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INTRODUCCION

Las vitaminas son componentes organicos presentes en cantidades minimas, en los
alimentos naturales, indispensables para el metabolismo energético y sintético, ademas la
falta de ellas en la dieta es causa de diversas enfermedades; algunas de éstas, causadas por
deficiencia de vitaminas, se han descrito desde hace muchos siglos por las culturas, china
(2600 AC) vy la egipcia (1500 AC): V.g. beriberi del escorbuto, la ceguera nocturna y la
xeroftalmia. Como consecuencia de lo antes mencionado, diversas sustancias ricas en
vitamina A se usaron como remedios para la ceguera nocturna por los chinos, y los higados
de aves y mamiferos comestibles se recomendaron como agente curativo para la ceguera
nocturna y la xeroftalmia por Hipocrates, alrededor de 400 A.C.}; también se conocia desde

algtin tiempo que el raquitismo podia curarse tomando aceite de higado de bacalao.?

En consecuencia, en situaciones como las anteriores, se dedujo que los alimentos naturales
contenian sustancias indispensables para la salud que no eran proteinas, grasas ni
carbohidratos.? Algunos eventos particulares y relacionados con lo antes expuesto son los
siguientes: en 1906 Frederick Hopkins en Inglaterra sugirio que los nutrientes desconocidos
eran esenciales para la vida animal y uso el término “factores alimenticios accesorios”.* En
1912, el bioquimico Casimir Funk propuso denominarlas con el término Vitaminas; el cual
proviene de vita que significa vida en latin y la palabra amina. Aunque en realidad, pocas
de ellas son aminas. Como consecuencia de lo antes mencionado, hoy se conocen muy bien
las trece vitaminas, indispensables en la dieta, con las cuales mediante su empleo apropiado
se han podido erradicar enfermedades que durante largo tiempo fueron un problema para la

humanidad.®

Las vitaminas se clasifican de acuerdo a su solubilidad, asimismo se organizan en dos
grandes categorias, las solubles en grasa y las que lo hacen en agua. En lo particular la
vitamina K es un término genérico para un homologo de vitaminas liposolubles, el cual
consiste en varios derivados de la 2-metil-1,4-naftoquinona, comunmente Ilamada

menadiona.

Teniendo como marco de referencia los comentarios vertidos en los parrafos anteriores, en
este trabajo de tesis se considerd importante, llevar a cabo la reaccion entre los tioles (1),
(2), 3 vy (4) (ver Figura 1) y la menadiona con el objetivo de generar los sulfuros



correspondientes en C-3 (5 a-d) de acuerdo a la Figura 2 y potencializar el efecto biologico,
estudiando la condicion de activacion térmica. Y en consecuencia generar derivados
sulfurados de vitamina Ks para posteriormente realizar con ellos un estudio comparativo

contra la menadiona, como antihemorragicos y antimicrobianos.

SH
/\/\SH
(1) iso-propanatiol (2) n-butanotiol
SH
SH
(3) tiofenol (4) bencilmercaptano

Figura 1. Tioles utilizados.

De la reaccion de menadiona (vitamina Ks) con los diferentes mercaptanos, se obtuvieron
los sulfuros correspondientes (5 a-d), en condiciones de reflujo con metanol, esto implica

en cierta forma una sustitucion en C-3.

O O
SR
O O
Vitamina Ks 5 a-d

5a, R= C3H7; 5b, R:C4H9; 5¢, R= C5H5; 5d, R=C;H;

Figura 2. Reaccion de la menadiona con diferentes tioles.



ANTECEDENTES
* Vitamina K

La vitamina K es una familia de compuestos liposolubles estructuralmente similares con la
2-metil-1,4-naftoquinona, incluyendo la filoquinona (K3), menaquinonas (K3) y menadiona
(K3)." En lo general, las 1,4-naftoquinonas forman una familia de compuestos
caracterizados por un sistema de naftaleno el cual contienen dos grupos carbonilo en
posiciones relativas 1 y 4; dicho de otra manera, todos los miembros de la familia de la
vitamina K poseen como esqueleto comun el de la naftoquinona, pero con cadenas diversas

que los distinguen (Figura 3).°

La vitamina K esta asociada con un numero de funciones biologicas importantes, debido a
sus caracteristicas quimicas particulares. Desde su descubrimiento por el profesor Henrik
Dam en 1935, se desperté el interés en su estudio, tanto para establecer su estructura como
para conocer su reactividad y propiedades farmacoldgicas; de esta manera, su aislamiento y

caracterizacion fueron publicados en 1939 por E. A. Doisy y colaboradores. °

Al respecto de dicha investigacion, se informo sobre: el aislamiento de vitamina K de la
alfalfa (K;) y de la harina de sardina podrida (K3), los correspondientes analisis

elementales, su comportamiento hacia la hidrogenacion y oxidacion.

El mismo grupo de trabajo logro establecer la estructura de la vitamina K; por métodos de
degradacion, verificandose la estructura mediante la correspondiente sintesis, mismos
métodos que posteriormente serian empleados para establecer la estructura de la vitamina
K.

La menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona o vitamina K3) no es considerada una vitamina
natural, ésta es un analogo sintético que actla como provitamina. Su Unica estructura, es
muy simple ya que no contiene la cadena alifatica como grupo prostético en posicion 3.” Es
conveniente tener presente que la metilnaftoquinona (MNQ) es contemplada producto de
sintesis, también se ha aislado de los tejidos de frutos de algunas plantas aunque con

rendimientos bajos.®
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Figura 3. Familia de la Vitamina K.



En relacion a la sintesis de la MNQ, en 1940, Louis F. Fieser presentd un método por
demas sencillo para preparar 2-metil-1,4-naftoquinona oxidando el 2-metilnaftaleno (MN)
con anhidrido crémico en solucion acética, obteniéndola con un rendimiento promedio del
40%. Décadas maés tarde, con el desarrollo de métodos cataliticos, con caracter ecoldgico,
se han publicado varios procedimientos basados en la oxidacion de 2-metilnaftaleno:

1) El empleo de Mn o Fe 3,5-octanitroftalocianinas en condiciones medias (acetonitrilo,
20°C) con acido peracético (AcCOOH) dando la correspondiente naftoquinona con

rendimientos del 55-62%.°

2) La oxidacion de 2-metilnaftaleno con monopersulfato de potasio como oxidante primario
en presencia de varias metaloporfirinas (M.Por) hidrosolubles en condiciones acidas (pH =
3,5 0 6), en diferentes tiempos de reaccion®, obteniéndose 2-metil-1,4-naftoquinona en un
46%."

Recientemente O. A. Kholdeeva'® presenté un nuevo método, limpio y eficiente para la
produccion de MNQ basado en la oxidacion de 2-metil-1-naftol permitiendo un incremento
en la selectividad y por ende evitando la formacion de subproductos.

