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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizaron siete compuestos derivados de 2-metil-1,4-
naftoquinona como una propuesta de alternativas para combatir las leishmaniasis. Dicho
compuesto se sustituyd en la posicion 3 por el grupo 3-R-bencilamino, en donde R es el
sustituyente bromo, cloro, flaor, metil, metoxi, nitro y trifluorometil. Los compuestos se
obtuvieron con rendimientos de 60 % a 80.14 % y se caracterizaron mediante las técnicas
espectroscopicas de IR, EM, UV, RMN 'H, RMN *C y HETCOR.

Posteriormente se evalud la actividad larvicida de cada uno de los compuestos
sintetizados frente a Arfemia salina, mediante la determinacion de la concentracion letal
media (CLsg), como una primera aproximacién del efecto toxico de tales compuestos frente
a un sistema vivo. Se encontré que de los siete compuestos sintetizados, cinco son
bioactivos, de los cuales el derivado 3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona fue
el mas bioactivo y el menos activo fue el compuesto 2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-

naftoquinona.




Introduccion

INTRODUCCION

Las leishmaniasis son enfermedades parasitarias del hombre, roedores y aves que causan
dafios a la piel, mucosas y visceras provocadas por un protozoario del género Leishmania,
son transmitidas por la picadura de los insectos Phlebotomus y Lutzomyia, y se desarrollan
principalmente en lugares tropicales y subtropicales.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado a estas enfermedades dentro
de las seis mas importantes del tropico. La OMS ha declarado que las leishmaniasis son
endémicas* en al menos 82 paises, donde actualmente existen 12 millones de enfermos y se
generan 600000 nuevos casos al afio, al mismo tiempo que mueren 75000 enfermos. La
poblacién en riesgo es de 350 millones de personas en el mundo; sin embargo estos datos
no son comprobables en su totalidad debido a la falta de vigilancia o de informes activos, al
nimero de enfermos sin sintomas y subclinicos o al desafio que representa la confirmacion

diagndstica.




Introduccion

Los antimoniales pentavalentes (Sb") se han utilizado por muchos afios para combatir
estas enfermedades. El estibogluconato de sodio (gluconato de sodio y antimonio
PENTOSTAM®) ha sido el farmaco de primera eleccion para curar todos los tipos de
leishmaniasis, sin embargo se requiere de grandes periodos de tiempo, el costo es
relativamente alto y se ha reportado un incremento en la resistencia a dicho medicamento.
Los farmacos de segunda eleccion, son la pentamidina y anfotericina B, que son menos
satisfactorios por su alta toxicidad a dosis terapéuticas eficaces.

Existen antecedentes de que los compuestos derivados de las naftoquinonas tienen
actividad biologica antiparasitaria, esto se debe a que presentan propiedades redox. En los
procesos de respiracion celular participan como acarreadores de electrones generando
especies toxicas de oxigeno que dafian a cualquier sistema celular. Una de estas especies
toxicas es el peroxido de hidrogeno (H.0;), que acumulado en el protozoario puede
provocar su muerte, ya que este parasito no tiene la suficiente capacidad de generar
enzimas degradadoras de tal especie. Se sabe que las enzimas catalasa y glutation
peroxidasa son las encargadas de convertir el H;O; en H,O y O,. Los seres humanos
pueden generar tales enzimas, teniendo ventaja en este aspecto sobre el protozoario
Leishmania.

En este trabajo se sintetizaron siete compuestos derivados de 2-metil-1,4-naftoquinona
como una propuesta alternativa para combatir tal enfermedad. Estos compuestos se
caracterizaron por las técnicas espectroscopicas de IR, EM, UV, RMN 'H, RMN “Cy
HETCOR; se encontré que todos los derivados presentan el mismo patron en los espectros,
con la variacion debida al sustituyente en posicion meta del grupo bencilamino.

Asi mismo se determind la actividad larvicida de cada uno de los compuestos
sintetizados frente a Artemia salina, mediante la estimacion de la concentracién letal media
como resultado de la toxicidad de dichos compuestos, como una primera aproximacion de

su comportamiento frente a un organismo vivo.

i



1. Antecedentes

1. ANTECEDENTES

Los seres humanos padecen diversas enfermedades causadas por parasitos protozoarios
y que son transmitidos por insectos vectores en forma directa de animales mamiferos o de
personas infectadas que actian como reservorios.!"!

Las leishmaniasis humanas son enfermedades de la piel, mucosas y visceras, causadas
por especies de protozoarios y subespecies del género Leishmania, y son transmitidas por
ciertas especies de moscas de suelo, Phlebotomus y Lutzomyia, en regiones tropicales y
subtropicales. !

La Organizacion Mundial de la Salud las ha incluido entre las seis enfermedades

tropicales mas importantes. ¥




1. Antecedentes

1.1 FASES DEL GENERO Leishmania

o‘ 0 % “f:ﬁ:g',: .‘3 ‘;g La Leishmania (Fig. 1) presenta dos
W - ?2? ‘—'é‘; fases: una de ellas es el amastigote que se

* - . Doy !j',u B )
.\ ] $§;§’G o 0'3 encuentra en tejidos de huéspedes

®©
CIE SN 2 :"T: vertebrados (hombre, mamiferos y aves),
\“) = :_“’gj‘ @ =®* presentando las caracteristicas
S, morfologicas* siguientes: tiene una forma

.'; ; y & % - ]
P »& ‘ of P LR =
!. it &;4 0.9.0‘,2‘% €§ redonda u oval, mide de 2-7 micras de

Fig. 1 Izquierda Promastigotes de Leishmania  diametro, tiene un nucleo esférico compacto

y derecha amastigotes de Leishmania . . .
con cromatina gelatinosa, asi como un
cinetoplasto* de forma bacilar y un axonema* que se convertira en flagelo* en la siguiente
etapa; la otra fase es la forma flagelada llamada promastigote (observada en transmisores y
en medios de cultivo). El promastigote es alargado, mide de 16-18 micras de diametro
mayor, un nicleo central, un cinetoplasto, un axonema y un flagelo que sobresale de su

extremo que mide de 22 a 25 micras de longitud.!* ¢
1.2 CICLO DE VIDA DE Leishmania

El ciclo biologico de Leishmania (Fig. 2) se inicia cuando un mosquito hembra
infectado se alimenta de la sangre de un humano (A) y al picar inyecta en la piel los
promastigotes de Leishmania, que una vez dentro del huésped humano, son transportados
por el torrente sanguineo introduciéndose en los macrofagos* (B), algunos de estos
promastigotes son dafiados por la fagocitosis* que genera el mismo macrofago como
mecanismo de defensa; sin embargo los promastigotes que sobreviven pierden su flagelo y
se transforman en amastigotes (C), multiplicandose por division binaria rapidamente (D).
Cuando los amastigotes de Leishmania saturan la célula huésped, la lisan e invaden otras

células nuevas, repitiendo el mismo proceso (E).
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1. Antecedentes

El ciclo continda cuando otra hembra del mosquito no infectado (F) adquiere los
amastigotes infecciosos por la picadura a un hospedero* infectado (G); cuando estos
amastigotes llegan al intestino medio del insecto se multiplican con rapidez y se
transforman en promastigotes, después migran hacia la faringe y partes de la boca del
insecto donde estan listos para ser inyectados en la piel del siguiente individuo, cuando la

mosca se alimente nuevamente (H)."®!
1.3 TAXONOMIA DE Leishmania

La taxonomia* del género Leishmania ha sido dificil de establecer, ya que desde el

B estas especies (también

punto de vista morfoldgico todas las especies son indistinguibles,
llamadas agentes etioldgicos), son protozoarios intracelulares del género Leishmania,
pertenecientes a diversos grupos que se denominan complejos, que causan al hombre
cuadros clinicos mas o menos caracteristicos. El esquema de taxonomia de Leishmania

(Fig. 3) se tomo del Informe de un Comité de Expertos de la OMS, 1990.”
1.4 VECTORES

Los vectores son los transmisores de la enfermedad,
| ¥ son pequefios mosquitos pilosos que pertenecen a la
'i familia Psichodidae.'™
| Aunque existen mas de 600 especies de

1 flebotomos*, solo el 10% transmite las leishmaniasis.

' Sin embargo los dos géneros mas conocidos como

' transmisores de la enfermedad son: Phlebotomus

Fig. 4 Lutzomyia

(encontradas en las regiones del Mediterraneo y el
Oriente Medio), y Lutzomyia (presente en el continente Americano). Estos mosquitos son
pequefios y pilosos y tienen alas en forma de V. Solamente las hembras intervienen en la

transmision.™"
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1. Antecedentes

El género Lutzomyia (Fig. 4) se diferencia de Phlebotomus por poseer espiculas* en el
intestino medio. Este género es el (nico que transmite leishmaniasis al hombre en América
y al que pertenecen al menos 16 especies involucradas en la transmision. ™

En el ciclo de vida del vector, la hembra adulta del flebotomo pone de 40 a 70 huevos en
cada ciclo de oviposicion*. La larva pasa por diferentes fases de crecimiento hasta llegar a
la pupa y finalmente a adulto. La duracion del ciclo varia segin la especie y la temperatura,
por lo general es inferior a 45 dias. ")

La mayoria de los fleb6tomos hembras necesitan una ingestion de sangre para producir

- - - P 9
huevos, aunque un nimero pequefio de vectores muestran un comportamiento autogeno* !

1.5 HUESPEDES RESERVORIOS

Los huéspedes reservorios son los animales (hombre, mamiferos y aves) que sirven de
alojamiento al protozoario Leishmania, y le proporcionan nutrientes y reservas para poderse

desarrollar,

Los huéspedes reservorios se clasifican en dos grandes grupos:
< De origen antroponético: En donde el reservorio es el ser humano y el agente
transmisor es el flebotomo; es una infeccion de transmision interhumana sin la necesidad de
la intervencion de un reservorio animal.
<> De origen zoonotico: En este caso el reservorio es un animal vertebrado de la selva,
el agente transmisor es un flebotomo, el hombre es un huésped accidental, pues adquiere la

g m ; ; . 3,9
infeccion cuando entra en las areas de la selva por motivos de trabajo.! !




1. Antecedentes

1.6 TIPOS DE LEISHMANIASIS

Las enfermedades causadas por los miembros del género Leishmania presentan tres
formas comunes;

1. Leishmaniasis cutanea. Se caracteriza por la aparicion de lesiones cutineas y
ulcerosas que con frecuencia se infectan de manera secundaria.

2. Leishmaniasis mucocutanea, Se manifiesta en forma de tlceras cutaneas localizadas
en la cara, asi como lesiones en mucosas faciales que sufren metastasis*.

3. Leishmaniasis visceral. En este caso los protozoarios invaden la circulacion
sanguinea, y se localizan en el sistema reticuloendotelial* produciendo hinchamiento
del bazo, higado y colon.""!

1.6.1 LEISHMANIASIS CUTANEA

1.6.1.1 Distribucion geografica.

A continuacion se mencionan los
paises en donde se ha encontrado esta
enfermedad (Fig. 5): Afganistan,
Arabia Saudita, Argelia, Egipto,
Etiopia, Grecia, India, Iraq, Israel,

Jordania, Kenia, Kuwait, Libano,
Mali, Marruecos, Niger, Oman,
Pakistan, Repiblica Arabe Siria,
Republica Islamica del Iran, Senegal,

Fig. 5 Distribucion geogrifica de
Leishmaniasis cutdnea.

Sudan, Tunez, Turquia, URSS, Yemen. ” También en algunos paises de América Latina
como Venezuela y Brasil."?




1. Antecedentes

1.6.1.2 Especies

Como causantes de leishmaniasis cutanea se encuentran tres tipos de especies de
Leishmania:
1. L. tropica
2. L. major
3. L. aethiopica
Las especies 1 y 2 causan una ulcera benigna que cura espontaneamente produciendo
inmunidad prolongada. La especie 3 produce una infeccion mas agresiva, en algunos
individuos se observa metastasis provocando lesiones en las mucosas o pueden producir

diseminacion caracterizada por multiples nédulos cutaneos que no ulceran 'l

1.6.1.3 Vectores.

Los transmisores mas comunes para la especie L. tropica son: Phlebotomus papatasi
(encontrado en las Antillas, Pakistan Occidental, Afganistan, los paises mediterraneos,
Etiopia y Africa Occidental), y P. sergenti (encontrado en Iran, Irak, Creta, Portugal,
Argelia, Israel, Libano, Siria, Turquia y Grecia). En Italia y Sicilia, el vector es P.

perfiliewi; en Asia central, P. caucasicus, P. longipes, y P. pedifer."™

1.6.1.4 Huéspedes reservorios.

El humano es el huésped reservorio de leishmaniasis cutinea que comunmente se
transmite de hombre a hombre a través del vector, pero también es posible la infeccion por
contacto.

Entre los animales reservorios mas comunes son: rata de arena, gerbil*, perro, hiracido*,

tejon, ratas canguro, ardillas, lirones, puerco espines y el gran jerbo* ™31




1. Antecedentes

1.6.1.5 Sintomas mds frecuentes.

Para leishmaniasis cutdnea el periodo de incubacion
oscila entre unos cuatro dias y hasta seis meses. Al
inicio aparecen papulas superficiales de color plrpura,
que evolucionan hasta una tlcera (Fig. 6), en la base de

ésta aparece granulacion.!

Comunmente la ulcera es sitio de infeccion bacteriana
Fig.6 Leishm, ST . secundaria; después de un periodo de varias semanas se
Ulcera en una mano convierten en costras que secretan pus, al despegarse la
costra, la superficie sangra con facilidad; la lesion suele

sanar en un afio aproximadamente dejando una cicatriz sin color y deformante /"4
En el caso de leishmaniasis cutanea diseminada se presentan los siguientes sintomas: la
enfermedad comienza con la aparicion de papulas bien definidas que evolucionan
lentamente hasta llegar a la formacion de placas y nédulos, estas lesiones son al principio
lisas, de consistencia firme y de color azulado, pero adquieren luego un aspecto

descamativo y rugoso que no ulcera. Se presenta sobretodo en cara y piernas ™

En los animales las lesiones de la piel pueden ser multiples y encontrarse en orejas, nuca
y la base de la cola. Las lesiones se inician como nédulos y pueden carcomer parte de las

orejas. La infeccion en estos animales incluye periodos de tiempo prolongados. Bl
1.6.1.6. Diagnéstico

Cuando se sospecha de que una persona esta infectada, se obtiene una muestra a partir
de las lesiones activas de la piel. Existen varios métodos para lograrlo: mediante un simple
raspado de la lesion con un pequefio escalpelo*, efectuando incisiones* de algunos
milimetros, atravesando la epidermis hasta alcanzar la dermis y efectuar un raspado,
obteniendo liquido tisular con células del tejido, aspirando con aguja o una biopsia* con

aguja. !




1. Antecedentes

Con el material obtenido se preparan frotis* que se tifien con colorante de Giemsa*. Al
microscopio se observan los cinetoplastos distintivos con forma de baston de las especies
de Leishmania. Si la muestra se tifie con Wright*-Giemsa el cinetoplasma se tifie de azul,
con un nucleo rojo grande excéntrico. La presencia de cinetoplastos rojos y pequefios es
caracteristica de las especies de Leishmania, que las distingue de otros agentes patologicos
intracelulares con aspecto parecido.!""

Otra técnica util para diagnosticar leishmaniasis cutanea es el cultivo, que permite el
aislamiento e identificacion del parasito y facilita su deteccion. Para este procedimiento
debe obtenerse una cantidad de muestra suficiente, que se homogeniza en un solucion
salina y se siembra en un medio de cultivo en condiciones estériles. Los medios
frecuentemente utilizados son los medios difasicos de agar sangre (medio de Novy, Nicolle
y McNeal o NNN). El cultivo debe mantenerse a unos 25 °C. Cuando se efectua el cultivo
en el medio NNN hay que realizar resiembras cada 7 dias, practicando al menos cuatro
resiembras sucesivas antes de dar los resultados como negativos. ®*!

La inoculacion* en animales de experimentacion, realizados en hamsters dorados es de
gran utilidad en el caso de cepas de dificil crecimiento o de indculos contaminados, sin
embargo, esta técnica requiere alrededor de 2 a 3 meses desde la inoculacion para observar
algin resultado positivo. !

Asi mismo se utiliza la prueba intradérmica de Montenegro que también es conocida
como prueba de leishmanina, en la que se empiea una suspension de promastigotes muertos
de Leishmania con antigeno*, ésta se inyecta al paciente y resulta positiva cuando se
produce una induracién mayor a 5 mm de diametro, en el sitio de la inyeccion de las 48 a

las 72 horas. !
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1.6.1.7 Tratamiento

El farmaco de eleccién es el estibogluconato de sodio pentavalente (Fig. 7), en su
presentacién de Pentostam” y Solustibosan™ que se administra a dosis de 600 mg/dia hasta
un total de 10 inyecciones.!™!

Otro tratamiento posible es la inyeccion de 200 mg de clorhidrato de quinacrina (Fig. 7)
(Atabrine™), disueltos en 5§ mL de agua, alrededor de los bordes de la tilcera. B3]

En Arabia Saudita se comprobo que la cicatrizacion de leishmaniasis cutanea se
aceleraba con levamisol (Fig. 7), en dosis de 150 mg/dia por via oral, dos dias por semana

durante un periodo de 37 semanas.™!

cI:H,on CH,OH CHy

CHOH CHOH NHCH(CH) N

| | CaHs

CHOOH o _CHO

|\ | /1 201 N
OHC—5b—0—5b—CHO

IG'K), \tI:Ho N ¢l NA{

[ 3Nd 9HO | |

coo™ coo™ H
Estibogluconato de sodio Clorhidrato de quinacrina Levamisol.

