al oxigeno molecular. Aunque el
proceso general comprende una serie compleja de etapas, el resultado es un
ciclo donde NAD(P)H se oxida a NAD(P)*, el O, se reduce a agua y se
produce energia. La ubiguinona solo actia como intermediario v permanece
inalterada ** como se muestra en el siguiente proceso.

Paso 1

Q OH
HyC—0 CH "
NADIPH + ° G 1 H,C—0 CHy 4 NAD(P)
e .
Forma reduckda Forma oxidada
Hyt—0 - HyC—0 "
o OH

a7
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Paso 2
OH
Hyc—0 CHy HyC—0 CHy
= '”2 D:. — -+ Hzﬂ
HyC—0 n HyC=0 i
H
Cambio neto:

NAD(P)H + ¥%20; + H* —* NAD" + H:0

4.13.2 COFACTORES": REACTIVOS QUIMICOS PARA LAS
TRANSFORMACIONES BIOLOGICAS

NAD(P)H

Los cofactores son los equivalentes bioldgicos de los reactivos de
laboratorio, excepto que los primeros siempre se reciclan. Los cofactores son
moléculas complejas que funcionan en combinacién con enzimas. Las
enzimas actian como catalizadores para controlar la velocidad de las
transformaciones bioldgicas y, como tales, permanecen intactas como
resultado de una reaccidon y al final de las transformaciones se debe
regenerar de nuevo el cofactor original.

Uno de los cofactores mas comunes que funcionan como agentes
reductores bioquimicos es el NAD(P)H Fosfato de Dinucledtido de
nicotinamida y adenina, (Fig.13) cuando se haya en su forma reducida
actia de manera formal como agente de transferencia de hidruro. No
obstante su complejidad estructural, este cofactor se comporta
quimicamente como los hidruros metdlicos complejos 6.
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Los dos procesos principales en el metabolismo de una célula viva son
la degradacién y la sintesis de macromoléculas tales como: proteinas,
carbohidratos y lipidos. El primero, es un proceso exotérmico puesto que se
transforman moléculas complejas en sencillas; un claro ejemplo es la via
glucolitica que consiste en |la oxidacion de glucosa a piruvato. El segundo es
endotérmico ya que parte de moléculas simples hasta sintetizar
macromoléculas, por ejemplo, la glucogenogénesis via en la que se
sintetiza glucdgeno™ a partir de glucosa. En ambos procesos se requiere del
almacenamiento y transferencia de energia respectivamente, energia que
debe estar disponible en todo momento gue la célula asi lo requiera. Como
ya se ha dicho, la pareja de oxidacion reduccion NAD(P)"/NAD(P)H se
encarga de dicho almacenamiento temporal y de la transferencia de energia,
aceptando energia cuando la molécula reducida se forma y liberandola

cuando esa misma forma se utiliza para reducir otros compuestos 1718,

HH O
oo L/
e oy
N e
0 o o = ‘h
HH: l
O==p=0- H MH,
T e o=p-0-

e | & I
i B o=t—0 Sy '?
o b

NADPH NADP*

Fig. 13
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Todo lo anterior aplica a Leishmania sp. ¥ Trypanosoma sp. ya que
ambos géneros son protozoarios, células eucariontes™ y aerobias 17118,

Ya que una serie de NQ's han sido probadas contra el género
Trypanosoma mostrando efectividad, se proponen como agentes
leishmanicidas debido a la similitud metabdlica y utilizando como una ventaja
la deficiencia de enzimas reductoras en ambos parasitos 1920,

Con tales antecedentes, se propone un mecanismo de accién de las NQ's en
el metabolismo de Leishmania sp.

4.14 MECANISMO DE ACCION DE LAS 1,4-NAFTOQUINONAS EN
SISTEMAS BIOLOGICOS

Naftoguinonareductasa
MAD(PIH + H" + 2 NQ —_— 2NQ" + MNAD{P)" + 2H*

0" + H;0; + (Fe)™ cyt"c® ———» 0; + HO' + HO + (Fe)® gyt 'c”

El paso 1 del mecanismo de accién consiste en la formacién del radical
NQ~ por accion del NAD(P)H que actia como agente reductor oxiddndose a
NAD(P)".
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En el paso 2 en sistemas biologicos aerobios, el radical NQ~ se oxida
rapidamente para regenerar la NQ, dando paso a la formacién del radical
anién superdxido.

Como mecanismo de autodefensa, el sistema bioldgico libera la enzima
(SOD) que cataliza la reaccion entre radicales superoxido que son altamente
reactivos, para producir H,0; como lo muestra el paso 3.

Finalmente, en el paso 4 de este mecanismo, el cytocromo "c" ubicado
en la cadena de transporte de electrones del proceso de respiracién 17, actia
como agente oxidante al pasar de Fe'* a Fe?* provocando la formacién del
radical oxhidrilo HO"

El punto critico de este mecanismo de accién para Leishmania sp. es el
paso N° 3 donde se produce H;0; ya que este no puede ser degradado
eficientemente a 0; y HzO (Fig. 14), puesto que el parasito mantiene en su
organismo muy bajas concentraciones de las enzimas catalasa v GPO que
son las responsables de catalizar esta reaccién 2.

MECANISMO DE ACCION DE LAS NQ's EN LAS CELULAS VIVAS

B SO0 Caminia
By Hylhy H0 + D,
mia aro
sdercinds Ta
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1M
W
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Fig. 14

B
rie
#FH"

31



4 ANTECEDENTES

4.15 ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE LAS NQ's

Stoppani y colaboradores ** demostraron los ciclos redox de una serie
de NQ's apoyados en sistemas enzimdticos, midiendo la produccién del
radical semiquinona, del anién superdxido y de perdxido de hidrégeno.
Sustentados en lo anterior, determinan la actividad tripanocida de o-NQ's
como la p-lapacona en Crithidia fasciculata y Leptomonas seymouri.

Los resultados indican que la enzima SOD se encuentra a
concentraciones muy elevadas en comparacién con la enzima catalasa en
ambas especies y por esta razén cuando son administradas las NQ's, la
reaccion de produccién de H;0; supera en mucho a la reaccion de
degradacion del mismo, aumentando su concentracién en el organismo del
parasito inhibiendo asi su crecimiento e incluso causandole la muerte.

Laurence y colaboradores 2*

sintetizan poliaminas y poliamidas
derivadas de 1,4-NQ's demostrando que tales compuestos pueden actuar
como inhibidores de la tripanotiona reductasa de Tripanosoma cruzi (TRTc).

Para medir el efecto de inhibicion que causan las NQ's sobre dicha
enzima, se emplea como prueba un inhibidor competitive” de TRTc, este es
comparado con el comportamiento de las NQ's probadas obteniendo que la
mayoria de estos compuestos presenta una inhibicién no competitiva” la cual
es mas representativa que la del inhibidor de prueba.

Las NQ's que presentaron la inhibicibn mas efectiva de TRTc,
exhibieron una potente actividad tripanocida in wvitro en cultivos de
Tripanosoma brucei v Tripanosoma cruzi.

Asi se determina que no solo los ciclos redox de las NQ's sino también
su capacidad de inhibicidn sobre TRTc permitirdn el desarrollo de nuevos

compuestos con actividad tripanocida.
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4.16 SUSCEPTIBILIDAD DE LEISHMANIA A H;0-

En un experimento realizado por Murray??, se analizd la susceptibilidad
de promastigotes de Leishmania tropica y Leishmania donovani a flujos de
H;0;. Los parasitos se expusieron a una reaccién enzimatica entre glucosa y
glucosa oxidasa la cual genera como uUnico intermediario de oxigeno al Hz0;;
se encontré que todos los promastigotes de L.tropica y la mayoria de
L.donovani fueron completamente inmovilizados o lisados por exposicion de
5 mmol de H;0s/min durante 1 hora.

En ambas cepas se abatid la muerte por la adicién de la enzima
catalasa.

También se efectuaron pruebas para determinar la susceptibilidad de
Leishmania tropica y L. donovani a otros intermediarios de oxigeno como Oy~
y OH mediante un sistema enzimatico de Xanthine y Xanthine oxidasa que
también produce H:0: determinando gue este ditimo es responsable de la
muerte de los parasitos, pero sin descartar la posibilidad de que Oy y OH
también puedan provocar tal efectoc a mayores concentraciones. De igual
manera la muerte se abatid con la adicion de catalasa, esto llevd a la
conclusién de que el protozoario Leishmania (las especies tropica y
donovani) son deficientes de las enzimas reductoras Catalasa y GPO
encargadas de completar el proceso de desintoxicacién del radical oxigeno,
desproporcionando el H;0; a H,0 vy O; como lo muestra la siguiente
reaccién:

Catalasa

2H202 — 5o

0, 2H,0
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Otro estudio, efectuado por Rabinovitch y colaboradores 2%, demuestra
la susceptibilidad de Leishmania mexicana a H;0; mediante la exposicion de
los parasitos a moléculas acarreadoras de electrones como fenazinas,
tiazinas y quinonas, estructuras que pueden ser reducidas a intermediarios
auto-oxidables y en el proceso dan paso a la formacién del anién superdxido
0; " el cual, se forma por la reduccion univalente del O3, también se forman
radicales téxicos de hidroxilo (OH').

Se logré la muerte de amastigotes de Leishmania mexicana a
concentraciones tales de este tipo de compuestos que no dafian a la célula
del huésped; de la misma manera se demostrd que estos compuestos
también inhiben el crecimiento o matan al promastigote de Leishmania
mexicana en cultivos.

Este estudio permitié determinar la concentracién de compuestos como
el bisulfito de menadiona a la cual se reduce en un 95% la infeccién causada
por Leishmania mexicana en macrofagos de hamster, establecida en 24 uM,
asi como la minima concentracion del mismo compuesto a la cual se reduce
el crecimiento de promastigotes en cultivo de L.mexicana, establecida en 5
pM.

4.17 REACCION DE ADICION CONJUGADA A GRUPOS CARBONILO

Una reacciéon muy importante que sufren los grupos carbonilo es la
adicién conjugada ** de nucledfilos.

Un grupo carbonilo se polariza de tal manera que el carbono del
carbonilo es electropositivo ¥ es posible trazar estructuras de resonancia
dipolares para representar este comportamiento (Fig. 15).
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& g
P — 1
N fr:,“"‘

Fig.15

Cuando se traza una estructura de resonancia similar para compuestos
carbonilicos «,p insaturados, la carga positiva es parte de un cation alilico y
es compartida por el carbono B, por tanto, este carbono en una cetona a,p
insaturada es un sitio electrdfilo y puede reaccionar con nucledfilos (Fig.16).