La mencionada trasformacion se realizd con oxidantes econdémicos en un medio
ambientalmente benigno, como: peroxido de hidrégeno acuoso, perdxido de ter-butilo y
oxigeno molecular usando tres tipos diferentes de catalizadores heterogéneos tales, como,
el titanio-silicato Ti-MMM-2 (hidrotérmicamente estable y mesoporoso), asi como la
ftalocianina de hierro soportado en silica (FePeS/SiO;) y, nanoparticulas de oro soportadas

con oxigeno (Oy).

Por otro lado, es necesario mencionar que, tan pronto como las investigaciones sobre la
vitamina K indicaron una estructura quinoide, S.A Thayer™ y colaboradores comenzaron a
examinar la potencia antihemorragica de un grupo de quinonas entre ellas la 2-metil-1,4-
naftoquinona, la cual mostro la més alta actividad del grupo; en forma complementaria, en
otros estudios se comparo a la 2-metil-1,4-naftoquinona con la vitamina K natural obtenida
de la alfalfa, encontrando que la primera fue practicamente tan activa como la ultima en

cuanto a su actividad antihemorrégico."***



Asimismo, en 1946, se estudio otra posible actividad de 2-metil-1,4-naftoquinona, como
bactericida y fungicida. La experimentacion consistio en aplicar diferentes concentraciones
de la MNQ en los medios de cultivo, asi como en algunos casos se coloco también
sustancias antagonistas como compuestos conteniendo radical —SH para observar su
influencia en MNQ y su actividad. Se encontr6 que la menadiona resulto efectiva para

inhibir el crecimiento de bacterias y hongos.*

Sin embargo, también se constatd que la presencia de los mercaptanos en el medio de
cultivo potencializa la actividad de la menadiona. Lo anterior se debe que la menadiona
reacciona con los mercaptanos al considerarse la primera como un sistema cetona o, p-
insaturado y que la adicion de mercaptanos toma lugar en la posicion 3 en el anillo

quinoide.™
* Filoguinonas y menaquinonas

La filoquinona (K;) o fitonadiona (asi llamada por estar intimamente relacionada con la
fotosintesis en plantas superiores), es la 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona la cual se
encuentra en plantas de hojas verdes como la alfalfa, es la Unica vitamina K natural
disponible para uso terapéutico. La vitamina K; representa una serie de compuestos (las
menaquinonas), en los cuales la cadena lateral (fiilo) de la fitonadiona ha quedado
sustituida por una cadena lateral que consta de dos a trece unidades de prenilo. Las
bacterias grampositivas sintetizan cantidades considerables de menaquinonas, y las grandes
cantidades de vitamina K contenidas en las heces de seres humanos y de animales son

generadas por las bacterias en el tubo digestivo. *°

La vitamina K es un principio esencial en la dieta para la biosintesis normal de varios
factores necesarios en la coagulacion de la sangre.'” En 1929, Dam observé que los pollos
alimentados con dietas inadecuadas presentaron una enfermedad por deficiencia, en la cual
el sintoma notorio fue hemorragia espontanea, al parecer debido a un contenido bajo de

protrombina en la sangre."®



En 1931 Mc Farlane y colaboradores, establecieron con mayor claridad la existencia del
factor antihemorragico, al comprobar que los pollos alimentados, con harina de pescados
extraida con éter manifestaban clara tendencia sufrir hemorragias y, que esta tendencia se

eliminaba alimentado a las aves con harina de pescado no extraida.*®

En forma complementaria por esa época, se demostré que esta enfermedad no podia ser
curada con ninguna de las vitaminas liposolubles conocidas (A, E y D) u otros lipidos

fisiologicamente activos.

Como consecuencia de los estudios anteriores, la vitamina antihemorragica de los pollos
fue definida como liposoluble en 1935, Dam y colaboradores (1935, 1936) encontraron que
el padecimiento podia aliviarse con rapidez mediante alimentacion con una sustancia
liposoluble no identificada. Dam denomind a esta sustancia vitamina K (vitamina de la
Koagulation). Asimismo, Alquimist y Stokstad (1935) describieron la misma enfermedad
hemorragica en pollos, y el método para su prevencion. Dichas investigaciones se
informaron en un momento en el cual la atencion de varios grupos de investigadores estaba
centrada en la causa de la tendencia hemorragica en sujetos con icteria obstructiva y
enfermedades del higado.?® Por ejemplo, Quick y cols., (1935) detectaron que el defecto de
coagulacion en individuos con ictericia se debio a un decremento de la concentracion
sanguinea de protrombina. Durante el mismo afio, Hawkins y Whipple informaron que los
animales con fistulas biliares tuvieron probabilidades de presentar hemorragia excesiva.
Hawkins y Brinkhous (1936) mostraron después que esto se debid a deficiencia de
protrombina, y que el padecimiento podia aliviarse al suministrar sales biliares como

alimentos.?

Esos estudios experimentales culminaron con la demostracion por parte de Butt (1938), asi
como por Warner (1938 que el tratamiento combinado con vitamina K y sales biliares era
eficaz para la diatesis hemorragica en pacientes con ictericia. De este modo, se establecio la
relacion entre vitamina K, funcién hepatica adecuada y los mecanismos fisioldgicos que

operan la coagulacién normal de la sangre.?

A su vez, en Mayo de 1939 el grupo de investigacion de Doisy informd sobre el
aislamiento de las vitaminas K; y K, siendo la primera una sustancias aceitosa aislada de la

alfalfa, la Gltima como una sustancia cristalina aislada de la harina de pescado podrido.?



En este contexto los analisis elementales correspondientes mostraron que estas sustancias
contienen 41 y 31 atomos de carbono respectivamente y teniendo ambas dos atomos de
oxigeno. El color amarillo puro de estas vitaminas indicd su correspondencia con la serie de

p-quinona.