Fig. 7 Firmacos utilizados en el tratamiento de leishmaniasis cutdinea

La leishmaniasis cutanea diseminada es resistente al tratamiento con antimoniales; el
farmaco de eleccion es la anfotericina B (Fungizane, Fig. 8), si el paciente lo tolera, se
administra en una solucion de dextrosa al 5 % en concentracion (1mg/10 mL), cada dosis se
administra en un periodo de 6 horas. La tolerancia varia en cada persona. Son frecuentes las
reacciones adversas en forma de fiebre, nauseas, anorexia, vomitos, dolor abdominal,
cefalea*, diarrea y alteraciones renales, por tanto debe controlarse a diario los niveles de
nitrogeno ureico y creatina en sangre y orina. Otra alternativa es administrar pentamidina

(Fig. 8), con dosis de 200 mg/dia en un total de 10 dosis."™!
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0\/\/\/0
HN, NH

NH, NHy

Pentamidina
OH

Anfotericina B

Fig. 8 Firmacos utilizados en leishmaniasis cutdnea diseminada

1.6.2 LEISHMANIASIS MUCOCUTANEA

1.6.2.1 Distribucién geografica.

La leishmaniasis mucocutnea se
ha encontrado en varios paises de
América (Fig. 9): en Argentina,
Belice, Bolivia, Brasil, Colombia,
Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
Estados Unidos de América (Texas),
Guatemala, Guayana  Francesa,

Honduras, Nicaragua,

Fig. 9 Distribucion geogrifica de
leishmaniasis mucocutinea Guyana,

Panama, Paraguay, Per, Surinam,
19

Venezuela y México en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas y Yucatéan.

12
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Los residentes en las zonas endémicas tienen nombres locales'

131 para algunas formas de

la enfermedad.

1.6.2.2

B

2
3.
4
5

Ulcera de los chicleros.

La Uta.

Pian de los bosques o Pian-bois.
Ulcera del Bejuco.

Espundia.

Especies

Las especies causantes de esta enfermedad son:

I.

L. mexicana. Esta especie tiene a su vez varias subespecies: L. m. mexicana
(responsable de la tlcera de los chicleros), L. m. amazonensis, L. m. pifonai, L.
enriettii, L. m. venezuelensis.

L. braziliensis. Tiene cuatro subespecies: L. b. braziliensis (causante de la
espundia), L. b. guyanensis (produce el pian de los bosques), L. b. panamensis

(genera la Glcera del bejuco), L. b. peruviana (causante de la uta).™

1.6.2.3 Vectores I

Los vectores responsables de la transmision de la leishmaniasis mucocutinea son las

especies de Lutzomyia (Lu) particulares que se mencionan a continuacion:
1.

El vector habitual de la dlcera de los chicleros es Lu. olmeca, que se encuentra
desde el sur de México (especialmente en Yucatan) hasta Guatemala y Belice.

Los vectores de la uta son Lu. verrucarum y probablemente Lu. peruensis.

El vector del pian de los bosques es Lu. anduzei.

Ulcera del bejuco: la Leishmaniasis cutinea de Panama es transmitida por L.
trapidoi, Lu ylephiletor, Lu. gomezi y Lu. panamensis.

La espundia es transmitida en el norte de Brasil por Lu. paraensis, y en Venezuela

y el sur de Brasil por Lu migonei, Lu. whitmani y Lu. anduzei.
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1.6.2.4 Huéspedes reservorios

El hombre se infecta de modo accidental por picadura de los flebotomos al penetrar en
las areas de la selva, habitat de los insectos. !

En los animales los principales reservorios de infestacién son un gran numero de
roedores que habitan en las regiones forestales de América del Sur, aunque también se han

observado perros y zarigiieyas 4]

1.6.2.5 Sintomas m4s frecuentes.> *!

Ulcera del chiclero. Esta enfermedad suele caracterizarse por la aparicion de una sola
lesion cutdnea autolimitada, que puede ser papula, un nédulo o una tlcera. Su evolucion es
lenta pero no supera los seis meses; sin embargo si la lesion es en la oreja se produce una

destruccion importante del pabelion.

En el caso de la espundia los pacientes tienen problemas para
alimentase y sufren dolor al deglutir. Ademas aparecen metastasis
en nasofaringe y laringe. Como este tipo de leishmaniasis es
mutilante pueden destruirse el cartilago de la nariz y la laringe,
pero no el hueso. Pueden afectarse los labios, faringe, traquea,
bronquios y esofago. La causa de muerte mas frecuente es la

neumonia* intercurrente debido al paso de secreciones infectadas

al tracto respiratorio.

Fig. 10 Rostro
desfigurado, frecuente
en leishmaniasis
mucocutinea

La uta produce lesiones ulcerosas cutaneas tnicas, limitadas, no afectan mucosas y son

de curacion espontanea,
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El pian de los bosques produce una lesion ulcerativa aislada que puede sufrir metastasis
para producir varias Ulceras localizadas sobre el torso y las extremidades. Si la picadura del
flebotomo es cerca de la nariz aparecen lesiones nasofaringeas. La curacion espontanea es
muy rara y las recaidas son frecuentes.

La dlcera del bejuco produce una o algunas ulceras profundas que pueden sufrir
metastasis a través de los canales linfaticos hasta formar nodulos secundarios que no curan
espontaneamente

En los animales selvaticos y los roedores se producen alteraciones en la piel, sobre todo
en la base de la cola y en ocasiones en orejas y dedos; en otros animales, en la cuenca del
Amazonas, la piel tiene apariencia normal y los parasitos estan dispersos en la dermis.

En Venezuela se examinaron 22 perros, de los cuales 9 tenian lesiones ubicadas en el
escroto®, nariz, oreja y extremidades. En esta region se examinaron 116 burros de los

cuales 28 tenian una o mas lesiones ulcerosas.
1.6.2.6 Diagnéstico

Las técnicas usadas para diagnosticar las especies de leishmaniasis mucocutanea son las
mismas que se emplean para el caso de leishmaniasis cutdnea (Ver seccion 1.6.1.6) entre
ellas se encuentran: la obtencion de muestra de los bordes de la lesion y después la
realizacion de frotis tefiidos con Wright, la inoculacion de animales de laboratorio y la

prueba intradérmica de Montenegro, %1131

1.6.2.7 Tratamiento'!

La tlcera del chiclero no suele necesitar tratamiento, ya que aparece por un corto plazo
y es benigna, salvo cuando se localiza en el pabellon de la oreja, ya que si las lesiones son
mas persistentes y destructivas, deben tratarse con el pamoato de cicloguanilo (Camolar™),
a dosis de 5 mg/Kg de peso corporal, en una suspension de benzoato de bencilo (Fig. 11) al
40% vy aceite de ricino al 60%, se inyecta al paciente y generalmente basta con una

inyeccion.
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En la dicera del bejuco se usa el pamoato de cicloguanilo (Fig.11); si fracasa el
tratamiento con este preparado hay que usar estibogluconato de sodio pentavalente (Fig. 7),
que se administra intramuscularmente a dosis de 600 mg/dia hasta un total de 10
inyecciones.

Para el tratamiento de la uta y la espundia se administra estibogluconato de sodio
pentavalente (Pentostam®). Si el tratamiento para la espundia fracasa con el antimonio
pentavalente, se administra pirimetamina (Daraprim”, Fig. 10) por via oral, a dosis de 25

mg/dia durante 2 semanas, después se deja una semana sin tratamiento. El ciclo se repite

HOC, OH  Ho, COH
HaN
>=N H
< : ; c
cl N />— NHa
HiC Avﬂ O
CH, s

Pamoato de cicloguanilo
HaN )

cl \_%NH; dom

HsCH,C

dos veces.

Pirimetamina Benzoato de Benzilo

Fig. 11 Farmacos utilizados en Leishmaniasis Mucocutinea.

En los pacientes mas resistentes se utiliza la administracién intravenosa de anfotericina
B (Fig. 8). 0.25-1 mg por kilogramo, diariamente a cada tercer dia. Hasta alcanzar una dosis
total de 1.0-2.5 g en adultos. A menudo se administra anfotericina B con cortisona, y es

preciso controlar la hemoglobina y la funcion renal, ™!
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1.6.3 LEISHMANIASIS VISCERAL
1.6.3.1 Distribucion geografica.

La leishmaniasis visceral (Fig.
12) se encuentra en Arabia Saudita,
Argelia, Argentina, Bangladesh,
Bolivia, Brasil, Camerin, Colombia,
Chad, China, Egipto, El Salvador,

Fig. 12 Distribucién geogrifica de Espafia, Francia, Gambia, Grecia,
Leishmaniasis visceral.

Guatemala, Honduras, Iraq, Israel,
Italia, Jordania, Libano, Malta, Marruecos, México, Nicaragua, Panamé, Paraguay,
Portugal, Republica Arabe Siria, Iran, Senegal, Ttinez, Turquia, URSS, Venezuela, Yemen
y Yugoslavia. el

1.63.2 Especies

El agente etioldgico es L. donovani y existen cuatro subespecies: L. d. donovani, L. d.
infantum, L. d. archibaldi, L. d. chagasi. "

1.6.3.3 Vectores. Il

Los vectores de la leishmaniasis visceral son los siguientes:

“» Asia: Phlebotomus argentipes, P. chinensis, P. chinensis longiductus, P. major
syriacus y P. saheli.

o Oriente medio: P. papatasi, P. alexandri, P. perniciosus, P. sergenti.

<> Africa: P. sergenti, P. longironi orientalis, P. martini, P. longicuspis y P. longipes.
e Europa: P. perniciosis, P. major, P. papatasi, P. tobbi, y P, ariasi.

K Sudamérica: Lutzomyia intermedia, Lu. longipulpis y Lu. paraensis.

- América central. Lutzomyia cruciatus.

P México: Lutzomyia cruciatus.




1.6.3.4 Huéspedes reservorios.

En la India el hombre es el principal reservorio, siendo mas frecuente en ellos que en
mujeres. La transmisién ocurre de uno a otro hombre a través del mosquito vector, y se
realiza dentro de las casas, que constituyen microfocos de infeccion.

En América los reservorios animales son el perro, la rata, la ardilla terrestre y los
canidos silvestres. La infeccién se propaga entre los cénidos y de éstos al hombre por
picaduras de insectos Lutzomyia cruciatus.

En el nordeste brasilefio se conoce al zorro como huésped silvestre de leishmaniasis
visceral. En el Medio Oriente, el chacal y el perro son los huéspedes y fuentes principales
de infeccion para los flebétomos.

1.63.5 Sintomas mds frecuentes

Los parasitos que causan la leishmaniasis visceral tienen la capacidad de invadir el
sistema reticuloendotelial de todo el cuerpo invadiendo el torrente sanguineo, llegando a las
visceras, donde la Leishmania se multiplica con rapidez."”

El periodo de incubacién puede ser de apenas 10 dias o
prolongarse a més de un afio, pero por lo general se limitade 2 a 4
| meses.™
5t El comienzo de la leishmaniasis visceral puede ser inesperado,
M produciéndose diarrea y fiebre, asi como tos, es posible que se
i€ observe oscurecimiento de la piel y otras alteraciones de la
! pigmentacién cutinea en la frente, la boca, el torax y las
: piemas.®™ También se presenta el aumento del bazo

de higado, frecuente  (€Splenomegalia progresiva), y en algunas ocasiones dolor
en leishmaniasis i 2 i s i
viscorsl abdominal. Asi mismo puede crecer el higado (hepatomegalia, Fig.

13).#
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Por su debilidad el paciente esta expuesto a infecciones secundarias como estomatitis,
infecciones pulmonares, complicaciones gastrointestinales."?!

En las infecciones mas agudas, el paciente puede morir en un periodo de pocas semanas,
en los casos no muy agudos en un afio y en los crénicos en 2 o 3 afios.”

En algunos animales la evolucién es cronica y muchos manifiestan anorexia, fiebre
irregular, apatia, palidez de las mucosas. En algunos casos hay edemas* en distintas partes
del cuerpo y hemorragias por las fosas nasales. En Brasil se ha observado perros muy
parasitados con una sintomatologia muy leve. Se puede encontrar animales con infecciones

clinicamente inaparentes y otros casos muy graves y mortales. Bl
1.6.3.6 Diagnostico

En las zonas endémicas de la enfermedad puede sospecharse de una persona con fiebre
persistente, irregular y a menudo con esplenomegalia* "*!

El diagnostico consiste en hallar al parasito en sangre y tejidos periféricos como el
higado, bazo o médula 6sea a través de biopsias."”

El método mas utilizado por su facilidad, seguridad de ejecucion y sensibilidad es el
aspirado de médula 6sea* esternal, ya que se puede comprobar la presencia del parasito en
54 a 86 % de los casos. Otro método es la puncion esplénica* que presenta resultados
positivos (98 %), dada la localizacion preferencial de los parasitos en el bazo, sin embargo,
se recurre a este procedimiento como ultimo recurso por ser muy riesgoso, ya que para
afectarse se requiere de personal especializado, para actuar con rapidez al introducir la
aguja, haciendo que el eje de entrada sea el mismo que el de salida, con el fin de no
desgarrar ningun organo. G

La prueba de gel con formol, es una técnica que consiste en afiadir una o dos gotas de
formol al 40 % en 0.5 o 1 mL de suero del paciente, después de mezclar se deja reposar
durante 20 minutos, si la persona esta enferma, el suero se forma en gel y se vuelve opaco

(la prueba se basa en la formacion de gel de una cantidad aumentada de globulinas*).""s!
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También para este tipo de leishmaniasis se utiliza el xenodiagnéstico, que consiste en
dejar que flebotomos no contaminados procedentes de una colonia de laboratorio piquen e
ingieran sangre de un paciente; después de unos dias se disecciona el mosquito y se observa
la posible presencia de Leishmania en el tubo digestivo, esta prueba tiene alta sensibilidad,
aunque es dificil conseguir las colonias de laboratorio de especies de flebotomos

& . . 5 . 16
susceptibles a la especie de Leishmania que se encuentre en esa zona geografica. | !

1.6.3.7 Tratamiento

Los pacientes deben descansar en cama durante la fase aguda, recibiendo una
alimentacion equilibrada, rica en proteinas y vitaminas, se administra tratamiento auxiliar
con sulfas y antibioticos en caso de infecciones secundarias (bronconeumonia, diarrea).

La quimioterapia general es a base de antimonio y diamidinas aromaticas. Los
compuestos de antimonio pentavalente como estibogluconato de sodio (Fig. 7) 600 mg
diarios durante 6 o 10 dias por via intramuscular o intravenosa. Si fracasa en antimonio se
prefiere pentamidina (Fig. 8) a razon de 2 a 4 mg/Kg por via intramuscular cada dia, hasta

un maximo de 15 dosis, '
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1.7 FARMACOS ALTERNATIVOS USADOS PARA EL TRATAMIENTO DE LOS
DIFERENTES TIPOS DE LEISHMANIASIS.

Otros farmacos alternativos empleados en la terapia sistematica de la leishmaniasis
visceral y/o cuténea incluyen la hidroxistilbamina, el alupirinol, el ketoconazol y el

itraconazol;"""! a continuacion se presentan las estructuras quimicas de cada uno de ellos:

oH
OH

R NH: N

) ) L
HN NH N N
Hidroxistilbamidina Alupurinol
Cl
H,COC—N —O—o —C@/

Ketoconazol

(_\h

O“{%\_C/

Itraconazol

HyC.

Fig. 14 Firmacos alternativos de leishmaniasis visceral y leishmaniasis cutinea

Ademas en la leishmaniasis cutanea también se ha utilizado la administracion
sistematica de nifurtimox, dehidroemetina, rifampicina junto con isoniazida, metronidazol,
cotrimazol y dapsona; sin embargo la eficacia de estos farmacos no esta del todo

probada. "' En la Fig. 15 se muestran las estructuras de algunos de estos farmacos:
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o
H CHy b W _NH,
\ N
- ;
sZ° LS

ouN O
Metronidazol E j\ Dapsona Isoniazida

o OCH,CO.H

cHy ©

Dehidroemetina Rifampicina
Fig, 15 Algunos firmacos usados en el tratamiento de Leishmaniasis cutdnea.

1.8 LAS QUINONAS
1.8.1 LAS QUINONAS EN LA NATURALEZA

Para el tratamiento de los diferentes tipos de leishmaniasis en los (ltimos 50 afios se han
usado compuestos como el estibogluconato de sodio, la pentamidina y la anfotericina B
(Fig. 7 y 8). Estos medicamentos son efectivos, pero tienen varias desventajas: la
administracion de dosis altas, una duracion larga de la terapia (varias semanas), una
eficacia variable,""”! los altos precios que las hacen inasequibles para la poblacion que
padece la enfermedad,"™ los efectos secundarios renales, cardiacos, y que en algunos
pacientes producen shock, pancreatitis y riesgo de diabetes. "’

En la lucha por encontrar otras alternativas para mejorar tales resultados se han

propuesto varias opciones, entre ellas las quinonas.
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Las quinonas son compuestos que tienen dos grupos cetonas conjugadas en un ciclo
(Fig. 16). Una quinona se caracteriza por la presencia de dobles enlaces en el anillo en lugar

del sistema conjugado de enlaces dobles y sencillos, entre los carbonos.