- Eﬁ_ B‘-: S0 DL TRGEL
0 Hs H £
P O N W
SN /iH%ﬂH\ AN
| o
S ELECTROFILD
Fig. 16

4.,17.1 ADICION CONJUGADA DE AMINAS: Las aminas primarias y
secundarias se unen a los compuestos carbonilicos a,p insaturados para
formar -aminocetonas y f-aminoaldehidos (Fig. 17).

+ RNH,

HHR

Fig. 17
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4.18 SINTESIS DE DERIVADOS DE 2-metil-1,4-naftoquinona.

La sintesis de los derivados de 2-metil-1,4-naftoquinona se efectla
seqln la técnica descrita por Laurence ?*? y colaboradores mediante la
adicion directa de las bencilaminas correspondientes sobre la naftoquinona
en una mezcla de EtOH/DCM.

4.19 MECANISMO DE REACCION

Se propone el siguiente mecanismo de reaccién 2*:



it

Adicién conjugada (1,4) R = -H, -OCH3,-NO,,-Cl, -Br, -CH3, -F y -CF3

o H-0-CH;-CHy
o -

:OJ R f OH S{HECH
I E + gj — . =% [FUr e,
o \J::N i ’ﬁ &wa
H
| i ;"R

OH OH
OH
H-G-CHzﬂHa
Oy — O — Y
N0 3.0
R 2 R

S
H-0-CH;CH; R
Oxidacion de la naftohidroguinona

&\_/ﬁ (& i s

¥ H +
5 g N Nﬁ
Q/#-H\l;\,‘@- \\O* OH o \\O\R

Mecanismo para la reaccién de sustitucién (1,4) de bencilaminas a la 2-metil-1,4-naftoquinona en EtOH
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4.20 PRUEBAS BIOLOGICAS

Las pruebas bioldgicas, también conocidas como Bioensayos, son la
medida de una respuesta en la materia viva a un estimulo determinado.

El estudio de compuestos bioactivos, ya sea que provengan de fuentes
naturales o que hayan sido sintetizados en un laboratorio, incluye la
realizacion de pruebas biolégicas en donde dichos compuestos representan el
estimulo aplicado a la materia viva.

En general, las pruebas biologicas se clasifican en dos tipos:

1. Aquellas en donde la medida puede ser el peso en gramos de los animales
de prueba antes y después del ensayo o bien, concentracion de proteinas,
grasas o carbohidratos segun la dieta.

2. En estas pruebas se mide una respuesta de "todo o nada" después de
haber aplicado una dosis variable de algin compuesto, se registra la
muerte o supervivencia de los animales de prueba después de un periodo.

Para este trabajo resultan de mayor utilidad las pruebas bioldgicas del
segundo tipo ya que permiten determinar parametros como la Concentracion
Letal media CLsp que es aquella concentracién del compuesto en estudio que
provoca la muerte del 50% de los animales de prueba que en este caso
serdn larvas de Artemia salina 26,

Existen muchos procedimientos para efectuar bicensayos, sin
embargo, algunos requieren de un gran numero de animales de prueba,
tejidos que deben aislarse previamente o sistemas bioquimicos que suelen

k3
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ser complicados y de alto costo; a diferencia, el uso de Artemia salina para
probar compuestos bicactivos es sencillo y rapido, de bajo costo, se adapta
perfectamente a las condiciones de un laboratorio v se ha empleado para
este fin desde 1956 por lo que ya se tienen estandares de referencia. Estas
son las principales razones por las que en este trabajo se ha determinado la
concentracion letal media de los compuestos sintetizados con esta especie 27,

4.21 Artemia salina

La Artemnia salina es un pequefio crustdceo’ perteneciente a la subclase
Branchiopoda orden Anostraca, vive en las aguas salobres” e hipersalinas de
todo el mundo. Su gran tolerancia a amplios intervalos de salinidad que varia
entre 10 - 220 g/L facilita su cultivo y estudio.

Los huevos de Artemia salina son colectados cuando se evapora el
agua de los lagos o depdsitos salados, al estar deshidratados son muy
resistentes y pueden ser almacenados por largos periodos de tiempo y por
esta razén estan disponibles comercialmente manteniéndolos en
refrigeracién a 5°C.

Los huevecillos eclosionan™ al estar en contacto con agua salada y
pasando las primeras 48 horas de vida es el momento éptimo para efectuar
un bicensayo como el que requerimos en este trabajo.
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Considerando lo siguiente:

1. En la liceratura existen reportes que indican que las NQ's tienen
efectividad como  antimalaricos, antituberculosis, antibacterianos,
antitumorales, larvicidas, molusquicidas, hervicidas, fungicidas y también
como inhibidores del crecimiento y la sintesis de proteinas, DNA y RNA de
Tripanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas.

2. Las NQ's presentan ciclos redox reduciéndose a las naftohidroquinonas
correspondientes y reoxidandose con facilidad a NQ's, actuando solo como
transportadoras de electrones en sistemas biolégicos generando, en este
proceso, al radical superoxido.

3. El radical superdxido en sistemas bioldgicos se transforma a peroxido de

hidrégeno en una reaccion catalizada por la enzima S0D (1).
S0D
0;" + 0 + 2H' ——— H;0; + 0;

El peroxido de hidrdgeno se transforma en agua y oxigeno molecular en
una reaccion catalizada por las enzimas Catalasa y GPO (2).

Catalasa

2H0, — (oo™ 0, 2Hy0



5 HIPOTESIS

4. Los ciclos redox de las NQ's pueden desencadenarse por la presencia del
cofactor NAD(P)H/NAD(P)*

5. El cofactor NAD(P)H/NAD(P)"* actia almacenando y transfiriendo energia
en el metabolismo del protozoario Leishmania sp., al igual que en todas
las células.

6. El protozoario Leishmania sp. es deficiente de las enzimas reductoras
Catalasa y GPO.

Por todo lo anterior podemos pensar que al aplicar dosis especificas de los
derivados de 2-metil-1,4-NQ's que hemos sintetizado al protozoario
Leiahmania sp. se desencadenara la produccion de H;0; que conducird a la
inhibicién del crecimiento e incluso la muerte del parasito.
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General;

« Sintetizar una serie de compuestos derivados de 2-metil-1,4-naftoguinona
con sustituyentes en la posicion 3, los cuales son bencilaminas para-

sustituidas.
Q
SON
!_ ‘\ POSICION 3
2-metil-1,4-naftoquinona
Particular:

» Sintetizar los siguientes compuestos:

Kﬁ.
(1) (2)
Ei qur\@\w (ir
r O
(3) (4)
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o ce=ny

(5) (6)
:; :'\G\ @i g3
(7) (8)

1 3-(bencilamino)menadiona

2  3-(p-metoxibencilamino)menadiona
3 3-(p -nitrobencilamino)menadiona
4  3-(p -clorobencilamino)menadiona
5 3-(p -bromabencilamino)menadiona
6 3-(p -metilbencilamino)menadiona

7  3-(p -fluorobencilamino)menadiona

8 3-(p -(trifluorometil}bencilamino)menadiona
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= Purificar dichos compuestos y realizar su correspondiente caracterizacion
mediante técnicas espectroscopicas (IR, EM, RMN'H, RMN'*C, HETCOR,
FLOCK Y COSY).

= Evaluar la actividad larvicida de los compuestos sintetizados frente a
Artemia salina.






7.1 SECCION EXPERIMENTAL: PARTE QUIMICA

7.1.1 SINTESIS ORGANICA

En un matraz bola de tres bocas provisto con agitador magnético vy
protegido de la luz con papel carbdn, se adicionan 0.5 g (2.9 mmol) de 2-
metil-1,4-naftoquinona, 11.6 mL de etanol (EtOH) y 2.9 mL de
diclorometano (DCM).

Dos bocas del matraz se tapan con septum, se inicia la agitacion
magnética y enseguida se adicionan gota a gota 5.8 mmol de la bencilamina
para-sustituida correspondiente.

Por un septum, se inyecta Nz, el sistema es purgado por la tercera
boca del matraz y enseguida se sella con parafilm. Se mantiene en agitacion
por un periodo entre 60 y 75 horas segun la bencilamina utilizada.

Para los casos en los que la amina esta como clorhidrato, este se
disuelve en una cantidad minima de agua vy se lleva a pH > 9 con NaOH al
5%. La amina libre es extraida con tres fracciones de S5 mL cada una de
DCM, el volumen total del mismo se seca con Na;S04 anhidro y se separa
por decantacion, el exceso de DCM es evaporado en el rotavapor hasta un
volumen de aproximadamente 3 mL los cuales son adicionados al matraz
bola de tres bocas como ya se ha explicado.

7.1.2 PURIFICACION ?°

Transcurridas las 60-75 horas de reaccidn, en cada una de las
reacciones se forma un sdlido colorido (a excepcién de los compuestos 1 y
2), el cual es filtrado bajo vacio y lavado con hexano, se deja secar, se
registra el punto de fusién y se determina el rendimiento.
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Para los compuestos 1 y 2, es necesario purificar por cromatografia en

columna. Se utiliza una columna de vidrio de 20 cm de alto y 4 cm de
didmetro conectada a una bomba de aire, el flujo de aire se regula colocando
una pinza Mohor en una "T" de la manguera de la conexién. La columna se
empaca con 60g de silica gel utilizando como disolvente una mezcla de
hexano con trietilamina al 1%. Se adiciona una fina capa de arena de mar
seca (previamente lavada con HCI al 5% v abundante agua hasta obtener
pH neutro) sobre la silica.

A la mezcla de reaccién, se le evapora el disolvente en el rotavapor
hasta llegar a un volumen aproximado de 5 mL, esta cantidad de muestra es
adicionada a la columna con ayuda de una pipeta Pasteur, al encender la
bomba la muestra eluye con una mezcla de disolvente hexano-acetato de
etilo 70:30. Se colectan fracciones de 10 mL cada una. Para cada fraccién se
aplica la técnica de cromatografia en capa fina y de este modo se determina
en cual o cuales esta presente el producto, aquellas que son seleccionadas se
mantiene a temperatura ambiente y se permite la evaporaciéon lenta del
disolvente (aproximadamente 24 horas) observandose la formacion de
cristales coloridos los cuales, se filtran y lavan con hexano; se dejan secar,
se registra punto de fusién y se determina rendimiento.

7.1.3 EQUIPO

La evaporacion de los disolventes en las mezclas de reaccidn se llevo a
cabo en un rotavapor BUCHI R-124. Para el revelado de las placas de
cromatografia en capa fina, se utilizd una lampara de luz ultravioleta
SPECTROLINE UL 977C.



Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns v no

estdn corregidos.

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotémetro FT-IR
Perkin-Elmer modelo 1605. Todos los compuestos fueron sdlidos y para
aplicar la muestra se utilizd la técnica de pastilla de KBr.

Los espectros de masas (EM) se realizaron en un espectrometro marca
JOEL modelo I1SM-SX 102A. Se utilizé como técnica de ionizacién el impacto
electrdnico.

Los espectros de RMN'H se determinaron en un espectrémetro VARIAN

INOVA 300 a 300 MHz empleando como disolvente cloroformo deuterado
(CDCl5) y como patron de referencia tetrametilsilano (TMS). Para cada
compuesto se realizé intercambio son agua deuterada (D:0).
Los espectros de RMN'*C, HETCOR y FLOCK se determinaron en un
espectrometro VARIAN INOVA 300 a 75 MHz empleando como disolvente
CDCl; y como patrdon de referencia (TMS). Los espectros de COSY se
determinaron en un espectrometro GEMINI a 200 MHz disolviendo la muestra
en CDCls.

7.2 PARTE BIOLOGICA
7.2.1 PRODUCCION DE Artemia salina
Fig.18
En un recipiente de plastico de 6cm de alto por 10cm de
@ ancho por 18.5cm de largo con una separacion en el
centro formando dos compartimentos conectados entre si por el fondo del

mismo (Fig. 18), se adicionan 300mL de agua de mar artificial la cual fue
preparada disolviendo 38 g de sal de mar artificial en 1L de agua destilada.
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En un compartimento se colocan 15 mg de quistes de Artemia salina

evitando que se peguen en las paredes del recipiente y se tapa para proteger
de la luz, el otro compartimento se mantiene abierto.

El recipiente es colocado bajo una lampara de luz blanca durante 48
horas hasta que los quistes eclosionen liberando las larvas de A.salina.

7.2.2 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES
Se preparan 7 soluciones del compuesto de prueba cuyas
concentraciones requeridas son las siguientes:

SOLUCION CONCENTRACION (mg/mL)
E!EI'ICD - T D o .
A I 10
8 S 1
C 0.5
D 0.1
- E 005
F h 0.01
G 0.005
H 0.001

Para preparar la solucion A, se pesan 10 mg del compuesto de prueba

y se disuelven en 10 mL de acetona.

B: Se toman 5 mL de A y se afora a 10 mL con acetona.
C: Setoma 1 mLdeA y se afora a 10 mL con acetona.
D: Se toman 5 mL de C y se afora a 10 mL con acetona.
E: Setoma 1 mlLde Cy se aforaa 10 mL con acetona.
F: Se toman 5 mL de E y se afora a 10 mL con acetona.
G: Setoma 1 mL de E y se afora a 10 mL con acetona.
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De cada solucion se tomaron 0.5 mL y se colocaron en un tubo de

ensayo, por triplicado como se muestra en la Fig. 19.

Bco A B C D E F G H
Fig. 19
El blanco solo contieng acetona.

Se dejan por 24 horas hasta que se evapore el disolvente por
completo. Pasando este tiempo se adicionan 50 uL de DMSO, 2 mL de agua
de mar artificial, 10 larvas de Artemia salina vivas vy se afora a 5 mL con
agua de mar artificial, esto se repite en ese orden para cada tubo.

Después de un periodo de 24 horas, se hace un conteo de larvas vivas
y muertas en cada tubo de ensayo.

7.2.3 DETERMINACION DE CLsg
Para determinar la CLsp se utilizdé el método de Reed-Muench 39,

Los datos deben ser registrados como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla de registro

1 2 3 4 5 5]

Dosis | Animales | Animales | Animales vivos | Animales muertos % de mortalidad
Vivos Muertos acumulados acumulados
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La columna 1 se llena con los datos de las concentraciones utilizadas
del compuesto de prueba en unidades de partes por millén (ppm).

En la columna 2 se registra el nimero de Artemias que sobrevivieron
después de 24 horas de estar expuestas a cada concentracién. De igual
manera, la columna 3 registra las Artemias muertas en cada caso.

En la columna 4, el nimero de Artemias vivas acumuladas se calculara
tomando en cuenta que si a la concentracion D, por mencionar un ejemplo,
sobreviven 11 Artemias, estas sobreviviran en todas las concentraciones
menores a D y por tanto se suman todas las sobrevivientes en dichas
concentraciones. Con el mismo razonamiento se llena la columna 5 pero
ahora con las Artemias muertas.

En la columna 6 se calcula el porcentaje de mortalidad con base en un
total de Artemias vivas expuestas en cada concentracion.

En este método es importante incluir las concentraciones limite, es
decir, aquella en la que no muere ninguna Artemia y aquella en la que
mueren todas.

El valor de la CLsp se obtiene gréficamente representando las columnas
4 y 5 de la tabla de registro en un mismo sistema de ejes. El punto donde las
curvas se crucen representara la dosis en la cual el nimero de animales que
mueren con esta o cualquier dosis mayor es igual al nimero de animales que
viven con esta o cualquier dosis menor, esto es la concentracién letal media.

7.3 REACTIVOS Y MATERIAL

Todos los reactivos guimicos y el material necesario para la parte bioldgica
utilizados en este trabajo se presentan en la siguiente tabla.
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REACTIVOS

Hombre Aspecto Fisico p{g/mL) | PM (g/mol} | P.f (%) P.e (°c) Marca
2-metil-1,4-naftoquinona Salido. Polva amarillo - 172.18 105-107 - ALDRICH
Bencilamina Liquido, incoloro, mal olor 0.981 107.15 10 184-185 ALDRICH
4-metoxibencilamina Liguido, incoloro, mal clor | 1.050 137.17 = 236-237 ALDRICH
4-nitrobencilamina, Salido color blanco - 188.62 - - ALDRICH
clorhidrato de
4-clorobencilamina Liguide, incolerg, mal clor 1.164 141.598 = 215 ALDRICH
4-bromobencilamina, Salido color blanco - 222.52 - 274-276 ALDRICH
clorhidrato de
4-metilbencilamina Liguido, incoloro, mal olor 0.952 121.18 12-13 195 ALDRICH
4-flusrobencilamina Liguido, incoloro, mal olor |  1.095 125.14 = 183 ALDRICH
4-(trifluorometil}bencilamina | Liquido, incoloro, mal olor 1.229 175.15 -

Trietilamina Liguide, incoloro, mal olor 0.835 116.32 = B8.8 MERCK

MaOH R.A. Se preparo solucidn al 5% - 40 - - Mallinckrodt
AR

HCl Se preparo solucian al 5% - 36.46 - - Mallinckrodt
AR

| Na;S04 Sdlido blanco - 142.04 884 . ALDRICH

Etanol absolute Liguide incolora 0.801 47.08 - 7B-79 J.T.BAKER

Cimetilsulféxido Liquide incolora 1.10 78.13 18.45 189 MERCK

Diclorometanc R.A. Liguideo incolora 1.315 B4.94 = 39.75 REASOL

Acetato de Etilo Liquido incolora

Hexano Liquido incoloro FUERON DESTILADOS ANTES DE USARSE

Acetana Liquide incoloro

Nitrdgeno Gas Seco y libre de oxigeno AGA GAS |

Silica gel 70-230um __ maya de 60 A ALDRICH

Sal de mar artificial Instant Ocean Libre de fosfatos y nitratos AQUARIUM

SYSTEMS
Quistes de Artemia salina Técnica Acuamarina S.A de C.V. Sinalea México QOHUIRA




8
RESULTADOS




8 RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACION FisSICA DE

SINTETIZADOS.

LOS COMPUESTOS

Se sintetizaron ocho aminas derivadas de 2-metil-1,4-naftoquinona
utilizando una serie de bencilaminas con diferentes sustituyentes en la posicion
“para" ,los cuales, estan representados con la letra "R".

CH,

Propiedades fisicas y rendimiento de los compuestos sintetizados.

11

T

Compuesto| R Formula Apariencia | P.M. | Punto de | Rendimiento |
(N - molecular fisica | (g/mol) | fusién (°c) (%)
;| H CigHisNO2 Agujas 277 [84-86] 38.24
{ TS T R R
2 | OCHj | CigH17NO3 Agujas 307 | [94-96] 49.82
1] rojo-vino :
3 NO; [CigHisNz04 | Polvorosa | 322 [[204-205] 63.55
4 Cl | CygH14CING; | Polvo rojo 311 [134-135] 99.05
'S | Br |CygHi4BrNO; | Polvo café | 356 |[[131-132]] 71.63
cobrizo
& CHs | CygHy7NO2 Polvo rojo 291 [114-115] 80.39
i.Quemado |
7 F [CigH1aFNO2 Polvo 295 ([109-110] B81.21
anaranjado N
8 CF3 [CigHysFsNO: © Polvo 345 |[[138-139] 95.96
| naranja-
rojo -
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8.2 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

2-metil-1,4-naftoquinona (menadiona)

o
-
o
Formula: Cy;Hg03
Peso molecular: 172 g/mol

Punto de fusién: [ 105-107 ] °C
Apariencia fisica: Sélido, polvo fino color amarillo intenso.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones
C=0 (cetona a,p insaturada) v = 1664.59 Banda fina de intensidad fuerte.
Aromatico v = 1592.79 Banda fina de intensidad media.
-CH;- v=2919.17 Banda fina de intensidad débil.
-CH; v = 2957.22 Banda fina de intensidad débil.
8s = 1378.70 Banda fina de intensidad débil.

ESPESTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mfz = 172
Pico base m/fz = 172
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Referencia: TMS Disolvente: CDCls Rf: 300 MHz

b
| 2
- a H
H
"
|
B y H
: : i
H o
bl

Se observan cuatro sefiales que corresponden a cuatro tipos de proton.

Desplazamiento Constante de
Posicién quimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a, a' 7.719 (2 H) Seiial maltiple La multiplicidad presente no permite
b, b’ B.057 (2 H) Sedfal multiple calcular las constantes.
C 2.195 (3 H) Singulete
6.834 (1H) Singulete




8 RESULTADOS

Disolvente: CDCls Rf: 75 MHz
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Posicién del atomo de C Desplazamiento quimico & (ppm)

1 133.541
1 133.477
2 126.399
2 125.966
3 132.147
3' 132.061
4 185.404
5 184.835
6 148.058
7 135.564
8 16.373
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8 RESULTADOS

3 -(bencilamino)menadiona

O

Formula: CigHisNO2

Peso molecular: 277 g/mol

Punto de fusion: [ 84-86 ] eC

Apariencia fisica: Sdlido cristalino en forma de agujas color rojo vino intenso.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia [Cﬂ'l-l} Observaciones

N-H v = 3325.10 Banda fina de intensidad fuerte.
C=0 [cetona a,p insaturada) v = 1669.46 Banda fina de intensidad fuerte.
C=C (cetona a,p insaturada) v = 1604.87 Banda fina de intensidad fuerte.