Como conclusién se establecio que, de la considerable variedad de quinonas solo la 1,4-
naftoquinona y sus derivados poseen actividad de vitamina K, no asi las 1,2-naftoquinonas.
Posteriormente identificaron la vitamina K;, como 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona
mediante métodos de degradacion, los cuales después fueron aplicados a esclarecer la
estructurar de la vitamina Kjy; en este estudio las estructuras correspondientes se basaron
principalmente en haber caracterizado los productos de degradacion obtenidos mediante la
ozon6lisis del diacetato de la hidroquinona respectiva.”* 2 Finalmente, en 1939 se efectu6
por sintesis la estructura de la vitamina Kj; mientras que la sintesis correspondiente a la

estructura de la vitamina K fue publicada en 1940.%°

Los animales pueden sintetizar menaquinona a partir del precursor de la menadiona (2-
metil-1,4-naftoquinona), o vitamina Ks. Dependiendo del sistema de biovaloracion
utilizado, la menadiona es al menos igual de activa desde un punto de vista molar que la

fitonadiona.?’
e Farmacocinética de la vitamina K

El mecanismo de absorcion intestinal de compuestos con actividad de vitamina K, varia
con su solubilidad. La fitonadiona y las menaquinonas sélo se absorben de manera
adecuada a partir del tubo digestivo en presencia de sales biliares. No obstante, la
menadiona y sus derivados hidrosolubles se absorben incluso en ausencia de bilis. La
fitonadiona y las menaquinonas se absorben casi por completo por medio de la linfa; la
menadiona y sus derivados hidrosolubles entran de manera directa en el torrente sanguineo.
La fitonadiona se absorbe mediante un proceso dependiente de energia y sensible de
saturacion, en las proyecciones proximales del intestino delgado, y en el colon. Después de
inyeccion por via intramuscular, las preparaciones de vitamina K tanto natural como

sintética se absorben con facilidad.?®



Luego de la absorcion, la fitonadiona se concentra inicialmente en el higado, pero la
concentracion declina con rapidez. Muy poca vitamina K se acumula en otros tejidos. La
fitonadiona se metaboliza con rapidez hacia metabolitos mas polares, que se excretan en la
bilis y la orina. Los principales metabolitos urinarios se originan por acortamiento de la
cadena lateral a cinco o siete atomos de carbono, lo cual produce &cidos carboxilicos que se

conjugan con glucuronato antes de la excrecion.?

Aparentemente, hay poco almacenamiento de vitamina K en el organismo. Las reservas
limitadas de vitamina presentes en los tejidos se destruyen con lentitud. Bajo circunstancias
en las cuales la falta de bilis interfiere en la absorcion de vitamina K, aparece
hipoprotrombinemia con lentitud durante un periodo de varias semanas. Los farmacos con
actividad de vitamina K pueden evaluarse quimicamente y no requieren biovaloracion. Para
cuantificar el contenido de la vitamina K en los alimentos, se emplea una valoracion basada
en la capacidad de la preparacion para aumentar las concentraciones de protrombina en

pollos con deficiencia.*

Después de la lactancia, la hipoprotrombinemia dependiente de una deficiencia de vitamina
K en la dieta es en extremo infrecuente, porque la vitamina no sélo se encuentra en muchos
alimentos, sino que también la sintetizan las bacterias intestinales. Con todo, la
combinacion de una dieta inadecuada y el uso prolongado de farmacos que inhiben el
crecimiento de las bacterias intestinales pueden conducir a deficiencia de vitamina K. En
ocasiones, el uso de un antibidtico de amplio espectro puede producir por si mismo una
hipoprotrombinemia que desaparece con facilidad a dosis pequefias de vitamina K y
restablecimiento de la flora intestinal normal. El uso de ese tipo de antibidticos en pacientes
que tienen otras causas de hipoprotrombinemia o una deficiencia de vitamina K puede tener
profundas consecuencias. Es posible que sobrevenga hipoprotrombinemia en quienes

reciben alimentacién por via intravenosa durante periodos prolongados.®

La terapia con un anticoagulante cumarinico da por resultado gran aumento de la cantidad
de fitonadiona-2,3-epdxido en el higado y la sangre. Ese tipo de tratamiento tambien
aumenta la excrecion urinaria de metabolitos de fitonadiona, principalmente productos de
la desintegracion de fitonadiona-2,3-epoxido. La menadiona al parecer se reduce a la forma
diol (hidroquinona), y se excreta como conjugados glucurénido y sulfato. %



Las vitaminas K son resistentes al calor, humedad y al contacto con el aire, son inestables a
la luz. Al ser liposolubles no se pierden por ebullicion en agua, y no se destruyen por los
métodos usuales de cocinado. Sin embargo, son facilmente destruidas por los &cidos, los
alcalis, los agentes oxidantes y la luz ultravioleta, es una familia estructural de grasas
solubles de 2-metil-1,4-naftoquinonas que incluyen la filoquinona (K1), menaquinonas (K3)
y menadiona (Ks3). Toda la familia de la vitamina K posee el esqueleto idéntico de

naftoquinona con varias cadenas laterales que los distinguen.*®

Las filoquinonas son absorbidas en el intestino delgado, y transportadas a través de la via
linfatica junto a los quilomicrones y lipoproteinas. Una vez absorbida a traves de la porta
llega al higado, donde en el hepatocito se convierte en forma époxido , su forma activa.
Llega al higado y se distribuye a los tejidos corporales asociada a las distintas lipoproteinas,
aunque se desconoce la existencia de una proteina transportadora especifica de vitamina K.
Las menaquinonas son producidas en la flora intestinal, y constituyen mayoritariamente las
reservas hepaticas, son absorbidas en los dltimos tramos del ileon y colon por difusion

pasiva, y almacenadas de manera similar a las filoquinonas.®

La menadiona es transformada en menaquinona por el reestablecimiento de su cadena en el
intestino, su transporte es realizado de la misma forma que las menaquinonas. El derivado
soluble de la vitamina K3 se absorbe muy bien en el tracto digestivo. Y su distribucion es
muy amplia. Se metaboliza en el higado con formacion de dihidroxinaftaleno, y se elimina
por via renal y fecal a través de conjugados glucuronados y sulfatados de manera similar a
las vitaminas K; y K. Tejidos ricos en vitamina K son, ademas del higado, las glandulas

suprarrenales, los ganglios linfaticos, el pulmén, el rifién y la médula 6sea.®

Se ha sefialado que el rifion es mas sensible a la menadiona que otros 6rganos, incluyendo
el corazon y el higado. La vitamina K; es un nutriente esencial asociado a la cascada de
coagulacién, también ha sido el centro de considerables investigaciones para demostrar su

potencial antihemorragico, antifiingico y antibacterial.**



* Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la vitamina K

En trabajos recientes, la evaluacion de los extractos se realizo frente a los microorganismos
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger CCCHCQF?, Trichophyton
mentagrophytes CCCHCQF6 y Fusarium oxysporum CCCHCQF5. *

Para bacterias, la evaluacion de la actividad antibacteriana se llevd a cabo mediante el
método de inoculacion directa en placas de agar. El extracto se valoré a diferentes
concentraciones (100, 500 y 1 000 pg), para el control positivo se emplearon 10 ug de

ampicilina contra la bacteria grampositivo y 30 ug de amikacina para gramnegativo.*®