Fig. 16 Estructura general de quinona

En la naturaleza se encuentran varias quinonas coloridas presentes en diferentes familias

de plantas, tal como la juglona, la lawsona o el acido carminico. *%

OH o (o]
OH
HO
o ]

Juglona Lawsona Acido carminico

CoH O OH

Fig. 17 Algunas de las quinonas encontradas en la naturaleza

También se puede encontrar a la vitamina K, que es util par la coagulacion de la sangre.
Su accion previene las hemorragias internas. Existen dos variantes naturales, la K, (Fig.
18), proviene de vegetales de hoja verde oscura (espinacas, lechuga, coliflor), el higado y
los aceites vegetales (maiz y girasol), también en alfalfa, jitomates, cereales integrales
(germen de trigo) y el higado de cerdo. La K; es producida por las bacterias intestinales
(Fig. 18).12-22
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La K3 o menadiona (Fig. 18) es una variante sintética de las K; y K; que carece de una

cadena larga lateral, pero que duplica el poder de las anteriores, la K3 se receta a personas

que no pueden metabolizar adecuadamente las naturales, *"***

o]
CH;,
/\/\I/\/YCHS
o] CHy CH4 CHy CH,

Vitamina K;

o
(o]
CHy
CHa
g o
C/ %C/ «H
Ha I
o CH,
o

Yitamina K; n=6-10

Segiin la especie Vitamina K3

Fig. 18 Estructuras de la vitamina K

Las cascaras de la nuez contienen un derivado naftalénico trihidroxilado, el cual sufre

. .y . . . . 23
una oxidacion al aire para dar una naftoquinona similar, llamada juglona. **!

OH OH oH o
OH o
Trihidroxilado Juglona

Fig. 19 Quinona encontrada en la ciscara de la nuez
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1.8.2 Las quinonas en los procesos oxidativos de la célula

En las mitocondrias de los organismos vivos se llevan a cabo procesos oxidativos que
son ftiles a la célula y en los que intervienen sustancias que transportan iones hidrogeno y
electrones entre un substrato y el oxigeno, pasando alternativamente de la forma oxidada a
la reducida y viceversa, recuperando la estructura inicial y pudiendo reaccionar otra vez.
Asi mismo en estos procesos participan ciertas enzimas que catalizan las reacciones
bioquimicas del organismo, que para ser activas necesitan de una coenzima que actue comno
transportadora intermediaria de grupos funcionales, de atomos especificos o de electrones.
Cuando una enzima esta ligada a una coenzima nucledtido de nicotinamida como NAD se
le llama deshidrogenasa que tiene la capacidad de oxidar sustratos, mientras que una
enzima unida a la coenzima NADPH* reduce sustratos y se le llama reductasa.*"+**

Las anteriores enzimas estan presentes en los procesos de glucolisis* y el ciclo de
Krebs* de donde se producen electrones y protones que son transferidos a la coenzima
NAD" (Fig. 20), generando NADH reducido, que se encarga de transportar los ¢ y H' a la
mitocondria; los € son llevados hasta los complejos enzimaticos unidos a la membrana de
la mitocondria, que son una serie de transportadores de electrones con un potencial de

reduccion sucesivamente creciente, 2%

s,

HO—P—0—CcH,

|
i ¢ N
wo—p=qo M H Ho—p=0 H |

H
oH oH | OH OPO|CH),

H H
m/mn,
N
5 o

OH OH oH OH

NAD" NADPH

Fig. 20 Coenzimas que actiian en los procesos oxidativos.
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o Uno de estos transportadores de electrones es la

e, Gty coenzima Q conocida también como ubiquinona (Fig,.
21) que contiene una larga cadena lateral

e U ) isoprenoide que la hace liposoluble, con la facilidad de

CHy /n=6-10 _— 121]
transportarse en el interior de la membrana.

iqui " transformandose

Fiz 31 Coentions G 0 La ubiquinona puede aceptar un e s
Ubiquinona en el anion radical ubisemiquinona, o dos e formando
ubiquinol, de esta manera la reduccion completa de la ubiquinona requiere dos electrones y

dos protones produciéndose en dos pasos, **2*

o 0 OH
H,C0 CH, H + g iSO Hy Ig + ¢ HCO CH,
H,yCO H H,CO’ H Hy H
g CH; /n=6-10 ot s {n=6-10 ™ CHy /w610

Ubiquinona Ubisemiquinona Ubiquinol
Fig. 22 Reduccion de la ubiquinona

La coenzima Q se considera como un punto que concentra electrones y los transfiere a
los siguientes complejos a través de reacciones de oxido-reduccion hasta el O; como ultimo
aceptor de estos electrones que al recibirlos se combina con los protones del medio para
formar agua. ™!

Sin embargo, durante el metabolismo oxidativo se pueden generar especies de oxigeno
que son muy reactivas y por tanto, pueden ser toxicas. El oxigeno molecular no puede
aceptar mas de un electrén cada vez, por lo que la transferencia de electrones se produce en
pasos sucesivos; asi la reduccion de O, por un electron produce un anion radical

superoxido (O, Fig. 23), la adicion de un segundo electron produce peroxido de hidrogeno

(H20,) y un tercer electron genera un anion radical hidréxilo (OH') y un ion hidroxido
(OH) 1
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A continuacién se presentan las especies formadas:

(¥

H
e T Ho My..H i o
e'_) c—) e i
Anién radical lon  Anién radical
superdxido Peréxido de hidrogeno  hidréxide  hidréxilo

Fig. 23 Especies toxicas formadas a partir del oxigeno

La produccién de especies reactivas de oxigeno pueden conducir a la muerte de la
célula, ya que las membranas pueden sufrir dafios que consisten en una oxidacion de
lipidos, se cree que las proteinas con una lesion oxidativa contribuyen a producir un
envejecimiento celular.”®!

Las células tienen varios mecanismos de defensa para protegerse del dafio oxidativo;
entre ellos se cuenta con la produccién de enzimas con capacidad antioxidante como la
superoxido dismutasa*, la catalasa* y la glutation peroxidasa*, como una primera barrera

frente a la produccién de radicales libres. *" %

202; + 2H+ Superdxido dismutasa HiDs: + 02

Catalasa

H,O, + H0; 0, + 2H,0

Glutation peroxidasa
—_—

2 Glutation esy + H20; Glutation oy + 2H20

Fig. 24 Reacciones en las que intervienen las enzimas superdxido dismutasa, catalasa y glutatién
peroxidasa

Otro mecanismo de defensa con capacidad antioxidante son los elementos que provienen
de la dieta como la vitamina E (Fig. 25), la vitamina C, los betacarotenos, los polifenoles y

los oligoelementos. **!
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OH

Lo} =

COH
CH, HO

Vitamina C Vitamina E

p-catoteno

Fig. 25 Algunos antioxidantes obtenidos de los alimentos.

1.8.3 Deficiencia de enzimas de Leishmania

Se ha comprobado que Leishmania tiene deficiencia en las enzimas catalasa y glutation
peroxidasa como lo demostro el experimento realizado por Murray y sus colaboradores®,
quienes encontraron que los promastigotes de Leishmania tropica y Leishmania donovani
son muy sensibles a bajas concentraciones de H;0,, al punto de inhibir su crecimiento o
causarles la muerte; dicha susceptibilidad se debe a los bajos niveles de enzimas catalasa y
glutation peroxidasa que tienen las especies de Leishmania.

Por su parte, Docampo, R. y Stoppani, A. O. M.*", hicieron un estudio acerca del efecto
que tiene Nifurtimox en presencia de la forma epimastigote* de Trypanosoma cruzi (agente
causal de la enfermedad de Chagas).

Ellos encontraron que cuando se adiciona Nifurtimox a los epimastigotes de T. cruzi,
hay un incremento en la produccion de O, y H;0,. Esto se debe a que el Nifurtimox
acelera el consumo de oxigeno provocando un desequilibrio en la cadena oxidativa,

llegando asi a la formacion de H,0; que se libera al medio.
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Asi mismo, estos investigadores mencionan que la adicién de Nifurtimox y NADPH a
un medio donde hay epimastigotes de 7. cruzi estimula doblemente la produccién de Oy,

inhibiendo el crecimiento del parasito.
1.8.4 Mecanismo de accién de las quinonas

Goulart, M. O. F. et. al.”™ menciona que la generacion de especies de oxigeno activas a
través del ciclo redox es el mecanismo por el que varias naftoquinonas naturales y sintéticas
exhiben actividad antiprotozoaria. Este mecanismo de accién requiere la bioreduccion de
las quinonas como el primer paso de activacion, aunque es ain una materia en debate si la
especie activa es el anion radical semiquinona o la hidroquinona formada por uno o dos
electrones transferidos respectivamente.

Laurence, S.-C.*" y sus colaboradores propusieron el siguiente mecanismo de accién de

las naftoquinonas dentro de un organismo vivo.

. 2NQ + NAD(P)H + g* Mfqunomrequcist )NQ° + NAD(P) + 2H'

2 NQ + O NQ + O
3. 0, + citc(Fe)” 0, + citc(Fe)*
4, NQ + citc (Fe)'™ NQ + citc (Fe)*

En el anterior mecanismo se propone que la enzima naftoquinona reductasa ligada a la
coenzima NAD(P)H reduce a la naftoquinona al anion radical semiquinona, que después
reacciona con el oxigeno del medio, para producir el anion radical superdxido.
Posteriormente se muestra que a través de reacciones oxido-reduccion se regenera el
oxigeno molecular y la nafioquinona. En esta propuesta se observa tnicamente la

produccion de la especie toxica anion radical superoxido.
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Por su lado, Ribeiro-Rodrigues er. al.** propone que el mecanismo de accién de los
derivados de las naftoquinonas implica que el parasito absorba tales compuestos y que ya
dentro de ellos se lleve a cabo una reduccién a semiquinonas, que son capaces de reducir el
oxigeno molecular al anién radical superoxido y a peréxido de hidrégeno formando
radicales hidréxilo que son causantes del dafio a la membrana plasmatica y la inhibicion de
caminos biosintéticos de las células del parasito.

Docampo, R. y Stoppani, A. O. M."*"! presentan un mecanismo de accién en el que se
propone como se generan ofras especies toxicas de oxigeno cuando a un cultivo de
epimastigotes de 7. cruzi se adiciona un compuesto derivado del nitrofurano. A

continuacion se presenta este mecanismo:

1. NAD(P)H + H' + 2AINQ, Niratoreductsa  5A,NO,” + NAD(P)" + 2H'

2, AINO;, + O, AINO; + Oy
3. 0" & 0+ R St 4 (O)

a Fe'* s 5
4. 02 + HzOz 0, + OH + OH

En este mecanismo ademés de formarse el anién superéxido O, , también se forman
otras especies téxicas como H,0,, OH™ y OH", Murray H. W."*! menciona que H;0; es la
especie que puede causar mayor dafio al protozoario Leishmania por no tener las suficientes
enzimas degradadoras de tal especie toxica.

El mecanismo propuesto por Laurence S.-C.*” fue para el caso del protozoario

127 bara el protozoario T.

Leishmania y el presentado por Docampo R. y Stoppani A. O. M.
cruzi; ambos parasitos pertenecen a la misma familia: Trypanosomatidae (Fig. 3), y que

tienen metabolitos parecidos; por lo tanto la inhibicién de su crecimiento es parecida
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cuando se aplican compuestos como las naftoquinonas y los nitrofuranos, que presentan
propiedades redox que los hace capaces de aceptar electrones y generar especies reactivas
de oxigeno dentro de la cadena respiratoria.*"!

Con estos antecedentes se puede decir que la célula humana tiene ventajas en
comparacion con el protozoario Leishmania, ya que durante el proceso oxidativo se
producen especies toxicas de oxigeno, que el organismo humano es capaz de combatir
produciendo especies antioxidantes tales como las enzimas superoxido dismutasa, catalasa
y glutation peroxidasa, como mecanismo de defensa para evitar el dafio oxidativo de tales

especies.

1.8.5 Quinonas con actividad leishmanicida

En los tltimos afios se ha encontrado algunos reportes #3334

en los que las quinonas
han tenido buena actividad contra los protozoarios Leishmania y T. cruzi. A continuacion
se presentan algunas referencias en las que se mencionan experimentos i vifro que resultan
una buena via para proponer a estos compuestos como posibles leishmanicidas:

Aldunate, J. et. al.” estudiaron la actividad de algunos compuestos fendlicos de los
grupos hidroquinonas (hidroquinona, t-butilhidroquinona, 2,5-di-t-butilhidroquinona) en
epimastigotes de Tripanosoma cruzi. Ellos encontraron que todas las hidroquinonas
estudiadas bloquean la cadena transportadora de electrones mitocondrial antes del

citocromo b, inhibiendo el crecimiento del cultivo asi como el consumo de oxigeno.

OH OH OH

OH OH OH
Hidroquinona  t-butilhidroquinona 2,5-di-t-butilhidroquinona
Fig. 26 Compuestos estudiados por Aldunete
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Por su parte Ribeiro-Rodrigues, R. et. al. ® hacen un estudio de actividades in vitro de
varias naftoquinonas naturales y sintéticas en presencia de tres especies de 7. cruzi
comparando contra los medicamentos Nifurtimox y Beznidazol, que manifiestan alta
eficiencia contra 7. cruzi aunque presentan varios efectos colaterales.

De esta comparacion se encontrd que tres compuestos derivados de las quinonas (2-(1-
hidroxi-etil)-6-metoxi-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona, 2-acetil-7-metoxi-nafto[2,3-b]furan-4,9-
diona y nafto[1,2-b]furan-4,5-diona) inhiben el crecimiento al 100%, al igual que los

compuestos de referencia Nifurtimox y Beznidazol.

Compuestos de referencia:

-3 1. O,
SERReNe

Nifurtimox Benznidazol

Compuestos derivados de quinonas:

o

ocH;
o
2-(1-hidroxi-etil)-6-metoxi-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona

o] o

COCH,

5 L/
2-acetil-7-metoxi-nafto[2,3-b|furan-4,9-diona Nafto[1,2-b]furan-4,5-diona
Fig. 27 Quinonas que inhiben el crecimiento de 7. cruzi, propuestas por Ribeiro-Rodrigues.
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Croft S. L. y sus colaboradores®"! examinaron una serie de compuestos (entre ellos
algunas quinonas) contra amastigotes de L. dornovani y L. mexicana amazonensis in vitro.
& Los resultados mostraron que de las naftoquinonas analizadas

solo la plumbagina mostr6 marcada actividad contra los

CHy
O amastigotes de ambas especies de Leishmania. Estos resultados
dieron pie a que se realizara un experimento in vivo tratando

o i algunos ratones infectados con L. donovani y L. m. amazonensis,

aplicando una dosis de 16 mg/Kg peso de plumbagina, inyectada

Fig. 2 Plckagion subcutaneamente durante 5 dias. Los amastigotes de L. m.

amazonensis disminuyeron 24%; sin embargo, a ese mismo lote de ratones les aplicaron

una dosis de plumbagina por 15 dias y se observé que los amastigotes disminuyeron hasta
81%, ademas algunas ulceraciones desaparecieron completamente.

Teixeira, M. J. ef al. ") evaluaron in vitro 1a actividad antileishmanicida de 2-hidroxi-3-

(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona (Lapachol) y de Pentostam® contra amastigotes de

o Leishmania (Vannia) braziliensis (LVb) y también
OH infectaron 32 hamsters con promastigotes de LVb. A un
‘e ct,  grupo de 8 hamsters se les administré Lapachol, de forma
cn,m:c\m, oral. A otro grupo de 8 ratones se les suministré
o

Pentostam® intramuscularmente; a un tercer grupo
P2 baverin también de 8 ratones se administré intramuscularmente
Lapachol + Pentostam™ y el cuarto grupo de 8 ratones fue el de control, al que no se le
administro ningln firmaco.

Los autores determinaron que Lapachol mostro actividad antiamastigote in vifro 79-89%
contra LVb, mientras que Pentostam” muestra una actividad inhibitoria solo de 60-74%
contra LVb. Mientras que en el experimento in vivo el grupo de Lapachol + Pentostam”™
presenta el 98.9% de reduccion en la medida de la lesion, el grupo de Pentostam™ redujo
83.2% y el grupo de Lapachol solo el 6%. Ellos también encontraron que las naftoquinonas
(Lapachol y B-lapachol) bloquean la respiracién celular, generando radicales libres que

interfieren en el metabolismo del oxigeno de la célula del protozoario.

33



1. Antecedentes

En la region tropical de Bolivia, la leishmaniasis cutinea es conocida como espundia,
los indigenas Chimanos de este lugar aplicaron empiricamente el cataplasma de tallo fresco
de Pera benensis directamente sobre la lesion, después ellos observaron que se produce una
inflamacion y la herida desaparece lentamente.

Con estas observaciones Fournet, A. y sus colaboradores"® se dieron a la tarea de aislar
del tallo de la raiz de Pera benensis compuestos activos contra Leishmania y T. cruzi. Ellos
encontraron los siguientes compuestos: plumbagina, 3,3’-biplumbagina, 8,8’-biplumbagina,

que fueron analizados por técnicas espectroscopicas.

o
OH o
08
ooN
OoH o
= o
5 Plumbagina o
o8
OoH o

8,8'-biplumbagina

3,3'-Biplumbagina

Fig. 30 Compuestos que tienen actividad leihsmanicida, propuestos por Fournet, A.