C-H (insaturado) v = 3021.20 Banda fina de intensidad muy débil.
Aromatico v = 1526.81,1568.13 Bandas finas de intensidad fuerte.
Monosustitucion v = 697.98, 723.68 Bandas finas de intensidad débil y media.
CH4 b = 1372.41 Banda fina de intensidad muy débil.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mfz = 277
Pico base mfz = 277

_——-
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8 RESULTADOS

Referencia: TMS Disolvente: CDCl; Rf: 300 MHz

Se observan ocho sefiales que corresponden a ocho tipos de proton.

Desplazamiento Constante de
Posicion quimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrade en 7.678 Doble de doble de doble i ortay =7.5
(1 H) {semejante a un triplete dobleteado) T (meta) =1.5

a' Centrado en 7.58 Doble de doble de doble L ooy =7-5
(semejante a un triplete dobleteada)

(1 H) Jyv (meay =1.5
b Centrado en 8.044 Doblete dobleteado Joa fortay =7.8
{1 H) Joat (metay =1.3
Jot tpaeny =0.6
b’ Centrado en 8.006 Doblete dobleteado Yy jorey =7.8
(1 H) Yy prantay =1:5
Jow (paew) =0.6
c 2,225 (3 H) Singulete
d 5.56 (1 H) Singulete
e 4.742 (2H) Singulete
f Centrado en 7.3 (2 H) Sefial multiple La multiplicidad de las sefiales
g Centrado en 7.3 (2 H) Sefial multiple no permite medir las constantes
h Centradoen 7.3 (1 H) Sefial miltiple de acoplamiento.

La sefial de §= 5.56 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.
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Disolvente: CDCls Rf: 75 MHz

Posicidn del atomo de C Desplazamiento quimico & (ppm)

1 134.293
1" 131.912
2 126.206
2 126.010
3 133.350
3 130.287
4 183.681
5 182.383
6 113.063
7 145.984
8 11.181
9 49,332
10 138.644
11 127.070
12 128.956
13 127.794
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3 - (p -metoxibencilamino) menadiona

o

CHy
LI
o L)
5
CHy
Farmula: CioHy7sNO4

Peso molecular: 307 g/mol
Punto de fusién: [ 94-96 ] °C
Apariencia fisica: Sdlido cristalino en forma de agujas color rojo-vino

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones

N-H v = 3329.78 Banda fina de intensidad fuerte.
C=0 (cetona a,p insaturada) v = 1669.98 Banda fina de intensidad fuerte.
C=C (cetona a,p insaturada) v =1603.23 Banda fina de intensidad fuerte.
C-H (insaturado} v = 2984.27 Banda fina de intensidad muy débil.
Aromadtico v =1526.83,1565.95 Bandas finas de intensidad fuerte.
-0CH; v = 2833.77 Banda fina de intensidad muy débil,
-CH3z- v =2926.20 Banda fina de intensidad muy débil.
-CH35 s = 1375.40 Banda fina de intensidad muy débil.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

lon molecular mfz = 307
Pico base m/z =121
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Referencia: TMS Disolvente: CDCls

Rf: 300 MHz

Se observan ocho sefiales que corresponden a ocho tipos de protdn.

Desplazamiento Constante de
Posicion quimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.683 Doble de doble de dable, Jab tortny) =765
(1 H) {serejante a un triplete dobleteado) T L5
a Centrado en 7,583 Doble de doble de doble. Jiv (oo =7.65
(1 H) {semejante a un triplete dobleteadao) P I s 1.2
b Centrado en 8.089 Doblete dobleteado Jba formy =765
(1 H) Jour (meta) =1.5
Jow (para) = o se observa
b Centrado en 8.004 Doblete dobleteado Yot fortny =7.35
{1 H) Yeva ety =1.5
i {para) = NO ¢ ObSErVD
c 2.247 (3 H) Singulete
d No se observa
e 4.675 (2 H) Singulete
f Centrado en 7.223 (2 H) Doblete oy = B.7
g Centrado en 6.898 (2 H) Doblete oty = 6.6
Jinea) = 2.1
h 3.812 (3 H) Singulete
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Disolvente: CDCl; Rf: 75 MHz

Posicion del atomo de C Desplazamiento quimico & (ppm)

1 134.312
1 131.926
2 126.230
2 126.034
3 133.401
3 131.926
4 183.714
5 182.411
5] 114.072
7 145.956
8 11.303
) 49.066
10 130.315
11 128.592
12 114.361
13 159.272
14 55.322

1
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8 RESULTADOS

3 - ( p - nitrobencilamino) menadiona

Formula: CigHyaN204

Peso molecular: 322 g/mol

Punto de fusion: [ 204-205 ] °C

Apariencia fisica: Sdlido, polvo fino color rosa mexicano.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones
MN-H v =3329.11 Banda fina de intensidad media.
C=0 (cetona a,f insaturada) v = 1669.31 Banda fina de intensidad medial.
C=C (cetona a,p in;aturada} v = 1602.33 Banda fina de intensidad media.
Aromatico v = 1570.01 Banda fina de intensidad media.
-CHz- v = 2929.33 Banda fina de intensidad muy débil.
-NO2 vg = 1341.10 Bandas finas de intensidad fuerte.
vas = 1512.09

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mfz = 322
Pico base m/z = 322
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Referencia: TMS Disolvente: CDCly Rf: 300 MHz

]

H“"‘ﬂ [} "/‘

Se observan siete sefiales que corresponden a siete tipos de protén.

Desplazamiento Constante de
Posicién Quimico &8 (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.705 Dotle de doble de dobie T fortey =7.5
(1 H) (semejante a un triplete dobleteado) Yoot o #1:5
a' Centrado en 7.620 Dobie de dobie de doble Jawt fortey =75
(1H) [semejante a un triplete dobleteado) Ju prnee) = 1.5
b Centrado en 8.059 Doblete dobleteado Jbu (orrey =7.65
{1 H) Joa fmeta) =1.35
Joet (paray =0.6
b' Centrado en B.019 Doblete dobleteado Jowtortey =7.5
(1 H) s (metay =1.35
Jot (parsy =0-8
c 2.123 {3 H) Singulete
d 6.393 (1 H) Singulete
e 4.882 {2 H) Singulete
f Centrado en 7.505 (2 H) Sefial multiple Yoorioy = 5.9
g Centrado en B.224 (2 H) Sefial mdltiple Yortoy = B.7

La seiial de 6=6.393 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.
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Disolvente: CDCls Rf: 75 MHz

Posicion del atomo de C Desplazamiento quimico & (ppm)

1 133.994
i 131.790
2 125.772
2' 125.702
3 132.701
3 125.984
4 183.088
5 181.888
6 113.507
7 146.927
8 10.612
9 47.847
10 146.680
11 127.121
12 123.685
13 145.419
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3-(p-clorobencilamino)menadiona

a
(LI,
o
o
[=]
Farmula: CigHis Cl NO3
Peso molecular: 311 Qfl'ﬂﬂr

Punto de fusion: 134 @ C
Apariencia fisica: Sdlido, polvo fino color rojo.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones

N-H v =3329.28 Banda fina de intensidad fuerte.
C=0 (cetona a,p insaturada) v = 1668.64 Banda fina de intensidad fuerte.
C=C (cetona o,f insaturada) v = 1602.40 Banda fina de intensidad fuerte.
Aromatico v =1501.70,1566.87 Bandas finas de intensidad fuerte.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mfz = 311
Pico base mfz = 311
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Referencia: TMS Disolvente: CDCls

Rf: 300 MHz

Se observan siete sefiales que corresponden a siete tipos de protdn.

Desplazamiento

Constante de

Posicidn quimico 5 (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.684 Deble de doble de doble Yt Gory =75
(1 H) (semajante a un triplete dobleteads) D frmata) =1:2
a' Centrado en 7.588 Doble de doble de doble v ooy =7.5
(1 H) {semejante a un triplete dobleteado) S iy =05
b Centrado en 8.078 Doblete dobleteado Joa portey =7.8
(1 H) Joit (meea) =1.35
dit (para) =0.5
b' Centrado en 8.005 Doblete dobleteado Yow fony =7.5
{1 H) s ey =1.5
vt (parmy =0.6
c 2.188 (3 H) Singulete
d 5990  (1H) Singulete
e Centrado en 4.702 (2 H) Doblete
i Centrado en 7.230 (2 H) Sefial multiple Yooy = 5.6
a Centrado en 7.333 (2 H) Sefial multiple Jianey = 6.45

La sefial de §= 5.990 ppm desaparece en €l espectro de intercambio con D;0.
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Disolvente: CDCls Rf: 75 MHz
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Posicién del &tomo de C Desplazamiento quimico 5 (ppm)

1 134.338
1 132.006
2 126.230
2' 126.024
3 133.591
3 130.239
4 183.655
5 182.302
<] 113.476
7 145.794
a8 11.144
9 48.595
10 137.240
11 128.353
12 129.100
13 133.240
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3-(p-bromobencilamino)menadiona.

e

Formula: CigHyq Br NO:

Peso molecular: 356 g/mol

Punto de fusion: [131-132] oC

Apariencia fisica: Sélido, polvo fino color café cobrizo brillante.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones

MN-H v = 3324.90 Banda fina de intensidad fuerte.
C=0 (cetona o, insaturada) v = 1667.34 Banda fina de intensidad fuerte.
C=C (cetona o, insaturada) v=1602.34 Banda fina de intensidad fuerte.
C-H (insaturado) v = 3065.61 Banda fina de intensidad muy débil.
Aromatico v = 1516.64,1569.18 Bandas finas de intensidad fuerte.
CHs & = 1365.78 Banda fina de intensidad muy débil.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular m/fz = 355
Pico base m/fz = 355
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Referencia: TMS Disolvente: CDCl; Rf: 300 MHz

HH“‘:H HH‘/

Se observan siete sefiales que corresponden a siete tipos de protén.