Para levaduras, la evaluacion de la actividad antimicotica se llevé a cabo mediante el
método de inoculacion directa en placas de agar. El extracto se valoré a una concentracion
de 10 ng, para el ensayo de la actividad antifangica se utilizaron tubos con 5 mL de caldo
Dextrosa- Sabouraud inoculados con 5 pL de suspension de levaduras. Para el control

positivo se utilizaron 8 pug de nistatina. Utilizando como disolvente etanol. *°

Asimismo en otro trabajo, se ha informado de la actividad antimicrobiana de cinco
quinonas contra dos cepas bacterianas y tres hongos, fueron investigadas mediante dilucion
en caldo. Todas las quinonas, excepto coenzyme Qip, expusieron su actividad mas alta
contra Trichophyton mentagrophytes. Thymoquinona mostré la actividad mas potente, la
actividad antibacteriana fue relacionada con la estructura de orthoquinona (1,2-
naftoquinona) y la actividad antifungica fue relacionada con la estructura de paraquinona

(ubiquinona, thymoquinona y menadiona).®

En anteriores investigaciones se ha estudiado la actividad antifungica de las 1,4-
naftoquinonas, 1,2-naftoquinonas, 1,4-benzoquinonas, y antraquinonas, para identificar
productos naturales y usarlos en el area agricola como antifingicos. Se evaluo la actividad

antiftngica de las quinonas contra Colletotrichum spp.*’

Actualmente un estudio fue emprendido para evaluar el efecto antifungico de las quinonas
sobre Mycobacterium. Las especies de Mycobacterium se encuentran ampliamente en el

ambiente, y naturalmente resistentes a muchos procedimientos de desinfeccion.



Las opciones de tratamiento son limitadas, y no se han desarrollado nuevos antibidticos
desde los afios 1970. Compuestos activos tienen concentraciones minimas inhibitorias
desde 12.51 g/mL, siendo el componente activo una quinona. La actividad bactericida
observada representa un mecanismo Unico de accion. Nuestros compuestos pueden tener la

utilidad significativa como biocidas contra micobacterias y otros patégenos.*®

Por otro lado, el resurgimiento de la tuberculosis por resistencia de Mycobacterium
tuberculosis a las drogas utilizadas avala el desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas
para su control. Una serie de derivados de quinolonas de funcionalidad variada fue
sintetizada por métodos convencionales en un actual estudio. Esta serie fue evaluada in
vitro en cuanto a su actividad antiparasitaria (OMS, Suiza) y demostré poseer actividad

antimalarica de leve a moderada.®

La mayor parte de los compuestos que se han examinado son quinonas, a menudo
involucradas en el transporte de electrones de ubiquinona. Extensamente han sido
empleadas como agentes antifungicos, y son productos naturales defensivos en plantas.
También han sido utilizadas como antibacteriales de amplio espectro, y estan siendo
investigadas como agents anticancerigenos, el mecanismo de toxicidad esta todavia en

investigacion, pero existen dos teorias en la literatura.

El ciclo de redox es el concepto de los compuestos que tienen un ciclo catalitico y generan
radicales oxidados, como el peroxido de hidrogeno y el superoxido, que dafian la célula. La
alquilacion es cuando las quinonas son activadas dentro de las células y estas atacan a las

proteinas, ADN u otros objetivos.*

» Métodos bioldgicos de diagndstico

La medicion de tiempo de protombina (TP) ha sido una técnica muy empleada para el
diagnostico de la deficiencia de vitamina K, pero la misma resulta de baja sensibilidad y es
poco precisa. Lo anterior es debido, a que la TP se altera solo cuando es marcada la
disminucion de la sintesis de los factores de la coagulacion sanguinea dependiente de

vitamina K.*



Los métodos recientes de andlisis de la coagulacién con mayor sensibilidad, de la
separacion de las filoquinona y menaquinona del extracto lipidico por medio de HPLC y de
la deteccion de protrombina carboxilasa plasmatica mediante inmunoquimica, han

permitido determinar estados deficitarios més leves de esta vitamina.*?
 Efecto coagulatorio de la vitamina K

Las vitaminas K naturales y la menadiona son liposolubles. Es posible elaborar derivados
hidrosolubles activos de la menadiona al formar la sal bisulfito de sodio o la sal tetrasodio
del ester del &cido difosférico. Esos compuestos se convierten en menadiona en el
organismo. En animales y seres humanos normales, la fitonadiona y las menaquinonas

estan desprovistas virtualmente de actividad farmacodinamica.*’

En animales y seres humanos con deficiencia de vitamina K, el efecto farmacologico de
esta Ultima es idéntico al de su funcion fisiologica normal, es decir, favorece la biosintesis

de factores 11 (protrombina), VII, IX y X en higado. **

Los factores de la coagulacion dependientes de vitamina K, en ausencia de esta Gltima (o en
presencia del anticoagulante tipo cumarina), son proteinas precursoras biologicamente
inactivas en el higado. La vitamina K funciona como un cofactor esencial para un sistema
de enzimas microsémico que activa a esos precursores mediante la conversion de multiples
residuos de acido glutdmico cerca del aminoterminal de cada precursor en residuos g-
carboxiglutamil en la proteina completada. La formacion de este nuevo aminoacido, el
4cido g-carboxiglutamico, permite que la proteina una al Ca®*, y que a su vez quede unida a
una superficie de fosfolipidos; esos dos sucesos son necesarios en la cascada de fenémenos

que conducen a la formacién de coagulos (ver Figura 4).%

La forma activa de la vitamina K parece ser la vitamina K hidroquinona reducida, que, en
presencia de O,, CO,, y la enzima carboxilasa microsomica, se convierte en su 2,3-epdoxido
al mismo tiempo que ocurre la g-carboxilacion. La forma hidroquinona de la vitamina K se
regenera a partir del 2,3-epdxido mediante una epoxidorreductasa sensible a cumarina. El
carboxiglutamato se encuentra en diversas proteinas ademas de los factores de la

coagulacion dependientes de vitamina K.**



Una de esas es la osteocalcina en los huesos, que es un productor secretor de los
osteoblastos. Su sintesis esté regulada por el calcitriol, la forma activa de la vitamina D, y
su concentracion plasmatica se correlaciona con la velocidad de recambio 6seo. En la
sangre, las proteinas tanto S como C también contienen carboxiglutamato; esas proteinas

poseen una funcién anticoagulante al inactivar a los factores VII1 y V.*

Esas estimaciones se han basado en la conservacion del tiempo de protrombina o la
restitucion del mismo, que puede no ser suficientemente sensible como para detectar
deficiencia subclinica de vitamina K. En lactantes, 10 mg/kg de peso corporal de
fitonadiona bastan para prevenir hipoprotrombinemia. Las necesidades se satisfacen
mediante la dieta promedio; ademas, la vitamina sintetizada por las bacterias intestinales

también esta disponible para el huésped.®

*« Recomendaciones

No se ha identificado con precision el requerimiento de vitamina K en seres humanos;
parece ser en extremo pequefio. Frick estimo que el requerimiento diario, en pacientes en
quienes se produjo deficiencia de vitamina K por medio de una dieta de inanicion y
antibioticoterapia durante tres a cuatro semanas, es de un minimo de 0.03 mg/kg de peso
corporal; otros colocan el requerimiento diario en 0.5 a 1 mg/kg, y la dosis diaria
recomendada por el Food and Nutrition Board del National Research Council se aproxima
a 1 mg/kg de peso corporal. A los recién nacidos se les debe suministrar vitamina K
inmediatamente después del nacimiento.*® Esas estimaciones se han basado en la
conservacion del tiempo de protrombina o la restitucion del mismo, que puede no ser

suficientemente sensible como para detectar deficiencia subclinica de vitamina K.’