Estos compuestos presentan actividad antileishmanicida contra amastigotes de L.
amazonensis: con plumbagina sobrevive solo el 16.5 % de los parasitos a una concentracion
de 10 pg/mL; ademas la plumbagina presenta un CLgo de 5 pg/mL. Por su parte con 3,3’-
biplumbagina sobrevive el 85 % de los parésitos a una concentracion de 50 pg/mL y con el

compuesto 8,8’-biplumbagina sobrevive el 82 %, a una concentracion de 5 pg/mL.
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Con las anteriores investigaciones, se propone continuar con el estudio de los
compuestos derivados de las quinonas ya que pueden representar alternativas como
farmacos leishmanicidas.

A continuacion se plantean las reacciones quimicas que se emplearon en las sintesis de

los compuestos llevados a cabo en este trabajo:
1.9 MECANISMO DE REACCION
1.9.1 Adicion conjugada

Los compuestos carbonilicos a, P-insaturados tienen dos centros electrofilicos: el

carbono del carbonilo y el atomo de carbono B con respecto a él. Bl

B | T
/E‘\f/\ /°‘\\c/°\~——/l\\~?f‘£\--/ AN
| | \ |

Centros electrofilicos

El atomo de oxigeno del carbonilo a, B-insaturado atrae electrones del doble enlace, lo
que hace al carbono  mas pobre en electrones y considerablemente més electrofilico que
un carbono tipico de alqueno. ®”!

La adicion 1,2 ocurre directamente sobre el grupo carbonilo. La adicion 1,4 (también
llamada adicion conjugada) tiene lugar en un primer paso en el doble enlace C=C donde el
nucledfilo queda unido al carbono B, dando lugar a un ién enolato como intermediario, que

se protona en el carbono a para dar el producto saturado. *’)

I AP i
AN AN IS T P S
‘ Nu Nu | Nu ! H
iNu
Aldehido o cetona Aldehido o cetona
a, p insaturado saturado
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Si se emplean como nucleofilos aminas primarias y secundarias, se adicionan a los
aldehidos y las cetonas of-insaturadas, La reaccion procede bajo control

termodinamico.®”!

1.9.2 Propuesta de mecanismo de reaccion

Con esta informacion, se propone el siguiente mecanismo de reaccion, en el que se lleva
a cabo una adicion 1,4 del grupo R-bencilamino en la posicion 3 del compuesto 2-metil-

1,4-naftoquinona.
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Fig.31 Mecanismo de accién propuesto para la formacién de los compuestos
2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinona
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Este mecanismo propone la formacién de una hidroquinona sustituida que después
reacciona con otra molécula de 2-metil-1,4-naftoquinona, para reoxidarse generando una
molécula 2-metil-3-(R-bencilamino)-1,4-naftoquinona y otra naftohidroquinona como

subproducto, ¥

1.10 DETERMINACION DE TOXICIDAD MEDIANTE UN PRUEBA
BIOLOGICA

1.10.1 Artemia salina ***"

Artemia salina (Fig. 32) es un crustdceo primitivo que
pertenece al orden Anostraca, subclase Bronchiopoda, y se
encuentra distribuido en los depositos de aguas salinas del
mundo, de donde se obtienen los huevos, que son colectados
y deshidratados para un posterior almacenamiento.

Cuando son necesarias las larvas basta con ponerlos en

condiciones  favorables de salinidad, temperatura,

Fig. 32 Artemia salina oxigenaci6n, pH e iluminacién para que en unas cuantas horas

continde el crecimiento y desarrollo del organismo,

El embrién emerge de la cascara del huevo, muy pronto se desarrollan antenas y
mandibulas que rompen la membrana de incubacién y se convierte en una larva de libre
movimiento, ésta es de color rojizo, con tres pares de apéndices, antena y mandibulas. Se
conocen cerca de 15 estados de crecimiento de la larva.

En estudios toxicoldgicos se han utilizado todos los estados de vida del crustaceo,

siendo el mas comun el de 24 a 48 horas de incubaci6n que se conoce como la fase nauplii.
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1.10.2 Prueba biolégica frente a Artemia salina

Muchas sustancias quimicas pueden dafiar débil o severamente a la célula o producir
efectos letales a algunas funciones celulares,

En el campo de la investigacion se han desarrollado experimentos in vitro que permiten
evaluar estos efectos toxicos.

Una alternativa para determinar la toxicidad de sustancias quimicas es el uso de la
prueba sobre Artemia salina. Este experimento es rapido, simple, barato y reproducible;
estas propiedades del ensayo se deben a que los huevecillos son ficiles de conseguir; el
crecimiento de la larva es rapido y el manejo de la poblacion de larvas en condiciones de
laboratorio son relativamente sencillos. Todo esto hace que el ensayo biologico de Artemia
salina sea una buena opcion para la evaluacion rapida de la toxicidad de un gran nimero de
compuestos en un periodo de tiempo corto. !

Apoyandonos en la técnica de Reed-Muench!®! quien asume que un animal de prueba
que sobrevive a ciertas dosis deberia también sobrevivir a dosis mas bajas e inversamente
que el animal de prueba que muere a cierta dosis debe morir a dosis mas altas en este
experimento se hace la evaluacion de la toxicidad de una sustancia dada a cierta
concentracion, determinando la cantidad de Artemias (fase nauplii) que sobreviven y
mueren después de estar en contacto 24 horas con el compuesto, usando como criterio la
cantidad de Arfemias vivas y muertas.

Posteriormente se hace un tratamiento estadistico donde se determina la concentracion
letal media CLso, que indica la cantidad de sustancia que matara al 50 % de los crustaceos,

mientras que el otro 50 % sobrevivira, 1!/
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2. HIPOTESIS

Existe en la literatura diversos reportes ! 1> 42l

que describen que el grupo quinona
presentan varias actividades biologicas; asi, se han descrito como antiinflamatorios,
bactericidas, fungicidas, antivirales, antitumorales, antimicrobiales, antimalariales y
antimicrobianas.

Varios autores!!” '* 31l

consideran que esta actividad esta relacionada con sus
propiedades redox, dado que se ha encontrado que las quinonas pueden funcionar como
acarreadores de electrones en los procesos oxidativos celulares, ya que éstas al aceptar un
electron dan lugar al anion radical semiquinona que es un intermediario inestable que
reacciona rapidamente con el oxigeno molecular generando radicales libres en forma
sucesiva Oy, HoO2, OH, estas especies causan dafios a la membranas de la células.

Se ha demostrado que las quinonas pueden inhibir el crecimiento del protozoario
Leishmania, ya que dicho parasito es deficiente en enzimas reductoras que degradan tales
especies, como la catalasa y glutation peroxidasa.

Con esta informacién se propone la hipétesis siguiente: si las quinonas tienen la
capacidad de producir especies reactivas de oxigeno que pueden afectar a la membrana de
la célula, llegando a provocar su muerte, entonces se espera que tales especies toxicas
dafien preferentemente al protozoario, dada su deficiencia en enzimas reductoras, mientras
que ¢l sistema inmunoldgico de los humanos tiene la ventaja de producirlas y combatir asi
los efectos daninos de dichas especies toxicas de oxigeno.

La finalidad de este trabajo consiste en realizar la sintesis de compuestos derivados de la
quinona 2-metil-1,4-naftoquinona y se espera que en un futuro muy préximo se evalien
frente alguna especie de Leishmania para determinar su actividad leishmanicida, si es que

la tienen.
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3. OBJETIVOS

3

< Sintetizar siete compuestos derivados de 2-metil-1,4-naftoquinona, sustituyendo en
la posicion tres el grupo 3-R-bencilamino. Los compuestos propuestos se mencionan a

continuacion:

o]

I I CH,

H
o
2-metil-1,4-naftoquinona

Materia prima.
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o) o
CHy CHy
| . o
N N
0 o
I a

3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona 3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona
o] o]
CH, CHy
‘ ‘ F O‘ CH,
N N
H H
0 /\O/ l /\O/
111 v
3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona 2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona

[o] [o]
I I CH, CHy
o0t O‘ MO
N N
H H
l /\@/ l /\©/
\'% V1
2-metil-3-(3-metoxibencilamino)-1,4-naftoquinona 2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona
Q
CH,
‘ CFy
N
H
l /\O/
Vi

2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)-1,4-naftoquinona
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) Caracterizar cada uno de los compuestos sintetizados, por las técnicas
espectroscopicas de infrarrojo, masas, ultravioleta, resonancia magnética de proton y de

carbono 13.

< Estimar la actividad larvicida de los siete compuestos sintetizados frente a Artemia

salina.
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4. DESARROLLO
EXPERIMENTAL

4.1 REACTIVOS Y MATERIAL UTILIZADOS EN LA SINTESIS QUIMICA

4.1.1 Reactivos y disolventes utilizados en la sintesis y purificaciéon de los compuestos

sintetizados

El compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona vy las diferentes bencilaminas sustituidas en posicion
meta (-bromo, -cloro, -fluoro, -metil, -metoxi, -nitro, -trifluoro), se obtuvieron de Sigma-
Aldrich, asi mismo los disolventes diclorometano y etanol se consiguieron de la misma fuente
comercial; todos ellos se utilizaron sin purificacion posterior.

Se utilizo silica-gel con poro 70-230 y malla de 60 A. Los disolventes acetato de etilo,

acetona y hexano fueron proporcionados por el Departamento de Quimica Organica y fueron

destilados antes de usarse.
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42 EQUIPO UTILIZADO EN LA CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS
SINTETIZADOS

% La determinacion de los puntos de fusion de los siete compuestos sintetizados se realizd
en un equipo de Fisher-Jones, éstos no estan corregidos.

%+ Los espectros de Infrarrojo se determinaron en el espectrofotémetro FT-IR Perkin-Elmer
modelo 1605, la muestra fue aplicada en pastilla de KBr.

%+ Los espectros de Masas se obtuvieron en un espectrometro marca JEOL modelo JSM-
SX 102%, la técnica de ionizacion fue impacto electronico.

% Los espectros de Ultravioleta se determinaron en un Espectrofotometro de UV-Visible
Perkin-Elmer, modelo Lambda 2, usando como disolvente diclorometano.

¢ Los espectros de Resonancia Magnética de Protén se obtuvieron en un espectrometro
marca VARIAN INOVA 300 a 300 MHz y 400 MHz, utilizando como referencia interna
TMS y como disolvente CDCl,.

% Los espectros de Resonancia Magnética de Carbono, HETCOR y FLOCK, se
determinaron en un espectrometro marca VARIAN INOVA 300 a 75.5 y 100 MHz, usando
como referencia interna TMS y como disolvente CDCl.

% El espectro COSY se determiné en un espectrémetro GEMINI a 200 MHz, utilizando

como disolvente CDCls.

4.3 SINTESIS DE LAS R-BENCILAMINAS PROPUESTAS

Se sintetizaron siete R-bencilaminas derivadas de la 2-metil-1,4-naftoquinona, siguiendo la
técnica propuesta por Laurence, S.-C. et. al. P%
La sintesis de éstos derivados se llevo a cabo mediante una reaccion de sustitucion. En la figura

33 se presenta la reaccion general:
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o]
+ HZN\D\
R
[o]

2-metil-1,4-naftoquinona

R-bencilamino

EtOH »

Diclorometano

S

2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinon

Fig. 33 Reaccidn propuesta para la sintesis quimica,

El procedimiento para efectuar la sintesis se describe a continuacion:

A un matraz bola de 100 mL de tres bocas, provisto con un agitador magnético, completamente

forrado con papel carbon para evitar el paso de la luz, se adicionaron 0.5 g (2.9041*10° mol) de

2-metil-1,4-naftoquinona (menadiona), después se adiciond la R-bencilamina correspondiente

(5.8082*107 mol) y finalmente se agregaron 4.25 mL de etanol y 1.1 mL diclorometano.

(Tabla 1)
Tabla 1. Condiciones de reaccion.
2-metil-1,4- | R-bencil-
Compuesto | Sustituyente | naftoquinona| amina Etanol | Diclorometano | Tiempo
R (moles) (moles) (mL) (mL) (horas)
1 -Br 2.9041*10° |5.8082*%10° | 4.25 1.1 120
o -Cl 2.9041*10° [5.8082*10° | 4.25 1.1 120
m -F 2.9041*10° |5.8082*%10° | 4.25 1.1 165.5
v -CHs 2.9041*10° [5.8082*10° | 4.25 1.1 120
v -OCHs 2.9041*10° [5.8082*10° | 4.25 1.1 120
VI -NO; 2.9041*10° |5.8082*%10° | 4.25 1.1 216
vl -CFs3 2.9041*10° |5.8082*%10° | 4.25 1.1 168
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Las R-bencilaminas T (R=-Br) y VI (R=-NO;) se adquirieron como el clorhidrato
correspondiente; para extraerlas se peso la cantidad en gramos, se adicion6 NaOH al 5 % para
disolver la sal, se extrajo con 5 mL de diclorometano tres veces, se seco son sulfato de sodio
anhidro, se evapord parte de este diclorometano en un bafio Maria para no poner un exceso y
finalmente se adiciono la R-bencilamina liquida en el matraz de reaccion.

Por una de las bocas selladas se puso un globo con nitrégeno y la reaccidn transcurrio con
agitacion a temperatura ambiente, por el periodo de tiempo que se indica en la Tabla 1.

Se siguid la reaccidon por cromatografia en capa fina, tomando muestras en tiempos distintos
después de iniciada la reaccion, se compar6 con la 2-metil-1,4-naftoquinona. Al final se observo
una mancha roja con un Rf diferente a la materia prima.

El producto se recristalizd por la técnica de par de disolventes utilizando una mezcla

acetona-hexano.
4.4 PRUEBA BIOLOGICA FRENTE A Artemia salina "*"!

4.4.1 Material empleado para el ensayo biolégico frente a Artemia salina

El agua destilada se adquiri6 del almacén de la Facultad de Quimica. Los huevecillos
ocupados en la prueba biologica se obtuvieron de la marca comercial Istant Ocean. El disolvente

dimetilsulfoxido (DMSO) se obt{wo de la empresa Sigma Aldrich.

4.4.2 Obtencion de la larva Artemia salina.

Se preparé agua de mar artificial mezclando 38 g de sal de mar

; : \ \. sintética en 1 L de agua destilada.
1

AN } \\\ En un recipiente rectangular de plastico (Fig. 34) con medidas de 8.5

N, cm de ancho * 10 cm de largo * 6 c¢m de altura, dividido con una

Fig. 34 Recipiente separacion central interconectada con una entrada basal, se adicioné agua
usado para la
eclosion de Artemia
salina

de mar artificial hasta cubrir tres cuartas partes del recipiente. En uno de

los compartimentos se colocan 30 mg de huevecillos de Arfemia salina y
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se cubrié con papel aluminio, evitando la entrada de luz, el otro compartimiento se dejé a la
exposicion de la luz blanca, permanentemente durante 48 horas. En este tiempo los huevecillos

eclosionan y pasan a la fase de larvas (nauplii). 1!
4.4.3 Preparacion de diluciones de los compuestos sintetizados

Por otro lado se prepara una dilucién para cada compuesto sintetizado. Se pesan 50 mg del
compuesto y se disuelven en S mL de acetona (C,=10 mg/mL), de esta dilucion se toma 0.5 mL,
que se vierten en un matraz y se adicionan 4.5 mL de acetona (C,=1 mg/mL), este
procedimiento se repite en forma sucesiva para obtener las concentraciones C3=0.1 mg/mL,

C4=0.01 mg/mL y Cs=0.001 mg/mL.

4.4.4 Preparacion de tubos de ensayo

Se lavaron, secaron y rotularon 18 tubos de ensayo, se ocuparon tres tubos para cada
concentracion, y tres tubos mas para el blanco del experimento. A cada tubo se adicioné 0.5 mL
de cada dilucion preparada, (Ver seccidn 4.4.3) verificando que cada rétulo correspondiera con
su respectiva concentraciéon. En el caso de los tubos control se adicioné 0.5 mL de acetona,

después se dejaron reposar todos los tubos durante 24 horas para que la acetona se evaporara.
4.4.5 Preparacion de Artemia salina y el compuesto sintetizado

Cumplidas las 48 horas de incubacion de Artemia salina, se observo a las larvas nadando
(fase nauplii) en el compartimiento expuesto a la luz. En este momento se vierten a cada uno de
los tubos 50 pL de dimetilsulféxido, en seguida 2 mL de agua de mar, se colocan 10 larvas de
Artemia salina y finalmente se afora hasta 5 mL con agua de mar artificial. Después de este
procedimiento, todos los tubos de ensayo se dejan bajo la exposicion de luz blanca por 24 horas.

Transcurrido este tiempo se hizo un conteo de las Artemias vivas y muertas de cada uno de
los tubos de ensayo. Se llevo un registro para su posterior analisis estadistico mediante el

método de Reed-Muench para determinar la CLsp. %
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4.4.6 Determinacion de la concentracion letal media CLso

Los datos obtenidos se registraron en una tabla como la siguiente:

Tabla 2. Representacion de llenado de datos, para obtener la concentracion letal media CLso.

Concen- Y B 57 o
tracién Vivos Muertos Log Vivos Muertos A+B | (A+B) | Mortalidad
ppm conc | aculumados | Acumulados
10000
1000
100
10
1

o

% En la columna de “Concentracién” se registraron cada una de las concentraciones
empleadas, se inicié con la mas concentrada y se termin6 con la mas diluida.

%+ En la columna de Vivos se sumaron todas las Artemias que sobrevivieron con la misma
concentracion en los tres tubos, después de su exposicion con el compuesto sintetizado. El
resultado obtenido de la suma fue anotado

% En la columna de Muertos se registré el nimero de Arfemias que resultaron muertas
durante el experimento tomando en cuenta los tres tubos correspondientes a cada
concentracion, el dato resultz}nte fue anexado a la tabla.