Desplazamiento Constante de
Posicidn guimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.688 Doble de deble de doble et fortey =7.5
(1 H) (semefante a un triplete dobleteadao) ) RN ) -
a' Centrado en 7.594 Bobic de doblc de doblc Jaw fortay =73
(1 H) {semejante a un triplete dobleteado) R e
b Centrado en B.082 Doblete dobleteado Joa toreey =78
{1 H) Jor (masy =1.35
ot (paray =0.5
b’ Centrado en 8.011 Doblete dobleteado Jes joey =7.B5
(1 H) Jera (meta) =1.33
Jerm (parsy =0.6
= 2187 (3 H) Singulete
d 5992 (1H) Singulete
e 4688 (2H) Singulete
f Centrado en 7.175 (2 H) Sefial multiple Yoty = 8.7
i1 Centrado en 7.492 (2 H) Senal multiple Yoy = B.7

La sefial de 6= 5.992 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.
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Disolvente: CDCly  Rf: 75 MHz

S b 17
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Posicion del Atomo de C Desplazamiento quimico 5 (ppm)

1 134.370
1' 134.370
2 126.267
2 126.066
3 133.259
3 130.261
<4 183.692
5 182,330
6 113.549
7 145.803
8 11.167
9 48.659
10 137.786
11 128.685
12 132.079
13 121.675
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8 RESULTADOS

3-(p-metilbencilamino)menadiona.

l:ll:,
Ll
e CH
Formula: CysHyzNOs
Peso molecular: 291 g/mol

Punto de fusidén: [ 114-115 ] °C
Apariencia fisica: Solido, polvo fino color rojo oscuro.

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones

MN-H v =3322.53 Banda fina de intensidad media.
C=0 (cetona o,p insaturada) v = 1667.37 Banda fina de intensidad fuerte.
C=C (cetona a,[} insaturada) v = 1606.71 Banda fina de intensidad fuerte.
Aromatico v = 1498.19, 1571.03 Banda fina de intensidad fuerte.
-CHa- v = 2919.80 Banda fina de intensidad muy débil.
CHs 8 =1372.31 Banda fina de intensidad muy débil.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mfz = 291
Pico base mfz = 291

mn
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Referancia: TMS Disolvente: CDClz Rf: 300 MHz

= u,/{‘

H(f""—-l'
¥— R
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h""ﬂ-’ .j/ CHy a——
) A

Se observan ocho sefiales que corresponden a ocho tipos de protén.

Desplazamiento Constante de
Posicion quimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.669 Doble de doble de doble X (ortey =7.35
(1 H) {semejante a un tripiete dobleteado) Lt (mata) =1.5

a' Centrado en 7.569 Doble de doble de doble Lo joney =7.5
[sermejante un triplete dobleteado)

{1 H) Liw imetay =1.5
b Centrado en 8.076 Doblete dobleteado Yoo tonsy =7.85
{1 H) dat (metay =1.5
Yow (paray =0.6
b’ Centrado en 7.994 Doblete dobleteado Yoat tortoy =7.65
{1 H} Yo :nn:u:|=1+5
Yob tparsy =0.6
= 2.226 (3 H) Singulete
d 5.988 (1H) Singulete
e 4.691 (2 H) Singulete
f 7.173 (2 H) Singulete
o] 7173 (2 H) Singulete
h 2.344 (3 H) Singulete

La sefial de 8= 5.988 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.

- — — — — — — —— — ]
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Disolvente: CDCls Rf: 75 MHz

Posicién del &tomo de C Desplazamiento quimico 5 (ppm)

1 134.247
1' 131.851
2 126.171
> 125.980
3 133.377
3 130.293
& 183.646
5 182.380
& 112,912
7 146.017
8 11.194
9 49,155
10 137.522
11 127.078
12 129.596
13 135.582
14 21.069

3
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8 RESULTADOS

3-(p-fluorobencilamino)menadiona.

.

Formula: CygH1sFNO;

Peso molecular: 295 g/mol

Punto de fusion: [ 109-110 ] °C

Apariencia fisica: Polvo fino color anaranjado

ESPECTROSCOPIA DE IR

Grupo Funcional Frecuencia (cm™) Observaciones

N-H v = 332B8.8B8 Banda fina de intensidad media.
C=0 (cetona o, insaturada) v = 1670.57 Banda fina de intensidad media.
C=C (cetona a,p insaturada) v = 1602.42 Banda fina de intensidad media.
Aromatico v =1506.59,1566.23 Bandas finas de intensidad fuerte y media.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular mjfz = 295
Pico base mfz = 295
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Referencia: TMS Disolvente: CDCla Rf: 300 MHz

Se observan siete sefiales que corresponden a siete tipos de protdn.

Desplazamiento Constante de
Posicién quimico & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrado en 7.687 Doble de doble de doble Yoo tortey =7.5
(1 H) {semejante a un triplete dobleteado) T
a Centrado en 7.591 Dobie de dobie de doble av forto) =7.5
(1 H) {semejante a un triplete dobleteado) Yav (metay =1.5
b Centrado en 8.085 Doblete dobleteado dbi fore} =75
(1 H) Your (s =1.35
o tparay =0.6
b' Centrado en 8.009 Doblete dobleteado Jost tartay =7-5
(1 H) Jos (o) =1.35
Jon (parsy =0.6
c 2.214 (3 H) Singulete
d 5948 (1 H) Singulete
e 4,706 (2 H) Singulete
f Centrado en 7.273 (2 H) Sefial multiple Yp=5.7
g Centrado en 7.063 (2 H) Sefial multiple Mo se observa

La sefial de 6= 5.948 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.

-
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Disolvente: CDCly  Rf: 75 MHz

[ ]
3 Q 4
o i 1 2
b *""‘“‘c{__ﬁ: ;
il ) o= T

Posicién del &tomode C Desplazamiento quimico & (ppm)

1 134.354

By 132.010

2 126.262

2 126.057

3 133.313

3 130.292

B} 183.719

5 182.365

6 113.451

7 145.872

8 11.209

9 48.711

10

11 Doblete centrado en 128,818
Jer = B.025 Hz

12 Doblete centrado en 115.890
Jor = 21.375 Hz

13 Doblete centrado en 162.328
Jer = 244.8B Hz

e —"—————————— ]
76



(8)

O

(X
NH’\©\
J CF

3-((p-trifluorometil)bencilamino)menadiona

3



8 RESULTADOS

3-(p-(trifluorometil)bencilamino)menadiona.

el

Férmula: CygH;4F3NO3

Peso molecular: 345 g/mol

Punto de fusion: [ 138-139 ]9 C

Apariencia fisica: Polvo fino color naranja-rojo

ESPECTROSCOPIA DE IR

Observaciones

Banda fina de intensidad fuerte.
Banda fina de intensidad media.
Banda fina de intensidad fuerte,
Bandas finas de intensidad fuerte.
Banda fina de intensidad muy débil.
Banda fina de intensidad muy débil.
Banda fina de intensidad muy débil.

Grupo Funcional Frecuencia (cm™)
M-H v = 3332.92

C=0 (cetona a,p insaturada) v = 1670.31

C=C {cetona a,p insaturada) v = 1604.41
Aromatico v = 1529.91, 1568.69
C-H (insaturado) v=3042.26

-CH5- v = 2923.07

CH3 b = 1376.49
ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ion molecular m/z = 345

Pico base m/z = 345
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Se observan siete sefiales que corresponden a siete tipos de protén.

Referencia: TMS Disolvente: CDCl; Rf: 300 MHz

Desplazamiento Constante de
Posicidn quimice & (ppm) Multiplicidad acoplamiento (Hz)
a Centrada en 7.695 Doble de doble de doble dat foriey =7.65
(1 H) [semajante & un tripiete dobleteado) Yot bon 13
a Centrado en Doble de doble de doble duv oy =7.5
(1 H) (semejante a un triplete dobleteado) Tus (roaesy = 1.5
b Centrado en 8.084 Doblete dobleteado Jes fortoy =7.5
(1 H) Joar (meta) =1.5
Jbert (para) =00 58 ohserva
b* Centrado en 8.023 Doblete dobleteado Yow (ortey =7.65
(1 H) Jga gmetay =1.2
Yo (para) = No se observa
C 2.147 (3 H) Singulete
d 6.060 (1H) Singulete
e 4,804 {2 H) Singulete
f Centrado en 7.424 (2 H) Sefial multiple La multiplicidad de las seflales no

Centrado en 7.631 (2 H)

Sefial muitiple

Permite calcular las constantes.

La sefial de 6= 6.060 ppm desaparece en el espectro de intercambio con D;0.

T8
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Disolvente: CDClz Rf: 75 MHz

Posicién del 4tomo de C Desplazamiento quimico 5 (ppm)
1 134.352

Ty 132.052
e
_____________________ e e
R

4 183.619

i 145,707

9 48.627
i
_____________________ e
127 cuarteto centrado en 125.873
Jer = 3.75 Hz
""""""""""" 13 cuartetocentradoen 129.999
Jor = 32.4 Hz

14 Cuarteto centrado en 123.941
Jor = 270.5 Hz

® 2STA TESIS NO SALE
DE [.A RIBLIOTECA




8 RESULTADOS

8.3 CALCULO DE LA ClLso

Tabla 1
Mortalidad de Artemnia salina expuesta a
Menadiona
Concentracion Log de la # # Vivos Muertas % de
{ppm) concentracién  vivos muertos acumulados  acumulados  mortalidad
1 1] 30 0 - - -
5 0.6989 30 0 - - -
10 1 30 0 39 0 0
50 1.6989 9 21 9 21 70
100 2 0 30 0 51 100
500 2.6989 0 30 e = =
1000 3 0 30 = - =
Grafica 1
Determinacion de ClLsp
Menadiona |
60 |
50 g |
1]
Ew '
E® an
23
E]
: g 30
° 3
e m 20
=
10
ﬂ |
1 1.5 2
|— Vivos ac. —— Muertos ac. Log de C (ppm) i
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Tabla 2
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (bencilamino) menadiona

Concentracidn Log de la s L Vivos Muertos % de
{(ppm} concentracion vivos muertos acumulados acumulados  mortalidad
1 0 30 0 - - -
5 0.6989 30 0 73 0 0
10 1 28 2 43 2 4.44
50 1.6989 15 15 15 17 53.12
100 2 0 30 0 47 100
500 2.6989 0 30 - - -
1000 3 0 30 - - -
Grafica 2

Determinacion de Clsg

3-(bencilamino)menadiona
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Tabla 3
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (p -metoxibencilamino) menadiona

Concentracidn Log de la & # muertos Vivos Muertos % de
(ppm) concentracion  vivos acumulados  acumulados  mortalidad
1 0 30 0 # = "
5 0.6989 30 0 87 0 0
10 1 28 2 57 2 3.38
50 1.6989 22 8 29 10 25.64
100 2 7 23 7 33 B2.5
500 2.6989 0 30 0 63 100
1000 3 0 30 = . s
Grafica 3