* Toxicidad

La fitonadiona y las menaquinonas no son toxicas para los animales, incluso a dosis muy
grandes. En seres humanos, la administracion de fitonadiona por via intravenosa ha
producido rubor, disnea, dolor retrosternal, colapso cardiovascular y, rara vez, muerte. No
esta claro si esas reacciones se deben a la vitamina en si 0 a los compuestos que se utilizan

para dispersar y emulsificar la preparacion.*®
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La menadiona irrita la piel y las vias respiratorias. Sus soluciones tienen propiedades
vesicantes. La menadiona y sus derivados han quedado comprendidos en la produccion de
anemia hemolitica, hiperbilirrubinemia y kernicterus en recién nacidos, en especial
prematuros. La menadiona tambien puede inducir hemolisis en sujetos con deficiencia
genetica de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. En pacientes con hepatopatia grave, la
administracion de dosis grandes de menadiona o fitonadiona puede deprimir mas la funcion
del higado.*

e Sulfuros

Las reacciones de adicion sobre quinonas continta siendo materia de estudio para los
quimicos que buscan desarrollar nuevos farmacos con actividad bioldgica, asi como en la
investigacion para determinar aspectos de la interaccion de quinonas con sistemas

bioldgicos.

En 1946, Louis F. Fieser® llevé a cabo la sintesis de un sulfuro el cual fue obtenido por
adicion via Michael con mercaptanos, con una posterior oxidacion con Ag,O con
rendimientos moderados (14-70%), obteniéndose compuestos de gran importancia médica,
especificamente con alguna actividad antihemorragico o bacteriostatica e incluso
aplicaciones en quimioterapia. Dos afios mas tarde el mismo Louis F. Fieser’" obtiene 2-
metil-3-tioalquil(aril)-1,4-naftoquinonas, via la adicion de un ndmero mayor de
mercaptanos con posterior oxidacion con una solucion de dicromato. Lograndose
rendimientos mas altos de alrededor del 70%. M. O. Donald, en 1979, informo sobre la
adicion de mercaptanos a temperatura ambiente, a la 2-metil-1,4-naftoquinona utilizando
etanol como disolvente, seguida por la posterior oxidacion con aire. Estos compuestos

presentaron actividad farmacolégica, sobre todo para activar la coagulacion de la sangre.>

En 1995, Nishikawa> logré un método para adicién de mercaptanos a una solucién etérea
de vitamina Ks, utilizando como catalizador DBU (1,8-diazabicicloundeca-7-eno) dando el
intermediario hidroquinona y oxidandose con aire a la quinona. Estos tioéteres se
sintetizaron para ser utilizados como inhibidores de células cancerigenas. Conjuntamente
en los ultimos afios (2002-2005) se han obtenido derivados sulfurados de la menadiona que
presentan actividad anticancerigena; basada en la adicion tipo Michael del mercaptano en

solucion alcohélica con posterior oxidacion por medio del contacto con el aire.>*



OBJETIVO GENERAL:

Sintetizar derivados sulfurados de menadiona, mediante condiciones convencionales de
reaccion; con el fin de obtener moléculas con posibles efectos tanto antimicrobiano como

coagulante en sangre.

OBJETIVOS PARTICULARES:

« Llevar a cabo una serie de transformaciones de la menadiona con diferentes

mercaptanos, obteniendo los respectivos sulfuros en C-3; lo anterior en presencia de

disolvente, usando como fuente de activacion a la energia térmica .

Aislamiento y purificacion de los productos obtenidos, por cromatografia
preparativa; asi como su posterior caracterizacion mediante técnicas espectroscopicas
comunes, RMN y EMIE.

Evaluar los derivados sulfurados de la menadiona, en cuanto a su actividad
antimicrobiana in vitro; asimismo establecer de manera comparativa con la vitamina

K3 su efecto antihemorragico.



HIPOTESIS

Se ha informado que los sustituyentes alquilo, en C-2 de las 1, 4-naftoquinonas, inhiben de
manera considerable la adicion de varios reactivos de tipo HA (ROH, RSH, NH3, RNH,
RNH, R,CulLi, etc.); asi mismo, se sabe que los mercaptanos son buenos nucleofilos, en
consecuencia, si se hace reaccionar a la menadiona con una serie de mercaptanos en
condiciones convencionales de reaccion, se podra generar los correspondientes sulfuros en
C-3, asimismo es de esperar que con estas nuevas moléculas se puedan realizar estudios

tanto de efecto antihemorragico como de actividad antimicrobiana.



PARTE EXPERIMENTAL
REACTIVOS

Los reactivos: Menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), 2-propanotiol (1), n-butanotiol (2),
tiofenol (3) y bencilmercaptano (4) fueron adquiridos de la compafiia Aldrich; éstos fueron
empleados sin tratamiento previo. Los disolventes, n-hexano, AcOEt, CHCIs;, metanol
absoluto y acetona, fueron grado analitico siendo utilizados sin tratamiento alguno. Las
cromatografias en capa fina se efectuaron utilizando aluminofolios con gel de silice 60 Fs4,
utilizando como fase movil el sistema n-hexano-AcOEt (85:15); el revelado de éstas se
llevo a cabo por diferentes métodos: luz ultravioleta, con una lampara UV (modelo UVLS-
24) y con 24-dinitrofenilhidrazina. La purificacion de la mayoria de los productos se
realizo por cromatografia en columna usando gel de silice, Merck 60 con tamafio de
particula de 0.063 mm (malla 230 ASTM) como fase estacionaria, y como eluyente el
sistema n-hexano-AcOEt (85:15).

EQUIPOS

Los espectros de RMN *H y **C fueron adquiridos en un espectrémetro Varian Unity 300, a
300 MHz para 'H y a 75 MHz para **C, en disolucién de CDCl; usando TMS como
referencia interna. Los espectros de masas por impacto electronico se obtuvieron utilizando
un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas Varian Saturn 4D
GC/MS/MS (modelo 3300 GC/Star 3400C; con potencial de ionizacion de 70 eV). Para las

reacciones con activacion térmica se utilizo un sistema de reflujo.



PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.- Obtencion de los derivados sulfurados de menadiona (5 a-d), en MeOH absoluto,

mediante activacion térmica.