% En la siguiente columna Log conc se registré el logaritmo base 10 de la concentracion.

% En la columna de A Vives acumulados se anotd en el primer renglon el valor
correspondiente de los vivos obtenidos a esa concentracion, en el segundo renglon se registro
el valor de la suma de vivos de la primera y segunda concentracion, para el tercer renglén, se
sumo el valor de vivos de la primera, segunda y tercera concentracion, este mismo
procedimiento se realizo en los dos siguientes renglones.

¢ Por otro lado en la siguiente columna B Muertos acumulados se registran en la fila de
la mayor concentracion la suma de todas las Arfemias muertas, en la siguiente fila se resta el

valor de la mayor concentracion, en la siguiente fila se vuelve a restar pero ahora se sustraen

los valores de la primera y segunda concentracion esta operacion se hace sucesivamente.
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¢ La columna siguiente A + B, representa la suma de la columna Vivos acumulados y

Muertos acumulados.

% En la pentltima columna se efectia una divisién en donde se obtiene el cociente de los

valores respectivos de las columnas: B / (A + B).

< Por ultimo, en la columna final se registra el % de Mortalidad, en donde el resultado de

la columna anterior se multiplica por 100,

Finalmente se realizd una grafica en donde el eje X representa el logaritmo de la
concentracion y en el eje de las Y el Nimero de Arfemias. En esta grafica se observan dos
curvas logaritmicas, una es de las Vivos acumulados y la otra de los Muertos acumulados, el
punto en donde se interceptan estas dos curvas es el valor de CLso.

Para determinar cuantitativamente el valor de CLso Bancroft, H. 1411 propone las siguientes

ecuaciones:

a) (0.5-M)/(N-O)=R

Donde M=Valor menor al 50 % de mortalidad (encontrado en la columna B / (A + B))
N=Valor mayor al 50 % de mortalidad (encontrado en la columna B / (A + B))
O=Valor mayor al 50 % de mortalidad (encontrado en la columna B / (A + B))
R= Resultado

b) Log S+R (log 10)=T
Donde S=Concentracion usada correspondiente al valor menor al 50 % de mortalidad

T=Valor de la concentracién media en ppm

¢) 10°T=U
U*0.001=V

Donde V=Valor de la concentracion letal media en mg/mL
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S. RESULTADOS

Se sintetizaron una serie de siete bencilaminas derivadas de la 2-metil-1,4-naftoquinona
siguiendo la técnica propuesta por Laurence, et. al.P"

Se presenta primero una tabla de propiedades fisicas de los compuestos sintetizados y
después se mencionan los datos espectroscopicos obtenidos de los espectros
correspondientes. (Los espectros se encuentran en el Anexo 1). En algunos casos los datos
se compararon con tablas tedricas, [ 444

Posteriormente se hacen diferentes tablas en donde se resume y se pueden visualizar mas
facilmente los datos de cada una de las técnicas espectroscopicas, mencionando a todos los
compuestos sintetizados.

Se continta con los datos obtenidos de la prueba biologica contra Artemia salina para
cada uno de los derivados, asi mismo se muestra la grafica que representa la concentracion
letal media CLso.

Finalmente en una tabla se resume los datos que se obtuvieron de la toxicidad del

bioensayo frente a Artemia salina.
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5.1 PROPIEDADES FiSICAS

CHy

(] :
iy

(o]

2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinona

Tabla 3. Propiedades fisicas de los siete compuestos sintetizados.

Peso Punto de
Com- R Formula molecular | Rendimiento | fusiéon Aspecto
puesto molecular (g/mol) (%) (°C) fisico
I -Br | CisH140:NBr 355.9 68.46 105-108 Polvo
guinda
1 -Cl C,5H,40,NCI 311.5 67.99 100-102 | Polvo rojo
m -F CisH1s0;NF 2949 80.14 113-115 | Polvo rojo
v -CH; C9H;70:N 291 71.002 97-98 | Agujas rojas
\" -OCH; | CjoH;703N 307 60 111-112 | Hojuelas
rojas
A% | -NO; Cy5H;404N; 322 63.216 160-163 Polvo
guinda
vl -CF3 | CisH14O,NF; | 34497 69.71 110-112 Polvo
guinda
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52 RESULTADOS DE LAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS DE IR, EM, UV,

RMN DE 'Hy BC

MATERIA PRIMA

o

“

H

o

2-metil-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 4. Frecuencias encontradas en el espectro 1.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad

Cetona o, insaturada (quinona) 1664.59 Alta
Enlace C = C conjugadoal C=0 1622.08 Media
Aromatico 1592.79 Media
2919.17 Pequefia
Grupo CH3 y CH, | s 1458.86 Pequefia
5, 1378.70 Pequefia

Espectrometria de Masas

Espectro 2: lon Molecular m/z: 172
Pico base: m/z: 172

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 3: Amax =332.94 nm
£= 24248118 (L/mol*cm)
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MATERIA PRIMA

2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de "H

Tabla 5. Seiiales del espectro 4 de 2-metil-1,4-naftoquinona.

Desplazamiento Seiial
Protén Quimico centrada | Integracion | Multiplicidad J
(em™) (cm™) (Hz)

H, 2.194 2.194 3 protones Doblete Jalilicaguy=1.8
Hey Hy| 8.107-8.012 8.0595 2 protones | Sefial compleja | Dificil medir J
Hey Hy | 7.748-7.690 7.719 2 protones Sextuplete | Jortoge y gn=8.7

Hy 6.842-6.827 6.8345 1 proton Cuadruplete Jalilicagqy=1.5

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCl;,

Frecuencia 300 MHz.
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MATERIA PRIMA

2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de °C

Tabla 6. Sefiales observadas en el espectro 5.

Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)

Cs 16.373

Gy 148.058
Ce 185.404
Ca 132.147
C. 126.399
Cr 133.541
C, 133.477
Cu 125.966
G 132.061
G 184.835
Cu 135.564

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,

y como disolvente CDCls, Frecuencia 75 MHz.
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COMPUESTO I

o

CH,
“ Br
N
0

3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 7. Frecuencias e intensidades de las sefiales del espectro 7 para este compuesto.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad

Amina secundaria 331435 Mediana
Cetona a,p insaturada (quinona) 1664.73 Alta
Enlace C = C conjugadoal C=0 1603.85 Alta

Aromatico 1572.54 Mediana
1502.76 Alta

Grupo CH; y CH; 8. 1452.33 Mediana

85 1370.72 Pequefia

Espectrometria de Masas

Espectro 8: lon molecular m/z =355
Pico base m/z = 355

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 9: Amax =457.73 nm
£ =4204.0859 (L/mol*cm)
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3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

COMPUESTO1

q

Resonancia Magnética de 'H
Tabla 8. Asignacion de sefales del espectro 10 para este compuesto.
Desplazamiento Seiial
Protén quimico centrada | Integracién | Multiplicidad J
(cm™) (em™) (Hz)
H. 2.184 2.184 3 protones Singulete —_—
: Jortowers=7.5
H. 8.094-8.063 8.0785 1 proton | Doble de doble de | Jmetageg=1.35
doble Jparae=0.6
Hy 7.713-7.658 7.6855 1 proton | Doble de doble de | Jorto (g)=7.5
doble Jmetagm=1.5
H, 7.619-7.564 7.5915 1 proton | Doble de doble de | Jorto w=7.5
doble Jmetage=1.5
Jortogg=7.65
Hy, 8.026-7.995 8.0105 1 protén | Doble de doble de | Jmetamn=1.35
doble Jparag.=0.3
H, 6.015 6.015 1 proton Singulete rore
Hpn 4,711 4711 2 protones Singulete | = -—-
Hay H,.| 7.269-7.206 7.2375 2 protones Seiial compleja | Dificil medir J
HyyHg| 7.461-7.417 7.439 2 protones Seiial compleja | Dificil medir J

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCls,
Frecuencia 300 MHz.
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COMPUESTO I

N I r :>f “ m
g"’ " l T &
DRFeS

i

3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de °C

Tabla 9. Asignacion de sefiales del espectro 11.

Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)
Ca 11.144
Gy 113.474
C: 183.681
Ca 133.219
Ce 126.244
Cr 134.349
G, 132.029
Ca 126.062
G 130.240
G 182.262
Ci 145.727
Cm 48.552
Ca 141.100
Cs 130.506
C, 123.022
58 130.044
C, 130.894
C. 125.506

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCl;, Frecuencia 75.5 MHz.
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COMPUESTO II

o

Aoy

3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 10. Frecuencias encontradas en el espectro 13 para el compuesto I1.

Grupo Frecuencia (cm ) Intensidad

Amina secundaria 3329.43 Alta

Cetona o, B insaturada (quinona) 1669.83 Mediana
Enlace C = C conjugado al C=0 1604.92 Alta
Aromético 1568.23 Alta
1525.97 Alta
2923.39 Baja
Grupo CH;y CH; 8. 1450.87 Baja
‘ 8, 1373.65 Baja

Espectrometria de Masas

Espectro 14: lon molecular m/z =311
Pico base m/z=311

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 15: Amax = 45832 nm
€=4283.2333 (L/mol*cm)
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COMPUESTO I

T-—g

Ci

™

q
3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de '"H

Tabla 11. Asignacion de seiales encontradas en el espectro 16.

Desplazamiento Seiial
Protén quimico centrada | Integracion | Multiplicidad J
(cm™) (em™) (Hz)
H, 2.185 2.185 3 protones Singulete ——
H. 8.090-8.069 8.0795 1 proton Doble de doble | Jortoen=7.6
Jmetaes=0.8
He | 7.707-7.666 7.6865 1 proton | Doble de doble de | Jorto=7.6
doble Jmetamy=1.2
H, 7.615-7.574 7.5945 1 proton | Doble de doble de | Jorton=7.4
doble Jmetagg=1.2
Hp, 8.023-8.002 8.0125 1 protén Doble de doble | Jortomg=7.6
Jmetagnn=0.8
H; 6.009 6.009 1 protén Singulete | = -
Hp, 4.717 4717 2 protones Singulete Dificil
medir J
Has H, | 7.322-7.266 7.294 3 protones Sefial Dificil
y Hq Compleja medir J
H, 7.185-7.169 7.177 1 proton Sefial compleja Dificil
medir J
Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCls,
Frecuencia 400 MHz.
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COMPUESTO 11
L]
eS8y

q
3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de *C
Tabla 12. Asignacion de sefiales observadas en el espectro 17.
Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)

Cs 11.134
Cy 113.415
C. 183.712
Ca 132.216
C: 126.252
C 134.369
C; 132.040
Cy 126.070
G 132.216
[ 182.286
Cy 145.726
Cn 48.70

o 140.841
Ca 127.959
Cs 134.840
C; 127.101
C, 130.235
C. 125.023

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCl;, Frecuencia 100 MHz.
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COMPUESTO I1I

o
CH,
(] F
N
o]
3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 13. Principales frecuencias del espectro 19 para el compuesto ITI.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad

Amina secundaria 3326.16 Alta

Cetona o,f insaturada (quinona) 1668.78 Media
Enlace C = C conjugado al C=0 1604.34 Alta

Aromatico 1569.65 Mediana

1528.92 Alta
2923.34 Baja
Grupo CH3 y CHz 8:51467.98 Baja
5, 1375.27 Baja

Espectrometria de Masas

Espectro 20: Ion molecular m/z = 295
Pico base m/z =295

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 21: Amax = 456.47 nm
€ =4114.2077 (L/mol*cm)
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3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

COMPUESTO 111

I —-—

q

Resonancia Magnética de 'H
Tabla 14. Asignacion de seifiales para el espectro 22.
Desplazamiento Seiial
Protén quimico centrada | Integracién | Multiplicidad J
(cm™) (cm) (Hz)
H, 2.189 2.189 3 protones Singulete —
H. 8.095-8.074 8/0845 .| 1 proton Doble de doble | Jortoer=7.6
Jmetagy=0.8
Hy 7.711-7.670 7.6905 1 protéon | Doble de doble de | Jortoy=7.6
doble Jmetagm=1.2
H, 7.619-7.578 7.5985 1 proton | Doble de doble de | Jorto(=7.4
doble Jmetage=1.2
Hy 8.031-8.009 8.01975 1 protén Doble de doble | Jortopg=7.8
Jmetaun=0.8
H, 6.048 6.048 1 protén Singulete e
H,, 4.739 4.739 2 protones Singulete —

Ha Hpy| 7.087-6.974 7.0305 3 protones Sefial compleja Dificil
H, medir J
H, 7.375-7.309 7.342 1 proton Sefial compleja Dificil

medir J
Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCl,,
Frecuencia 400 MHz.
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COMPUESTO III

3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de "*C

Tabla 15. Asignacion de sefiales observadas en el espectro 23.

Carbono Desplazamiento quimico
(8 en ppm)

C. 11.103

Cy 113.423

Ce 183.727

Ca 133.239

C. 126.259

Cr 134.384

C, 132.048

Ch 126.077

C 130.235

C 182.324

Ci 145.757

Ca 48.642

Ca Doblete centrado en
141.406, con *Jcn.r=6.8 Hz

Ca Doblete centrado en
114.705, con *Jear=21.2 Hz

Ca Doblete centrado en
163.115, con 'Je,.=245.8 Hz

C, Doblete centrado en
113.905, con *Jep.s=22 Hz

Cq Doblete centrado en
130.553, con *Jce.5=7.6 Hz

C. Doblete centrado en
122.4505, con “Jer.p=3.1 Hz

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCl;, Frecuencia 100 MHz.
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COMPUESTO IV

2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 16. Frecuencias encontradas en el espectro 25.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad
Amina secundaria 3329.71 Ligeramente alta
Cetona o, f insaturada (quinona) 1669.13 Mediana
Enlace C = C conjugado al C=0 1604.55 Gran intensidad
Aromatico 1567.70 Gran intensidad
1527.63 Alta
Grupo CH; y CH; 2922.07 Baja
8as 1450.31 Mediana

Espectrometria de Masas

Espectro 26: lon molecular m/z =291
Pico base m/z =291

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 27: Amax = 463.72 nm
£=2730.453 (L/mol*cm)
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5. Resultados

2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona

COMPUESTO IV

Resonancia Magnética de 'H

— i T e 28
p———

i
Tl

/S

Tabla 17. Asignacién de sefiales encontradas en el espectro 28,

Desplazamiento Senal
Protén quimico centrada | Integracién | Multiplicidad J
(em™) (cm™) (Hz)
H, 2.224 2.224 3 protones Singulete P
H. 8.088-8.059 8.07325 1 protén Doble de doble | Jorto(n=7.65
Jmetagey=1.2
H 7.692-7.637 7.665 1 protén Doble de doble | Jorto=7.5
de doble Jmetagm=1.2
H, 7.592-7.538 7.5645 1 proton Doble de doble | Jortogny=7.425
de doble Jmetagg=1.5 |
Hy 8.004-7.975 7.98975 1 protén Doble de doble | Jortoug=7.65
Jmetamn=1.2
H, 5.997 5.997 1 protén Singulete -
H., 4.692 4.692 2 protones Singulete | = ---—-
HaHp,y| 7.121-7.074 7.0975 3 protones | Sefial compleja Dificil
& medir J
H, 7.275-7.223 7.249 1 protén Sefial compleja Dificil
medir J
H, 2347 2.347 3 protones Singulete | = -----
Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCls,
Frecuencia 300 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO IV
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2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de °C

Tabla 18. Asignacion de sefiales del espectro 29 de RMN “C.

Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)
Ca 11.164
G 112.824
Ce 183.613
Ca 133.330
Ci 126.153
Cr 134.248
G 131.848
Gy 126.956
G 130.242
8] 182.339
Cx 145.939
Cnm 49.279
Cy 138.656
Cs 128.520
C, 138.519
G 127.807
s 128.808
C: 124.127
Cs 21.368

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCl,, Frecuencia 100 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO V

o

CHy
(L -
N
o
2-metil-3-(3-metoxibencilamino)-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 19. Frecuencias observadas en el espectro 31.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad

Amina secundaria 3311.63 Alta
Cetona o, insaturada (quinona) 1668.76 Alta
Enlace C = C conjugado al C=0 1603.75 Alta

Aromatico 1572.34 Mediana
1509.42 Alta

2835.49 Pequefia
Eter 1271.04 Alta

1050.89 Mediana

Grupo CH; y CH; 2947.88 Pequenia

Oas 1454.66 Mediana

Espectrometria de Masas

Espectro 32: lon molecular m/z = 307
Pico base m/z =307

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 33: Amax = 462.33 nm
€= 2657.8525 (L/mol*cm)
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5. Resultados

COMPUESTO V
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2-metil-3-(3-metoxibencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de 'H
Tabla 20.Sefiales del espectro 34 correspondientes al compuesto V.
Desplazamiento Seiial
Proton Quimico centrada | Integracion | Multiplicidad J
(cm™) (em™) (Hz)
H, 2.212 2.212 3 protones Singulete —
Jortoen=7.5
H. 8.090-8.060 8.075 1 protéon | Doble de doble de | Jmetagg=1.2
! doble Jparag=0.6 |
Hy 7.699-7.644 7.6715 1 proton | Doble de doble de | Jortog=7.5
doble Jmetag,=1.5
H, 7.601-7.546 7.5735 1 proton | Doble de doble de | Jortogs=7.5
doble Jmetage=1.5
Jortopy=7.5
Hy 8.013-7.983 7.997 1 protén | Doble de doble de | Imetagn=1.35
doble Jparage=0.3
H 5.624 5.624 1 proton Singulete ——
Hy, 4.707 4.707 2 protones Singulete e
H; Hp | 6.890-6.824 6.857 3 protones Sefial multiple Dificil
y H, medir J
H, 7.306-7.251 7.2785 1 proton Sefial multiple Dificil
medir J
H, 3.794 3.794 1 protén Singulete —

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCls,

Frecuencia 300 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO V
el
ROSSUYP!
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q
2-metil-3-(3-metoxibencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de *C

Tabla 21. Asignacion de seifiales del espectro 35.

Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)
G 11.149
Cy 112.811
C. 183.621
Ca 133.303
C. 126.183
Ce 134.260
G 131.907
Ch 125.992
Ci 130.294
[ 182.281
Gy 145.835
Cwn 49.248
Ca 140.190
Ca 112.998
C,o 160.038
G 112.811
G 129.998
C: 119.231
G 55.201

5
Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCls, Frecuencia 75.5 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO VI

2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 22. Frecuencias observadas en el espectro 37.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad
Amina secundaria 3309.16 Media
Cetona o, insaturada (quinona) 1670.03 Media
Enlace C = C conjugado al C=0 1606.64 Media
Aromético 1572.44 Alta
Nitro 1527.42 Alta
1346.70 i Alta
Grupo CH; 8. 1453.91 i Mediana

Espectrometria de Masas

Espectro 38: lon molecular m/z = 322
Pico base m/z =322

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 39: Amax =452.34 nm
€ =12308.74 (L/mol*cm)
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5. Resultados

2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona

COMPUESTO VI

1

=1

Resonancia Magnética de 'H

—— T —2
-——

T-—m

H

T

q

Tabla 23. Asignacion de sefiales del espectro RMN 'H. Espectro 40.

Desplazamiento Sefial
Protén Quimico centrada | Integracién | Multiplicidad J

(cm™) (cm™) (Hz)

H, 2.167 2.167 3 protones Singulete e
Jortogn=7.8
H. 8.103-8.071 8.087 1 proton | Doble de doble de | Jmetageg=1.5
doble Jpara=0.6
He¢ 7.731-7.676 7.7035 1 proton | Doble de doble de | Jortoy=7.5
doble Jmetagm=1.5
H, 7.665-7.613 7.639 1 proton | Doble de doble de | Jortom=7.5
doble Jmetage=1.5
Jortomg=7.65
Hy 8.049-8.017 8.033 1 protéon | Doble de doble de | Jmetagp=1.5
doble Jparag=0.6

H, 6.057 6.057 1 protén Singulete —

Hm 4.850 4.850 2 protones Singulete —

Hsy Hy | 8.205-8.157 8.181 2 protones Sefal compleja Dificil

medir J
H, 7.593-7.539 7.5665 1 proton | Doble de doble de | Jortogp=7.575
doble Jparags=0.9 |

H, 7.618-7.565 7.591 1 protén | Doble de doble de | Jortoqg=7.35
doble Jmetagp=1.2

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCl,,

Frecuencia 300 MHz.
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COMPUESTO VI
C
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2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de *C

Tabla 24. Asignacion de sefiales en el espectro 41 de RMN C.

Carbono Desplazamiento quimico
(3 en ppm)
C. 11.163
Cs 114.319
C. 183.705
Ca 133.140
C 126.332
Ct 134.438
C; 132.808
Cn 126.164
G 130.287
C 182.229
Ck 145.634
Cm 48.426
C. 141.189
Ca 122.817
C, 148.697
. 121.883
C, 130.002
C: 132.211

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,
y como disolvente CDCls, Frecuencia 75.5 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO VII

2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)-1,4-naftoquinona

Espectroscopia de Infrarrojo

Tabla 25. Principales frecuencias observadas en el espectro 43.

Grupo Frecuencia (cm™) Intensidad
Amina secundaria 3337.23 Alta
Cetona o, insaturada (quinona) 1668.97 Media
Enlace C = C conjugado al C=0 1605.90 Alta
Aromatico 1569.99 Media
1523.82 Alta
2927.12 Baja
Grupo CH; y CH; 85 1467.46 Baja
8, 1376.07 Baja

Espectrometria de Masas

Espectro 44: lon molecular m/z = 345
Pico base m/z = 345

Espectroscopia Ultravioleta

Espectro 45: Amax = 455.67 nm
€= 3683.2242 (L/mol*cm)
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5. Resultados

COMPUESTO VI
IH o H /l

T=—pm

- COsd

g/
Pl

=
——— T

2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de 'H

Tabla 26. Sefiales del espectro 46 de RMN 'H para el compuesto VII.

Desplazamiento Seiial
Protén quimico centrada | Integraciéon | Multiplicidad J
(em™) (em™) (Hz)
H, 2.189 2,189 3 protones Singulete —
H. 8.094-8.075 8.0845 1 protén Doblete Jorto(n=7.6
Hy 7.714-7.674 7.6945 1 proton | Doble de doble de | Jortoyy=7.6
doble Jmetam=1.2
Hy 8.029-8.010 8.0195 1 proton Doblete Jortogg=7.6
H; 6.023 6.023 1 proton Singulete —eeee
Hm 4.802 4.802 2 protones Singulete -
H,: Doble de Jortoen=7.6
H,, H; doble de doble | Jmetagg=1.2
yH, 7.624-7.573 7.5985 3 protones encimado con | Ha, H, Dificil
Sefial compleja medir J
Hg, H, | 7.512-7.498 7.505 2 protones Sefial compleja Dificil
medir J
Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS, y como disolvente CDCls,
Frecuencia 400 MHz.
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5. Resultados

COMPUESTO VII

2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)-1,4-naftoquinona

Resonancia Magnética de °C

Tabla 27. Asignacion de sefiales del espectro 47.

Carbono Desplazamiento quimico
(5 en ppm)

C, 11.149

Ch 113.650

C. 183.742

Ca 133.155

C. 126.259

Ce 134.400

C, 132.093

Ch 126.092

G 133.155

C 182.263

Cx 145.749

Ca 48.725

Cu 139.809

Ca Cuadruplete centrado en
124.655 con *Jear=3.8 Hz

C. Cuadruplete centrado en
131.2815 con *Je,.5=32.6 Hz

Cp Cuadruplete centrado en
123.782 con *Jgpr=3.8 Hz

C, 129.491

C: 130.204

C, Cuadruplete centrado en
123.8655 con 'J¢,#=270.8 Hz

Desplazamientos quimicos utilizando como referencia interna TMS,

y como disolvente CDCl,, Frecuencia 100 MHz.
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5. Resultados

5.4 RESULTADOS DEL BIOENSAYO FRENTE A Artemia salina

A continuacion se muestran los resultados que se obtuvieron durante el experimento

biolégico frente a Artemia salina.

COMPUESTO I

3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona.

Tabla 34. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicion
a varias concentraciones de 3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.
Concen- A B B/ %
tracibén . Vivos Muertos .
@pm) | Yivos |Muertos Cl;lgc. Acumulados | Acumulados | A T B| (A +B) | Mortalidad
10000 4 26 4 4 52 56 |0.92857143| 92.8571429
1000 9 21 3 13 26 39 |[0.66666667 | 66.6666667
100 26 4 2 39 5 44 ]0.11363636| 11.3636364
10 29 1 1 68 1 69 |0.01449275| 1.44927536
1 30 0 0 98 0 98 0 0
Grifica 1: Determinacion de CLso.
3-(3-bromobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona
100 2
80
&
=
© —e— \ivos acumulados
- 5 Muertos acumulados
g 40 |
E
3
=z ! :
20 -
.
0& b~ ; r ; )
1 2 3 4 5
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5. Resultados

COMPUESTO I

3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona.

Tabla 35. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicion
a varias concentraciones de 3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.
Concen- A B B/ Y
oy | Vivos | Muertos Lo Aot | Awertos |A+B| (A+B) | Mortalidad
10000 3 27 4 3 55 58 | 0.94827586 | 94.8275862
1000 14 16 3 17 28 45 | 0.62222222 | 62.2222222
100 19 11 2 36 12 48 0.25 25
10 30 0 1 66 1 64 0.015625 1.5625
1 29 1 0 95 1 96 0.01041667 | 1.04166667
Grifica 2: Determinacion de CLs.
3-(3-clorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona
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COMPUESTO Il

3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona.

Tabla 36. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicion
a varias concentraciones de 3-(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.
Concen- A B B/ %
tracién . Vivos Muertos K .
(ppm) Vivos | Muertos Clt::lgc. Acumulados | Acumulados A+B| (A+B) Mortalidad
10000 11 19 4 11 40 51 0,78431373 | 78,43137255
1000 23 7 3 34 21 55 0,38181818 | 38,18181818
100 19 1 2 53 14 67 0,20895522 | 20,89552239
10 28 2 1 81 3 84 |0,03571429 | 3,57142857
1 29 1 0 110 1 111 | 0,00900901 | 0,90090090
Grifica 3: Determinacion de CLs,.
3~(3-fluorobencilamino)-2-metil-1,4-naftoquinona
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COMPUESTO IV

2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona.

Tabla 37. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicion
a varias concentraciones de 2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.
Concen- A B B/ %
tracidn " Vivos Muertos 2
(pm) Vivos | Muertos Cl;gc. Acumulados | Acumulados | A T B | (A +B) | Mortalidad
10000 10 20 4 19 20 39 |0.51282051 | 51.2820513
1000 5 25 3 9 45 54 | 0.83333333 | 83.3333333
100 2 28 2 4 73 77 | 0.94805195 | 94.8051948
10 0 30 1 2 103 105 | 0.98095238 | 98.0952381
1 2 28 0 2 131 133 | 0.98496241 | 98.4962406
Grifica 4: Determinacion de CLsy.
- 2-metil-3-(3-metilbencilamino)-1,4-naftoquinona
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COMPUESTO V

2-metil-3-(3-metexibencilamino)-1,4-naftoquinona.

Tabla 38. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicién
a varias concentraciones de 2-metil-3-(3-metoxibencilamino)- 1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.

Concen- A B B/ Yo
tracién - Vivos Muertos :
(ppm) Vivos | Muertos Cl;g& Acumulados | Acumulados A+B| (A+B) | Mortalidad
10000 1 29 4 1 46 47 0.9787234 | 97.8723404
1000 14 16 3 15 17 32 0.53125 53.125

100 29 1 2 44 1 45 | 0.02222222 | 2.22222222
10 30 0 1 74 0 74 0 0
1 30 0 0 104 0 104 0 0

Griéfica 5: Determinacion de CLso.
2-metil-3-(3-metoxibencilamino)-1,4-naftoquinona
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5. Resultados

COMPUESTO VI

2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona.

Tabla 39. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicién
a varias concentraciones de 2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona en 50 pL de

DMSO.

Concen- | A B B/ %
tracitn \ Vivos Muertos N
(ppm) Vivos | Muertos Cl-;gc. Acumulados | Acumulados | A T B | (A +B) | Mortalidad
10000 0 30 4 0 34 34 1 100
1000 28 2 3 28 4 32 0.125 12.5

100 29 1 2 57 2 59 [0.03389831 | 3.38983051
10 29 1 1 86 1 87 0.01149425 | 1.14942529
1 30 0 0 116 0 116 0 0

Grifica 6: Determinacion de CLsq.
2-metil-3-(3-nitrobencilamino)-1,4-naftoquinona
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COMPUESTO VII

2-metil-3-(3-trifluorometilamino)-1,4-naftoquinona.

Tabla 40. Supervivencia y mortalidad de Artemia salina después de 24 horas de exposicion
a varias concentraciones de 2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)- 1,4-naftoquinona en 50 pL

de DMSO.
Concen- A B B/ Y%
tracién . Vivos Muertos .
@pm) | Yivos | Muertos Cl:;gc. Acumulados | Acumulados | A B | (A+B) | Mortalidad
10000 26 4 B 26 6 32 0.1875 18.75
1000 28 2 3 54 2 56 | 0.03571429 | 3.57142857
100 30 0 2 84 0 84 0 0
10 30 0 1 114 0 114 0 0
1 30 0 0 144 0 144 0 0
Griéfica 7: Determinacion de CLso.
2-metil-3-(3-trifluorobencilamino)-1,4-naftoquinona
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5. Resultados

5.5 RESUMEN DEL BIOENSAYO FRENTE A Artemia salina

A continuacién se presenta una tabla y una grafica, en donde se resume el valor de la

concentracion letal media que se obtuvo para cada compuesto, del bioensayo frente a

Artemia salina.

Tabla 41. CLs, para cada uno de los compuestos sintetizados.

Compuesto Sustituyente CLs ppm CLsp mg/mL
I -Br 2.6986 0.4995
II -Cl 2.6556 0.452
I -F 3.2939 1.967
v -CH; — ———
v -0OCH; 2.9386 0.8682
Vi -NO, 3.4287 2.683
Vi -CF; — e

Grifica 8. Concentracion letal media (CLsp) de los compuestos sintetizados.
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6. Analisis de Resultados

6. ANALISIS DE
RESULTADOS

Por lo que se refiere a las caracteristicas fisicas de los compuestos sintetizados todos son
solidos cristalinos y coloridos, de tonalidades rojas, sus propiedades fisicas se muestran en
la Tabla 3 (Pagina 52). Los rendimientos de los compuestos sintetizados oscilan entre 60 %
para el compuesto V (R=-OCH3) y 80.14 % para el compuesto IIl (R=-F), estas reacciones
son Jentas y el mecanismo para obtener estos compuestos (Fig. 31, Pagina 37) propone que
son necesarias dos moléculas de 2-metil-1,4-naftoquinona para producir una molécula de
amina.

Se inicia haciendo el analisis de la técnica espectroscopica de infrarrojo, después de
masas, luego de ultravioleta, posteriormente de resonancia magnética de proton y carbono,
los datos que se registraron en la seccion de resultados se corroboraron con tablas tedricas

o [43,44,4 . . . .
espectroscopicas t 5', finalmente se evalua el bioensayo frente a Artemia salina.
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6. Analisis de Resultados

6.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRARRQJO
CH,

(o)

2-metil-1,4-naftoquinona

En el espectro No. 1, que corresponde al compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona las
absorciones de los grupos funcionales C=0, C=C y aromadtico, se presentan a menores
frecuencias de las esperadas, debido a que en la molécula se tiene un sistema conjugado.
Asi, las absorciones caracteristicas de la vibracién de tensidon del grupo cetona o-p
insaturada aparecen en 1664.59 cm™ y el doble enlace en 1622.08 cm™.

Por otra parte, se encuentra una sefial de mediana intensidad a 1592.79 cm’! que
corresponde a la vibracion de tension de los enlaces en el anillo aromatico, aparece a menor
frecuencia que la absorcion del doble enlace C=C del anillo de la quinona; debido a que los
dobles enlaces del anillo aromatico estan conjugados.

Finalmente, el grupo CHj, presenta una banda pequefia en 2919.17cm™ que corresponde
a la vibracion de tension; ademas hay dos sefiales pequefias en 1458.86 cm™ y 1378.70 cm™

debidas a la vibracion de flexion de este grupo.

2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinona
R=-Br, -Cl, -F, -CH3;, -OCHj;, -NO; y CF;

En los espectros de infrarrojo de los siete compuestos sintetizados (7, 13, 19, 25, 31, 37 y
43), se observa una sefial fina de mediana intensidad entre [3309.16 em'-3337.23 cm"]

correspondiente a la vibracion de tension del enlace N-H.
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6. Analisis de Resultados

Asi mismo, para todos los compuestos sintetizados se observa lo siguiente: la absorcion
para el grupo C=0 de la quinona se encuentra en el intervalo de 1664.73 cm™a 1670.03 o’
' para el doble enlace de1603.75cm™ a 1606.64cm™, y para el grupo aromatico se presentan
dos bandas intensas una entre 1567.70cm™ y 1572.54cm™ y la otra entre 1502.76 cm™ a
1528.92cm™.

Comparando el espectro de 2-metil-1,4-naftoquinona con los correspondientes espectros
de los siete derivados de este compuesto, se observa que para los segundos todas las bandas
de los grupos C=0 y aromatico de la naftoquinona estan a frecuencias mas bajas; esto se
debe a que en los derivados sintetizados, el sistema quinona tiene una conjugacion extra con
el grupo N-H de la amina.

En el espectro del derivado V (R=-OCHj), se observa la banda caracteristica del grupo
éter Ar-O-CH; en 2835.49 cm™ y con respecto al espectro del compuesto VI (R=-NO;) se
aprecia dos bandas de gran intensidad debida a las vibraciones de tension de el grupo NO,

en 1527.42 cm™ y 1346.70 cm™.
6.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS

En los espectros de los siete compuestos sintetizados (8, 14, 20, 26, 32, 38 y 44) se puede
observar la siguiente informacion:
< En todos los casos, el peso molecular corresponde con el pico base en cada espectro.
" En los espectros aparece el pico m/z =186, que probablemente corresponde a la
naftoquinona con el nitrégeno unido a ella sin el grupo R-bencilo, asi como lo muestra la

siguiente figura:

CH,

o
Fig. 35 Pico m/z=186

i
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6. Analisis de Resultados

Particularidades:

< El espectro del compuesto I (R=-Br, Espectro 8) tiene el ion molecular M" en 355
m/z y un pico M + 2 en 357 m/z, ambos picos tienen intensidades aproximadamente iguales,
debido a la composicién isotdpica del Br (PBr 50.5% y *'Br 49.5%) .

o El espectro del compuesto II (R=-Cl, Espectro 14) presenta el pico M" en 311 y un
pico M + 2 en 313 m/z aproximadamente la tercera parte del pico M, debido a la proporcion
de los isotopos del cloro **C175.5% y *’Cl 24.5%.

e La estructura molecular del compuesto VI (R=-NO,, Espectro 38) contiene dos
nitrogenos, por lo que su peso molecular es par (322 g/mol), que corresponde con el ion
molecular par, que se observa en tal espectro (322 m/z). En los espectros de los restantes

compuestos el Ion molecular es impar, los cuales contienen un solo nitrogeno.
6.3 ESPECTROSCOPIA DE ULTRAVIOLETA

Se determinaron los espectros en el ultravioleta de los siete compuestos sintetizados. En la
Tabla 30 (Pagina 78) se registran la Amax (longitud de onda maxima, € (coeficiente de
extincidn molar), el valor de O(meta) Hammett y el valor de 3 y R (parametros de la escala de
Swain y Lupton, que corresp:onden a los efectos inductivo y de resonancial*l), los
compuestos estan ordenados de acuerdo al valor de Amax.

El compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona absorbe en la region del ultravioleta en (332.94
nm); para el caso de todos los compuestos sintetizados presentan un hombro en la region del
ultravioleta comprendido entre 300 nm y 350 nm y ademés una banda ancha de baja energia
en la region del visible entre 452.34 nm y 463.72 nm.

También se observa que existe relacion entre la Amax y la capacidad donadora o atrayente
de electrones del sustituyente R, los compuestos que aparecen en los primeros renglones
(NO,, CF;, -F, -Br, -Cl) tienen sustituyentes electroatractores, mientras que los que se

encuentran en los Gltimos renglones (OCH3 y CHj) tienen sustituyentes electrodonadores.
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6. Analisis de Resultados

Mas aun, el desplazamiento de la Amax est4 relacionado con la constante de Hammett
O(meta) 1* para cada grupo R de la bencilamino, esta columna representa el efecto electronico
o polar de los sustituyentes, asi cuanto mas positivo es el valor de ¢ mayor es su caracter
atractor {(como en el caso de los compuestos VI (R=-NO) y VII (R=-CF3)) y cuando tienen
un valor de ¢ negativo entonces se trata de un grupo donador (para el compuesto IV (R=-
CHs)

Las absorciones observadas (entre 45234 nm y 463.72) para estos compuestos
sintetizados se deben a las transiciones electronicas n—n* del anillo aromatico del grupo
bencilamino presente en estos compuestos.

En la Tabla 30 (Pagina 78) se observa que a medida que disminuye la ¢ de Hammett del
sustituyente, es decir su capacidad atrayente de electrones, la longitud de onda de absorcion
crece (Renglones dos a siete, compuestos VI R=-NO,, VII R=-CF;, Il R=-F, I R=Br, IT R=-
Cl, V R=-OCH3), observandose la maxima A para el renglon 8 (compuesto IV R=-CHs).

Esto se puede interpretar como debido a que la transicion electronica t—n* del anillo,
responsable de la absorcion de la Amax citada se ve mas favorecida a medida que el
sustituyente de la bencilamino se vuelve menos atrayente.

Los valores de coeficiente de extincion para los compuestos que se presentan en la tabla
no muestran una correlacion con la longitud de onda.

El pardmetro 3 representa el efecto inductivo del sustituyente y el parametro R el efecto
de resonancia del mismo. En nuestro caso, dado que el sustituyente aparece siempre en
posiciéon meta, solo se manifestara el efecto inductivo I, medido este caso también por la
constante de Hammett o para el sustituyente.

Asi se observa una mayor correlacion de Amax con ¢ que con J, e incluso un trazo Amax
VS Ometa) Muestra una tendencia clara y un coeficiente de correlaciéon aceptable. (Fig. 36,

Pégina 95)
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Fig. 36 Relacion entre Amax vs Omes) para los compuestos sintetizados.

6.4 RESONANCIA MAGNETICA DE PROTON 'H

Para el anélisis de los espectros de RMN 'H, se inicia con el espectro del compuesto 2-

metil-1,4-naftoquinona y posteriormente se hace el analisis de los espectros de 'H de cada

uno de los protones de los siete compuestos sintetizados. (Todos los espectros se

encuentran en el anexo).

H o Ve
f
~ L<H
(L
g/H *H\k
H o

2-metil-1,4-naftoquinona
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6. Analisis de Resultados

H,: En el espectro de RMN 'H de este compuesto (Espectro 4), la sefial para estos tres
protones absorbe en $2.194 ppm como un doblete que se debe a un acoplamiento alilico
(J=1.5 Hz) con el proton Hi. El oxigeno del grupo carbonilo desprotege a estos protones
llevandolos a campo mas bajo del esperado (~2.0).

H. y Hy: En el espectro 4, la sefial para estos dos protones es compleja, y fue dificil la
asignacion del desplazamiento quimico para cada uno de ellos, sin embargo, el experimento
HETCOR (proporciona la correlacion entre C y H a un enlace de distancia) indica que H. se
encuentra a campo mas bajo que Hy. Se asigné el desplazamiento quimico de la sefial
centrada en 68.0595 ppm para los dos protones. Debido a esta sefial compleja no es posible
determinar la magnitud de la J.

Hy H,: En el espectro del experimento HETCOR (Espectro 6) se observa una sola sefial
para ambos protones lo que indica que son quimicamente equivalentes Se asigno el
desplazamiento quimico centrado en la sefial compleja para ambos protones en 67.719 ppm
(Espectro 4), para determinar la constante de acoplamiento se recurrié a un analisis detallado
de los acoplamientos esperados para estos protones con relacion a los que se encuentran en
las posiciones orto, meta y para, encontrando que la sefial estaba encimada, J=8.7 Hz

Estos protones absorben a campo mas alto que H. y Hy, debido a que los oxigenos de los
grupos carbonilos estan mas alejados y les afectan en menor proporcion.

Hy: La sefial de este proton aparece en 6.8345 ppm, es un cuadruplete que presenta un

acoplamiento alilico (J=1.8 Hz) con el metilo de la posicion dos de la anftoquinona.
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6. Analisis de Resultados

A continuacidn se hace el analisis de los espectros de cada uno de los protones que
conforman las moléculas de los siete compuestos sintetizados. (Ver Espectros de RMN de
'H: 10, 16, 22, 28, 34, 40 y 46).
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2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinona
~R=Br, -Cl, -F, -CHj3, -OCHj3, -NO,, -CF;

H.: La sefial para estos tres protones aparece en el intervalo de 52.184-2.347 ppm en los
espectros de los siete compuestos (Tabla 31, Pagina 79). Dentro de éste intervalo se
encuentra H, del compuesto de 2-metil-1,4-naftoquinona, por lo tanto estos protones no son
modificados por el efecto del suéﬁtuyente 3-R-bencilamino.

H. y Hp: Para asignar el desplazamiento quimico de cada uno de estos protones se
recurri6 al espectro HECTOR (Espectros: 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48), en todos los casos se
observa que H. aparece a campo més bajo que Hj,

H.: La sefial de este proton aparece en un intervalo de 58.07325-8.0845 ppm en los
espectros. H. presenta una constante de acoplamiento orto con el protén Hy con un valor de
Jortoen=7.6 a 7.8 Hz (Ver Tabla 33, Pagina 81), también una constante de acoplamiento
meta con el proton H, de Jmetag=0.8-1.5 Hz, que no se pudo medir para el compuesto VII
(R=-CF3), la constante de acoplamiento para con respecto al protén Hy solo fue posible
medirla en los espectros de los compuestos I (R=-Br), V (R=-OCH3) y VI (R=-NO;) cuyo

valor es de Jparaen=0.6 Hz en los tres casos.
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Hj.: Para este proton, la sefial se encuentra en el intervalo de 87.98975-68.01975 ppm en
los espectros de los compuestos sintetizados. En general la constante de acoplamiento orto
con respecto al proton Hy es de Jortogg=7.5-7.8 Hz. El acoplamiento con el protén Hy en
meta oscila de Jmeta(hf)=0.8 a 1.5 Hz, excepto en el caso del compuesto VII (R=-CF;)
donde no se pudo medir. La constante de acoplamiento para de los compuestos I (R=-Br),
V (R=-OCHs) y VI (R=-NO,), tienen un valor de Jparage=0.3-0.6Hz.

Hr y Hy: Aunque en un principio se pens6 que estos protones absorberian en una misma
sefial como en el caso del compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona, los espectros muestran dos
sefiales como un doble de doble de doble que representa a cada uno de ellos. El espectro
HETCOR de cada uno de los compuestos sintetizados, confirmé que se trata de dos sefiales
que corresponden a cada uno de estos carbonos, también en estos espectros se determind que
Hy absorbe a campo mas bajo que H,.

Hy¢ En general la sefial para este proton aparece en 67.665 a 67.7035 ppm. Para todos los
compuestos derivados fue posible medir las constantes de acoplamiento orto con el proton
H, y meta con el proton Hy. (Jortoegy=7.5-7.6 Hz; Jmetagy=1.2-1.5 Hz).

Hg: Este proton absorbe entre §7.5645 a §7.639 ppm. La constante de acoplamiento orto
con Hy, oscila entre J=7.425-7.6 Hz y la constante de acoplamiento con meta entre J=1.2-1.5
Hz.

H;: El intervalo donde aparece este proton en los espectros de los derivados estd
comprendido entre 85.624 ppm y 86.048 ppm, este proton unido al nitrégeno de la amina
desaparece cuando se hace el experimento de intercambio con D;0; esta sefial integra para
un protén y en todos los espectros es un singulete ancho.

H: El desplazamiento quimico de estos dos protones oscila entre 34.692-4.739 ppm en
los espectros de los compuestos, la sefial integra para dos protones y es un singulete.

Hj, Hp, Hy y H, : Estos protones aparecen en los espectros como sefiales complejas, por
lo tanto fue dificil la determinacion de cada uno de ellos, para identificarlos se recurrié a el
experimento HETCOR. Para ninglin compuesto fue posible la determinacion de las J para

estos protones.
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H,: Este proton solo aparece en dos espectros, en el del compuesto I'V (R=-CHs, Espectro
28), en 52.224 ppm, integra para tres protones y es un singulete y para el derivado V (R=-
OCHj, Espectro 34), se observa una sefial en §3.794 ppm que integra para tres protones y es

un singulete; estos protones estan desprotegidos por el efecto del oxigeno en el éter.

6.5 RESONANCIA MAGNETICA DE CARBONO "C

A continuacion se hace el analisis de cada uno de los espectros de los siete compuestos
sintetizados (Espectros 11, 17, 23, 29, 35, 41 y 47), se hace una comparacion con el espectro
del compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona (Espectro 5). Se presenta un resumen en una tabla

para una rapida visualizacion de las sefiales de los carbonos. (Tabla 32, Pagina 80)

idoc/n
N
L
-and A
[

2-metil-1,4-naftoquinona 2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-naftoquinona
R=Br, -Cl, -F, -CHj3, -OCHj3, -NO3, -CF;

Ca: En todos los espectros de los compuestos sintetizados aparece la sefial de este
carbono, en un intervalo comprendido entre §11.103-11.164 ppm. El desplazamiento quimico
de este carbono se presenta a campo mas alto que el respectivo C, de la 2-metil-1,4-
naftoquinona (16.373 ppm), se propone que éste Gltimo esta desprotegido por el oxigeno del
grupo carbonilo cercano a él, mientras que en el caso de los compuestos derivados la

presencia del nitrogeno de la amina contrarresta el efecto del oxigeno.
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En la estructura de los compuestos sintetizados se observa cierta simetria en los dos
anillos de la naftoquinona, asi para las parejas de carbonos: Cp y Cis Ccy Cj; Cay Ci; Ce y
Cn; Cry C, en un inici6 se pensé que podian absorben en desplazamientos quimicos iguales,
sin embargo, los sustituyentes metilo (C.) y el grupo R-bencilamino afectan tal simetria.

La asignacion para estos carbonos fue dificil, pues no se sabia diferenciar de cada una de
las parejas de carbonos quién se encuentra a campo mas alto y cual a campo mas bajo. Para
poder asignar cada sefal con su respectivo carbono se realizaron dos experimentos extras, el
primero es COSY y el segundo es FLOCK (estos espectros se analizaran mas adelante).

Con los resultados que proporcionan tales espectros y con la ayuda del experimento
HETCOR se determiné que los carbonos: Cp, Ce, C4, Ce y Cr absorben a desplazamientos
quimicos ligeramente mas abajo que los carbonos: Cy, Cj, Ci, Cn y C,. Se piensa que los
primeros estan desprotegidos por el oxigeno del grupo carbonilo unido a C., mientras que los
segundos, aunque también estan desprotegidos por el oxigeno carbonilico en Cj, el nitr(')gend
de la amina en los derivados produce un efecto que contrarresta, desplazandolos a campo
mas alto.

Cp: La sefial de este carbono aparece en los espectros de los siete derivados entre
0112.811 ppm y 5114.599 ppm. Este desplazamiento quimico estid a campo mas alto que el
correspondiente Cp del compuesto 2-metil-1,4-naftoquinona (5148.058 ppm). Se propone
que Cp de los siete compuestos sintetizados estd afectado por el oxigeno del carbonilo pero
esta desproteccion es compensada por el nitrogeno presente en los derivados.

C. y Cj: Estos dos carbonos unidos con un doble enlace a un oxigeno, forman un grupo
carbonilo, lo que los lleva a campo bajo. Para poder asignar la sefial de cada uno de estos
carbonos se recurrid a los espectros de HETCOR donde se observan dos sefiales que
corresponden a cada uno de ellos. Estos carbonos tienen desplazamientos quimicos diferentes
por el efecto del sustituyente que esta a dos enlaces de distancia (para C. el grupo metilo y
para C; el N de la amina).

C. oscila en un intervalo de §183.613-5183.742 ppm en los espectros de los derivados, a
un campo mas bajo (efecto de desproteccién del oxigeno) que Cj quien aparece entre

5182.229 y 6182.339 ppm (el nitrogeno contrarresta la desproteccion del oxigeno).
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Cq y Ci: Estos dos carbonos son comunes a dos anillos, y son adyacentes a un grupo
carbonilo. Para determinar el desplazamiento quimico de cada uno de ellos se recurrié al
espectro HETCOR Asi en los espectros de los compuestos I (R=-CI) y III (R=-F) se observa
el mismo desplazamiento quimico para ambos carbonos.

En los espectros de los cinco compuestos restantes (R=-Br, CHj, -OCHs, -NO;, -CF3), se
observan dos sefiales con desplazamiento quimicos diferentes entre estos dos carbonos; Cg se
encuentra a campo mas bajo entre §132.216-5133.330 ppm, y C; se observa de 130.235 a
5133.155 ppm, a campo mas alto.

C. y Cn: Con el experimento HETCOR se determin el desplazamiento quimico de estos
dos carbonos. C. aparece de $126.153 a §126.332 y por su parte Cp de $125.992 ppm a
5126.956 ppm.

Cr y C, Estos carbonos son adyacentes y forman parte de un anillo aromético y se
encuentran a tres enlaces de distancia del carbonilo. En general en los espectros de los
compuestos sintetizados la sefial para Cy estd a campo mas bajo entrz #13: 248-134.438
ppm; por su parte C, aparece desplazado a campo mas alto 6131.848-132.808 ppm.

Cx Este carbono es parte de un anillo de quinona y es integrante de un doble enlace que
tiene por un lado un sustituyente, carbono carbonilico y por el otro un nitrégeno de amina. El
intervalo donde se encuentra este. carbono en todos los espectros es $145.634-5145.939 ppm.

Cm En genera]‘en los espectros de los siete derivados, la sefial para este carbono se
presenta en el intervalo de 548.426 ppm a §49.249 ppm (Ver Tabla 34), por un lado tiene

unido un nitrégeno de amina y por el otro un anillo aromatico.

C,, Gy, C,, Cp, Cq y C.

Estos Carbonos forman parte del anillo aromatico de la bencilamina. Para asignar la sefial
correspondiente a cada uno de estos carbonos se hizo un calculo tedrico basado en tablas, !
después se identificaron esos calculos en los espectros HETCOR de cada uno de los

compuestos sintetizados. (Espectros: 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48).
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En el espectro 23 correspondiente del compuesto III (R=-F) se observa el acoplamiento
BC-F como un doblete con una Yeor=2458 Hz, también como un doblete se observan las
siguientes 2Jc;,].-=22 Hz, un tercer doblete 2Jczp=21.2 Hz, un cuarto doblete 3ch_l.-=7 6Hz y
“Jeer=3.1 Hz.

Para el compuesto VII (R=-CF3), el espectro 47 se observan cuatro sefiales como
cuadrupletes tienen la siguiente magnitud: 'Jeer=270.8 Hz, 2Jcor=32.6 Hz, *Jear=3.8 Hz y
otra con el mismo valor *Jep.r=3.8 Hz.

C, La sefial para este carbono aparece solo en tres espectros (No. 29, 35 y 47), para el
compuesto IV (R=-CH3) $21.368 ppm, para el derivado V (R=-OCHj) 855.201 ppm y para el
compuesto VII (R=-CF3) $123.8655 ppm.

6.6 ANALISIS DEL ESPECTRO COSY

El espectro COSY (Espectro 49) es un experimento en dos dimensiones que correlaciona
a dos protones acoplados entre si, a dos y tres enlaces de distancia. *”! Este experimento fue
realizado para poder distinguir cada uno de los protones presentes en la estructura de la
naftoquinona, ya que por la estructura casi simétrica fue dificil en un principio asignar cada
sefial a cada protén. El espectro se realizd para el compuesto 3-(p-
clorobencilamino)menadiona, que se encuentra reportado en la Tesis de Licenciatura de
Ugalde, M. E., " este compuesto es muy parecido a los compuestos sintetizados en este

trabajo, solo que aquél el sustituyente esta en la posicion para del grupo bencilamino.