Determinacion de Clsp

3-(p-metoxibencilamino)menadiona
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Tabla 4
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (p -nitrobencilamino) menadiona

Concentracign Log de la # # muertos Vivos Muertos % de

{ppm} concentracion  vivos acumulados  acumulados  mortalidad

1 0 30 0 = 0 0

5 0.698%9 30 0 = 1] 0

10 1 30 0 - 0 0

50 1.6989 30 0 . 0 0
100 2 30 0 = 1] 1]
500 2.6989 30 0 = 0 0
1000 3 30 0 - 0 0

Grafica 4

Determinacion de Clsg

3-(p-nitrobencilamino)menadiona |
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Tabla 5
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (p ~clorobencilamino) menadiona

Concentracion Log de la = # Vivos Muertos %% de
{ppm) concentracion vivos muertos acumulados acumulados mortalidad

1 4] 30 0 - - -

5 0.6989 30 0 = = =
10 1 30 0 83 0 0
50 1.6989 25 5 53 5 8.62

100 2 18 12 28 17 32.77
500 2.6989 9 21 10 38 79.16
1000 3 1 29 1 67 98.52
10000 4 0 30 0 97 100
Grafica 5

Determinacion de CLsp

3-{p-ch;nﬁancihmhu};enadhna
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Tabla 6
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (p -bromobencilamino) menadiona

Concentracion Log de la # # muertos Vivos Muertos % de
{ppm) concentracién vivos acumulados  acumulados  mortalidad
1 0 30 0 119 0 0
5 0.6989 29 1 89 1 1.11
10 1 28 2 &0 3 4,76
50 1.6989 18 12 32 15 31.91
100 2 11 19 14 34 70.83
500 2.6989 3 27 3 61 96.31
1000 3 1] 30 0 91 100
Grafica 6

Determinacion de Clsg

‘ 3-(p-bromobencilamino)menadiona
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Tabla 7
Mortalidad de Arternia salina expuesta a
3 - (p -metilbencilamino) menadiona

Cancentracion Log de la # " Vivos Muertos % de
(ppm) concentracion  wvivos muertos acumulados  acumulados  mortalidad
1 0 30 0 = - -
5 0.6989 30 0 95 0 0
10 1 28 2 69 2 2.81
50 1.6989 26 4 41 6 12.76
100 2 15 15 15 g21 58.33
500 2.6989 0 30 0 51 100
1000 o 0 30 - - -
Grafica 7

Determinacion de Clsp

3-(p-metilbencilamino)menadiona
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Tabla B8
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 - (p -fluorobencilamino) menadiona

Concentracion Log de la # # Vivos Muertas % de
(ppm) concentracion vivas  muertos acumulades  acumulados  mortalidad
1 4] 30 1] = 3 =
5 0.6989 30 0 80 0 4]
10 1 28 2 50 2 3.84
50 1.6989 12 18 22 20 47.61
100 2 7 23 10 43 81.13
500 2.6989 3 27 3 70 95.89
1000 3 0 30 0 100 100
Grafica B

Determinacion de Clsg

3-(p-fluorobencialmino)menadiona
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Tabla 9
Mortalidad de Artemia salina expuesta a
3 = (p =(trifluorometil)bencilamino) menadiona

Concentracion Log de la # # Vivos Muertos % de
(ppm) concentracidon  vives  muertos  acumulados  acumulados mortalidad
1 0 30 0 164 0 0

5 0.6989 29 1 134 1 0.74

10 1 28 2 105 3 1.66
50 1.6989 26 4 77 7 8.33
100 2 25 5 51 12 19.04
500 2.6989 17 13 26 25 49.01
1000 3 9 21 9 46 83.63

10000 4 0 30 0 76 100

Grafica 9

Determinacion de Clsg

3-(p-(trifluorometil)bencilamino)menadiona
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En la tabla 10 se presentan los valores de Clsy obtenidos para cada uno de
los compuestos probados.

Tabla 10
Ol

COMPUESTO CLso (mg/mL)

Menadiona 0.03156
‘1 3-(bencilamino)menadiona ~ 0.04509
2 3-(p-metoxibencilamino)menadiona =~ 0.06728
""""" 3-(p -nitrobencilamino)menadiona =~ No activa

3
‘4 3-(p -clorobencilamino)menadiona ~ 0.12272
5

" 3-(p -bromobencilamino)menadiona ~ 0.069

8  3-(p -(trifluorometil)bencilamino)menadiona 0.51

1]
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La grafica 10 presenta la Clsg de todos los compuestos probados frente a
Artemia salina, se observa que el compuesto nitrado no presenta actividad
bioldgica, la menadiona tiene la CLsp mas baja y por tanto es la mas tdxica para la
larva v finalmente el compuesto cuyo sustituyente es el trifluorometil, presenta
la CLsg mayor y por tanto es el compuesto menos toxico.

Grafica 10

| Grafica de toxicidad
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SINTESIS DE LOS DERIVADOS DE 2-metil-1,4-Naftoquinona.

. La sintesis de los derivados de 2-metil-1,4-NQ se realizé segun el
método descrito por Laurence y colaboradores, sustentado con el mecanismo
de reaccién propuesto por Mohammed.

0 Sobre la sintesis de dichos compuestos, podemos decir que cuenta con
las siguientes ventajas: No requiere de un sistema complejo en cuanto a
material de vidrio se refiere, solo se mantiene en agitacién sin calentamiento
por lo que tampoco necesita de agua corriente y esto representa un ahorro
tanto de fuente energética como de agua. Como desventajas es importante
considerar que estas sintesis requieren de un largo tiempo de reaccién (60-
75 hrs.) ademads, la purificacion requiere de varios pasos para algunos
derivados y ello se ve reflejado en bajos rendimientos, sin embargo, se
puede decir que en general estos son buenos, solo en dos compuestos (el N
1 y el N 2) se obtiene un rendimiento menor al 50 %, esto se debe
justamente a que dichos compuestos fueron purificados por columna
cromatografica y eso causd el decremento.

. Los puntos de fusion, son muy variables, no se aprecia una tendencia
que indique que estos aumenten conforme aumenta el peso molecular de las
NQ's sintetizadas, sin embargo, lo anterior no siempre debe cumplirse como
sucede en este caso.
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ESPECTROSCOPIA DE IR

. Por medio de ésta técnica fue posible determinar los grupos funcionales
presentes en las moléculas sintetizadas *2.

. Para los ocho derivados de 2-metil-1,4-NQ se observa la vibracion del
enlace N-H correspondiente a amina secundaria como una banda fina que,
en general, es de intensidad fuerte en un intervalo de frecuencia que oscila
entre v=3322.53 cm™ y v=3332.92 cm™. Como referencia se han incluido los
espectros correspondientes a la 2-metil-1,4-NQ que es la materia de partida
y esta banda no se observa.

. El grupo carbonilo (C=0) de cetona a,fj-insaturada correspondiente a la
1,4-NQ di-sustituida, estd representado por una banda fina de intensidad
fuerte en frecuencias entre v=1664.59 cm™ y v=1670.57 cm™. Esta sefial
se observa tanto en los ocho derivados como en la materia prima.

. Para la vibracion C=C de cetona o f-insaturada, en todos los casos, se
presenta una banda fina de mayor intensidad que la correspondiente al
grupo C=0 en frecuencias entre v=1602.33 cm™ y v=1606.71 cm.

. Los derivados de 2-metil-1,4-NQ contienen en su estructura dos anillos
aromaticos, uno corresponde a la NQ y el otro, a la bencilamina.
Representando ambos anillo, se presentan en general dos bandas finas de
intensidad fuerte, la primera oscila entre v=1498.19 cm™ y v=1529.91 cm™.
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La sequnda estd entre v=1565.95 cm™ y v=1571.03 cm’', Para la materia
prima solo se observa una banda fina de intensidad fuerte en 1592.79 cm™.

. Una banda fina de intensidad muy débil en frecuencias entre
v=1365.78 cm™ y v=1376.49 cm! se registra como la torsién simétrica del
grupo CHs.

. El derivado que contiene al grupo -NO, estd representado por dos
bandas finas de intensidad fuerte, una en vs=1341.10 cm™ debida a la
vibracién simétrica y otra en v;s=1512.09 cm™ por la vibracidn asimétrica.

. No se han presentado las bandas correspondientes a los halégenos,
debido a gque los intervalos de referencia reportados en la literatura son muy
amplios para asignar una sola banda, se ha considerando también que al
utilizar la técnica de pastilla de KBr causa alguna interferencia, complicando
la asignacion de las sefiales.

ESPECTROMETRIA DE MASAS

. El valor de M* se registra como un numero impar en todos los
compuestos que tienen un solo dtomo de nitrégeno. Sélo en el compuesto 3,
que tiene dos dtomos de nitrégeno se registra M* en ndmero par.

. La fragmentacién principal que presentan los ocho compuestos,

corresponde a la ruptura del enlace N-C de la bencilamina, el siguiente
esquema muestra los dos posibles iones que se forman: Ay B
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. En todos los espectros aparece un pico con m/fz=186 correspondiente
al ion A, también esta presente, en todos los casos, un pico representativo
del ion B con un valor de m/z que varia segun el sustituyente R de la
posicién "para" del bencilo.

. En el caso del derivado cuyo sustituyente es Br se observa M* en
m/z=355 y M+2 en m/z=357 ambas sefiales con la misma intensidad, esto
se debe a que el "Br y el isétopo *'Br tienen una abundancia natural de 100
a 97.9 % respectivamente.

. En el caso del derivado cuyo sustituyente es Cl se observa M™ en
mfz=311 y M+2 en m/z=313 en donde la sefial de M+2 corresponde a 1/3
de la intensidad de M*, esto se debe a que el *°Cl y el isétopo *’Cl tienen
una abundancia natural de 100 a 32.6 % respectivamente 33,
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ESPECTROSCOPIA DE RMN'H

La asignacién de protones se hizo como muestra la siguiente estructura:

. Los protones de la posicibn a estdn representados para todos los
casos como un doble de doble de doble (ddd) que asemeja un triplete
dobleteado y el desplazamiento quimico oscila entre =7.669 y 5=7.705
ppm. Una senal igual representa a los protones a' con desplazamiento
entre §=7.569 y §=7.620 ppm. Para estos dos tipos de protdn fue posible
medir las constantes de acoplamiento en la posicién orto (') que tiene
valores entre J=7.35 y J=7.8 Hz y en la posicién meta (?3) con valores
entre J=1.2 y ]J=1.5 Hz. Para la asignacion exacta de cada protén fue
necesario realizar un experimento de RMN en dos dimensiones llamado
COosY.