Para la sintesis de la serie de derivados sulfurados de menadiona, se coloco en un matraz de
bola una mezcla de 1 mmol de menadiona (vitamina Ksz) y 1 mmol de (1), (2), (3) o (4), en
presencia de disolvente (30 mL de MeOHygs); ésta se sometio a reflujé durante 48 horas, el
avance de las reacciones se realizé por medio de ccf en intervalos de lhora.’ Para la
obtencion de los derivados azufrados se utilizaron mantillas con agitador magnético,
matraces de 50 mL y refrigerantes unidos entre si con mangueras de hule, bajo las
siguientes condiciones: tiempo de reflujo 48 horas, temperatura 70-90° C. Posteriormente el
crudo de reaccion se soporto en gel de silice para su purificacion mediante cromatografia

en placa preparativa, eluyendo con el sistema n-hexano-AcOEt (85:15).
2.- Evaluacion coagulatoria

Con los derivados sulfurados de la vitamina Kj se realizd un estudio comparativo como
antihemorragicos con la prueba de coagulacion. Se utilizé como referencia la vitamina Ks.

Tiempo de coagulacion: se colocaron 2 mL de sangre en un tubo de ensaye y se le
agregaron 100 uL de citrato de sodio (al 3.8 %), se centrifugo la mezcla a 4000 rpm por 5
minutos, una vez separado el plasma se colocé en un tubo de ensaye limpio y se incubo a
37° C durante un minuto, inmediatamente después se adiciono 100 pL de vitamina K; o de

los derivados (5 a-d) al 5 % o 10 %, y finalmente se midié el tiempo de coagulacion.®
3.- Evaluacion antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evaluo con la prueba de sensibilidad en discos, mediante el
método de difusién en medio sélido, empleando diferentes concentraciones [50, 100, 200 y
1000 pg/mL] de los derivados sulfurados de la menadiona generados (5 a-d), utilizando
tres hongos diferentes (C. albicans ATCC 14053, C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis

ATCC 22019).° Los productos obtenidos de la menadiona fueron disueltos en acetona.



RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 6, 7 y en las Tablas 1-7, se presentan de manera resumida los resultados

generados durante el presente estudio, como son: datos de obtencion y caracterizacion, asi

como de ensayos bioldgicos.

Tabla 1: Propiedades de la vitamina K3 y de la serie de derivados sulfurados de menadiona.

NOMBRE CLAVE | APARIENCIA SOLUBILIDAD PTO. PM
DE (g/mol)
FUSION
°C)
Menadiona R Polvo color DMSO, CHCl; 99-101 172
(vitamina K3, amarillo claro acetona, AcOEt
2-metil-1,4- benceno y acetonitrilo
naftoquinona)
2-Metil-3- 5a Consistencia DMSO, CHCIl; |  ----- 216.16
propanotiol- aceitosa, color acetona, AcOEt
1,4- naranja obscuro | benceno y acetonitrilo
naftoquinona
2-Metil-3-n- 5b Cristales DMSO, CHCl; 42-44 260.18
butiltiol-1,4- delgados y acetona, AcOEt
naftoquinona cortos, color | benceno y acetonitrilo
naranja obscuro
2-Metil-3- 5c Cristales de DMSO, CHCl; 89-91 280.18
tiofenol-1,4- forma alargada acetona, AcOEt
naftoquinona de color benceno y acetonitrilo
naranja-rojizo
2-Metil-3- 5d Cristales DMSO, CHCl; 57-59 294.21
bencilmer- delgados y acetona, AcOEt
captano-1,4- cortos, color | benceno y acetonitrilo

naftoquinona

naranja obscuro




Tabla 2. Porcentajes de rendimientos de los productos obtenidos.

NOMBRE CLAVE PRODUCTO RENDIMIENTO
PURO (%)
OBTENIDO
(mg)

2-Metil-3-propanotiol-1,4- 5a 50 61
naftoquinona

2-Metil-3-n-butiltiol-1,4- 5b 10 34
naftoquinona

2-Metil-3-tiofenol-1,4- 5¢C 100 41
naftoquinona

2-Metil-3-bencilmercaptano- 5d 70 38

1,4-naftoquinona




Figura 5. Menadiona y productos obtenidos (5 a-d) con asignaciones correspondientes.



Tabla 3. Datos de RMN *H para menadiona y los correspondientes sulfuros.

COMPUESTO | MENADIONA 5a 5b 5c 5d
Hidrdégeno o (ppm)
3 6.85(q, 1H)
8.08(m, 8.04(m, 8.04(m,
5-8 8.08(m, 2H)= | 8.08(m, 2H):=
2H)x 2H)x 2H)x
7.70(m, 7.68(m, 7.67(m,
6-7 7.73(m, 2H)= | 7.70(m, 2H):=
2H)x 2H)x 2H)x
2.34(s,
9 2.20(d, 3H) 2.37(s, 3H) | 2.36(s, 3H) 3H) 2.21(s, 3H)
10
11
12 4.12(m, 1H) | 3.21(t, 2H) 4.41(s, 2H)
7.38-
1.57(m,
13 1.30(d, 3H) 7.23(m,
2H)
5H)x*
7.28-
1.43(m,
14 1.30(d, 3H) 7.17(m,
2H)
S5H)x
15 0.91(t, 3H)

= Ar




Tabla 4. Datos de RMN *3C para menadiona y los correspondientes sulfuros

COMPUESTO | MENADIONA 5a 5b 5C 5d
Carbono 6 (ppm)
1 185.0 182.5 182.4 185.9 182.2
2 148.2 147.9 147.5 149.0 147.6
3 135.7 135.6 146.8 145.8 145.8
4 185.6 181.3 181.6 185.4 181.2
5 133.6 133.3 133.5 133.5 133.3
6 126.1 126.5 126.8 126.5 126.4
7 126.5 126.7 126.9 126.9 126.6
8 133.7 133.5 133.8 133.6 133.5
9 16.5 15.3 154 15.9 15.1
10 132.2 132.7 132.3 132.4 132.6
11 132.1 132.0 132.3 131.9 131.8
12 38.5 34.3 133.9 38.6
13 23.9 32.9 130.4 137.6
14 23.9 22.0 129.1 128.9
15 13.8 127.2 128.5
16 129.1 127.3
17 130.4 128.5
18 128.9

xDesacoplados




Tabla 5. Datos de EMIE de menadiona y sus respectivos sulfuros.

M
COMPUESTO

m/z (ar %)

PICO BASE

m/z (ar %) [*]

OTROS FRAGMENTOS

m/z (ar %)

Menadiona
172(75)

173(100)[M+1]"*

144 (13) [M-28]"+, 116 (42) [M-
56]*+, 115 (73) [M-57]", 104 (11.5)

[M-68]**, 76 (2.5) [M-96]**

5a 246(n.o.)