En el espectro se puede observar la siguiente informacion:
<> El protén H, esta correlacionado con los protones Hp,.
RS El proton H. esta relacionado con el proton Hy, estos protones se encuentran a tres
enlaces de distancia.
.

<> El protén Hy tiene correlacion con el protdn H,, ambos protones estan a tres enlaces

de distancia.
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<> El protén H, esta correlacionado con los protones Hgy, que se encuentran a tres

enlaces de distancia.

> En el espectro se observa que los protones H estan correlacionados con los protones
H, H, H\y H,.
- Los protones H; y H; se relacionan con los protones H, y Hg.

Con estos resultados se ve que las asignaciones hechas con anterioridad en los espectros
de proton para los compuestos sintetizados son los correctos, pues el espectro COSY muestra

la relacién de protones a tres enlaces de distancia que corresponde con aquellos resultados.

6.7 ANALISIS DEL ESPECTRO FLOCK

Este experimento en dos dimensiones permite ver la correlacion entre H-C a dos y tres
enlaces de distancia, suprimiendo las correlaciones que existen a un enlace de distancia 7,
este espectro (No. 50 del Anexo) también se obtuvo del compuesto 3-(p-
clorobencilamino)menadiona, y se determind para distinguir cada uno de los Carbonos del
grupo carbonilo.

En el espectro se observan varias sefiales:
< Aparecen tres seflales que correlacionan al protén H, 520188 ppm con tres carbonos.
La primera sefial es la relacion con el carbono Cp $113.476 ppm que esta en la estructura de
la molécula a tres enlaces de distancia de dicho protén. La segunda sefial es la correlacion
con C. $183.655 ppm que esta a tres enlaces de distancia con respecto al protén H,, y la
tercera sefial indica la relacion con Cy 5145.794 ppm que estan alejados a tres enlaces de
distancia.
< Dos seftales estan relacionadas con el protén Hn 84.702 ppm, la primera es la
correlacién con los carbonos Cs y Cr §128.553 ppm éstos estan alejados de Hr, a tres enlaces

de distancia respectivamente de ese proton. La segunda sefial correlaciona con el carbono C,

5137.240 ppm que se encuentra a dos enlaces de distancia del protén Hpp.
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5 La sefial compleja de los protones Hy y H, §7.230 ppm esta correlacionada con varios
carbonos: Cp 6113.240 ppm a tres enlaces de distancia de esos protones, Ca y C; 8128.353
ppm a tres enlaces de distancia de los protones Ha y H;, C, y Cq 8129.100 ppm a dos enlaces
de distancia de dichos protones, C, 8137.240 ppm a dos enlaces de distancia de esos
protones.

o> La sefial compleja de los protones H, y Hq 87.333 ppm esta correlacionada con el
carbono C, 6113.240 ppm a dos enlaces de distancia, Ca y C; 6128.353 ppm, estos protones
y carbonos estan a dos enlaces de distancia, C, y Cq 6129.100 ppm estan a tres enlaces de
distancia de dichos protones, y C, 6137.240 ppm a dos enlaces de distancia de tales protones.
<> La sefial para el proton H, 57.588 ppm esta correlacionada con tres carbonos: con Ce
5126.230 ppm a tres enlaces de distancia, con Cy, §126.034 ppm a dos enlaces de distancia y
con C; 6130.239 ppm a tres enlaces de distancia.

<> La sefial del proton Hy 87.684 ppm esta relacionada con los carbonos Cy 8126.034
ppm que estan a tres enlaces de distancia y con Cq 5133.591 ppm a tres enlaces de distancia.
< Ef proton Hy, §8.005 ppm se relaciona con el carbono Ca $133.591 ppm a tres enlaces
y con C;$130.239 ppm a tres enlaces de distancia entre ellos.

o

4 Para el protén H. 68.078 ppm se correlaciona con C; $130.239 ppm a tres enlaces de

distancia.

Asi pues, con la informacién que muestra el espectro de FLOCK se corroboran las

asignaciones de protén y carbono en este trabajo.

6.8 ANALISIS DE LA PRUEBA BIOLOGICA FRENTE A Artemia salina

Se evaluo la toxicidad de los siete compuestos 2-metil-3-(3-R-bencilamino)-1,4-
naftoquinona frente a Artemia salina, determinando la concentracion letal media (CLso).
En las graficas 4 y 7 que corresponden a los compuestos IV (R=-CHj) y VII (R=-CF3) no

fue posible determinar la CLs, frente a Arfemia salina con las concentraciones usadas; tal vez
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al emplear una concentracién mayor de la utilizada se obtendria el valor buscado de CLsq, sin
embargo esta situacién, implicaria una bioactividad muy pequefia comparada con los
compuestos restantes, por lo que carece de interés.

La actividad larvicida de los derivados sintetizados en este trabajo frente a Artemia salina
mostro6 el siguiente orden de actividad: el compuesto mas bioactivo es el compuesto H (R=-
Cl), el que le sigue en orden de actividad es el derivado I (R=-Br), después el compuesto V
(R=-OCH3), luego el derivado I (R=-F) y el menos bioactivo es el compuesto VI (R=-
NO.). En la Tabla 41 y Grafica 8 se pueden observar estos resultados (Pagina 89).
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7. CONCLUSIONES

<> Se sintetizaron siete compuestos derivados de la 2-metil-1,4-naftoquinona
sustituidos en la posicién 3 por el grupo 3-R-bencilamino, ninguno de estos compuestos se
encuentra reportado en la literatura, es decir, son compuestos nuevos.

<> Todos los compuestos sintetizados son de color rojo y los rendimientos de las
sintesis oscilan entre 60-80.14%.

- Los siete compuestos sintetizados fueron caracterizados por las técnicas de
espectroscopia de IR, EM, UV, RMN 'H, RMN *C y HETCOR.

X Dado que los siete compuestos difieren solamente en el sustituyente en posicion
meta del anillo de la bencilamino, para todos ellos se observa un patrén general en los
espectros de IR, EM, UV, RMN de H y B¢ asi como en HETCOR, y solo se observan

modificaciones en la parte debida al sustituyente o a las posiciones cercanas.
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9,

“» Por la técnica espectroscopica de IR se observa que la sefial para el enlace C =C
conjugado al C = O de los compuestos sintetizados aparece a frecuencias mas bajas que

para la 2-metil- 1,4-naftoquinona.

o Espectrometria de Masas: Para todos los compuestos se observa el pico m/z=186

que corresponde al fragmento de la quinona unida al nitrégeno como lo muestra la siguiente

figura:

» Espectroscopia Ultravioleta: Se observa una correlacion entre Amax de absorcion de
los compuestos y o de Hammett del sustituyente en posicion meta del anillo aromatico.

o Se efectud un bioensayo frente Artemia salina para evaluar la toxicidad de los
compuestos. El compuesto mas ibioactivo es el I (R=-Cl) y el menos bioactivo es el VI

(R=-NO3). Los compuestos IV (R=-CH;) y VII (R=-CF;) no presentan bioactividad.
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GLOSARIO

Antigeno: Moléculas que introducidas en un animal, inducen una respuesta inmunitaria , es
decir, inician un proceso biologico que implica en particular la proliferacion de células
linfoides y que determina la sintesis por esas Gltimas de moléculas de reconocimiento
(anticuerpos o receptores celulafes) que tienen la propiedad de combinarse especificamente

in vitro o in vivo con un antigeno inductor, ¥’}

Autbgeno: Capacidad de producir huevos sin ingestion de sangre. el

Axonema: Nicleo central del cilio o flagelo, compuesto por un par central de filamentos

rodeados por otros nueve pares. *’1

Biopsia: Extirpacion y examen, normalmente al microscopio, de tejidos al cuerpo vivo para
establecer un diagnostico preciso. Por aguja: Método de obtencion de una muestra de un
tejido profundo por insercion percutanla de una aguja especialmente disefiada, que puede

lievar en su interior, para extraer la muestra de su lumen. 1!
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Catalasa: Enzima del tipo de las oxidorreductasas que cataliza la descomposicion muy
rapida del peroxido de hidrogeno, en agua y oxigeno. Se encuentra en casi todas las células,

excepto en ciertas bacterias anaerobias y acidol4cticas.*”!

Cefilea: Dolor de cabeza por cualquier causa. I'®
Ciclo de Krebs: Ciclo de reacciones que tiene lugar en la matriz mitocondrial y que
conlleva la oxidacién de unidades acetilo a CO, con la produccion de equivalentes

reductores y ATP. Es una ruta central de la respiracion oxidativa, **!

Cinetoplasto: Organelo cinetoplasmatico de tamafio considerable, con forma de bastoncillo
o cilindrico, rico en ADN, que se duplica de manera independiente y se encuentra dentro de

la mitocondria alargado de los protozoos del orden Kinetoplastida. !

Colorante de Giemsa: Solucién que contiene azur Il-eosina, azur II, glicerina y metanol;

se emplea para tefiir protozoarios como tripanosomas, Leishmania, etc."*”)

Colorante de Wright: Mezcla de eosina y azul de metilo que se emplea para demostrar

curpuisculos sanguineos y parasitos del paludismo. **!

Cromatina: La porcion mas facilmente tingible del niicleo celular, que forma una red de
fibrillas nucleares dentro de la acromatina de una célula. Es un acido desoxirribonucleico
unido a una base de estructura proteica (principalmente histona) y es portador de los genes

de herencia. 1**)

Edema: Acumulacion anormal de liquido en el espacio intersticial de los tejidos. El edema
puede ser localizado, por obstruccion venosa o linfitica, o por aumento de la
impermeabilidad vascular, o generalizado debido a insuficiencia cardiaca o nefropatia. La
acumulacion de liquido de edema se designa segun el sitio. El edema generalizado se llama

anasara. 149]
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Endémico: Una enfermedad o agente etiologico que se presenta de forma constante o que

suele prevalecer en una poblacion o zona geogréfica.*”!

Enzoético: Enfermedad de morbilidad baja que se presenta constantemente en una
[49]

comunidad animal.
Epimastigote: Etapa morfologica del desarrollo de algunos protozoarios de la familia
Trypanosomatidae y que se caracteriza por ser una célula alargada con nicleo vesicular
central y tener un flagelo cuyo cinetoplasto y cuerpo basal ocupan una posicion delantera al
nicleo: el flagelo permanece unida al cuerpo celular por una membrana ondulante antes de
emerger. *’!

Escalpelo: Instrumento en forma de cuchillo pequefio, de hoja fina, puntiaguda, de uno o

dos cortes, que se usa en las disecciones anatomicas, autopsias y vivisecciones. /"

Escroto: Bolsa que contiene los testiculos y 6rganos accesorios. !

Espicula: Cuerpo o segmento en forma de agujas.™"!
Esplenomegalia: Aumento anormal del tamafio del bazo. '

Fagocito: Célula capaz de rodear, engullir y digerir microorganismos y restos celulares.
Los fagocitos fijos que no circulan, son los macréfagos fijos y las células del sistema

reticuloendotelial. Los fagocitos que circulan por el torrente sanguineo, son los leucocitos y

los macrofagos libres. !

Fagocitosis: Proceso por el que ciertas células engloban y eliminan microorganismos y

restos celulares, '¢!

Flagelo: Prolongacion larga, mévil y similar a un latigo, de la superficie de una célula, que
actua como un organelo locomotor Los flagelos, que nacen de los cuerpos basales son

comunes en todos los protozoos mastigoforos, 14’1

117



Glosario

Frotis: Muestra de laboratorio para estudio microscopico que se pr=para mediante
extension de una fina pelicula de tejido sobre un portaobjetos de vidrio. Poede tratarse la
muestra con un colorante, un tinte, un reactivo, un disolvente o un agente Jue favorece la
lisis celular. "9

Gerbil: Pequefio roedor subterraneo nativo de las partes mas aridas de A=ca v la parte

sudoccidental de Asia, también se le conoce como gerbo. 1**!

Globulina: Categoria extensa de proteinas simples clasificadas por =.s solubilidad,

movilidad electroforética y tamaiio, 'l

Glucélisis: Ruta inicial del catabolismo de los hidratos de carbono, en la quz una molécula
de glucosa se degrada a dos moléculas de piruvato, con la produccion neta &= moléculas de
ATP vy la reduccién de dos moléculas de NAD" a NADH. En condiciones aerobias, estas
moléculas de NADH se reoxidan por la cadena de transporte de electrones. en cuestiones

anaerobias, se utiliza un aceptor de electrones diferente. 15

Glutatién peroxidasa: Enzima oxidorreductasa que convierte el peroxido de hidrogeno y
los peroxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales

libres, 1!
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Gran gerbo: Roedores que tienen tres dedos en las extremidades posteriores, son animales
con cuerpo recogido, cabeza voluminosa, ojos grandes, narices abiertas, un hocico
truncado, patas anteriores muy cortas, patas posteriores extraordinariamente largas y con

tres dedos casi iguales, cubiertos con largos pelos tiesos y duros, tiene cola muy larga.™

Hirdcido: Son animales de reducido tamafio, con las orejas muy cortas, la cola
rudimentaria, cuatro dedos anteriores y tres posteriores provistos de pesufias muy pequeiias,

son animales de la region etiépica. "
Hospedero: Vegetal o animal en el que se hospeda un parasito. "
Incisién: Abrir cortando o cortar con un instrumento afilado.'*”!

Inoculacion: Introduccién de microorganismos, material infeccioso, suero y otras
sustancias en los tejidos de plantas y animales vivientes, o en medios de cultivo,
introduccion de un agente de enfermedad (virus de la vacuna) en un individuo sano para

producir una forma leve de enfermedad a lo que sigue inmunidad."*”!
Leucocitos: Célula o corpuisculo blanco de la sangre."*”!

Macréfago: Célula fagocitica ubicua que se halla en los tejidos y en la sangre. Cualquiera
de las muchas formas de fagocitos mononucleares encontradas en los tejidos. Los fagocitos
mononucieares producen de las células madre pluripotenciales de la médula Osea, tras pasar
por los estados de monoblasto y promonocito al de monocito, entran en la sangre,
circulando unas 40 horas. A continuacién, entran en los tejidos aumentando su tamaiio,
actividad fagocitaria y contenido enzimatico lisosimico, convirtiéndose en macrofago. La
mayoria de los macrofagos tienen un nucleo redondo, un aparato de Golgi bien
desarrollado, abundantes vacuolas endocitosicas, lisosomas y fagolisosomas y una

membrana plasmatica cubierta con estriaciones o microvellosidades.!*”)
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Médula ésea: Tejido blando especializado lleno de espacios en el hueso esponjoso de las
epifisis. La médula amarilla grasa se encuentra en el hueso compacto de la mayoria de las
epifisis de los adultos. La médula roja se encuentra en muchos huesos de lactantes y nifios y
en el hueso esponjoso de la epifisis proximal del himero y el fémur y en el esternon, las

costillas y los cuerpos vertebrales de los adultos. "'

Metistasis: Transferencia de enfermedad de un 6rgano a una parte hacia otro sitio no
directamente relacionado. Puede ser causada por transferencia de microorganismos
patogenos (por ejemplo: bacilos tuberculosos) o por transferencia de células, como sucede
en los tumores malignos. La capacidad de hacer metéstasis es una caracteristica de todos

los tumores malignos. 1*°!
Morfologia: Estudio de la forma fisica y del tamafio de una muestra, planta o animal."®l

NADPH: Fosfato del nicotinamida adenina dinucleétido, una coenzima reductora,
relacionada estrechamente con NADH. Es la forma reducida de NADP* ")

Neumonia: Inflamacién aguda de los pulmones, habitualmente producida por la inhalacion
de neumococos. " Intercurrente: Que interfiere en el curso de una enfermedad ya

existente y lo modifica.1*’!

Oviposicién: Accion de poner o depositar huevos.'*”!
Puncién esplénica: Perforacion del parénquima del bazo para obtener datos de presion o

inyectar material. '®!

Sistema reticuloendotelial: Sistema funcional del cuerpo que participa principalmente en
la defensa de las infecciones y en la eliminacion de los productos de degradacion de las
células. Esta formado por los macrofagos, las células de Kupffer del higado y las células

reticulares de los pulmones, de la médula ésea, del bazo y los ganglios linfaticos. (6]
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Superdxido dismutasa: Enzima de la clase oxidorreductasa que cataliza la reaccion entre
el ion superdxido y los protones del medio para producir oxigeno y peroxido de hidrogeno.
La enzima protege a las células contra los niveles nocivos de superéxido. ™!

Taxonomia: Ordenacion por categorias y clases, es una clasificacion ordenada de los
organismos en categorias apropiadas, segin las relaciones que muestran entre ellos,
aplicando los nombres adecuados y correctos.™*”!

Trypanosoma: Género de protozoos (suborden Trypanosomatina, orden Kinetoplastida)
formada por hemoflagelados parasitos de invertebrados y vertebrados, incluidos los seres
humanos. Cruzi: Especie que infecta a hombres, armadillos, murciélagos, gatos, cobayos y
otros animales de América Central del Sur y hasta el sudoeste de Estados Unidos. Es el
agente etiologico de la enfermedad de Chagas. **!
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ANEXO

En la siguiente seccion se presentan los espectros de las técnicas espectroscopicas de IR,
EM, UV, RMN 'Hy °C, asi como HETCOR.
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