. Los protones de la posicibn b estdn representados para todos los
casos con un doblete dobleteado y el desplazamiento quimico oscila entre
5=8.044 y 5=8.089 ppm. Una seal igual representa a los protones b' con
desplazamiento entre §=7.994 y §=8.023 ppm. Para estos dos tipos de
protén fue posible medir las constantes de acoplamiento en la posicidn orto
(*3) con valores entre 1=7.5 y 1=7.8 Hz, en la posicion meta (?3) con
- —

25
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valores entre J=1.2 y J=1.5 Hz y en la posicién para (*J) con valores entre
1=0.3 y 1=0.6 Hz. Fue posible identificar con certeza al protén b del b’ con la
ayuda de la técnica FLOCK (RMN en 2D) que correlaciona a tres enlaces de
distancia a cada uno de estos protones con los carbonos carbonilicos.

. Los protones identificados como ¢ que corresponden a un metilo en
la posicion 2 de la NQ, en todos los casos son representados por un singulete
con desplazamientos que oscilan entre 5=2.123 y §=2.247 ppm. Se
encuentran un poco desplazados a campo bajo debido a la presencia de un
C=0 en la posicién 1 de la NQ.

. Los protones d estdn representados por un singulete de intensidad
muy débil en desplazamientos entre 6=5.56 y 6.393 ppm. Estos protones
estan unidos a un atomo de nitrogeno y por tal motivo se encuentran
desplazados a campo bajo. La sefial correspondiente a este tipo de protdn
desaparece al realizar intercambio con D:0 en todos los casos.

. Los protones identificados con e corresponden al metileno de la
bencilamina y por tal razén son desplazados a campo bajo entre §=4.675 y
§=4.882 ppm.

. Los protones f v g que corresponden al anillo aromdtico para-
sustituido de la bencilamina, presentan en general sefiales con multiplicidad
compleja que en muy pocos casos permiten medir las constantes de
acoplamiento, su asignacion se hizo con la ayuda de las técnicas HETCOR vy
FLOCK y también se considerd que la integracion de las sefiales corresponde
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al niumero de protones asignados. Para los casos en los que el sustituyente
es F y CFi no es posible observar la multiplicidad claramente para medir las
constantes de acoplamiento H-F.

« Para los compuestos en los que el sustituyente en la posicion para de
la bencilamina tiene protones, se identifican con la letra h, como el caso
donde el sustituyente es -=0OCH3, estos protones aparecen como un singulete
en 6=3.812 ppm, su desplazamiento hacia campo bajo es debido a la
presencia del oxigeno. Cuando el sustituyente es -CH; se observa un
singulete en §=2.344 ppm, también desplazados a campo bajo ya que el
metilo estd unido a un anillo aromdtico y actda como un grupo
electrodonador.

ESPECTROSCOPIA DE RMN'C

La asignacion de atomos de carbono se hizo como muestra la siguiente
estructura:

. Los dtomos de carbono 1 y 1" estan representados por dos sefiales,
una de ellas esta en desplazamientos quimicos que oscilan entre §=133.994

€an
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y 5=134.352 ppm y la otra entre 5=131.790 y 5=132.052 ppm, para 1 a
campo mas bajo que para 1.

. De la misma forma, los carbonos asignados como 2 y 2' se
representan con dos sefales muy cercanas, los desplazamientos quimicos
para 2 varian entre §=125.772 y 6=126.267 ppm y para 2' entre 5=125.702
v 5=126.066 ppm. Para 2 a campo mas bajo que para 2'.

e« Para 3y 3, 5=132.701 y 6=133.591 ppm y 5=129.984 y 5=131.926
ppm, para 3 a campo mas bajo que para 3'.

. Como no fue posible calcular de tablas los desplazamientos quimicos de
los dtomos de carbono identificados como 4 y 5 y dado que ninguno de ellos
tiene protones, para la asignacidn exacta de cada uno, fue necesario recurrir
a la técnica de RMN conocida como FLOCK y por tanto se determind gue el
carbono 4 es el que se encuentra desplazado a campo mas bajo en un
intervalo de 5=183-184 ppm y un poco hacia campo mas alto esta el carbono
5 entre 5=182-183 ppm.

. Los desplazamientos para el carbono 6 estan entre 5=112.912 y
5=114.072 ppm y para 7 entre §=145.707 y §=146.927 ppm.

. Los carbonos 8 ¥ 9 son los que aparecen a campo mas alto que lo
demas, el primero entre §=10.6 y §=11.30 ppm v el segundo entre §=47.847
y 6=49.115 ppm.
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. Para 11 se presenta una sola sefial entre 6=127.070 y $=128.872
ppm. La excepcién es la molécula cuyo sustituyente es F ya que este
carbono esta representado por un doblete debido al acoplamiento C-F con un
valor de *] = 8.025 Hz.

. Para los carbonos marcados como 12 los desplazamientos quimicos
son muy variables debido a la influencia del grupo sustituyente de la
bencilamina. En el caso particular donde el sustituyente es F se observa un
doblete con un valor de %) = 21.375 Hz y cuando el sustituyente es CFs3 se
observa un cuadruplete con valor de *) = 3.75 Hz, lo anterior se debe al
acoplamiento C-F.

. Los dtomos de carbono representados con 13 también presentan
desplazamientos quimicos muy variables ya que son los que estan unidos
directamente al grupo sustituyente de la bencilamina, los casos particulares
son cuando el sistituyente es F cuya sefial es un doblete con '] = 244.8 Hz vy
cuando de trata de CF3 la sefial es un cuadruplete con %) = 32,4 Hz.

. Para los casos que cuentan con un carbono marcado como 14 solo es
relevante menciona al que tiene por sustituyente el grupo CF; ya que se
representa por un cuarteto cuya constante de acoplamiento es 1=
270.5 Hz.
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HETCOR *°

. Se tratdé de identificar cada dtomo o grupo de dtomos de C e H
calculando su desplazamiento quimico con las tablas reportadas en la
literatura®??, sin embargo, el célculo no fue posible para todos y en dichos
casos la técnica de HETCOR fue de gran ayuda para su identificacion ya que
es una técnica de RMN en 2D en la que se muestra la correlacién a un
enlace de distancia entre nicleos distintos (*H y °C) por deteccidn del nicleo
menos sensible, que resulta ser el protén, lo anterior nos permite asegurar
qué protén o protones corresponden a cada carbono.

FLOCK *°

s FLOCK es una técnica de RMN heteronuclear en 2D de deteccidn directa
gue muestra la correlacion a dos y/o a tres enlaces de distancia entre
nicleos diferentes, en nuestro caso se trata de 'H vy '°C, nos permitid
identificar los carbonos carbonilicos de los compuestos sintetizados en este
trabajo, también fue posible dar la asignacidn exacta a los protones by b',
yaloscarbonos1y1', 2y 2'y3y 3.

COSY *°

. COSY es una técnica de RMN homonuclear en 2D que detecta la
correlacién a 2 y/o 3 enlaces de distancia entre 'H-'H y que nos permitid
distinguir el protén a de a'.
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PRUEBAS BIOLOGICAS

. Con los resultados del Bioensayo frente a Artemia salina se determing
que siete de los ocho compuestos sintetizados presentan actividad larvicida,
el compuesto que no resultd activo es el N° 3 que contiene al grupo -NO; en
su estructura. También se encontré que la menadiona presenta actividad
biolégica.

. La CLsp determinada para los ocho compuestos sintetizados y para la
materia prima oscila entre 0.03-0.5 mg/mL.

. El compuesto que presentdé la mayor actividad larvicida fue la

menadiona vy el caso contrario le corresponde al compuesto N2 8, la
3-(p-(trifluorometil)bencilamino}menadiona.

1ol
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Ahora se presentan las tablas generales de cada espectroscopia con el objetivo de comparar los valores
obtenidos para un determinado dtomo o grupo de dtomos de todos los compuestos sintetizados.

MASAS
COMPUESTO . R 3 4 5 6 7 8 |
ION 277 307 322 311 355 291 295 345
MOLECULAR

PICO BASE 277 121 322 311 355 291 295 345




£ol

IR

COMPUESTO

as 1512.09

| 1 2 3 4 5 6 7 8
|
| GRUPO v (cm7)
[ FUNCIONAL
| N-H 3325.10 3329.78 3329.11 3329.28 3324.90 3322.53 3328.88 3332.92
Cc=0 1669.46 1669.98 1669.31 | 1668.64 1667.34 1667.37 1670.57 1670.31
c=C 1604.87 1603.23 1602.33 1602.40 1602.34 1606.71 1602.42 1604.41
Aromati 1556.81 1526.83 1570.01 1501.70 1516.64 1498.19 1506.59 1529.91
- 1568.13 1565.95 1566.87 1569.18 1571.03 1566.23 1568.69
CHs {5} 1372.41 1375.40 X x 1365.78 1372.31 X 1376.49
Monosustituclén £97.98 x X X X X X X
723.68
=-0CHa, X 2833.77 X X X X X X
-NO; X X 5 1341.10 X x X x x




kil

e —— . &wawMbvEsATS
RMN'H 1 2 3 4 5 6 7 8

| Posicién del 5

 atomo de H (ppm)
a 7.678 7.683  7.705 | 7.684 @ 7.688 7.669 _ 7.687 7.695
a' 7.58 | 7.583 7.620 @ 7.588 | 7.594 7.569 _ 7.591 X
b 8.044 8.089 8059 8078 8.082 8.076 8.085 8.084
b' 8.006 A 8.004 | 8.019 8005 | 8011 7.994 8.009 | 8.023
c 2,225 2.247 2,123 | 2.188 2.187 2.226 2.214 2.147
d 5.56 - 6.393 5990 5.992 5.988 5.948  6.060
e | 4742  4.675  4.882 4702  4.688  4.691 4.706  4.804
f | 73 | 7.223 | 7.505 . 7.230 7175 7173 | 7.273 | 7.424
g 73 | 6.898  8.224  7.333 7.492 7,173  7.063 A 7.631
h 7.3 3812 X X X 2.344 X X




gol

COMPUESTO

" RMN¥c | 1 2 3 4 5 6 7 8

tomo de C 5 (ppm) i
1

1 134,293 134.312 133,994 134.338 134.370 134,247 134,354 134.352

1’ 131,912 131,926 131790 132,006 X 131,851 132,010  132.052

2 126.206 126.230 125.772 126.230 126.267 126,171 126.262 126.226

2' 126,010 126.034 125.702 126.034 126.066 125.980 126.057 126.039

3 133.350 133.401 132.701 133.591 133.259 133.377 133.313 133.154

3" 130.287 131.926 129.984 130.239 130.261 130.293 130.292 130.211

4 183.681 183,714 183.088 183.655 183.692 183.646 183.719 183.619

5 182.383 182.411 181.6888 182.302 182.330 182.380 182.365 182.234

6 113.063 114,072 113.507 113.476 113.549 112.912 113.451 113.700

7 145.984 145,956 146.927 145.794 145.803 146.017 145,872 145.707

B8 11.181 11.303 10.612 11.144 11.167 11.194 11.209 11.053

9 49.332  45.066 47.847 48.595 | 48.659  49.155 48.711 48.627

10 138.644  130.315  146.680  137.240 137.786 & 137.522 X 142.924

| ! Sl e s

11 127.070 128.592 127.121 128.353 128.685 127.078 128.818 127.123

' ' ' ' d Cuarteto

12 128.956 114.361 123.685 129.100 132.079 129.596 115.890 125.873

| d Cuarteto

13 127.794 159.272 145,419 133.240 121.675 135.582 162.328 129.999

) [ [ f Cuarteto

14 X 55,322 X ¥ X 21.0869 ¥ 123.941
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COMPUESTOS SINTETIZADOS
3-(bencilamino)menadiona