204 (100) [M-42]**

248 (1) [M+2]*+, 143 (56) [M-103]",
115 (82) [M-131]", 104 (30) [M-

142]*+, 76 (50) [M-170]"

5b 260(2)

115 (110) [M-145]*

204 (73) [M-56]"", 143 (46) [M-
117]%, 105 (54) [M-155]", 76 (76)

[M-184]

5c 280(n.o.)

109 (100) [M-171]*

281 (1.5) [M+1]", 143 (3) [M-
137]%,115 (5) [M-165]", 104 (5) [M-

176]", 76 (6) [M-204] ™

5d 294(n.0.)

91 (100) [M-203]*

295 (1.25) [M+1]", 143 (4) [M-
151]*, 115 (5) [M-179]*, 105 (7.5)

[M-189]", 76 (11) [M-218] -

[+] Asignaciones

n. 0. = no observado




Tabla 6. Tiempo de coagulacién para la vitamina K3 y de los derivados sulfurados (5 a-d).

COAGULANTE TIEMPO TIEMPO
DE COAGULACION A DE COAGULACION A
CONC. DE 5 % P/V (seg) CONC. DE 10 % P/V (seg)
Vitamina K3 16.36 (e) 13.28 (e)
5a 13.19 (e) 15.60 (e)
5b 20.44 (e 15.71  (e)
5¢c 15.03 (e) 11.25 (e)
5d 16.35 (e 18.40 (e

Analisis de variancia unifactorial P > 0.05. Literales diferentes P < 0.05.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana del compuesto 5c.

COMPUESTO CONCENTRACION

5c 1000 pg/mL

Teniendo como antecedentes inmediatos los resultados mostrados con anterioridad, en las
paginas siguientes se presenta de manera amplia la discusion de los mismos; ésta se realiza
de la manera siguiente: datos de obtencion; formacion de los sulfuros de menadiona;

caracterizacion de los productos; ensayos bioldgicos; un aspecto particular.
Datos de obtencion

La proporcion n-hexano:AcOEt se obtuvo por ensayo y error entre los disolventes antes
mencionados, desde utilizar uno hasta diferentes proporciones de ellos, encontrando que en
85:15 n-hexano:AcOEt se eluye mejor las cuatro fracciones de la menadiona con el tiol. Se
utilizd como revelador la luz UV. La placa se dejo secar y se observd en UV donde se
marcaron los contornos visibles para después raspar y separar sucesivamente las fracciones.
Se coloco el raspado en un embudo con papel filtro y se lavo con AcOEt para extraer los
productos de la silice. Se dejo secar el producto al vacio y se calcul6 el punto de fusion de
cada producto. Se pesé y obtuvo rendimientos comparables de los productos purificados.
Los rendimientos consignados en la Tabla 2 corresponden a los productos purificados.




Formacion de los sulfuros de menadiona

Los productos se obtuvieron de la reaccion de la vitamina Kz (menadiona) con los diversos
tioles, como se muestran en la Figura 6, no se presentd la obtencion del producto de
isomerizacion o el proceso de adicion tipo Michael, los productos finales obtenidos
corresponden a reacciones de sustitucion aparente sobre C-3 (5 a-d). Los porcentajes de
rendimientos de las correspondientes reacciones se encuentran resumidos en la Tabla 2.
Complementariamente las moléculas obtenidas: 5 a-d, fueron caracterizadas por RMN (*H,
3C) y EMIE. (ver espectros de RMN 'H, *C y EMIE, de cada uno de los productos

obtenidos asi como sus asignaciones correspondientes en apéndice o en Figura 5).

I j\ O 7 N
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Figura 6. Productos obtenidos de la reaccion de la menadiona con tioles diferentes.



Caracterizacion de los productos

RMN *H: En los espectros de RMN *H de los productos de la reaccion de menadiona con
los diferentes mercaptanos [(1), (2), (3) o (4)], se puede observar como en el espectro de
menadiona (Espectro 1), la sefial cuarteto del hidrogeno ubicado en 6.85 ppm (1H, H-3),
desaparece en los espectros de los sulfuros obtenidos, asi como la sefial doble de H-9 (3H)
cambia a una sefial sencilla; mientras tanto, las demas sefiales en el anillo quindnico
presentan cambios. En el espectro del sulfuro de isopropanotiol (Espectro 3) se observa una
sefial multiple centrada en 4.12 ppm, que corresponde al H-12 (1H), asimismo se tiene una
sefial doble a campo alto para H-13 (3H) y H-14 (3H) a 1.30 ppm; para el sulfuro de n-
butanotiol (Espectro 5), se tiene una sefial triple en 3.21 ppm que corresponde al H-12
(2H), igualmente se ve otra sefial triple centrada en 0.91 ppm asignada para H-15 (3H), un
conjunto de sefiales mualtiples en 1.57 y 1.43 ppm para H-13 y H-14 respectivamente; con
respecto al derivado de tiofenol (Espectro 7), se presentan sefiales maltiples en la region de
los aromaticos de 7.38 a 7.23 ppm que corresponden al fenilo unido al azufre (5H) y para el
sulfuro de bencilmercaptano (Espectro 9), se da la aparicion de una sefial sencilla en 4.41
ppm que corresponde al metileno, (2H, H-12), asi como una sefial multiple en la region
aromatica que va de 7.28 - 7.17 ppm, para los hidrégenos del anillo aromatico.

RMN 3C: En los espectros de RMN **C de los productos de la reaccion de Menadiona con
los diferentes mercaptanos [(1), (2), (3) o (4)], se puede observar como en el espectro de
menadiona (Espectro 2), presenta cambios ligeros en el anillo quinonico. En el espectro del
producto de iso-propanotiol (Espectro 4), aparece una sefial a 38.5 ppm asignada a C-12
(1H) base de azufre, asimismo, la sefial en 23.9 ppm es para C-13 (3H) y C-14 (3H); para el
derivado de n-butanotiol (Espectro 6), se observan cuatro sefiales de tipo alifatico a campo
alto de 34.2 (2H, C-12), 32.9 (2H, C-13), 22.0 (2H, C-14) y 13.8 (3H, C-15) ppm que
corresponde a la cadena alifatica unida al atomo de azufre. Respecto al sulfuro de tiofenol
(Espectro 8), se observa la sefial de tres grupos metino de tipo aromatico a 130.4, 129.1y
127.2 ppm las cuales se asignaron a C-13 (1H) y C-17 (1H), C-14 (1H) y C-16 (1H) y C-15
(1H), respectivamente; finalmente, en el espectro del producto de bencilmercaptano
(Espectro 10), se observan tres sefiales de grupo metino a 128.9, 128.5 y 127.3 ppm que
corresponden a los carbonos del anillo aromético C-14 (1H) y C-18 (1H), C-15 (1H) y C-17
(1H) y C-16 (1H) respectivamente, asi como un metileno a 38.6 ppm, que es asignado para
C-12 (2H).