=

3-(p-metoxibencilamino)menadiona

3-(p -nitrobencilamino)menadiona

3-(p -clorobencilamina)menadiona

3-(p -'EFE:mubéﬁdlaminu]menadlona

3-(p -rﬁetilbencﬁémlnc}menadinna

3-(p -fluorobencilamino)menadiona

B N ey o B W N

3-(p -(trifluorometil)bencilamino)menadiona

Todos ellos son nuevos ya que su sintesis no ha sido reportada en la
literatura, igualmente ninguno ha sido propuesto como agente leishmanicida
con anterioridad.

« Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por las técnicas
espectroscopicas de IR, EM, RMN'H, RMN'C, HETCOR, FLOCK ¥ COSY.

- Se determind que siete de los ocho compuestos sintetizados presentan
actividad Biolégica contra Artemia salina, El compuesto N° 3, la 3-(p-
nitrobencilamino)menadiona no presentd actividad.

« La 2-metil-1,4-NQ (menadiona) presentd la mayor actividad larvicida
contra Artemia salina.

« La 3-(p-(trifluorometil)bencilamino)menadiona (compuestoa N° B8)
presentd la menor actividad larvicida contra Artemia salina.
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Amebiosis: Enfermedad del hombre y de los animales producida por
protozoarios del tipo de las amebas.

Anemia : Empobrecimiento de la sangre por disminucién de su cantidad
total.

Anemia hemolitica: Disminucién del nimero de hematies por su
destruccion excesiva en el organismo.

Anorexia: Falta anormal de ganas de comer dentro de un cuadro depresivo.
Anticuerpo: Proteina soluble que interacciona con el antigeno.

Antigeno: Sustancia que introducida en un organismo animal da lugar a
reacciones de defensa tal como la formacion de anticuerpos.
Antroponética: Enfermedad que ocurre principalmente en los humanos y es
transmitida por ellos mismos.

Bazo: Viscera propia de los vertebrados situado casi siempre del lado
izquierdo del estdmago que destruye los hematies caducos y participa en la
farmacion de los linfocitos.

Biopsia: Resultado del examen de una muestra de tejido tomada de un ser
vivo con fines de diagndstico.

Comensal: Persona o animal que vive a expensas de otra.

Cofactor: Es una pequefa molécula no proteica que participa en una
reaccion catalitica como parte de una enzima.

Creatina: Acido o-metil-guanidinacético.

Crustaceo:N Clase de animales artropodos de respiracion branquial con dos
pares de antenas, cubiertos por un caparazon calcificado y gue tienen un
numero variable de apéndices.

Dermis: Capa conjuntiva que forma parte de la piel de los vertebrados, mds
gruesa que la epidermis vy situada debajo de esta.
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Diabetes mellitus: Enfermedad metabdélica producida por deficiencias en la
cantidad o en la utilizacion de la insulina, lo que produce un exceso de
glucosa en la sangre.

Diseminar: Esparcir

Eclosionar: En un huevo, romper su envoltura para permitir la salida o
nacimiento del animal.

Edema: Hinchazdn blanda de una parte del cuerpo, que cede a la presién y
es ocasionada por la serosidad infiltrada en el tejido celular.

Endémico: Propio y exclusivo de determinadas localidades o regiones.
Enzima: Proteina que cataliza especificamente cada una de las reacciones
bioguimicas del metabolismo.

Epitelioma: Cancer formado por células epiteliales, derivadas de la piel y del
revestimiento mucoso.

Especie: En microbiologia, coleccién de cepas que comparten las mismas
propiedades principales, pero se diferencian de otras en una o mas
propiedades significativas.

Esplenomegalia: Inflamacién del bazo.

Estadio: Etapa o fase de un proceso, desarrollo o transformacién.

Etiologia: Estudio de las causas de las enfermedades.

Eucarionte: Se les llama asi a las células con nicleo diferenciado, envuelto
por una membrana y con citoplasma organizado y de los organismos
constituidos por ellas.

Excrecion: Expulsar los residuos metabdlicos, como la orina o el anhidrido
carboénico de la respiracion.

Fagocitosis: Mecanismo de ingestion de alimentos particulados en el gue la
membrana citoplasmatica rodea a la particula y la lleva dentro de la célula
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Flagelados: Un grupo de protozoarios cuyo movimiento se origina por
apéndices largos y finos que se llaman flagelos y que se mueven en forma de
latigos.

Fleb6tomo: Animal que provoca sangrado.

Frotis: extension, preparacion microscopica.

Género: Coleccion de diferentes especies que comparten una o mas
propiedades principales.

Glucégeno: Polisacarido de reserva como almacenamiento de energia en las
células, formado por mondmeros de glucosa.

Hematie: Gldbulo rojo de la sangre.

Hematoéfago: Dicho de un animal gue se alimenta de sangre como los
insectos chupadores.

Hematologia: Estudio de la sangre y de los drganos que la producen.
Hepatomegalia: Tamafio anormalmente grande del higado.

Hipoglucemia: Cuando en la sangre se tienen niveles de azlcar que estdn
por abajo del nivel normal.

Hipotension: Presion excesivamente baja de la sangre.

Impronta:Técnica para aplicar muestra en portaobjetos para ser observada
en un microscopio.

Induracién: Accidn v efecto de endurecer,

Inhibicion competitiva: Cuando un inhibidor tiene la misma forma espacial
que el sustrato de una enzima, compiten ambos por unirse al sitio activo de
la misma.

Inhibicién no competitiva: Cuando un inhibidor no tiene la misma forma
espacial que el sustrato de una enzima y no compiten por unirse a ella ya
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gue el inhibidor no competitivo se une a un sitio diferente al sitio activo de la
enzima.

Inmunidad celular: Capacidad de un organismo para combatir, de forma
especifica, una infeccion. Estado de resistencia natural o adquirida que
poseen los individuos o especies frente a determinadas acciones patdgenas
de microorganismos o sustancias extranas.

Inmunologia: Estudio de la inmunidad biolégica y sus aplicaciones.
Inocular: introducir en un organismo una sustancia gque contiene los
gérmenes de una enfermedad.

Indculo: Pequefia cantidad de la sustancia que se inocula.

Intraperitoneal: entre el peritoneo. (ver peritoneo).

Letargia: Sintoma de varias enfermedades nerviosas, infecciosas o toxicas,
caracterizado por un estado de somnolencia profunda y prolongada.
Leucemia: Enfermedad neopldsica de los Grganos formadores de células
sanguineas, caracterizada por la proliferacién maligna de leucocitos.
Leucocitos: Células nucleadas que se hallan en la sangre. Glébulos blancos.
Leucopenia: numero de leucocitos en la sangre inferior al normal.
Linfadenopatia: Ganglios linfaticos andmalos.

Linfocitos: Una subpoblacién de células nucleadas de la sangre que
participan en una respuesta inmune,

Liquido pleural: ver pleura.

Lisis: Pérdida de integridad celular con liberacién de constituyentes
citoplasmaticos.

Longevo: De larga vida.

Macréfagos: Una clase de leucocitos de tamafio grande con capacidad
fagocitica.
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Medio de cultivo: Sustancia nutritiva que permite el crecimiento de
microorganismos, pueden ser solidos, liquidos o semisdlidos,

Metabolismo: Conjunto de reacciones quimicas que efectuan
constantemente las celulas de los seres vivos con el fin de sintetizar
sustancias complejas a partir de otras mas simples o degradar aquellas para
obtener estas.

Metastasis: Propagacion de un foco canceroso en un drgano distinto de
aquel en que se inicid.

Mialgia: Dolor de los misculos.

Mitocondrias: Orgdanulo de las células eucariontes en el que tiene lugar la
respiracion celular.,

Nodulo: Abultamiento de tejido que puede ser duro o blando.

Paludismo: Enfermedad febril producida por un protozoo y transmitida al
hombre por la picadura del mosquito anofeles.

Peritoneo: Membrana serosa propia de los vertebrados que reviste la
cavidad abdominal y forma pliegues que envuelven las visceras situadas en
esta cavidad.

Pleura: Cada una de las membranas serosas que en ambos lados del pecho
de los mamiferos cubren las paredes de la cavidad toracica v la superficie de
los pulmones.

Protozoario: Microorganismos eucaridticos unicelulares que carecen de
pared celular.

Respiracién: Proceso en el que un compuesto es oxidado con O; o un
sustituto de O, funciona como aceptor terminal de electrones, usualmente
acompafiado de produccién de ATP via fosforilacién oxidativa.
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Respuesta inmunitaria: Capacidad de un organismo para combatir, de
forma especifica, una infeccidn.

Salobre: Que contiene en abundancia alguna sal.

Serologia: Estudio jn vitro de las reacciones antigeno-anticuerpo.

Sincope: Pérdida subita de la conciencia.

Sistema linfatico: Conjunto de linfocitos.

Sistémico: Perteneciente o relativo a la circulacién de la sangre.
"Taxonomia: Ciencia que estudia la clasificacion, identificacion vy
nomenclatura de los organismos.

Toxoplasmosis: Enfermedad producida por protozoarios del género
toxoplasma, que contraida durante la gestacién, puede ocasionar anomalias
fetales.

Tromboflebitis: Inflamacion de las venas con formacién de trombos.
Vector: Es un agente vivo que transfiere un patdgeno.

Xenodiagndstico: Prueba de laboratorio para detectar una enfermedad,
empleando al animal vector para el diagnéstico.

Zoonosis: Enfermedad que ocurre principalmente en los animales pero
puede ser transmitida a las personas.

‘Citas 38 y 39
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