EMIE: La caracterizacion por medio de los espectros de EMIE, en acuerdo a lo reportado

en la literatura, presenta una fragmentacion para la menadiona (Espectro 11), con las

asignaciones siguientes: m/z 173 (100) [M+1]" , m/z 172 (75) M*+, m/z 144 (13) [M-28]"",
m/z 116 (42) [M-56]"", m/z 115 (73) [M-57]", m/z 104 (11.5) [M-68]** y m/z 76 (2.5) [M-

96]"*. En relacion a los sulfuros obtenidos, se observa un patron de fragmentacion
consistente con la menadiona, tal como se muestra a continuacion: para el producto de iso-

propanotiol (Espectro 12), m/z 248 (1) [M+2]*+, m/z 204 (100) [M-42]*+, m/z 143 (56) [M-
103]*, m/z 115 (82) [M-131]*, m/z 104 (30) [M-142]"* y m/z 76 (50) [M-170]""; en el
producto de n-butanotiol (Espectro 13), m/z 260 (2) M*+, m/z 204 (73) [M-56]"+, m/z 143
(46) [M-117]*, m/z 115 (110) [M-145]", m/z 105 (54) [M-155]* y m/z 76 (76) [M-184]"";
mientras que en el producto de tiofenol (Espectro 14), m/z 281 (1.5) [M+1]", m/z 143 (3)
[M-137]", m/z 115 (5) [M-165]", m/z 104 (5) [M-176]"*, m/z 109 (100) [M-171]" y m/z 76
(6) [M-204]*+; y por Gltimo para el producto de bencilmercaptano (Espectro 15), m/z 295
(1.25) [M+1]*, m/z 143 (4) [M-151]", m/z 115 (5) [M-179]", m/z 105 (7.5) [M-189]", m/z 91
(100) [M-203]" y m/z 76 (11) [M-218]"".

Con los datos mencionados anteriormente se puede concluir que hay un fragmento en

comun a partir del sustrato, hay consistencia con los picos base en el fragmento 115.
Ensayos biologicos

En relacion a la prueba estadistica, a pesar de que los productos 5a (5%) y 5¢ (10%) tienen
un tiempo de coagulacion 1.2 veces menor que la vitamina K, no fué significativamente
diferente P > 0.05.

Se realizé un *“screening” primario in vitro de los productos finales, utilizando tres hongos
diferentes (C. albicans ATCC 14053, C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC
22019). El compuesto obtenido 5c¢ provoco halos de inhibicion de 7 mm sobre C. albicans
ATCC 14053.



Un aspecto particular

Mediante el presente estudio se aprecio que la reactividad de la menadiona frente a los
diferentes mercaptanos empleados bajo las condiciones de trabajo, se dio en la posicién 3
del anillo quinonico. Cabe destacar que esto fue posible debido a la deficiencia electronica
causada por el efecto electroatractor del grupo carbonilico, que en consecuencia hace a la
posicion ya mencionada, susceptible a una adicion nucleofilica tipo Michael por parte de

los mercaptanos, dando origen a un intermediario®

, seguido por un proceso de oxidacion
que permite adquirir nuevamente el nacleo de naftoquinona. Dicho proceso de oxidacion se
considera que es provocado por la interaccion con el oxigeno del aire. EI mecanismo

propuesto para explicar la formacion de los productos, es exhibido en la Figura 7.

Figura 7. Mecanismo de reaccion propuesto.



CONCLUSIONES

* La menadiona produce los correspondientes sulfuros en C-3, en presencia de

diferentes tioles en condiciones de reflujo, en presencia de disolvente (MeOH);
estds moléculas fueron obtenidas en lugar de los productos tipo Michael, lo que
implica una *“sustitucion” en dicha posicion C-3. Como consecuencia de lo anterior,

se lograron cubrir los objetivos e hipotesis originalmente propuestos.

» Se presume que en la reaccion expuesta en el punto anterior se realiza mediante una

adicion nucleofilica tipo Michael seguida de un proceso de oxidacion, desarrollo
que es propuesto en la Figura 7. Cabe hacer énfasis en que ésta solo es una
representacion tedrica e hipotética, que podria ser objeto de un estudio posterior,

para su correspondiente validacion.

Al efectuar la reaccion de la menadiona con (1), (2), (3) o (4), mediante activacion

térmica, en presencia de disolvente se obtuvieron los sulfuros respectivos, con

rendimientos moderados (34-61%).

En relacion a los derivados 5a y 5c, éstos muestran un comportamiento

antihemorragico similar que la vitamina Ks.

En relacion a la posible actividad antimicrobiana, el unico derivado sulfurado de
menadiona que presento efecto fue el 5¢, ya que inhibio el crecimiento del hongo C.
albicans ATCC 14053.

Por ultimo es necesario mencionar que, las cuatro moléculas obtenidas con los

diferentes mercaptanos, fueron caracterizadas mediante los correspondientes datos
de RMN 'H, RMN **Cy EMIE.
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Anexos

En este apartado de la Tesis, se presentan las tres series de espectros (RMN *H, RMN *C y
EMIE) para cada uno de los productos obtenidos. Aungue los correspondientes datos se
mostraron de manera resumida en las Tablas 3, 4 y 5, los espectros respectivos se

proporcionan para mayor objetividad.



Anexo 1. Espectros de RMN H'y C*°

correspondientes a la menadiona y a los

productos 5 a-d.

































Anexo 2. Espectros de masas por impacto

electronico correspondientes a la

menadionay a los productos 5 a-d.


















GLOSARIO

% Por ciento

o Alfa

abs. Absoluto

AcOEt Acetato de etilo

ATCC The American Type Culture Collection
B Beta

°C Grados Celcius

C. Candida

Ca Calcio

ccf Cromatografia en capa fina
CDCls Cloroformo deuterado
CHCI3 Cloroformo

CH3;COCH;  Acetona

CO, Dioxido de carbono

cols. Colaboradores

Conc. Concentracion

EMIE Espectrometria de masas por impacto electronico
g Gramo

K1 Filoguinona

K> Menaquinona

Ks Menadiona

Kg Kilogramo

LDH Deshidrogenasa lactica

ug Microgramo

uL Microlitro

MeOH Metanol

mg Miligramo

MHz Mega Hertz (Hertzios)

mL Mililitro

mm Milimetro



mmol
MNQ

p/v

ppm
Pto.

RMN
RMN “*C
RMN 'H
rpm
RTO.

seg

TGO
TGP
T™MS

TP

uv

Milimol

Metilnaftoquinona

Oxigeno

Peso volumen

Partes por millén

Punto

Referencia (menadiona)

Resonancia magnetica nuclear

Resonancia magnetica nuclear de carbono trece
Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
Revolucion por minuto

Rendimiento

Segundo

Transaminasa glutamico-oxaloacetica
Transaminasa glutamico-piravica
Tetrametilsilano

Protrombina

Ultravioleta
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